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I. RESUMEN 

Se analizó la regulación de la expresión de los genes que codifican 

la ribulosa-1, 5-bifosfato carboxllasa/oxigenasa (RUBISCO; E. C. 

4.·1. l. 39) en ma1z, durante el desarrollo de la segunda hoja de 

plántulas y en la hoja superior a la mazorca en plantas adultas durante 

el llenado de grano. En plántulas se escogieron siete estadios de 

desarrollo de la hoja, en adultas se hicieron seis muestreos semanales. 

Se cuantificaron los transcritos de las dos subunidades de la RUBISCO 

comparándolos con la actividad y la proteína RUBISCO. Se realizaron 

también experimentos de pulso y seguimiento para determinar la s1ntesis 

y degradación de esa enzima. En plántulas los niveles de los dos RNAs 

mensajeros aumentaron paralelamente hasta el tercer estadio; después el 

de la subunidad grande disminuyó lentamente mientras que el de la 

subunidad pequefia lo hizo abruptamente .desapareciendo en el sexto 

estadio. La actividad y la prote1na RUBISCO aumentaron hasta el quinto 

estadio y luego permanecieron estables. Estos resultados indican que en 

el desarrollo temprano de la hoja el aumento coordinado de esos 

parámetros 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 prote1na. En el 

quinto estadio la velocidad de s1ntesis de la RUBISCO disminuye 

notablemente por lo que se sugiere que la gran estabilidad de la enzima 

explica su presencia hasta el final del estudio (regulación 

postraduccional}. En plantas adultas el RNA mensajero de la subunidad 

grande mostró una tendencia ~ disminuir paralelamente al comportamiento 

de la prote1na RUBISCO. Aunque el mensaje de la subunidad pequefia se 

detectó en escasas cantidades durante todo el muestreo, en los , .. 
experimentos de pulso se o~servó marca radiactiva en las dos 

subunidades de la enzima, lo cual implica que para formar la ~ploenzima 

RUBISCO la regulación debe ocurrir a nivel traduccional. En conclusión 

parece ser que diferentes niveles de regulación de la expresión de los 

genes de la RUBISCO actúan en los distintos momentos del desarrollo de 

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



SUMMARY 

The regulatlon of rlbulose ·bisphosphate carboxylase/oxygenase 

(RUBISCO; E. C. 4. l. l. 39) genes in malze was studled in the second leaf 

of seedllngs and in the leaf above the ear of adult plants durlng the 

graln fllllng perlad. In seedllngs seven stages of development were 

selected, whlle in adult plants slx samples were taken weekly. 

Transcrlpts of the two genes codlfying RUBISCO polypepÜdes were 

measured and they were compared wlth the activity and RUBISCO-protein 

lev.els. Pulse and chase experiments were also made to determine the 

synthesls and degradation of the enzyme. In seedlings the levels of the. 

two mRNAs lncreased up to the thlrd 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 remalned 

stable. These results suggest that at early stages of leaf development 

the coordlnated lncrease of these parameters is regulated at 

transcriptlonal leve l. From the third stage forward, .i t seems that a 

post-transcrlptional control plays an important role in regulatlng 

RUBISCO genes expression, since the mRNAs decreased but RUBISCO-protein 

remalns constant. At the flfth stage RUBISCO synthesis decreased 

notably, suggestlng that the great stability of the enzyme may account 

far lts presence until the end of the study (post-translational 

regulatlon). In adult plants the large subunit messa¡¡e trended to 

decrease, as did lt RUBISCO-protein. Although the small subunit message 

was detected in scarce amounts over the ~hale perlad of sampllng, in 

the pulse experiments radioactlve mark in the two subuni ts of the 

enzyme was observed, lmplying that to produce RUBISCO holoenzyme the 

regulation must be at translational leve!. In conclusion, it seems that 

in RUBISCO gene expression severa! levels of regulation act at 

different moments durlng plant development to account far the correct 

function of the leaves. 
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II. INTRODUCCIOH 

El estudio del proceso fotosintético ha sido de aran importancia 

ya que ha permitido conocer los mecanismos fisiológicos y blo~ulmlcos 

que se llevan a cabo para que los compuestos inorgánicos se transformen 

en materia orgánica por acción de la energla radiante. Este 

conocimiento ha brindado la posibilidad de efectuar manejos adecu¡ado• 

de los cul tiv<.>s con el objeto de aumentar la producción de 'biomasa, 

principalmente en plantas de interés económico. 

La ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa/oxiaenasa (RUBISCO; 

E.C.4.1.1.39) es una de las enzimas clave en la producción de 

carbohidratos por las plantas a través del proceso fotosintétlco. Es la 

primera enzima en el ciclo de reducción fotoslntétlca del carbono y su 

función es tomar el C02 y fijarlo en la rlbulosa bifosfato (RuBP), para 

producir un compuesto inestable de seis átomos de carbono que al 

escindirse produce dos moléculas de ácido 3-fosfoglicérico (3-PGA). 

Este compuesto sufre una serle de transformaciones para producir, a 

partir de la entrada de varias moléculas de C02 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 protelna vegetal aás a11pliament• 

estudiada y se ha propuesto que su actividad podria ser uno de los 

pasos llmltantes en el proceso fotosintético (Hageman et al., 1967). 

La RUBISCO está constituida por 16 subunldades (Jensen y Bahr, 

1977) de dos tipos diferentes y en cantidades iguales, las cuales está.n 

codificadas en dos genomas distintos: la subunidad grande en el genoaa 

cloroplástico y la subunldad pequefia en el nuclear. Este origen 

heterólogo de las subunldades ha conducido al estudio de la 

coordinación en la expresión de estos genes para producir la holoenziaa 

funcional. En experimentos realizados ln vltro se ha determinado que la 

regulación por luz de los genes de la subunidad pequefia ocurre 

primariamente a nivel transcripcional (Manzara y Gruissem, 1988). 

Asimismo se ha determinado que la regulación de la expresión de los 

genes de la subunldad grande ocurre primariamente a nivel 

postranscripclonal, con énfasis en estabilidad y procesamiento de RNA y 

en regulación traduccional de la expresión génica. 

La mayoria de los estudios para determinar los puntos de 

regulación de la actividad de la RUBISCO y de la expresión de los genes 

que la codifican, han sido realizados en etapas tempranas del 
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desarrollo de las plantas, en siste111as ln vltro y/o aplicando variable,• 

como luz, temperatura, reguladores de creci111iento, etc. Sin embargo, no 

es posible suponer que la información obtenida de estos trabajos puede 

aplicarse a todos los momentos del desarrollo de una hoja, ya que los 

procesos fisiológicos que se llevan a cabo cambian en función a los 

requerimientos del desarrollo. Por tal motivo el interés de este 

trabajo reside en determinar en que niveles está ocurriendo l• 

regulación de la expresión de los genes que codifican la RUBISCO, aal 
como determinar las velocidades de sintesis y degradación de los 

polipéptidos que la componen, durante todo el desarrollo de la segunda 

hoja en plántulas y durante el periodo de llenado de grano en la hoja 

superior a la mazorca en plantas adultas de maiz. 

En estos dos momentos del desarrollo, el funcionamiento de las 

hojas es distinto. En el caso de las plántulas, el estudio se incia 

cuando la hoja recién emerge del coleóptilo, atraviesa por el momento 

de máxima expansión y capacidad fotosintética y :finaliza cuando ha 

empezado a envejecer. A través de este proceso la hoja debe desarrollar 

su maquinaria fotosintética y establecerse como tejido autótrofo para 

sostener su crecimiento. Cuando logra su mayor expansión, su actividad 

:fotosintética ayuda a sustentar el crecimiento de hojas más jóvenes que 

inician su des;.rrollo y que no tienen su maquinaria fotosintétlca 

totalmente instalada. En el envejecimiento, se inicia la destrucción de 

varios de sus componentes los cuales en algunos 

translocados y esto provoca la disminución de 

:fotosintética y la muerte del tejido (Turgeon, 1989). 

casos ser6n 

la actividad 

En el caso de plantas adultas el estudio se lleva a cabo cuando el 

tejido foliar ya está totalmente maduro y la hoja ha llegado a su 

máxima expansión, es decir, el proceso de desarrollo ya ha concluido. 

En este momento es cuando el tejido follar debe expresar su capacidad 

:fotosintética al máximo y durante un tiempo largo (varias semanas), ya 

que los compuestos de fijación de C02 que produzca esta hoja serán 

utilizados para la generación de los componentes de la mazorca, el 

desarrollo del embrión y el llenado de grano (Tanaka y Yamaguchl, 

1977). Posteriormente la hoja empieza a envejecer y a translocar parte 

de sus componentes hacia la mazorca en desarrollo (Fondy y Gei111er, 

1981). 
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Figura 1. Reducción fotosintética del carbono. Abreviaturas: 3PGA, ác. 
3-fosfogllcérico; 1,3-diPGA, ác. 1,3 difosfogllcérlco; 3-PGald, 
gliceraldehido 3-fosfato; DHAP, dlhldroxlacetona fosfato; FDP, fructosa 
1, 6-difosfato; F6P, fructosa 6-fosfato; E4P, erltrosa 4-fosfato; 
XIL-5P, xllulosa 5-fosfato; SDP, sedoheptulosa 1,7-difosfato; S7P, 
sedoheptulosa 7-fosfato; Ri-SP, ribosa 5-fosfalo; Ru-SP, ribulosa 
5-fosfato; RuBP, rlbulosa 1,5-blfosfato. Los nombres de las enzimas que 
catalizan las reacciones son: (1) rlbulosa blfosfato carboxilasa/ 
oxigenasa; (2) fosfogllcerato cinasa; (3) gllceraldehido fosfato 
dehidrogenasa (NADP); (4) triosa fosfato isomerasa; (5) fructosa 1,6-
difosfato aldolasa; (6) hexodifosfatasa; (7) gllcoaldehido transferasa; 
(8) sedoheptulosa 1, 7-dlfosfato aldolasa; (9) heptodlfosfatasa; (10) 
gllcoaldehido transferasa; (11) rlbulosa fosfato epimerasa; (12) rlbosa 
fosfato isomerasa; (13) fosfo-ribulosa clnasa. 
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111. ANTECEDENTES Y REVISION DE LITERATURA 

1. Reaccione• calalizada• por la RUBISCO 

La ribulosa bifosfato carboxllasa/oxigenasa (RUBISCO; E. C. 

4.1.1.39) está presente en todos los organismos fotosintéticos, desde 

bacterias hasta plantas superiores. Debido a que es una proteina •uY 

abundante, ha sido estudiada desde hace muchos afies. Inicialmente Cue 

identificada como una enzima de carboxllación pero posteriormente se 

determinó que es capaz de realizar también la oxigenación del mis•o 

substrato, la ribulosa 1,5-bifosfato (RuBP) (Ogren, 1984). Este 

compuesto al ser carboxilado en el ciclo de reducción 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. fosfoglicólico 

dando lugar al proceso conocido como fotorrespiración (Fig. 2, Hiziorko 

y Lorimer, 1983). 

1.1. Oxigenación. 

La oxigenación de la RuBP (Fig. 2a) constituye la primera reacción 

de la via conocida como fotorrespiración y de la cual no se sabe cual 

es su función en las plantas. En esta reacción el 02 compite con el COz 

por la misma enzima y sustrato lo cual explica la mayor inhibición de 

la fotosintesis a bajas concentraciones de C02 en plantas con 

fotosintesis de tipo C3, en donde el proceso de fotorrespiración es 

claramente detectable. Sin embargo en plantas con fotosintesis de tipo 

Ce como el maiz, esta reacción no es detectable. Esta ausencia de 

fotorrespiración parece estar determinada por el tipo de anatomia que 

presentan estas plantas y por la localización de la RUBISCO en ellas. 

En las plantas de tipo C3 la RUBISCO se localiza en las células del 

mesófilo en cambio en las plantas de tipo Ce está confinada a las 

células de la vaina del haz vascular. En estas plantas la concentración 

de C02 en células del haz vascular es más al ta que en células del 

mesófilo lo que limita que el 02 pueda competir con el C02 por el sitio 

activo de la enzima, dejándolo disponible para que ocurra la reacción 

de carboxllación (Fig. 3). De ahi que las plantas de tipo Ct sean 

fotosintéticamente más eficientes (Lorimer y Andrews, 1981). 
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FiQ 2. Reacciones que catoliza lo RUBISCO 

a. Oxigenación b. Carboxilación 
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Figura 2. - Reacciones que cataliza la RUBISCO. La integración de los 
ciclos de fotorrespiración y de reducción fotosintética del carbono se 
lleva a cabo por la oxigenación o carboxilación de la RuBP. El ciclo C3 
opera en forma independiente. El C2 es parasitico, pues depende del C3 
para regenerar la RuBP. (Basado en Lorimer, 1981). 
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Figura 3. Secciones transversales de hojas. a) Avena (planta C3) b) 
maiz (planta C4). BS células de la vaina del haz vascular; M células 
del mesófilo. En b) es claramente visible la anatomía Kranz formada por 
las células de la vaina del haz vascular. (Salisbur.y y Ross, 1978) 
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1.2. Carboxilaci6n. 

La reacción de carboxilaci6n (Fig. 2b) constituye la primera 

reacción en el ciclo de reducción fotosintética del carbono o ciclo 

Calvin-Benson-Bassham. En plantas del tipo fotosintético C4, este ciclo 

se realiza en los cloroplastos de las células de la vaina del haz 

vascular (Fig. 4), las cuales se localizan en el interior del tejido 

follar (Flg. 3). Debido a esta distribución el C02 que carboxila a la 

RuBP no es el que proviene de la atmósfera sino de la descarboxilación 

del ácido mállco. Este ácido es sintetizado en los cloroplastos del 

mes6filo a través del ciclo de Hatch y Slack (Hatch y Slack, 1970). 

Para que se lleve a cabo la reacción la enzima debe ser activada 

con C02 y Mg2+. Para una detallada explicación de los mecanismos 

bioquimicos involucrados en la activación y la catálisis revisar el 

articulo de Lorimer, 1981. Recientemente se ha encontrado que la 

RUBISCO activasa tiene un papel muy importante en la regulación de la 

actividad de esta enzima (para una revisión detallada sobre este tema 

consultar el articulo de Salvucci, 1989). 

2. E•tructura de la RUBISCO 

La RUBISCO es una holoenzima que en plantas superiores tiene un 

peso molecular de 550,000. Está constituida por dos tipos de 

subunidades, la grande con un peso molecular aproximado de 55,000 y la 

pequel'la con peso molecular aproximado de 14, 000. La holoenzima es un 

hexadecámero de ocho subunidades grandes y ocho pequefias (Jensen y 

Bahr, 1977). Durante mucho tiempo se consideró que la subunidad grande 

poseia el sitio catalitico (Lorimer y Miziorko, 1980) y la subunidad 

pequel'la jugaba un papel regulatorio escasamente comprendido. Sin 

embarbo, se ha determinado que la subunidad pequefia es necesaria para 

la catálisis (Andrews y Ballment, 1983) y participa estructuralmente en 

el sitio activo de la enzima (Larimer et al. 1987). La conformación 

espacial de esta enzima está siendo estudiada con detalle para 

determinar las interacciones entre los dos tipos de subunidades y los 

residuos participantes en la catálisis (Lundquist, 1990). 

3. Sinlesis y ensamblaje de la RUBISCO. 

Aunque esta enzima se localiza en los cloroplastos, sólamente la 

subunidad grande es codificada en el genoma del orgánulo (Chan y 
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Figura 4. División metabólica del trabajo en células del mesófilo y de 
la vaina del haz vascular en plantas C4. El C02 es fijado inicialmente 
en las células del mesófllo formando ácidos de cuatro carbonos que son 
transladados hacia las células de la vaina del haz vascular, donde son 
descarboxllados. El C02 que se libera es fijado en los cloroplastos de 
esas células mediante el ciclo de reducción fotosintética del carbono, 
cuyos productos son sacarosa y almidón. Después de la descarboxilaclón 
de los ácidos de cuatro carbonos. las moléculas de tres carbonos 
producidas, tales como piruvato y alanlna, regresan a las células del 
mesófilo donde son transfa1~madas en fosfoenolpiruvato para reiniciar el 
ciclo de fijación del C02. (Adaptado de Salisbury y Ross, 1978). 
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Wildman, 1972) y sintetizada sobre ribosomas cloroplásticos (Blair y 

Ellis, 1973). La subunidad pequefia está codificada en el núcleo y es 

sintetizada en los ribosomas citoplásmicos (Kawashlma y Wildman, 1972) 

como un precursor con un peso molecular de 20 kD, el cual es 

transportado a los cloroplastos y procesado en el estroma en donde 

también es ensamblado (Fig. 5, Smith y Ellis, 1979). 

Al ser sintetizada la subunidad grande se asocia a una proteina 

conocida como proteina de unión a la subunidad grande (LSBP: large 

subuni t binding pro te in), lo cual es requisito para que ocurra el 

ensamblaje de la holoenzlma 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 acción de este tipo de proteinas 

(Rey, 1989; Gatenby y Ellis, 1990). 

4. Organización de los genes que codifican la subunidad pequefia de la 

RUBISCO. 

En todas las plantas superiores estudiadas, la subunidad pequefia 

está codificada por una familia multigénica en el genoma nuclear (rbcS) 

cuyo número 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 maizal menos tres miembros (Sheen y Bogorad, 1986). 

Las familias de subunidad pequefia más ampliamente caracterizadas 

son las de petunia, chicharo y tomate donde la mayoría de los genes han 

sido secuenciados y su organización y/o su localización cromosómica ha 

sido determinada. En tomate, los cinco genes rbcS están localizados en 

tres loci genéticos situados en dos cromosomas distintos. El locus 

Rbcs-1 se localiza en el cromosoma 2 y contiene un gen; el locus Rbcs-2 

está situado en el cromosoma 3 y también contiene un gen y el locus 

Rbcs-3 localizado en el cromosoma 2 (Vallejos et al., 1986) contiene 3 

genes arreglados en tándem en una región de 10 kb denominados Rbcs-3A, 

Rbcs-38 y Rbcs-3C (Sugita et al., 1987). 

Se ha determinado que todos estos genes contienen al menos dos 

intrones. Los cuatro genes contenidos en Rbcs-1 y Rbcs-3 son similares 

en estructura y cada uno posee dos intrones de 100 pb; el primero 

11 

.. ¡ ......... 



Figura S. Eventos en el ensamblaje de la RUBISCO. La subunldad grande 
de la RUBISCO (LS) se sintetiza en los cloroplastos mientras que la 
subunidad pequeña (SS) y la proteina de unión a la subunldad. 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 cloroplástica para 
hacerla funcional. La LSBP actúa 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 pollpéptido 111aduro. El gen Rbcs-2 contiene ade111ás de los dos 

intrones sellalados anteriormente, un tercer lntrón localizado dentro 

del codón 59. El primero y tercer intrón de Rbcs-2 tienen 999 y 435 bp 

y parece que no contienen marcos de lectura abiertos (open readlng 

frames). En petunia la organización es muy semejante. Un gen con dos 

lntrones se localiza en un locus; otro gen con tres lntrones se 

localiza en el segundo locus y un arreglo en tándem de genes con dos 

lntrones 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 localizan en un solo locus en el cromosoma 5 (Polans et al., 

1985) y todos los genes contiene 2 lntrones (Coruzzl et al., 1984; 

Tlmko et al., 1985). En trigo y maiz han sldo·encontrados genes con un 

solo lntrón (Broglie et al., 1983; Lebrun et al., 1987). La posición de 

los intrones en los genes que contienen solamente dos, corresponde a la 

posición del primero y segundo lntrones en los genes que poseen tres 

lntrones. En el caso de trigo y maiz el único lntrón corresponde a la 

posición del lntrón 1 de los genes de dicotiledóneas. 

Aunque las estructuras de los genes rbcS pueden variar entre 

especies y aún dentro de una misma especie, las secuencias de 

nucleótidos y aminoácidos de las reglones codificadoras están 

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 secuencia de·nucleótidos está conservada variando 

de 86 a lOOX entre los genes rbcS. Segundo: muchas de las 

substituciones de nucleótldos son silenciosas, resultando en una mayor 

conservación en la secuencia de aminoácidos (91-lOOX en tomate). 

Tercero: la mayoria de las substituciones de aminoácidos ocurren en la 

secuencia del péptldo sefial tal que en tomate, los cinco genes 

codifican cuatro diferentes pollpéptidos precursores, que son 

procesados para producir solo tres diferentes polipéptldos maduros. 

Cuarto: la conservación de la secuencia es mayor entre genes de un 

mismo locus que entre genes de diferentes loe!. Por ejemplo en chicharo 

donde estos genes están codificados en un solo locus, la máxima 

variación en la secuencia de aminoácidos es únicamente de lX (Fluhr et 

al., 1986a). Quinto: los genes rbcS de tomate codifican pollpéptidos de 
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180 6 181 aminoácidos, de los cuales 57 6 58 aminoácidos corresponden a 

la secuencia de sella! y 123 al polipéptido maduro. El mismo caso se 

presenta en petunia, chicha ro y tabaco, mientras que en 

11onocotiled6neas parece ser más variable. En Lemna la secuencia de 

tránsito es de 57 aminoácidos y la del polipéptido maduro es de 120 

aminoácidos, mientras que las secuencias correspondientes en maiz son 

47 y 122 aminoácidos y en trigo 46 y 128 aminoácidos para las 

secuencias sefial y codificadora respectivamente (Manzara y Gruissem, 

1988). 

S. Organización de loe genes que codifican la eubunidad grande de la 

RUBISCO. 

Los genes que codlf ican la subunidad grande de la RUBISCO (rbcL) 

se localizan en el genoma cloroplástico. 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 del gen de la subunidad grande de la RUBISCO 

por célula. En algunos casos pueden ser miles de coplas. 

En genomas cloroplásticos que tienen la tlpica estructura 

invertida repetida, el gen rbcL está localizado en una región de copias 

únicas contigua a y opuesta en polaridad a los genes policistrónicos 

que codifican las subunidades ~ y e 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 pollpéptido de aproximadamente 475 aminoácidos. Las 

secuencias codificadoras están altamente conservadas entre diferentes 

especies con la mayoria de los cambios nucleotldicos ocurriendo en el 

extremo 3' . Además muchos de los cambios de bases son silenciosos 

resultando en mayor homologia entre las secuencias de aminoácidos. Por 

ejemplo la homologia entre los nucleótidos de maiz y espinaca es de 84Y. 

mientras que la homologia entre las correspondientes secuencias de 

aminoácidos es de 90Y. (Zurawski et al. 1981). En especies altamente 

relacionadas tales como petunia y tabaco, la secuencia de aminoácidos 

está conservada 97Y. y las secuencia nucleotidicas de las reglones 

flanqueadoras 5' y 3' son también altamente homólogas (Aldrlch et al., 

1986). En especies menos emparentadas, la conservación de las 

secuencias nucleotidicas entre las regiones flanqueadoras 5' y 3' es 

considerablemente más baja, aunque los dominios funcionales están 
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conservados (Zurawski y Clegg, 1987). 

6. Patrones de expresión ln vivo de loa genes que codifican laa 

aubunidadee de la RUBISCO. 

Al analizar los patrones de expresión del gen rbcS en chicharo, 

petunia y tomate, ha sido posible observar que sus niveles de RNA 

mensajero muestran acumulación diferencial en los distintos órganos 

estudiados (Coruzzi et al., 1984; Fluhr et al., 1986b; Dean et al., 

1985; 1987; Sugita y Gruissem, 1987). En todos los casos la acumulación 

mayor de mRNA para ese gen se presentó en hojas, fue bastante más baja 

en otros tejidos y no existió en ralees. 

En lo que respecta al tipo de gen que se expresa en cada tejido, 

se observó que en petunia un gen (SSU 301) es el que se expresa más 

fuertemente en todos los tejidos y la proporción de expresión de los 

otros genes cambia de tejido a tejido, En chicharo dos genes (rbcS-3A y 

rbcS-3C) son los que se expresan más fuertemente en todos los tejidos, 

pero la proporción relativa de los otros genes también cambia de tejido 

a tejido. En tomate los genes más fuertemente expresados varian en los 

diferentes tejidos. Por ejemplo en plántulas etioladas y frutos Rbcs-38 

y Rbcs 3C no se expresan, mientras que en hojas maduras son los 

expresados más altamente. Otra observación importante de estos estudios 

es la gran diferencia entre el gen más expresado y el menos expresado 

en hojas maduras, siendo de 25 veces o más para petunia, 10 veces para 

chicharo y sólo cuatro veces para tomate. 

Los resultados encontrados con respecto a la expresión de los 

genes rbcS en tomate indican que también existe una regulación 

diferencial dependiente del desarrollo. Durante el desarrollo de la 

hoja en tomate, el nivel de expresión de los genes cambia de tal forma 

que aunque Rbcs-2 y Rbcs-38 son los genes más altamente expresados en 

hojas inmaduras, Rbcs-38 y Rbcs-3C lo son en hojas maduras. También ha 

sido observada una regulación diferencial de la expresión de los genes 

rbcS y rbcL durante el desarrollo y maduración del fruto del tomate. 

Después de la polinización, los niveles de mRNA para rbcS y rbcL en el 

pericarpio de tomate incrementan durante 15 dias y luego decrecen, tal 

que en el fruto rojo y maduro rbcS no es detectable y sólo son 

encontrados bajos niveles de transcritos de rbcL (Piechulla et al., 

1986.J. Este descenso en la expresión 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 activación de la expresión de genes 

especificas para la maduración durante este tiempo además del 

mantenimiento de la expresión constitutiva de otros genes. Otro ejemplo 

de regulación de la expresión de los genes rbcS y rbc!. dependiente del 

desarrollo es observada en plántulas etioladas de amaranto y maiz 

cultivadas en la oscuridad. En ellas los niveles estables de mRNA para 

rbcS y rbcL incrementan independientemente de la luz 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 plántulas etioladas y la expresión de Rbcs-1 en 

particular puede ser regulada en base al desarrollo. 

Aunque los transcritos para rbcS y rbcl. pueden ser detectados en 

algunas plántulas cultivadas en la oscuridad, se han descrito 

incrementos dramáticos en los niveles estables de mRNA en respuesta a 

la luz en tomate (Sugita y Gruissem, 1987), maiz (Nelson et al., 1984; 

Sheen y Bogorad, 1985; 1986), amaranto (Berry et al. , 1985), mostaza 

(Oelmüler et al., 1986) y chícharo (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 

rbcS, pero los dos genes que no son expresados en plántulas etioladas y 

son los más altamente expresados en hoja madura Rbcs-38 y -3C mostraron 

un significativo retraso (de tres a nueve horas) en la acumulación de 

transcritos. En maiz la luz también puede actuar para modificar la 

expresión de rbcS y rbcL en una forma especifica del tipo celular. 

Aunque los transcritos de estos genes se encuentran tanto en células de 

mesófilo como de vaina del haz vascular en hojas de maiz etioladas, los 

niveles de estos mRNAs disminuyeron en las células del mesófllo y 

permanecieron constantes en las células de la vaina del haz vascular 

cuando se iluminaron las hojas (Sheen y Bogorad, 1985; 1986). 

Mientras que la luz estimula la expresión de rbcS y rbcL, la 

ausencia de luz reduce los niveles de expresión. 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 mostró un 

decremento marcado. Cuando los niveles individuales de transcritos rbcS 

fueron estudiados bajo estas condiciones, se encontró que después de 12 

horas en la oscuridad, los transcritos de Rbcs-1, 38 y 3C hablan 

disminuido hasta niveles no detectables, mientras que Rbcs-2 y -3A sólo 

decrecieron 33 y 40Y. respectivamente en relación a los niveles 

presentados en la luz (Sugita and Grulssem, 1987). Con base en los 

patrones de expresión en la oscuridad, los cinco genes rbcS pueden 

dividirse en tres grupos: Rbcs-1 que es el único gen expresado en la 

oscuridad en cotiledones, pero no en hojas; Rbcs-2 y -3A los cuales son 

expresados en la oscuridad en cotiledones y en hojas maduras y Rbcs-38 

y -3C que no son expresados en la oscuridad en ningún tejido. Será de 

interés determinar qué factores son responsables de las diferencias en 

expresión en estos tres grupos de genes y si grupos similares pueden 

ser identificados en otras familias rbcS. 

7. Regulación de la expresión de los genes que codifican la subunidad 

grande de la RUBISCO. 

Los cambios en la expresión del gen rbcL inducidos por luz 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; Sasaki et al., 1987; Tobin y Siverthorne, 1985). En muchos casos 

sin embargo, el control transcripcional de la expresión del gen no ha 

sido adecuadamente distinguido del recambio diferencial de mRNA y de la 

variación 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 niveles de RNA mensajero de rbcL observado durante el 

enverdecimiento en plántulas de chicharo, podia ser explicado por un 

incremento similar en el número de copias de DNA y que el incremento de 

diez a veinte veces observado en los niveles del polipéptido LS era 

debido a un control traduccional de la expresión. Por otro lado, Sasaki 

et al. (1987) estudiaron lo cambios en el número de copias del DNA 

cloroplástico y en los niveles de mRNA de rbcL en el enverdecimiento de 

plántulas de chícharo sujetas a diferentes intensidades de luz 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 número de coplas 

del DNA en el cloroplasto. Ellos han sugerido que la expresión de rbcL 

es regulada a niveles transcrlpclonal y post-transcripcional, aunque el 

tema de la estabilidad del rnRNA no ha sido estudiado. Recientemente 

Deng y Gruissem (1987) han proporcionado evidencia de que la expresión 

génica del cloroplasto es regulada primariamente a nivel 

post-transcrlpclonal. Ellos han encontrado que, aunque la actividad 

transcripclonal general del genoma del cloroplasto se incrementa en 

respuesta a la iluminación, las actividades transcrlpclonales de la 

mayoria de los genes del cloroplasto, incluyendo rbcL, no cambian en 

relación una a la otra. Más aún, encontraron que los cambios en la 

actividad transcrlpclonal del genoma del cloroplasto eran 

independientes del número de copias de DNA y que las actividades 

transcrlpclonales relativas de ciertos genes, incluyendo rbcL, 

correlacionaban con la fuerza del promotor como lo determinaron 

Grulssem y Zurawskl" ( 1985al. De esto se desprende que el control 

transcrlpclonal de la expresión génica del cloroplasto ocurre a un 

nivel global, con eficiencias de transcripción relativas dictadas por 

la fuerza de promotores individuales y que la expresión de genes 

individuales está controlada primariamente a nivel post­

transcripclonal. 

Las reglones promotoras del gen rbcL de espinaca y maiz han sido 

definidas funcionalmente usando extractos para transcripción 1n vltro 

derivados de esas plantas (Grulssem y Zurawskl, 1985b; Hanley-Bowdoin y 

Chua, 1987). La reglón promotora rbcL contiene dos elementos de 

secuencia criticas llamados cptl y cpt2 los cuales son análogos a las 

secuencias procarlótlcas consenso '-35' y '-10' respectivamente y han 

mostrado tener significado funcional en la expresión genética del 

cloroplasto (Grulssem y Zurawskl, 1985b). Aunque se han descrito 

múltiples sitios de iniciación de la transcripción para varios genes 

rbcL (Palmer et al., 1982; Crossland et al., 1984; Poulsen, 1984; 

Mullet et al., 1985), experimentos 1n vltro han mostrado que sólo hay 

un transcrito primario y que transcritos más cortos son probablemente 

productos procesados (Crossland et al., 1984; Mullet et al., 1985). En 

la mayoria de los casos, la reglón promotora rbcL definida 

anteriormente corresponde a los sitios de iniciación de estos 

transcritos primarios (Zurawskl y Clegg 1987). 
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B. Resulaclón de la expresión de loa 1enea que codlClcan la aubunl• .. 

pequefia de la RUBISCO. 

8.1. Factores que actúan en cla: secuencias 1énicaa en el promotor. 

Al analizar las diferentes familias wiultlgénicas rbcS en plantas 

superiores, diferentes patrones de expresión son observados: a) la luz 

afecta la expresión de los genes rbcS en la mayoria pero no en todas 

las plantas estudiadas; b) el efecto de la luz es mediado por el 

fi tocromo y uno o más receptores de luz azul, cuya influencia puede 

variar con el estadio de desarrollo de la hoja; c) la regulación por 

luz de la expresión de los genes rbcS ocurre primariamente a nivel 

transcrlpclonal, pero también cierta estabilidad diferencial del lllRNA 

ha sido observada (Flores y Tobln, 1986; Tobln y Sllverthorne, 1985; 

Kuhlemeler et al., 1987). Además de la regulación por luz, la expresión 

ln vivo es órgano-especifica y regulada en función al desarrollo. 

Puesto que la regulación de la expresión de rbcS parece ser 

primariamente a nivel transcrlpclonal, muchos investigadores se han 

dedicado a analizar la reglón precedente (upstream) de los genes rbcS 

con el objeto de encontrar secuencias especificas de DNA responsables 

de dirigir los distintos patrones de expresión (Dean et al., 1985; 

Fluhr et al., 1986a). Se han identificado varias secuencias precedentes 

en los genes rbcS, las cuales correlacionan con algunos de los patrones 

de expresión especificos detectados. Alineando estas secuencias es 

posible observar que los dos genes de tomate que son expresados 

constitutivamente en la oscuridad, Rbcs-2 y -3A, comparten tres 

secuencias comunes: una secuencia rica en CT, la secuencia 

5'-GGATGAGATAAGAYTA y la secuencia 5'-CACGTGG/TCAC, las cuales también 

están presentes en dos genes de ·petunia (Dean et al., 1985) y en los 

genes de tabaco. Un subconjunto de genes de la familia rbcS (Rbcs-1, 

-38 y -3C) que no contiene estas secuencias comparte la caracteristica 

de que su expresión decrece rápidamente a niveles no detectables cuando 

las plantas son colocadas en la oscuridad. Estas correlaciones entre 

patrones de expresión en la oscuridad observadas en tomate no se sabe 

si existen en otras familias rbcS pues no existen experimentos 

semejantes. 

Existen otras secuencias conservadas a las que no se les ha 

detectado alguna relación con algún tipo de expresión diferencial. 

Estas secuencias pueden clasificarse en tres categorias. La primera 
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categoria comprende aquellas secuencias conservadas en todos los genes 

rbcS y que probablemente Juegan un papel fundamental en la expresl6n de 

estos genes. Estas incluyen la caja 'TATA', una secuencia similar a la 

caja 'CAAT' y la secuencia 5' -GTGTGGTTAA/CTATG, llamada 'caja U' 

(Fluhr et al., 1986b) la cual se ha demostrado que funciona como un 

silenciador en la oscuridad para los genes rbcS. La segunda categorla 

de secuencias conservadas incluye aquellas que están conservadas entre 

todos los miembros de una familia génica rbcS especifica o entre todos 

los genes rbcS de especies estrechamente relacionadas. Estas incluyen 

la secuencia de la 'caja I', S'-TTCAA; la secuencia de la 'caja III', 

5'-ATCATTTTCAC; y la secuencia consenso S'-GAAACCTTATCA. El significado 

de esta última secuencia no es claro pero parece funcionar en algunos 

aspectos de la expresión génica que son únicos en plantas con 

cotiledones fotoslntétlcamente activos en contraposición a cotiledones 

que sirven principalmente como órganos de reserva. La tercera categoria 

incluye aquellas secuencias que están conservadas entre algunos 

miembros de familias génicas emparentadas y podrian tener algún 

significado funcional o simplemente reflejar diferencias en el linaje 

de los genes. 

Ha sido demostrado por experimentos con plantas transgénicas, que 

las regiones precedentes de los genes rbcS son suficientes para dirigir 

su expresión regulada por luz y tejido-especifica (Kuhlemeier et al., 

1987). Sin embargo, empleando el método de deleci6n por mutagénesis de 

esas reglones ha sido posible definir elementos intensif icadores 

(enhancer-llke elements) los cuales son capaces de dirigir la expresión 

regulada por luz y órgano-especifica en cualquier orientación con 

respecto al promotor. 

8.2. Factores regulatorios que actúan en trans. 

En lo que respecta a la identificación de factores regulatorlos 

que actuando en trans se asocien a alguna de las secuencias génicas 

reguladoras de los genes rbcS, en chicharo ha sido identificado un 

factor nuclear denominado GT-1. Este factor interacciona con las 

secuencias de las cajas II y III localizadas en la regi6n precedente 

(upstream) de los genes rbcS. Green y colaboradores (1987) identificó 
• • •• •• otras cuatro secuencias denominadas cajas II , III , JI y III las 

cuales también unen al factor GT-1. Estas secuencias muestran mucha 

variación cuando se comparan con la caja II. Estas variaciones pueden 
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indicar que GT-1 puede unirse a muchas secuencias relacionadas o que 

puede existir una familia de proteínas GT-1 cuyos miembros no 

diferencian entre sitios ln vltro pero que reconocen secuencias 

especificas ln vivo. 

Otros factores que han sido identificados son: el factor de unión 

a la caja G (GBF) cuya secuencia consenso TCTTACACGTGGCAYY fue derivada 

al compararla con secuencias semejantes en genes que responden a luz 

(GiuUano et al., 1988); el factor 3AF1 que se une a la secuencia 

AAATAGATAAATAAAAACTT que se encuentra repetida cuatro veces y el factor 

AT-1 que se une a la secuencia MTATTTTTATT y que es similar a otra. 

secuencia observada en genes cab que también responden a luz (Gllmartln 

et al., 1990). Otro factor encontrado recientemente en Lemna glbba 

(Buzby et al., 1990) y que fue denominado LRF-1 (llght-regulated 

nuclear factor) se demostró que está asociado al proceso de inducción 

por luz mediada por fltocromo de la expresión del gen SSUSB. 

8. 3. Otras reglones que af"ectan la expresión de los genea de la 

subunidad pequeña 

Aunque varios investigadores han mostrado que las reglones 

precedentes a los genes rbcS son suficientes para la expresión regulada 

por luz y órgano-especifica, Dean y colaboradores (1989) han mostrado 

que secuencias subsecuentes al codón de iniciación de la traducción, en 

petunia influencian el nivel de la expresión de los genes. Esto puede 

ser debido a la presencia de elementos intensif icadores (enhancers) o 

a regulación post-transcripcional de la expresión de estos genes. 

9. Resultados previos en el análisis de la actividad y contenido de 

proteina RUBISCO en maiz. 

El análisis de la actividad de la RUBISCO asi como la cantidad de 

proteina RUBISCO y otros parámetros fisiológicos 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 máximo a la mitad del periodo para luego disminuir al f"inal 

del mismo (Flg. 6) mientras que la proteina-RUBISCO disminuye a través 

de todo el periodo aunque se mantiene más o menos sin variación en 

relación a la proteina total la cual también disminuye (Fig. 7b). 
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Figura 6. Actividad de la RUBISCO en plantas adultas de malz 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 maestrla de Martlnez-Barajas (1989). 
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Fisura 7. Proteina-RUBISCO en plantas adultao de -1z durante el 
llenado de grano. La proteina-RUBISCO fue determinada por inmunorocket 
en extractos crudos de la hoja superior a la mazorca. a) 
Proteina-RUBISCO expresada como miligramos por gramos de peso f"resco 
(mg/g P.F.) b) l'roteina-RUBISCO expresada como miligramos por miligramo 
de proteina •oluble total (mg/mg proteina). Estos datos corresponden a 
las figuras 16 y 17 de la tesis de maestria de Martinez-Barajas (1989). 
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IV. HIPOTESIS 

Si el principal punto de regulación de la actividad de la RUBISCO 

fuera a nivel transcrlpcional entonces los niveles de RNAs mensajeros 

que codifican a sus subunidades deberian seguir el comportamiento que 

presentara la actividad de esta enzima en los diferentes estadios 

fisiológicos que se estudiaran. 

Asi mismo, debido a que la RUBISCO es una holoenzima constituida 

equimolecularmente por subunidades grandes y pequefias, se esperarla, sl 

lo propuesto en el enunciado anterior es cierto, que los niveles de 

ambos RNAs mensajeros se expresaran en forma paralela. 

V. OB.JETIVOS 

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 plántulas y 

durante el periodo de llenado de grano en plantas adultas. 

2. Determinar las velocidades de sintesis y degradación de los 

polipéptidos que constituyen .a la RUBISCO en los estadios de 

desarrollo antes sefialados. 
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VI. MATERIALES Y KETOIJOS 

1. Material biológico. 

El material biológico utilizado fueron dos poblaciones de maiz de 

la variedad Zacatecas 58 la cual es una variedad derivada de una 

colecta en el estado de Zacatecas realizada por el Dr. José Molina 

Galán, profesor investigador del Centro de Genética, Colegio de 

Posgraduados, Montecillo Edo. de México. Las poblaciones estudiadas 

fueron la Original (Ori) y la población mejorada producida después de y 

18 ciclos de Selección Masal Visual Estratificada para mayor 

rendimiento de grano (SM-18). 

2. Definición de los estadios estudiados 

2.1. Plántulas. 

En plántulas se analizó el desarrollo de la segunda hoja 

considerando diferentes estadios durante el proceso. Debido a que las 

plántulas crecen a diferente velocidad dependiendo de la temperatura, 

la luz, la fertilización y otros factores ambientales a las que están 

expuestas, se decidió definir morfológicamente los diferentes estadios 

sin considerar el tiempo de crecimiento necesario para alcanzarlo. Asi, 

se definieron siete estadios de desarrollo que fueron empleados en el 

análisis. La descripción de los estadios se presenta en la Figura l del 

articulo "Regulation of ribulose-1, 5-bisphosphate carboxylase 

expression in second leaves of maize seedlings from low and high yield· 

populatlons" 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 consideró el momento 

en el que el cultivo presentaba el sor. de floración masculina. A partir 

de entonces se realizaron muestreos semanales durante todo el periodo 

de llenado de grano y hasta 45 dias después. En los últimos muestreos 

el grano ya habla alcanzado su madurez fisiológica observandose la capa 

negra en la base del grano. 

3. Condiciones de crecimiento y hojas estudiadas. 

3.1. Plántulas. 

En plántulas los estudios se realizaron en la segunda hoja. Las 
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semillas fueron puestas a germinar en macetas con tierra de hoja 

colocadas en un invernadero localizado en la Fac. de Quimica. Se 

regaron regularmente con agua corriente y las hojas fueron colectadas 

cortándolas 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 más 

activamente en el proceso de llenado de grano (Tanaka y Yamaguchi, 

1977). Las plantas fueron cultivadas en terrenoE de siembra del Colegio 

de Posgraduados en Montecillo, Edo. de México, localizado a 19°53'N y 

98°53' W y 2245m de altitud. La densidad de siembra fue de 50, 000 

plantas por hectárea y la fertilización al suelo fue de 120-80-00 kg/Ha 

CN-P-K). Después de la siembra las plantas fueron irrigadas cada 10 

dias antes del inicio del periodo de lluvia y posteriormente sólo 

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

4. Estimación de los niveles de los RNAs mensajeros que codi~ican las 

subunidades grande y pequefia de la RUBISCO. 

Los niveles de RNA mensajeros para las subunidades de la RUBISCO 

en los tejidos estudiados fueron estimados empleando la siguiente ruta 

metodológica: 

a. extracción de RNA total del tejido foliar 

b. separación del RNA en geles de agarosa 

c. transferencia del RNA a membranas de nylon 

d. hibridación con sondas especificas para los genes en 

estudio marcadas con 32p 

e. autorradiografia 

f. medición densitométrica del RNA hibridado y estimación de 

la proporción de RNAs mensajeros 

4. 1. Muestra. 

Para plántulas se tomó un minimo de cinco hojas para completar 1.5 

g de tejido del estadio deseado. En los estadios muy jóvenes (primero y 

segundo) las hojitas se tomaron enteras, en el caso de los estadios 

donde la hoja ya estaba más desarrollada, la base y la punta fueron 
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cortadas y sólo se tomó la parte central. 

Para adultas se hicieron grupos con hojas de cinco plantas de cada 

población (Original y SH-18). Las hojas fueron cortadas, colocadas en 

una bolsa de plástico sobre hielo y transportadas al laboratorio de 

Botánica del Colegio de Posgraduados. Ahi se tomó el tercio central de 

las hojas, se les quitó la nervadura central y se formaron paquetes que 

se congelaron en nitrógeno liquido. Posteriormente se llevaron a la 

Fac. de Quimica, en donde se guardaron a -7o0c hasta que fueron 

procesadas. Todas las muestras se tomaron entre las 10: 00 y 12: 00 

horas. Para la extracción de RNA se pesaron dos gramos de tejido follar 

tomado de un grupo de cinco plantas. 

4.2. Extracción de RNA. 

Los métodos correspondientes al análisis de los RNA mensajeros de 

la RUBISCO de maiz, están descritos en el articulo "Regulation of 

ribulose-1, 5-bisphosphate carboxylase expression in second leaves of 

maize seedllngs from low and hlgh yleld populatlons" incluido en este 

trabajo. Sin embargo en esta sección se darán más detalles 

metodológicos con el propósito de facilitar el empleo de estas 

técnicas. 

El procedimiento de ex.tracción y manejo de RNA para análisis por 

Northern fue realizado empleando todo el material de cristaleria lavado 

perfectamente con detergente y 

enjuagado abundantemente con 

con ácido sulfúrico 

agua destilada y 

concentrado y 

desionlzada. 

Posteriormente todo el material fue esterilizado a 15 lbs de presión 

durante 15 mln. Asimismo durante el desarrollo experimental se trabajó 

con guantes de plástico y frente a mechero. 

El método que se empleó para la extracción del RNA (Sheen and 

Bogorad, 1985) fue seleccionado después de haber probado otros métodos 

(extracción con CTAB y ultracentrlfugación) y haber encontrado que era 

el que daba mejores resul lados y de más fácil aplicación en el 

laboratorio en donde se desarrollarla el trabajo. 

El tejido follar (1.5 g) fue colocado en un mortero frie y 

macerado con nitrógeno liquido hasta convertirlo en polvo fino. 

Inmediatamente se le agregó el amortiguador de extracción (4. 5 ml) 

(Trls-HCl 100 mH, [pH 8.6], 2Y. de sarkosil, tlocianato de guanidina 4 

H, EDTA 25 lllH, EGTA 25 mM, ~-mercaptoetanol 100 mH) y fenol destilado 
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saturado con STE (2.25 ml) (NaCl 10 mH, Tris 10 mH, EDTA 1 mM). La 

mezcla se agitó vigorosamente en el Vortex durante 5 minutos y luego se 

le agregó cloroformo: alcohol lsoamllico (24: 1) (2. 25 ml) continuando 

con la agitación durante otros 5 minutos. La mezcla fue centrifugada 

para separar la fase acuosa y ésta fue reextraida con 

fenol:cloroformo:alcohol isoamillco (25:24:1) tres o cuatro veces más, 

hasta no observar proteina precipitada en la interfase. Los ácidos 

nucléicos presentes en la fase acuosa fueron precipitados agregando 0.6 

volúmenes de isopropanol frio y dejando la preparación a -20°c durante 

toda la noche. 

Las preparaciones de RNA de plantas presentan una gran cantidad de 

polisacáridos que dificultan la resuspensión del RNA después de su 

precipitación. Para quitar los pollsacáridos la pastilla de RNA fue 

lavada dos veces con etanol 70X, secada al vacio y resuspendida en 0.9 

ml de una solución de acetato de sodio O. 1M (pH Gi. O) a o0c. Los 

polisacáridos fueron precipitados agregando etanol para llevar la 

solución al lOX y manteniendo la muestra a oºc durante 10 min. La 

preparación fue centrifugada a 10,000g durante 15 mina o0c recuperando 

el sobrenadan te. Los ácidos nucléicos fueron precipitados del 

sobrenadante agregando un volumen de isopropanol y dejando a -20°c por 

dos horas. Los ácidos nucléicos fueron recuperados centrifugando 

nuevamente la preparación. La pastilla que contenía los ácidos 

nucléicos fue lavada dos veces con etanol al 70X, secada al vacio y 

resuspendida en agua desionizada estéril. Esta preparación fue 

almacenada a -10°c. (Herrera-Estrella, 1987 comunicación personal). La 

cuantificación de RNA se hizo considerando A26o=l como 40 µg/ml. La 

relación Az60/A2ao 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 relación. Las relaciones obtenidas 

en las extracciones de RNA de maiz variaron entre 1. 4 y l. 7. Sin 

embargo, no se encontraron problemas en la transferencia del RNA a 

nylon ni en la hibridación. 

4.3. Electroforesis de RNA en agarosa 

Treinta µg de RNA total de cada muestra problema fueron 

desnaturalizados en SOX (v: v) de formamida desionizada, formaldehido 

2.2 H, amortiguador de fosfatos lX (10X= 100 mM fosfato de sodio [pH 7) 
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y EDTA 10 Wt [pH B.O]) a 65°C durante 10 min y cargados en un gel de 

agarosa al 1.2Y. (p:v) conteniendo 2.6 H de formaldehido. El gel de 0.4 

x 13 11 19 cm fue corrido en una electroforesis horizontal empleando 

amortiguador de fosfatos 1X y aplicando 10 lllA durante toda la noche 

hasta que .el colorante (xllén clanol) llegaba a 4 cm del borde (aprox 

15 h). Los geles fueron tefildos con una solución de bromuro de etldio 

(10 µg/ml) por un minuto y destefiidos en agua destilada hasta 

visualizar las bandas de RNA ribosomal. Los contenidos de RNA en los 

carriles de las electroforesis fueron normalizados densitométrlcamente 

empleando para ello un negativo ampliado de una fotografia del gel 

te!Udo con bromuro de etidio y visualizado en un translluminador de 

onda corta (TH 36 Chromato-vue shortwave transilluminator, U.V.P. 

Inc. ). El densltómetro empleado fue un GS 300 transmitance/reflectance· 

scanning densitometer (Hoeffer Scientific Instruments) conectado a un 

Integrador (LKB 2200 recording integrator). 

4.4. Transferencia del RHA a soporte sólido (membranas de nylon) 

El RNA fraccionado en el gel de agarosa fue transferido a 

membranas de nylon (Nytram, Schlelcher and Shuell) por capilaridad 

empleando una solución SSC 20X (20X=NaCl 3H; citrato trisódico 0.03 H, 
[pH 7. O]) y fijado en el fll tro por medio de un tratamiento con luz 

ultravioleta, usando un transiluminador de onda corta durante 7.5 min. 

Posteriormente las membranas fueron remojadas a 6s0 c durante 15 min en 

10 mH Tris-HCl (pH B.O), 2mH EDTA y O.lY. SOS (p:v) para remover al RNA 

que no se unió a la membrana. 

4.S. Hibridación RNA-DNA (Northern) 

Las membranas fueron prehibridadas dentro de una bolsa de plástico 

sellada durante 2 h a 65°c con O. 15 ml de solución de prehibridación 

(amortiguador de fosfatos 0.5 H [pH 7.2], BSA lY. (p:v), SDS lY. (p:v) y 

100 µg/ml de DNA de esperma de salmón desnaturalizado en agua hirviendo 

durante 10 min) por cm2 de membrana y cori agitación lenta. Después de 

esa preincubación en la bolsa sellada se hizo un pequefio agujero por el 

cual se agregó la sonda de DNA marcada radiactivamente con 32P 

previamente desnaturalizada en agua hirviendo durante 10 min. La bolsa 

se selló nuevamente y se dejó en agitación lenta a 6s0c durante toda la 

noche. Posteriormente la membrana fue lavada como sigue: a) 5 min a 
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temperatura ambiente con 2X SSC ClX=O. 15 M NaCl, O. 0015 M citrato de 

sodio [pH 7.0]), b) 30 mina 65°C con 2X SSC y 1Y. (p:v) SOS y c) 30 •in 

a temperatura ambiente con 0.1X SSC. Durante estos lavados la membrana 

se insepccionó con un contador Geiger para detectar la pérdida de la 

marca lnespecifica 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 -7o0c 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 densltometria y normalizadas en base al RNA total 

aplicado en cada carril. La cantidad de RNA por tratamiento está 

expresada como porcentaje, correspondiendo el 100Y. al tratamiento que 

presentaba la mayor cantidad de RNA. 

4. 6. Descripción de las sonda11 utilizadas para cuantificar los RHAs 

miensajero11 de la RUBISCO. 

La sonda utilizada para detectar la expresión del gene de la 

subunidad grande de la RUBISCO fue el plásmido pZmc 460. Este plásmido 

contiene el fragmento Bam 9 de DNA cloroplástico (Jolly et al. 1981) 

con una longitud de 4.9 kpb insertado en el sitio Bam H1 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 CF't. El plásmido para la subunidad grande se recibió 

purificado, por lo cual fue necesario introducirlo a Escherlchla coll 

para poder amplificarlo. 

El plásmido pZmc 460 fue introducido por transformación (Maniatis 

et al., 1982) en la cepa SF'S la cual es suceptible a ampicilina. La 

transformación con el plásmido le brindó resistencia por lo que se 

seleccionaron las cepas resistentes cultivando la bacteria en medio con 

ampicllina. 

La sonda para la subunidad chica, el plásmido SS37, contiene un 

inserto de 700 pb introducido entre los sitios Bam Hl y Eco R1 del 

plásmido pUC13. 

Ambos plásmidos 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. Allplificación y purificación de las eondaa. 

Las cepas conteniendo los plásmidos fueron cul Uvadas en medio 

Luria (triptona 10 g/l, extracto de levadura 5 g/l, NaCl 5 g/l, 

timidina 50 mg/l, ampicilina 20 mg/l) durante 24 horas. Los plásmidos 

fueron extraidos empleando el método de lisis alcalina y fueron 

purificados en gradientes de cloruro de cesio por centrifugación a 

130,000g y 48 h (Clewell y Helinski, 1969). El inserto clonado con el 

gen rbcL fue aislado digiriendo pZmc 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 Hl y Eco Rl. Los fragmentos resultantes de estas digestiones 

fueron separados por electroforesis en agarosa de bajo punto de fusión 

en amortiguador TBE (Tris-base 89 mM, ác. bórico 89 mM, EDTA 2 mH) y 

recobrados cortando las bandas que contenian los insertos y 

colocándolas en tubos de microcentrlfuga previamente pesados. Agregar 

agua destilada en una relación 1.5: 1 de agarosa y calentar los tubos en 

agua hirviendo durante 7 min (método descrito en el instructivo de 

random primer extenslon labeling system, DuPont/NEN) 

4.8. Marcaje de lae sondas con 32P. 

Los insertos fueron marcados con [a:-
32P)dCTP (180-230 TBq mmol-1

, 

Du Pont/NEN) usando el sistema de marcaje Random primer extension (Du 

Pont/NEN) dejando que la reacción se llevara a cabo durante toda la 

noche a temperatura ambiente. Las actividades especificas logradas 

estuvieron entre 1. 44 x 10
8 y 1. 75 x 108 cpm/µg 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 hibridación. 

S. Exprerimentos de slntesis y degradación de la RUBISCO en la segunda 

hoja de plántulas. 

Estos experimentos fueron disefiados para determinar cuanta 

sintesis y degradación de RUBISCO existia en dos diferentes estadios de 

desarrollo de la segunda hoja en plántulas de malz: el segundo y el 

quinto estadios. Estos estadios fueron seleccionados debido a que se 

habla observado que los niveles de RNA mensajeros para la subunidad 

grande y pequel\a 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 

incrementándose paralelamente durante el desarrollo de la segunda hoja, 

en cambio en el quinto estadio los niveles de RNA n1ensajero de la 

subunidad chica casi hablan 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 íueron iguales en las dos poblaciones, estos 

experimentos se realizaron sólamente con la población SM-18. 

Para este estudio se planteó la la siguiente ruta metodológica: 

a. alimentación del tejido íoliar con metionina radiactiva 

(pulso) 

b. eníriamiento de la poza con metionina no radiactiva 

c. toma de alicuotas a diíerentes tiempos (seguimiento) 

d. obtención de extractos de tejidos radiactivos 

e. puriíicación de RUBISCO por gradientes de sacarosa 

f. electroíoresis desnaturalizante de las íracciones que 

contienen a la RUBISCO 

g. comprobación de la naturaleza de las 

inmunoldentiíicación con anticuerpos 

(Western blot) 

bandas empleando 

contra RUBISCO 

h. estimación densltométrica de la cantidad de proteina de 

cada una de las subunidades en las bandas de los geles 

desnaturalizantes 

i. cuantificación de la radiactividad presente en las bandas 

de las subunidades grande y chica separadas por geles 

desnaturalizantes 

j. íluorograíia y autorradiograíia 

5.1. Estadios estudiados y obtención del tejido. 

Los estadios estudiados íueron el segundo estadio deíinido cuando 

la primera hoja muestra la ligula aunque no completamente expuesta 

mientras que la segunda hoja está enrrollada en la base pero abierta en 

la punta (aproximadamente 7 dias después de la siembra); y en el quinto 

estadio definido cuando la primera y segunda hojas tienen la ligula 

expuesta, la tercera hoja está casi completamente expandida pero la 

ligula no está expuesta y la cuarta hoja está a la mitad de su 

expansión (12 di as después de la siembra). Ver Fig. del articulo 
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anexo. 

S. 2. All-ntaclón del tejido con -tlonlna -.rcada con 355 (pulso y 

seguimiento) 

Fragmentos centrales de hojas del· quinto estadio y hojitas 

completas del segundo estadio, con un peso de o. 2 g fueron cortados 

bajo agua después de lo cual sus bordes inferiores fueron sumergidos en 

pequef\os tubos de ensayo que contenian 100 µl de una solución de 

metionina con 10 µc1 del isótopo radiactivo 35azufre (Amersham 

Actividad especifica 9. 38 mCi/ml; concentración 8. 3 nmoles/ml). Los 

tubos con las hojas se colocaron en una habitación iluminada con· luz 

fluorescente, temperatura de ;5°C ±1°C y aereación aumentada provocada 

por un ventilador pequef\o colocado frente a los tubos. Con esto se 

promovia la transpiración y por lo tanto el consumo de la solución con 

la metionina radiactiva. 

Durante todo el tiempo que duró el experimento, se cuidó que las 

muestras no quedaran sin liquido para lo cual se agregaban pequeflas 

cantidades de agua según las necesidades de cada muestra. Después de 4 

horas en la solución radiactiva todas las muestras con excepción de una 

(O horas de seguimiento), fueron colocadas en una solución con 

metionina no radiactiva, 200 veces 11ás concentrada que la solución 

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 degradación 

de la RUBISCO. Las muestras tomadas fueron congeladas en N2 liquido 

hasta su análisis. 

5.3. Extracción. 

Las muestras de hojas que hablan sido alimentadas con 
35S-metionina, fueron molidas en un mortero frio utilizando N2 liquido, 

hasta conseguir que quedaran como un polvo ·fino. A cada muestra se le 

agregó 0.6 ml de amortiguador de extracción (Tris 100 mM [pH 7.8), EDTA 

O. 25 mM; Ac. dietlldltiocarbámico O. 35 mM, dltiotreltol 5 mM, MgCl2 

SmM, PMSF 1 mM, Benzamidina 2 mM) y el macerado se filtró por 4 capas 

de manta de cielo. Se centrifugó en una microcentrifuga durante 5 min y 

se tomó el sobrenadante. De este sobrenadante se tomaron alicuotas para 

medir proteina por el método de Peterson (1977). 
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S.4. Cuantificación de la radiactividad tomada por el tejido. 

La radiactividad tomada por el tejido fue cuantificada tomando 

alicuotas de 5 µl del sobrenadante. La radiactividad incorporada a 

proteina total se cuantificó tomando una alicuota de 5 µl del 

sobrenadante, precipitando con TCA al lOX, lavando varias veces con TCA 

y después con alcohol absoluto frio. Esta solución se pasó por un 

filtro que fue secado y contado posteriormente en un contador de 

centelleo liquido empleando una solución de centelleo a base de tolueno 

(PPO Sg, POPOP O.lg, aforar a 11 con tolueno). 

S.S. Purificación de RUBISCO empleando gradientes de sacarosa. 

Se tomaron 0.5 ml del extracto de hojas y se colocaron en tubos de 

centrifuga que contenian un gradiente de 7 a 24X de sacarosa preparado 

en el mismo amortiguador de extracción. La corrida se llevó a cabo en 

una ul tracentrifuga a 270, OOOg durante 16 horas. Al terminar, los 

gradientes se fraccionaron 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 análisis realizados previamente en los cuales las fracciones 

de un gradiente fueron corridas en un gel de electroforesis 

desnaturalizante, se demostró que el pico que se suponla 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 pequefía de la RUBISCO 

respectivamente (Fig 9). En estas fracciones además de las bandas 

correspondientes a la RUBISCO, aparecian dos bandas de alto peso 

molecular (APM), entre 140 y 180 kD aproximadamente y otra de peso 

molecular ligeramente mayor que la subunidad grande, entre 64 y 70 kD 

CMPMJ. 

S.6. Análisis de las fracciones en geles desnaturalizantes de 

poliacrilamida. 

Las fracciones del gradiente que tenian el pico de la RUBISCO de 

cada uno de los extractos radiactivos se Juntaron y se precipitaron con 

10 volúmenes 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 disolvió en 200 µl 

de amortiguador de extracción y se llevó a 700 µl con el mismo 
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Figura 8. Perfil de absorbencia del gradiente de sacarosa empleado en 
la purificación de RUBI~CO de maiz. Una alicuota del extracto crudo de 
hojas de maiz fue colocado en un gradiente de 7 a 24Y. de sacarosa y 
centrifugado a 270,000 g durante 16 horas. El gradiente fue fraccionado 
en alicuotas de 1. 5 ml y leida su absorbencia a 280 nm. El pico de 
proteina-RUBISCO se localiza entre las fracciones 8 y 11 del gradiente. 
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Figura 9. Gel desnaturalizante de las fracciones del gradiente de 
sacarosa en el que se purificó 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 poUpéptidos de la RUBISCO: la 
subunidad grande (LS) de SS, 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 localización de las 
subunidades as1 como de las bandas de alto peso molecular (APH) y las 
de mediano peso molecular (HPH) que aparecen como un componente 
constante en las fracciones conteniendo a la RUBISCO. 
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amortiguador. 

Volúmenes iguales de cada una de estas soluciones fueron cargados 

en geles desnaturalizantes de poliacrilamida al lOY. (Laemmli, 1970) en 

los cuales también se corrieron como estándar varios carriles con 

cantidades conocidas de RUBISCO de espinaca (SIGMA) que variaban entre 

0.5 y S µg. Las corridas fueron realizadas a 2S V durante toda la noche 

(aproximadamente 12 hrs) a temperatura ambiente y empleando como 

refrigerante agua corriente. Los geles fueron tefiidos con azul de 

CoonÍassie al O. lY. durante 2 horas y destefiidos con metanol y ac. 

acético hasta que las bandas de proteina se observaban nitidamente. La 

intensidad de las bandas presentes en cada carril fue estimada por 

densi tometria. Previamente se determinó si era posible efectuar una 

curva estándar para medir cantidades de proteina por densitometria en 

un gel. 

En la Fig. 10 se presenta un gel tipico empleado para cuantificar 

la proteina de cada subunidad de RUBISCO. Los primeros seis carriles 

muestran la curva estándar de concentraciones de RUBISCO de espinaca 

(SIGMA), con las siguientes cantidades por carril: S, 4, 3, 2, 1 y O.S 

µg. En ellos se puede observar los dos pollpéptidos que componen la 

RUBISCO con pesos moleculares aproximados de SS y 14 kD. Los marcadores 

de pesos moleculares están en el carril central y corresponden a 66, 

4S, 36, 29, 24, 20 y 14. 2 kD. Los siguientes carriles presentan las 

muestras problema. En todos los carriles problema aparecen como se 

sefial6 anteriormente (Fig. 9), además de las dos bandas esperadas (con 

pesos moleculares de alrededor de SS 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. Cuantificación densitométrica de proteina en las bandas 

correspondientes a las subunidades de RUBISCO producidas en gele• 

desnaturalizantes de poliacrilamida. 

Previamente a la cuantificación densitométrica de las bandas 

problema se realizaron varias 

concentraciones de proteina 

curvas estándar 

era posible tener 

medición. , La'i> curvas estándar se hicieron 

para estimar 

llnearidad 

corriendo 

a que 

en la 

varias 

electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida usando 

diferentes cantidades de RUBISCO de espinaca (SIGMA). De esta manera 

los dos pollpéptidos constituyentes de la RUBISCO se separaban en 
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Figura 10. Gel deanaturalizante empleado para cuant'ificar las 
subunidadea de la RUBISCO en loa experimentos de pulso y seguimiento en 
plántulas. Los primeros seis carriles contienen cantidades decrecientes 
de RUBISCO de espinaca (5, 4, 3, 2, 1 y O. S µg). El carril central 
presenta las proteinas marcadoras (P.M.) cuyos pesos moleculares están 
sei'lalados a la izquierda. Los siguientes seis carriles presentan las 
muestras problema. Segmentos de 1~5 segunda hoja de plántulas de maiz 
fueron alimentados con metlonina- S durante cuatro horas después de 
las cuales se extrajeron muestras en los tiempos sefialados como horas 
de seguimiento. APM band~s de alto peso molecular; MPM banda de mediano 
peso molecular; LS subunidad grande; SS subunldad puequefia. Las bandas 
APM y MPM s6lo se observaron en los extractos de maiz. 
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bandas discretas. 

La determinación del área de cada carril se hizo repitiendo la 

densltometria de 4 a 6 veces en un mismo gel. Estas mediciones se 

hicieron empleando un densltómetro de barrido GS 300 (Hoeffer 

Sclentlflc lnstruments) y un integrador de área LKB 2200. Un perfil 

tiplco de análisis de la RUBISCO de espinaca se presenta en la Flg. 11. 

En ella pueden observarse a 0.44 y 0.94 unidades de distancia (RT), los 

dos picos más promlnetes correspondientes a la subunidad grande y a la 

pequefia de la RUBISCO. Sin embargo, la aparición de otros picos en la 

densltometria indica que no son los únicos pollpéptldos presentes en la 

preparación. 

Debido a la presencia en los perfiles densitométrlcos, de cierta 

cantidad de proteina que no correspondia a la RUBISCO, fue necesario 

hacer una serle de cálculos que llevaran a estimar la cantidad relativa 

de cada una de las subunldades en una cantidad conocida de RUBISCO 

total de espinaca (SIGMA). Esto se hizo considerando el porcentaje de 

área que representaba cada una de las subunidades con respecto al área 

total en cada carril. De tal modo fue posible construir una curva 

estándar para cada una de las subunidades (Fig. 12 a y b) empleando 

valores estimados de la cantidad de proteína de las subunidades. 

Como puede observarse en la Fig 12 los resultados de las 

mediciones son lineas rectas por lo cual se considera que este método 

permite estimar la cantidad de proteína en una banda con base al valor 

de área que presente al efectuar la densltometría. En estas figuras 

cada linea corresponde a dos curvas estándar y es el resultado de 

promediar los valores de área de dos electroforesis y cuatro 

densltometrías por carril, las barras representan los errores estándar 

(s/YñJ. Las cantidades de subunldades graficadas corresponden al nivel 

de área en el que se encontraron los valores de las muestras problema. 

Para más detalle, los valores de área en los problemas estuvieron entre 

2.5 y 6.0 x 106 para la subunidad grande y entre 0.3 y 0.9 x 106 para 

la subunidad chica. Esto correspondió a concentraciones de RUBISCO 

total de espinaca de entre 1 y 6 µg. La transformación de área a µg de 

proteína de subunidad por banda en las muestras problema, fue realizada 

empleando la ecuación de la linea recta calculada a partir de las 

curvas estándar descritas anteriormente (Fig. 12). 
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Figura 11. Perfil densitométrico de un gel desnaturalizante mostrando 
los picos correspondientes a las subunidades de RUBISCO de espinaca. El 
pico localizado en la posición .44 corresponde a la subunidad grande de 
la RUBISCO y el localizado en la posición .94 corresponde a la 
subunidad pequefia. Como puede observarse existen pequefias cantidades de 
otras proteínas que son detectadas en la densitometria. 
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Figura 12. Curvas estándar de las densitometrias para cuantificar las 
subunidades de la RUBISCO. Diferentes cantidades de RUBISCO de espinaca 
fueron corridas en geles desnaturallzantes y teñidas con azul de 
Coomassie. Cada carril fue analizado densi tométricamente obteniéndose 
los valores de área correspondientes a las bandas de la subunidad 
grande y pequeña de la RUBISCO (Ver también Figs. 10 y 11). Estos 
valores corresponden a un porcentaje del 6.rca total la cual es una 
cantidad conocida de RUBISCO. A partir de estas relaciones es posible 
calcular la cantidad de a) subunidad grande y b) subunidad pequeña y su 
equivalencia en area de la banda en el gel teñido con Coomassle. Cada 
punto en cada una de las 1 ineas corresponde al promedio de dos 
electroforesis cuyos carriles fueron analizados densitométricamente 
cuatro veces. Las barras representan los errores estándar (s/\lñ). 
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S. 8. Digestión de bandas de proteina obtenidas de geles de 

poliacrilamida y cuantificación 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 

estudiados fueron cortadas del gel y colocadas en un frasco con 0.5 ml 

de peróxido de hidrógeno al 30Y. (v:v). Se incubaron a 5o0c hasta que el 

gel se licuó. Posteriormente se les agregó 4. 5 ml de cocktail de 

centelleo miscible en agua (Tritón X-100: cocktail de centelleo de 

tolueno 1:2) (Hanes y Rickwood, 1981). La radiactividad 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 volúmenes iguales y se sometieron a un 

tratamiento de fluorografia que consistió en pasar el gel por las 

siguientes soluciones: 30 min en DMSO, 30 min en DMSO (limpio), 3 hrs 

en PPO al 27.5X (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 dejó a -10°c para revelarse cuando aparecieran 

las sefiales producidas por el azufre radiactivo incorporado a las 

proteinas (Laskey, 1980). 

6. Identificación inmumológica de los polipéptidos de la RUBISCO 

transferidos a soporte sólido (Western blot). 

Aunque el empleo del método de gradientes de sacarosa para 

purificar a la RUBISCO y la posterior separación de sus polipéptidos en 

geles desnaturalizan tes de pollacrilamida permite identificar a esta 

enzima de una manera bastante confiable, en este trabajo también se 

utilizó la técnica de Western blot para confirmar que los polipéptldos 

en las bandas analizadas realmente correspondian a las dos subunidades 

de la RUBISCO. 

El método de Western blot se basa en reacciones 

antigeno-anticuerpo. Una proteina presente en un soporte sólido es 

identificada por un anticuerpo que fue producido en contra de ella 

(primer anticuerpo). Este primer anticuerpo a su vez es reconocido por 

otro anticuerpo (segundo anticuerpo) que está unido a una peroxidasa. 
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La reacción de la peroxidasa se revela por 4 cloro-1-naftol, 

produciendo una mancha morada oscura en el sitio donde se encuentra 

unido este anticuerpo. De esta manera, la posición de la proteína 

identificada por el primer anticuerpo queda seflalada (Towbin, et al. 

1979; Harlow y Lane, 1988). 

6.1. Purificación de RUBISCO de espinaca. 

La preparación de la proteína para usarla como antígeno fue 

realizada purificando RUBISCO de espinaca empleando los métodos de Hall 

y Tolbert (1978) y Weidner y Fehllng (198S) co111binados. Hojas de 

espinaca adquiridas en el mercado fueron lavadas con jabón y enjuagadas 

perfectamente con agua. Se les cortó las nervaduras más gruesas y se 

congelaron en nitrógeno liquido. Estas hojas (2S g) fueron molidas con 

N2 liquido hasta obtener un polvo muy :fino. Se les agregó SO 1111 de 

amortiguador de molienda (Bicine SO mH [pH 8), EDTA-Na2 mM, {J­

mercaptoetanol 10 mH) y el extracto se filtró por 4 capas de gasa. Esta 

suspensión se centrifugó a 40,000g por 30 min a 4 ºe en una 

ultracentrífuga IEC rotor 494. 

El sobrenadante fue colectado y se le agregó polletllengllcol 

(PEG) 4000· .. al 60l'. (p:v) para tener una concentración final de 18Y. 

(p:v). La adición de la solución de PEG se hizo con agitación rápida y 

en el cuarto frio. La solución se mantuvo en agitación rápida durante 

30 min. Se centrifugó a 40,000g por 1S min a 4 ºc. El sobrenadante fue 

colectado y se le agregó la cantidad necesaria de una solución de HgCl2 

2M para tener 20 mM. Esta solución se mantuvo en agitación rápida en el 

cuarto frio durante 30 min. Se centrifugó nuevamente y el precipitado 

fue disuelto en amortiguador de molienda y centrifugado a 100,000g por 

60 min a 4 ºe para quitar impurezas no disueltas. Después de eliminar 

las impurezas al sobrenadante se le agregó solución saturada de sulfato 

de amonio para que quedara al SOY.. Se dejó 30 min con agitación en el 

cuarto frio y posteriormente se centrifugó a 40,000g por 1S min a 4°C. 

En el precipitado se encontraba la RUBISCO. En cada paso se tomaron 

alicuotas para medir proteina y actividad enzimática. 

Se realizó una electroforesis desnaturalizante del precipitado que 

contenia a la RUBISCO para determinar la pureza de la preparación. 

Aunque en esta fracción no estaba la RUBISCO totalmente pura, una gran 

cantidad de otras proteinas habla sido eUminada. 
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6.2. Preparación de la holoenzima y de lo• polipéptidos que la componen 

para ser empleado• como inóculos. 

Debido a que en la 'fracción 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 conejos para 

producir los anticuerpos contra la holoenzima. 

Para el caso de la producción de las proteínas de las subunidades, 

la fracción que contenía la RUBISCO fue sujeta a una electroforesis 

desnaturalizante (con SDS) en la cual los dos polipéptidos se 

presentaron como dos bandas de 55 y 14 kO. Las bandas correspondientes 

fueron molidas en un mortero con N2 liquido, se les agregó solución 

salina isotónica (O. SSY. (p: v) NaCl) produciéndose una suspensión con 

grumos de poliacrilamida. Esta suspensión se pasó varias veces por una 

jeringa con aguja gruesa para disgregar los grumos y se empleó para 

inyectar a conejos para la producción de anticuerpos. 

En algunos casos se empleó RUBISCO de espinaca comprada de SIGMA 

Chemical Co. como inóculo. Sin embargo debido a que este producto no 

tiene la pureza adecuada para ser empleada como inóculo, se realizaron 

los· mismos pasos de purificación por gel de acrilamida descritos 

anteriormente. 

6.3. Electroeluclón. 

Sólo las dos primeras inyecciones fueron realizadas empleando las 

bandas del gel de acrilamida como inóculo. Posteriormente las bandas 

que contenian las proteinas de interés fueron electroeluidas y esta 

solución fue empleada como inóculo. La electroelución se llevó a cabo 

en un Extraphor Electrophoretic Concentrator LKB 2014. El amortiguador 

de eluci6n para el gel nativo fue Tris 50 rnM [pH 8.9], glicina 50 rnM. 
La solución de alta concentración de sales que forma la barrera 

contenia NaCl 3H en el amortiguador anteriormente sefialado. 

Para el caso de la recuperación de proteinas de geles 

desnaturalizantes con SOS, se empleó el mismo amortiguador conteniendo 

además O. lY. de SOS y la barrera de sales contenia NaCl 1 H en este 

amortiguador. Se siguieron las instrucciones de uso del aparato y se 

aplicaron 100 V durante 2 horas para realizar las electroeluciones. 
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6.4. E•qu- de in.mización. 

Anticuerpos contra la holoenziaa y cada.una de las subunldades de 

la RUBISCO fueron producidos en conejos Nueva Zelanda. Todas las 

inoculaciones fueron subcutáneas inyectadas en la espalda, la pri11era 

se realizó con RUBISCO de espinaca purificada en el laboratorio 

empleando el método descrito en la sección 6.1. y purificando los 

polipéptidos de acuerdo al procedimiento descrito en 6. 2. El primer 

inóculo fue de aproximadamente O. 5 mg de cada una de las proteinas. 

Esta suspensión fue mezclada en proporción 1: 1 con adyuvante completo 

de Freund. Para formar una emulsión, los constituyentes fueron 

bombeados dentro y fuera de una Jeringa con aguja del No. 19 hasta que 

se formó una espesa emulsión blanca. 

Las inoculaciones posteriores fueron realizadas empleando RUBISCO 

de espinaca de SIGMA purificada de acuerdo a lo descrito en la sección 

6.2. En la segunda inoculación se inyectó 1 mg de proteina y se llevó a 

cabo 28 dias después. La preparación de la emulsión para inyectar se 

efectuó de la misma manera que la primera vez pero empleando adyuvante 

incompleto. de Freund. Otras dos inyecciones de 1 mg fueron dadas a los 

conejos con intervalos aproximados de tres semanas. Muestras de sangre 

de los conejos inyectados con las proteínas, fueron tomadas 

regularmente y el suero fue titulado para estimar la reacción 

antigénica. Cuando se observó que el titulo era alto, se extrajo una 

mayor cantidad de sangre (SO ml) y se colectó en un tubo de vidrio. El 

coágulo que se formó fue agitado suavemente para evitar que se 

adhiriera a la pared del tubo, se. dejó luego en el refrigerador y al 

dla siguiente se tomó el suero del coágulo y se centrifugó 20 min a 

1, SOOg a 4°C. 

6.5. Purificación de loa anticuerpos. 

Al sobrenadante obtenido de la centrifugación anterior se le 

agregó una solución de sulfato de amonio saturada a pH 7.0 (122 ml de 

solución por 100 ml de suero). Se dejó precipitando durante 30 min a 

4°c. Posteriormente se centrifugó a 10, 000 rpm por 15 min a 4°c. El 

precipitado se disolvió en un volumen minimo de amortiguador (NaCl 8 

g/l, KCl 0.2 g/l, Na2HP04 1.15 g/l, NaH2P04 0.2 g/l, [pH 7.2)) y se 

dializó en contra de este mismo amortiguador. El dializado se puso en 

alícuotas pequeftas y se guardó a -7o0c (Hudson y Hay, 1980). 
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6.6. Titulación de loe anticuerpo•. 

La titulación de los anticuerpos se realizó empleando la técnica 

de Western blot descrita adelante en las secciones 6.7 y 6.8, eapleando 

cantidades decrecientes del anticuerpo purificado. 

Debido al bajo titulo que presentaron los sueros para la subunidad 

grande y pequefta, solamente se empleó el suero producido en contra de 

la holoenzima para identificar los polipéptidos en los experimentos de 

pulso y seguimiento. Sin embargo se analizó un filtro conteniendo 

RUBISCO de malz y de espinaca con el antlsuero en contra de la 

subunidad grande, con el objeto de definir si esta protetna estaba 

presente en las bandas de al to y mediano peso molecular que aparec1an 

en las fracciones del gradiente de sacarosa que contenta RUBISCO. La 

titulación se efectuó empleando filtros que contenta RUBISCO de 

espinaca y aatz analizando diferentes diluciones. Los resultados fueron 

los siguientes: 

Dilución 

1:3200 

1:1600 

1:800 

1:400 

Bandas observadas 

claramente LS de espinaca 

poca LS de ma1z 

poca SS de espinaca 

nada SS de maiz 

claramente LS y SS de espinaca 

bien LS de maiz 

muy poca SS de maiz 

muy teftldo LS y SS de espinaca 

muy teftido LS de aatz 

poca SS de ma1z 

aparecen muchas bandas en los carriles de 

espinaca 

muy teftido LS de aatz 

poca SS de maiz 

Con base en la titulación anterior las diluciones empleadas fueron 

1: 1600 para identificar la subunidad grande de matz y 1: 100 para 

identificar la subunidad pequefta de ma1z. 

6.7. Traneferencia de la• prote1na• a filtro• de nitroceluloaa. 

Los precipitados acetónicos de las fracciones que contentan a la 
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RUBISCO obtenidas por gradientes de sacarosa (sección S. 5) de los 

di:ferentes tratamientos de marcaje radiactivo :fueron corridos en una 

electro:foresis desnaturalizante. Las proteinas separadas por este 

método :fueron electrotrans:feridas a :filtros de nitrocelulosa con tamafio 

de poro de 0.2 µm, empleando un amortiguador Tris-glicina-metano! 

(Tris-base 15 g, glicina 56 g, llevar a 4 1 con agua y agregar un 1 de 

metano!, ajustar pH a 8.3 con HCl). La trans:ferencia se llevó a cabo 

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

6.8. Análisis inmunológico de loe :filtros. 

Debido a que no se usaron los antisueros especi:ficos para la 

subunidad grande y la pequefia, sino el antisuero contra la holenzima, 

los :filtros a los que se les hablan transferido las subunidades de 

RUBISCO :fueron cortados transversalmente para que la parte superior se 

revelara con la dilución correspondiente a la subunidad grande y la 

parte in:ferior con la dilución para la subunidad pequefia. 

El :filtro a revelar fue bloqueado con leche descremada al 8% (p:v) 

en TBS (Tris 20 mM [pH 7. 5], NaCl O. 5 M) durante 2 hrs a 37°C con 

agitación lenta. Después del bloqueo se incubó con el primer anticuerpo 

diluido en TBS a 37°C durante toda la noche. 

Al dia siguiente se lavó abundantemente con TBS y se bloqueó 

nuevamente con leche descremada al 2% (p:v) incubándose a 37°c por 30 

min. Se lavó ligeramente con TBS y se le puso el segundo anticuerpo 

(Anti rabbit IgG (whole molecule) peroxidase conjugate; antibody 

developed in goat IgG fractlon of· antlserum. Producto No. 9169 SIGMA 

Chemical Co.) incubándose durante 2 ha 37°C. El filtro se lavó con TBS 

y 0.05% (v:v) de Tween 20 (4 veces), después se lavó con TBS solo (4 

veces). Para revelar el filtro se agregó la solución de revelado 

conteniendo el peróxido de hidrógeno (3.3 ml metano!; 10 mg de 

4-cloro-1-naftol; 17 ml de agua y 20 µl de peróxido de hidrógeno al 

30%). El filtro se dejó en esta solución hasta observar las bandas 

esperadas (entre 5 y 8 min). Cuando aparecieron las bandas se desechó 

la solución y se lavó el filtro abundantemente con agua destilada 

(Towbin et al. 1979). 

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

de llenado de grano. 
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Al hacer el análisis de las cantidades 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 si se detectó claramente. De ahl surgió el interés por 

determinar si durante ese periodo de desarrollo del maiz habla sintesis 

de la RUBISCO. Para definir este punto se llevaron a cabo dos 

experimentos complementarios. En el primero se midió la cantidad de 

incorporación de metionina radiactiva a la RUBISCO holoenzima y en el 

segundo se determinó por autorradiografla, si las dos proteinas que 

componen la holoenzima estaban marcadas radiactivamente. Debido a que 

en el análisis de los RNAs mensajeros 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 mafíana (entre 7 y 8 A.M. l y llevadas 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 incorporación de metionina a la RUBISCO 

holonezima (experimento I) se usaron plantas de la población SM18 

tomadas en el momento de la floración. Para determinar si las dos 

subunidades de la RUBISCO estaban marcadas (experimento II), las 

poblaciones muestreadas fueron la Original, aproximadamente en la fecha 

de floración y la SM18, seis semanas más tarde, casi al final del 

periodo de llenado de grano. 

7. 2. Alimentación del tejido con metionina marcada con 35s (pulso y 

seguimiento). 

La alimentación del tejido con metionina 355 se hizo el mismo dia 

en que se colectaron las plantas. De cada planta se tomó 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 tubitos de plástico transparente conteniendo 100 µl de solución con 

10 µ Ci de met 35S (Amersham. Actividad especifica de 9. 38 mCi/ml; 

concentración 8. 3 nmoles/ml). El borde inferior de las muestras (se 
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mantuvo la polaridad del tejido), fue sumergido en el liquido. Los 

tubltos se colocaron en el estante superior del cuarto de cultivo donde 

recibían mayor cantidad de luz (tipo fluorescente) y aire de la 

ventllación. Constantemente según fuera necesario, se agregaba agua 

destllada o solución de medio Murashige y Skoog a la mitad de la 

concentración de sales (MS 1/2) sin hormonas, para evitar que el tejido 

se secara, pero sin que la cantidad de liquido en donde estaba 

sumergido el tejido aumentara demasiado. 

Los segmentos de hoja se mantuvieron en esas condiciones 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 O 

y las otras muestras se pasaron a otros tubitos semejantes que 

contenian 100 µl de una solución de metionina no-radiactiva (fria), 200 

veces más concentrada que la solución radiactiva (3.154 x 10-3 

µmoles/tubo) (seguimiento). Cuando las muestras casi consumian la 

solución, 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 población original (en la 

floración) y 5, 12 y 26 horas para la población SM18 (6 semanas después 

de f"loración). 

7.3. Extracción. 

Las muestras de 0.4 g fueron maceradas con nitrógeno liquido en un 

mortero frio. Cuando el tejido estaba totalmente molido se le agregó 

1.2 ml de amortiguador de extracción (descrito en sección 5.3). Cada 

molienda se pasó por manta de cielo que se exprimió y se colectó en 

tubos ependorff. De cada muestra se tomaron alicuotas de 5 µl para 

medir la radiactividad incorporada a extracto crudo. A estas muestras 

se les agregó 5 ml de liquido de Bray (PPO 2g, POPOP 0.1g, naftaleno 

30g, etilen glicol 10ml, metano! 50 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 

medición de proteinas y de radiactividad incorporada en proteina. 
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7.4. Experimento I. Electroforesis en gelea de poliacrilamida 

no-desnaturalizantea. 

En el experimento 1, en donde se determinó la cantidad de 

radiactividad 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 SY.. De 

cada uno de los carriles se cortó la banda correspondiente a RUBISCO 

(holoenzima), se digirió con peróxido de hidrógeno y se cuantificó la 

radiactividad de acuerdo al procedimiento descrito anteriormente en la 

sección S. 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 gradientes de sacarosa procesándose de acuerdo a lo 

descrito en la sección S.S. Una alicuota de las fracciones reunidas que 

contenian el pico de RUBISCO fueron cargadas en geles de pollacrilamida 

desnaturalizantes y sometidas a fluorografia y autorradiografia, 

empleando los métodos descritos en las seccions 5.6 y S.S. 

so 



VII. RESULTADOS 

1. Análi•i• de RNAs mensajero• de la RUBISCO en plántulas. 

Los resultados del análisis de los RNAs mensajeros que codifican 

las dos subunidades de la RUBISCO en plántulas, están presentados en el 

articulo: "Regulation of Ribulose-1,5- Bisphosphate Carboxylase 

Expression in Second Leaves of Maize Seedlings 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 plántulas, presentados en ese articulo 

corresponden a la tesis de Maestria en Ciencias Qulmicas (Bioqulmica) 

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 

plántulas, con las sondas de los genes que codifican para la subunidad 

grande (rbcL) y pequefía (rbcS) de la RUBISCO de maiz. La sección a) 

muestra las manchas autorradiográficas; las secciones b) y c), los 

niveles porcentuales relativos de los mensajes presentados en a). En 

estas figuras puede observarse que los mensajes de la subunldad grande 

(Sección b) presentan su máxima expresión en el tercer estadio, para 

luego disminuir gradualmente hasta el f"inal del estudio en las dos 

poblaciones estudiadas. En el caso de la subunidad chica (Sección c), 

la mayor cantidad de mensaje se presenta en el tercero y cuarto 

estadios, para la población mejorada y original respectivamente. A 

partir de esos puntos la cantidad ae mensaje disminuye abruptamente en 

el quinto estadio y desaparece casi totalmente en el sexto estadio y 

por completo en el séptimo estadio, mientras que el de la subunidad 

grande todavía es claramente detectable. 

Los resultados correspondientes a la actividad y proteina RUBISCO 

(Figs. 4 y 5 del articulo) en estos estadios muestran que en ambos hubo 

un aumento del primero al tercer estadio. Posteriormente en la proteina 

RUBISCO se observa una disminución en la velocidad de acumulación 

(reflejado por la pendiente de la gráfica) 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 están acoplados mientras que los de los RNAs 

mensajeros que codifican la subunidad grande y la pequefia sólo lo están 

al inicio del desarrollo de la hoja. Estos resultados indican que 

existen diferentes niveles de regulación metabólica para la expresión 

de esta enzima. 

2. Análisis de RNAs mensajeros 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 población Zac 58 SH-18 

(mejorada) se presentan en la Fig. 13. En la parte a) se presenta una 

sección del gel que contenta RNA total de plantas adultas de maiz 

tefiido con bromuro de etldio y observado en luz ultravioleta. En ella 

pueden verse las cuatro bandas de RNA ribosomal caracteristicas de 

células eucariótlcas: RNA 27S, 18S, 16S y parte del 23S. En esta 

sección se observa que los carriles fueron cargados aproximadamente con 

la misma cantidad de RNA total. Sin embargo, para realizar las 

estimaciones de una manera más precisa, todas las mediciones de RNA 

mensajero fueron normalizadas considerando la cantidad de RNA total 

puesta en cada carril determinada por densitometria. En las Secciones 

b) y c) se presentan las autorrad!ografias de las hibridaciones con las 

sondas para la subunidad grande y pequefia respectivamente, el primer 

carril corresponde a RNA total de plántulas (S) empleado como control y 

los siguientes carriles presentan RNA total de adultas extraidos en 

diferentes momentos después de la antesis. En la autorradiograf ia para 

el gen de la subunidad grande (Fig. 13b), se observan claramente dos 

mensajes que van disminuyendo en cantidad hasta aparecer degradados en 

el último 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 

plántulas). Repeticiones de este experimento incluyendo extracción de 

RNA produjeron los mismos resultados. El mismo filtro hibridado con la 

sonda para la subunidad pequefia se sobreexpuso por tiempos 60 a 70 

veces más largos. La sección d) de la F!g. 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 plántulas aparece una mancha caracteristica de 

sobreexposición. 

52 



al 

el 

rbcS 

bl 
p 

rbcL 

Días después de antesis d) 
p 10 17 24 31 38 4(1 p 

Días después de antesis 

10 

Días 

10 

17 24 

,:liÍflir, 
-~ 

después de 

17 24 

.!.' 

31 38 

ante sis 

31 38 

4(1 

40 

• • 
. ., 

Figura 13. RNAs mensajeroo de la RUBISCO en plantas adultas de maiz en 
la población mejorada durante el llenado de srano. a) Fotograf1a 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 preparaciones; (•) el RNA ribosomal 235 es un fragmento .. b) 
Aulorradiografia de los filtros con RNA total hibridados con la sonda 
de la subunidad 1rande de la RUBISCO (rbcL). c) Autorradiografia de los 
filtros con RNA hibridados con la sonda de la subunidad pequefia de la 
RUBISCO (rbcS). d) Aulorradiogralia aobreexpuesta del filtro en c). 
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La subunidad pequefia de la RUBISCO está codificada en maiz por una 

familia mul tlgénica constituida al menos por 4 miembros (Sheen and 

Bogorad, 1986). Aunque existe gran homologia entre los miembros de esta 

familia, las hibridaciones de RNA de adultas con el gen rbcS fueron 

repetidas bajo condiciones menos rigurosas (42ºCl. para asegurar que 

cualquier miembro de la familia génica pudiera ser detectado. Estas 

nuevas condiciones no produjeron ninguna diferencia en los resultados 

obtenidos. En conclusión, 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 plántulas (Flg. 6 articulo). 

La Fig. 14 muestra la autorradiografia de las hibridaciones tanto 

en la población original (Zac 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 mensajes 

de la subunidad grande disminuye a través del estudio hasta quedar con 

aproximadamente 10Y. del valor más alto alcanzado. Aunque los niveles 

del mRNA para la subunidad grande presentan tendencias semejantes en 

las dos poblaciones estudiadas, es interesante sefialar que hubo mayor 

cantidad de este mRNA en la población original que en la mejorada. En 

esta figura también se graf ican los valores de la subunidad pequeña. 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 proteína RUBISCO en estas mismas poblaciones (Fig. 

7a), aunque la actividad de la enzima presentó una evolución 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 plántulas. 

3.1. Captación e incorporación de radiactividad a proteina en 

extractos. 

En la Fig. 16 se presentan los datos de la cantidad de 

radiactividad captada por el tejido follar. 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 estadio tomaron 19.95 x 106 cpm/g P.F. 
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Figura 14. Autorradiograf ia 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. El 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 fil tres fueron lavados y expuestos a. una 
pelicula fotográfica. D.D.A. dias después de antesis .. 
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Figura 15. Contenido relativo de mensajes 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 floración masculina fue hibridado con las sondas de la subunidad 
grande y pequefía de la RUBISCO y las autorradiografias resultan tes 
fueron analizadas densitométricamente. La mancha con mayor intensidad 
representa el lOOY. y las otras manchas se ajustan en relación a este 
valor. LS subunidad grande; SS subunidad pequefía; Original población 
original; SM-18 población mejorada. La curva SS corresponde a las dos 
poblaciones. 
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Figura 16. Radiactividad total captada en los tejidos. Segmentos de la 
segunda hoja del segundo y quinto estadios de plántulas de maiz fueron 
alimentados con metionlna-355 durante cuatro horas, después de lo cual 
se colocaron en una solución de metionina no radiactiva. Diferentes 
muestras de las hojas fueron tomadas a las O, 2, 4, 8, 16 y 24 horas 
después del pulso y analizadas. Alicuotas de 5 µl de extractos crudos 
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 resul lados 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 106 cpm/g P.F. Esta diferencia sin 

embargo, no repercute en la cantidad de radiactividad incorporada a 

materiales precipitables por TCA al 10X, pues existe una mayor 

incorporación de radiactividad a proteina en el segundo estadio que en 

el quinto (Fig. 17a). Esto es más claramente presentado al graficar 

eficiencia de incorporación en material precipi table expresada como 

porciento del total de radiactividad captada (Fig. 17b). El porcentaje 

de radiactividad total incorporada a producto precipitable varió entre 

un 60 y 34X para el segundo estadio y entre un 40 y 15% para el quinto 

estadio con promedios de 46% y 22X respectivamente. Estos resultados 

indican que a pesar de que la cantidad de metionina que penetró en los 

tejidos follares del So. estadio fue mayor que la que penetró en los 

tejidos del 2o. estadio, la radiactividad incorporada en proteina fue 

mayor en el 2o. estadio, lo cual probablemente significa que la 

sintesis de proteinas es más activa en el estadio más 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 incubación posterior a la 

administración de la metionlna radiactiva, lo cual es sorprendente. Los 

promedios del contenido de proteina fueron 5.2705 mg/g P.F. ± 1.3561 

para el segundo estadio y S. 2871 mg/g P. F. ± l. 4615 para el quinto 

estadio. 

La Flg. 19 presenta la radiactividad especifica de los 

tratamientos estudiados expresada con base en la cantidad de proteina 

soluble del tejido follar. El tiempo O de seguimiento corresponde a la 

muestra tomada después de incubar el tejido durante cuatro horas con 

metlonina radiactiva. En este punto puede observarse que la 

radiactividad especifica en el segundo estadio es un poco más del doble 

de lo que existe en el quinto estadio. Esto indica que el estadio más 

joven incorporó más metlonina radiactiva a sus proteinas. A partir del 

inicio del seguimiento, la radiactividad especifica en el segundo 

estadio disminuyó, aunque a las 16 hrs se observó un ligero aumento. 

Los resultados del quinto estadio muestran que a las dos horas después 

del pulso de metlonlna radiactiva hubo un ligero incremento en la 

incorporación mientras que los siguientes muestreos la incorporación 

disminuyó manteniéndose baja hasta 24 horas después. 
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Filtlt'• 17. ttadiactividad inco¡porada a material precipitable. Alicuotas 
de extractos c5ydos de la segunda hoja de plántulas de maiz alimentadas 
con metionina- S fueron precipitadas con TCA al 10 X. La radiactividad 
se presenta como al cuentas por minuto por 1ramo 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 
plántulas de maiz. Las cantidades.de proteina soluble presentes en la 
segunda hoja de plántulas de maiz del segundo y quinto estadio, durante 
los experimentos de pulso y seguimiento fueron determinadas por el 
método de Peterson (1977) en alicuotas de 20 µl de extractos crudos 
centrifugados. Los resultados son presentados por gramo de peso fresco 
de tejido (g P.F. ). 

3.2. Análisis cualitativo de las electroforesis de RUBISCO. 

En la Fig. 10 se mostró un gel tipico de las electroforesis con 

las muestras problema de malz obtenidas de la fracción que contenia la 

RUBISCO purlf lcada por gradientes de sacarosa. En la descripción de la 

figura se hizo notar que apareclan más bandas de las correspondientes a 

las dos subunidades de la RUBISCO. En las Figs. 20a y 20b se presentan 

los perfiles densltométrlcos de los carriles de las electroforesis para 
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desarrollo, 
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presentados 
con base en la cantidad de proteina soluble en esos tejidos (cuentas 
por minuto por miligramo de proteina). 1 
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observarse que poco después de iniciada 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 localizó otro P.ico bien definido 

con un peso molecular aproximado de entre 64 a 70 kD (flecha inferior). 

Estos picos se presentan en composición 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 O. 98 y 

1.03, correspondiendo aproximadamente a los pesos moleculares descritos 

de 55 y 14 kD respectivamente (Fig. 20). 

3.3. Identificación de RUBISCO por Western blot. 

Al realizar el análisis por Western blot de las electroforesis con 

las muestras problema, se observaron bandas tefiidas 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 inmunorreaccionaron con el 

antisuero para la holoenzima completa (Fig. 21a). Al realizar un 

Western blot empleando antlsuero en contra de la subunidad grande se 

observó que las bandas de al to y mediano peso molecular se tefiian de 

igual manera que la banda correspondiente a la subunidad grande, (Fig. 

2lb). De esto se establece que las bandas de al to y mediano peso 

molecular contenian subunidades grandes. Desafortunadamente el no haber 

obtenido antisuero en contra de la subunidad pequefia impidió determinar 

si las bandas de alto y mediano peso molecular contenian ese 

polipéptido. Con estos resultados es posible sugerir que las bandas de 

alto y mediano peso molecular son conglomerados de subunidades grandes 

(aunque no se puede saber si en asociación 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 densitométricoe de loe carriles con RUBISCO 
extraida de la segunda hoja de plántulas de maiz. Cada densitometria 
corresponde a uno de los tiempos en los que se tomó una muestra para 
analizarla durante el seguimiento. a) Perfiles densitométricos del 
segundo estadio. b) Perfiles deneitométricos del quinto estadio. LS 
subunidad grande; SS subunidad pequefia; flecha superior bandas alto 
péso molecular; flecha inferior banda mediano peso molecular. 
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Figura 21. Western blots de extractos de la segunda hoja de plántulas 
de maiz. a) Experimento de pulso y seguimiento. Un filtro con alicuotas 
de la fracción 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 empleó 
una dilución 1:1600 mientras que la subunidad pequeña (parte inferior 
del filtro) se empleó una dilución 1: 100 del anticuerpo. El 
procedimiento para el revelado de los fil tras está descrito en la 
sección 6.8 de Métodos. b) Filtro conteniendo RUBISCO de maíz (M) y de 
espinaca (E) revelados con anticuerpos en contra de la subunidad grande 
de la RUBISCO. En maiz las bandas de al to y mediano peso molecular 
también son reveladas con los anticuerpos en contra de la subunidad 
grande. APM bandas de alto peso molecular; MPM banda de mediano peso 
molecular; LS subunidad grande; SS subunidad pequeña. 

En esa misma figura (21b) es posible observar que la región de 

bandas de alto peso molecular está constituido por varias banditas 

delgadas (2 ó 3) que no aparecen en el patrón obtenido de RUBISCO de 

espinaca. Esto sugiere que la estructura y/o la capacidad de 

interacción entre las subunidades de la RUBISCO de maiz es diferente a 

la RUBISCO de espinaca. 

3.4. Cuantificación de proteina y radiactividad en las 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 sección 5.6), después de lo cual se efectuó la 

corrida electroforética. Al finaí.izar la corrida, los geles fueron 

teñidos con azul de Coomassie y leídos por densitometria. Para obtener 

mayor exactitud en la cuantificación de la proteina correspondiente a 

cada subunidad y poder hacer comparaciones entre las muestras, los 

valores de área 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 área del carril medida 

por densitometria. Este valor se comparó con los datos de la curva 

estándar correspondiente (Fig. 12), calculando de esa manera los 

microgramos de proteína por banda. 

La Figura 22a presenta los resultados de las subunidades grande y 

pequeña de la RUBISCO para el segundo estadio. En ella se observa que 

las cantidades de ambas subunidades aumentaron ligeramente después del 
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Fi¡rttra 22. Cantidad de proteína RUBISCO en la segunda hoja de plántulas 
de malz del segundo estadio de desarrollo. La cantidad de proteina fue 
estimada densitométricamente de acuerdo a lo descrito en la sección 5.7 
de Métodos y Fig. 12, en las bandas tefiidas con azul de Coomassie que 
fueron obtenidas al realizar una electroforesis desnaturalizante de las 
fracciones del gradiente de sacarosa que contenian el pico de RUBISCO, 
en cada uno de los tratamientos estudiados. al Cantidad de proteina 
presente en las dos subunldades de la RUBISCO b) Cantidad de proteína 
presente en las bandas de alto y mediano peso molecular (P.M.) 
inaunoidentificadas como RUBISCO el Suma de todas las bandas que 
contenian proteina RU!3ISCO. Las barras representan el error estándar. 
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pulso y luego permanecieron 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 cantidad 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 estudio (Fig. 22c). Esto indica que 

la cantidad de RUBISCO no cambia durante 24 horas que duró el estudio. 

Estos resultados analizados en relación con lo observado en el Western 

blot indican que las subunidades de la RUBISCO no se separan únicamente 

en grande y pequeña sino que también permanecen unidas formando 

conglomerados que no se disgregan totalmente por acción del agente 

desnaturalizante (dodecil sulfato de sodio) presente en la 

electroforesis, lo cual impl lea la existencia de enlaces covalentes 

entre las subunldades. 

En la Figura 23 se representan las cantidades de proteína en 

bandas del quinto estadio. La sección a) muestra las cantidades para 

las subunidades grande y chica y la sección b) para las otras bandas 

lnmunoldentlflcadas como RUBISCO (bandas de alto y mediano peso 

molecular). 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 la suma de estas cuatro bandas permanece 

constante a través del estudio, en el quinto estadio, a partir de las 8 

horas de seguimiento la tendencia en el comportamiento de las bandas 

sumadas es a dlsmlmulr (Flg. 23c). Estos resultados parecen indicar que 

en el segundo estadio la velocidad de sintesls y de degradación de la 

RUBISCO están en equilibrio durante el tiempo que duró el experimento. 

En cambio parece ser que en el quinto estadio la velocidad de 

degradación es ligeramente mayor que la de sintesls (Figs. 22c y 23c). 

Las cantidades calculadas de subunldad chica son semejantes en 

ambos estadios (Figs. 22a y 23a). En cambio, se observa una ligeramente 

mayor cantidad de subunldad grande en el quinto estadio que en el 

segundo. Sin embargo, ocurre lo contrario en el caso de las bandas de 

alto y mediano peso molecular (Flgs. 22b y 23b), las cuales se observan 

en ligeramente mayor cantidad en el segundo estadio que en el quinto. 
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Figura 23. Caritidad de proteina RUBISCO en la segunda hoja de plántulas 
de ~iz del quinto estadio de desarrollo. La cantidad de proteina fue 
estimada densitométricamente de acuerdo a lo descrito en la sección 5.7 
de Métodos y Fig. 12, en las bandas teñidas con azul de Coomassie que 
fueron obtenidas al realizar una electroforesis 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 proteína 
presente en las bandas de alto y mediano peso molecular (P.M.) 
inmunoidentif"icadas como RUBISCO e) Suma de todas las bandas que 
contenian proteína RUBISCO. Las barras representan el error estándar. 
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Esto podria significar que en el segundo estadio la subunidad grande se 

encuentra ligada entre si más fuertemente que en el quinto estadio por 

lo que permanece en conglomerados durante la electroforesis. En cambio, 

en el quinto estadio estas subunidades se liberan más fácilmente por lo 

que hay mayor cantidad de proteina en la banda correspondiente a la 

subunldad grande. 

Al medir las cantidades de subunidad grande y pequefia de la 

RUBISCO en cada una de las muestras y calcular su relación, se observa 

que no concuerda con la que se esperarla a partir de los pesos 

moleculares de las subunidades. La relación esperada se encuentra entre 

2.9 y 4.3, considerando que la subunidad grande tiene un peso molecular 

de 52 kD y la pequefia un peso entre 12 y 18 kD. Una posible explicación ' 

a esta discordancia se encuentra en el hecho de que la medición 

realizada por densi tometria estima la intensidad de la coloración de 

las bandas de proteina tefiidas con Coomassie. Este colorante se asocia 

a los aminoácidos aromáticos tifiendo las proteinas de un color azul, 

por lo que dependiendo de la cantidad de aminoácidos aromáticos la 

tlnción será más o menos fuerte. Analizando la cantidad de aminoácidos 

aromáticos que contienen las dos subunldades de RUBISCO en chicharo, se 

observa que existe una relación de 2.42 entre subunidad grande y chica 

(Kobayashi y Akazawa, 1982). 51 el área de la subunidad chica en las 

muestras problema es multiplicada por este factor y la relación 

subunidad grande/subunidad chica es recalculada, los nuevos datos se 

encuentran en el nivel esperado. 

En la Fig. 24a se presentan la radiactividad especifica en 

proteina RUBISCO de las subunidades expresados en radiactividad 

incorporada por mol de subunidad encontrada en el segundo estadio y 

corregidos por la cantidad de aminoácidos aromáticos y metloninas por 

subunidad. En esta figura se puede observar que si hubo incorporación 

de radiactividad en ambas subunidades de la RUBISCO durante el pulso. 

En lo que respecta al seguimiento se observa que la radiactividad 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 máximo a las 16 hrs y 

volver a disminuir ligeramente a las 24 hrs, observándose además que 

estos cambios están 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 hacia el 
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Figura 24. Radiactividad especifica de la RUBISCO en la segunda hoja 
del segundo estadio de desarrollo de plántulas de maiz encontrada en 
Íos ex&>erimentos de pulso y seguimiento. La radiactividad presente en 
los polipéptidos correspondientes a la RUBISCO separados en los geles 
desnaturallzantes fue medida cortando las bandas de pollacrllamida y 
digiriéndolas con peróxido de hidrógeno de acuerdo a lo descrito en la 
sección 5.8 de Métodos. a) Radiactividad en las bandas correspondientes 
a las 11ubunidades de RUBISCO (grande y pequena). b) Radiactividad en 
las bandas ihlnunoidentificadas como ROBISCO (bandas de alto y mediano 
peso 1110lecular) c) Swna de la radiactividad en todas las bandas que 
mostt-aron reacción inmunológica 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 (µg). Todos los 
datos fue~~n normalizados por la ef iclencia de incorporación de 
metionina- S de cada muestra y por la cantidad total de proteina 
puesta en cada carrll de la electroforesis, determinada por 
densitometría. En los datos presentados en la sección a) se consideró 
el número de metlonlnas y aminoácidos aromáticos presentes en las 
subunidades de la RUBISCO. 
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final del seguimiento. La Fig. 24c presenta la suma de la radiactividad 

incorporada a proteína 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 incorporación de radiactividad 

en las bandas de al to y mediano peso molecular, en detrimento de lo 

encontrado en las subunidades. 

La incorporación de radiactividad a las subunidades de RUBISCO en 

el quinto estadio expresadas como cpm/mol de subunidad y corregido por 

contenido de aminoácidos aromáticos y metioninas por subunidad 

(Kobayashi y Akazawa, 1982), se presenta en la Fig. 25a. Al inicio del 

seguimiento la radiactividad especifica es alta y luego decrece 

abruptamente dos horas después y se mantiene en niveles bajos. También 

en este estadio se observa coordinación 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 incorporación de radiactividad a 

proteína RUBISCO en todas las bandas en los estadios estudiados CFig 

26), se observa que en el segundo estadio existe mayor incorporación 

que en el quinto durante todo el tiempo de seguimiento. En ambos 

estadios durante las primeras cuatro horas de seguimiento se observó 

una calda en la velocidad de incorporación de metionina debida a la 

dilución de la poza causada por la adición de la metionina fria (200 

veces más que la radiactiva). Después de esas cuatro horas se observa 

una gran diferencia en el comportamiento de los dos estadios. Mientras 

que en el segundo estadio la velocidad de recambio aumenta hasta 

sobrepasar la cantidad inicial a las 16 horas, en el quinto estadio la 

incorporación se mantiene constante a un nivel bajo. Estos resultados 

indican que existen diferencias en los sistemas de control de sintesis 

y degradación de RUBISCO entre los estadios estudiados. 

A partir de estos resul tactos se pueden sef'ialar los siguientes 

puntos importantes: 

l. Hubo mayor captación de metionina radiactiva por peso fresco en las 
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ti&uf'a 25. "adiactividad especifica de la RUBISCO en la segunda hoja del 
quinto estadio de desarrollo de plántulas de malz encontrada en los 
experiaentos 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 pollacrllamida y 
digiriéndolas con peróxido de hidrógeno de acuerdo a lo descrito en la 
sección 5.8 de Métodos. a) Radiactividad en las bandas correspondientes 
a la• subunidades de RUBISCO (grande y pequena). b) Radiactividad en 
las bandas irnmmoidentificadas como RUBISCO (bandas de alto y mediano 
peso 111<>lecular) c) Suma de la radiactividad en todas las bandas que 
mostraron reacción inmunológica 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 (µg). Todos los 
datos fueron normalizados por la eficiencia de incorporación de 
metlonina-355 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 sección a) se consideró 
el número de metloninas y aminoácidos aromáticos presentes en las 
subunidades de la RUBISCO. 
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FiBUi-a 26. Radiactividad especifica de todas las bandas que contenlan 
RUBISCO en la segunda hoja del segundo y quinto estadio de plántulas de 
11aiz durante los experimentos de pulso y seguimiento. Las bandas del 
gel de pollacrilamida correspondientes a las que fueron detectadas como 
reacclonantes con el anticuerpo en contra de la holoenzima RUBISCO 
fueron digeridas para determinar su radiactividad. Los valores están 
expresados como cuentas por minuto por mlcrogramo de proteina en las 
bandas. 
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hojas del quinto estadio que en las del segundo. Manteniéndose 

niveles semejantes a través del estudio (24 h). 

2. A pesar de lo anterior, hubo más incorporación de radiactividad a 

producto precipitable por TCA al 10X, en el segundo estadio que en 

el quinto, lo cual indica mayor sintesis protéica en el estadio más 

joven. Se observa además que en ambos estadios este parámetro 

presenta ·una ligera tendencia a disminuir 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 seguimlento, presenta un incremento 

considerable. Durante todo el experimento se 

radiactividad incorporada a proteina soluble total 

estadio. 

observa mayor 

en el segundo 

S. Por Western blot se identificó que la holoenzima RUBISCO no se 

separó en la electroforesis desnaturalizante 

subunidades grande y 

conglomerados de pesos 

aproximadamente). Fue 

pequefia, sino que formó 

moleculares altos (65-70 

posible además determinar 

conglomerados existia subunldad grande. 

únicamente en 

dos 

y 

que 

grupos de 

140-180 kD 

en ambos 

6. La suma de la cantidad de proteina encontrada en las subunidades de 

RUBISCO y los conglomerados durante el experimento (24 hrs.) 

muestran tendencias distintas -en los estadios estudiados. 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 incorporación de metionina radiactiva durante el tiempo de 

pulso en los dos estadios estudiados y en las dos subunidades de la 

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

estadio que en el segundo lo cual es un indicio de mayor capacidad 

de sintesis de proteinas en el segundo estadio. 

8. La forma en que la metionina radiactiva fue desplazada por metionina 

fria en las subunidades de la RUBISCO ocurrió de manera diferente 

entre los dos estadios, pero siguió un patrón semejante en las 

subunidades de un mismo estadio. 
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9. El segundo estadio presentó un incremento en la radiactividad 

especifica de las subunidades de la RUBISCO después de cuatro horas 

de seguimiento lo cual no se presentó 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 

plántulas. Cada carril contiene cantidades iguales de concentrados de 

las fracciones de los gradientes de sacarosa que mostraban el pico de 

la RUBISCO de cada tratamiento. La sección a) muestra los resultados 

del segundo estadio y la sección b) los del quinto estadio. En el 

análisis del segundo estadio puede verse claramente que aparecen además 

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 tefiidos 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 también 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 cuantificación de las bandas en los geles 

de pollacrllamida 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 O de la fluorografia del quinto estadio son prueba de que si 

hubo incorporación de metionina radioactl va en esa subunidad durante 

ese estadio, aunque en menor proporción que la que se observó en el 

segundo estadio. 

Todos los análisis experimentales fueron realizados por segunda 

vez empleando los mismos extractos radiactivos. 

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

4. Resultado• de los experl..,nto• de pul•o y •egul•lento en 

adultas. 

4.1. Experimento l. 

El experimento I fue disefiado como una primera aproximación en 

el de la sintesis y degradación de la RUBISCO de plantas adultas. Se 

empleó una planta de maiz que se encontraba en floración. Los 

resultados mostrados en la Fig. 28 presentan la incorporación a 

holoenzima RUBISCO y a una banda de proteina usada como control. En 

esta figura puede observarse que si hubo incorporación de metlonina 

radiactiva después del pulso en la banda de RUBISCO, aunque la cantidad 

es menor que para la banda control. Asi, también puede observarse que a 

las 4 horas de seguimiento hay un aumento en la incorporación de 

metionina radiactiva y posteriormente la tendencia es a decrecer hasta 

las 24 horas de seguimiento. Se observa que tanto la pendiente de 

aumento como la de pérdida de radiactividad es más lenta en la RUBISCO 

que en la proteina control, lo que sefiala velocidades de incorporación 

de metionina radiactiva 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 floración y en estado avanzado de llenado de grano, tratados 

como se describe en la sección. 7.5 de Materiales y Métodos. El gel fue 

cargado con cantidades iguales de radiactividad para lo cual los 

carriles con extractos de hojas más viejas fueron cargados con mayor 

cantidad de muestra (8 a 10 veces más). 

En la Fig. 29a, se presenta la fluorografia resultante del 

experimento descrito anteriormente; los tres primeros carriles 

corresponden a extractos de plantas jóvenes a las O, 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 población mejorada (SM-18) f~~ron tomadas al momento de 
la floración y alimentadas con metionina- S durante cuatro horas y 
pasadas posteriormente a una solución de rnetionlna no radiactiva. A 
partir de ese momento se tomaron muestras a las O, 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 peróxido de hidrógeno 
para determinar la radiactividad presente. 
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seguimiento y los siguientes cinco, a planta de edad más avanzada a las 

O (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 distribución de ésta entre las bandas fue 

diferente. La planta joven presenta mayor cantidad en la banda de la 

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 la figura 29b se presenta la electroforesis 

desnaturalizante tratada para producir la 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 jóvenes la proteina en las bandas apenas se observó. 

Esta es una indicación de que hubo menor incorporación de metionina 

radiactiva a la RUBISCO en hojas de edad avanzada que en hojas jóvenes, 

lo cual es a su vez resultado de una menor sintesis de esta enzima. 

En esta misma figura es posible observar, al compararla con las 

fluorografias de estadios más jóvenes (Fig 27), que a pesar de que la 

proteina fue preparada de la misma manera de extractos de hojas de 

plántulas que de hojas adultas, las bandas marcadas radiactivamente en 

la preparación de plantas adultas no son todas las mismas. En el caso 

de adultas sólo se presenta una banda de peso molecular menor a la 

subunidad grande. En cambio en plántulas se presentaban diferentes 

bandas. Esto sefiala que existe diferencia en el tipo de asociación 

entre subunidades o estructura de la RUBISCO en los diferentes estadios 

o que la estabilidad 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 floración 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 más joven. 

En el caso del seguimiento, en las hojas tomadas en el momento de 

floración es posible observar una captación de radiactividad posterior 

a la administración de la metionina fria (Fig. 30), igual que ocurrió 

en plántulas en el segundo estadio de desarrollo. En el caso de la hoja 

vieja no se observó esa reincorporación posterior al enfriamiento de la 

poza, lo cual asemeja lo observado en plántulas en el quinto estadio en 
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Figura 29. Fluorografias de los geles que contenían a la RUBISCO en 
plantas adultas jóvenes y viejas. Extractos de la hoja superior a la 
mazorca de plantas adultas durante la floración y 42 días después 
fueron preparados de acuerdo a lo descrito en la

35
secci6n 7. 5 de métodos 

a partir de tejida alimentado con metionina- S durante 4 horas y 
tomando muestras en las tiempos señalados en horas de seguimiento. a) 
Fluorogra:fia. b) Gel tenido con Coomassie. LS subunidad grande, SS 
subunidad pequeña. 
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donde la velocidad de sintesis de proteinas disminuyó en relación a la 

observada en el segundo estadio. 

5. Corolario. 

Un resumen de los mecanismos de regulación de la actividad de la 

RUBISCO que están funcionando en hojas de maiz es el siguiente: 

1. Durante el desarrollo de la segunda hoja de plántulas de maiz, la 

regulación de la expresión de los genes de la RUBISCO ocurre a 

diferentes niveles: 

a. Al inicio de la emergencia de la hoja, la regulación es a nivel 

transcripcional, con aumento de proteina RUBISCO y de actividad 

enzimática paralelos al aumento en las cantidades de mensajes de 

las subunidades. 

b. Poco antes de que la hoja alcance su máxima expansión los 

mensajes y la velocidad de acumulación de la RUBISCO también 

disminuye, aunque no con la misma velocidad y sin disminución 

neta de la protein, lo que señala la posibilidad de que un 

control de la expresión de los genes de la RUBISCO a nivel 

post-transcripcional entre en juego. 

c. Después de que la hoja alcanza su máxima expansión, los mensajes 

de la subunidad chica desaparecen casi totalmente y los de la 

subunidad grande siguen disminuyendo, la velocidad de sintesis de 

las subunidades disminuye un SOY. en relación al momento en que se 

encuentra en máximo crecimiento y la cantidad de proteina RUBISCO 

se mantiene constante; en este periodo podria señalarse que la 

regulación ocurre a nivel post-traduccional. 

2. En el caso de la regulación de la expresión de los genes de la 

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

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

a. Existe una falta de coordinación notable entre los RNAs 

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

grande es claramente observable mientras que el de la subunidad 

pequeña se detecta en muy escasas cantidades. 

b. La cantidad de proteina RUBISCO disminuye a lo largo del estudio 

reflejando la disminución en el RNA mensajero de la subunidad 

grande. 

c. La actividad de RUBISCO muestra regulación a nivel de la enzima 
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Figura 30. Radiactividad espec.lfica de la holoenzima RUBISCO encontrada 
en plantas adultas jóvenes y viejas. Segmentos de 1~ hoja superior 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 peróxido de hidrógeno de acuerdo a lo descrito en la 
sección 5.8 de métodos y expresada por densidades ópticas de proteina 
determinadas a 280 nm. Se grafican los datos para dos hojas jóvenes 
tomadas durante la floración masculina y una hoja madura tomada a 42 
dias después de la floración. 

87 



ya sintetizada (Martínez Barajas, 1989) 

d. Se observó incorporación de metionina 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 

está traduciendo. 

e. La velocidad de síntesis de RUBISCO descendió aproximadamente 5 

veces a los 40 días después de la floración en relación al 

momento de la floración. 
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6. Articulo. 

Regulation of Ribulose-1, 5-Bisphosphate Carboxylase Expression in 
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Regulation of Ribulose-1,5-Bisphosphate Carboxylase 
Expression in Second Leaves of Maize Seedlings from 

Low and High Yield Populations 1 

Hermlnla Loza·Tavera, Eleazar Martinez-Barajas, and Estela Sánchez-de·Jlménez• 

Blochemlstry Department, Facultad de Química, Universidad Nacional Autónoma de México, México, D.F. 04510 

ABSTRACT 

Ribulose-1,S·blsphosphale carboxylase oxygena!e (EC 
4.1.1.39) (Rublsco) actlvlty, Rublsco--proteln, and Rublaco large 
and small eubunlt gene (rbcL and rbcS) transcripts were meas­
ured at seven stages of development In the aecond leaf of malze 
(Zea maya L) seedllngs belonglng to low and hlgh yleld popula­
tlons. During the three early atages of development, when the 
leaf hH not yet e.panded, lt was detennined that Incrementa In 
Rublsco-actlvlty were caused by lncreaso1 In Rublsco-proteln 
and lts mRNAs. Afterward, the rbcS level decreased aharply down 
to nondetectable levels at the seventh 1tage1 when the leal was 
at the beglnnlng of aenescence. As a contrast, rbcL transcrlpt 
decreased slowly and Rublsco-proteln accumulated up to the lifth 
stage, when the leal reached lts maxlmum expanslon. A sllght 
decrease In Rublsco-proteln Was then observed. These results 
auggeat that at earty stages of development Rublsco-activity and 
Rublaco·proteln are regulated malnly at the transcrlptlonal level. 
At the later phase the regulation seems to be at other blochemlcal 
levels. Nelther Rublsco actiYlty nor Rublsco·proteln 1howed cor· 
relatlon wlth yleld for both malze populations at thls stage of 
development. Slightly hlgher revela ot both transcrlpl• were ob· 
aerved In the hlgh yleld populallon. 

Rubisco.: the first enzyme in the Calvin-Bcnson cycle, 
carboxylates RuBP to produce two 3-PGA molcculcs. This is 
onc of thc most abundant and bcst studicd plant proteins. lt 
is a chloroplastic cnzymc that in highcr plants is madc of 
cight chains cach of lwo kinds of polypcplidcs (12): thc small 
subunit (mol wt 14kD) codificd in the nuclear gcnomc by a 
multigcne family (rbcS genes) and the Jarge subunit (mol W1 
55 kD) codified as one copy per chtoroplast genome (rbcL 
gene). The numbcr of genes pcr ccll is bctwccn 3 and JO for 
rbcS and bctween 100 and 2000 ar cvcn more for rbcL 
depcnding on the spccies (2). Thc sma11 subunit is synthcsized 
in cytoplasmic ribosomcs as a precursor that is transportcd to 

1 This work was partially supportcd by CONACYT grant No. PVT / 
Al/NAL/85/3073 und Thc Orgnnization of American Statcs (OAS) 
projccl: Promotion and support for trJining oí human rcsourccs in 
plant biochemistry. 

~ Abbreviations: Rubisco (ribulose-1.5-bisphosphatc carboxylasc 
oxygcnólsc (EC 4.1.1.39): RuBP. rihulosc 1,5-bisphosphutc; 3-PGA, 
3-phosphoglyccric acid; rbcL, Rubisco l<1rgc subunil gene; rhc-S, Rub­
isco small suhunit gene; Zo. Zacatecas 58, original population; z 1 ~. 
Zacatecas 58 SM-18. high yield population; DAS, days aficr sowing; 
kbp, kilobasc pairs. 
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thc chloroplast. Therc, thc precursor is proccsscd before bcing 
asscmbled to thc large subunit synthcsized in the chloroplastic 
ribosomcs ( 12). 

This complcx mcchanism has raiscd questions regarding 
the possible coordination bctwecn Rubisco activity, Rubisco-­
protcin and its Je veis of mRNAs, during lcaf dcvelopment or 
in response to light changes. Prioul and Rcyss (23) found 
rapid changes in total activity and in rbcS-mRNA content 
without signiticant modification of the contcnts of Rubisco­
protein or rbcL mRNA in tobacco !caves transferred from 
low to high light conditions in adults and seedlings. In the 
samc way, Nclson et al. (15) found high lcvclsof rhcS mRNA 
are not rclated to small subunit polypeptidc amounts in the 
sccond lcaf or light-grown maize secdlings sampled 3 to 7 
DAS. 

Severa! regulation lcvcls havc bccn proposcd to account for 
changes in Rubisco activity al diffcrcnt stagcs of developmcnt. 
Transcriptional control has bccn proposcd as the main rcgu­
latory level for rb'S gene cxprcssion ( 11 ). Although gene 
dosage and transcriptional rcgulation are detcrminant in the 
first cxpression of rbcL gene (26), postlranscriptional mccha­
nisms havc bccn invokcd to control thc rapid changcs ob­
scrvcd whcn lea ves are cxposcd to dilfcrcnt light environmcnts 
( 16). Furthermorc. sorne mctabolites such as 2-Carboxyarabin­
ilol 1-phosphalc (CAIP) or RuBP (5) and Rubisco activase 
(22) havc bccn found to rcgulate Rubisco activity without 
changcs in Rubisco protcin. 

Within this framc of rcfcrencc, we are intcrested in anatyz­
ing whcthcr Rubisco activity, Rubisco-protcin, and hs mRNA 
Jcvels changc coordinatcly during thc dcvelopment of thc 
sccond leaf in maizc (Zea mays L.) seedlings from two 
populations: thc original onc and a sclected high-yield popu­
lation. This study is rclevant bccause in the high-yield popu­
lation, Rubisco activity was prcviously found to be higher 
during thc grain filling period (8). A similar corrclation has 
bccn observcd bctwccn Rubisco activity and high yield in 
severa! C3 spccies such as Jlordl'mn vu/J:are (3), Triticwn 
cu•.Hirnm (14), and Vigna radiata (6). Thcrefore, it has bcen 
suggcstcd that Rubisco activity could be uscd as a biochemical 
markcr for high yicld plant selection (3, 6, 14). This would be 
of grcat advantage if dilTcrcnccs in Rubisco activity could be 
obscrvcd bctwecn high and tow yield pl;mts at early stages of 
devclopmcnt. 

MATERIALS ANO METHODS 

Plant Material 

Groups of 50 sccdlings of maizc (Zea maJ'S L.) var Zaca­
tecas 58 original (Z.,) and the improved population for higher 
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grain yield obtaincd aftcr 18 cyclc of strntificd mass sclcction 
(Zu1) wcrc grown in soiJ pols und~ greenhouse conditions in 
Mexico City. Thc sccds wcrc pro •idcd by Dr. José Molina­
Galán. (Centro de Genética, Colcg o de Postgraduados, Mon­
tecillo. Mé:idco). Thc sccond lcav from 7 to 12 dcvcloping 
scedlings belonging to both pop lations were harvestcd at 
scvcn different st<1gcs ofdcvclopm nt ranging from rollcd leaf 
(stagc 1 = 6 DAS) to fully exp~ndcd leaf, when signs of 
scncscencc can be ohscrved (stagc I¡ = 17 DAS) (Fig. 1). For 
mRNA analysis a prcvious stagc ~as t:ikcn (stage 0). Since 
duration for achicving a stage of devclopment varics as a 
function of tcmpcraturc and sunli •llt cxposurc, the descrip­
tion of rcsults and discussion are 1 ased on stagcs instead of 
days aflcr sowing. The samples we collcctcd approximately 
at the same hour in thc moming\ to avoid Ouctuations in 
enzyme levels duc to diurna! activa ion ofRubisco. 

Ali dctcrminations cxccpt transcr pt assessment were made 
in individua) Jeaves. For dry wci t detennination. )caves 
were put in an oven at 6o•c u ti1 constant weight was 
achieved. For transcript determina ons. !caves were pooled, 
frozen in liquid nitrogen, and sto at -1o·c until use. 

Chl was mcasurcd by the Bruins a method ( 1 ). The sam­
ples wcighcd betwccn 0.1 to 0.2 g. rotein was mcasured by 
the Peterson method ( 19). 

L••I Extractlon 

Leaf samplcs (0.2-0.4 g) wcre gr und in a mortar with J 
mL of cxtraction buffer (0.1 M He •s-NaOH [pH 7.8], 0.25 
mM Na,EDTA, 5 mM DTT, 0.1 M sodium ascorbate, 0.35 
mM sodium diethyldithiocarbamate and centrifugcd 6 min 
al 12,000g at O'C in a Bcckman mi rofuge (21). The super-

,, 
¡ 
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natant was used for Rubisco-carboxylase activity assay. total 
protein and Rubisco-protcin dctcrminations. 

Rubl1co Assey 

Rubisco-carboxylasc activity was mcasurcd by thc 14CO! 
fixation mcthod (21 ). Fivc µL of crudc lcaf cxtract wcrc uscd 
as the sourcc of cnzyme. Thc assay systcm coniaincd 38 mM 
of["C]NaH-CO., (100 µCi/mmol, Amcrsham). 1.53 mM of 
ribulosc 1,5 biphosphatc-tctrasodium salt in a final volumc 
of 65 µL of as'3y buffer (0.1 M Hepcs-NaOH [pH 8.2]. 20 
mM MgCb. 5 mM DTT). Prcvious activation of thc cnzymc 
cxtract by 1 O mM MgCb and 15 mM NaHCO-' was pcrformed 
at 30'C for 9.5 min as reponed by Randall et al. (24). The 
radioactivity incorporatcd in acid stablc products was meas· 
ured using j mL of Bray•s scintillation liquid in a Packard 
scintillation counter (Mimaxi {J series 400). 

lmmunoeleclrophorerlc Quanlillcallon ol Rublsco-proteln 

Rubisco was purified from spinach leavcs according to the 
mcthod of Wishnick and Lanc (30). The cnzymc purity was 
tcsted by clcctrophorcsis. Onc band (at 500 kD) and two 
hands (al 55 and 14 kD) wcrc observcd in nativc and dena· 
turcd gel stained with Coomassic bluc, respcctively. This 
protein prcparation was uscd to induce antibodies against thc 
holoenzyme by standard techniqucs in 1.5 kg young rabbits. 
The serum was preparcd from whole blood by allowing the 
latter to stand al 4ºC overnight. This serum was used as so urce 
of Rubisco antibodics far thc immunoassay (7). Rocket im· 
munoelcctrophoresis gels wcrc madc by dissolving agarosc 
(5% weight/volume) in buffer (Tris-HCI 30 mM, glycinc 15 

Figure 1. Stages of development used far 
screening Rubisco-activity, Rubisco-prolein, and 
Jts mANAs in the secnnd leaf of malze seedlings. 
First slage: the first leaf does not have the ligula 
exposed; sccond leaf is rollad. Approxlmately 6 
DAS. Sccond stage: the first leaf shows the ligula 
but it Is not ful/y exposed; second leaf Is rolled 
at the base but opened al the tip. Approximate/y 
7 DAS. Third stage: the first leaf has tho exposed 
lígula while in the second Jeaf, the /lgula is at the 
level of the first one but it is not expased; tip of 
the third feaf can be observed. Approximately 8 
DAS. Fourth stage: f1rst and second leaves have 
exposed ligulae; third leaf is expanded up to the 
middle; tip of the fourth leaf Is observed. Ap­
proximately TO DAS. Fifth stage: first and seccnd 
leaves have exposed ligulae; third leaf has a/­
most complete/y expanded but the ligula Is not 
exposed; fourth leaf is half-way expanded. Ap­
proximately 12 DAS. Sixth stage: first, second, 
and third leaves have exposed /igulae; fourth /eaf 
is almost complete/y expanded; fiflh leaf shows 
tlp; first leaf shows slgns 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 leaf Is complete senescent: second Jeaf 
shows signs of senescence at the tip. Approxi­
mately 17 DAS. 
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mM [pH 9.0J) and scrum from Rubisco immunizcd rabbi1s al 
so·c. Fi\'e µL of each maize leaf cxtract wcrc applicd to thc 
gels for assay in a horizontal LKB immunoclcctrophorcsis 
apparatus (2117 Multiphor) and nm ovcmight (4ºC:80 V:5 
mA). Standards wcrc madc with Rubisco spinach as controls. 
A linear corrclation was found bctwccn thc amount of Rub­
isco and rockct lcngth in the 1 to 5 µg of Rubisco-protein 
rangc. Two standards wcre uscd for cach run. 

RNA Extractlon 

Onc and a half grams of frozcn tissuc wcrc ground in a 
mortar, 4.5 mL ofbulTcr (100 mM Tris-HCI [pH 8.6], 25 mM 
EDTA, 25 mM EGTA, 4 M guanidium thiocyanatc, 2% (w/v) 
Sarkosyl, 100 mM ¡l-mcrcaptocthanol), and 2.25 mL ofSTE 
(10 mM NaCI, 10 mM Tris, 1 mM EDTA) saturatcd phcnol 
wcrc addcd. Thc slurry was shakcn vigorously far 5 min, thcn 
2.25 ml of chloroform:isoam)'I alcohol (24: 1, ''/v) wcrc addcd 
and shaken again. Thc mixture was ccntrifugcd to scparatc 
thc aqucous phasc which was thcn rcpcatcdly extractcd until 
thcrc was no protcin in thc ioterphase. Thc nuclcic acids wcre 
precipitated írom the rccovercd aqucous phasc by adding 0.6 
volume ofisopropanol and freczing at -20ºC ovcrnight (27). 

To rcmovc polysaccharidcs, RNA pcllcts wcrc rinscd twicc 
with 70% cthanol, vacuum dricd, and rcsuspcnclcd in 0.9 mL 
of0.1 M sodium acctatc {pi 1 8.0) at O~C. Thc polysacch<1ridcs 
wcrc prccipitatcd by adding cthanol up to IO':ó and kccping 
thc samplc at o·c far IO min. Aftcr ccntrifugation at 1 O,OOON 
for 15 mio al o·c. thc supcrnatant was transfcrrcd to a clcan 
tubc. Thcrc. thc nuclcic acids wcrc prccipitatcd by adding onc 
volumc isopropanol and frcczingat-20ºC far 2 h. Thc pcllcts 
were rinsed twicc with 70% cthanol, vacuum dricd, rcsus­
pendcd in stcrile dcionizcd distillcd water, and storcd at 
-70º C (Herrera-Estrella, 1987 personal communication). 
Au,u = l was takcn as 40 µg/mL RNA. 

RNA Electrophoresls and Northern Blot Analysls 

Thirty micrograms of total RNA wcrc dcnaturcd in 50% 
(v/v) formamide, 2.2 M formaldchydc, 1 x phosphatc buffer 
(IOX = JOO mM sodium phosphatc [pH 7.0] and JO mM 
EDTA [pH 8.0]) at 65ºC far JO min and applicd to a 1.2% 
(w/v) agarose gel with 2.6 M form3ldchyde. The running was 
1 X phosphate buffer in a horizontul clcctrophorcsis apparatus. 
The gclswcre staincd with 10 µg¡'mL ethidium bromidc for 1 
mio aod destaincd in distillcd water until visualization of 
RNA was achieved. Dcnsitometry oíenl<1rgcd ncgativcs ofgcl 
photographs was used to confirm thc RNA contcnt pcr Jane. 
A GS 300 transmittancc/rcílcct<lm.·c ~canning densitomctcr 
(l-loefcr Scicntitic Instruments) nnd a LKB 2200 rccording 
intcgrator wcre uscd. Thc fractionatcd RNA was blotli.:d onto 
Nytram mcmbranes (Schleicher ami Shuell) and fixcd to thc 
nJtcr by UV trcatment using a modcl TM 36 Chromato-\'Uc 
shortwave transilluminator (U.V.P. lnc.) during 7.5 min. The 
mcmhrancs wcrc soakcd at 65ºC for 15 min in iO m~1 Tris­
HCI (pH 8.0). 2 mM EDTA. and 0.1% (w/v) SDS to rcmovc 
unhound RNA. 

Thc membrancs wcre prchybridized for 2 h at 65ºC in a 
scalcd bag with 0.15 ml ofprch}b1idi1.ation solution (0.5 M 

sodium phosphate buffer pH 7.2, 1 % (w/v) BSA, l ';ó (w/v) 

' 

SDS, and IOO µg/rnL hcat dcnaturcd "11mon spcrm DNA) 
per cm~ of membranc, with slow constant shaking. 3~P-La· 
bcled DNA probcs wcrc heat dcnaturcd in boiling water far 
IO min and addt:d to the bag containing mcrnbrancs. Aftcr 
hybridization for 24 h at 65ºC, the mcmbranes werc washed 
as follows: (a) 5 min at room tcmperaturc with 2x SSC ( 1 x 
SSC = 0.15 M NaCI, O.O 15 M sodium citratc [pH 7.0]), (b) 30 
minal 65°C with 2x SSC, 1% (w/v) SDS. and (e) 30 minal 
room tcmperature with 0.1 x SSC. Thcy werc thcn dried and 
cxposed to x-ray films (X-Omat S, Kodak) with inlensifying 
screcns(DuPont) at -70ºC. Spot intensitics in autoradiograms 
wcrc cstimatcd by densitomctry and normalizcd bascd in total 
RNA applicd on cach Jane. Thc exposure time of the auto­
radiograms was optimiicd to avoid undercstimation of thc 
strongcst hybridization signals. 

Hybrldization Probes 

Thc plasmid pZmc-160 contains th~ maizcchloroplast DNA 
fragment Bam 9 of 4.9 kbp insertcd into thc Bam H 1 sitc of 
pllR322. Thc Bam 9 fragmcnt c..·ontains the gene far thc largc 
suhunit of Rubisco (rhcL) ( J.6 kbp) and thc 5' cnd of thc 
divcrgcnt transcript cncoding ¡J and f subunits of CF1• This 
pkismid was uscd to transform Esdl<'ridtia mli SF8 strain 
( 10). The plasmid SS37 was constructcd in pUCI 3; it contains 
a 0.7 khp inscrt cncoding thc !'>mall subunit of Rubisco (rhcS) 
from orni1c. Both plasmids wcrc kindly provided by Dr. Jean 
Lukcns of the Lahoratory of Biological Scicnccs, Harvard 
Univcrsity. The cloncd insert with the rhcL gene was isolated 
by digcsting pZmc460 with llam l 1 J and Sma 1 to produce a 
3.48 khp DNA frngment from which most of the CF1 genes 
wcre 3hsent (thc rcmaimler was lcss timo 0.4 kbp). The coding 
rbcS inscrt was isolated by digesting SS37 with Bam H 1 and 
Eco R l. Thc DNA fragmcnts wcrc separated by gel elcctra.­
phorcsis in TBE buffer (89 mM Tris-base, 89 mM boric acid, 
and 2 mM EDT /\) and 1 % (w/v) of a Jow-mclting-tcmpcrature 
ngarose gel. Thc fragmcnts wcrc isolated by cutting thc bands 
and placing thc gel slices in a boiling water bath far 7 min. 

. Thc inserts wcrc labelcd with {cr-32 PJdCTP ( 180-230 TBq 
mmoJ- 1

, DuPont/NEN) by m.ing a random-primcr extension 
labelling system {DuPont/NEN). Thc spccific activities 
reachcd werc bctwccn J.44 x IOM ami 1.75 x JOM cpm/µg 
DNA. The labclcd probcs wcre purified by the spuo-column 
proccdurc (JO) am.I hcatcd in a boiling water bath far 10 min 
prior to hybridization. 

Statistical Analysis 

Ali thc paramctcrs cxccpt transcripts wcrc analyzed by the 
r.tcst. 

RESULTS 

Spccific stagcs of devclopment werc defincd for the two 
populations of mai1.e scedlings <Zo and Z 111). All the measurc~ 
mcnts were pcrforrricd in thc second lcaf at thc stated !ilagcs 
of devclopment (Fig. J ). Fn.·sh and dry wcight reached a 
maximum at thc fifih stagc in the Zr11 population and at the 
sixth in thc Zo population. Aft!.!rward. the Z111 population kept 
a const<mt wcight, whcreas thc Zo populatíon showcd a largc 
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weight dccrease in the last stage. Thc increascs in frcsh wcight 
and dry weight wcre nround 5 times and 4 times thc initinl 
values. respcctivcly. At the end of the period Z 111 had largcr 
tc'aves than the Zi population (Fig. 2, a and b). Statistical 
analysis confirmed thc significancc of thesc diffcrcnces bc­
twccn the two populations ( P < 0.05). 

Chl levcls be ha ve similarly to dry wcight: it incrcascd during 
thc leaf dcvclopment reaching thc maximum value bctwccn 
thc fifih and sixth stagc and dccrcascd slowly at thc cnd of 
dcvelopmcnt (Fig. 3a). lncrcascs of 8 to 9 times thc initial 
vatues wcrc obscrvcd at thc maximum dcvclopmcnt. l low­
cver, no diffcrenccs werc obscrvcd bctwccn thc populations. 

Protcin pcr frcsh wcight, on the othcr hand, displayc<l a 
continuous dccrcase from the first to the third stagc, rcmuin­
ing approximatcly constant thcrcaficr (Fig. 3b). Although 
thcre were no differenccs bctwecn populations, it is intercsting 
to point out that thc Z 111 population showcd lowcr amounts 
ofprotcin than Zo during a1most thc whole pcriod studicd. 

Rubisco-protcin pcr g of frcsh weight incrcascd to a max.i-
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Figure 2. Fresh weight (a} and dry weight {b) of the second leal of 
maize seedlings. Seven to 12 leaves from each population were 
weighed lndividuany. Tho mean values are shown. Bars reprcsent 
standard deviatlons. Dry weight was obtained by heating the leaves 
et 60° C in en oven until constant weight was reached. {O), Za onginal 
populatlon; (9), Z11 high-yield population. 
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Figure 3. Ch\ (a) and total protein per g of fresh welght (b). Points 
are the mean values ol 7 to 12 measurements; bars represent 
standard devialions. Chl was measured by the Bruinsma method (1) 
and total protein by lhe Peterson method (19). (O}, Za origina! popu­
lation; (9), Z1s hlgh-yietd population . 

mum around thc fifth stagc, whcrc 5 to 6 times the initia1 
valucs wcrc found. Subscquently, it decrcascd slowly and at 
the last three stagcs, thc Z.0 population showed 28 to 32% 
more Rubisco-protcin than Z 1R (fig. 4a). In spitc of thesc 
diffcrcm:cs, thc amounts of Rubisco-protcin per tota1 protein 
wcre \'Cry similar for both populations (Fig. 4b). Rubisco­
protein comprised 3 to 7% oftotal protcin at thc first stage of 
lcaf dcvclopmcnt and rcachcd hctwccn 47 and 55% al the 
maximum growth stagc. Tlm~c pilases with dilTcrcnt rates in 
thc accumulation of Ruhiscu-protcin could be uhscrvcd dur­
ing thc dc\'clopmcnt of thc sccond lcaf: from the first to the 
third stagc. from thc third to thc fifth stagc, and from thc fifth 
to thc scvcnth stagc. Thc accumulation ratcs valucs were 
appmximutcly 12.5, 3.8, and 0.6% of Rubisco-protcin accu­
mulated pcr day of dcvclopmcnt for cach phase (Fig. 4b). 

Rubisco uctivity also incrca!icd drnstically from the bcgin­
ning until thc fourth stag~ of thc sccond h:af dcvclopment 
(Fig. 5). Aítcr.'.'ard, thc activity fluctuatcd around thc maxi­
mal valuc up to thc l.:1st ~tagc. Al thc last two dcvclopmcntal 
stagcs, the Zu population showcd highcr activity than Z 1 cven 
though it possesscs lowcr Rubisco-protcin contents (Fig. 4b), 
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Figure 4. Aubisco-proteln expressed either per gram of fresh weight 
(a) or per total protein (b}. Measuremenls were done throughout the 
development of the second leaf of malze scedlings. Aubisco-protein 
was quantified by rockel immunoeleclrophorcsis agaJnst the holoen­
zyme antibody. Spinach Rubisco-protein was used as a standard. 
Each polnt represents the mean value of five determinations; bars 
are standard deviations. Rubisco contenls (b) represen! Aubisco- " 
proteln/tota/ proteín x 100. (O), Z0 origtnal populalion; (•). Z 111 high­
yield populalion. 

Thc spccilicactivities pcr mg ofRubisco-protcin are prcscnted 
in Table l. Therc was not ;.1 constant val uc for this par;..unctcr 
throughout thc Jcaf dcvclopmcnt, llllr , .. ·ere l'Onsrant diffcr­
cnccs bctwecn lhc two populations. Thc mean spccifk activity 
for Z 111 (257 nmol CO! fixcd·min- 1 -mg- 1 of Rubisco) how­
cvcr. was highcr than for Zu (191 nmol CO.! lixcU:-min- 1

• 

mg- 1 of Rubisco). 
Th(!' maximum valucs oí Ruhisco-carbox}Jasc .spccili<: ::1c­

tivi1y are in thc samc ordcr of mngnitudc as thosc rcportcd 
for maizc Sl'Cdlings: 0.22 µmof CQ.! fi.XCd· rnin-r · mg- 1 pro­
tcin. ;.1s..~ycd in audc cxtracts (25). 

Nonhcrn hybridiz;.ition an<Jlyscs Wl'rc madc with rl•cS ;rnd 
rbcl prohcs to asscs~ lhc amounts oftranscript in thc sumplcs 
at cach stage of dc\'elopmcnt. Thc rhcL transl·ripts incrcascd 
fivcfold with rcspcct to thc initial \alucs. rcnching a nrnxirnum 
at thc third swgc of dcvclopmcnt in lhc two popularions. 
Thcy thcn dccreascd, rcaching in thc scvcnth stagc. 5 and 

22% ofthc rnaximum lcvcl in Z(I and Z11i. respcctively. Exccpt 
for thc first stagc, thc amounts of z,~ rbcL transcripts wcrc 
highcr than for Z.o. throughout thc studicd pcriod. although 
thc maximum valuc was almost thc same (Fig. 6, a and b}. In 
cach autorudiogram lanc two hybridization bnnds wcrc ob­
scrvcd, probabJy corrcsponding to thc two rhcL transcripts 
rcportcd for maizc ( 1 J) (Fig. 6a, top}. Thc rbcS tnmscripts 
incrcascd up to 20- and J 4-fold thc initial valucs for Z 111 and 
Zo, rcspcctivcly. Thc maximum lcvcls n:achcd wcrc at thc 
third and fourth stagc of dcvclopmcnt in cach case. Thc rbcS 
trnnscripts dccrcascd sharply at thc fifth stagc, bccoming 
almost undctccrablc at lhc sixlh and abscnt at thc scvcnth 
sl•1gc. Thc ma.-.;imum amounls of rhcS trJnscripts wcrc slightly 
highcr for Z 111 than for ~1 population (Fig. 6, a ande). 

DISCUSSION 

Sc\'cral bmchcmic•1l und physiological paramcters wcrc 
mcasurcd during thc dcvclopmcnt ofthc sccond lcafofsccd­
lings from two populalions of thc samc maizc varicty (Zaca­
tccas 58) with ditTcrcnt grain yicld capacity: Jow grain pro­
duccr (Zac:itccas 58 Original, Zo} and high-yicld produccr 
{Zacalccas 58 SM-18, z,H). \Ve wcrc intcrcstcd in dctcnnining 
whcthcr Rubisco carboxyl;isc ;:ictivity, Rubisco-protcin and 
its mRNi\s wcrc changing in a conccrtcd fashion during thc 
carly lcaf devclopmcnt in thcsc populations. Thc knowlcdgc 
of this matter is importan! sincc it has bccn proposcd. in 
severa) C1 spccics. that Ruhi!'co activity might be a biochcm­
ical nrnrkcr for dctccting high yicld plants (3, 6, 14). Jt has 
also bccn shown that during the grain filling period the high 
yicld population (Z1N) has a highcr Rubisco activity than the 
low yicld produccr (Z,,) (8). 

Regulation of Rublsco Genes Expresslon durfng the 
Second Leaf Development 

Changcs in Rubisco uctivity roughly corrclatcd with 
ch;mgcs in Rubisco-prolcin. Thc vari;.itions obscrvcd in spc­
cific ;icth·ity bascd 011 Rubbco-protcin throughout Jcafdcvcl· 
opmcnt (Tublc l) showcd that thc activation stntc of thc 
cnzymc wtls not thc s<imc during thc wholc lifc of the lcaf. 
Similar rcsulls Jrnvc bccn reponed whcn l'hloroplast scnes­
ccncc and dcgradation ofRubisco in whcat havc bccn studicd 
<18). i\ widc rangc of Rubi.<.co spccific activity (0.12-0.25 
µmol CO! fi.xc<l · min-•. mg- 1 of Rubisco} close to our valucs 
was dc1cc1cd. 

Thc amount of Rubisco-nrotcin found in the present study 
(55~·;, of thc total soluble pro1cin (Fig. 4h) is similar to that 
rcportcú by l\.lakino e1 al. (9) in rice varieties using a diffcrcnt 
approach. 

As to thc coor<lination bcrwccn Rubi5co-protein and its 
lcwls of rhc'L and rhcS transcripts. wc found tlrnt thc Rubisco­
prolcir. incn:mcnl.<. ob~crwd at lhc tirst thrcc Slagcs of dcvcJ­
opmcnt Wl'rc supportcd by thc íast incrcascs in thc levcls of 
rhcL ami rhcS transcripts. ílcyond thc third slage, howcvcr, 
tl!c füst dcncasc in rhcS mRNA and cvcn thc slow dccrcasc 
in rhtL mRNA. did 1101 mirror thc accumuJalion in Rubisco­
protcin ohsrn·cd from thc third to thc fifth stagc. From thcse 
data \\t' .suggc!3l that thc ratc of Hubisco-prolcin synrhcsis is 
diflCrent bcforc and aftcr the third stagc of Jcaf dc\'clopmcnt, 
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Figure 5. RubJsca.carboxylase aclivity per total 
protein (specific activily). Rubisco-carboxylase 
activity was measured in a crude extract by the 
,.C02 f1xa1ion method (21). The enzyme was 
incubaled befare the assay with 10 mM MgCl2 

and 15 mM NaHC03 during 9.5 min at 30° C. 
The incubated enzyme was added to the reac­
tion mixtures and thc reactions were stopped 
30, 60, and 90 s faler. (O), Zo original population; 
(O), Z1a high-yield popu!alion. Vertical bars rep­
re&ent standard deviations. 

2 3 4 5 6 7 

STAGES OF DEVELOPMENT 

Table l. Rubisco Specific Activity Based on Rubisco-Protein for the 
Original Population (Zo) and the High Yield Popufation (Z1n) of Maize, 
durlng the Devefopment of the Second Leaf 

Stages of Leaf 
Oevelopment 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 

Mean values 

Specilrc Acllvity 

z. 
(average ±cr) 

z .. 
(average ±e) 

nmoJ.mln-• .mg-1 Rublsco 

215 ±15 367 ±63 
190 ±10 194 ±96 
265 ±50 243 ±16 
360 ±120 269 ±39 

. 185 ±15 157 ±16 
205 ±30 333 ±31 
160 ±30 234 ±24 

191 ±104 257 ±74 

since abundance of Rubisco rnRNAs changes. Howc\.·cr, this 
assurnes that the Rubisco-protcin degradation vclocity is thc 
same throughout the kaf devclopmcnt. This is also consistcnt 
with the diffcrcnt Rubisco-protcin accumulation slopcs ob­
served in thc study (Fig. 4b). 

Jf wc assume that aftcr thc fifth stagc little or no Rubisco­
protein is synthcsizcd, hccausc thcrc are low amounts or no 
rbcS mRNAs, thc high stability of Rubisco-protcin must 
account far the amounts observcd at thc Jast stagcs of lcaf 
developmcnt (Figs. 4b anc.I 6. a ande). A prcvious repon (4) 
has shown that thc Rubisco-protcin half-lifc in maizc !caves 
mcasured by 3H!O mcthod is approximatdy 6.21 d. Although 
we did not mcasurc thc turnovcr of Rubisco-protcin, c!:>tima­
tions from our rcsults agrce with this valuc. sincc slight 
dccrcases in Rubisco-protcin werc observcd during the last 
thrce stagcs, lasting approximatcly 5 d (from thc fifth to the 
seventh stage, Fig. 4b). 

Changcs in rhtL and rhcS tr;:1mcript lc\'l:ls werc roughly 
coordinatcd. Both transcripts incn::1scd simultancously until 
thcir maxima wcrc rcached at thc third stagc (thc Z.1 popula­
tion had its rbcS rnaximum at thc founh sragc). Subscqucntly, 

both mRNAs decrcased diffcrcntly: rhcS declines more 
sharply than rhcL. In the la5t stage no rbcS transcripts wcrc 
found, whilc rhcL transcripts are still dctcctcd. This bchavior 
also has becn ob~crvcd in thc pericarp of tomato fruit aftcr 
pollination, wherc thc lcvcls of both transcripts incrcascd 
during 15 d and thcn decreascd. At thc ripe fruit stage, rbcS 
was not detectable, whilc low lcvcls in rhcL transcripts wcre 
still observcd (20). Furthcrmore, from the data in Figure 6 it 
is clear that rbcS transcripts showcd more cxtcnsive changes 
in levcl than thc rbcL trnnscripts (14· and 20-fold far rbcS 
transcripts and Íl\'cfold far rbcL transcripts) (Fig. 6, b and e). 
lncrcascs in rbcL and rbcS transcripts ha\'e bccn rcportcd for 
tomato (29), musrard (17). and maize (15. 28) during the 
grccning. In thuM! cases, thc incrcascs ¡ilso wcre greatcr for 
rhcS transcripts. Thc diffcrcnccs in thc bchavior of rhcS and 
rhcL trnnscripts SHggcst that rhcS gene exprcssion could be 
thc Jimiting factor far Rubi~co .iccumulation, sincc thc lcvcls 
ofits transcripts are more cxtcnsi\'cly controllcd. 

Q\·crall, during carly lcaf dc\'clopment thcrc is a strong 
corrd:1tion bctwccn Rubisco ;.1ctivity, Rubisco-protcin, and 
Rubist·o transcripts. This suggcMs that thc Rubisco incrcascs 
obscrved wcrc thc rcsult of transcriptional n:gulation mecha· 
nisms. Thc prescnce of ahnost constant amounts of Rubisco 
prorcin. not coincidcnwl with n·duction in the lcvcls of rbcS 
and r/JcL transcripts. suggcMs that during the last stagcc; of 
devclopmcnt, Rubisco activity dcpcnds on thc l•1rge stability 
of Rubisco-protcin (4). as wcll as on thc interna! poots ofCO:, 
r\fg! .. , RuBP (5), and/or Rubisco activase (22). 

Differences between Z0 and z, 1 Populations 

Although wc cxpcctcd th<it Rubisco could be a biochcmical 
markcr for yidd sclcction al thc sccdling st:igc. most of thc 
parmnctcrs studicd showcd similar \'alucs far both maizc 
populations. Jt is intcrcsting. howcvcr, that the mean \'alue 
for specific activit~· (acti\ity pcr mg of Rubisco-protcin) was 
391Jí, highcr for Z1~ population than for Z1 (Table 1). In 
addition, highcr amounts of rhcL and rbcS transcripts wcrc 
also found in z,H populations. Although thcrc might be severa! 
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Figure 8. Nonhern hybrfdizatlons of rbcl and 
rbcS transcripls durfng the second leaf devel· 
opment of malze seedlings. (a), AutoradJograms 
show spots for rbcl and rbcS transcrlpts for 
both populatlons. Overexposed autoradiograms 
are presenled to display the lightest spots. (b), 
Oensilometric quantificatlon of rbcl transcripts; 
(e). densltometric ·quantification of rbcS tran. 
scripts. The quantifications were made in prop­
erly exposed autoradiograms. Spots were 
scanned by a densítometer and nonnalized 
agalnst the total ANA measured in enlarged 
negatives of the gel photographs. Esl/matlon 
was made taklng as 100% the darker spot in 
each autoradiogram. Stage O: coleopt!le Is stm 
covering the Jeaves. (O), Zo origina/ populaUon; 
(9), z,11 hlgh·yleld population. . l f \ 
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cxplanations, thc rcsults suggcst that thc Z 1H populalion could 
havc lurgcr rutes of Rubisco-protcin turnovcr and this posj. 
tivcly rcfatcs to highcr intcgrity of the protcin. A higher 
spccific activity pcr Rul]isco-protcin might thcn be expccted. 
Expcrimcnts conccrning the stability ofthe cnzymc are prcs-­
cntly undcrway in our labomtory. No clcar diffcrcnccs in 
Rubisco activity wcrc found bctwccn Zo and Zu1 populations 
at the sccdling stagc, as opposcd to the diffcrcnccs found 
during lhc grain fJl/ing pcriod (8). This might be duc to 
modifications on thc signa Is rcgulating photosynthate dcmand 
and/or panitioning that are associatcd with plant develop­
mcnt (e.g. sccdling gro"1h versus grain filling). From thc data 
prcscnlcd hcrc, it can thcn be concludcd that Rubisco activity 
by itsclf is not a suitablc biochcmir'aJ markcr for sclccting 
maizc plants of high gr.iin yickl at the sec..'dling stage. A 
combination of severa) paramctcrs might be rcquired to pcr­
form precise sclcction at this stage of plant dcvelopmcnt. 
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VIII. DISCUSION 

1. Regulación de la expresión de la RUBISCO durante el desarrollo de 

la segunda hoja en plántulas. 

Durante el desarrollo de la segunda hoja de maiz, la RUBISCO 

presenta diferentes niveles de regulación en la expresión de sus genes. 

En los tres primeros estadios del desarrollo, desde que la hoja emerge 

del coleóptilo hasta antes de su máxima expansión, 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 la 

actividad de RUBISCO es el resultado principalmente de mecanismos de 

regulación a nivel transcripcional. Aumentos en las cantidades de 

subunidades de la RUBISCO en coordinación con los niveles de sus mRNAs 

han sido observados durante el desarrollo de la primera hoja de maíz 

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 sugiere que este mecanismo 

de regulación es común en el inicio de la formación de las hojas en 

plantas superiores. 

Otro periodo en el desarrollo de la hoja en el cual se observan 

cambios en los niveles de regulación de la RUBISCO se presenta entre el 

tercero y quinto estadio, momento de máxima expansión de la hoja (Figs 

4 a 6 del articulo). Durante este lapso, la actividad de la RUBISCO 

presentó cierta variabilidad; la velocidad de acumulación de la 

holoenzima disminuyó de 12.5% por dia en la etapa del primero al tercer 

estadio, a 3. 8% de acumulación por día en este periodo, aunque la 

cantidad total siguió 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 

periodo), y rápidamente para los mensajes de la subunidad pequeña 

(pérdida del 80 al 90%). Con base en estos datos se puede sugerir que 

la velocidad de acumulación de la RUBISCO disminuyó principalmente como 

consecuencia de la reducción 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-355 a fragmentos de 
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la segunda hoja en el segundo y quinto estadios de desarrollo se 

observa que en el quinto estadio la velocidad de sintesis disminuyó un 

SOY. en relación con el segundo estadio para las dos subunidades (Figs 

24a y 2Sa). En estos datos es posible observar que la pérdida de 

mensajes de la subunidad grande presentada en el quinto estadio es 

reflejada por la disminución en la velocidad de sintesis del 

polipéptido LS en ese estadio. Sin embargo, la gran pérdida de mensaje 

de la subunidad pequef\a en ese mismo estadio no es reflejada por una 

gran disminución del pollpéptido correspondiente lo cual implica la 

existencia de algún mecanismo de regulación a nivel traduccional. 

Existen datos en la literatura que sostienen esta propuesta. En la 

segunda hoja de trigo a edad madura (dias posteriores a su expansión 

máxima), Brady (1981) observó que la velocidad de sintesls de la 

RUBISCO cayó rápidamente en relación a la velocidad de sintesis 

promedio de todas las proteinas, mientras que en el momento de la 

máxima expansión foliar, la velocidad de sintesis de la enzima es 

cercana a la velocidad promedio para todas las proteinas. Asimismo, se 

observó (Spiers y Brady, 1981) en hojas de trigo de edades avanzadas, 

que los mRNAs traducibles de ambas subunldades de la RUBISCO 

decrecieron en abundancia en relación a la mayoria de los otros 

mensajeros siendo ese decremento coordinado y reflejando rigurosamente 

la calda en la sintesis de las subunidades observada ln vivo. En 

amaranto (Nikolau y Klessig, 1987) se encontró que la disminución de 30 

veces la velocidad en la sintesis de los dos polipéptldos de la RUBJSCO 

observada durante los últimos estadios de desarrollo de las hojas 

podria ser explicada sólo parcialmente por la reducción en sus mRNAs 

(entre 4-8 veces); mientras que ni la traducibilidad de los mRNAs ni la 

estabilidad de los polipéptidos fueron alterados, lo cual implica que 

el control fue ejercido a nivel traduccional. Aunque lo observado por 

estos autores fue el fenómeno opuesto (gran disminución de polipéptidos 

y poca disminución de los mensajes) a lo encontrado en este trabajo 

(gran disminución de mensajes, nula disminución de pollpéptidos), la 

regulación de la expresión génica ocurrió al mismo nivel, lo cual es un 

apoyo para sugerir que este punto de regulación está funcionando en 

plántulas. 

La disminución en la acumulación de mensajes tanto de LS como de 

SS en el periodo del tercero al quinto estadio observada en este 
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trabajo, pudo ser debida a un aumento en la velocidad de degradación de 

los transcritos, a una disminución 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 encontró también en hojas de espinaca que el mRNA de LS 

decaia con una vida media relativa semejante en hojas jóvenes 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 Dl del fotosistema IIJ se incrementó más de 

dos veces en hojas maduras comparadas con las jóvenes (4. 7 y 10 h). 

Estos autores demostraron por mediciones directas in vivo, que esta 

observación puede ser explicada por estabilidad diferencial de los 

mRNAs. Por otro lado, mecanismos selectivos de degradación rápida de 

RNAs mensajeros de SS han sido encontrados en plantas de pap~ colocadas 

en la oscuridad; más aún, un análisis detallado mostró q~e los 

transcritos originados a partir de diferentes miembros de la familia 

génica rbcS fueron degradados diferencialmente (Fri tz et al. 1991 J. 

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 básicamente a degradación acelerada de ellos. 

Esto sefiala que existe un tipo de control post-transcripcional para la 

expresión de los genes rbcL y rbcS a nivel de degradación de sus 

mensajes. 

A partir de su máxima expansión (quinto estadio), la hoja alcanza 

su edad madura e inicia el proceso de envejecimiento. Durante este 

periodo la actividad de la RUBISCO presenta variaciones no 

significativas (Fig. 5 del articulo) mientras que la proteina RUBISCO 

se mantuvo sin variación (Fig. 4 del articulo), lo cual sugiere que el 

recambio de la proteina está en equilibrio dinámico (síntesis igual a 

degradación). Mientras tanto, la tendencia que presenta el RNA 

mensajero de la subunidad grande a seguir disminuyendo, indica que su 

proceso degradativo lniciado en el periodo anterior continúa, quizá con 

una ligera disminución en la velocidad de 9egradación 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 

92 



sintesis como la degradación tienden a _detenerse, ya que este 

transcrito no es detectable al iinal del estudio. Los resultados del 

experimento de pulso realizado en el quinto estadio indicaron que la 

slntesis de los dos polipéptidos que constituyen la RUBISCO se redujo 

casi en un SOY. en comparación con la observada en el segundo estadio 

(ver tiempo O en la Fig 26); datos semejantes iueron encontrados por 

Nikolau y Klessig (1987) quienes observaron que cambios en la velocidad 

de síntesis y no en el recambio podian explicar el decremento en la 

acumulación de RUBISCO observada en cotiledones y hojas de amaranto. 

Vidas medias muy largas han sido determinadas para la RUBISCO. Simpson 

y colaborad~res (1981) encontraron en la segunda hoja de plántulas de 

maiz cultivadas en fotoperiodo de 14 h luz y 10 h oscuridad, una vida 

media de S. 6 dias para la holoenzima RUBISCO empleando anhidrido 

acético-3H para marcar las proteinas 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 degradación lenta en comparación con otras proteinas de la 

hoja. Hufiaker y Miller ( 1978) observaron que durante la sin tesis 

inicial o después de que alcanzaba una concentración máxima la RUBISCO 

no se degradaba en hojas de cebada intactas; pero cuando la hoja 

envejecia debido a edad ~ iactores 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 hoja de rnalz que comprende del quinto al 

séptimo estadio, la regulación de. la expresión de los genes de la 

RUBISCO ·a nivel post-traduccional 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 regulación de la 

expresión de la RUBISCO durante la ontogenia de la segunda hoja de 

maiz. En este sentido es único ya que múltiples trabajos han sido 

realizados en momentos precisos de desarrollo de algún tejido o en 

respuesta ··a la luz u otros factores ambientales, pero pocos abarcan 

todo el desarrollo de una hoja. Como conclusión general para esta parte 

del trabajo es posible sefialar que la regulación de la expresión de los 

genes de la RUBISCO se lleva a cabo a diferentes niveles durante el 

desarrollo de una hoja, para permitir que la proteína iuncione 
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adecuadamente cumpliendo con los requerimientos impuestos por la 

diferenciación y el crecimiento de la hoja en plántulas. 

2. Regulación de la expresión de RUBISCO en la hoja superior a la 

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 efectúan durante el desarrollo de 

la plántula. En este periodo la planta ha finalizado su desarrollo 

vegetativo y se encuentra en la etapa reproductiva. Las hojas han 

alcanzado su máxima expansión y su actividad fotosintética está 

encaminada a la producción de compuestos que serán translocados a la 

mazorca a fin de producir las estructuras de preservación de la 

especie: las semillas. Esta función de la hoja se mantendrá activa 

hasta el inicio de la senectud, momento en el cual la fotosintesis 

empieza a declinar irreversiblemente sefialando el fin de la hoja como 

órgano autotrófico exportador de carbono (Secar et al., 1983). La 

RUBISCO es la proteina más abundante de la hoja y juega un papel 

fundamental en la economia del nitrógeno 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 degradación de proteina de los órganos 

vegetativos. Esta doble función 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 aminoácidos para las 

semillas en desarrollo (Huffaker y Miller, 1978; Peoples et al., 1980). 

Muy poca información existe en relación a como se regula la expresión 

de los genes de la RUBISCO en este importante periodo de vida de la 

planta. En este trabajo se realizó este análisis. 

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 cantidad de 

protelna RUBISCO (Flg 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 tercio del periodo, no concordaba con 

las disminuciones en la cantidad de prot.eina 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 encontró en niveles claramente detectables por el método 

empleado en este trabajo. Además los experimentos de pulso y 

seguimiento realizados en hojas al momento de la floración y hojas 

tomadas 42 dias después de iniciado el proceso, mostraron que la 

velocidad de sin tesis de la holoenzima RUBISCO disminuyó 

aproximadamente entre cuatro y seis veces en el último muestreo 

comparado con el realizado al momento de floración (Figs. 29 y 30). 

El hecho de que no se observaran mRNAs de la subunidad chica 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 fluorograf ias obtenidas en los experimentos de pulso y 

seguimiento y observar los patrones producidos 

radiactivas correspondientes a esa subunidad (Fig. 

por las bandas 

29), las cuales 

aparecen tanto en el momento de floración como al final del periodo de 

llenado de grano, la posibilidad anteriormente citada fue desechada. La 

explicación posible a este hecho es que quizá 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 regulación de la 

expresión de los genes de la RUBISCO está ocurriendo primordialmente a 

nivel traduccional, ya que a pesar de que los mensajes de la subunidad 

pequefia se detectan en muy escasas cantidades, la traducción debe estar 

ocurriendo a una velocidad que permita sintetizar cantidades de 

subunidad chica comparables a los de la subunidad grande de la cual se 

encuentra más mensaje. Por otro lado, otra observación importante es 

que la actividad enzimática de la RUBISCO es regulada a nivel de 

activación de la enzima ya sintetizada pues se observan incrementos en 

la actividad de la enzima sin incrementos en la proteina RUBISCO. Para 

un análisis detallado de este punto revisar la tesis de Martinez 

Barajas, (1989) y Martinez Barajas y Sánchez de Jiménez (1991) en donde 

se discute la participación de la RUBISCO-activasa en este mecanismo. 

Resultados semejantes a los observados en este trabajo no han sido 

encontrados en otros cul tlvos 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 más al ta antes de la antes is y disminuyó por el resto del 

periodo post-antesis. Sin embargo, las pl_antas estudiadas en los 

trabajos descritos anteriormente eran de metabolismo fotosintético tipo 

C3, mientras que el maiz presenta fotosintesis tipo C4, por lo que 

podrian tener otro tipo de regulación génica. 

3. Diferencias en los mecanismos de regulación de la RUBISCO entre 

plántulas y plantas adultas. 

Al comparar los cambios que presentan los RNAs mensajeros en las 

hojas de los estadios estudiados, es posible indicar que lo observado 

en adultas se asemeja al último periodo de desarrollo de la segunda 

hoja de plántulas (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 detectó 

en escasa o nula cantidad (Flg. 6 del articulo), lo cual fue semejante 

al caso de adultas (Fig. 15). Esto sugiere que la regulación de la 

RUBISCO en hojas adultas podria estar basada en mecanismos semejantes a 

los que rigen ese momento de desarrollo de la hoja en plántula. Esto 

podria estar asociado al alargamiento de la vida fotosintética activa 

de la hoja adulta, no llegando tan rápidamente como ocurre con la 

plántula, al envejecimiento y la muerte. 

La regulación de la actividad en hojas adultas es claramente 

ejercida a nivel post-traduccional es decir, por factores a nivel de la 

enzima ya sintetizada, probablemente activadores enzimáticos o 

RUBISCO-activasa. Estos mecanismos, ejercidos en respuesta a alguna 

señal (probablemente la demanda) generada durante el llenado de grano, 

ejercen un aumento en la activación de la RUBISCO lo que conduce a un 

aumento en la producción de fotosintatos (fuente). La existencia de 

RUBISCO activasa en hojas adultas de maiz ya ha sido demostrada 

(Martinez-Barajas, 1991), mas aún se ha observado que los ni veles de 

RUBISCO activasa en hojas adultas de maiz cambian concordantemente a la 

actividad de RUBISCO durante el periodo de llenado de grano 

(Martinez-Barajas y Sánchez de J iménez, 1991), lo cual apoya 

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

3. La proporción de RUBISCO en relación a proteina total se mantuvo 

constante durante la primera mitad del estudio siendo ligeramente 

mayor en la población mejorada. Posteriormente en la población 

mejorada hubo una degradación preferencial de la RUBISCO en relación 

a las otras protelnas follares. (Flg. 7, reproducida de Martlnez 

Barajas, 1989). 

4. La cantidad de RNA mensajero para la subunidad grande fue mayor en 

la población original que en la mejorada (Flg 15). 

De estos resultados es interesante resaltar que aunque hubo más 

cantidad de proteina RUBISCO durante los tres últimos estadios de 

desarrollo de la segunda hoja en plántulas en la población original la 

actividad especifica en ese lapso fue mayor para la población mejorad~. 

Se ha visto que mientras más tiempo permanezca verde una hoja, tiene 

más tiempo para seguir funcionando como donadora de fotosintatos para 

otros tejidos en desarrollo por lo que quizá esta situación en la 

plántula de malz de la población mejorada le dé ventaja sobre la 

población· original. 

La observación de que en la población mejorada durante el llenado 

de grano la protelna RUBISCO se perdió rápidamente 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 movilización de 

proteínas la RUBISCO se degradaba a la misma velocidad que otras 

proteínas, pero después de que se perdía un 30X de protelna soluble 

total la velocidad de degradación de la RUBISCO se incrementaba 

rápidamente en relación a la proteina soluble. Resultados semejantes 

encontró Wittenbach (1979) en la hoja bandera de trigo. En esa hoja 

RUBISCO constituye un 40 a 4SX de la proteina soluble total y permanece 

sin cambio hasta la senectud cuando es perdida a una velocidad más 

rápida que la de la proteina soluble total. Como se mencionó en 

párrafos anteriores la RUBISCO es una proteina que funciona también 

como almacén de nitrógeno (Huff'aker y Miller, 1978), esto conduce a 

pensar que su degradación en la segunda mitad del periodo de llenado de 

grano en la población mejorada podria estar relacionada con la 

translocación de los componentes de la RUBISCO reestructurados, hacia 

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

capacidad de producción de grano a esa población. 

5. Coordinación entre el contenido de mensajes y de eubunidades de la 

RUBISCO. 

Debido al origen heterólogo de los pollpéptidos que constituyen a 

la RUBISCO, el tema de la coordinación en la sintesis de las dos 

subunidades asi como de sus mensajes ha sido abordado ampliamente con 

muy diferentes métodos, en diferentes especies y a distintas edades 

fisiológicas de las hojas encontrando resultados contradictorios. En 

algunos casos se ha observado una anticipación en la sintesis de la 

subunidad grande en cotiledones de amaranto (Berry et al., 1985), pero 

en otros una estrecha correlación en la síntesis de ambos polipéptidos 

ha sido observada (Nivison y Stocking, 1983; Iwanij et al., 1975; 

Schmidt y Mishkind, 1983). Se han identificado diferentes niveles de 

regulación génica involucrados en la producción de cantidades 

estequiométrlcas de las subunidades peptidicas. Dean y Leech (1982) 

encontraron al analizar hojas de trigo de siete di as de edad que la 

sin tesis de LS y SS estaban coordinadas y que los cambios en la 

traducción eran dados por cambios en los RNAs mensajeros de estas 

subunldades. En un interesante estudio realizado por Radetzky y Zetsche 

Cl987), en el que emplearon inhibidores de sintesis de proteinas en 

experimentos de pulso y seguimiento en el alga Chlorogonium, pudieron 

detectar que la coordinación fina de ambas subunidades de la RUBISCO es 

lograda por la degradación del exceso de subunidades chicas, mientras 

que el nivel de LS es adaptado a la concentración de SS probablemente 

por ajuste en la traducción del mRNA de LS. Aunque debido al método de 

purificación 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 plántulas de maiz, es posible 

señalar que la cantidad de subunidades radiactivas incorporadas a la 

holoenzima purificada fue estequiométrica. 

En el caso de los mensajes, en este trabajo se observó que la 

coordinación entre sus niveles es menos estrecha, pruebas de ello son 

las siguientes observaciones: i) en el estadio O de desarrollo de la 

plántula existe RNA mensajero de la subunidad grande fácilmente 

detectado, mientras que el de la subunidad chica es muy escaso (Fig 6 
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del articulo); 11) los cambios en los niveles de mensaje de la 

subunldad chica son mayores que los de la subunldad grande; 111) al 

flnal·del estudio en plántulas no fue detectado mensaje de la subunldad 

pequel'ia mientras que el de la grande continuaba presente (Flg 6 del 

articulo) y lv) en plantas adultas no fue detectado el mensaje de la 

subunldad pequeña mientras que el de la grande estaba presente 

claramente (Flg. 13). Resultados de este tipo ya han sido observados en 

otros vegetales. El RNA mensajero para la subunldad grande ha sido 

detectado en grandes cantidades en oscuridad cuando el de la subunidad 

chica es escaso (Berry et al., 1.985). Por otro lado, durante el 

enverdeclmlento de hojas, aumentos notables en las cantidades de estos 

mensajes fueron observadas en tomate (Suglta y Grulssem, 1987), mostaza 

(Oelmüller.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 subunldad grande. También se ha observado 

que durante la maduración del fruto de tomate, el mensaje de la 

subunldad chica desaparece mientras que el de la subunidad grande se 

mantiene (Plechulla et al., 1986)'. Aunque en este estudio no se 

manejaron sistemas con enverdeclmlento artificial, el hecho de que la 

segunda hoja esté cubierta por el coleóptllo al !nielo temprano de su 

desarrollo (estadio O) y posteriormente salga de él y quede expuesta 

completamente a la luz, asemeja el proceso de enverdecimiento. Por eso 

es interesante señalar que los RNAs mensajeros presentaron un 

comportamiento semejante a lo descrito anteriormente para el 

enverdeclmlento. 

6. Análisis 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 

sintesis de la enzima está llevándose a cabo aunque a velocidades 

distintas, ya que en hojas de plántulas del segundo estadio y hoja 

adulta joven la incorporación fue mayor que en hojas del quinto estadio 

y hoja adulta vieja. 

No fue posible calcular la vida media de la RUBISCO debido a que 

en algunos experimentos hubo reincorporación de radiactividad en esta 

proteina después de diluir la poza de metlonlna radiactiva, lo cual 

produjo resultados lmproslbles de analizar en ese sentido. Sin embargo, 
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con base en esos resultados es posible sugerir la existencia de algunos 

fenómenos que parecen estar ocurriendo en los diferentes estadios 

estudiados. Primeramente el hecho de que en el segundo estadio y en 

hojas adultas jóvenes haya ocurrido un repunte en la incorporación de 

marca radiactiva a las 16 y 12 horas de seguimiento respectivamente 

indica que la sintesis de RUBISCO está activa. El mecanismo por el cual 

ocurre este fenómeno no fue dilucidado; aparentemente existe una 

reincorporación 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 

fenómeno no está asociado a la sintesis de las subunidades en algún 

compartimento celular, ya que se observó tanto en la sintesis de 

subunidades chicas, la cual ocurre en ribosornas citoplásmicos, corno de 

subunidades grandes que son sintetizadas en ribosomas cloroplásticos. 

Una posibilidad es que esté ocurriendo degradación rápida de otras 

proteinas, lo cual conducirla al recalentamiento de la poza de 

metionina y si la sintesis de la RUBISCO es muy activa, al consumo por 

esta proteina de la rnetionina radiactiva. 

Por otro lado la incorporación de metionina radiactiva en la 

RUBISCO de plántulas del quinto estadio y en plantas adultas de edad 

avanzada detectada después del pulso sugiere que sí ocurrió sintesis de 

esta enzima. Sin embargo, el hecho de que después de la dilución de la 

poza no ocurriera ningún repunte en la incorporación de la marca, como 

ocurrió en plántulas del segundo estadio y plantas jóvenes, sugiere que 

la síntesis de la enzima es baja y que las vias metabólicas 

involucradas en la sintesis y degradación de las proteinas son 

distintas a las observadas en el segundo estadio. Esto podria ser 

debido a que los aminoácidos provenientes de la degradación de las 

otras proteínas no estuvieron disponibles para la sintesis de nuevas 

moléculas de RUBISCO. 

En lo que respecta a los análisis por Western blot de las 

subunidades de la RUBISCO realizado en plántulas 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 asociaciones 

de subunidades grandes. Barraclough y Ellis (1980) encontraron que en 

cloroplastos aislados la subunidad grande es recobrada en forma de 
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agregados de 7S o 295 no asociados a subunidad pequeña. Por otro lado 

los pesos moleculares de los conglomerados no permite sugerir el número 

de subunidades que están asociadas. Recientemente Ramty et al. (1991) 

encontraron un puente disulfuro entre pares de subunidades grandes de 

la RUBISCO localizado en el residuo cys 247, 

intersubunidad. Como información relacionada 

formando un puente 

a lo anterior es 

interesante señalar que en la cuantificación de la proteína 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 

pequeña se mantienen más o menos constantes. 
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IX. CONCLUSIONES 

A partir de lo observado en este trabajo y en el que se determinó 

actividad y proteína RUBISCO (Martínez-Barajas, 1989) se deduce que 

existen diferentes niveles de regulación de la expresión de los genes 

de la RUBISCO, que actúan en los distintos momentos de desarrollo de 

las hojas. Cuando la hoja inicia su desarrollo es necesario que ocurra 

síntesis de novo de la enzima por lo que la síntesis de los RNAs 

mensajeros de los dos genes es obligada. Es en este momento cuando la 

regulación a nivel transcripcional juega un papel fundamental. 

Posteriormente, cuando la enzima empieza a alcanzar cantidades 

suficientes para el adecuado funcionamiento de la hoja, la disminución 

en la síntesis de proteínas indica que la regulación a nivel 

traduccional es la que prevalece. 

Cuando la planta entra en la etapa reproductiva, sus hojas ya han 

alcanzado su mayor expansión. En ellas la RUBISCO ya se ha sintetizado 

y ha alcanzado niveles adecuados para el funcionamiento de la hoja 

madura. En estos momentos la necesidad de mayor actividad es sostenida 

por incrementos en la actividad enzimática, sin aumentos en el 

contenido de proteína RUBISCO, de lo que se deduce que la regulación 

postraduccional es la predominante. 

La existencia 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 síntesis coordinada de subunidades polipeptídicas 

y ocurriendo a distintas velocidades, muestran que en esas etapas de 

desarrollo existe una coordinación gruesa a nlvel transcripcional, 

mientras que el control fino ocurre a nivel traduccional. 
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