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“Todo tiene su tiempo, y todo lo que se quiere debajo del cielo tiene su
hora. Tiempo de nacer, y tiempo de morir; tiempo de plantar, y tiempo
de arrancar lo plantado; tiempo de Horar y tiempo de reir, tiempo de
guerra y tiempo de paz”. Ec. 3
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ABREVIATURAS

ABREVIATURAS.
ADP: Adenosina difosfato
AIA: Acido indolacético
ATP : Adenosina trifosfato
DNA: Acido desoxirribonucleico complementario
DTT: Ditiotreito]
EDTA: Etilen diamino tetracético
GA3: Acido giberélico
Hsp: proteinas del choque térmico (Heat Shock Protein)
kDa: kilo daltones
mA: mili amperes
NADPH: Nicotinamida adenina dinucledtido reducido
Odu/mm?: Unidad de Densidad éptica por milimetro cuadrado
PMSF: Fenil-metano sulfonil fluoruro
RNAnm : Acido ribonucleico mensajero
Rubisco: Ribulosa 1,5 bifosfato carboxilasa oxigenasa
Rubisco activasa: Ribulosa 1,5 bifosfato carboxilasa oxigenasa activasa
RuBP: Ribulosa 1,5, bifosfato
RWC : Contenido Relativo de Agua (Relative Water Content)
SDS-PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida desnaturalizante

3’ UTR: regién no traducible 3’ (Untranslated Region)



1.RESUMEN.

Rubisco activasa es una proteina cloroplastica, que en el maiz esta constituida por dos
péptidos de 43 y 41 kDa, respectivamente. Se ha estudiado a Rubisco activasa como una
proteina que es capaz de activar a Rubisco mediante la remocién de azicares fosfatados
como RuBP, para restaurar el sitio activo, ademas de llevar a cabo la hidrdlisis del ATP. Se
ha observado que esta proteina comparte importantes caracteristicas con las chaperonas
moleculares, ya que es capaz de regenerar a Rubisco desnaturalizada /7 vivo, y en
condiciones de estrés térmico se asocia fuertemente a las membranas tilacoidales,
probablemente para reestructurar otras proteinas ubicadas en ese compartimiento celular.

Con el fin de conocer mas acerca de la funcion de Rubisco activasa como chaperona
molecular, en el presente proyecto se sometieron a plantas de maiz a dos tipos de
ambiental: 1a sequia y una baja intensidad luminosa con el fin de determinar
su efecto en la expresion de los dos péptidos de Rubisco activasa, de manera individual y en
la relacion entre ambos a lo largo del desarrolio de la plantula. Otros experimentos
consistieron en someter a plantulas de maiz, a un estimulo exégeno con auxinas (dcido
indolacético), durante las distintas etapas de su desarrollo. De igual manera que en los
experimentos de estrés ambiental, se determiné el efecto de esta fitohormona a nivel de
expresion de Rubisco activasa, partiendo del hecho que el RNA mensajero que codifica para
Rubisco activasa de maiz presenta secuencias regulables por auxinas.

Se observd que tanto en el desarrollo como en 1a sequia, a medida que el tiempo avanza,
o que el contenido relativo de agua disminuye (sequia), se presenta una inversiéon en la
relacion de las isoformas, favoreciendo a la isoforma de 41 kDa. De esta manera se postula
que el mecanismo por el cual se da origen a la isoforma de 41 kDa, puede ser el mismo en
ambas condiciones sé6lo que a distinta velocidad y se presenta en respuesta a los cambios
que sufren las plantas tanto en el envejecimiento como en la sequia y que permite que
Rubisco activasa cumpla su funcién como chaperona molecular protegiendo a Rubisco y
probablemente también a otras proteinas.

En condiciones de baja intensidad luminosa se expresa mayoritariamente y a lo largo de
todo el desarrollo, la isoforma de 43 kDa, lo que sugiere que |a luz sea otro factor que
influya en el origen de la isoforma de 41 kDa.

En el caso de las plantas tratadas con acido indolacético, no se presenté un aumento en
la cantidad de Rubisco activasa, como se esperaba, debido a la estabilizacion de los
mensajes; sin embargo si se pudo observar que esta auxina favorece al rapido desarrolio de
las plantas. Estos experimentos realizados con auxinas llevan al planteamiento de nuevos
experimentos en los que se prueben distintas concentraciones de AIA, para lograr estabilizar
los mensajes y asi mismo probar tales concentraciones no sélo a nivel de plantula, sino
también en el estado adulto de las plantas de maiz.
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2INTRODUCCION.

El maiz (Zea mays, L.) es uno de los cuatro cereales econémicamente mas
importantes en el mundo. En México este cereal es uno de los productos bdsicos en la
dieta de su poblacién.

En varios estados de nuestro pais se cultiva este cereal y en el transcurso del afio
ocurren cambios climaticos importantes. Los cultivos son susceptibles también a
ataques por plagas caracteristicas de la ecologia de cada sitio de siembra, lo cual puede
generar pérdidas importantes en las cosechas.

La fotosintesis juega un papel importante en el desarrollo de las plantas, ya que sin
este proceso, no se podria obtener la energia necesaria para llevar a cabo todos los
procesos metabdlicos que les permiten cumplir con sus ciclos vitales, ademas de
contribuir con la oxigenacion del planeta. En la fase oscura de la fotosintesis se lieva a
cabo la fijacidon del carbono a través del Ciclo de Calvin, en donde una de las principales
enzimas que intervienen es la Ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa/oxigenasa (E. C.
4.1.1.39) también conocida como Rubisco. Rubisco activasa es una proteina
cloroplastica capaz de activar a Rubisco mediante la remocién de azicares fosfatados
como Ribulosa bifosfato (RuBP), para restaurar el sitio activo.

Desde 1995 (Sanchez de Jiménez, et al.) y en trabajos recientes (Rokka, et a/. 2001)
se ha estudiado a Rubisco activasa como una proteina que comparte importantes
caracteristicas con 1as chaperonas moleculares. En diversos estudios se ha sometido a
esta proteina a condiciones de estrés, principalmente el choque térmico (Crafts-
Brandner et a/, 1997; Echard & Portis, 1997; Salvucci., et a/. 2001; Law., et a/ 2001);
asi mismo se ha determinado la regulacién de ias isoformas de Rubisco activasa por
efecto de la intensidad de luz (Zhang & Portis, 1999).
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Por otro lado en nuestro laboratorio se han aislado varias clonas de Rubisco activasa
(RCA) de una biblioteca de .DNA de hoja de maiz (Ayala Ochoa, et a/. 1998). Aunque
todas las clonas codifican para péptidos idénticos, muestran dos tipos diferentes de
regiones 3 "UTR (extremo 3° no traducibles), uno con cola corta y otro con cola larga.
Tanto las clonas con regién 3 'UTR corta como las que tienen cola larga muestran
elementos DST (elementos de desestabilizacién). Estos elementos han sido
identificados como una regién conservada en las regiones 3 'UTR de los transcritos
inestables SAUR (small auxin-up RNA), (Newman, et g/ 1993). Estos transcritos pueden
ser estabilizados por el efecto de auxinas.

Todo lo anterior ha alentado los estudios con respecto a la expresién de Rubisco
activasa en respuesta a diversas condiciones de estrés y estimulos exdgenos con
auxinas.

De esta manera a lo largo de este trabajo de investigacién se sometieron a plantulas
de maiz a dos tipos de estrés ambiental: la sequia y la baja intensidad luminosa, asi
mismo se midio e! efecto de una auxina natura! a 1o largo del desarrollo de las plantulas
de maiz. En ambos experimentos el objetivo fue observar posibles cambios en la
expresion de Rubisco activasa en respuesta a tales condiciones adversas y relacionarios
con su funcidn de chaperona molecular. ’
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3.ANTECEDENTES.
3.1 Fotosintesis.
La fotosintesis es el proceso mediante el cual los organismos captan la energia solar
y la convierten en energia quimica para la sintesis de compuestos organicos; es asi que
se pueden lievar a cabo todos los procesos metabdlicos que conocemos.

Los organismos fotosintéticos atrapan la energia solar para formar ATP y NADPH, los
cuales son usados posteriormente para la produccion de carbohidratos y otros
componentes organicos a partir de CO; y H,O. La fotosintesis abarca dos procesos
fundamentales: las reacciones luminosas, las cuales ocurren solamente cuando las
plantas se encuentran iluminadas y las reacciones de fijacién de carbono o también
llamadas reacciones de la fase oscura, las cuales pueden ilevarse a cabo tanto en
presencia de luz como de oscuridad. En las células eucariéticas fotosintéticas las
reacciones luminosas y las de fijacién se llevan a cabo en los cloroplastos. Las plantas
verdes contienen en sus cloroplastos una maquinaria enzimdtica que cataliza la
conversiéon de CO. en compuestos organicos simples, en un proceso conocido como
fijacion de CO:. Las plantas convierten estos productos simples de la fotosintesis en
biomoléculas mas complejas que incluyen carbohidratos y algunos metabolitos
derivados de ellos.

Las reacciones que resultan en la fijacion de CO; se llevan a cabo por medio de una
ruta ciclica donde los intermediarios constantemente son regenerados, conocida con el
nombre de Ciclo de Calvin (Esquema 1). La primera etapa en la fijacion de CO; es su
condensacion con un aceptor de cinco atomos de carbonos, ribulosa 1,5 bifosfato
(RuBP), para formar dos moléculas de 3-fosfoglicerato, en la segunda fase el 3-
fosfoglicerato es reducido a gliceraldehido-3-fosfato asi 3 moléculas de CO, son fijadas a
3 moléculas de RuBP para formar seis moléculas de gliceraldehido-3-fosfato. Una
molécula de triosa fosfato puede ser usada para la produccién de energia via glucdlisis y

4
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el ciclo del acido citrico, o bien ser condensada a hexosa fosfato para ser usada en la
sintesis de almidon o sacarosa. En la tercera etapa cinco de las seis moléculas de
gliceraldehido-3-fosfato son usadas para regenerar 3 moléculas de RuBP,
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3.2 Caracteristicas de Rubisco.

En las hojas de plantas verdes la enzima que cataliza la incorporacién de CO: en la
forma orgdnica es la Ribulosal,5,bifosfato carboxilasa/oxigenasa (Rubisco E.C.
4.1.1.39). Como carboxilasa Rubisco cataliza la unién covalente del CO, a la pentosa
Ribulosa-1,5-bifosfato y la ruptura del intermediario inestable de seis atomos de
carbono para formar dos moléculas de 3-fosfoglicerato (Esquema 2),(Spreitzer, R.J).;
Salvucci M.E. 2002).

Rubisco no es absolutamente especifica para CO, como sustrato. El O, compite con el
CO3z por el sitio activo y Rubisco cataliza la condensacién de O; con RuBP para formar
una molécula de 3-fosfoglicerato y una de fosfoglicolato (Esquema 3).

Ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa/oxigenasa (E.C. 4.1.1.39) es la proteina mas
abundante en la tierra. La Rubisco en plantas presenta una compleja estructura, es una
gran enzima oligomérica (550 kDa), que se encuentra localizada en el estroma del
cloroplasto y representa alrededor del 15% del total de la proteina cloroplastica. Esta
conformada por ocho subunidades grandes (LS, 53 kDa), que contienen cada una un
sitio activo, y ocho subunidades pequefias (5S,14 kDa), cuya funcién hasta el momento
no ha sido dilucidada. El péptido LS es codificado por el DNA cloropldstico y se asocia a
una proteina denominada proteina de unién a la subunidad grande (LSbp), la cual
previene su agregacion antes de ensamblarse con las subunidades pequeiias (Spreitzer,
R.J.; Salvucci M.E. 2002). Las subunidades pequeiias son codificadas por un gen
nuclear.
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3.3 Regulacién de Rubisco.

Rubisco estd sujeta a regulacién por la adicion covalente de una molécula de CO; al
grupo amino de un residuo de Lisina en la subunidad grande para formar un
carbamato. Este carbamato une Mg?* antes de la unién con RuBP. El complejo
resuitante es esencial para la actividad e interviene directamente en la catdlisis. A altos
niveles de CO, la carbamilacién ocurre de manera no enzimatica, sin embargo, el
sustrato de esta enzima, Ribulosa-1,5-bifosfato inhibe la carbamilacién, y este efecto es
casi completo a concentraciones de CO; fisiolégicas. (Cleland WW; et 3. 1998)

Rubisco también es inhibida por 2-carboxiarabinitol-1-fosfato (CAP1P) (Gutteridge et
al.,1986), un analogo que se presenta naturalmente en el estado de transicion que
presenta una estructura similar a la del intermediario p-cetoacido de la reaccién que
cataliza Rubisco. Este compuesto es sintetizado en la oscuridad por algunas plantas para
inhibir 1a actividad de Rubisco y algunas veces es llamado el inhibidor nocturno; cuando
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las plantas reciben una cantidad de luz adecuada por ejemplo durante el dia, se
estimula la actividad de una fosfatasa que inactiva al CAP1P y revierte su efecto. Esta
regulacion presenta mayor importancia en las plantas tipo C3 ya que se ha visto que en
las plantas C4, como el maiz, el efecto de este compuesto sobre la actividad de Rubisco
es poco importante (Sage & Seeman, 1993)

3.4. Rubisco activasa

Rubisco activasa es una proteina cloroplastica que ha sido encontrada frecuentemente
como dos formas intimamente relacionadas; en el maiz éstas son de pesos moleculares
aproximados a 41 y 43 kDa respectivamente, el peso de cada polipéptido varia segun i1a
especie. En algunas estas isoformas son producto de un “splicing” alternativo de un
transcrito primario comudn (Werneke et 3/,1988). De la misma manera los genes que
codifican para esta proteina, asi como los mecanismos de regulacién transcripcional
pueden ser muy diferentes entre especies. Por ejemplo en el tabaco se ha reportado
que hay 7 genes que codifican para Rubisco activasa (Qian J., Rodermel SR.,1993). La
expresiéon de la Rubisco activasa depende de diversos factores, entre los cuales se
incluye el tipo de tejido, la edad fisioloégica, las condiciones ambientales y variados tipos
de estrés.

Se ha estudiado a la Rubisco activasa como una proteina que es capaz de activar a la
Rubisco mediante la remocién de azicares fosfatados, como RuBP, para restaurar el
sitio activo. Experimentos realizados para entender ta regulacion de Rubisco por Rubisco
activasa en el maiz demostraron que cuando la Rubisco estd inhibida por RuBP, la
activaciéon con CO,; y Mg?* no es totalmente efectiva, pues atn cuando se utilizaron
cantidades elevadas de CO,, la actividad final fue apenas el 50% de la inicial. Sin
embargo cuando se agregd Rubisco activasa, bastaron 10 mM de NaHCOs para que ia
recuperacion de la actividad fuera total. (Sdnchez de Jiménez, et a/, 1995)
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La remocion de azlcares fosfatados por Rubisco activasa para restaurar el sitio activo,
facilita la carbamilacién y la unién subsecuente de Mg?* . Asi mismo Rubisco activasa
hidroliza ATP durante el proceso de activacion (Portis, 1995; Salvucci & Ogren, 1996).
Rubisco activasa purificada de espinaca puede hidrolizar de 1.0-1.5 mmol de
ATP/min/mg de proteina. El pH éptimo es de 8.0 a 8.5 y puede ser inhibida por p
hidroximercurio benzoato. La actividad de ATPasa al igual que la capacidad para activar
los complejos Rubisco-RuBP es estrictamente dependiente de ATP, es decir, no puede
utilizar otros nucledtidos y es fuertemente inhibida por ADP. También tiene alto
requerimiento de Mg@?* que puede ser sustituido por otros cationes divalentes (Robinson
& Portis 1989). De acuerdo a su funcién de ATPasa a Rubisco activasa se le ha incluido
dentro del grupo de proteinas AAA* (ATPasas parecidas a chaperonas asociadas con
una gran variedad de funciones celulares) (Neuwald et a/, 1999). Muchos motivos
conservados en las proteinas AAAY fueron también encontrados en Rubisco activasa.
Las proteinas de la clase AAA* llevan a cabo funciones parecidas de las chaperonas
moleculares que asisten en el ensamble o desensamble de complejos proteicos.

Se han realizado estudios en nuestro laboratorio para apoyar el hecho de que Rubisco
activasa tiene la capacidad para actuar como chaperona molecular, es decir, que la
estimulacion de Rubisco por Rubisco activasa implica cierta capacidad por parte de
Rubisco activasa para reestructurar a fa Rubisco. Algunos de los resultados obtenidos,
(Sanchez de Jiménez, et al., 1995) demuestran que Rubisco activasa comparte
caracteristicas funcionales con las chaperonas moleculares, entre las cuales se
encuentran:

1.- Rubisco activasa forma agregados de alto peso molecular (250 kDa), lo cual ha sido
un prerrequisito para adquirir 1a estructura funcional.

2.-La reactivacion por Rubisco activasa de ta Rubisco inhibida por RuBP, es dependiente
de ATP.

3.-La sintesis de Rubisco activasa es estimulada transitoriamente por temperaturas
elevadas (44°C).
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4.- Rubisco activasa forma complejos con la Rubisco desnaturalizada, los cuales son
inestables cuando hay ATP en el medio.

S.-Rubisco activasa es capaz de inducir una reactivacion significativa de preparaciones
de Rubisco, que a causa de la incubacién a 55°C en ausencia de iones, habian perdido
aparentemente de manera irreversible poco mas del 60% de su actividad original.

3.5 Respuesta de Rubisco y Rubisco activasa ante estimulos exégenos y
diferentes tipos de estrés.
3.5.1. Estrés térmico.

Estudios recientes indican aspectos importantes acerca de la termoestabilidad y
sensibilidad a las altas temperaturas de Rubisco y Rubisco activasa. De acuerdo con
estudios realizados con la proteina purificada, Rubisco es una enzima muy termoestable
por si misma (Crafts-Brander et 3/,1997), mientras que Rubisco activasa ha sido
reportada como una proteina que presenta particular sensibilidad a la inactivacién por
elevadas temperaturas /n s/tv (Robinson & Portis, 1989; Crafts-Brandner et g/, 1997;
Echard & Portis, 1997). De esta manera la inactivacion de Rubisco activasa
probablemente sea la base de la falta de actividad de Rubisco a temperaturas elevadas
en plantas intactas.

Experimentos similares realizados con Rubisco activasa obtenida de hojas de tabaco
(Salvucci., et a/. 2001) corroboraron los estudios anteriores. Se determiné si la pérdida
de la funcion de Rubisco activasa en el estrés térmico se debia a la desnaturalizacion de
la proteina, para lo cual se midié Ia estabilidad térmica de activasa /n vitroe /n vivoy se
comparé con la estabilidad de otras dos proteinas cloroplasticas. Rubisco activasa
presentd una temperatura Gptima para |a hidrélisis de ATP de 44°C comparada con la
temperatura de 60° C 0 mas en la que Rubisco puede llevar a cabo 1a carboxilacion.

Estudios realizados con Rubisco activasa de trigo (Law., et a/ 2001), que
normalmente presenta dos isoformas de pesos aproximados a 46 y 42 kDa
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respectivamente, presentan importantes hallazgos acerca del comportamiento de
Rubisco activasa ante el estrés térmico. Asi, se demostré que el estrés caldrico de 38
°C, reduce significativamente los niveles de RNAn, totales de Rubisco activasa con
respecto al control y que, después de 24 horas de recuperacion, la transcripcion de
estos mensajes se recupera. El andlisis de Western Blot indica que el estrés por calor
aumenta la acumulacion de la isoforma de 42 kDa e induce una nueva isoforma de 41
kDa que corresponde aproximadamente al 15% del total de Rubisco activasa.

Rokka y colaboradores (Rokka A., et al/. 2001) demostraron que /7 situ, Rubisco
activasa de espinaca es inactivada por calor, y no permanece soluble en el estroma ,
debido a los cambios estructurales que se Hevan a cabo de tal manera que se asocia
fuertemente a las membranas tilacoidales. En ausencia de tilacoides, Rubisco activasa
tratada con calor permanece soluble en un extracto crudo de estromas o bien como una
proteina purificada en solucion. Esta asociacion de Rubisco activasa con la membrana
tilacoidal pareciera tener lugar en dos fases; una en la que el calor induce un cambio
estructural en Rubisco activasa y otra subsecuente en donde se da una interaccion
especifica con la membrana tilacoidal. De esta manera es posible que gracias a la
asociacién de Rubisco activasa al tilacoide recupere su actividad de ATPasa y manifieste
una novedosa funcion de chaperona. El analisis de esta asociacién reveld una
interaccién estable entre Rubisco activasa y algin complejo proteico en el tilacoide. Asi
estos investigadores sugieren que bajo condiciones de choque térmico, Rubisco activasa
manifiesta un segundo papel metabdlico como chaperona, ya sea ayudando como
blanco de fos complejos de ribosomas hacia la membrana tilacoidal o bien protegiendo a
ta maquinaria de traduccién asociada al tilacoide en contra de la inactivacién por calor;
es decir Rubisco activasa presenta una doble funcion dependiente de temperatura. La
primera se lleva a cabo a temperaturas 6ptimas y consiste en 13 liberacion de azucares
fosfatados inhibitorios en el sitio activo de Rubisco y la segunda que se relaciona con la
asociaciéon de Rubisco activasa a la membrana tilacoidat probablemente para mantener
la traduccién de proteinas tilacoidales, esenciales para la funcion del cloroplasto.
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3.5.2 Estrés luminoso.

Se han realizado diversos estudios de 1a regulacidon de las isoformas de Rubisco
activasa por la intensidad de la luz. Experimentos realizados en Arabidopsis
thaliana,(Zhang & Portis, 1999) muestran que la isoforma mayor de Rubisco activasa,
que en esta especie posee un peso molecular de 46 kDa, presenta un papel importante
en la regulacion de Rubisco /n vitro, debido a cambios redox. Asi mismo que esta
isoforma es inhibida por ADP con mayor facilidad que la isoforma de 43 kDa. Se
utilizaron mutantes con una delecién en el extremo carboxi-terminal, para demostrar
que la remocién de los ultimos siete residuos de la isoforma de 46 kDa que da lugar a la
isoforma de 43 kDa, es suficiente para disminuir el efecto inhibitorio del ADP. También
demostraron que |a baja actividad de la isoforma de 46 kDa en presencia de ADP,
puede ser satisfactoriamente aumentada mediante reduccion con DTT a través de l1a via
de la tiorredoxina-f. La actividad de la isoforma de 43 kDa por si misma, no se ve
alterada por las reacciones de reduccién/oxidacién. Asi, se demostré que la actividad de
la isoforma mayor es suficiente para regular la actividad de las dos isoformas cuando las
dos se encuentran presentes y que por lo tanto las dos isoformas presentes en
Arabidopsis thaliana llevan a cabo funciones diferentes en la regutacién de Rubisco.

A pesar de que las dos isoformas son capaces de activar Rubisco, sélo la isoforma
mayor de 46 KDa se encuentra regulada por cambios redox en el estroma.

Se piensa que la regulacién por cambios redox en Rubisco activasa es mas dramatica
cuando la relacion fisiolégica entre ATP/ADP es igual a 0.33, que son los valores tipicos
que se presentan en periodos de luz normal, en comparaciéon con el valor de ATP/ADP=
1 que se presenta en las plantas cuando se encuentran en oscuridad, en donde las dos
isoformas presentan una actividad muy baja y el ATP se conserva debido a que fa
velocidad fotosintética disminuye. El mecanismo de la regulacién por luz de Rubisco
activasa permanece como un enigma ya que la relaciéon entre ATP/ADP no varia
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demasiado con la intensidad de luz y se ha visto que esta relacién altera la actividad de
Rubisco activasa. La regulaciéon redox de Rubisco activasa nos permite entender el
mecanismo de la modulacién de la luz en el estroma en esta especie. Probablemente la
regulacién redox por la via de la tiorredoxina sirve como una sefial luz/oscuridad, la cual
puede ser modulada por los niveles de sustrato u otros factores del estroma como el pH
y la concentracién de Mg?* y que puede ser diferente para cada enzima en particular.

Estudios posteriores de estos mismos investigadores (Zhang, et 3l 2002) presentaron
importantes hallazgos acerca de la regulacion de las isoformas de Rubisco activasa por
la intensidad de la luz. En esta ocasién se utilizaron plantas transgénicas de Arabidopsis
thaliana. Algunas sélo expresaban una de las dos isoformas (46 o 43 kDa) y otras
presentaban ambas; asi se analizé el papel de cada isoforma, tomando como referencia
las plantas silvestres. En las plantas que s6lo expresaban la isoforma menor (43 kDa), la
actividad de Rubisco se mantuvo tan alta como en las plantas silvestres en condiciones
de saturacién de luz, asi mismo se observé que la actividad no se encuentra regulada a
intensidades de luz que limitan la fotosintesis. En contraste, en las plantas que
expresaban sélo la isoforma mayor de 46 kDa, la actividad de Rubisco se encontraba
regulada en condiciones limitantes de luz, de tal manera que |a actividad de Rubisco se
mantuvo ligeramente baja y en condiciones saturantes de luz aumenté muy lentamente
en comparacion con las plantas silvestres. La principal consecuencia en las plantas que
sélo poseen la isoforma de 43 kDa, después de un periodo largo de exposicién a baja
luz, se observa en los niveles de RuBP, l0s cuales no vuelven a ser tan altos como los
que presentan fas plantas silvestres que contienen las dos isoformas y que se
mantuvieron en las mismas condiciones de baja intensidad de luz.

También se utilizaron plantas que sdélo expresaban la isoforma de 46 kDa, pero con
sustituciones en ciertos residuos de cisteina por alanina; por ejemplo se utilizaron
plantas en las que la cisteina 411 fue sustituida por alanina y otras donde la cisteina
411 y la 392 también fueron cambiadas por alaninas. Cuando estas plantas
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transformadas fueron expuestas a baja intensidad de luz, la actividad de Rubisco
permanecié alta, en ambas transformantes, al igual que en las plantas que sdlo
expresaban la isoforma de 43 kDa. Con estos resultados se demostré que los dos
residuos de cisteina en el extremo carboxilo terminal son cruciales para la modulacién
de la luz en la actividad de Rubisco. De esta manera se llegé a la conclusién que las
plantas que no expresan la isoforma de 46 kDa o que contienen sustituciones cisteina —
alanina en el extremo carboxilo terminal, particular de ja isoforma de 46 kDa, pierden la
capacidad de regular a Rubisco bajo condiciones de baja intensidad de luz y que la
regulacion redox de Rubisco activasa es necesaria para que ocurra tal fenémeno.

Con base en los resultados obtenidos /7 vitro se puede inferir Que la regulacién redox
de la isoforma mayor (46 kDa) de Rubisco activasa en Arabidopsis thaliana es critica
para el estado de activacién de Rubisco y su dependencia con la intensidad de la luz. Es
evidentemente claro que las plantas que son incapaces de regular a Rubisco activasa
mediante cambios redox son incapaces, por tanto, de regular a Rubisco en condiciones
de baja luz; en consecuencia, en las plantas que sdélo contienen la isoforma de 46 kDa,
las moléculas de RuBP, no se mantienen en el sitio activo de Rubisco cuando la
intensidad de luz es limitante, por lo que, !a carboxilacién se ve limitada debido a la
concentracién de RUBP y no a la cantidad de enzima activa disponible; de esta forma la
reaccién no se puede llevar a cabo de manera eficaz. Se ha propuesto que este tipo de
regulaciéon redox actia principalmente como un switch de encendido y apagado que
previene la inutil circulacion de los intermediarios del ciclo de Calvin durante la
oscuridad, lo cual desperdiciaria energia (Buchanan, 1991).

La regulacion redox de Rubisco a través de Rubisco activasa no ocurre en todas las
especies, por ejemplo en el tabaco no se han encontrado las dos isoformas, sino sélo
una con un peso molecular de 43 kDa (Salvucci, et a/. 1987). Otro caso particular es el
maiz, en el cual, hasta el momento se ha encontrado que la intensidad de luz no regula
1a actividad de Rubisco (Sage & Seeman, 1993). La cuestién de cdmo Rubisco puede ser
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regulada por la luz en estas especies que s6lo contienen la isoforma de 43 kDa, sigue
siendo una enigma, sin embargo se puede suponer que la regulacién redox puede ser
mediada por otra proteina que contenga un dominio anadlogo al extremo carboxilo
terminal de la isoforma mayor.

3.5.3. Estrés hidrico.

Durante el periodo de sequia, las plantas sufren cambios fisiolégicos importantes como
el cierre de los estomas que restringe la entrada de CO; en las hojas, {0 que trae como
consecuencia una disminucién en la asimilacién de CO,, asi como una disminucién de
agua en las hojas (Cornic, 1994).

El principal efecto de la disminucion del contenido relativo de agua (RWC %) es la
disminucion de la sintesis de ATP por la enzima ATP sintetasa (Keck & Boyer, 1974;
Tezara, et al,1999), debido en gran parte, pero no de manera exclusiva, a el aumento
en la concentracién de iones (especialmente Mg>* ) en el cloroplasto cuando el RWC cae
(Younis, et a/, 1979). La limitacién metabdlica que se observa en este tipo de estrés se
relaciona directamente con la falta de ATP que comienza desde que se empieza a
perder agua (Tezara, et al. 1999; Flexas & Medrano, 2002).

En un estudio reciente , Lawlor, (2002), encontré que a medida que el RWC
disminuye, se pierde la actividad de Rubisco; sin embargo, otros investigadores han
encontrado que la cantidad de Rubisco se ve poco afectada por un moderado o severo
estrés (Flexas & Medrano, 2002), y que una posible reduccién en la cantidad de Rubisco
en condiciones de estrés puede estar relacionada con la estimulacién del
envejecimiento. La pérdida de la actividad de Rubisco probablemente se encuentra
relacionada con la inhibicién o no activacién de los sitios activos de la enzima (Medrano
et al., 1997; Parry et al., 2002). Como ya se ha mencionado antes, Rubisco activasa es
la proteina encargada de remover inhibidores del sitio activo de Rubisco, mediante una
reaccién que requiere ATP. Asi se ha encontrado que de igual manera a la actividad de
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Rubisco, la concentracién de ATP también disminuye cuando el RWC decae (Parry et
a.,2002).

Por otro lado se ha reportado que cuando el RWC cae hasta valores bajos (40%) se
presenta una disminucion en el contenido de RuBP (Giménez, et 3/, 1992; Gunasekera
&'Berkowits, 1993; Tezara, et a/, 1999). Existen dos razones principales que pueden
llevar a la inhibicién de la sintesis de RuBP: una falla en las enzimas del ciclo
fotosintético de reduccién de carbono (PCR, Photosynthetic Carbon Reduction); o bien
una falla en el abastecimiento de ATP o NADPH al ciclo.

Varios estudios coinciden que cuando el RWC es bajo, el ciclo fotosintético de
reducciéon de carbono (PCR) no se ve afectado, por lo que la limitacion de RuBP se debe
principalmente a la disminucién en la sintesis de ATP y a las altas concentraciones que
se acumulan de Mg 2*. El comportamiento del ATP en células y tejidos estresados por
falta de agua ha sido estudiado por varios grupos de investigacién. Boyer y
colaboradores (Keck & Boyer, 1974; Boyer, et 3/.,1987) han concluido a 1o largo de dos
décadas que la sintesis de ATP es la principal limitante de la velocidad fotosintética
cuando los valores del RWC son bajos. La correlacion entre la disminucién del contenido
de ATP y la caida del RWC es muy fuerte y aparentemente lineal (Tezara, et a/, 1999),
sugiriendo una pérdida total de 1a sintesis de ATP cuando el RWC cae completamente.

Hay otras muchas consecuencias de |a falta de ATP en condiciones de estrés, como
la acumulacién de ciertos metabolitos, denominados “metabolitos de estrés”, entre los
cuales se encuentran aminodcidos, como glicina, serina, glutamato y prolina (Samaras
et al, 1995; Lawlor & Cornic, 2002). Lo mismo ocurre con la citrulina que es un
producto del metabolismo de 1a arginina, (Yokota, 2002). Sin embargo esta acumulaciéon
de aminodcidos, especialmente de prolina, tiene importantes ventajas, como la
proteccion de membranas y proteinas en contra del aumento de concentracién de iones
cuando el RWC disminuye.

17



Asi mismo se han reportado importantes cambios en la expresion de genes y sintesis
de proteinas (Bray, 2002). Cuando los valores del RWC son bajos, la cantidad de
muchas proteinas disminuye, probablemente debido a la represién de su sintesis o al
aumento de la demanda de proteinas, causado por una condicion adversa. En este
fendmeno también tiene gran importancia el incremento de la concentracién idnica. Esta
disminucién en la sintesis de algunas proteinas se debe en gran manera a la pérdida de
la actividad de importantes enzimas en las condiciones de sequia, como la sacarosa-
fosfato sintetasa (SPS) (Huber & Huber, 1996) y la nitrato reductasa (NR) (Kaiser y
Foster, 1989). De manera contraria, en estas condiciones de estrés hidrico, muchos
polipéptidos y proteinas se acumulan y en otras se induce su sintesis. Por ejemplo, las
dehidrinas se acumulan para proteger algunas funciones metabdlicas cuando el RWC es
bajo (Close, et a/,1993). Las acuaporinas son proteinas integrales de membranas
celulares que facilitan la difusién del agua y otras moléculas pequefias hacia dentro de
la célula y también se acumulan durante el estrés de agua. Algunas proteinas inducidas
por valores bajos de RWC son también inducidas por el acido abscisico (ABA) (Bray,
2002), por ejemplio RAB17, que forma parte del transporte de nucleoproteinas y ASR
(s714) la cual tiene un papel importante en el mantenimiento de la estructura de acidos

nucleicos.

E! hecho de que los valores bajos de RWC provoquen cambios en {a estructura de las
proteinas explica la importancia de las chaperonas moleculares, las cuales se acumulan
en periodos de estrés, incluyendo la sequia. El ATP es sumamente importante en las
funciones de las chaperonas moleculares. Lawlor en su Gltimo estudio (Lawlor, 2002)
sugiere que la disminucién del ATP a niveles bajos de RWC, desajusta la sintesis de
proteinas, debido a la inadecuada aportacién de energia, pero puede favorecer el
aumento en la sintesis de algunas proteinas como (as chaperonas moleculares. Los
diversos cambios que se presentan en las proteinas bajo condiciones de estrés se
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pueden relacionar con los efectos de las condiciones celulares alteradas que influyen en
la transcripcidn, traduccién y modificaciones post-traduccionales de las proteinas.

En este tipo de estrés se presenta gran actividad de cistein- proteasas al igual que
durante el envejecimiento. Algunos estudios corroboran que las proteasas que actuan
durante el envejecimiento y durante la sequia, a pesar de pertenecer a la familia de
cistein-proteasas, no son especificamente las mismas (Khanna Chopra; et /., 1999).
Estudios realizados con chicharo durante el envejecimiento, utilizando anticuerpos
contra papaina, detectaron proteasas de pesos moleculares de 57, 52 y 43 kDa
respectivamente, mientras que en las hojas sometidas a sequia se encontraron péptidos
con actividad de proteasa de 69 y 60 kDa respectivamente, que no se observan durante
el periodo de envejecimiento; es decir estas proteasas son especificas del estrés de

sequia.
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3.5.4. Estimulo exdégeno con fitohormonas.

Entre las hormonas vegetales de mayor importancia se encuentran las auxinas.
Auxina es un término genérico que representa una clase de compuestos los cuales se
han caracterizado por su accidn en numerosos eventos fisiolégicos en los sistemas de
las plantas. Algunos de los eventos en los que las auxinas se ven involucradas se
enumeran a continuacién: elongacién celular, fototropismo, geotrofismo, iniciacién de
las raices, produccién de etileno, desarrollo de los frutos entre otros. Las auxinas son
sustancias acidas con un ntcleo insaturado y sus derivados. Entre las auxinas naturales
mds importantes se encuentran el acido indolbutirico, el acido indolacético y el acido
naftilacético Otras sustancias que tienen efectos similares a las auxinas en las plantas
son las giberelinas, las citoquininas, el etileno y el acido abscisico (Esquema 4).

OH
CHl
{ o
N
1
H
Auxinas
H— N—CH.;H—{ i
:l
k \\
Citoquininas Giberelinas

Esquema 4. Estructura general de algunas hormonas vegetales.
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Algunos estudios han cobrado importancia por el hecho de analizar el efecto de la
aplicacién de auxinas exdgenas sobre la expresiéon y actividad de Rubisco y Rubisco
activasa.

Como primer premisa de los estudios que involucran el efecto de las auxinas sobre la
expresion de Rubisco activasa, en nuestro laboratorio se han aistado varias clonas de
Rubisco activasa (RCA) de una biblioteca de .DNA de hoja de maiz (Ayala Ochoa, et al.
1998). Aunque todas las clonas codifican para péptidos idénticos, muestran dos tipos
diferentes de regiones 3° UTR (extremo 3° no traducible). Algunas presentan regiones
3’ UTR corta y otras extremos 3° UTR larga. Tanto las clonas con regién 3° UTR corta
como las que tienen cola farga muestran elementos DST (elementos de deses-
tabilizacion). Estos elementos han sido identificados como una regién conservada en las
regiones 3° UTR de los transcritos inestables SAUR (small auxin-up RNA), (Newman, et
al 1993). De esta manera probablemente estos transcritos pueden ser estabilizados por
el efecto de auxinas.

Otros estudios importantes se han realizado en arroz, para analizar el papel de el
acido giberélico y su relacion con Rubisco y Rubisco activasa. Komatsu y colaboradores
(Komatsu, et al. 1996), detectaron e identificaron a una proteina capaz de unirse a
giberelinas marcadas con tritio ([°’H] GA;) en extractos de hojas de arroz. Esta proteina
posee un peso molecular relativo de 47 kDa y un punto isoeléctrico de S.1.

Una vez que detectaron la proteina de unién a giberelinas, fue separada de las otras
contenidas en el extracto mediante electroforesis de doble dimensién y transferidas a
una membrana de PVDF, de donde mediante una degradacién de Edman se obtuvo la
secuencia de 22 aminodacidos del extremo aminoterminal, para después someteria a
protedlisis utilizando S. aureus V8 proteasa con lo que se determind la secuencia interna
de aminoacidos, obteniendo en tal experimento una secuencia de 54 aminodcidos.
Mediante una blsqueda de secuencias homdlogas, se encontrd que la proteina de unién
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a giberelinas era homdloga a Rubisco activasa de cebada, espinaca, Arabidopsis y
Chlamydormonas. Asi mismo |a proteina de unidn a giberelinas fue detectada
inmunolégicamente, mediante una reaccién con anticuerpos contra los dos polipéptidos
de Rubisco activasa en espinaca. A pesar de que el péptido de 47 kDa es el que muestra
especifica union a giberelinas, en los extractos de las hojas de arroz se detecta un
segundo polipéptido de 43 kDa.

Mas tarde Roh y colaboradores (Roh, K.S., et a/, 2001) realizaron algunos estudios en
los que se involucraba la aplicacion de giberelinas (GA3;) de manera exdgena para
analizar su efecto en la activacién de Rubisco en hojas de soya. Primeramente se
analizé el efecto de varias concentraciones de GAi; en la actividad de Rubisco,
resultando la concentracion 6ptima de GAsz de 0.1 pM. La actividad de Rubisco en las
hojas que fueron tratadas con giberelinas, se presenté satisfactoriamente aumentada
con respecto a las plantas control, el contenido de Rubisco presentd el mismo
comportamiento, ambas subunidades (LS y SS) aumentaron su expresion con respecto a
las hojas controi. Estos resultaros sugieren que la cantidad de Rubisco estd
directamente relacionada con la actividad de la enzima (Downton, ef 3/, 1980), asi
mismo que la actividad y el contenido de esta enzima estidn directamente relacionadas
con la concentracion de GAs. De igual manera estos autores suponen gque la activaciéon e
induccién de Rubisco probablemente sea causado por GAs. El control hormonal de los
niveles de la enzima es regulado en cierta manera por la velocidad de transcripcién de
los genes. GA3 puede controlar la actividad de la enzima y la induccion de la
transcripcion de los genes. Berry et a/., 1985 ha sugerido que la regulacién
transcripcional juega un papel importante en la expresién de 10s genes de las
subunidades grande y pequefia de Rubisco. En este estudio los efectos de estimulacién
de la activacién de Rubisco por GA;, parece estar causado por la expresién de los genes
de Rubisco a nivel de la transcripcién. Un aumento en la actividad de fa enzima esta
precedido por un incremento en los RNA,, especificos (Beld, et a/, 1989). El hecho de
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que GAj3 controle la sintesis de Rubisco es una evidencia directa de la accién de GAs en
un nivel bioguimico.

Asi mismo se asumié que los efectos de GA; en Rubisco estaban relacionados con
Rubisco activasa, por lo que la purificaron y determinaron su actividad y contenido, en
respuesta a la aplicacion de GAi. De esta manera al medir la actividad de Rubisco
activasa en funcién de su capacidad para producir ADP en presencia de ATP (Robinson
& Portis, 1989), se obtuvo que después del tratamiento con GAz 0.1 uM, la capacidad de
ATP,asa de Rubisco activasa era mucho mayor con respecto a las hojas control, y lo
mismo ocurria con el contenido total de la proteina. De esta manera se puede decir que
el incremento en la cantidad y actividad de Rubisco, causado por GAi3, puede ser debido
al incremento en Rubisco activasa.

3. 6 Chaperonas moleculares.

En 1973 Anfinsen informé sobre la capacidad que tiene la ribonucleasa de
renaturalizarse /7 vitro. Como consecuencia, se establecié una hipdtesis que postula que
la secuencia de aminoacidos contiene la informacién necesaria para que las proteinas se
estructuren por si mismas y alcancen la conformacién funcional. Esto probablemente se
cumpla con proteinas pequefias, sin embargo, cuando las proteinas son mas complejas,
la (s) estructura(s) funcional(es) es sdlo una de las muchas que puede adoptar una
cadena de péptidos, de tal manera que también pueden producirse estructuras no
funcionales. Han aparecido reportes (Ellis & van der Vies, 1991) donde se sefiala que {a
estructuracién y ensamblaje de algunas proteinas se realiza con ayuda de un grupo muy
particular de proteinas a las cuales se les ha denominado chaperonas moleculares.

El nombre de chaperonas moleculares fue propuesto por Laskey en 1978. Este

investigador utilizé este término para describir las propiedades de la nucleoplasmina;
una proteina nuclear acida que se requiere para el correcto ensamble de los
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nucleosomas en huevos de Xenopus. Posteriormente se utilizé dicho término para
describir las propiedades de una proteina carboxilasa de la Rubisco.

El término de chaperona molecular es una definicion funcional que se_aplica a un
grupo muy heterogéneo de proteinas que tienen ta capacidad de unirse temporaimente
a proteinas parcialmente estructuradas y evitan que se formen otras estructuras que
pueden ser energéticamente mas favorables, pero que carecen de actividad biolégica.
La temporalidad de la interaccion gque establecen las chaperonas radica en que no
forman parte de la estructura funcional de las proteinas a las cuales se unen. La
mayoria de las chaperonas moleculares se encuentran ampliamente distribuidas y en
grandes cantidades en los organismos vivos (Ellis & van der Vies, 1991).

Como caracteristica general, las cadenas polipeptidicas de las chaperonas moleculares
presentan dos segmentos: uno con actividad ATPasa y otro con actividad de unién a
péptidos. Por otra parte, no se conoce con exactitud el mecanismo que permite a las
chaperonas moleculares llevar a cabo las funciones antes mencionadas. Sin embargo, al
parecer, pueden reconocer ciertos dominios presentes en muchas proteinas, los cuales
quedan expuestos cuando las proteinas son parcialmente desnaturalizadas y la unién de
las chaperonas hace menos probables otras alternativas de ensamblaje.

Las chaperonas moleculares participan en procesos en los cuales es necesario que las
proteinas adquieran o recuperen la estructura funcional; dichos procesos abarcan la
sintesis y el transporte de las proteinas, la formacién de complejos en la biogénesis de
organelos y la tolerancia y / 0 recuperacion de los dafios causados por diferentes tipos
de estrés. Algunas chaperonas moleculares se expresan constitutivamente, pero muchas
de ellas son inducidas, como las proteinas del choque térmico (Hsp) (Sun, et a/, 2002).
En los eucariotes existen diferentes clases de chaperonas moleculares, como las
proteinas Hsp 100/Clp, Hsp90, Hsp70, Hsp60/chaperoninas, calnexina, nucleoplasmina,
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y co-chaperonas como la Hsp40/ Dnal, GrpE, y Cpn60, las cuales son proteinas
accesorias que median la actividad de chaperonas especificas (Boston, et a/., 1996).

Se sabe que las chaperonas moleculares cumplen su funciéon formando grandes
complejos constituidos por dos o mas tipos de subunidades (Sigler et a/, 1998) y que
el mantenimiento de una relacién adecuada entre los monémeros puede ser importante
para su accion de chaperonas. Por ejemplo, las Hsps de plantas y otros organismos,
estan formadas por homo-oligdmeros con 12 subunidades, con masas moleculares
aparentes de 200 a- 350 kDa (Sun, et a3/, 2002), las chaperoninas, poseen una
estructura general de un gran cilindro (800-1000 kDa), formado por dos anillos
superpuestos, en particular, los anillos de la chaperonina citosdlica eucaridtica (CCT),
estan constituidos por ocho subunidades diferentes. Estos arreglos estructurales
favorecen la union e hidrdlisis del ATP, para permitir importantes cambios
conformacionales y reconstituir asi, a las proteinas dafiadas (Valpuesta, et a/. 2002).

Se ha propuesto que las chaperonas no actuan solas. Langer et al. (1992) usando
rodanasa de mitocondria de bovinos desnaturalizada observaron que el tratamiento con
Dna k,Dna J, Grp E, Gro EL y Gro ES era capaz de inducir una recuperacion importante
de la actividad.

Se han realizado algunos experimentos /i vitro para reconstituir a Rubisco
desnaturalizada por aigunas chaperonas como la groEl, hsp60 de mitocondria de
tevadura y la subunidad de unién a Rubisco de cloroplasto, junto con la chaperonina-10
de E£.cofi (groES), en donde se demostré qQue el mecanismo de las chaperonas,
dependiente de ATP se lleva a cabo con la ayuda de las chaperoninas.
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La reconstitucion de la actividad de Rubisco facilitada por chaperoninas se lleva a
cabo en dos pasos: un paso de plegamiento, seguido por el ensamble de dos
mondémeros cataliticamente inactivos para formar un dimero cataliticamente activo.
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4. HIPOTESIS.

Puesto que la Rubisco activasa es una chaperona molecular que coadyuva a proteger
a Rubisco en las plantas, se postula que el contenido y/o la relacién de los péptidos
de Rubisco activasa en maiz son regulados por efectores hormonales y/o
ambientales. Por tanto, al someter a las plantas a diferentes tipos de estrés o a
estimulos hormonales, la expresion y/o contenido de uno o de los dos péptidos de
Rubisco activasa pudiera presentar cambios notorios y reversibles.
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S. OBJETIVOS.
S.210BJETIVO GENERAL.

Determinar el efecto de algunos factores bioquimicos y ambientales sobre la
expresion de los péptidos de Rubisco activasa en plantas de maiz (Zea mays, L).

5.2 Objetivos Particulares.
Observar el efecto sobre el contenido y relacién de las dos isoformas que
presenta Rubisco activasa al someterlas a dos tipos de estrés ambiental

(disminucién de la luz y sequia).

Analizar el efecto del &cido indolacético (auxina) exdégeno en los niveles de
Rubisco activasa en las plantulas de maiz.

Relacionar estos efectos con su posible relevancia en la funcién de Rubisco
activasa como chaperona molecular.

28




MATERIALES ¥ METODOS

6. MATERIALES Y METODOS.

6.1 Material Bioldgico.

tos experimentos fueron realizados con plantulas de maiz (Zea mays L Var.
Chalguefio), sembradas en tierra en recipientes de plastico, cultivadas en el invernadero
a una temperatura de 25° C +/- 2° y bajo un fotoperiodo de 12 horas luz/12 horas
oscuridad. El andlisis de las mismas consistié en seguir el desarrollo de Ia segunda,
tercera y cuarta hoja en las etapas de desarrollo (etapa 4 a etapa 7), que se han
definido en el laboratorio con anterioridad, de acuerdo at nimero de hojas expuestas,
(Loza- Tavera, et al. 1990) y que se presentan en el esquema 5

Una vez que fueron colectadas las hojas de las plantulas, inmediatamente fueron
congeladas con nitrégeno liquido y en el caso de no ser utilizadas de inmediato, fueron
almacenadas a ~70° C.

6.2 Experimentos de estrés con plantulas.
6.2.1. Lote Control.

Las plantulas control fueron cultivadas en el invernadero (temperatura 25° C +/- 2 °C,
intensidad de luz: 120 pmol de fotén s m'2) y regadas diarlamente por las maiianas.
Se tomo la 23, 32 y 43 hoja de cada etapa a lo largo del desarrollo de la ptantula
(Esquema 5).

6.2.2 Lote de plantulas sometidas a estrés de luz.

Las plantulas se mantuvieron en condiciones de agua y luz (120 umol de fotén s m?),
al igual que las plantulas control, desde el momento de la siembra y hasta que la
mayoria alcanzé la etapa 4 (esquema 5), después fueron trasladadas a una zona dentro
del mismo invernadero en donde la intensidad de luz se encontraba disminuida a razén
de 2.85 umol de fotén s m2 (Aparato LI-COR Quantum/Radiometer/Photometer LI-
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189). A medida que los dias del estrés transcurrian, se tomaron muestras de la 23, 33, y
42 hoja hasta llegar a la etapa 6 del desarrolio.

6.2.3. Lote de plantulas sometidas estrés de agua.

Las plantulas fueron regadas de igual manera que el lote de plantulas control desde el
momento de la siembra hasta que la mayoria alcanzé la etapa 4 (esquema 5), después
se suspendié el riego por completo y conforme transcurrian los dias del estrés se
tomaron muestras de la 23, 33 y 43 hoja hasta alcanzar los 10 dias de estrés, tiempo
en el que las plantas se observaban ya bastante marchitas.

6.3 Tratamiento con auxinas (Acido indolacético, AIA).
Lote de plantulas tratado con AIA 100 uM

Desde el momento en el que las semillas fueron sembradas, la tierra fue regada
con una solucién de acido Indolacético 100 uM (Brock & Kaufman 1988). Cada tercer
dia se regaron los cultivos con dicha solucién, una vez que las pldntulas alcanzaron la
etapa 2 (esquema 5), las hojas se asperjaron con la solucion de AIA de manera
simultanea al riego diario. Asi se procedié a lo largo de todas las etapas de desarrolio y
hasta que se obtuvieron todas las muestras requeridas.
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Esquema 5. Etapas det desarrolio de las plintulas de maiz, usadas para el andlisis de
la expresion de Rubiso activasa, a lo largo de las etapas y en diferentes condiciones de
estrés y estimulos exégenos. 12 etapa: se observa la primera hoja , pero no tiene aun la
ligula expuesta; la segunda hoja se encuentra enrrollada. 22 etapa: la primera hoja muestra
la ligula, pero no se encuentra totalmente expuesta, |a segunda hoja se encuentra enrollada
en la base pero abierta en la punta. 32 etapa: la primera hoja presenta la ligula expuesta,
mientras que en la segunda hoja, la ligula se encuentra al nivel de la primera, pero no se
encuentra expuesta; se puede observar la punta de la tercera hoja. 42 etapa: la primera y la
segunda hojas presentan la ligula expuesta, la tercera hoja se encentra expandida casi a la
mitad; se puede observar la punta de la cuarta hoja. 52 etapa: la primera y la segunda hojas
presentan la ligula expuesta, la tercera hoja se encuentra casi totalmente expandida, pero la
ligula no se encuentra expuesta, la cuarta hoja se encuentra expandida a |a mitad. 62 etapa:
la primera, segunda y tercera hojas muestran signos de envejecimiento en la punta. 72
etapa: de la primera a la cuarta hojas presentan la ligula expuesta, la quinta hoja se
encuentra expandida casi completamente, la sexta hoja muestra la punta; la primera hoja se
encuentra totalmente seca, la segunda hoja muestra signos de envejecimiento en la punta.
(Loza-Tavera et a/.,1990)
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6.4 Métodos.
6.4.1Determinacién del grado de sequia. (Ibarra C, ef &/ 1988; Barr, H.D. &
Weatheriey,P.E. 1962).

Transcurridos cinco dias a partir de que las plantas dejaron de ser regadas, se
colectaron tres plantas que se encontraban en la etapa seis y de cada una se tomé la
23, 32 y 42 hoja. Con unas tijeras se cortaron segmentos de 2 cm de largo (dos por
cada hoja), a los cuales se les determind peso fresco PF, posteriormente estos
segmentos fueron colocados en viales con suficiente agua destilada de tal manera gue
quedaran completamente sumergidas y se mantuvieron en agitacién durante 7 horas
perfectamente bien cerrados y protegidos de la luz con papel aluminio, una vez
transcurrido el tiempo indicado, las hojas se sacaron de los viales y se secaron
superficialmente con un papel absorbente para después pesarse y obtener asi el peso
de saturacion Psat. Posteriormente las hojas se secaron en un horno de vacio a 60°C
durante 36 horas o bien hasta obtener peso constante, este valor corresponde al peso
seco Pseco; con los datos obtenidos y la siguiente férmula se obtuvo el contenido
relativo de agua RWC:

RWC % = = X 100
Psat — Pseco

6.4.2 Extraccién de proteinas.

Se tomé 1g de tejido de cada muestra representativa, fueron maceradas
perfectamente con nitrégeno liquido hasta obtener un polvo fino, inmediatamente se
agregé amortiguador de extraccién compuesto por: 100 mM Tricina-NaOH pH 8.1,
10mM MgCi,.6H,0, 10mM NaHCO;, SmM EDTA, 1mM benzamidina, 1mM PMSF, 10 mM
DTT. Se utilizé una relacién de 1.5 mL de amortiguador de extraccién por gramo de
tejido, se homogenizé muy bien el extracto para después someterio a centrifugacién a
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14000 rpm durante 10 minutos para descartar todas las membranas y tejido no
utilizable y aprovechar las proteinas suspendidas en el sobrenadante.

6.4.3 Cuantificacién de Proteinas (Bradford, 1976).

El ensayo de cuantificacion de proteinas estd basado en el cambio de color del
colorante Coomassie brillant blue G-250 en respuesta a diferentes concentraciones de
proteina. El colorante se une primariamente a residuos de aminoacidos bdsicos
(especialmente arginina) y a residuos aromaticos. El ensayo es de gran utilidad para
cuantificar proteinas y polipéptidos con masas moleculares mayores de 3000-5000,
dependiendo de los grupos cargados. Muchos detergentes y soluciones amortiguadoras
basicas pueden interferir en el ensayo. Las lecturas de la reaccidon colorimétrica se
llevaron a cabo a 595 nm.

A partir del sobrenadante de los extractos crudos de cada muestra se tomd una
alicuota de 4 pL que se hizo reaccionar con el reactivo de Bradford, la lectura de
absorbancia fue extrapolada a una curva patron realizada con BSA (albumina sérica
bovina) que se muestra en el esquema 6 para asi obtener los pg/ulL de proteina total en

cada extracto.

Curva patrén. Alb sérica |
c de p ins por P
a 595 nm.
1.2 — —
ul de BSA C de ]
1 [img/mL] proteina
_n@/ub
g o8 - 3 3 0.2924
£ oe 5 S 0.3748
§ Z ? 0.4384
< 0.4 10 10 0.740S
- is is 0.96327
0.2
]
o 5 10 15 20
no/ut
Esquema 6. Curva patrén. Alb | sérica L] img/mi.
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6.4.4 Electroforesis en Gel de Poliacrilamida Desnaturalizante (SDS-PAGE)
(Laemmli, 1970)

El andlisis de proteinas en geles de poliacrilamida es una técnica muy util ya que
permite observar las proteinas presentes en un extracto celular como bandas discretas
separadas en un soporte sélido de acuerdo a su peso molecular. Este método se basa
en las propiedades de las proteinas de poseer una carga y una masa y por tanto
desplazarse a través de una corriente eléctrica. Esta técnica permite con base en la
comparacién de las bandas de proteina con marcadores de peso molecular conocido,
determinar el tamafio aproximado de las proteinas de interés.

Para determinar los cambios en las concentraciones de Rubisco activasa en extractos
crudos de las muestras de plantulas, se utilizaron 15 ng de proteina total determinada
por el método de Bradford. Cada extracto fue sometido a electroforesis desnaturalizante
en geles al 10% de acrilamida aplicando una corriente de 20 mA.

6.4.5 Western Blot.

Las muestras de proteina fueron transferidas en membranas de nitrocelulosa
(Millipore) aplicando una corriente de 1.5 mA/cm? por 1.5 horas utilizando un aparato
de transferencia semiseco (LKB, Bromma, Suecia). Una vez que las proteinas fueron
transferidas, las membranas fueron procesadas de acuerdo a un método similar ai
reportado por Ferreira & Shaw (1989) y adaptado en nuestro laboratorio (Sanchez de
Jiménez E. et a3/ 1995). Las membranas se probaron frente un anticuerpo contra
Rubisco activasa de espinaca diluido 1:8000 (Anticuerpos obtenidos por el Dr. Eleazar
Martinez Barajas, UNAM, Facultad de Quimica). Para el revelado se utilizé un segundo
anticuerpo acoplado a peroxidasa (Sigma), diluido 1:4000. La reaccién fue visualizada
por fluorescencia (Sistema ECL, Amersham).
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6.4.6 Densitometria.

Una vez reveladas las placas de los correspondientes Western Blot, se realizé la
densitometria de cada una de ellas en el programa Quantity one de Bio Rad " para
determinar por medio de unidades de densidad éptica por milimetro cuadrado
(Odu/mm?) la cantidad de cada isoforma de Rubisco activasa en todas las muestras de
las plantulas.

6.4.7 Man€jo de datos.
Es importante aclarar que las densitometrias fueron realizadas directamente de las
peliculas reveladas y no de las imagenes que fueron escaneadas de las mismas.

Para cada lote se realizé una serie de graficas par poder visualizar el comportamiento
de Rubisco activasa en cada muestra. Primeramente una grafica que representa los
valores obtenidos en la densitometria para cada isoforma (43 y 41 KDa), expresados en
unidades de densidad Sptica por milimetro cuadrado (Odu/mm?), asi se realizé con cada
muestra que se obtuvo a lo largo del desarrollo de cada lote plantado. Una segunda
gréfica representa los valores totales de Rubisco activasa, es decir se presentan los
valores en Odu/mm?* de la suma de las cantidades detectadas de ambas isoformas (43
+ 41 kDa); por Gltimo, una grifica donde se presentan los valores de la relacién entre
ambas isoformas (43 kDa / 41 kDa) para evaluar en que momento se da un cambio en
la relacién.

Las escalas de las graficas para los lotes sometidos a los diferentes tipos de estrés y
para el lote tratado con auxinas fueron ajustadas de acuerdo a los valores maximos
obtenidos para el lote control, de tal manera que en el momento del andlisis de los
resultados las gréficas puedan ser perfectamente comparables, tomando como
referencia el lote control.
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Z.RESULTADOS.

7.1. Efecto de una baja intensidad luminosa y Ia sequia en ia expresién de
Rubisco Activasa.

Los resultados que a continuacidon se presentan muestran el efecto a nivel de
expresion de Rubisco activasa al someter a plantas de maiz a dos tipos de estreses
ambientales: intensidad luminosa de 2.85 umol de fotén s m? y sequia o privacion
total de agfja.

El efecto sobre la expresion de Rubisco activasa, fue medido en términos de densidad
Aptica que refleja la cantidad de proteina detectada por el anticuerpo contra Rubisco
activasa de espinaca en cada muestra correspondiente a los diferentes estreses. Es
importante conocer qué ocurre con la expresién de esta proteina mientras la planta se
encuentra en condiciones de estrés para poder explicar como se regula I1a expresién de
la proteina o bien saber la respuesta de 1a planta a tales condiciones adversas. De esta
manera se hace especial énfasis en la cantidad de las dos isoformas presentes en cada
muestra y la manera en la que va cambiando la relacién entre éstas a lo largo del
tiempo y conforme se intensifica el estrés. De la misma manera se sefialardn los
cambios fisicos que presentan las plantulas a lo largo de cada estrés asi como el aspecto
de las plantulas de el lote control.

7.1.1 Lote de Plantulas Control

Estas plantulas desde el momento de la siembra y hasta la recolecta de la dltima
muestra, se mantuvieron en condiciones normales de invernadero (temperatura 25° C
+/- 2 © C, intensidad de luz: 120 umot de fotén s m2) y fueron regadas diariamente.
Conforme el tiempo transcurria y las plantulas crecian, se mantuvieron en perfectas

36



RESULTADOS

condiciones, erguidas y con una coloracién verde durante todo el desarrolio. A medida
que las plantulas se desarrollaban, la primera y segunda hoja, se comenzaron a
observar secas, y al Hegar a la etapa nimero 7, principalmente la primera hoja se
encontraba completamente deshidratada; no obstante, la apariencia de las plantas era
saludable como lo podemos apreciar en la figura No. 1.

En cuanto a los extractos y a la cantidad detectada de Rubisco activasa (figura 2 A)
se puede observar que en todas las hojas analizadas a lo largo de las etapas se
presenta el siguiente fenémeno: en etapas tempranas se aprecian las dos isoformas
(43 y 41 kDa) y conforme las etapas avanzan se encuentra mayoritariamente la
isoforma de 41 kDa, mientras que la isoforma mayor tiende a disminuir, pero no
desaparece por completo. Por ejemplo en la etapa 4 de la hoja 2 se aprecian las dos
isoformas y la diferencia entre ellas no es tan marcada, en cambio en la etapa 6 hoja 2
(15 dias después de la siembra) la isoforma de 43 kDa se encuentra presente pero en
cantidades minimas con respecto a la isoforma de 41 kDa. Este fenémeno se observa
mas claramente en la hoja 2 a lo largo de las etapas, puesto que es la segunda hoja
que emerge y por lo tanto es la que tiene mayor tiempo expuesta al llegar a las etapas
mayores. No obstante en la grafica de la densitometria (figura 2B) se puede observar el
mismo efecto en las demdas hojas, sélo que no tan marcado como en la segunda hoja.
Esto se reafirma al observar la grifica que ilustra la relacién entre las isoformas (figura
3B), donde la relacién entre éstas en la etapa 4 para las hojas 2 y 3 es mayor a 1, lo
que quiere decir que predomina la isoforma de 43 kDa y a medida que las etapas
avanzan este fenémeno se observa de manera semejante en cada hoja y la isoforma de
41 kDa incrementa su expresién y por tanto provoca que los valores de esta relacién se
inviertan y sean menores a 1 (0.6-0.8). Por otro lado en la etapa S en las tres hojas (2,
3 y 4) la isoforma de 43 kDa alcanza la mayor cantidad (figura 2B), y por lo
consiguiente el valor de la relacion es mayor (1-1.2; figura 3B). Sin embargo en etapas
mas avanzadas al alcanzar la etapa 6 en las mismas hojas, |1a isoforma de 43 kDa
disminuye notablemente y la isoforma de 41 kDa incrementa su expresién y como ya se
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dijo antes, esto es mas notorio en la hoja 2, ya que en esa etapa la hoja 2 es la mas

vieja.

En cuanto a la cantidad total de Rubisco activasa (figura 3 A) en estas plantulas, es
mayor conforme la hoja es mas joven, es decir se alcanzan los maximos niveles (160
Odu/mm?) en la cuarta hoja en la etapa 6, en tanto que en las hojas tempranas (2 y
3), en la misma etapa, la cantidad de Rubisco Activasa sélo alcanza valores 100-130
Odu/mmZ2, El mismo fenémeno se presenta a lo largo de las etapas es decir, en las
primeras (Etapa 4), la cantidad total de Rubisco activasa es mayor que la que se detecta
al final del muestreo en la 23 ,33, 42 hojas, en las ultima etapas, aunque cabe decir que
esta disminucién no es tan severa, ya que la disminucion en la expresion de la isoforma
de 43 kDa se ve compensada con el aumento de la isoforma de 41 kDa. (figura 3A y
3B). En resumen, la cantidad de proteina total de Rubisco activasa, asi como la retacién
entre sus isoformas (43/41 kDa), cambia como consecuencia del desarrollo en las
plantas de maiz.
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Plantulas Control

Figura 1. Aspecto fisico de las plantulas crecidas en condiciones control., en
el invernadero, temperatura:25°C (+-2°C) ; intensidad de la luz: 120 umol
de foton s?! m-2 y riego diario. Al final del ensayo todas las plantulas
alcianzaron fa etapa 7, se encontraban perfectamente erguidas y con buena
coloracién.
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Pléntulas Control
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Figura 2. Plantulas crecidas en invernadero en condiciones control, muestras
tomadas durante las etapas de desarrollio de la plantula (Etapa 4- Etapa 7; hojas
2,3 y 4). A) Western Blot de extractos proteicos de cada una de las muestras, 15
ng de proteina total en cada carril; B) Densitometria de la cantidad detectada de
Rubisco activasa ( isoformas 41 y 43 kDa) en cada muestra.
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Plantulas Control.
Rubisco activasa total y Relacién entre isoformas 43/41 kDa
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Figura 3. Plantulas crecidas en invernadero. Temperatura: 25°C (+-2°C);
Intensidad de Luz.: 120 umol de fotén s! m?2 . Lote Control A.
Densitometria de la cantidad total de Rubisco activasa (41kDa + 43 kDa)
detectada en cada muestra. B. Relacién entre isoformas 43kDa/41 kDa
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7.1.2 Plantulas crecidas en baja intensidad luminosa.

Desde el momento de la siembra y hasta que las plantulas alcanzaron ia etapa 4, se
mantuvieron en las mismas condiciones de riego, luz y temperatura que para las
plantulas control; para después trastadar un lote de plantulas a un lugar dentro de!
invernadero en donde la intensidad de luz se hallaba disminuida a razén de 2.85 umol
de fotén s' m™2. Fisicamente las plantulas se observaban acloréticas debido a la poca luz
recibida y conforme el tiempo pasaba las plantulas se observaban alargadas y en
direccién hacia donde percibian un poco de luz. Al final del experimento la mayoria de
las plantas se observaban completamente decaidas (figura 4). A pesar de que el riego
para estas plantulas fue normal, al final del desarrollo no lograron alcanzar el tamafio
de las plantulas control, de hecho, pocas plantulas llegaron a la etapa 7 , es decir en
muchas de ellas ya no hubo desarrolio y ia 52 hoja no emergié jamas y por lo tanto no
se presentan datos de estas plantulas en la etapa 7.

En cuanto a la expresion de la proteina en el Western blot (figura 5 A), se aprecian
cantidades iguales de cada isoforma a lo largo del desarrollo, presentiandose en todo
tiempo mayoritariamente la isoforma de 43 kDa; en general la cantidad total de Rubisco
activasa se encuentra notablemente disminuida con respecto a las cantidades
presentadas en las plantulas contro! (figura S A, y 6 A; Nota: a pesar de que en la
fotografia se aprecian cantidades semejantes de Rubisco activasa en las plantulas
control y en las que crecieron bajo la sombra; la densitometria se realizé directamente
de las peliculas reveladas y no de las fotos de las mismas, de tal manera que en las
peliculas reveladas se detectaron valores disminuidos de Rubisco activasa en estas
muestras, con respecto a las muestras de las plantulas control).

En las plantulas crecidas en sombra sélo se alcanzan valores de 30-50 Odu/mm?, en
contraste con la cantidad detectada en las plantulas control que va desde 100 hasta 160
Odu/mm? (figura 6A; valores estandarizados con respecto a las plantulas control). En
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las primeras muestras (Etapa 4, Hoja 2 y 3) es donde se presentan los niveles maximos
de la isoforma de 41 kDa (figura 5B); ya que en el momento de la recoleccién de
dichas muestras las plantulas llevaban pocos dias de ser sometidas a las condiciones
con poca luz. En iIa figura 6B se pueden apreciar que los valores de la relacién entre las
dos isoformas se mantienen muy por arriba de la unidad, lo que nos explica que en todo
tiempo se encuentra mayoritariamente la isoforma de 43 kDa, tanto en etapas
tempranas, como en las mas avanzadas. En resumen podemos decir que cuando las
plantulas de maiz crecen por un periodo prolongado en condiciones de baja intensidad
luminosa, se expresa mayoritariamente, la isoforma de 43 kDa y no se favorece la
aparicidn de la isoforma de 41 kDa.
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Plantulas crecidas en baja intensidad luminosa.

Figura 4. Aspecto fisico de las plantulas crecidas en el invernadero en
condiciones de baja intensidad de luz. Temperatura:25°C (+-2°C) ;
intensidad de luz: 2.85 umol de fotén s-! m-2 y riego diario. Al final del
ensayo las plantulas sélo alcanzaron la etapa 6, se observaban decaidas y
presentaron una coloracién aclorética.
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Plantulas crecidas en Baja intensidad luminosa.
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Figura 5. Plantulas crecidas en invernadero a baja intensidad de luz 2.85 mmol
de fotén s'm2. Muestras tomadas durante las etapas de desarrolio de la plantula
(Etapa 4 - Etapa 6; hojas 2,3 y 4). A) Western Biot de extractos proteicos de cada
una de las muestras, 15 ug de proteina total en cada carril; B) Densitometria de
la cantidad detectada de Rubisco activasa (isoformas 41 y 43 KDa) en cada
muestra.
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Plantulas Crecidas en baja intensidad luminosa.
Rubisco activasa total y Relacién entre isoformas 43/41 kDa
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Figura 6. Plantulas crecidas en invernadero a baja intensidad de luz.
Temperatura: 25°C (+-2°C); Intensidad de Luz: 2.85 pmol de fotén st m2 |
A. Densitometria de la cantidad total de Rubisco activasa (41kDa + 43 kDa)
detectada en cada muestra. B. Relacién entre isoformas 43kDa/41 kDa
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7.1.3 Plantulas sometidas a Sequia.

Desde el momento de la siembra y hasta que las plantulas alcanzaron la etapa 4
fueron regadas diariamente. Mas 0 menos 10 dias después de la siembra (etapa 4) las
plantulas fueron privadas definitivamente del agua.

Conforme el estrés transcurria se recolectaron muestras, aunque fueron pocas, debido
a que soélo algunas siguieron creciendo y como el tejido se encontraba deshidratado,
dificimente se pudieron obtener cantidades suficientes de cada hoja para realizar
extractos de todas las hojas en cada etapa.

A medida que avanzaba el tiempo del estrés, las plantulas iban perdiendo turgencia y
coloracion, primeramente las hojas 2 y 3 empezaron a observarse secas, y cOomo ya se
menciond antes , las plantulas ya no siguieron creciendo y por lo tanto sélo alcanzaron
las etapas 5 y 6 (figura 7). Al final del ensayo las hojas se apreciaban completamente
deshidratadas y con una coloracién verde seco.

Un fendmeno muy importante que se observé en estas pldantulas sometidas a sequia
extrema que podemos visualizar en el West