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I. RESUMEN

La enzima ribulosa,1,5-bifosfato carboxilasa /oxigenasa (Rubisco, E C "451;1 :39)We‘;st’éf

formada por dos tipos de subunidades: 8 grandes (LS) y 8 pequenas (SS a les&hcytixjrzﬁz -'

cuaternaria de Rubxsco es muy compleJa y puede sufrlr alteracxo efecto de

elementos amblentales. Ademas, se sabe que Ia LS su ificaciones”

postraducc:onales" fosfonlamon, remocioi ‘dos’ residuos:de Xtremq*lamino,"}‘/»

trimetilacién en la LIS- ‘ ." £ e la regulacxon dela actmdad
enzxmatlca de Rubisco en la fase vegetatlva se da’ prmcxpalmente a nivel transcripcional,

mientras que en la fase reproductlva 1p temen se debe a una estabilidad prolongada

de Ja enzima o incremento de la actlvxdad especxf ca.

Los datos descritos sugieren que los < leS en ]a regulacién enzimética de Rubisco,
dependientes del estadio del de“sgyrqllo‘dé' la planta, podrian deberse a modificaciones
estructurales o conformaciohales en LSQ También existe la posibilidad de que la
expresion diferencial de SS ' '(5 génes en maiz) esté involucrada en esta regulacion.

Las metas del presente trabajo fueron purificar Rubisco de hojas de maiz en diferentes
estadios de desarrollo, para determinar las posibles diferencias estructurales de LS o en
la éomposﬁciéﬁvde los péptidos de la SS. Fueron seleccionados cuatro estadios de

deszifrb]lo pﬁra este estudio: dos de plantula y dos de planta adulta. La Rubisco se

purlﬁcé de cada uno de estos estadios por precipitacion diferencial con sulfato de

amomo y a raves de columnas de filtracidn. Los péptidos de la enzima fueron

ldentlf cados en los ensayos electroforéticos por peso molecular y Western blot con
antlcuerpos pohclonales contra la holoenzima de Rubisco de espinaca. Las subunidades
LSy 'SS fueron separadas posteriormente por electroforesis en gel desnaturalizante de
poliécrilainida y recuperadas del gel para su caracterizacién. La SS fue analizada por

isoelectroenfoque. Esta técnica mostrd que no existe una expresion genética diferencial



de los genes que codifican este péptido dependiente del estadio de:desarrollo -de la
planta. En la LS se probaron diferentes métodos para,dete_rmin‘af ‘clbgradof de méfilaéic’m
del péptido; se midié la capacidad de la Rubisco como sustrato de la N-metlltransferasa

especifica para la Lis-14 para probar en forma indirecta si la LS se encox_itraba‘ ﬁietiléda o

no in vivo. Como control se verificd que el extremo amino de LS no hublera‘sido - .

removido por hidrdlisis en alguna de las estapas en estudio. Se hizo un Wesiérﬁ blot de
la LS de los 4 estadios con anticuerpos monoclonates dirigidos contra los primeros 25
residuos del extremo amino, con lo que fue posible demostrar que, en los cuatro
diferentes estadios, el péptido estd completo. Finalmente se hizo una digestion parcial de
LS con tripsina y el anélisis electroforéticos de los produqtos. Los métodos citados
mostraron que no existe metilacion de LS en los diferentes estadios de desarrolio
estudiados; sin embargo, parece que existen ciertas diferencias debidas a la estructura
cuaternaria de la molécula de Rubisco en las distintas etapas de desarrollo. Se discute ia
importancia que estos cambios podrian tener en la regulacion de la actividad enzimatica

de la Rubisco.



IL. REVISION DE LA LITERATURA

INTRODUCCION

La epzima ribulosa 1,5-bifosfato carboxilasa /oxigenasa (Rubisco, E.C. 4.1.‘1:39);‘cc1m'1>o
su nombre lo indica desempefia una funcién dual: es capaz de catalizar la ihcaﬁsqfhciéh ‘
de COZ ;: la ribulosa bifosfato (RubP) en el ciclo de Calvin, con lo 'éual; ‘fﬁrma dos
moleculas ‘d.e écfdo fosfoglicérico e inicia la sintesis de carbohidratos. Asimismo, fija O,
a'lAmi__s‘rpo;siJ}s‘trato y produce una molécula de dcido 3-f95foglicérico y otra de 2-

fosfoglicolato con lo que se inicia la via metabolica conocida como fotorrespiracion

(Fig. 1).
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Fig.l. Incorporacién de CO; u O3 a la RuBP, reacci6n catalizada por Rubisco.



Para que la Rubisco se convierta en una enzima completamente funcion‘al esnecesaria

la formacién de un complejo ternario (Rubisco- COz-catlon dlvalente) Este comp]e_]o' o

ternario cataliza tanto la oxigenacién como la carboxxlacxon de'l:

Co, 1ncorporado en forma de carbamato, en el g-amino de la Lls-201 (_ lvadér, es ‘
distinto al CO2 sustrato que reaccmna con RuBP) seguldo de la- umon raplda del i6n
metahco Mg (ll)r La umon del metal al sitio activador podria influir en la pamcwn entre
la captacxén el .CO,_ y-del O,, ya que se ha demostrado que la Rubisco de R. rubrum y
de espinaéa incubadas con Cu (II) muestran activacion como oxigenasas, pero carecen de
la actividad de carboxilasa (Schneider et al., 1992). La formacién del carbamato es
reversible y el cation desplaza el equilibrio de la reaccién haci.a la derecha.

La Rubisco forma un complejo con la Rubisco-activasa (RA), la cual ha sido
considerada parte importante de la regulacion de la actividad catalitica de Rubisco. En
forma general, el mecanismo propuesto se basa en que la RA libera el efecto inhibito.rio
de varios aziicares fosforilados sobre la enzima (carboxiarabinitol-1-fosfato; xilosa-1,5-
bi-fosfato; 3-cetoarabinitol-1,5-bi-fosfato) al afectar la afinidad de estos inhibidores por
el sitio activo de la Rubisco y asi permitir la entrada det CO, (Portis, 1992).

La Rubisco se encuentra altamente compartamentalizada én las células del haz vascular
de las hojas verdes de las plantas C4. Especificamente, se presume que la carencia de
Rubisco en las células del mesofilo se debe al silenciamiento de los genes en estas
células por metilacion del DNA (Ngerprasirtsiri et al., 1989).

La Rubisco en plantas superiores tiene un masa molecular de 550 kDa, esta constituida
de 16 subunidades: 8 subunidades grandes (LS) de un masa molecular de
aproximadamente 55 kDa y ocho subunidades pequeiias (SS) de 14 kDa.

La subunidad grande contiene el sitio catalitico (Lorimer y Mizioko, 1980). La funcion
de la SS es enigmdtica y ha sido objeto de considerables estudios; su influencia sobre la
catdlisis no es obvia. Por ejemplo, las cianobacterias estan desprovistas completamente

de SS y la catdlisis procede en ausencia de este péptido; por to tanto, puede no estar



directamente involucrada en la catdlisis (Andrews, 1988). Sin embatgo, se sabe que en
plantas superiores su presencia incrementa notablemente la actividad, por lo que se
sugiere que la SS ayuda a la holoenzima a mantener la estructura estable y activa (Paul

etal., 1993).

SUBUNIDAD PEQUENA DE LA RUBISCO (SS).

En las plantas superiores, la subunidad pequefia es codificada en el genoma nuclear por
una familia multigénica de 3 a 15 miembros (rbes) (Manzara y Gruissem, 1988). Los
transcritos de la 8§ (rbcS) son traducidos en los ribosomas del citoplasma como un
precursor, el cual da lugar a la forma madura durante su incorporacion al cloroplasto.
Posee una secuencia consenso en el extremo amino que le permite dirigirse al
cloroplasto. Durante el transporte del péptido precursor, se remueve la zona lider, lo cual
involucra dos pasos proteoliticos: el precursor de 20 kDa se convierte en una subunidad
madura de 14 kDa (123 aminoécidos aproximadamente) via un intermediario de 18 kDa
(Ostrem et al., 1989). Mediante experimentos de entrecruzamientos fotoactivables se
demostrd que el precursor de la SS se une a una proteina presente en la superficie del
cloroplasto. La localizacion de este ligando proteinico se determiné por la sensibilidad
de degradacion cuando cloroplastos intactos se incuban con enzimas proteoliticas,
sugiriendo que esta proteina es el receptor para el transporte al interior del cloroplasto
(Cornwell y Keegstra, 1987).

La SS esta formada de cuatro filamentos B cubiertas por dos hélices a. La subunidad
pequeiia posee tres regiones altamente conservadas: en el extremo amino de 10-21, entre
los residuos 61-76 y hacia el extremo carboxilo del 98-116. El extremo amino forma un
brazo irregular que se extiende hasta una SS vecina cuando se encuentran integradas

formando la holoenzima de Rubisco (Schneider et al., 1992).



La regulacxon de'la expresuon de la SS es muy compleja y se da a dlferentes mveles Por ;

ejemplo, en tomate se mamﬁesta una expresmn genetlca dlferencxal de los S genes de :

.en 1os e‘(tremosl3 Y 5 fo traducxdo, reglones a las cuales se les han atr]bUIdO'
prop‘xedades:'regqlatonés a mvel transcripcional y postranscripcional, ya que se supone
que les conﬁérex_i a Ips mensajeros diferente estabilidad, de tal manera que la vida media
de los difefeﬁiéﬁ transéﬁtbs no es la misma. En cotiledones de tomate los genes 1,2y
3A se‘ acumhlah‘én la oscuridad y el 3B es dependiente de la luz (Wanner y Gruissem,

1991).

Asimismo, Sé ha' reportado que la S manifiesta una expresion especifica del tejido y
que esta a su vez se ve afectada por las condiciones ambientales. Al analizar hojas

etloladas de malz (en donde se encuentran etioplastos), se observd que tres de los genes

de la rch ‘(SSI SSG y SS$7) tienen una expresion sngmﬁcatlva tanto en celulas del haz
vascular como en celulas del mesoéfilo. No obstante, la relacién de los mensajeros fue
dlferentg gn-los etioplastos de ambas células. Por analisis de dot blot se demostré que en
etioplastos de células del haz vascular los mensajeros 1, 6 y 7 tienen una relacion de
4:1:3. En'cambio, en células del mesofilo, esta relacion es de 2:1:1. Cuando se indujo
enverdecimiento con iluminacién (hojas verdes con cloroplastos maduros), se encontrd
una respuesta de activacion transcripcional general del genoma durante la formacion del
cloroplasto, ademas de una estimulacion selectiva de estos genes, ya que solo dos de
ellos contribuyen con el 80% de expresion de la Rubisco en hojas verdes de maiz

(Sheen y Bogorad, 1986).



La monocotiledonea Lemna gibba es una planta acudtica con ralces normalmente'

expuestas a la luz, contiene cloroplastos y presenta 6 genes de rch El anahs:s de la

expresion de - los genes 1nd1v1duales en la raiz permitio detectar 1 ‘p‘esmn de*

solamente cmco genes de la SS (el gen SSU40B se expreso a muy bajo ,1veles enla

ra[z), en camblo en'la‘fronda (ho_]a de monocotileddneas) se e‘(presaron los 6 genes y

todos en altas concentramones -Es probable que la carencia de expresmn de este ltimo

gen, podrla ser consectiencia de un control post-transcrlpmonal; porque al realizar la

transeripcion in vitro de los genes se encontré que todos’ se sintetizaron a porcentajes

comparables independientemente del tejido de orige dizfq fronda. Por lo tanto, el
mecanismo de expresion diferencial parece iﬁQoiucrar un mecanismo post-
transcripcional especifico del 6rgano(Silverthorne y Tobin, 1990).

En experimentos con plantas verdes de amaranto que fueron transferidas a oscuridad
completa se observé que la sintesis de la SS fue rdpidamente reprimida a pesar de r.10
existir un cambio significativo en los niveles de mRNA. Es decir, después de la
transicidn a la oscuridad, los mensajeros de la SS y de la LS permanecen unidos a los
polisomas, pero no fueron traducidos in vivo, sugiriendo que el control de ambas
subunidades en parte se da a nivel traduccional durante la eiongacic’m del péptido. (Berry
et al.,1988).

También se ha reportado que la inhibicion de la sintesis de la SS durante la transferencia
de la luz a la oscuridad afecta los mensajeros individuales de rbcS por una degradacion
rapida activa de los transcritos en forma diferencial, sugiriendo que la estabilidad de los
mensajeros de la SS podria estar regulandose durante el desarrollo ya que el RNA de
plantas adultas de frijol soya es degradado mas rapidamente en la oscuridad que los

mensajeros de plantulas (Thompson y Meagher, 1990)

En resumen, los genes de la SS manifiestan una expresién diferencial, dependiente del

estadio de desarrollo y especifica del 6rgano (Wanner and Gruissen, 1991); los



mensajeros manifiestan difer:ntek estabilidad y la regulacién de su traduccion puede ser

afectada por factores ambientales.

SUBUNIDAD GRANDE DE RUBISCO (LS).

Los genes que codifican para la LS de la Rubisco (+bcL) se localizém en el genoma del
cloroplasto. Existe un solo gen por molécula de DNA, pero cada cloroplasto contiene 10
a 100 ‘molécﬂllas de DNA y cada célula contiene de 10 a 200 cloroplastos (Chan and
Wildman, 1972). Los transcritos son traducidos en los ribosomas del cloroplasto (Blair
y Elilis, 1973). En la mayoria de los genes estudiados la secuencia codificadora es
continua, se transcribe como un precursor con una longitud de 1.4kb y se procesa a un
polipéptido de aproximadamente 475 aminodcidos. La secuencia codificadora estd
altamente conservada entre diferentes especies; por ejemplo, la similitud de la secuencia
nucleotidica entre la Rubisco de maiz y espinaca es de 84% y a nivel de aminodcidos

ésta aumenta a 90% (Zurawski et al., 1981).

En general, la LS (Fig. 2) consta de dos dominios claramente separados: el extremo
amino (1-150), constituido por S filamentos 3 y tres hélices o y un gran dominio hacia
el extremo carboxilo (151-475). El dominio amino terminal contiene cinco filamentos
(BA-BE) y tres hélices o que rodean a las 3. La hélice « A se encuentra a un lado de los
filamentos B y las B y C se encuentran en el lado opuesto. La hélice D hace la conexion
entre los dos grandes dominios de la LS. El dominio carboxilo terminal tiene una
estructura secundaria central formada por un barril de ocho consecutivas a/f que se
pliegan de tal manera que las ocho filamentos § forman un nicleo rodeado de ocho

hélices o (barril a/B). La hélice o E cierra el barril por un extremo.



Fig. 2. Subunidad grande la la Rubisco (LS), la C indica ei extremo carboxilo, la N el extremo amino;
los cilindros, hélices a; las flechas, filamentos . Tomado de Andersson et al., (1989).

La LS presenta dos regiones muy conservadas de los residuos 169 a 220 y de 321 a 340.
Estas regiones son muy ricas en lisina (Lis), especialmente entre los residuos 175 y 335
{region implicada en i catahsls)En la Lis-201 se une el CO, activador 1y el sitio de

carbamilacién ( sitio de: un*iénfd’él‘CO2 sustrato) es la Lis 191; sin embargo, se ha

propuesto que las Lis 1?66, ::1'9193:(:329 f)articipém durante la actividad catalitica (Chapman

et al., 1987). Los reSid@os 4 svvi66;1.91 ¥ 329 se encuentran en el asa que conecta el
dominio del extremo aﬁiing'dg u.‘nbﬁlizimento B a la hélice o en la parte exterior del barril

a/P en el dominio ckarbo‘xrilok tgﬁﬁinal (Schneider et al., 1986).

La Rubisco de Rhodospirilli}m rubrum (Fig.3) es una molécula dimérica (Ly)queesla

unidad minima funcional de Ja-enzima muy similar a la estructura reportada para



espinaca.. Tiene dimensiones de 45 X 70 X 105 X., con una forma elipsoide

distorsionada.

Fig 3. Diagrama esquemaitico del dimero de Rubisco (L3) ilustrando la interfase fomada
entre los extremos carboxilo de ambas subunidades y la interaccién del dominio del
extremo amino de una subunidad con ¢l extremo carboxilo de la segunda subunidad

{ Andersson, et al, 1989)

La interfase entre las dos subunidades del dimero esta formada por ocho contactos entre
los dos dominios del extremo carboxilo. El segundo contacto involucra la regién del sitio
activo, en donde interacciona el extremo carboxilo (sitio catalitico) de una subunidad y
el extremo amino de una segunda subunidad vecina. Esta interaccion es de gran
importancia funcional ya que cubre parcialmente el sitio activo; residuos de ambos

dominios contribuyen a la formacién del sitio activo (Andersson et al., 1989).



La regulacion de la expresmn de rbel durante el desarrollo del cloroplasto se da a

diferentes niveles: transcnpcmnal post-; ; i ‘ al y traduccio l(Be_rry etal., 1985;
Rodermel and Bogorad 1985 ] ’ oAl 198 kie ,1987, Tobin and
Siverthorne, 1985) o : e
Deng and Gfuiéserﬁ_ (‘19:87)" '.: ado ev1denc1as de que la expresién genética
del cloroplégto es regul "'ente a nivel post-transcripcional. Atn cuando la
actividad transcnpcno i eneral’ del genoma del cloroplasto se incrementa en respuesta

alaluz, no cambla la relacion entre los diferentes transcritos de Rubisco. M4s aiin, se ha

encontrado que los camblos eﬁ la actividad transcripcional son independientes del
nimero de copias del DNA y que la actividad transcripcional relativa de ciertos genes,
incluyendo rbcL, correlaciénan con la fuerza del promotor (Gruissem y Zurawski, 1985).
La transferepcia de la luz a la oscuridad provoca un répido decremento en la sintesis'de

LS, independiente de los cambios en la concentracion de mRNA (Gruissem, 1989).

MODIFICACIONES POST-TRADUCCIONALES Y ESTABILIDAD DE RUBISCO

Las modificaciones postraduccionales de proteinas se dan en diversos grupos funcionales
disponibles. El grupo funcional puede ser el extremo amino libre, el extremo carboxilo o
la cadena lateral de los aminodcidos. El enlace peptidico per se también puede ser
considerado parte funcional para las modificaciones post-transcripcionales. Se han
detectado mds de cuarenta derivados de la Lis-metilasa de proteina: N-metil derivados
(Arg, Lis, Gln); O-metil éster (Ser y Tre) y metil éster labil (Glu y Asp) {Wold, 1981).

Se ha reportado que la luz activa la metilacion (30%) de un gran niimero de proteinas del

cloroplasto y la Rubisco no es la excepcion: es la principal proteina metilable y la

il



metilacion decrece en presencla de inhibidores del transporte de electrone como 3-

(3 47 -dlclorofeml)-l l -dxmetxlurea o desacopladores de la fosfonlacmn, mdlcando una i

chxcharo (Nleml etal., 1990). La caractenzacmn de la menc10nada modlﬁcacxén quimica

ha sido objeto de estudios. La mvest:gaclon se ha faclhtado con estudlos cristalograficos
de la Rubisco ya existentes los cuales permitieron predecir que la metilacién se
encontraria en alguna parte de! extremo amino, regién localizada en la superficie de la
proteina. Para demostrarlo, se realizd una hidrélisis parcial controlada con tripsina de la
holoenzima de Rubisco de chicharo . Por HPLC y el analisis electroforético de los
productos, se identificaron dos fragmentos tripticos. Los cortes fueron localizados en la
Lis-8, y en la Lis-466 de la LS. La hidrdlisis entre la Lis-14 y la Ala-15 fue bloqueada
por la presencia de la trimetil-Lisina, cuya funcién no es clara; sin embargo, se ha visto
que el bloquéo de la deg'radacién de la Lis-14 limita la protedlisis de otros sitios (Lis-18
y Lis-466) cuando se incuba con el carboxiarabinitol (andlogo de la RuBP), lo que
sugiere una relacion con la estabilidad de la enzima. La pérdida de susceptibilidad de la
Lis-466 a la hidrolisis puede resultar de cambios conformacionales que limitan la
accesibilidad de la tripsina al extremo carboxilo (Mulligan, et al., 1988). Los cambios en
la regién de Lis-466 podrian jugar un papel dinamico durante la catdlists, lo cual podria
involucrar cambios en la estructura terciaria de LS o en la interaccion entre subunidades

(Niemi et al., 1990).

El anilisis de aminoacidos de los péptidos tripticos del extremo amino y la comparacién
con la secuencia de nucledtidos del DNA demostrd que la Pro-3 estd bloqueada con una

N-acetilacion. Esto llevé al conocimiento del procesamiento postraduccional del

12



extremo amino, lo cual implica la remocién de Met-1 'y de Ser-2 y la posterior
acetilacién de la Pro-3. El significado funcional de este procesamiento es desconocido.
Houtz (1989) sugirié que la eliminacién de los dos primeros aminodcidos podria ser
importa.nte en la regulacion de la actividad, ya que el extremo amino de una subunidad

cubre el sitio catalitico de una subunidad vecina.

La naturaleza del extremo amino esta relaciénada con el recambio de la proteina en
algunos sistemas. El bloqueo de la degradacién de la Lis-14 de la LS podria estar

relaciénada con la estabilidad de la enzima (Mulligan et al., 1988).

En apoyo a esta suposicion, se realizé la hidrolisis con tripsina de la holoenzima de
Rubisco de varias especies. En forma sorprendente, no en todos los casos se encontrd
protegida la Lis-14 contra la hidrdlisis, lo que indica que no en todas las especies'se
encuentra trimetilada la LS. Esta suposicion fue demostrada mediante el analisis de la

secuencia de aminoacidos del extremo amino (Fig.4).

Espinaca Aceu'I-Pro-Gln-Tre-Glu-Tre-Lis‘-!'-Ala Vax-qli-Fen-x;iszla-Gli-Val-Lis.-ru-Lis

¢ v '
Trigo Acetil-Pro-Gln-Tre-Glu- Tre-Lis—Ala{ Gly | Val-Gli-Fen-Lis—-Ala-Gli-Val-Lis- [ Asp |- Tir-Lis

Tabaco  Acetil-Pro-Gin-Tre-Glu-Tre-Lis%-Ala-| Ser | Val-Gli-Fen-Lis-Ala-Gli-Val-Lis% | Glu | Tre-Lis

Melén Acetil-Pro-Gln-Tre-Glu-Tre-Lis%Ala Val-Gli-Fen-Lis-Ala-Gli-Val-Lis"

=

Fig. 4 Extremo amino de la LS de: Rubisco de diferentes fuentes. Lineas sélidas y flechas denotan los
fragmentos tripticos y los sitios de rompimiento proteolitico, respectivamente. Los cuadros indican los
residuos que varfan entre especies. Tomado de Houtz (1989).



El hecho de que la trimetilacién no se encontrara en todas las especies complicé la

comprension de Ia funcién de esta modificacién quimica en Rubisco.

Otras posibilidades podrian considerarse para interpretar la razén de estos cambios
postraduccionales de la Rubisco. Por ejemplo, - la acetilacién del extremo amino podria
estar relacidnada con el ensamblaje de la holoenzima; la trimetil-Lis podria proveer de
proteccion proteolitica a la LS‘,‘ dado que el tejido vegetal podria contener proteasas
especificas para Lis. (Houtz et al., 1989). Sin embargo, se ha reportado que el recambio
de Rubisco en hojas senescentes de trigo resulta del entrecruzamiento intermolecular de
la LS por puentes disulfuro (Cys-247) lo cual promueve el transporte ripido de la

proteina a la membrana y finalmente a la degradacion (Mehta et al., 1992).

El extremo amino de la LS es muy importante, no solamente porque es una regiéon de
procesamiento postraduccional muy activo, sino porque ademds, es un requerimiento
para la competencia catalitica, participa en la formacion del sitio activo y muestra
cambios conformacionales durante la catalisis (deducido por los cambios de
accesibilidad triptica de la Lis); por ello se ha sugerido que la remocién de los dos
primeros aminodcidos de este dominio podria ser también importante en la regulacién

de la catalisis (Houtz, 1989).

La funcion de la trimetil-Lis, presente en Rubisco de algunas especies vegetales, no es a
la fecha claramente entendida. A continuacién se presenta la secuencia del extremo

amino de la LS de algunas especies (Fig. 5).



. 3 3 14 18
Espinaca Acetil-Pro Gln-Tre-Glu-Tre-Lis-Ala-Ser-Val-Gli-Fen-Lis

Trigo . Aceul-Pro-Gln-Tre-Glu-'l're Lis-Ala-Gli-Val-Gli-Fen-Lis
Tabaco 3 Acehl-Pro-Gln-Tre-Glu-Tre-Lls-Ala-Ser-Val-Gh-Fen-Met3-LIs-Ala-G h-Val Lis

Melén : "Acettl-Pre-Gln -Tre-Glu-Tre-Lis-Ala-Ser-Val-Gli-Fen-Met3-Lis-Ala-Gli-Val-Lis
o : :Acenl-Pro-Gln-’I're Glu-Tre-Lis-Ala-Ser-Val-Gii-Fen-Mety-Lis-Ala-Gli-Val-Lis
: Acenl-Pro-Gln-Tre Glu-Tre-Lis-Ala-Ser-Val-Gli-Fen-Metz-Lis-Ala-Gli-Val-Lis
: Acenl-Pro-Gln-Tre-Glu-Tre—Lls-Ala-Ser-Val-Gl1-Fen-Mer3-Lu-Ala-Gh—Va)-Lns

cowpea ' Acetil-Pro-Gin-Tre-Glu-Tre-Lis-Ala-Lis-Val-Gli-Fen-dMet3-Lis-Ala-Gli-Val-Lis

Tomate Acetil-Pro-Gin-Tre-Glu-Tre-Lis-Ala-Ser-Val-Gli-Fen-Met3-Lis-Ala-Gli-Val-Lis
Papa Acetil-Pro-Gln-Tre-Glu-Tre-Lis-Ala-Ser-Val-Gli-Fen-Met3-Lis-Ala-Gli-Val-Lis
Petunia Acetil-Pro-Gin-Tre-Glu-Tre-Lis-Ale-Ser-Val-Gli-Fen-Met3-Lis-Ala-Gli-Val-Lis
Pimienta Acetil-Pro-Gin-Tre-Glu-Tre-Lis-Ala-Ser-Val-Gli-Fen-Met3-Lis-Ala-Gli-Val- Lis

Chiamydomona Acetil-Pro-Gin-Tre-Glu-Tre-Lis-Ala-Gli-Ala-Gli-Fen-Lis
Marchantia Acetil-Pro-Gln-Tre-Glu-Tre-Lis-Ala-Gli-Val-Gli-Fen-Lis

Fig. 5 Secuencia de aminodcidos y modificaciones post-traduccionales del extremo amino de la LS de
Rubisco de diferentes especies de plantas. (tomado de Houtz, et al, 1992).

La SS es también objeto de modificaciones postraduccionales. Se ha reportado la.
fosforilacion de SS en el citoplasma, hecho que ha sido asociado con el transporte del
péptido hacia el interior del cloroplasto. Una cinasa de proteima dependiente de cAMP
se ha encontrado unida a la membrana externa del cloroplasto de espinaca y se cree que
esté relacidnada con el transporte del polipéptido hacia el interior del cloroplasto (Foyer,
1985); sin embargo, este hecho también ha sido relaciénado con el ensamblaje de la
holoenzima (Ranjeva y Boudet, 1987).

También existen reportes que indican la presencia de una fosfocinasa estromal altamente

especifica para Rubisco, cuya actividad se ha relaciénado con la activacién de la enzima,



ya que la fijacién de CO, es directamente proporcional al grado de fosforilacién. En
trabajos relaciénados con ambas subunidades de Rubisco se encontrd que se fosforilan
por la cinasa estromal, lo cual incrementa la actividad de ta enzima durante la fijacién de
CO,. Ademas, la fosforilacion de la LS se revirtié cuando ceso la fijacion de CO, en la

oscuridad (Foyer, 1985).

ESTABILIDAD

Para analizar el efecto de la temperatura sobre la estructura terciaria de Rubisco durante
1a adaptacion de la planta a} frio , Huner and Macdowall (1978) purificaron la Rubisco
de hojas de centeno provenientes de una planta susceptible y otra tolerante al frio, La
Rubisco purificada fue inactivada a 0°C y se titularon los grupos sulfhidrilos con 5,5~
ditiobis(2-4cido nitrobenzoico) (DTNB) indicando una diferencia en el estado de
desnaturalizacidn de la enzima. También se reporté una diferencia en la sensibilidad de
estas dos plantas a desnaturalizacion de Rubisco con dodecil sulfato de sodic. Todo esto
permitié concluir que la Rubisco sufre cambios conformacionales durante la adaptacién

al frio, ¥ que muy posiblemente estén involucrados enlaces disulfuro en este proceso.

Previamente se ha reportado que bajo condiciones de campo, las hojas senescentes de
frijol soya pierden progresivamente clorofila y, en general, los componentes
fotosintéticos. La remocion de frutos acelera el porcentaje de la cafda de la fotosintesis.
Ademds, disminuye la concentracién de Rubisco; a su vez, Brandner et al, {1991)
detectaron a la Rubisco en forma insoluble en la pastilla de extractos de frijol soya de
plantas a las que se les corto el fruto. Por otra parte Rintamiki (1991) reporté la
existencia de una proteina solubilizadora (BP) que se une especificamente con la LS de

la Rubisco y sugiere que reduce la tendencia a asociarse incorrectamente consigo misma,
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Esta proteina fue clasificada como una chaperonina y presenta un 46 % de similitud con

GroEL

ENSAMBLAJE DE LA RUBISCO.

La estructuracion final de la holoenzima Rubisco no es un proceso simple de auto-
ensamblaje, sino que se requiere de un proceso en el que los péptidos se asocian
transitoriamente con proteinas que facilitan su plegamiento: Goloubinoff et al., (1889)
propusieron una via de ensamblaje para la holoenzima de Rubisco (Fig. 6). El dimero
L,(dos subunidades de la LS ) es el motivo estructural bisico, con un minimo de cinco
pasos para llegar a la formacion de la holoenzima hexadecamérica LgSg por medio del
siguiente proceso: 1) plegamiento del mondmero de la LS, 2) formacién del dimero L,,
3) tetramerizacion de los dimeros de la L,, para dar un nicleo de Ly 4) plegamiento de
los mondémeros de la SS y 5) asociacién de la SS con el nicleo de la Ly Las
chaperoninas podrian estar involucradas en todos los pasc;s, aunque hay evidencias que

sugieren que el paso 5 ocurre espontaneamente.

En (L,) el dominio del extremo amino de una LS se ensambla con el extremo carboxilo
de otra LS. Lg es un tetramero formddo de 4 L, dos agrupamientos separados de 4 SS,
colocados arriba y abajo del octamero de la LS, cuyos dimeros son los responsables de la
actividad, mientras la SS incrementa la actividad catalitica mas de 100 veces (Andrews,

1988).



Monomero desplegado

& s
e
cpnéo

(?) <O S Monomero plegado
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200D~
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Monémero Monémero Dimero Octimero Holoenzima
desplegado plegado funcional

Fig. 6. Ensamblaje de la holoenzima de Rubisco (L8), L(LS), S(SS). Tomado de Gatenby y Ellis
(1990).

Veinte residuos del extremo amino de la SS de espinaca forman un brazo irregular y éste
se encuentra separado del resto de la estructura de la subunidad de tal manera que hace
contacto estrecho con una LS y con una SS vecina (Knight et al., 1990). La eliminacion
de los primeros residuos del extremo amino de SS no afectan la afinidad de unién ni las
propiedades cataliticas (contacto SS vecino) de la enzima. La eliminacién de 12
aminodcidos (contacto de otra sé y LS), no afecta la unién de ambos péptidos, pero
reduce la actividad enzimatica (5 veces). La remocion de un solo residuo adicional (13
aminodcidos) baja la union hasta 80 veces y paraddjicamente se recupera la actividad (40
% del valor original). Ninguna de estas lesiones afecta la Km de RuBP o CO,.
Finalmente, la eliminacion de los 20 amino4cidos del extremo amino de la SS deja a la
holoenzima totalmente incapaz para ensamblarse. De estos estudios se concluyé que el

extremo amino de la SS mantiene la estructura de la holoenzima (Paul et al., 1993).



Dieciséis aminoacidos del extremo amino de la SS forman una interfase con veinte

residuos dé* la cadena de la LS por puentes de hidrégeno, uniones salinas'e interacciones

hidrofébicas. Modificaciones en las cadenas laterales de los aminoécig‘és de esta zona
mostraron que ellos participan en el ensamblaje de la holoenzima.‘Asi, la 'sﬁstitucion de
Arg 53 (forma un puente de hidrogeno con una LS) por un Glu inhibe completamente el
ensamblaje, lo que sugiere que la Arg-53 es esencial en la estructura cuaternaria de

Rubisco de plantas superiores (Flachsmann y Bohner, 1992).

La expresion de los genes de las dos subunidades de Rubisco proporciona un sistema
importante para estudiar el desarrollo y regulacion de estas proteinas por la luz, Por otra
parte, ayuda a entender como se regula la expresién del genoma nuclear y del

cloroplasto en cantidades equimolares.

La Rubisco ha servido por muchos afios como un sistema modelo importante para
estudiar la biogénesis del cloroplasto. Su principal contribucion ha sido en aspectos de la
expresion de genes del cloroplasto (Blair et al., 1973; Deng et al., 1987), procesamiento
de proteinas y regulacion de la fotosintesis (Cornwell and Keegstra 1987), asi como, mas
recientemente, en el ensamblaje con chaperoninas (Goulobinoff et al.,, 1989; Gatenby

and Ellis, 1990).



II. ANTECEDENTES EN EL LABORATORIO

N

Experimentos realizados anteriormente en nuestro laboratorio han demostrado que
existe una relacidn entre la actividad enzimatica de la Rubisco en la hoja arriba dela.
mazorca durante el llenado de grano de maiz y el rendlmxento en el grano de la planta. -
Esto se logré observar al hacer un andlisis comparatlvo entre dos vanedades de maiz:
una original y otra mejorada para mayor rendlmlento, obtemda en 18 ciclos de
seleccion masal estratificada. Asimismo, se realizé un estudio comparativo de la
actividad de Rubisco en diferentes estadios de desarrollo, con el que se logrd
demostrar que la regulacién de la actividad enzimatica en plantulas (fase vegetativa)
es diferente a la manifestada en plantas adultas (fase reproductiva) (Loza Tavera et al.,
1987). En plantulas, la actividad de Rubisco depende principalmente de la sintesis de
novo de la proteina. En cambio, en hojas de plantas adultas, la regulacion se da a otro
nivel: la concentracién de Rubisco no se correlaciona con la concentracion de sus
transcritos y la cantidad de proteina declina parcialmente a pesar de que en este
periodo se aumenta en forma transitoria la actividad especifica de la enzima. Estos
resultados llevaron a concluir que en estadios tempranos del desarrollo la actividad de
Rubisco es controlada a nivel transcripeional, mientras que en fases posteriores la
regulacién es debida a la estabilidad de la enzima y a su capacidad de ser activable por
Rubisco-activasa (Martinez, 1994). Estas observaciones permitieron ver lo complejo
que es la regulacién de la actividad de esta proteina; su regulacién cambia
dependiendo de las condiciones fisioldgicas de la planta. En plantulas en donde la
sintesis general de proteinas es muy activa los transcritos de Rubisco se incrementan,
en cambio, en plantas adultas el proceso se basa en activar o estabilizar la enzima ya

presente.
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Los resultados mencionados anteriormente sugieren que es muy posible que la enzima
sufra alguria(s) modificaciones estructurales o conformacionales que mantengan su
estructura por més tiempo y la hagan mds activa durante el llenado del grano de maiz.

Denfro de todas las modificaciones postraduccionales reportadas para la LS de
Rubisco, la trimetilacién en la Lis-14 es el candidato favorito para explicar los
cambios en estabilidad de la Rubisco y que este hecho de alguna forma cambie las
propiedades del centro catalitico y la activen. Sin embargo, no se puede descartar la
posibilidad de que los genes de la SS al manifestar una expresién diferencial cambien

las propiedades fisicoquimicas de la enzima.
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IV. HIPOTESIS

Durante el llenado del grano del maiz, la actividad de Rubisco esta
regulada por cambios estructurales debidos a tri-metilacién en la Lis-14
de la LS, por la expresién genética diferencial de SS o por cambios

conformacionales en Ia holoenzima de Rubisco.

V. OBJETIVOS GENERALES

-Evaluar si existen diferencias en el nivel de metilacién de la LS, en
los estadios de desarrollo seleccionados.

-Determinar la composicion de los isomorfos de la SS en los estadios

de prueba.
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VI. METAS ESPECIFICAS

1. Extraer la Rubisco de hojas de maiz de los estadios de desarrollo: P3, P7, A3 A7.

2.- Purificar la Rubisco por procedimientos convencionales y finalmente aislar las

subunidades LS y SS a partir de PAGE-SDS.

3.- Buscar tri-metil-Lis en la LS por medio de:
a) Metilacion in vitro (incoporacion de SH-SAM) de la LS.
b) Degradacién parcial de la LS con tripsina y anélisis de los péptidos

producidos.

4.- Determinar por isoelectroenfoque la composicion de isomorfos de la SS en los

cuatro estadios de desarrollo seleccionados.

23



VII. MATERIALES Y METODOS

REACTIVOS.

Tripsina, inhibidor de tripsina (tipo [I-S), MOPS (4cido 3--N-morfolino-2-
hidroxipropanosulfénico), DTT, PMSF ( fluoruro de Fenilmetilsulfonil ), Tris-HCI (Tris-
hidroximetil-aminometano), leupeptina, anfolinas, acrilamida, Bis-acrilamida, Sephadex,
Sephacril, azul de coomassie R y urea, fueron adquiridos de Sigma; EDTA (sal disddica
acido etilendinitrilo tetracético), 3-mercaptoetanol, MgCl, y reactivo de Folin-Ciocalteau,

" de Merck y (NH,),SO, de Mallinckrodt.

MATERIAL BIOLOGICO.

El maiz utilizado fue de la variedad Zacatecas 58 mejorada (Z22) obtenida mediante 22
ciclos de seleccion masal estratificada para mayor rendimiento de grano (obsequiado
amablemente por el Dr. José Molina del Colegio de Posgraduados de Montecillos, Edo de
Meéxico), en el que se han realizado los estudios de actividad y sintesis de Rubisco ya

mencionados.

Para purificar la enzima Rubisco se seleccionaron hojas de 4 diferentes estadios de

desarrollo de la planta de maiz: 2 de plantula y 2 de adultas: 3er estadio de desarrollo de
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pléntulas (P3) que corresponde ala fase logaritmica de smtesus de la Rublsco‘ 7° estadlo de

desarrollo de plantula, en}el que la sintesis de proteinas se. encuentr es do estaclonano R

fmalmente el 7° estadlo de adultas (senescencia de la hOJa), en el q scmos, Ta
concentracxon de protema y la actividad enzimatica declinan (A7) (Loza et al., 1990 y

Martinez et al., 1993).

12 3 4 5 6 7

ESTADRIOS DE DESARROLLO

Fig. 7. Estadios de desarrollo de las pléntulas de mafz . Tomado de Loza et al., (1989).

Las caracteristicas morfologicas que identifican los diferentes estadios de desarrollo de la

pléntula se mencionan en la cuadro 1.
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CUADRO 1. EDADES FISIO'LOGICAS SELECCIONADAS PARA EL ANALISIS DE
LA SEGUNDA HOJA EN PLANTULAS DE MAIZ

|eTAPAS | DESCRIPCION,

= 1727 | Lasegunda hoja apenas es visible, en tanto que la hoja cotiledonal
-+ permanece enrollada y avin no se le distingue la ligula.

2 . |Lasegunda hoja permanece enrollada, la lamina foliar de la hoja
cotiledonal se ha extendido y su ligula es visible pero aiin no se
expone.

3 La segunda hoja empieza a desarrollarse, la primera tiene la ligula
bien expuesta y se distingue una pequeiia parte de la lamina de la
tercera hoja.

4 La segunda hoja no se ha desarrollado completamente, tiene un

tamafio casi igual al de la hoja cotiledonal. La tercera hoja ya es
claramente visible pero permanece enrollada.

5 Tanto la primera como la segunda hoja tienen la ligula expuesta,
son visibles las laminas de la tercera y la cuarta hoja; en este
momento la segunda hoja ha alcanzado su tamafio maximo y deja

de crecer.
"6 Tres dias después de que la segunda hoja ha alcanzado su tamafio
maximo. '
7 5 dias después de que la segunda hoja ha alcanzado su tamatfio
maximo.

Tomado de: Tesis de maestria de Eleazar Martinez Barajas (1987 ), Fac, de Quimica, UNAM.

En plantulas se escogio la segunda hoja ya que es la parte de la plintula en donde se ha
reportado mayor actividad de la enzima que en el resto de las hojas. Los estadios
fisioldgicos se establecen de acuerdo con el grado de desarrolio y no en cuanto a tiempo de

crecimiento, ya que éste se ve acelerado o retrasado dependiendo de las condiciones
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ambientales. En plantas adultas se uso la hoja inmediatamente superior a la mazorea, en
donde se han reportado incrementos en actividad durante el llenado del grano,
probablemente debidos a 1;1 mayor demanda de fotosintatos para el crecimiento del grano
(Tanaka y‘Yamaguchi, 1977). El periodo de llenado del grano se considers desde la antesis

(floracion masculina) hasta la maduréz fisidlogica del grano.

CONDICIONES DE CRECIMIENTO.

a) Plantulas.-Las semillas seleccionadas fueron germinadas en macetas con tierra de encino
en el invernadero del departamento de Bioquimica ( Fac. de Quimica). Se regaron
“regularmente con agua corriente v las hojas fueron removidas de Ia planta en el momento en

que presentaban el grado de desarrolio deseado.

b) Plantas adultas.-El maiz se cultivo en los terrenos de siembra del Colegio de
Posgraduados' de Chapingo en Montecillos, Edo. de Meéxico, localizado a 1_9."53'N y
98°53°0 y a 2245 m de altitud

Muestreo_de tejidos.- A las hojas de las plantas adultas colectadas se les cortaron ambos
extremos (punta y base de la hoja) dejando aproximadamente 2/3 del drea de la hoja y
también fue removida la nervadura central. En el caso de las plantulas, a la hoja solamente
se le removi6 la nervadura central. Inmediatamente después de colectadas las hojas fueron
congeladas en nitrégene liquido y el tejido se almacend a ~70°C hasta su procesamiento
posterior. Para implementar cada muestra se mezclo tejido de 5 hojas para tener mejor

representada la poblacién de plantas.
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PURIFICACION DE LA RUBISCO.

Todos ‘los pasos de pu:iﬁcaci@ﬂse.realizaron a 4°C, a menos que otra condicién se.”
especifique. Se siguid el mé;pdo:dc Robinson et al., (1988), con algunas modificaciones. Se
utilizaron 30 g de hojasrde niéiz para la extraccion de la proteina soluble total de la hoja. El
tejido se homogeneizé en nitrégeno liquido en un mortero previamente enfriado a 4°C y el
tejido pulverizado se resuspendié en amortiguador (2 ml / g) conteniendo MOPS 10 mM,
EDTA 1 mM, ATP 1 mM, DTT 15 mM, benzamidina 2 mM, PMSF 1 mM, leupeptina 0.1
mM y MgCl 1 mM a pH 7 (potenciometro Conductroniq pH 20) y se termind de
homogeneizar el tejido con el Politron (J.K, Ika-werk, Ultra-Turrax). El extracto crudo se
ﬁltr_c’) a través de doble gasa para remover todo el tejido que no se homogeneizd y
posteriormente se centrifugd (centrifuga Beckman J2-21, rotor JA-20) a 17500 rpm / 40
min / 4°C. El sobrenadante se precipitd con solucion saturada de (NH,),SO, a pH 7, la cual
se adiciond lentamente con agitacion constante hasta llegar al 35 % de saturacidn, se dejé
reposar durante toda la noche y posteriormente se centrifugd a 10,000 rpm / 5min y el
precipitado se recuperé en 1.5 ml de amortiguador con p-mercaptoetanol 10 mM, EDTA
0.1 mM y Tris-HCI 0.1 mM a pH 7.7 Esta fraccidn se paso a través de una columna de
Sephadex G-200 (3 em X 50 ¢m , con un volimen de cama de 150 ml), la elucion del
extracto se realizd con un amortiguador que contenia 0.1 mM de EDTA, 10 mM de B-
mercaptoetanol y 5 mM de Tris-HCI a pH 7.6. La muestra fraccionada se colectd (colector
de fracciones LKB, BroMa, 2112) en fracciones de 3 ml. La Rubisco se detecté mediante
electroforesis de cada fraccién en gel desnaturalizante de poliacrilamida al 12% (Leammli,
1970 ), posteriormente las fracciones en las que se detectd la Rubisco fueron concentradas
por una membrana Amicon 100 y se fraccionaron a través de una segunda columna de
Sephacrit $-300 con un volumen de cama del00 ml (columna de 1.7 ¢cm X 60 cm) y se

juntaron la fracciones en las que se encontré a la Rubisco, la preparacion se concentrd por
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una membrana Amicon 100, se le adicioné glicerol a una concentracién final de 50 % y se

almacend a -70°C hasta su andlisis posterior.
METILACION /N VITRO DE LA HOLOENZIMA DE RUBISCO DE MAIZ.

Las muestras provenientes de la elucion de la columna de Sephacril S-300 se concentraron

por Amicon 100 las cuales contienen un enriquecimiento en la concentracion de la enzima
Rubisco. A estas muestras se les adicioné 50 % glicerol (V/y) y fueron enviadas al
laboratorio de Bioquimica de la Universidad de Kentucky, USA, en donde el Dr. Houtz
posteriormente realizé la metilacion in vitro de la holoenzima de Rubisco de maiz con la 5-
adenosilmetionina: ribulosa-bifosfato carboxilasa LS (Lis) €N-metiltransferasa, purificada
de hojas de chicharo, incubadas con 200 pM de [3H]-S-adenosil metionina (3H-SAM) a
30°C durante 90 min (Houtz et al., 1991).

PURIFICACION DE LAS SUBUNIDADES LS Y SS

Con la finalidad de separar y- obtener puras las dos subunidades de Rubisco (LS y SS), las '
fracciones concentradas por Amicon 100 provenientes de la columna de Sephacril S-300 se
sometieron: a una electroforesis en gel de poliacrilamida desnaturalizante al 16 % y en
corridas independientes se obtuvieron los péptidos de la SS y LS puras.

Para obtener la LS se corrio durante 10 h en donde la banda de SS se alcanzo a salir del gel,
pero fue necesario, para tener una buena resolucién de las bandas y as{ poder asegurar que a
la hora de cortar la banda del gel correspondiente a la LS no viniera contaminada con otros
péptidos. En el caso de la SS, un corrimiento electroforético de 5 ha 10 mA fue suficiente
para separarla del resto de los polipéptidos (los extractos ya tienen poca proteina de bajo

peso molecular) .
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Para identificar las bandas de Rubisco en el gel de p‘(/)l' cnlamlda desnaturalizante se
recortaron los extremos del gel y se tifieron con a..zﬁl’_fiebzéopmassvie.:l.és ﬁagmentos del gel
tefiido se acomodaron en su posicién original (a un 1§&o’del gél‘que no se tifid), se localizé
la altura de las bandas de la LS y SS en el gel teﬁido y se réﬁérté la banda del resto del gel.
Posteriormente, las bandas removidas se fragmentaron en cuadritos lo mas pequefio que fue
posible y se incubaron en urea 8 M a 40°C / 24 h con agitacién (Lab line orbit environ-
shaker) para facilitar la extraccién de los polipéptidos del gel. Se descartaron los pedacitos
del gel y la solucion de urea con 1a LS o la SS se diluyd en Tris-HC1 2 mM a pH 8 (1:4 v/v)
y se concentrd por Amicén 10. Los péptidos obtenidos por extraccién con urea 8 M fueron

identificados por Western blot.

HIDROLISIS DE LA LS.

Se realizd una hidrdlisis parcial de la LS (1 mg) con tripsina (Sigma) al 0.025 % / 2min /
37° C en Tris.HCI 2mM a pH 8. El analisis de los fragmentos de la hidrélisis se realizé
mediante una electroforesis de poliacrilamida en gel desnaturalizante al 14%. Se cortié a

10 mA durante 7 h y el gel fue tefiido con azul de Coomassie.

ISOELECTROENFOQUE DE LA SS.

La SS purificada se sometié a un electroenfoque (HSI, Hoefer Scientific Instruments,US)
en un gel dl 8 % de acrilamida y Anfolinas con un intervalo de pH 4-8, durante 8 h a 380
V. El método original (Torrent, 1991) fue ajustado a estas condiciones después de varios
ensayos hasta que se logré un electroenfoque adecuado. El corrimiento electroforético se

realizd en un gel vertical convencional y para evitar que se saliera el gel (4 %) se coloc6 un
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centimetro de gel de poliacrilamida al 14 % en la parte inferior, lo cual permitié retener el

gel dentro de los vidrios del instrumento.

WESTERN BLOT

Los péptidos de Rubisco fueron identificados por Western blot (Torrent; 1991). La
transferencia de proteinas se realizé inmediatamente después de terminada la electroforesis
en PAGE/SDS (para evitar que se difundieran las proteinas). Para ello, previamente se corté
el papel filtro (del tamaiio del gel) que seria utilizado para la transferencia de proteinas. El

orden en que se coloco el papel filtro y las soluciones que se usaron fueron las siguientes:

NUM, DE FILTROS| TIPO DE FILTRO SOLUCION
7 Whatman normal Anodica I
2 Whatman normal Anddica II
1 Whatman M M Andodica I
2 Papel de nitrocelulosa | Anddicall

GEL

1 Whatman MM Catddica I
2 Whatman normal catddica III

Solucién anédica [ pH 10.4 - Tris-HCI 0.3 M y metanol al 20 %.
Solucion anddica IT pH 10.4, Tris-HCl 25 mM y metanol al 20 % _
Solucién catédica I11- pH 7.2, 3-amino-hexano-n-caproico 10 mM mas 20 % de metanol.

La transferencia se hace a 2 mA /cm? 90 min.
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Posteriormente, la mémbrana de nitrocelulosa (Schleicher and Schuell' 0.2 p.m) s lava con

TBS (NaCl 0.15 M y Tris-HCl 50 mM a pH 7.4) y se. mcuba con agltaclon (Haeferf'

Scientific Instruments, San Francisco) a temperatura amblente en la soluc1 ¢ : de saturacmn ( o

15 min, un segundo lavado con TBS con NaCl 1M por 1 mm y
durante 1 min, Finalmente se incuba con el segundo antlcuerpo;de 1nmunoglobulmas
conjugadas con peroxidasa en la solucién de saturacion (1: 2000 V/v) durante 2 h a
temperatura ambiente, se lava 2 veces con TBS, cada uno por 15 min y se revela ( 4-cloro-
1-naftol 0.11 g, H,0, 30 %, en 5.5 ml de metanol y 16.5 ml de TBS). La reaccion se detiene
con agua. Finalmente se enjuaga con TBS y se deja secar la membrana a temperatura

ambiente.

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINAS.

La concentracion de proteinas fue determinada por el método de Folin-Lowry (1951): se.
mezclaron 5ml de solucién alcalina [Na,CO,(20 g/L), 0.1 NaOH], mds [CuSO,5H.0 (5 g/
L) con tartrato sddico potdsico (10 g / L)]. 50 ml de esta mezcla se adicionan aun 1 ml de
muestra. Posteriormente se adicind 0.5 ml del reactivo de Folin-Ciocalteau y se agité
vigorosamente y se dejé reposar durante 30 min a temperatura ambiente y finalmente se
hicieron las lecturas a 750 nm en espectrofotémetro (DU 650, Beckman). La concentracion
de proteinas se determiné en equivalentes de albimina bovina.

Se utilizé la metodologia de Laemmli (1970) para las electroforesis en geles de

poliacrilamida desnaturalizantes .
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VIII. RESULTADOS

PURIFICACION DE RUBISCO.

Una vez determinados los estadios fisiol6gicos de las hojas de maiz que serfan utilizados
en Ja purificacion de la Rubisco, fue imprescindible pﬁmeramente seleccionar un método
que permitiera detectar las subunidades de la Rubisco en forma sencilla y rdpida para
seguir la proteina en los diferentes pasos de purificacién. La identificacién de las
subunidades se realizé en extractos crudos de las hojas de maiz provenientes de los
cuatro diferentes estadios de desarrollo (ver metodologia). Para ello se realizé un
corrimiento electroforético en geles de poliacrilamida desnaturalizantes al 12 % durante
8 h a 10 mA. En la fig. 8 se muestra la electroforesis (PAGE / SDS) de los extractos
crudos (proteina soluble total) de las muestras anteriormente mencionadas. Las
subunidades fueron identificadas por su masa molecular y se usé como un control la

Rubisco purificada de hojas de espinaca.

La localizacion de las dos subunidades de Rubisco se indican mediante una flecha y se
puede observar que estas bandas sobresalen notoriamente debido a su abundancia
relativa respecto al resto de las proteinas (la intensidad de la banda es directamente
proporcional a la concentraciéon del polipéptido). Finalmente, en esta figura es
importante destacar que la LS de la Rubisco de maiz presenta una masa molecular
ligeramente menor que la LS de espinaca (fig. 8).

La comparacién de la movilidad electroforética entre las bandas de las proteinas de los
extractos crudos de las hojas de maiz y la proteina pura de Rubisco de espinaca, sugiere

fuertemente que las bandas mas intensas corresponden a las subunidades de la Rubisco.
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Sin embargo ﬁze necesano demostrarlo dxrectamente y para ello se realizé. un Western *
blot revelado con amxcuerpos pohclonales dirigidos contra la Rubisco de espinaca en

una dilucion }:3000.

Fig 8. Identificacion de los péptidos de Rubisco. Andlisis electroforético (PAGE-SDS 12%)
de los extractos crudos de hojas de maiz, tefiidos con azul de coomassie, PM (marcadores
de masa molecular), E (Rubisco de espinaca).

En la Fig. 9 se puede observar que el anticuerpo fue capaz de reconocer las bandas de
Rubisco; cabe hacer notar que ademas el anticuerpo policlonal dirigide contra la
holoenzima de Rubisco también reconoce otras bandas de mayor masa molecular (ver

discusion).

34



* '—:--:97

=83

L.

@D ab s

P3P 43 A7

Fig 9. Western blot de la LS en extractos crudos de hojas , revelado con
anticuerpos policlonales dirigidos contra Ia Rubisco de espinaca.

En resumen, los resultados de la electroforesis y el Western blot (figuras 8 y 9)
emuestran que las bandas identificadas efectivamente corresponden a los péptidos de
Rubisco.

Inicialmente se realiz6 la extraccion de Rubisco de hojas de espinaca siguiendo la
metodologia ya descrita por Robinson (1988), con el objeto de probar el método de la
purificacion antes de iniciar la purificacién de Rubisco de hojas de maiz. Brevemente, la
metodologia consiste en una extraccion de proteinas de la hoja mediante un macerado
seguido de una centrifugacion, posteriormente se precipita con (NH,),SO, de 0-35 %
(fraccién en donde precipita la Rubisco-activasa) y al sobrenadante se le hace un
segundo precipitado pero a una concentracion de 35-55 % de (NH,),SO, (en la que
precipita Rubisco). En la fig. 10 se muestran los resultados de esta metodologia en donde
se puede observar el perfil de elucién de la proteina de hojas de espinacas de una
columna de exclusiéon molecular G-200 después de la precipitacién con (NH,),80,4 a
una concentracion de 35-55%. Se analizaron todas las fracciones obtenidas por

PAGE/SDS como se indico en la metodologia. Las fracciones en donde se detectd la
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Rubisco por medio de analisis electroforético (PAGE/SDS) se representan como un drea

sombreada bajo la curva. Esta es la posicion esperada para la elucion de la proteina,

—> Mayor peso molecular

(280 nm)

Absorbencia

Fracciones

Fig 10. Perfit del fraccionamiento de la fraccion 35-55 % de sulfato de amonio concentrado
de Rubisco de Espinaca en una columna de Sephadex G-200. E! drea sombreada bajo la
curva indica la localizacion de Rubisco.

Después de que se reprodujo la metodologia de Robinson en espinaca, se prosiguio con
la purificacién de Rubisco de extractos de hoja de maiz aplicando la misma metodologia.
Los extractos de proteina soluble total de la hojas fueron centrifugados y precipitados y
como se indicd en el caso de espinaca, la pastilla fue resuspendida en un volumen
minimo y posteriormente las muestras se fraccionaron a través de una columna de
Sephadex G-200. En las figuras 11 y 12 se observan los perfiles de elucién de los

fraccionamiento de proteinas de P3 y P7.
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Fig 1 F"érﬁi del fraccionamiento de la fraccion 35-55 % de sulfato de amonio concentrado
de protefnas de extractos de hoja de P3 en una columna de Sephadex G-200.

~—> Mayor PM

Absorbencia (280 nm)

Fracciones

Fig 12. Perfil del fraccionamiento de proteinas de extractos de hojas P7 precipitadas con
(NHy4)>804 35- 55% , por una columna de Sephadex G-200.
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Las fracciones de’esta columa (G-200) se sometieron a un corrimiento electroforético
para tratar de localizar la zona en la que se encontraba Rubisco; sin embargo, no fue
posible reconocer los péptidos caracteristicos de Rubisco a pesar de que es ficil

detectarla al calcular su masa molecular, como en el caso de espinaca. .

Debido a que no se encontré la banda de Rubisco en la precipitaéién con sulfato de
amonio del 35-55%, se busco en la fraccion del 0-35%. En las figuras. 13 y 14 se
muestran las fracciones de eluciéﬁ de una columna de sephadex G-200 de los péptidos
correspondientes de hoja de P3 y P7. Las fracciones de la columna en donde se encontré

la Rubisco (PAGE-SDS) se sefiala en sombreado.

— Mayor PM

280 nm

‘Absorbencia

Fracciones

Fig.13 Fraceic ientode proteinas de extractos de hoja de maiz de P3 precipitados
con (NHp) S04 0-35 % por una columna de Sephadex G-200
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Fig,14 Fraccionamientode proteinas de extractos de hoja de maiz de P7 precipitados
can (NH3) 804 0-35 % por una columna de Sephadex G-200

El andlisis electroforético de los diferentes picos del fraccionamiento por la columna de

Sephadex de las muestras P3 y P7, se observan en la fig 15.

Fig., 15 Electroforesis PAGE/SDS, teilido con azul de coomassie, de las fracciones de Sephadex G-200,
Las fracciones de la Bala J corresponden a los picos de las figuras: 11,12, 13 y 14,
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En la fig.16 se muestra el analisis electroforético de todas las fracciones del picoJdela

columna de Sephadex G-200 de P7 (fig. 14).

3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16

Fig. 16 PAGE-SDS 12 % teflido con azul de coomassie. Fracciones del pico J (3-16) obtenidas de la
columna de Sephadex G-200 de la muestra P7.

Con base en estos resultados, la purificacion de la Rubisco de plantas adultas se llevo a
cabo utilizando el fraccionamiento al 35% de sulfato de amonio y el precipitado

directamente se paso a través de la columna de Sephadex G-200.

Las fracciones de la elucién de la columna Sephadex G-200 anteriormente mencionada,
en donde se detect6 la presencia de Rubisco, fueron concentradas por Amicon 100 y
posteriormente se fraccionaron por una columna de Sephacril S-300. El perfil de elucién

de la muestra P3 se puede observar en [a fig. 17.
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Fig.17 Fraccionamiento por Sephacril S-300 de 1a Rubisco (P3) proveniente
de la columna de G-200.

Las fracciones enriquecidas con Rubisco provenientes de la columna de Sephacril S-300,
al igual que en los pasos anteriores, se juntaron y se concentraron por Amicén 100. En la
fig.18 se observa el analisis electroforético asi como el respectivo Western blot de las
muestras de los 4 diferentes estadios fisiolégicos de la planta de maiz purificadas por

una columna de Sephacril S-300.



“E P3 Pp7 A3 AT

Fig.18 A) Aniilisis electroforético PAGE-SDS 12% tefiido con azul de coomassie

P3 P7 A3 A7

Fig. 18 B) Western blot, revelado con anticuerpos dirigidos contra la LS de
Rubisco de espinaca. Muestras eluidas de una columna de Sephacril 5-300.
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Ya que la Rubisco esun complejo pohpeptldlco muy pesado ( 550 kDa ), sale en las

primeras fraccmnes de las columnas ,e exclusnon mo e" 1

lar y~deb1do a su gran

abundancia relativa, se pueden: ehmmar bastantes fracclones y uullzar solamente
aquellas en donde la concentracién de la protema sea SIgmﬁcatwa Vale la pena sefialar
que la metodologia utilizada es mas efectiva para la punﬁcaclon de la proteina de
extractos provenientes de plantas adultas que para las pléﬂtulas ya que a pesar de que s¢
logra extraer una buena proporcion de Rubisco de los tejidos se recupera poca después

de todo el procedimiento (cuadro 2).

PASOSDE |- P3| P17 A3 AT
PURIFICACION oteina: | Proteina | Proteina | Proteina
1 (mg) (mg)
Extracto crudo ’ 536.8 501.6
(NH,),S0, 101.2 96.39
Sephadex G-200 8.9 10.3 23.0 30.2
Sephacril S-300 1.7 1.8 23 2.8
. Nuamero de veces
[Purificacion T34 1236 1233 172 ]

Cuadro 2. Purificacién de Rubisco. Concentracion de proteinas (mg) en los diferentes pasos de
purificacion.

METILACION /N VITRO DE LA HOLOENZIMA DE RUBISCO DE MAIZ

Para iniciar la bisqueda de las posibles diferencias estructurales que pudieran
presentarse en Rubisco entre las hojas de maiz de las distintas fases de desarrollo de la

planta, se disefid un experimento que permitiera determinar si existen cambios en los
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patrones de metilacién dependientes de estadioskd‘e' crecimientd de.la hoja. Para ello, se
enviaron muestras de Rubisco parcialmente punﬁcadas despues de Ias dos columnas de
filtracion al departamento de Bloqulmlca de la Umver31dad de Kentucky, EU en donde

el Dr. Robert Houtz Ias usé como sustrato para medi la actwndad enzxmanca de la 5.0

adenosumeuomna-Pz carboxxlasa LS: (Lis) N-metlltransferasa, enzxma altamente,-

especifica, capaz de mcorporar grupos metilos exclusivamente en la L15-l4 Este ensayo L

se reallzo con el objeto de investigar en forma indirecta si la Rubxsco S encontraba e

metilada o no en la Lis-14; de tal manera que si la Rubisco de hojas de malz servia’ como '- _ B B

sustrato a la metil transferasa, se podria asumir que no estaba menlada en la LlS 14°de Ia' ;

LS y lo contrario sucederia si la metil transferasa no lograba mcorporar

holoenzima; se asumiria entonces que la LS habna 51do metllada in wvo

Para realizar este experimento, las muestras de las cuatro dlferentes fases de desarrollo‘
(eluidas en la columna de Sephacril S-300) se mcubaron con Ia metlltransferasa

altamente purificada, mas 200 uM de [’H]-SAM por 90 min a 30°C. Como control

negativo se usé BSA y el control positivo fue la Rubisco de espinaca (sustrato ideal) no
metilada in vivo. Ademis, se incluy6 la muestra de A7 a la cual se le adicindé Rubisco
activasa (chaperona que se une fuertemente a la Rubisco desnaturalizada) en un sistema
generador de energfa, para saber si ésta afectaba la metilacion de Rubisco in vitro.

La eficiencia de metilacién para la Rubisco de espinaca fue de 85 %, el cual fue
ajustado al 100 % de los sitios tedricos metilables.

Los resultados de la actividad de la enzima metil transferasa muestran que no hay una
diferencia significativa en el grado de metilacién de las cuatro muestras (P3, P7, A3 y
A7) el cual fluctud entre 70 y 97 % de incoporacién de trimetil-Lis. Una excepcion a
estos resultados es 1a muestra de A7 + RA que resulté con baja incoporacidn de grupos

metilos (cuadro 3).
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Sustrato ’ DPM ﬁmoles CH, |Sitios % de grupos

incorporados - |metilables | metilos

pmo[es‘ incorporados -
teoricos |

BSA (250 ug) 529 — CeLal

RE (5 pg) 3317 L6 | 2247

P3 (20.75 pg) 79626 5531 | 9326

P7(15.12 pg) 61745 428.0 6798,

A3 (14.20 pg) 75349 5232 6384

A7 (1172 ug) 61956 429.4 5267 |- 96

A7 (80 ug) +RA (20 pg) | 74242 515.4 44944 | 14

Cuadro 3. Actividad enzimética de la metil transferasa, purificada de chicharo. BSA (seroalbimina
bovina), control negativo; RE (Rubisco de espinaca), control positivo.

El experimento de la muestra A7 mas la adicion de la RA, (cuadro. 3) es interesante: la
adicién de la Rubisco-activasa disminuyd la susceptibilidad de la LS a ser metilable. De
un 96% de incoporacién de trimetil-Lis para A7, la presencia de RA disminuyo la
incoporacion de trimetil-Lis a un 14% los grupos metilos incorporados. Puesto que del
total de la proteina de la muestra A7 + RA, el 20% corresponde a Rubisco-activasa, el
célculo de los sitios metilables tedricos debe corregirse en base al total de Rubisco
exclusivamente para que no se alteren los resultados, por tanto se modificaria a un 17 %.
No obstante, la diferencia en la concentracion de proteinas no logra justificar la
diferencia en el grado de metilacion de Rubisco (A7 + RA). La comparacion de este 17%
con el 96 % de la muestra A7, sugiere que la RA, por tener la capacidad de unirse
fuertemente a la Rubisco, hace inaccesible los sitios de metilacion para la enzima y por

lo tanto esta asociacion impide la metilacion de la Rubisco.
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IDENTIFICACION DE LA PRESENCIA DEL PEPTIDO (25 AMINOACIDOS)
DEL EXTREMO AMINO DE LA LS,

Un control necesario para apoyar la interpretaci&n de los datos de metilacidn era el tener
la seguridad de que el péptido amino termir'xaly de lﬁ LS no habia sido removido del
péptido por hidrélisis y por tanto la disminucién enla capacidad de la metil-transferasa
para incorporar grupos metilos a la Rui)iééb no se debfa a la carencia de dicho extremo
amino. Para este efecto se realizd una electroforesis en gel de poliacriltamida
desnaturalizante de extractos de Rubisco después de purificada por las columnas de
filtracion y posteriormente la proteina se transfirié a una membrana de nitrocelulosa y se
envio a la Universidad de Kentucky, donde el Dr. Houtz reveld las bandas de la LS con
anticuerpos monoclonales dirigidos contra los primeros 25 aminodcidos del extremo

amino (fig. 19).

P3 P7 A3 A7

Fig. 19. Identificaci6n de la presencia def extremo amino en la LS por Western blot. La LS fue revelada
con anticuerpos monoclonales dirigidos contra los primeros 25 aminoécidos del extremo amino.
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Este experimento demuestra la mtegndad del poh“»eptldo de la LS ya que el anticuerpo
fue capaz de reaccxonar co a LSV de los 4 diferentes estadios de

desarrollo, por lo tanto, se demuestra que el smo blanco de la meti] transferasa se

encuentra presente en las 4 muestras atn las que proceden de hojas con inicio de

senescencia como son las muestras P7 y A7

PURIFICACION DE LALS Y SS.

Como dijimos antes, los ensayos de la metil-transferasa sugieren que la LS de la Rubisco
de los diferentes estadios fisiologicos estudiados no esta metilada in vivo. Para demostrar
en forma directa si las muestras estin metiladas o no, se siguieron dos estrategias: a)
hidrélisis triptica controlada del péptido de la LS y el andlisis electroforético de los
fragmentos, b) hidrolisis dcida total de la LS y andlisis de los aminoécidos.

Para este proposito fue necesario obtener pura la subunidad grande de la Rubisco. La LS
pura se obtuvo al extraer el polipéptido de un gel de poliacrilamida desnaturalizante.
Este se cortdé en pequefios fragmentos y se incub6 en urea 8 M a 40° / 24 h con
agitacién. En la fig. 20 se muestra el corrimiento, en un andlisis electroforético en gel

desnaturalizante, de la LS recuperada del gel por extraccion con urea.

47



P QD W LS

- SS

kDa Ec P3 P17 A3 A7 E

Fig.20. Analisis del nivel de purificacién y la integridad de la LS de Rubisco en los cuatro diferentes
estadios fisiologicos de la hoja de maiz. LS obtenida del gel de poliacrilamida por extraccion con urea
8M. PAGE-SDS 12%. Marcadores de masa molecular (kDa), extracto crudo de espinaca (Ec) y Rubisco
pura de espinaca (E)

Como puede observarse en esta figura, la LS fue extraida en forma pura de los geles y el

tratamiento con urea generd degradacion de la proteina

HIDROLISIS PARCIAL DE LA LS CON TRIPSINA.

Antes de iniciar la hidrélisis de la LS de maiz se realizé un experimento preliminar para
definir las condiciones adecuadas de hidrolisis. En este experimento se llevo a cabo una
hidrolisis de albimina bovina con tripsina al 0.05 % a 40° C durante 60, 90 y 120 min.
Los resultados se muestran en la fig. 21. Como puede observarse, en la primera hora de

incubacion con la tripsina ya se ha llegado a la hidrdlisis total de la proteina.
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Fig.21. Hidrolisis de la seroalbiimina bovina con tripsina (0.05%)
a 37°C a diferentes intervalos de tiempo. kDa (marcadores de masa
molecular).

Posteriormente se sigui6 con la hidrélisis de la LS de P7 con enzima mas diluida (0.0025 %

de tripsina) y a temperatura mds baja 37° C en un intervalo de tiempo de incubacién de 0 a

60 min (fig.22).

Fig.22. Hidrélisis de la LS de P7 con tripsina (0.0025%) a 37°C a diferentes intervalos de
tiempo. PAGE-SDS 14%. De 1 a 60 min.
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Los resultados de la f ig. 15 muestran que el tlempo optxmo de mcubacxon para la

degradacién parcnal de la LS se encuentra en los pnmeros 3 mm de i cubacmn or_lo que

se decidié hacer la: degradac:on de LS de P3 A3 y A7 a 2'min e.incubacioén, bajo estas

iiltimas condiciones. Asnmlsmo, puede notarse como se_:‘va ac ; _banda de 14

kDa (aproximadamente) conforme transcurre el tiyel'n‘p:oA (ﬁg 22

Los fragmentos resultantes de la hidrdlisis de la LS‘ :c‘;)n tnp’s’u\l_a’a;l‘ 6.0025 % /1 mg de
proteina durante 2 min a 37°C de hojas de maiz de las éuért'rvt.)}rvnué.siras, se analizaron en un
gel de poliacrilamida desnaturalizante al 14%. En la fig. 23 se puede observar el
corrimiento de los péptidos tripticos de cada una de las muestras analizadas. Como puede
notarse, no hay diferencias notorias en los primeros tres estadios (P3, P7 y A3); sin
embargo, en la muestra A7 se observa una mayor acumulacion de fragmentos peptidicos de
menor masa molecular (45 a 29 kDa) que en las muestras anteriormente mencionadas (ver

discusion).

Fig.23. Andlisis electroforético de los productos de hidrélisis
controlada de 1a LS de maiz Hidrélisis con tripsina (0.0025%) a
37°C/2 min. de P3, P7, A3 y A7. PAGE-SDS 14%.
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ISOELECTROENFOQUE DE LA SS.

En la introduccion se menciond que los genes que codifican la SS de maiz son especificos
de tejido, ademas de que su expresién genética es dependiente del estadio de desarrollo. Por
tal motivo, no se pudo descartar la posibilidad de que los cambios en la regulacion de la
actividad de Rubisco en los diferentes estadios fisiolégicos de la hoja de maiz estuvieran
determinados por una expresion diferencial de estos genes. Para determinar si cambia el
patrén de expresion en cuanto al aporte relativo de cada una de los diferentes isomorfos de
la 88, se realizé un electroenfoque de la SS purificada, aislada del gel de PAGE-SDS por el
mismo procedimiento que la LS. Los resultados del electroenfoque muestran tres bandas
mayoritarias (fig.24) Los tres isomorfos de los péptidos de la SS en los cuatro diferentes
grados de desarrollo de la hoja no mostraron diferencias significativas en la proporcion de
éstos. Tampoco se observd la aparicion de algunas otros isomorfos en alguno de los

estadios.

Fig.24. Isoelectroenfoque de la SS de Rubisco en 4 diferentes estadios
de desarrollo de la hoja de maiz
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IX. DISCUSION

Los resultados descritos en este trabajo demuestran que la Rubisco de m‘ailz:'s'é .cbmpdrta
diferente a la de otras especies ( C3 ), ya que fue necesario introducir quiﬁéacidnes enla
concentracion de sulfato de amonio (al 35 %) para tener. ﬁi}xhié'to"do adecuado de
purificacién para Rubisco de maiz (C4). Los péptidos puriﬂcadoé'de'esta preparacion
efectivamente correspondieron ala LS y SS de Rubisco. La identiﬁcacién de los péptidos
se realizé por peso molecular y la comparacién migratoria con la Rubisco purificada de
espinaca como control, mediante un corrimiento electroforético (fig.8). Estos resultados
fueron confirmados por Western Blot revelado con anticuerpos policlonaies dirigidos contra
la Rubisco de espinaca (fig. 9). Asimismo su identificacion es apoyada por el
reconocimiento del péptido de la LS en el Western blot revelado con el anticuerpo
monoclonal dirigido contra los primeros 25 aminoacidos del extremo amino de la LS (fig.
19).

El grado de purificacion alcanzado por precipitacion con sulfato de amonio y por exclusién
de masa molecular (fig.18 A) fue suficiente para someter las muestras al andlisis de la
metilacién in vitro de la Rubisco, asi como realizar la separacion de 1a LS y la SS del resto
de las proteinas por extraccion de estos péptidos del gel con urea después de la
electroforesis {fig.20). La purificacion de la SS fue sencilla debido a que fueron eliminadas
todas las moléculas de bajo PM durante la elucién por las columnas de exclusién molecular
de las 4 muestras analizadas, en cambio la LS quedo rodeada de varios péptidos
contaminantes y esto fue resuelto dejando correr por més tiempo la electroforesis, a fin de
separarlos y extraer con urea exclusivamente al péptido de la LS del gel de poliacrilamida.
Por otra parte, cuando se realizé la transferencia de proteinas de PAGE-SDS a la
membrana de nitrocelulosa y se reveld con anticuerpos dirigidos contra la Rubisco de

espinaca (Western blot), el anticuerpo mostré capacidad de entrecruzamiento con bandas
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de mayor peso molecular a los predxchos para la LS. Esto sugiere que las bandas de mayor
masa molecular con'esponden a agregados de las subumdades de Rubnsco en dlferentes
proporcmnes (ﬁg 9) Ademas se logrd detectar estos mlsmos agre "dos en el Western blot

revelado con anticuerpos dirigidos contra los pnmeros 25 arrunoacxdos del extremo amino

de la LS (fig. 19). Los agregados de las subunidades de Rublsco se-observaron en mayor
proporcién en las muestras de hojas adultas en senescencia que en las de pléantulas (fig. 18
B). ‘

Este fenémeno de insolubilidad o agregacién de la’Rubisco ha sido observado por diversos
autores; en especial coincide con los resultados de Crafts-Brandner (1991), quienes
demostraron que durante la remocién de frutos no disminuye la concentracion de la
Rubisco aunado al descenso general en la fotosintesis como fue reportado anteriormente.
En realidad, la Rubisco se insolubiliza durante el proceso de purificacién y es dificil
dectectarla. Estos autores pudieron encontrarla en el precipitado de los extractos, donde se

detecté unida a una proteina de 30 kDa,

Una vez obtenidas las subunidades puras, el objetivo primordial se centré en determinar si
la LS de la Rubisco se encontraba metilada o no en la lisina 14 y si esta caracteristica
cambiaba debido al estadio fisioldgico de la planta. Se utilizaron diferentes estrategias para
ello: I) Metilacién de la holoenzima de Rubisco in vitro y 2) degradacion parcial controlada

de la LS con tripsina .

Para el analisis de la metilacion in vitro se usaron extractos parcialmente purificados de la
holoenzima de Rubisco ya que la metiltransferasa es altamente especifica para la Lis-14 de
la LS de Rubisco. Los resultados descritos de la actividad de metiltransferasa sobre la
Rubisco de maiz (cuadro 3) sugieren que in vivo la LS de la Rubisco de las cuatro muestras

analizadas no se encuentran metiladas debido a que fueron sustratos aceptables para la
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menltransferasa, oaquela Rub:sco esmvxera parc1almente menla a, ya queé en nmgun €aso

se logrd una incorporacion de tnmetxl LlS al 100 % ala LS de Rubisco
Sin embargo, es importante hacer notar que aunque lae ogro mcorporar

los grupos metilos con la misma eficiencia, los resultados si revelan que las cuatro ‘muestras

pudieron ser metiladas hasta una proporcién muy si _ 1ﬁcauva 0 ‘97 %) lo que sugiere

fuertemente ausencia de metilacion en la LS de malz,

El experimento de la muestra A7 més la adicion de la RA, (cuadro 3) es interesante. La
adicion de la Rubisco-activasa disminuy6 la susceptibilidad de la_LS'a ser meiilable (bajd
de 96% a 17% los grupos metilos incorporados). Por lo que se sugiere que la RA por tener
la capacidad de unirse fuerterente a la Rubisco (Sanchez de Jiménez et al., 1994), hace
inaccesible para la metil-transferasa los sitios de metilacién y por tanto esta asociacion

impide la metilacion de la Rubisco.

Con esta estrategia no se puede excluir que la falta de incorporacion de grupos metilosen la
LS se debiera a la pérdida del fragmento del extremo amino de este péptido el cual contiene
el sitio blanco para la metil transferasa, Hilditch y col. (1991) teportaron la existencia de
una endopeptidasa vacuolar (45 kDa) que durante la purificacidn de la Rubisco hidroliza el
extremo amino de la LS, sin alterar la estructura de L;S; de la Rubisco. Sin embargo, el
analisis inmunologico del extremo amino de la LS indica que la LS de las cuatro muestras

estd completo (fig. 19) y por lo tanto estd presente el sitio blanco para la metil transferasa.

Por otra parte los resultados de Ia hidrélisis parcial controlada con tripsina de la LS también
sugieren que no estad presente la trimetil-Lis en el residuo 14 (fig.23), ya que en todos los
casos se encontré un patron similar de hidrélisis. Una excepcion a esto fue la muestra A7

(el extracto proviene de hojas senescentes), que ain cuando se detectaron los mismos
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productos de hidrélisis se encontrd una mayor acumulacién de fragmentos pepndlcos de

menor masa mo[ecular (30a 40 kDa).

De los 5 genes 4'-de rbeS, 3 son expresados activamente (90% de»RNAm),'.Z de los cuales
constituyen el 80% de los transcritos en hojas de maiz en envérdecimientb; El ‘analisis por
hibridacién con sondas especificas, traduccién in virro'e imnun;precipitacién ‘mostraron
que éstos corresponden a SS1, SS6 y SS7, en donde SS1 participa con el 45 %, SS735 %y
$S6 10% (Sheen and Bogorad, 1986). Estos resultados son congruentes con los datos
obtenidos en el presente trabajo, en el que se obtuvieron 3 bandas predominantes de
péptidos SS en las hojas, tanto en plantas adultas como en las jovenes (fig. 24). La
proporcion de isomorfos de la SS en las diferentes etapas fisioldgicas no cambid. Sin
embargo, es importante sefialar que se presenta una ligera diferencia en A7. Loza y col.
(1990) reportaron que en esta etapa de desarrollo no se observa sintesis de novo de la SS.
Lo cual indica que hay una degradacién diferencial de los isomorfos y por tanto se sugiere
que en los estadios de desarrollo estudiados, la expresion diferencial de los genes de la SS

no explicaron los cambios de regulacién de la actividad de Rubisco.

Los resultados anteriores sugieren que la Rubisco, mds que cambios postraduccionales del
péptido de la LS o diferencias de los isomorfos de la SS que la constituyen, podria presentar
cambios conformacionales o de ensamblaje en las diferentes etapas de desarrollo, las cuales
afectan la estructura cuaternaria de la enzima. Estos cambios harian que en etapas
avanzadas en la vida de la hoja, se encontrara mds accesible el sitio donde ocurre la
trimetilacién (cuadro 3). Esta sugerencia se apoya también en resultados obtenidos en
nuestro laboratorio, los cuales muestran que la Rubisco activasa (una chaperona molecular
que organiza la estructura y reactiva a la Rubisco que ha sido alterada en su estructura

cuaternaria), tiene mayor efecto de activacién sobre la Rubisco de P7 y A7, procedentes de
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hojas que han iniciado el proceso de senectud, que sobre la enzima extraida de P3 y A3

{(Martinez Barajas, 1994).

Las proteinas né son estructuras rigidas, tienen movimientos dindmicos y Ia Rubisco no es
la excepcion; por ejemplo: en centeno se observan diferencias conformacionales en la
Rubisco dependiendo de la sensibilidad al frio de la planta como fue demostrado mediante
1a titulacién con DTNB. Por otra parte, la Rubisco también sufre cambios conformacionales

con cambios bruscos de temperatura como es el descongelamiento (Heuer, 1990).
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X. CONCLUSIONES

El grado de puriﬁcacién alcanzado para Rubisco por el método descrito, fue suﬁciente para
someter las muestras al anahsls de la metilacion in vitro de la LS de Rubxsco, a51 como la

extraccion de la LS y la Ss del gel con urea después de la electroforesxs

El 1soelectroenfoque de:la: SS muestra que 1o exxste un: aparente expresmn "genética
diferencial de los gen‘ » tid V l,e_stadw_de desarrollo de
la planta., S o ‘ o
Los diferentes miié.tddos que se probaron para det'errﬁ‘ivnzi; el éfadb de 'r;letilﬁcién del péptido
LS coincidén en ':ﬁostrar ausencia de metilacion. El andlisis electfdforético de los productos
de la digestién parcial con tripsina de LS, mostré que la Rubisco no presenta trimetil-lisina
enla LS de los estadios de desarrollo de la planta estudiados.

La capacidad de la Rubisco como sustrato de la N-metil transferasa indica que la LS de

maiz no se encuentra metilada. La LS de maiz conserva el extremo amino en los 4 estadios

fisiolégicos estudiados.

La hipétesis del presente trabajo fue que durante el llenado del grano de maiz, la actividad
de Rubisco estd regulada por: cambios estructurales debidos a tri-metilacion en la Lis-14 de
la LS, por la expresién genética diferencial de la SS o por cambios conformacionales en la
holoenzima de Rubisco. Con base en lo anteriormente mencionado se concluye que la
Rubisco mas que modificaciones quimicas en su estructura molecular presenta cambios
conformacionales en la estructura cuaternaria dependientes del desarrollo, los cuales
podrian ser responsables de que, se pierda la actividad enzimdtica de la Rubisco,

especialmente en las etapas avanzadas en la vida de la hoja.
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