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ADP: Adenosina difosfato 

AJA: Ácido indolacético 

ATP : Adenosina trifosfato 

ABREVIATURAS. 

cDNA: Ácido desoxirribonucleico complementario 

DTT: Ditiotreito1 

EDTA: Etilen diamino tetracético 

GA3 : Ácido giberélico 

Hsp: proteínas del choque térmico (Heat Shock Protein) 

kDa: kilo daltones 

mA: mili amperes 

NADPH: Nicotinamida adenina dinucleótido reducido 

Odu/mm2
: Unidad de Densidad óptica por milímetro cuadrado 

PMSF: Fenil-metano sulfonil fluoruro 

RNAm : Ácido 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 pollacrilamida desnaturalizante 

3' UTR: región no traducible 3' (Untranslated Region) 

ABREVIATURAS 



RESUMEN 

1.RESUM EN. 

Rubisco activasa es una proteína cloroplástica, que en el maíz está constituida por dos 
péptidos de 43 y 41 kDa, respectivamente. Se ha estudiado a Rubisco activasa como una 
proteína que es capaz de activar a Rubisco mediante la remoción de azúcares fosfatados 
como RuBP, para restaurar el sitio activo, además de llevar a cabo la hidrólisis del ATP. Se 
ha observado que esta proteína comparte importantes características con las chaperonas 
moleculares, ya que es capaz de regenerar a Rubisco desnaturalizada in vivo, y en 
condiciones de estrés térmico se asocia fuertemente a las membranas tilacoidales, 
probablemente para reestructurar otras proteínas ubicadas en ese compartimiento celular. 

Con el fin de conocer más acerca de la función de Rubisco activasa como chaperona 
molecular, en el presente proyecto se sometieron a plantas de maíz a dos tipos de estrés 
ambiental: la sequía y una baja intensidad luminosa con el fin de determinar 
su efecto en la expresión de los dos péptidos de Rubisco activasa, de manera individual y en 
la relación entre ambos a lo largo del desarrollo de la plántula. Otros experimentos 
consistieron en someter a plántulas de maíz, a un estímulo exógeno con auxlnas (ácido 
indolacético), durante las distintas etapas de su desarrollo. De igual manera que en los 
experimentos de estrés ambiental, se determinó el efecto de esta fitohormona a nivel de 
expresión de Rubisco activasa, partiendo del hecho que el RNA mensajero que codifica para 
Rubisco activasa de maíz presenta secuencias regulables por auxinas. 

Se observó que tanto en el desarrollo como en la sequía, a medida que el tiempo avanza, 
o que el contenido relativo de agua disminuye (sequía), se presenta una inversión en la 
relación 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 sólo que a distinta velocidad y se presenta en respuesta a los cambios 
que sufren las plantas tanto en el envejecimiento como en la sequía y que permite que 
Rubisco activasa cumpla su función como chaperona molecular protegiendo a Rubisco y 
probablemente también a otras proteínas. 

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 la luz sea otro factor que 
influya en el origen de la isoforma de 41 kDa. 

En el caso de las plantas tratadas con ácido indolacético, no se presentó un aumento en 
la cantidad de Rubisco activasa, como se esperaba, debido a la estabilización de los 
mensajes; sin embargo sí se pudo observar que esta auxina favorece al rápido desarrollo de 
las plantas. Estos experimentos realizados con auxinas llevan al planteamiento de nuevos 
experimentos en los que se prueben distintas concentraciones de AJA, para lograr estabilizar 
los mensajes y así mismo probar tales concentraciones no sólo a nivel de plántula, sino 
también en el estado adulto de las plantas de maíz. 

1 



INTllODUCCIOll 

2.JNTRODUCCIÓN. 

El maíz (Zea mays, L.) es uno de los cuatro cereales económicamente más 

importantes en el mundo. En México este cereal es uno de los productos básicos en la 

dieta de su población. 

En varios estados de nuestro país se cultiva este cereal y en el transcurso del año 

ocurren cambios climáticos importantes. Los cultivos son susceptibles también a 

ataques por plagas características de la ecología de cada sitio de siembra, lo cual puede 

generar pérdidas importantes en las cosechas. 

La fotosíntesis juega un papel importante en el desarrollo de las plantas, ya que sin 

este proceso, no se podría obtener la energía necesaria para llevar a cabo todos los 

procesos metabólicos que les permiten cumplir con sus ciclos vitales, además de 

contribuir con la oxigenación del planeta. En la fase oscura de la fotosíntesis se lleva a 

cabo la fijación del carbono a través del Ciclo de calvln, 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 proteína 

cloroplástica capaz de activar a Rubisco mediante la remoción de azúcares fosfatados 

como Ribulosa bifosfato (RuBP), para restaurar el sitio activo. 

Desde 1995 (Sánchez de Jiménez, eta/.) y en trabajos recientes (Rokka, eta/. 2001) 

se ha estudiado a Rubisco activasa como una proteína que comparte importantes 

características con las chaperonas moleculares. En diversos estudios se ha sometido a 

esta proteína a condiciones de estrés, principalmente el choque térmico (Crafts­

Brandner et al., 1997; Echard & Portis, 1997; Salvucci., et al. 2001; Law., et al 2001); 

así mismo se ha determinado la regulación de las isoformas de Rubisco actlvasa por 

efecto de la intensidad de luz (Zhang & Portis, 1999). 

2 



INTllODUCCSON 

Por otro lado en nuestro laboratorio se han aislado varias clonas de Rubisco activasa 

(RCA) de una biblioteca de cDNA de hoja de maíz {Ayala Ochoa, et al. 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 reglón 3 'lITR corta como las que tienen cola larga muestran 

elementos DST (elementos de desestabilización). Estos elementos han sido 

identificados como una región conservada en las reglones 3 • UTR de los transcritos 

Inestables SAUR (small auxin-up RNA), {Newman, et al. 1993). Estos transcritos pueden 

ser estabilizados por el efecto de auxlnas. 

Todo lo anterior ha alentado los estudios con respecto a la expresión de Rublsco 

activasa en respuesta a diversas condiciones de estrés y estímulos exógenos con 

auxinas. 

De esta manera a lo largo de este trabajo de Investigación se sometieron a plántulas 

de maíz a dos tipos de estrés ambiental: la sequía y la baja Intensidad luminosa, así 

mismo se midió el efecto de una auxlna natural a lo largo del desarrollo de las plántulas 

de maíz. En ambos experimentos el objetivo fue observar posibles cambios en la 

expresión de Rublsco actlvasa en respuesta a tales condiciones adversas y relacionarlos 

con su función de chaperona molecular. 

3 



ANftCEDENTES 

3. A N T E C E D E N T E S • 

3.1 Fot:osínt:esis. 

La fotosíntesis es el proceso mediante el cual los organismos captan la energía solar 

y la convierten en energía química para la síntesis de compuestos orgánicos; es así que 

se pueden llevar a cabo todos los procesos metabólicos que conocemos. 

Los organismos fotosintéticos atrapan la energía solar para formar ATP y NADPH, los 

cuales son usados posteriormente para la producción de carbohidratos y otros 

componentes orgánicos a partir de C02 y H,O. La fotosíntesis abarca dos procesos 

fundamentales: las reacciones luminosas, las cuales ocurren solamente cuando las 

plantas se encuentran iluminadas y las reacciones de fijación de carbono o también 

llamadas reacciones de la fase oscura, las cuales pueden llevarse a cabo tanto en 

presencia de luz como de oscuridad. En las células eucariótlcas fotoslntétlcas las 

reacciones luminosas y las de fijación se llevan a cabo en los cloroplastos. Las plantas 

verdes contienen en sus cloroplastos una maquinaria enzimática que cataliza la 

conversión de C02 en compuestos orgánicos simples, en un proceso conocido como 

fijación de co,. Las plantas convierten estos productos simples de la fotosíntesis en 

biomoléculas más complejas que incluyen carbohidratos y algunos metabolitos 

derivados de ellos. 

Las reacciones que resultan en la fijación de C02 se llevan a cabo por medio de una 

ruta cíclica donde los intermediarios constantemente son regenerados, conocida con el 

nombre de Ciclo de calvln (Esquema 1). La primera etapa en la fijación de C02 es su 

condensación con un aceptar de cinco átomos de carbonos, ribulosa 1,5 bifosfato 

(RuBP), para formar dos moléculas de 3-fosfoglicerato, en la segunda fase el 3-

fosfoglicerato es reducido a gliceraldehído-3-fosfato así 3 moléculas de C02 son fijadas a 

3 moléculas de RuBP para formar seis moléculas de gliceraldehído-3-fosfato. Una 

molécula de triosa fosfato puede ser usada para la producción de energía vía glucóllsls y 
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el ciclo del ácido cítrico, o bien ser condensada a hexosa fosfato para ser usada en la 

síntesis de almidón o sacarosa. En la tercera etapa cinco de las seis moléculas de 

gliceraldehído-3-fosfato son usadas para regenerar 3 moléculas de RuBP. 

~ r-o 
M-C-OM . ,._f-OW ae.P...,... 

Rlbulosa 1.s 
B1fosfato 

Gj~ [::'.] 
'i"L°" 
C.•O 

M-~-oM _.,,._ 
~ 

Esquema 1. Ciclo de ca1vln-Benson. 
1ª Etapa: fijación de C02 ; 2ª Etapa: 
regeneración de RuBP. 
Enzimas Involucradas: 1: Ribulosa 
fosfato cinasa; 2: Rubisco; 3: 3-
fosfoglicerato clnasa; 4: Gliceral­
dehido 3-fosfato deshldrogenasa; 
S :Triosa fosfato lsomerasa; 
6: Aldolsa; 7: fructosa bifosfatasa; 
8: Aldolasa; 9: Sedoheptulosa 
blfosfatasa; 10: Transcetolasa; . 
11: Pentosa fosfato epimerasa; 12: 
Ribosa fosfato lsomerasa (Voet & 
Voet, 1992) 

1 0 

+ 

Gllceraldehído 
3-fosfato 

Dihldroxlacetona 

fosfato 

0i 
r!:--i-
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3.2 características de Rublsco. 

En las hojas de plantas verdes la enzima que cataliza la incorporación de C02 en la 

forma orgánica es la Ribulosal,5,bifosfato carboxilasa/oxigenasa (Rubisco E.C. 

4.1.1.39). Como carboxilasa Rubisco cataliza la unión covalente del C02 a la pentosa 

Ribulosa-1,5-bifosfato y la ruptura del intermediario inestable de seis átomos de 

carbono para formar dos moléculas de 3-fosfoglicerato (Esquema 2},(Spreitzer, R.J.; 

Salvucci M.E. 2002). 

Rubisco no es absolutamente específica para C02 como sustrato. El 0 2 compite con el 

C02 por el sitio activo y Rubisco cataliza la condensación de 0 2 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 proteína más 

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 15º/o del total de la proteína doroplástlca. Está 
conformada por ocho subunidades grandes {LS, 53 kDa}, que contienen cada una un 

sitio activo, y ocho subunidades pequeñas (SS,14 kOa}, cuya función hasta el momento 

no ha sido dilucidada. El péptido LS es codificado por el DNA cloroplástlco y se asocia a 

una proteína denominada proteína de unión a la subunidad grande (LSbp}, la cual 

previene su agregación antes de ensamblarse con las subunldades pequeñas (Spreltzer, 

R.J.; Salvucci M.E. 2002). Las subunidades pequeñas son codificadas por un gen 

nuclear. 
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Esquema 2. Reacción de carboxiladón catallzada por Rubisco. (Mauser H., et al. 2001) 
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Esquema 3. Reacción de oxigenación de Rublsco. (Mlzlorito S.. L.orlmer; 1993) 

3.3 Regulación de Rubisco. 

Rublsco está sujeta a regulación por la adición covalente de una molécula de C02 al 

grupo amino de un residuo de Lislna en la subunldad grande para formar un 

carbamato. Este carbamato une Mg2+ antes de la unión con RuBP. El complejo 

resultante es esencial para la actividad e Interviene directamente en la catálisis. A altos 

niveles de C02 la carbamilaclón ocurre de manera no enzimática, sin embargo, el 

sustrato de esta enzima, Ribulosa-1,5-blfosfato Inhibe la carbamllaclón, y este efecto es 
casi completo a concentraciones de C02 fisiológicas. (Cleland WW; et al. 1998) 

Rubisco también es Inhibida por 2-carboxlarablnltol-1-fosfato (CAPlP) (Gutterldge et 
a/.,1986), un análogo que se presenta naturalmente en el estado de transición que 

presenta una estructura similar a la del intermediario 13-cetoácldo de la reacción que 

cataliza Rubisco. Este compuesto es sintetizado en la oscuridad por algunas plantas para 

inhibir la actividad de Rubisco y algunas veces es llamado el lnhlbldor nocturno; cuando 
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las plantas reciben una cantidad de luz adecuada por ejemplo durante el día, se 

estimula la actividad de una fosfatasa que Inactiva al CAPlP y revierte su efecto. Esta 

regulación presenta mayor importancia en las plantas tipo C3 ya que se ha visto que en 

las plantas C4, como el maíz, el efecto de este compuesto sobre la actividad de Rubisco 

es poco importante (Sage & Seeman, 1993) 

3.4. Rubisco activa-
Rubisco activasa es una proteína cloroplástlca que ha sido encontrada frecuentemente 

como dos formas íntimamente relacionadas; en el maíz éstas son de pesos moleculares 

aproximados a 41 y 43 kDa respectivamente, el peso de cada polipéptldo varía según la 

especie. En algunas estas lsoformas son producto de un "spllclng" alternativo de un 

transcrito primario común (Werneke et a/.,1988). De la misma manera los genes que 

codifican para esta proteína, así como los mecanismos de regulación transcrlpclonal 

pueden ser muy diferentes entre especies. Por ejemplo en el tabaco se ha reportado 

que hay 7 genes que codifican para Rublsco activasa (Qlan J., Rodermel SR.,1993). La 

expresión de la Rubisco actlvasa depende de diversos factores, entre los cuales se 

incluye el tipo de tejido, la edad fisiológica, las condiciones ambientales y variados tipos 

de estrés. 

Se ha estudiado a la Rubisco actlvasa como una proteína que es capaz de activar a la 

Rublsco mediante la remoción de azúcares fosfatados, como RuBP, para restaurar el 

sitio activo. Experimentos realizados para entender la regulación de Rublsco por Rublsco 

activasa en el maíz demostraron que cuando la Rublsco está inhibida por RuBP, la 

activación con C02 y Mg2 + no es totalmente efectiva, pues aún cuando se utilizaron 

cantidades elevadas de co,, la actividad final fue apenas el 50º/o de la inicial. Sin 

embargo cuando se agregó Rubisco actlvasa, bastaron 10 mM de NaHC~ para que la 

recuperación de la actividad fuera total. (Sánchez de Jlménez, et al., 1995) 
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La remoción de azúcares fosfatados por Rubisco activasa para restaurar el sitio activo, 

facilita la carbamilación y la unión subsecuente de Mg2 + • Así mismo Rubisco activasa 

hidroliza ATP durante el proceso de activación (Portis, 1995; Salvucci & Ogren, 1996). 

Rubisco activasa purificada de espinaca puede hidrolizar de 1.0-1.5 mmol de 

ATP/min/mg de proteína. El pH óptimo 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 nucieótidos y es fuertemente inhibida por ADP. También tiene alto 

requerimiento de Mg2+ que puede ser sustituido por otros cationes divalentes (Robinson 

& Portis 1989). De acuerdo a su función de ATPasa a Rubisco activasa se le ha incluido 

dentro del grupo de proteínas AAA+ (ATPasas parecidas a chaperonas asociadas con 

una gran variedad de funciones celulares) (Neuwald et al., 1999). Muchos motivos 

conservados en las proteínas AAA + fueron también encontrados en Rubisco activasa. 

Las proteínas 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 

estimulación de Rubisco por Rubisco actlvasa implica cierta capacidad por parte de 

Rubisco activasa para reestructurar a la Rublsco. Algunos de los resultados obtenidos, 

(Sánchez de Jiménez, et al., 1995) demuestran que Rublsco actlvasa comparte 

características 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 la estructura funcional. 

2.-La reactivación por Rubisco activasa de la Rublsco inhibida por RuBP, es dependiente 

de ATP. 

3.-La síntesis de Rubisco actlvasa es estimulada transitoriamente por temperaturas 

elevadas (44ºC). 
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4.- Rublsco activasa forma complejos con la Rublsco desnaturalizada, los cuales son 

inestables cuando hay ATP en el medio. 

5.-Rubisco activasa es capaz de inducir una reactivación significativa de preparaciones 

de Rubisco, que a causa de la Incubación a ssoc en ausencia de iones, habían perdido 

aparentemente de manera irreversible poco más del 60º/o de su actividad original. 

3.5 Respuesta de Rublsco y Rublsco activa.. ante estimulas ex6genos y 

diferentes tipos de estrés. 

3.5.1. Estrés térmico. 

Estudios recientes Indican aspectos Importantes acerca de la termoestabllldad y 

sensibilidad a las altas temperaturas de Rublsco y Rubisco activasa. De acuerdo con 

estudios realizados con la proteína purificada, Rublsco es una enzima muy termoestable 

por sí misma (Crafts-Brander et a/.,1997), mientras que Rublsco actlvasa ha sido 

reportada como una proteína que presenta particular sensibilidad a la lnactlvaclón por 

elevadas temperaturas In situ (Roblnson & Portls, 1989; Crafts-Brandner et al., 1997; 

Echard & Portis, 1997). De esta manera la lnactivación de Rubisco actlvasa 

probablemente sea la base de la falta de actividad de Rublsco a temperaturas elevadas 

en plantas intactas. 

Experimentos similares realizados con Rublsco actlvasa obtenida de hojas de tabaco 

(Salvucci., et a/. 2001) corroboraron los estudios anteriores. Se determinó si la pérdida 

de la función de Rublsco activasa en el estrés térmico se debía a la desnaturalización de 

la proteína, para lo cual se midió la estabilidad térmica de actlvasa In vitro e in vivo y se 

comparó con la estabilidad de otras dos proteínas cloroplástlcas. Rublsco actlvasa 

presentó una temperatura óptima para la hidrólisis de ATP de 44ºC comparada con la 

temperatura de 60º e o más en la que Rublsco puede llevar a cabo la carboxllaclón. 

Estudios realizados con Rublsco activasa de trigo (Law., et al. 2001), que 

normalmente presenta dos lsoformas 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. Así, se demostró que el estrés calórico de 38 

oc, reduce significativamente los niveles de RNAm totales de Rubisco activasa con 

respecto al control y que, después de 24 horas de recuperación, la transcripción de 

estos mensajes se recupera. El análisis de Western Blot indica que el estrés por calor 

aumenta la acumulación de la isoforma de 42 kDa e induce una nueva isoforma de 41 

kDa que corresponde aproximadamente al 15º/o del total de Rubisco activasa. 

Rokka y colaboradores (Rokka A., et al. 2001) demostraron que in situ, Rubisco 

activasa de espinaca es inactivada por calor, y no permanece soluble en el estroma , 

debido a los cambios estructurales que se llevan 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 

proteína purificada en solución. Esta asociación 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 interacción 

específica con la membrana tilacoidal. De esta manera es posible que gracias a la 

asociación de Rubisco activasa al tilacoide recupere su actividad de ATPasa y manifieste 

una novedosa función de chaperona. El análisis de esta asociación reveló una 

interacción estable entre Rubisco activasa y algún complejo proteico en el tilacoide. Así 

estos investigadores sugieren que bajo condiciones de choque térmico, Rubisco activasa 

manifiesta un segundo papel metabólico como chaperona, ya sea ayudando como 

blanco de los complejos de ribosomas hacia la membrana tilacoidal o bien protegiendo a 

la maquinaria de traducción asociada al tilacoide en contra de la inactivación por calor; 

es decir Rubisco activasa presenta una doble función dependiente de temperatura. La 

primera se lleva a cabo a temperaturas óptimas y consiste en la liberación de azúcares 

fosfatados inhibitorios en el sitio activo de Rubisco y la segunda que se relaciona con la 

asociación de Rubisco activasa a la membrana tilacoidal probablemente para mantener 

la traducción de proteínas tilacoidales, esenciales para la función del cloroplasto. 
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3.5.2 Estrés luminoso. 

Se han realizado diversos estudios de la regulación de las isoformas de Rubisco 

activasa por la intensidad de la luz. Experimentos realizados en Arabidopsis 

tha/iana,(Zhang & Portis, 1999) muestran que la lsoforma mayor de Rubisco actlvasa, 

que en esta especie posee un peso molecular de 46 kDa, presenta un papel Importante 

en la regulación de Rubisco in vitro, debido a cambios redox. Así mismo que esta 

isoforma es inhibida por ADP con mayor facilidad que la lsoforma de 43 kDa. Se 

utilizaron mutantes con una deleción en el extremo carboxi-termlnal, para demostrar 

que la remoción de los últimos 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 la baja actividad de la isoforma de 46 kDa en presencia de ADP, 

puede ser satisfactoriamente aumentada mediante reducción con DTT a través de la vía 

de la tiorredoxina-f. La actividad de la isoforma de 43 kDa por sí misma, no se ve 

alterada por las reacciones de reducción/oxidación. Así, se demostró 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 lsoformas presentes en 

Arabidopsis thaliana llevan a cabo funciones diferentes en la regulación de Rubisco. 

A pesar de que las dos isoformas son capaces de activar Rublsco, sólo la lsoforma 

mayor de 46 KDa se encuentra regulada por cambios redox en el estroma. 

Se piensa que la regulación por cambios redox en Rubisco actlvasa es más dramática 

cuando la relación fisiológica entre ATP/ADP es Igual a 0.33, que son los valores típicos 

que se presentan en períodos de luz normal, en comparación 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 la 

velocidad fotoslntética disminuye. El mecanismo de la regulación por luz de Rublsco 

activasa permanece como un enigma ya que la relación entre ATP/ADP no varia 
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demasiado con la Intensidad de luz y se ha visto que esta relación altera la actividad de 

Rubisco actlvasa. La regulación redox de Rubisco activasa nos permite entender el 

mecanismo de la modulación de la luz en el estroma en esta especie. Probablemente la 

regulación redox por la vía de la tlorredoxina sirve como una señal luz/oscuridad, la cual 

puede ser modulada por los niveles de sustrato u otros factores del estroma como el pH 

y la concentración de Mg2+ y que puede ser diferente para cada enzima en particular. 

Estudios posteriores de estos mismos Investigadores (Zhang, et al. 2002) presentaron 

Importantes hallazgos acerca de la regulación de las lsoformas de Rublsco actlvasa por 

la Intensidad de la luz. En esta ocasión se utilizaron plantas transgénlcas de Arabidopsls 

thallana. Algunas sólo expresaban una de las dos lsoformas (46 o 43 kOa) y otras 

presentaban ambas; así se analizó el papel de cada lsoforma, tomando como referencia 

las plantas silvestres. En las plantas que sólo expresaban la lsoforma menor (43 kDa), la 

actividad de Rublsco se mantuvo tan alta como en las plantas silvestres en condiciones 

de saturación de luz, así mismo se observó que la actividad no se encuentra regulada a 

Intensidades de luz que limitan la fotosíntesis. En contraste, en las plantas que 

expresaban sólo la lsoforma mayor de 46 kOa, la actividad de Rublsco se encontraba 

regulada en condiciones limltantes de luz, de tal manera que la actividad de Rubisco se 

mantuvo ligeramente baja y en condiciones saturantes de luz aumentó muy lentamente 

en comparación con las plantas silvestres. La principal consecuencia en las plantas que 

sólo poseen la lsoforma de 43 kOa, después de un período largo de exposición a baja 

luz, se observa en los niveles de RuBP, los cuales no vuelven a ser tan altos como los 

que presentan las 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 sólo expresaban la isoforma de 46 kOa, pero con 

sustituciones en ciertos residuos de cisteína por alanina; por ejemplo se utilizaron 

plantas en las que la cisteína 411 fue sustituida por alanlna y otras donde la cisteína 

411 y la 392 también fueron cambiadas por alanlnas. Cuando estas plantas 

14 



transformadas fueron expuestas a baja Intensidad de luz, la actividad de Rubisco 

permaneció alta, en ambas transformantes, al igual que en las plantas que sólo 

expresaban la isoforma de 43 kDa. Con estos resultados se demostró que los dos 

residuos de cisteína en el extremo carboxilo terminal son cruciales para la modulación 

de la luz en la actividad de Rubisco. De esta manera se llegó a la conclusión que las 

plantas que no expresan la isoforma de 46 kDa o que contienen sustituciones cisteína -

alanina en el extremo carboxilo terminal, particular de la isoforma de 46 kDa, pierden la 

capacidad de regular a Rubisco bajo condiciones de baja intensidad de luz y que la 

regulación redox de Rut-isco activasa es necesaria para que ocurra tal fenómeno. 

Con base en los resultados obtenidos In vitro se puede inferir que la regulación redox 

de la lsoforma mayor (46 kDa) de Rubisco activasa en Arabic/opsts thaliana es critica 

para el estado de activación 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 sólo 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, la carboxilación se ve limitada debido a la 

concentración de RuBP y no a la cantidad de enzima activa disponible; de esta forma la 

reacción no se puede llevar a cabo de manera eficaz. Se ha propuesto que este tipo de 

regulación redox actúa principalmente como un switch de encendido y apagado que 

previene la inútil circulación de los intermediarios del ciclo de calvin durante la 

oscuridad, lo cual desperdiciaría energía (Buchanan, 1991). 

La regulación redox de Rubisco a través de Rubisco actlvasa no ocurre en todas las 

especies, por ejemplo en el tabaco no se han encontrado las dos lsoformas, sino sólo 

una con un peso molecular de 43 kDa (Salvucci, et al. 1987). otro caso particular es el 

maíz, en el cual, hasta el momento se ha encontrado que la Intensidad de luz no regula 

la actividad de Rubisco (Sage & Seeman, 1993). La cuestión de cómo Rublsco puede ser 
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regulada por la luz en estas especies que sólo contienen la lsoforma de 43 kDa, sigue 

siendo una enigma, sin embargo se puede suponer que la regulación redox puede ser 

mediada por otra proteína que contenga un dominio análogo al extremo carboxilo 

terminal de la lsoforma mayor. 

3.5.3. Estrés hidrlco. 
Durante el período de sequía, las plantas sufren cambios fisiológicos Importantes como 

el cierre de los estomas que restringe la entrada de C02 en las hojas, lo que trae como 

consecuencia una disminución en la asimilación de C02 , así como una disminución de 

agua en las hojas (Cornic, 1994). 

El principal efecto de la disminución del contenido relativo de agua (RWC º/o} es la 

disminución de la síntesis de ATP por la enzima ATP slntetasa (Keck & Boyer, 1974; 

Tezara, ec a/.,1999), debido en gran parte, pero no de manera exclusiva, a el aumento 

en la concentración de Iones (especialmente Mg2+) en el cloroplasto cuando el RWC cae 

(Younis, ec al., 1979). La limitación metabólica 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 & Medrana, 2002). 

En un estudio reciente , Lawlor, (2002), encontró que a medida que el RWC 

disminuye, se pierde la actividad de Rublsco; sin embargo, otros Investigadores han 

encontrado que la cantidad de Rublsco se ve poco afectada por un moderado o severo 

estrés (Flexas & Medrana, 2002), y que una posible reducción en la cantidad de Rubisco 

en condiciones de estrés puede estar relacionada con la estlmulación del 

envejecimiento. La pérdida de la actividad de Rublsco probablemente se encuentra 

relacionada con la Inhibición o no activación de los sitios activos de la enzima (Medrana 

ec al., 1997; Parry ec al., 2002). Como ya se ha mencionado antes, Rublsco activasa es 

la proteína encargada de remover lnhibidores del sitio activo de Rublsco, mediante una 

reacción que requiere ATP. Así se ha encontrado que de Igual manera a la actividad de 
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Rubisco, la concentración de ATP también disminuye cuando el RWC decae (Parry et 
al.,2002). 

Por otro lado se ha reportado que cuando el RWC cae hasta valores bajos (40°/o) se 

presenta una disminución en el contenido de RuBP (Glménez, et al., 1992; Gunasekera 

& Berkowits, 1993; Tezara, et al., 1999). Existen dos razones principales que pueden 

llevar a la Inhibición de la síntesis de RuBP: una falla en las enzimas del ciclo 

fotosintético de reducción de carbono (PCR, Photosynthetlc 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 fotoslntétlco de 

reducción de carbono (PCR) no se ve afectado, por lo que la limitación de RuBP se debe 

principalmente a la disminución en la síntesis 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 Investigación. Boyer y 

colaboradores (Keck & Boyer, 1974; Boyer, et al.,1987) han concluido a lo largo de dos 

décadas que la síntesis de ATP es la principal limltante de la velocidad fotoslntétlca 

cuando los valores del RWC son bajos. La correlación entre la disminución del contenido 

de ATP y la caída del RWC es muy fuerte y aparentemente lineal (Tezara, et al., 1999), 

sugiriendo una pérdida total de la síntesis de ATP cuando el RWC cae completamente. 

Hay otras muchas consecuencias de la falta de ATP en condiciones de estrés, como 

la acumulación de ciertos metabolitos, denominados "metabolitos de estrés", entre los 

cuales se encuentran aminoácidos, como glicina, serina, glutamato y prolina (Samaras 

et al., 1995; Lawlor & Cornic, 2002). Lo mismo ocurre con la cltrulina que es un 

producto del metabolismo de la arginina, (Yokota, 2002). Sin embargo esta acumulación 

de aminoácidos, especialmente de prolina, tiene Importantes ventajas, como la 

protección de membranas y proteínas en contra del aumento de concentración de iones 

cuando el RWC disminuye. 
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Así mismo se han reportado Importantes cambios en la expresión de genes y síntesis 

de proteínas (Bray, 2002). Cuando los valores del RWC son bajos, la cantidad de 

muchas proteínas disminuye, probablemente debido a la represión de su síntesis o al 

aumento de la demanda de proteínas, causado por una condición adversa. En este 

fenómeno también tiene gran Importancia el Incremento de la concentración iónlca. Esta 

disminución en la síntesis de algunas proteínas se debe en gran manera a la pérdida de 

la actividad de importantes enzimas en las condiciones de sequía, como la sacarosa­
fosfato sintetasa (SPS) (Huber & Huber, 1996) y la nitrato reduetasa (NR) (Kaiser y 

Foster, 1989). De manera contraria, en estas condiciones de estrés hídrico, muchos 

polipéptidos y proteínas se acumulan y en otras se Induce su síntesis. Por ejemplo, las 

dehidrinas se acumulan para proteger algunas funciones metabólicas cuando el RWC es 

bajo (Close, et a/.,1993). Las acuaporinas son proteínas Integrales de membranas 

celulares que facilitan la difusión del agua y otras moléculas pequei\as hacia dentro de 

la célula y también se acumulan durante el estrés de agua. Algunas proteínas Inducidas 

por valores bajos de RWC son también Inducidas por el ácido abscíslco (ABA) (Bray, 

2002), por ejemplo RAB17, que forma parte del transporte de nucleoproteínas y ASR 

(s714) la cual tiene un papel importante en el mantenimiento de la estructura de ácidos 

nucleicos. 

El hecho de que los valores bajos de RWC provoquen cambios en la estructura de las 

proteínas explica la Importancia de las chaperonas moleculares, las cuales se acumulan 

en períodos de estrés, incluyendo la sequía. El ATP es sumamente Importante en las 

funciones de las chaperonas moleculares. Lawlor en su último estudio (Lawlor, 2002) 

sugiere que la disminución del ATP a niveles bajos de RWC, desajusta la síntesis de 

proteínas, debido a la Inadecuada aportación de energía, pero puede favorecer el 

aumento en la síntesis de algunas proteínas como las chaperonas moleculares. Los 

diversos cambios que se presentan en las proteínas bajo condiciones de estrés se 
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pueden relacionar con los efectos de las condiciones celulares alteradas que influyen en 

la transcripción, traducción y modificaciones post-traduccionales de las proteínas. 

En este tipo de estrés se presenta gran actividad de cisteín- proteasas al igual que 

durante el envejecimiento. Algunos estudios corroboran que las proteasas que actúan 

durante el envejecimiento y durante la sequía, a pesar de pertenecer a la familia de 

cisteín-proteasas, no son específicamente las mismas (Khanna Chopra; et al., 1999). 

Estudios realizados con chícharo durante el envejecimiento, utilizando anticuerpos 

contra papaína, detectaron proteasas de pesos moleculares de 57, 52 y 43 kDa 

respectivamente, mientras que en las hojas sometidas a sequía se encontraron péptldos 

con actividad de proteasa de 69 y 60 kDa respectivamente, que no se observan durante 

el período de envejecimiento; es decir estas proteasas son específicas del estrés de 

sequía. 
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3.5.4. Estimulo exógeno con fltohormon••· 
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 acción en numerosos eventos fisiológicos en los sistemas de 

las plantas. Algunos de los eventos en los que las auxinas se ven involucradas se 

enumeran a continuación: elongación celular, fototropismo, geotrofismo, iniciación de 

las raíces, producción de etileno, desarrollo de los frutos entre otros. Las auxinas son 

sustancias ácidas con un núcleo insaturado y sus derivados. Entre las auxinas naturales 

más importantes se enc~ntran el ácido indolbutírico, el ácido indolacético y el ácido 

naftilacético Otras sustancias que tienen efectos similares a las auxinas en las plantas 

son las giberelinas, las citoquininas, el etileno y el ácido abscísico (Esquema 4). 

M ~ OH 
o o 

Auxinas Acido abscísico 

HO 

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 

aplicación de auxinas exógenas sobre la expresión y actividad de Rubisco y Rubisco 

activasa. 

Como primer premisa de los estudios que involucran el efecto de las auxinas sobre la 

expresión de Rubisco activasa, en nuestro laboratorio se han aislado varias clonas de 

Rubisco activasa (RCA) de una biblioteca de cDNA de hoja de maíz (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 reglones 

3 • UTR corta y otras extremos 3 • UTR larga. Tanto las clonas con región 3 • UTR corta 

como las que tienen cola larga muestran elementos DST (elementos de deses­

tabilización). Estos elementos han sido Identificados como una reglón conservada en las 

regiones 3 • UTR de los transcritos inestables SALIR (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 

ácido giberélico y su relación con Rubisco y Rublsco activasa. Komatsu y colaboradores 

(Komatsu, et al. 1996), detectaron e Identificaron a una proteína capaz de unirse a 

giberelinas marcadas con tritio ([3H] GA1) en extractos de hojas de arroz. Esta proteína 

posee un peso molecular relativo de 47 kDa y un punto isoeléctrlco de 5.1. 

Una vez que detectaron la proteína de unión a glberelinas, fue separada de las otras 

contenidas en el extracto mediante electroforesis de doble dimensión y transferidas a 

una membrana de PVDF, de donde mediante una degradación de Edman se obtuvo la 

secuencia de 22 aminoácidos del extremo amlnotermlnal, para después someterla a 

proteóllsis utilizando S. aureusV8 proteasa con lo que se determinó la secuencia Interna 

de aminoácidos, obteniendo en tal experimento una secuencia de 54 aminoácidos. 

Mediante una búsqueda de secuencias homólogas, se encontró que la proteína de unión 
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a giberelinas era homóloga a Rubisco actlvasa de cebada, espinaca, Arabldopsls y 

Ch/amydomonas. Así mismo la proteína de unión a giberelinas fue detectada 

inmunológicamente, mediante una reacción con anticuerpos contra los dos polipéptidos 

de Rubisco activasa en espinaca. A pesar de que el péptido de 47 kDa es el que muestra 

específica unión a giberelinas, en los extractos de las hojas de arroz se detecta un 

segundo polipéptido de 43 kDa. 

Más tarde Roh v colaboradores (Roh, K.S., et al., 2001} realizaron algunos estudios en 

los que se involucraba la aplicación de giberelinas {GA3 } de manera exógena para 

analizar su efecto en la activación de Rublsco en hojas de soya. Primeramente se 

analizó el efecto de varias concentraciones de GA3 en la actividad de Rubisco, 

resultando la concentr_ación óptima de GA3 de 0.1 µM. La actividad de Rublsco en las 

hojas que fueron tratadas con giberellnas, se presentó satisfactoriamente aumentada 

con respecto a las plantas control, el contenido de Rubisco presentó el mismo 

comportamiento, ambas subunidades (LS y SS} aumentaron su expresión con respecto a 

las hojas control. Estos resultaras sugieren que la cantidad de Rubisco está 

directamente relacionada con la actividad de la enzima (Downton, et al., 1980}, así 

mismo que la actividad y el contenido de esta enzima están directamente relacionadas 

con la concentración de GA3. De igual manera estos autores suponen que la activación e 

inducción de Rubisco probablemente sea causado por GA3 • El control hormonal de los 

niveles de la enzima es regulado en cierta manera por la velocidad de transcripción de 

los genes. GA3 puede controlar la actividad de la enzima y la inducción de la 

transcripción de los genes. Berry et al., 1985 ha sugerido que la regulación 

transcripcional juega un papel importante en la expresión de los genes de las 

subunldades grande y pequeña de Rublsco. En este estudio los efectos de estlmulaclón 

de la activación de Rubisco por GA3 , parece estar causado por la expresión de los genes 

de Rubisco a nivel de la transcripción. Un aumento en la actividad de la enzima está 

precedido por un incremento en los RNAm específicos (Beld, et al., 1989}. El hecho de 
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que GA, controle la síntesis de Rubisco es una evidencia directa de la acción de GA, en 

un nivel bioquímico. 

Así mismo se asumió que los efectos de GA3 en Rubisco estaban relacionados con 

Rubisco activasa, por lo que la purificaron y determinaron su actividad y contenido, en 

respuesta a la aplicación de GA3 • De esta manera al medir la actividad de Rubisco 

activasa en función de su capacidad para producir ADP en presencia de ATP (Roblnson 

& Portis, 1989), se obtuvo que después del tratamiento con GA, 0.1 µM, la capacidad de 

ATP,asa de Rubisco activasa era mucho mayor con respecto a las hojas control, y lo 

mismo ocurría con el contenido total de la proteína. De esta manera se puede decir que 

el incremento en la cantidad y actividad de Rublsco, causado por GA,, puede ser debido 

al incremento en Rubisco actlvasa. 

3. 6 Chaperonas moleculares. 

En 1973 Anfinsen Informó sobre la capacidad que tiene la ribonucleasa de 

renaturallzarse in vitro. Como consecuencia, se estableció una hipótesis que postula que 

la secuencia de aminoácidos contiene la Información necesaria para que las proteínas se 

estructuren por si mismas y alcancen la conformación funcional. Esto probablemente se 

cumpla con proteínas pequeñas, sin embargo, cuando las proteínas son más complejas, 

la (s) estructura(s) funcional(es) es sólo una de las muchas que puede adoptar una 

cadena de péptldos, de tal manera que también pueden producirse estructuras no 

funcionales. Han aparecido reportes (Ellls & van der Vles, 1991) donde se señala que la 

estructuración y ensamblaje de algunas proteínas se realiza con ayuda de un grupo muy 

particular de proteínas a las cuales se les ha denominado chaperonas moleculares. 

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

investigador utilizó este término para describir las propiedades de la nucleoplasmlna; 

una proteína nuclear ácida que se requiere para el correcto ensamble de los 
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nucleosomas en huevos de Xenopus. Posteriormente se utlllzó dicho término para 

describir las propiedades de una proteína carboxilasa de la Rublsco. 

El término de chaperona molecular es una definición funcional que se,apllca a un 

grupo muy heterogéneo de proteínas que tienen la capacidad de unirse temporalmente 

a proteínas parcialmente estructuradas y evitan que se formen otras estructuras que 

pueden ser energétlcamente más favorables, pero que carecen de actividad biológica. 

La temporalidad de la interacción que establecen las chaperonas radica en que no 

forman parte de la estructura funcional de las proteínas a las cuales se unen. La 

mayoría de las chaperonas moleculares se encuentran ampliamente distribuidas y en 

grandes cantidades en los organismos vivos (Ellls & van der Vles, 1991). 

Como característica general, las cadenas polipeptídlcas de las chaperonas moleculares 

presentan dos segmentos: uno con actividad ATPasa y otro con actividad de unión 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 proteínas, los cuales 

quedan expuestos cuando las proteínas son parcialmente desnaturalizadas y la unión de 

las chaperonas hace menos probables otras alternativas de ensamblaje. 

Las chaperonas moleculares participan en procesos en los cuales es necesario que las 

proteínas adquieran o recuperen la estructura funcional; dichos procesos abarcan la 

síntesis y el transporte de las proteínas, la formación de complejos en la blogénesis de 

organelos y la tolerancia y / o recuperación de los dai'los causados por diferentes tipos 

de estrés. Algunas chaperonas moleculares se expresan constitutivamente, pero muchas 

de ellas son inducidas, como las proteínas del choque térmico (Hsp) (Sun, et al, 2002). 

En los eucariotes existen diferentes clases de chaperonas moleculares, como las 

proteínas Hsp 100/Clp, Hsp90, Hsp70, Hsp60/chaperonlnas, calnexlna, nucleoplasmlna, 
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y ca-chaperonas como la Hsp40/ DnaJ, GrpE, y Cpn60, las cuales son proteínas 

accesorias que median la actividad de chaperonas específicas (Boston, et al., 1996). 

Se sabe que las chaperonas moleculares cumplen su función formando grandes 

complejos constituidos por dos o más tipos de subunidades (Sigler et al., 1998) y que 

el mantenimiento de una relación adecuada entre los monómeros puede ser Importante 

para su acción de chaperonas. Por ejemplo, las Hsps de plantas y otros organismos, 

están formadas por homo-oligómeros con 12 subunidades, con masas moleculares 

aparentes de 200 a- 350 kDa (Sun, et al., 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 citosólica eucarlótica (CCT), 

están constituidos por ocho subunidades diferentes. Estos arreglos estructurales 

favorecen la unión e hidrólisis del ATP, para permitir importantes cambios 

conformacionales y reconstituir así, a las proteínas dañadas (Valpuesta, eta/. 2002). 

Se ha propuesto que las chaperonas no actúan 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 recuperación importante 

de la actividad. 

Se han realizado algunos experimentos in vitro para reconstituir a Rubisco 

desnaturalizada por algunas chaperonas como la groEI, hsp60 de mitocondria de 

levadura y la subunidad de unión a Rublsco de cloroplasto, junto con la chaperonina-10 

de E.coli (groES), en donde se demostró que el mecanismo de las chaperonas, 

dependiente de ATP se lleva a cabo con la ayuda de las chaperoninas. 
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La reconstitución 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 

monómeros catalíticamente inactivos para formar un dímero catalíticamente activo. 
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4.HIPÓTESIS. 

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 relación de los péptldos 

de Rubisco activasa en maíz son regulados por efectores hormonales y/o 

ambientales. Por tanto, al someter a las plantas a diferentes tipos de estrés o a 

estímulos hormonales, la expresión y/o contenido de uno o de los dos péptidos de 

Rubisco activasa pudiera presentar cambios notorios y reversibles. 
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5. OBJETIVOS. 

5.1 O 111 ~ E T 1 V O G E N E R A L. 

•:• Determinar el efecto de algunos factores bioquímicos y ambientales sobre la 

expresión de los péptidos de Rubisco actlvasa en plantas de maíz (Zea mays, L). 

5.2 Objetivos P•rtlculares. 
•:• Observar el efecto sobre el contenido y relación de las dos isoformas que 

presenta Rubisco actlvasa al someterlas a dos tipos de estrés ambiental 

(disminución de la luz y sequía). 

•:• Analizar el efecto del ácido indolacético (auxina) exógeno en los niveles de 

Rubisco activasa en las plántulas de maíz. 

•:• Relacionar estos efectos con su posible relevancia en la función de Rublsco 

activasa como chaperona molecular. 
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6. MATERIALES Y Mih"ODOS. 

6.1 Material Biológico. 

Los experimentos fueron realizados con plántulas de maíz (Zea mays L Var. 

Chalqueño), sembradas en tierra en recipientes de plástico, cultivadas en el invernadero 

a una temperatura de 25º C +/- 2º y bajo un fotoperíodo de 12 horas luz/12 horas 

oscuridad. El análisis de las mismas consistió en seguir el desarrollo de la 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 al número de hojas expuestas, 

(Loza-Tavera, eta/. 1990) y que se presentan en el esquema 5 

Una vez que fueron colectadas las hojas de las plántulas, inmediatamente fueron 

congeladas con nitrógeno líquido y en el caso de no ser utilizadas de inmediato, fueron 

almacenadas a -70º c. 

6.2 Experimentos de estrés con plántulas. 

6.2.1. Lote Control. 

Las plántulas control fueron cultivadas en el invernadero (temperatura 25º e +/- 2 oc:, 
intensidad de luz: 120 µmol de fotón s-• m-2) y regadas diariamente por las mañanas. 

Se tomó la 2ª, 3ª y 4ª hoja de cada etapa a lo largo del desarrollo de la plántula 

(Esquema 5). 

6.2.2 Lote de plántula• sometidas a estrés de luz. 

Las plántulas se mantuvieron en condiciones de agua y luz (120 µmol de fotón s·• m·2), 
al igual que las plántulas control, desde el momento de la siembra y hasta que la 

mayoría alcanzó 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 razón 

de 2.85 ¡1mol de fotón s-1 m·2 (Aparato U-COR Quantum/Radiometer/Photometer U-
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189). A medida que los días del estrés transcurrían, se tomaron muestras de la 2ª, 3ª, y 

4ª hoja hasta llegar a la etapa 6 del desarrollo. 

6.2.3. Lote de plántula• sometida• estrés de agua. 
Las plántulas fueron regadas de igual manera que el lote de plántulas control desde el 

momento de la siembra hasta que la mayoría alcanzó la etapa 4 (esquema 5), después 

se suspendió el riego por completo y conforme transcurrían los días del estrés se 

tomaron muestras de la 2ª, 3ª y 4ª hoja hasta alcanzar los 10 días de estrés, tiempo 

en el que las plantas se observaban ya bastante marchitas. 

6.3 Tratamiento con auxlnas (6cldo lndoladtlco, AJA). 
Lote de plántulas tratado con AIA 100 µM 

Desde el momento en el que las semillas fueron sembradas, la tierra fue regada 

con una solución de ácido Indolacético 100 µM (Brock & Kaufman 1988). cada tercer 

día se regaron los cultivos con dicha solución, una vez que las plántulas alcanzaron la 

etapa 2 (esquema 5), las hojas se asperjaron con la solución de AIA de manera 

simultánea al riego diario. Así se procedió a lo largo de todas las etapas de desarrollo y 

hasta que se obtuvieron todas las muestras requeridas. 
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Esquem• s. EblSM• del .._rrollo de i.s pllintu ... de ..,.¡z, usadas para el análisis de 
la expresión de Rubiso actlvasa, a lo largo de las etapas v en diferentes condiciones de 
estrés y estímulos exógenos. 1ª etapa: se observa la primera hoja , pero no tiene aún la 
lígula expuesta; la segunda hoja se encuentra enrrollada. 2ª etapa: la primera hoja muestra 
la lígula, pero no se encuentra totalmente expuesta, la segunda hoja se encuentra enrollada 
en la base pero abierta en la punta. 3ª etapa: la primera hoja presenta la llgula 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. 4ª 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. Sª etapa: la primera y la segunda hojas 
presentan la lígula expuesta, la tercera hoja se encuentra casi totalmente expandida, pero la 
ligula no se encuentra expuesta, la cuarta hoja se encuentra expandida a la mitad. 6ª etapa: 
la primera, segunda y tercera hojas muestran signos de envejecimiento en la punta. 7a 
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 al., 1990) 
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6.4 Métodos. 

6.4.1Determlnaclón del grlldo de sequia. (lbarra e, « •'· 1988; -rr, H.D. • 

Weatherley,P.E. 1962). 

Transcurridos cinco días 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 tomó la 

2ª, 3ª y 4ª hoja. Con unas tijeras se cortaron segmentos de 2 cm de largo (dos por 

cada hoja), a los cuales se les determinó peso fresco PF, posteriormente estos 

segmentos fueron colocados en viales con suficiente agua destilada de tal manera que 

quedaran completamente sumergidas y se mantuvieron en agitación 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 así el peso 

de saturación Psat. Posteriormente las hojas se secaron en un horno de vacío a 60ºC 

durante 36 horas o bien hasta obtener peso constante, este valor corresponde al peso 

seco Pseco; con los datos obtenidos y la siguiente fórmula se obtuvo el contenido 

relativo de agua RWC: 

RWCº/o =c;F-pam J X 
Psat-Pseco 

100 

6.4.2 Extracción de protein••· 

Se tomó lg de tejido de cada muestra representativa, fueron maceradas 

perfectamente con nitrógeno líquido hasta obtener un polvo fino, Inmediatamente se 

agregó amortiguador de extracción compuesto por: 100 mM Trlcina-NaOH pH 8.1, 

lOmM MgCl,.6H20, lOmM NaHC03 , SmM EDTA, lmM benzamldina, lmM PMSF, 10 mM 

DTT. Se utilizó una relación de 1.5 mL de amortiguador de extracción por gramo de 

tejido, se homogenizó muy bien el extracto para deSpués someterlo a centrifugación a 
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14000 rpm durante 10 minutos para descartar todas las membranas y tejido no 

utilizable y aprovechar las proteínas suspendidas en el sobrenadante. 

6.4.3 Cuantificación de Proteinas (Br..WOrd, 1976). 

El ensayo de cuantificación de proteínas está basado en el cambio de color del 

colorante Coomassle brillant blue G-250 en respuesta a diferentes concentraciones de 

proteína. El colorante se une primariamente a residuos de aminoácidos básicos 

(especialmente arglnlna) y a residuos aromáticos. El ensayo es de gran utilidad para 

cuantificar proteínas y pollpéptidos con masas moleculares mayores de 3000-5000, 

dependiendo de los grupos cargados. Muchos detergentes y soluciones amortiguadoras 

básicas pueden Interferir en el ensayo. Las lecturas de la reacción colorimétrlca se 

llevaron a cabo a 595 nm. 

A partir del sobrenadante de los extractos crudos de cada muestra se tomó una 

alícuota de 4 µL que se hizo reaccionar con el reactivo de Bradford, la lectura de 

absorbancla fue extrapolada a una curva patrón realizada con BSA (albumina sérica 

bovina) que se muestra en el esquema 6 para así obtener los µg/µL de proteína total en 

cada extracto. 

1.2 

.!! o.a J 06 

e 0.4 

0.2 

Curv• patrón. Albuminai Hric. bovln.. 
Cu•ntific•clón de protelna por Bradford 

•595nm. 

o 5 10 

µglµL 

15 

µLcleBSA 
[1mg/mL] 

3 
5 
7 
10 
15 

20 

Esquen'la 6. Curv• patrón. Albuml,.. Mt'k:ll ~- 1mg/mL 

c.-• At.orbllnci• 
prot91 ... 

ua/uL 
3 0.2924 
5 0.37-
7 0.4384 
10 0.7-5 
15 o.-37 

33 



MATl!IUALES Y Mih'oooS 

6.4.4 Electroforesis en Gel de Pollacrllamlda Desnaturallzante (SDS-PAGE) 

(Laemmli, 1970) 

El análisis de proteínas en geles de pollacrilamlda es una técnica muy útil ya que 

permite observar las proteínas presentes en un extracto celular como bandas discretas 

separadas en un soporte sólido de acuerdo a su peso molecular. Este método se basa 

en las propiedades de fas proteínas de poseer una carga y una masa y por tanto 

desplazarse a través de una corriente eléctrica. Esta técnica permite con base en fa 

comparación de fas bandas de proteína con marcadores de peso molecular conocido, 

determinar el tamaño aproximado de fas proteínas de Interés. 

Para determinar los cambios en fas concentraciones de Rubisco actlvasa en extractos 

crudos de las muestras de plántulas, se utilizaron 15 µg de proteína total determinada 

por el método de Bradford. Cada extracto fue sometido a electroforesis desnaturalizante 

en geles al 10°/o de acrilamida aplicando una corriente de 20 mA. 

6.4.5 Western Blot. 

Las muestras de proteína fueron transferidas en membranas de nitrocelulosa 

(Millipore) aplicando una corriente de 1.5 mA/cm2 por 1.5 horas utilizando un aparato 

de transferencia semlseco (LKB, Bromma, Suecia). Una vez que las proteínas fueron 

transferidas, las membranas fueron procesadas de acuerdo a un método similar al 

reportado por Ferreira & Shaw (1989) y adaptado en nuestro laboratorio (Sánchez de 

Jiménez E. e~ al. 1995). Las membranas se probaron frente un anticuerpo contra 

Rubisco activasa de espinaca diluido 1 :8000 (Anticuerpos obtenidos por el Dr. Eleazar 

Martínez Barajas, UNAM, Facultad de Química). Para el revelado se utilizó un segundo 

anticuerpo acoplado a peroxidasa (Sigma), diluido 1:4000. La reacción fue visualizada 

por fluorescencia (Sistema ECL, Amersham). 
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6.4.6 Densltometria. 

Una vez reveladas las placas de los correspondientes Western Blot, se realizó la 

densitometría de cada una de ellas en el programa Quantity one de Bio Rad MR para 

determinar por medio de unidades de densidad óptica por milímetro cuadrado 

(Oclu/mm2> la cantidad de cada lsoforrna de Rubisco actlvasa en todas las muestras de 

las plántulas. 

6.4.7 Manéjo de datos. 

Es Importante aclarar que las densitometrías fueron realizadas directamente de las 

películas reveladas y no de las imágenes que fueron escaneadas de las mismas. 

Para cada lote se realizó una serle de gráficas par poder visualizar el comportamiento 

de Rublsco actlvasa en cada muestra. Primeramente una gráfica que representa los 

valores obtenidos en la densltometría para cada lsoforrna (43 y 41 KDa), expresados en 

unidades de densidad óptica por milímetro cuadrado (Oclu/mm2), así se realizó con cada 

muestra que se obtuvo a lo largo del desarrollo de cada lote plantado. Una segunda 

gráfica representa los valores totales de Rubisco activasa, es decir se presentan los 

valores en Oclu/mm>. de la suma de las cantidades detectadas de ambas isoforrnas (43 

+ 41 kDa); por último, una gráfica donde se presentan los valores de la relación entre 

ambas lsoformas (43 kDa / 41 kDa) para evaluar en que momento se da un cambio en 

la relación. 

Las escalas de las gráficas para los lotes sometidos a los diferentes tipos de estrés y 

para el lote tratado con auxlnas fueron ajustadas de acuerdo a los valores máximos 

obtenidos para el lote control, de tal manera que en el momento del análisis de los 

resultados las gráficas puedan ser perfectamente comparables, tomando como 

referencia el lote control. 
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7. RESULTA DOS. 

7.1. Efecto de una baja Intensidad luminosa y la sequla en la expreslekl de 

Rubisco Activa-. 

Los resultados que a continuación se presentan muestran el efecto a nivel de 

expresión de Rubisco activasa al someter a plantas de maíz a dos tipos de estreses 

ambientales: Intensidad luminosa de 2.85 µmol de fotón s-• m-2 y sequía o privación 

total de agua. 

El efecto sobre la expresión de Rubisco activasa, fue medido en términos de densidad 

óptica que refleja la cantidad de proteína detectada por el anticuerpo contra Rublsco 

actlvasa de espinaca en cada muestra correspondiente a los diferentes estreses. Es 

importante conocer qué ocurre con la expresión de esta proteína mientras la planta se 

encuentra en condiciones de estrés para poder explicar como se regula la expresión de 

la proteína o bien saber la respuesta de la planta a tales condiciones adversas. De esta 

manera se hace especial énfasis en la cantidad de las dos isofonnas presentes en cada 

muestra y la manera en la que va cambiando la relación entre éstas a lo largo del 

tiempo y conforme se Intensifica el estrés. De la misma manera se señalarán los 

cambios ñslcos que presentan las plántulas a lo largo de cada estrés así como el aspecto 

de las plántulas de el lote control. 

7.1.1 Lote de Plántulas Control 

Estas plántulas desde el momento de la siembra y hasta la recolecta de la última 

muestra, se mantuvieron en condiciones normales de Invernadero (temperatura 25º C 

+/- 2 o e, intensidad de luz: 120 µmol de fotón s-• m-2) y fueron regadas diariamente. 

Conforme el tiempo transcurría y las plántulas crecían, se mantuvieron en perfectas 
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condiciones, erguidas y con una coloración verde durante todo el desarrollo. A medida 

que las plántulas se desarrollaban, la primera y segunda hoja, se comenzaron a 

observar secas, y al llegar a la etapa número 7, prlncipalmente la primera hoja se 

encontraba completamente deshidratada; no obstante, la apariencia de las plantas era 

saludable como lo podemos apreciar en la figura No. l. 

En cuanto a los extractos y a la cantidad detectada de Rublsco activasa (figura 2 A) 

se puede observar que en todas las hojas analizadas a lo largo de las etapas se 

presenta el siguiente fenómeno: en etapas tempranas se aprecian las dos lsoformas 

(43 y 41 kDa) y conforme las etapas avanzan se encuentra mayoritariamente la 

isoforma de 41 kDa, mientras que la lsoforma 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 días después de la siembra) la isoforma de 43 kDa se encuentra presente pero en 

cantidades mínimas con respecto a la isoforma de 41 kDa. Este fenómeno se observa 

más 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 gráfica de la densitometría (figura 28) se puede observar el 

mismo efecto en las demás hojas, sólo que no tan marcado como en la segunda hoja. 

Esto se reafirma al observar la gráfica que ilustra la relación entre las lsoformas (figura 

38), donde la relación 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 fenómeno se observa de manera semejante en cada hoja y la lsoforma de 

41 kDa incrementa su expresión y por tanto provoca que los valores de esta relación se 

inviertan y sean menores a 1 (0.6-0.8). Por otro lado en la etapa 5 en las tres hojas (2, 

3 y 4) la isoforma de 43 kDa alcanza la mayor cantidad (figura 28), y por lo 

consiguiente el valor de la relación es mayor (1-1.2; figura 38). Sin embargo en etapas 

más avanzadas al alcanzar la etapa 6 en las mismas hojas, la lsoforma de 43 kOa 

disminuye notablemente y la isoforma de 41 l<Da Incrementa su expresión y como ya se 
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dijo antes, esto es más notorio en la hoja 2, ya que en esa etapa la hoja 2 es la más 

vieja. 

En cuanto a la cantidad total de Rublsco activasa {figura 3 A) en estas plántulas, es 

mayor conforme la hoja es más joven, es decir se alcanzan los máximos niveles {160 

Odu/mm2) 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 Rublsco Activasa sólo alcanza valores 100-130 

Odu/mm2 • El mismo fenómeno se presenta a lo largo de las etapas es decir, en las 

primeras {Etapa 4), la cantidad total de Rublsco activasa es mayor que la que se detecta 

al final del muestreo en la 2ª ,3ª, 4ª hojas, en las última etapas, aunque cabe decir que 

esta disminución no es tan severa, ya que la disminución en la expresión de la isoforma 

de 43 kDa se ve compensada con el aumento de la isoforma de 41 kDa. {figura 3A y 

38). En resumen, la cantidad de proteína total de Rubisco activasa, así como la relación 

entre sus isoformas {43/41 kDa), cambia como consecuencia del desarrollo en las 

plantas de maíz. 
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Plántul•• Control 

Figura 1. Aspecto fislco de las plántulas crecidas en condiciones control., en 
el invernadero, temperatura:25ºC (+-2ºC); intensidad de la luz: 120 µmol 
de fotón s·1 m-2 y riego diario. Al final del ensayo todas las plántulas 
alcanzaron la etapa 7, se encontraban perfectamente erguidas y con buena 
coloración. 
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Figura 2. Plántulas crecidas en invernadero en condiciones control, muestras 
tomadas durante las etapas de desarrollo de la plántula (Etapa 4- Etapa 7; hojas 
2,3 y 4). A) Western Blot de extractos proteicos de cada una de las muestras, 15 
µg de proteína total en cada carril; B) Oensitometría de la cantidad detectada de 
Rubisco activasa ( isoformas 41 y 43 kDa) en cada muestra. 
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Plántulas Control. 
Rublsco actlvasa total y Relación entre lsoformas 43/41 kDa 
A. 

B. ~ 
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Figura 3. Plántulas crecidas en Invernadero. Temperatura: 25ºC (+-2oC); 
Intensidad de Luz.: 120 µmol de fotón s·1 m·2 • Lote Control A. 
Densltometría de la cantidad total de Rublsco actlvasa (41kDa + 43 kDa) 
detectada en cada muestra. B. Relaclón entre lsoformas 43k0a/41 kDa 
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7.1.2 Plántulas crecidas en baja Intensidad luminosa. 

Desde el momento de la siembra y hasta que las plántulas alcanzaron la etapa 4, se 

mantuvieron en las mismas condiciones de riego, luz y temperatura que para las 

plántulas control; para después trasladar un lote de plántulas a un lugar dentro del 

Invernadero en donde la intensidad de luz se hallaba disminuida a razón de 2.85 µmol 

de fotón s·• m·2
• Físicamente las plántulas se observaban aclorótlcas debido a la poca luz 

recibida y conforme el tiempo pasaba las plántulas se observaban alargadas y en 

dirección hacia donde percibían un poco de luz. Al final del experimento la mayoría de 

las plantas se observaban completamente decaídas (figura 4). A pesar de que el riego 

para estas plántulas fue normal, al final del desarrollo no lograron alcanzar el tamaño 

de las plántulas control, de hecho, pocas plántulas llegaron a la etapa 7 , es decir en 

muchas de ellas ya no hubo desarrollo y la 5ª hoja no emergió jamás y por lo tanto no 

se presentan datos de estas plántulas en la etapa 7. 

En cuanto a la expresión de la proteína en el Western blot (figura 5 A}, se aprecian 

cantidades iguales de cada isoforma a lo largo del desarrollo, presentándose en todo 

tiempo mayoritariamente la isoforma de 43 kDa; en general la cantidad total de Rublsco 

activasa se encuentra notablemente disminuida con respecto a las cantidades 

presentadas en las plántulas control (figura 5 A, y 6 A; Nota: a pesar de que en la 

fotografía se aprecian cantidades semejantes de Rubisco actlvasa en las plántulas 

control y en las que crecieron bajo la sombra; la densitometría se realizó directamente 

de las películas reveladas y no de las fotos de las mismas, de tal manera que en las 

películas reveladas se detectaron valores disminuidos de Rublsco actlvasa en estas 

muestras, con respecto a las muestras de las plántulas control}. 

En las plántulas crecidas en sombra sólo se alcanzan valores de 30-50 Odu/mm2
, en 

contraste con la cantidad detectada en las plántulas control que va desde 100 hasta 160 

Odu/mm2 (figura 6A; valores estandarizados con respecto a las plántulas control}. En 

42 



llESULTADOS 

las primeras muestras (Etapa 4, Hoja 2 y 3) es donde se presentan los niveles máximos 

de la lsoforma de 41 kDa (figura SB); ya que en el momento de la recolección de 

dichas muestras las plántulas llevaban pocos días de ser sometidas a las condiciones 

con poca luz. En la figura 6B se pueden apreciar que los valores de la relación entre las 

dos isoformas se mantienen muy por arriba de la unidad, lo que nos explica que en todo 

tiempo se encuentra mayoritariamente la lsoforma de 43 kDa, tanto en etapas 

tempranas, como en las más avanzadas. En resumen podemos decir que cuando las 

plántulas de maíz crecen por un período prolongado en condiciones de baja Intensidad 

luminosa, se expresa mayoritariamente, la lsoforma de 43 kDa y no se favorece la 

aparición de la lsoforma de 41 kDa. 
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Plántulas crecidas en baja intensidad luminosa. 

Figura 4. Aspecto físico de las plántulas crecidas en el invernadero en 
condiciones de baja intensidad de luz. Temperatura:2SºC (+-2ºC) ; 
intensidad de luz: 2.85 µmol de fotón s-1 m-2 v riego diario. Al final del 
ensayo las plántulas sólo alcanzaron la etapa 6, se observaban decaídas v 
presentaron una coloración aclorótica. 

l TfSIS CON 
FAL'....A tE OIUGEN 
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Plántulas crecidas en Baja Intensidad luminosa. 
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Figura 5. Plántulas crecidas en invernadero a baja Intensidad de luz 2.85 mmol 
de fotón s·1m·2 • Muestras tomadas durante las etapas de desarrollo de la plántula 
(Etapa 4 - Etapa 6; hojas 2,3 y 4). A) Western 8lot de extractos proteicos de cada 
una de las muestras, 15 µg de proteína total en cada caml; B) Densitometría de 
la cantidad detectada de Rublsco actlvasa (lsoformas 41 y 43 KDa) en cada 
muestra. 
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Figura 6. Plántulas crecidas en Invernadero a baja Intensidad de luz. 
Temperatura: 2SºC (+-2ºC); Intensidad de LUz: 2.85 µmol de fotón s-1 m-2 • 

A. Densltometría de la cantidad total de Rublsco actlvasa (41k0a + 43 kDa) 
detectada en cada muestra. B. Relación entre lsofonnas 43k0a/41 kOa 
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7.1.3 

Desde el momento de la siembra y hasta que las plántulas alcanzaron la etapa 4 

fueron regadas diariamente. Más o menos 10 días después de la siembra (etapa 4) las 

plántulas fueron privadas definitivamente del agua. 

Conforme el estrés transcurría se recolectaron muestras, aunque fueron pocas, debido 

a que sólo algunas siguieron creciendo y como el tejido se encontraba deshidratado, 

difícilmente 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 plántulas Iban perdiendo turgencia y 

coloración, primeramente las hojas 2 y 3 empezaron a observarse secas, y como ya se 

mencionó antes , las plántulas ya no siguieron creciendo y por lo tanto sólo alcanzaron 

las etapas 5 y 6 (figura 7). Al final del ensayo las hojas se apreciaban completamente 

deshidratadas y con una coloración verde seco. 

Un fenómeno muy importante que se observó en estas plántulas sometidas a sequía 

extrema que podemos visualizar en el Western blot y la gráfica de la figura 8, fue que 

a medida que los días del estrés transcurrían, se Iba Incrementando la cantidad de la 

isoforma de 41 kDa, y por el contrario la señal para la lsoforma de 43 kDa Iba 

desapareciendo. Un caso extremo se observa en la muestra de la etapa 4 hoja 3, a los 8 

días de sequía (figura 8 A) en la cual ya no se observa la lsoforma de 43 kDa. El mismo 

fenómeno se observa cuando se analizan dos hojas en diferentes etapas, la hoja más 

joven mantiene las dos lsoformas, mientras que la más vieja presenta mayoritariamente 

la isoforma de 41 kDa (Figura 8 A; Etapa 5 hojas 3 y 4; 7 y 12 días de estrés 

respectivamente). En términos generales puede decirse que a mayor periodo de 

exposición al estrés, la cantidad de la lsoforma de 41 kDa es mayor en las hojas y la 

isoforma de 43 kDa casi desaparece por completo. La relación de las dos lsotormas por 
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tanto, se hace menor a la unidad en la mayoría de las hojas que fueron sometidas al 

estrés (Figura 9 B) y sólo en las muestras de las etapas 6 y 7 hoja 4 se pueden apreciar 

valores cercanos a 1, es decir la cantidad de ambas lsofonmas es casi equivalente, esto 

se explica debido a que cuando se colectaron estas muestras, la hoja 4, no tenía 

muchos días de haber sido expuesta al estrés. En cuanto a la cantidad total de Rubisco 

activasa, a pesar de las condiciones de estrés no se ve disminuida notablemente (figura 

9 A), pero no logra alcanzar los niveles de las plántulas control , sólo hasta 130 

Odu/mm2 en el mejor de los casos y como era de esperarse los valores menores de 

Rubisco activasa los presentan las muestras en donde la isofonma de 41 kDa se 
encuentra predominantemente y la lsofonma mayor está por desaparecer. 

Como es imposible saber en que etapa, hoja y días de estrés se empieza a presentar 

este fenómeno, y se sabe que más bien depende del contenido de agua que almacene 

la planta, paralelamente se realizaron mediciones del contenido relativo de agua (RWC) 

de las muestras en los diferentes tiempos confonme iba transcurriendo el estrés con el 

objetivo de establecer una relación entre el RWC y la expresión de Rubisco activasa. Se 

tenían dos lotes de plántulas que fueron sometidas a sequía, unas fueron analizadas por 

Western Blot y las otras se utilizaron para las mediciones del º/oRWC. Ambos lotes 

fueron regados diariamente hasta que alcanzaron la 4" etapa, después fueron privadas 

del agua y se tomaron muestras a los 5 y 7 días de haber comenzado el estrés para 

hacer la determinación del contenido relativo de agua. 

Las muestras fueron tomadas en la etapa 6 (hojas, 2, 3 y 4). Las plántulas control en 

los tres muestreos presentan valores del contenido relativo de agua (figuras, 10, 11), 

que oscilan entre 98-100º/o, lo que indican que se encontraban bien hidratadas a lo 

largo del muestreo, en tanto que las plántulas estresadas a los 5 días de transcurrido el 

estrés (figura 10 B) los valores del RWC van desde el 87º/o (Etapa 6 hoja 2) hasta el 

94% (Etapa 6 hoja 4) y como se puede apreciar el menor contenido relativo de agua se 
presenta en la hoja más adulta es decir, la segunda y va aumentando conforme la hoja 
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es más joven, esto es porque en esta etapa la hoja 2 ya está envejeciendo en tanto que 

la cuarta hoja tiene pocos días de haber emergido. Conforme los días avanzan se 

aprecia una disminución notoria en el contenido de agua de las plántulas, ya que en las 

muestras tomadas a los 7 días de iniciado el estrés los valores del RWC decayeron hasta 

un 39% en las hoja 2 y un 55º/o en la hoja 4 (figura 11 B), estos valores corresponden a 

las muestras en el Western blot (figura 8 A) cuando se observa mayoritariamente la 

isoforma de 41 KDa, y la isoforma de 43 kkDa ha desaparecido (Etapa 6 hoja 3 , 7 días 

de sequía, figura 8 A). En tanto en la hoja 2 en esta misma etapa, después de 7 días de 

estrés ya no se observa rastro de ninguna de las isoformas. En resumen, a medida que 

el º/o RWC disminuye, hay un aumento en la isoforma de 41 kDa, y la isoforma de 43 

kDa disminuye, hasta desaparecer por completo. A pesar de que se presenta el mismo 

fenómeno que en el envejecimiento, en el estrés hídrlco, la aparición gradual de la 

isoforma de 41 kDa se relaciona directamente con la disminución del o/oRWC. 
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Plántulas sometidas a Sequía extrema. 

Figura 7. Aspecto físico de las plántulas sometidas a sequía extrema 
durante 10 días a partir de que alcanzaron la 4a etapa. Conforme los días 
del estrés transcurrían las plántulas se comenzaron a marchitar y 
empezando por la segunda y tercera hoja las plántulas se deshidrataron 
completamente. 

TFSIS CON 
JAU.A LE ORIGEN 
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Plántulas sometidas a Sequia. 
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Figura 8. Plántulas sometidas a sequía. Las plántulas fueron regadas normalmente 
desde el momento de la siembra hasta que alcanzaron la etapa 4, después fueron 
privadas totalmente del agua. Se tomaron muestras de las etapas conforme transcurría 
el estrés. A. Western de los extractos proteicos de cada muestra, 15 µg de proteína total 
en cada carrtl. B.Oensitometría de la cantidad detectada para RubiScO actlvasa 
(isoformas 43 y 41 kDa). 
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Plántulas sometidas a Sequía. 
Rubisco actlvasa total_y.Relaclón entre.lsoformas_43/_41 1kDa 
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Figura 9. Plántulas crecidas en Invernadero y sometidas a sequía extrema • 
A. Densltometria de la cantidad total de Rublsco actlvasa (41 kDa + 43 kDa) 
detectada en cada muestra. B. Relación entre lsoformas 43 kDa/ 41 kDa. 
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aESULTADOS 

Determinación del grado de Sequia. 

Control (5 di••). 
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Figura 10. Grado de Sequía representado por el contenido relativo de agua 
(%RWC) en las hojas (2, 3 y 4) de plántulas en etapa 6 sometidas a sequía por 5 
días con las respectivas mediciones del º/oRWC en hojas del lote control. Se 
graflca el promedio y la desviación estándar de dos mediciones Independientes, 
para dos hojas diferentes de cada muestra. 
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Figura 11. Grado de Sequía representado por el contenido relativo de agua 
(º/oRWC) en las hojas (2, 3 y 4) de plántulas en etapa 6 sometidas a sequía por 7 
días con las respectivas mediciones del º/oRWC en hojas del lote control. Se graflca 
el promedio y la desviación estándar de dos mediciones Independientes, para dos 
hojas diferentes de cada muestra. 
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7. 2. Efecto del Ácido Jndolacético (AJA) en Pl6ntul•• de Malz. 

El ácido indolacético como auxina natural tiene diferentes efectos a lo largo del 

desarrollo de las plantas en eventos específicos. Para observar el efecto de esta 

fitohormona en la expresión de Rubisco actlvasa, se realizaron estudios con plántulas de 

maíz durante su desarrollo hasta alcanzar la etapa 7. De acuerdo a datos obtenidos 

anteriormente en el laboratorio (Ayala Ochoa; et al. 1998) y a trabajos de otros 

investigadores (N-!man, et a/.1993) se ha sugerido que los genes que codifican a 

Rubisco activasa pueden estar altamente regulados por auxinas; de esta manera al 

analizar la expresión de esta proteína mediante Western blot podernos saber el efecto 

de una auxina natural, el ácido indolacético, en la expresión de Rublsco actlvasa. 

Desde el momento de la siembra y durante todo el desarrollo, las plántulas fueron 

regadas con AIA 100 µM. Una vez que las primeras hojas emergieron, además del riego, 

las hojas fueron también asperjadas diariamente con esta hormona. 

Durante todo el desarrollo, las plántulas tratadas se encontraron en perfectas 

condiciones al igual que las plántulas control. Sin embargo, las plántulas que fueron 

tratadas con esta fitohormona, en general, todo su desarrollo fue más rápido, de tal 

manera que estas plántulas alcanzaron en menos días la etapa 7 y siempre se 

mantuvieron más grandes en comparación con las plántulas control. (figura 12). 

Con respecto a la cantidad de Rubisco activasa se puede apreciar en el Western blot 

(figura 13) que se presenta un fenómeno similar a lo ocurrido en las plántulas control; 

a medida que avanza el crecimiento de la planta, la lsoforma de 41 kDa Incrementa su 

expresión. Un hecho relevante en estas plántulas tratadas es que desde un principio en 

la etapa 4 hoja 2 (figura 13 A) hay gran cantidad de la lsoforma de 41 kDa, es decir el 

fenómeno se presenta de manera acelerada, tal es el caso que en la etapa 6 Hoja 4 ya 
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sólo se detecta señal para la isoforma menor, en cambio en el lote control en esa misma 

muestra (figura 2) todavía existe una cantidad considerable de la lsoforma de 43 kDa. 

La cantidad total de Rubisco activasa no se ve afectada por el ácido indolacético, los 

valores totales oscilan entre 90 y 145 Oclu/mm2 (Figura 14 A) y existe poca diferencia 

con respecto a los valores alcanzados en el lote control (100-160 Oclu/mm2). El ácido 

indolacétlco favorece el rápido desarrollo en las plántulas de maíz, y de manera análoga 

a lo que ocurre en el envejecimiento, a medida que el tiempo pasa, la cantidad de la 

isoforma de 41 kDa, aumenta. Como en estas plántulas el crecimiento fue más rápido, 

la conversión de una isoforma a otra se da en menor tiempo. 
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Plántulas tratadas con Ácido lndolacético 100 µM. 

Figura 12. Aspecto físico de las plántulas tratadas con ácido lndolacético 
(AIA) 100 µM. A lo largo de todo el desarrollo se mantuvieron con buen 
aspecto, aunque su crecimiento fue mucho más rápido con respecto a las 
plántulas control, por lo que en menos días todas las plántulas alcanzaron la 
7a etapa. 
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Figura 13. Plántulas crecidas en Invernadero regadas y asperjadas desde el 
momento de la siembra con ácido indolacético (AIA) 100 µM durante todo el 
desarrollo de la plántula, muestras de las etapas +6; hojas 2,3 y 4. A) Western 
Blot de extractos proteicos de cada una de las muestras, 15 µg de proteína total en 
cada carril; B) Densltometrfa de la cantidad detectada de Rublsco actlvasa 
(isofonnas 41y43 KDa) en cada muestra. 
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Plántulas tratadas con AIA 100 µM. 
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Figura 14. Plántulas crecidas en invernadero y tratadas con ácido 
indolacético (AIA) 100 µM . 
A. Densitometria de la cantidad total de Rubisco activasa (41k0a + 43 kDa) 
detectada en cada muestra. B. Relación entre isoformas 43kDa/41 kDa 
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a. o 1 s e u s 1 ó N. 

El objetivo principal de este estudio fue determinar el efecto de dos tipos de estrés 

ambiental en la expresión de Rubisco actlvasa a nivel de plántulas ,así mismo 

determinar el efecto de una auxina natural, el ácido indolacético, aplicado 

exógenamente a las plántulas de maíz. 

De manera general todas las muestras fueron analizadas por Western Blot, 

detectando la señal para las dos isoformas de Rubisco actlvasa en maíz utilizando un 

anticuerpo contra Rublsco actlvasa de espinaca. La masa molecular de estas isoformas 

equivale a 43 y 41 kDa respectivamente. 

8.1. Cambios en la expresión de Rublsco •ctiv•- debido • d- -bw de 
tipo ambiental: la disminución de la luz y la sequla. 

Es importante mencionar que estudios en nuestro laboratorio han arrojado datos 

importantes que revelan que en maíz existen dos genes que codifican para Rubisco 

activasa, pero ambos codifican para un mismo polipéptldo que corresponde a la 

lsoforma de 43 kDa (Ayala- Ochoa; et al, 1998) , con base en lo anterior se puede 

pensar que la aparición de la lsoforma de 41 kDa y los cambios entre la relación de 

ambas isoformas probablemente se deban a cambios postraduccionales. 

En lo que respecta a los estreses en las plántulas, en dos de los tres lotes analizados 

(control, y sequía) se observa un comportamiento similar en la expresión de las 

isoformas, sólo que en el lote control el efecto es debido al envejecimiento de la planta, 

y en el caso de las plántulas sometidas a sequía los cambios en la expresión de las 

isoformas se debe principalmente a los cambios que experimentan las plantas al ser 

privadas totalmente del agua. 

60 



DISCUSIÓN 

8.1.1 Lote de Plántul•• Control. 

En el lote control el cambio en la expresión de las dos lsoformas se debe 

principalmente a que la planta está envejeciendo, ya que a medida que las etapas 

avanzan en edad, la isoforma de 41 kDa aumenta, mientras que la isoforma mayor 

disminuye notablemente, sin desaparecer por completo. Se han reportado algunos 

eventos importantes que ocurren durante el envejecimiento de las plantas, que afecta 

de manera general la traducción de las proteínas y probablemente afecta también la 

expresión de Rubisco aetivasa . 

• La etapa de envejecimiento se considera la etapa final del desarrollo de las hojas, es 

un proceso activo que se lleva a cabo de manera ordenada y se encuentra regulado 

genéticamente. Entre los principales eventos que tienen lugar, se encuentra la 

movilización de nutrientes desde las hojas que están envejeciendo hacia otras partes de 

la planta, teniendo como consecuencia la muerte eventual de las hojas (Smart, 1994; 

Buchanan-Wollaston, 1997; Buchanan-Wollaston & Ainsworth, 1997; Gan & Amaslno, 

1997; Nam, 1997; Weaver et a/.,1997,1998; Lers et al., 1998; Park et al., 1998); así 

mismo la clorofila se ve disminuida , lo mismo ocurre con las proteínas y con la actividad 

fotosintética (Buchanan-Wollaston & Alnsworth, 1997). Es bien sabido que la causa 

principal de la pérdida de proteína durante el período de envejecimiento es la gran 

actividad de cisteín-proteasas. En algunas especies como el trigo y el haba, entre las 

proteínas solubles totales que disminuyen consistentemente se encuentra Rubisco 

(Khanna-Chopra, et al.,1999; Srivalli & Khanna-Chopra, 1998); así mismo se sabe que 

las cisteín-proteasas juegan un papel Importante en la degradación de la subunldad 

grande de esta proteína (Bhalla & Dalling 1986, Mae; et al, 1989). Otro fenómeno 

importante que tiene lugar en las plantas durante el envejecimiento es el estrés 

oxidativo originado por la acumulación de las especies reactivas de oxígeno (ROS) 

(Pastori & del Río, 1997; Thompson, etal.,1987). Debido a todos estos cambios que se 

llevan a cabo durante el envejecimiento de las plantas, es muy probable que para 
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contrarrestar este efecto, o para continuar con la función de activación de Rublsco 

activasa en Rubisco, se presente el cambio de relación entre una lsoforma y otra. 

Sabemos que la actividad fotoslntétlca disminuye lo que explicarla que conforme 

transcurre el tiempo, la cantidad total de Rublsco actlvasa disminuye (figura 3A), 

aunque esta disminución no es tan marcada ya que la disminución en la lsoforma de 43 

kDa es compensada con el aumento de la lsoforma de 41 kDa. No sabemos si la 

lsoforma de 41 kDa es capaz de activar por sí sola a Rublsco, pero si sabemos que el 

aspecto físico de estas plántulas control al final del muestreo, es normal en coloración y 

turgencia, tal y como lo estaban al Inicio del desarrollo dónde se encontraba 

mayoritariamente la lsoforma de 43 kDa. Con esto podemos suponer que el aumento en 

la lsoforma de 41 kDa, se presenta como respuesta a los cambios de la planta a causa 

del envejecimiento y que de esta manera, a pesar de que la velocidad fotoSintétlca se 

vea disminuida, la fijación de C02 por Rubisco se sigue llevando a cabo, gracias a los 

cambios presentados en Rublsco activasa. 

8.1.2. Plántulas crecidas a baja Intensidad lumln-. 

En estas plántulas el efecto de las condiciones de baja Intensidad luminosa se podía 

observar en su apariencia. Su desarrollo fue limitado, de tal manera que la mayoría de 

las plántulas no alcanzaron la etapa 7 como lo hicieron aquellas del lote control. Así 

mismo, las plantas se observaban aclorótlcas, debido a la poca luz recibida que no 

permite sintetizar adecuadamente los pigmentos fotoslntétlcos. 

En cuanto a la expresión de Rubisco actlvasa, a lo largo del desarrollo de las plántulas 

y de manera constante, se observó mayoritariamente la lsoforma de 43 kDa (figura 5 

A), sin embargo, la cantidad total de Rublsco actlvasa en estas plántulas crecidas en la 

sombra, con respecto a las plántulas control, es mucho menor, en promedio tres veces 

menor a la cantidad detectada en las plántulas control. Se ha reportado que en 

condiciones de oscuridad (Zhang & Portls, 1999), tanto la actividad de las lsoforrnas de 
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Rublsco actlvasa como la velocidad fotosintétlca disminuyen notablemente, lo cual es 

consistente con la baja cantidad de Rublsco actlvasa total observada en las plántulas de 

maíz crecidas en condiciones de baja Intensidad luminosa. 

Estudios realizados con el fin de esclarecer la regulación de las lsoformas de Rublsco 

actlvasa debido a cambios en la intensidad de luz, han arrojado Importantes hallazgos, 

entre los cuales se presentan los trabajos de Zhang & Portls, 1999 y Zhang, eta!. 2002, 

donde se asegura que la isoforma de 46 kDa encontrada en Arabidops/s thal/ana, es 

responsable de la regulación de las dos lsoformas de Rublsco activasa (43 y 46 kDa 

respectivamente) debido a cambios redox. Además se encontró que dos residuos 

específicos de cisteína (Cys 411 y Cys 392) ubicados en el extremo carboxllo de la 

isoforma de 46 kDa se encuentran íntimamente relacionados en este tipo de regulación 

por cambios redox. 

En los estudios realizados por Zhang & Portis, 1999; Zhang; et al. 2002, se ha 

afirmado que las especies que no poseen la lsoforma de 46 kDa, no pueden ser 

capaces de ser reguladas por la luz, como por ejemplo el tabaco y la cebada, que sólo 

poseen la lsoforma de 43 kDa o el maíz, que si bien posee dos lsoformas, corresponden 

a pesos moleculares de 43 y 41 kDa y la lsoforma de 46 kDa no se encuentra presente. 

Sin embargo, de acuerdo a los resultados obtenidos en este trabajo podemos decir que 

existe algún mecanismo de regulación en esta especie, ya que el comportamiento de las 

dos isoformas a lo largo del desarrollo en las plántulas que crecen en condiciones de 

baja intensidad luminosa, es diferente comparada con la expresión de estas lsoformas 

en condiciones normales de luz. La expresión de la lsoforma de 43 kDa en las plántulas 

crecidas en baja luz, se mantiene sin un cambio aparente a lo largo del desarrollo y 

siempre en mayor cantidad con respecto a la isoforma de 41 kDa (figura 5 A). A 

diferencia del comportamiento observado en las plántulas control, en las cuales a 

medida que el tiempo transcurre, la cantidad de la lsoforma de 41 kDa aumenta (figura 

2 A). Con esto se puede decir que una baja Intensidad luminosa no favorece el aumento 
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gradual de la lsoforma menor a lo largo del tiempo, ni el cambio de relación entre una 

lsoforma y otra, tal y como ocurre en las plantas control por el efecto del 

envejecimiento. 

El hecho de que la cantidad de la isoforma de 43 kDa no presente cambios a lo largo 

del desarrollo, nos puede decir que la expresión de esta isoforma no se ve afectada por 

cambios en la intensidad luminosa. De la misma forma se puede decir que durante el 

día o bajo condiciones de intensidad de luz normales (120 µmol de fotón s·1 m"2
), se 

presentan las dos isoformas, es decir la luz promueve el cambio de una lsoforma a otra, 

ya que cuando las plantas se encuentran bajo condiciones de luminosidad baja (2.85 

µmol de fotón s·1 m"2), se presenta mayoritariamente la lsoforma de 43 kDa, un hecho 

que refuerza lo antes mencionado, es que en las primeras muestras que fueron 

recolectadas (Etapa 4, hoja 2 y 3 (figura 5 A y B)), cuando habían pasado pocos días de 

haber comenzado el estrés, es donde se detectan los máximos valores para la lsoforma 

de 41 kDa, en comparación con las demás muestras. A pesar de que en la literatura 

existen algunos trabajos que tratan de esclarecer la regulación de las lsoformas de 

Rubisco actlvasa, por efecto de la luz, son trabajos realizados en especies C3, y el maíz 

es una planta que presenta metabolismo C4, por lo que los datos de la literatura no 

pueden ser considerados para el análisis de estos resultados. 

8.1.3. Plántula• sometidas a Sequia. 
En el caso de las plántulas que fueron sometidas a estrés de agua, se observó un 

fenómeno similar que el presentado en las plántulas control debido al envejecimiento, 

sólo que en estas plántulas el efecto fue más severo. En este caso la aparición de !a 

lsoforma de 41 kDa se relaciona directamente con la pérdida del contenido relativo de 

agua (ºlo RWC) en las hojas; ya que cuando éste decae hasta un 39% (Etapa 6 Hoja 3, 

7 días de estrés, figura 11), se aprecia mayoritariamente la lsoforma de 41 kDa, y la 

isoforma de 43 kDa ha desaparecido por completo (figura 8 A). En tanto en la hoja 2, 

en esta misma etapa, a los 7 días de estrés y con un mismo valor de RWC de 390/o ya 
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no se detecta señal para ninguna de las dos lsoformas, días después las plantas 

mueren. El efecto de la sequía en la expresión de las dos lsoformas de Rublsco actlvasa 

es más severo que el envejecimiento, aunque puede ser que el aumento en la lsoforma 

de 41 kDa y la desaparición de la lsoforma de 43 kDa se presenta en respuesta a 

mecanismos similares en ambos acontecimientos. 

Durante el período de sequía, un cambio importante que se presenta, es el cierre de 

los estomas que restringe la entrada de C02 en las hojas, lo que trae como 

consecuencia una dislhinución en la asimilación de C02 (Cornic, 1994). Esto Involucra 

directamente a la actividad de Rublsco y Rubisco actlvasa, y explicaría que tanto la 

cantidad como la actividad de Rubisco y Rubisco actlvasa disminuyan (Cornic, 1994). 

A pesar de que no se pudieron obtener todas las muestras a lo largo del desarrollo, 

en las pocas muestras tomadas, la cantidad total de Rubisco actlvasa es menor, en 

comparación con las muestras análogas del lote control, debido a la desaparición 

completa de la isoforma de 43 kDa. El cambio tan drástico de una isoforma a otra 

puede ser explicado de varias maneras, por un lado, varios Investigadores coinciden en 

el hecho de que uno de los principales efectos de la disminución del contenido relativo 

de agua (RWC %) es la disminución de la síntesis de ATP por la enzima ATP slntetasa 

(Keck & Boyer, 1974; Tezara, et al.,1999; Boyer, et al.,1987), lo que se debe, en gran 

parte pero no de manera exclusiva, a el aumento en la concentración de Iones 

(especialmente Mg2+) en el cloroplasto cuando el RWC cae (Younls, eta!., 1979); y que 

la correlación entre la disminución del contenido de ATP y la caída del RWC es muy 

fuerte y aparentemente lineal (Tezara, et al., 1999), sugiriendo una pérdida total de la 

síntesis de ATP cuando el RWC cae completamente. La disminución en la síntesis de 

ATP, trae como consecuencia una disminución en la velocidad fotoslntétlca, ya que gran 

parte de las reacciones que se llevan a cabo en la fotosíntesis requieren de fuertes 

cantidades de ATP para obtener energía. Esta disminución de ATP afecta la síntesis de 

un múltiples proteínas (Bray, 2002; Lawlor, 2002), lo que explicaría la disminución en la 
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síntesis de novo de la isoforma de 43 kDa, quedando sólo la lsoforma de 41 kDa que, 

como se mencionó anteriormente, muy probablemente proviene de un procesamiento 

de la lsoforma de 43 kDa. Dentro de este procesamiento se puede induir el efecto de 

alguna proteasa específica que corte a la isoforma de 43 kDa en el extremo 

aminoterminal, para dar origen a la lsoforma de 41 kDa. De hecho evidencia en nuestro 

laboratorio Indica que sólo se expresa en maíz, un mRNA para Rublsco actlvasa, el cual 

traducido in vitro produce sólo el precursor de la isoforma de 43 kDa. Más aún con .. 

anticuerpos contra los extremos de las dos lsoformas, se sabe que comparten el mismo 

extremo carboxiterminal, pero no el amino, lo que hace suponer que una proteasa 

realice este procesamiento postraducclonal (Vargas- Suaréz, et al. No publicado). Los 

diversos cambios que se presentan en las proteínas bajo condiciones de estrés se 

pueden relacionar con los efectos de las condiciones celulares alteradas que Influyen en 

la transcripción, traducción y modificaciones post-traducclonales de las proteínas. Datos 

en la literatura nos presentan que se han encontrado en chícharo péptldos de 60 y 69 

kDa con actividad de proteasas específicas en el estrés hídrico, que no aparecen en la 

etapa del envejecimiento, incluidas dentro del grupo de las clsteín-proteasas (Khanna 

Chopra; et al., 1999) son consistentes con esta posibilidad. 

El hecho de que los valores bajos de RWC provoquen cambios en la estructura de las 

proteínas explica la Importancia de las chaperonas moleculares, las cuales se acumulan 

en períodos de estrés, Incluyendo la sequía (Lawlor, 2002). El ATP es sumamente 

importante en las funciones de las chaperonas moleculares. El mismo Lawlor, sugiere 

que la disminución del ATP a niveles bajos de RWC, desajusta la síntesis de proteínas, 

debido a la inadecuada aportación de energía, aunque puede favorecer el aumento en 

la síntesis de algunas proteínas como las chaperonas moleculares. Rublsco actlvasa ha 

sido estudiada como una posible chaperona molecular, y es probable que los cambios 

postraducclonales que sufre el péptldo de 43 kDa durante el estrés hídrlco, sea en 

respuesta a los cambios y necesidades que experimentan las plantas durante este tipo 

de estrés. 
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8.2. cambios en la expresl6n de Rublsco activa- debido al estimulo ex6geno 
con auxinas. 

Las auxinas son hormonas particulares de las plantas (fitohormonas), compuestos que 

se han caracterizado por su acción en numerosos eventos fisiológicos en los sistemas 

vegetales. Entre las auxinas más Importantes se encuentran el ácido lndolbutírlco y el 

ácido indolacético. 

Los estudios acerca de la Importancia de las auxlnas en la expresión de proteínas han 

cobrado especial relevancia, de esta manera uno de los propósitos de este estudio fue 

analizar el efecto del ácido lndolacétlco en la expresión de Rublsco actlvasa. Se ha 

encontrado que el RNAm de Rublsco actlvasa tiene secuencias en la zona 3 • UTR que se 

relacionan con señales de desestabilización del RNAm, las cuales son reguladas por 

auxinas (Jonson, M.A., et al. 2000). 

Desde los primeros días después de la siembra, se observó que el desarrollo de las 

plántulas tratadas con ácido indolacétlco 100 µM, presentaron un crecimiento más 

rápido; en comparación con las plántulas control, las primeras hojas emergieron días 

antes y así durante todo el tiempo de muestreo, el desarrollo fue más rápido. Sabemos 

que en general todas las auxlnas cumplen funciones específicas, en especial el ácido 

lndolacético presenta un efecto positivo en la Iniciación de las raíces y la elongación del 

coleoptilo y probablemente ésta sea la causa por la que estas plantas crecieron más 

rápido con respecto a las plántulas control y en general siempre se mantuvieron más 

grandes hasta llegar a la etapa 7. 

Con respecto a la expresión de Rublsco actlvasa, a medida que el desarrollo de la 

planta avanzaba se presentó un cambio en la relación de las isoformas, de tal manera 

que la cantidad de la isoforma de 41 kDa aumenta, mientras que la lsoforma de 43 kDa 
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disminuye, este fenómeno se presenta de manera acelerada en estas plántulas, 

probablemente debido a su rápido crecimiento, hasta el punto en que en las últimas 

etapas ya sólo se aprecia la isoforma de 41 kDa, en tanto que en la muestra 

correspondiente en el lote control {figura 2), aún se presenta la isoforma de 43 kDa. 

Estudios realizados con hormonas de plantas para analizar su efecto en la expresión 

de Rubisco activasa {Komatsu, et al 1996; Roh, K.S., et al. 2001), en los que se utilizó 

ácido giberélico, se ha encontrado que éste en concentraciones muy pequeñas (0.1 

~tM), provoca un aumento en las cantidades detectadas tanto para Rublsco como para 

Rubisco activasa, no así en nuestro estudio la cantidad total de Rubisco activasa en las 

plántulas tratadas con AIA presentan valores semejantes con respecto a la cantldad 

detectada de Rublsco activasa total en las plántulas control. Estos resultados sugieren 

que el ácido indolacético, en este nivel del desarrollo (plántula), y con esta 

concentración de AIA (100 µM), aparentemente no estabiliza los mensajes de Rublsco 

activasa, como se esperaba, ya que eso produciría mayor cantidad total de Rublsco 

activasa. Sin embargo no se descarta la posibilidad de que el ácido indolacético regule 

los contenidos de Rubisco activasa, en otra etapa del desarrollo de la planta, como en 

las etapas finales, la espigación y el llenado del grano. 

8.3 Rubisco activa- como Chaperona Molecular. 

En dos de los tres lotes de plántulas de maíz analizados (control v sequía) en este 

estudio, se observó que conforme el tiempo transcurre la cantidad de la isoforrna de 41 

kDa aumenta consistentemente, ya sea debido al envejecimiento o a los cambios que se 

presentan en las plantas cuando el 0/oRWC disminuye. Estudios en nuestro laboratorio 

(no publicados) señalan que probablemente la lsoforma de 41 kDa se origina a partir de 

la isoforma de 43 kDa. Este cambio puede estar mediado por la acción de una protesasa 

específica, que cortara en un sitio determinado el péptido de 43 kDa en el extremo 

amlnoterrninal para dar origen a la lsoforrna de 41 kDa. Esto en base a que anticuerpos 
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formados contra el extremo carboxiterminal de la proteína reconocen a ambos péptldos 

de 43 y 41 kDa, no así los anticuerpos del extremo amlnotermlnal, que sólo reconocen 

al péptido de 43 kDa. Por otra parte, la especificidad de la proteasa se apoya en el 

hecho de que no se observa en los Western Blot que se lleve a cabo una hidrólisis 

inespecíflca de las proteínas que resultaría en varias bandas. Por lo tanto, la proteasa, 

debe responder a señales bien definidas como las que se generan durante el 

envejecimiento de las plantas o por la disminución del %RWC en las hojas, o bien por 

otra forma de estrés ambiental. Dado que la aparición de la isoforma de 41 kDa en 

todos los casos estudiados aquí se observó cuando la planta se encuentra en 

condiciones adversas, coincide con el comportamiento característico de las chaperonas 

moleculares, las cuales pueden cambiar su conformación, o bien incrementar la síntesis 

de alguna de sus lsoformas o péptldos asociados, en respuesta a condiciones 

desfavorables en el medio (Key, etal.,1981; somers, etal.,1989). 

Es importante mencionar que los cambios observados en Rublsco activasa, podrían no 

darse solamente para llevar a cabo su función de chaperona en Rubisco, sino que podría 

también proteger a otras proteínas que son afectadas en condiciones de estrés. Esto se 

encuentra fundamentado en el hecho de que se ha encontrado a Rubisco activasa en 

otros compartimentos celulares durante condiciones de estrés, como su asociación a las 

membranas tilacoldales en respuesta al estrés térmico (Rokka A., et al. 2001). 
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9. e o N e L u s 1 o N E s. 
El análisis de los resultados que se han presentado permite llegar a las siguientes 

conclusiones: 

a) La presencia de la lsoforma de 41 kDa de Rubisco activasa en maíz se encuentra 

regulada por factores de estrés ambiental, como la sequía y la disminución de la 

luz; así también como por el efecto del envejecimiento en el desarrollo de las 

plántulas. 

b) El ácido indolacético a una concentración de 100 µM, no genera un aumento en 

la cantidad total de Rubisco activasa; sin embargo permite que las plántulas se 

desarrollen más rápidamente, originando la pronta aparición de la isoforma de 41 

kDa. 

c) El cambio de una isoforma de Rubisco activasa a otra puede ser mediado por 

una proteasa específica que corta a la isoforma de 43 kDa, para dar origen a la 

de 41 kDa, en respuesta a diversas condiciones de estrés. 

d) Los cambios presentados en Rubisco activasa en respuesta a las diversas 

condiciones de estrés y al estímulo con auxinas es congruente con las 

características de Rubisco activasa como chaperona molecular, ya que el origen 

de la isoforma de 41 kDa pudiera presentarse para proteger no sólo a Rubisco 

sino a otras proteínas que sufren alteraciones debido a las condiciones adversas. 
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Apéndice 

Efecto del ácido lndolaclitlco en la expresión de Rublsco activa- a nivel de 

plantas adultas. 

A.1 Introducción. 

El estado reproductivo del maíz Incluye el período del llenado de grano, el cual ocurre 

días después que se ha llevado a cabo la espigación; este evento tiene especial 

Importancia porque es el momento donde se requiere de una demanda fuerte de 

nutrientes para la formación de la mazorca; es así que en esta etapa de las plantas ha 

sido de vital importancia analizar el comportamiento de Rublsco y Rublsco activasa, ya 

que estas dos proteínas son importantes en la fotosíntesis y por lo tanto esenciales 

para la obtención de nutrientes y energía. Existen diferencias en la regulación del 

metabolismo de las plantas a lo largo del desarrollo; así, de forma paralela a los 

estudios con plántulas, en los que se analizó la expresión de Rubisco actlvasa en 

respuesta a diversas condiciones, se tuvo la oportunidad de llevar a cabo estudios con 

plantas adultas, en los que se analizó el efecto del ácido lndolacétlco en este momento 

crucial del desarrollo de la planta. 

Se sabe que durante el período de llenado de grano, la actividad de Rublsco, alcanza 

niveles muy altos (Loza Tavera, et al., 1987) y que este fenómeno se debe a la 

capacidad de Rublsco activasa para activar a Rublsco, es decir se ha encontrado que 

tanto la cantidad como la actividad de Rubisco activasa es también es mayor durante el 

período de llenado de grano (Martínez Barajas, et al., 1997). 

Por otro lado, se ha relacionado a Rublsco activasa con la productividad, ya que en 

estudios reallzados anteriormente en nuestro laboratorio con poblaciones mejoradas por 

ciclos de selección masal de la variedad Zacatecas 58 (Zo, Zs, Z10. Z1s, Z20, Z21) 

mostraron que en la población mejorada de 23 ciclos agrícolas (Z21) se presenta la 
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mayor actividad de Rublsco debido a que el contenido de Rublsco actlvasa es mayor 

(Morales A., et al., 1999). 

Tomando como premisa estos experimentos y otros estudios realizados en nuestro 

laboratorio (Ayala Ochoa, eta!., 1998), en donde se han encontrado dos tipos de clonas 

de Rubisco activasa las cuales difieren en las regiones 3 'UTR por la presencia de 

elementos DST (elementos de desestabilización). Estos elementos han sido identificados 

como regiones conservadas en los 3 'UTR de los transcritos inestables SALIR (small 

auxin-up RNA), (Newman, et al. 1993), que pueden ser estabilizados por el efecto de 

auxinas. Dados estos antecedentes se realizó un breve estudio acerca del efecto del 

ácido indolacético en la expresión de Rubisco activasa a nivel de plantas adultas en 

estado reproductivo que a continuación se presenta. 

A.2 Material Biológico. 

Estos experimentos en plantas en estado reproductivo, se realizaron con plantas de 

maíz (Zea mays L.), de las poblaciones Zacatecas 58 Original CZ» y el ciclo 17 (Z17) de 

un programa de mejoramiento por selección masal para incrementar el rendimiento de 

grano, que amablemente fueron proporcionadas por el Dr. José Molina Galán del centro 

de Genética del Colegio de Postgraduados, Montecillo, Edo. de México. 

Una vez llevada a cabo la esplgación y dentro del periodo de llenado de grano, las 

plantas cultivadas en el campo experimental del Colegio de Postgraduados fueron 

sometidas a dos tratamientos por aspersión con ácido lndolacético (AIA) 200 µM, con 

un período de quince días entre un tratamiento y otro; una semana después de cada 

tratamiento se tomaron tres hojas selecciOnadas aleatoriamente del lote plantado, las 

cuales después de cortar los extremos se combinaron en un mismo paquete para poder 

constituir así una muestra representativa. Las hojas utilizadas fueron la inmediata 

superior a la mazorca, denominada hoja bandera y la segunda hoja superior, 

denominada en adelante hoja superior. 
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A.2.1 Lotes Control. 

El lote control de cada población estaba constituido por 40 plantas, las cuales fueron 

regadas y cultivadas de manera normal en el campo experimental del Colegio de 

Postgraduados. Se encontraban ubicadas en lados opuestos de las plantas en 

tratamiento para evitar que por accidente fueran asperjadas con AIA. Las muestras 

fueron colectadas en los mismos tiempos que se colectaron las hojas de los lotes en 

tratamiento. 

A.2.2 Tratamiento AIA 200 µM 

De la misma manera que el lote control, los lotes tratados estaban constituidos por 40 

plantas, que fueron asperjadas con AJA 200 µM. El primer tratamiento se aplicó días 

después de transcurrida la esplgaclón, quince días después se aplicó un refuerzo de AIA 

a la misma concentración. Fueron tomadas muestras de tres hojas bandera, y tres 

hojas superiores una semana después del primer tratamiento y una semana después del 

refuerzo, los extremos de cada hoja fueron cortados y cada muestra de tres hojas fue 

homogenizada para conformar una muestra representativa y realizar los ensayos 

pertinentes. 

A.3. Métodos. 

Las muestras fueron procesadas de Igual manera que en los experimentos de las 

plántulas (Ver capítulo 6), desde la homogenlzaclón de las muestras hasta las 

densitometrías, la expresión de Rublsco activasa fue analizada por Western blot, la 

única diferencia con respecto a la electroforesis SDS-PAGE, es que en el caso de los 

extractos de las plantas adultas, en los geles de acrllamlda se cargaron 30 µg de 

proteína total cuantificada por el método de Bradford. En el Western Blot, las 

membranas de nitrocelulosa que contenían las proteínas de los extractos, se hicieron 

reaccionar con un primer anticuerpo, diluido 1 :8000, dirigido en contra de las dos 

isoformas encontradas en espinaca, que por analogía reaccionan con las dos lsoformas 
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correspondientes en maíz (43 y 41 kDa, respectivamente) y para el revelado se utilizó 

un segundo anticuerpo acoplado a peroxldasa (Sigma), diluido 1:2000. La reacción fue 

visualizada por fluorescencia.(Sistema ECL, Amersham) 

A.4. Resultados. 

Se utilizaron dos poblaciones de la variedad Zacatecas 58, la población original (Zo) 

y la población 17 (Z1,); esta última ha sido sometida a un proceso de 17 ciclos de 

selección masal a partir de la población original. Para cada población se tuvo un lote 

control y un lote tratado con ácido indolacético (AJA) 200 µM. Con estos ensayos se 

evaluó el efecto de esta fitohormona en las plantas de maíz en este estadio del 

desarrollo 

A.4.1. Población z... 
A.4.1.1 Lote Control. 

Comparando las dos hojas a lo largo del tiempo del experimento, se puede apreciar a 

simple vista en el Western Blot y la gráfica de la figura Al, que la expresión de Rubisco 

activasa es mayor siempre en la hoja bandera con respecto a la hoja superior. Esto se 

corrobora también con la gráfica que representa los valores totales de Rubisco activasa 

(figura A2, (a)): al hacer la densitometría se observa que la hoja bandera alcanza una 

valor máximo de 1474 Odu/mm2
, mientras que la hoja superior en el segundo muestreo 

logra alcanzar tan sólo 926 Odu/mm2. 

La relación entre las isoformas (43 kDa /41 kDa) cambia entre el primer y el segundo 

muestreo en la hoja bandera; ya que en las muestras del segundo muestreo, la 

isoforma de 41 kDa ha incrementado de tal manera su expresión, que da lugar a que el 

valor de la relación entre las dos isoformas se invierta favoreciendo a la isoforma menor 

(figura A2, (b)). En la hoja superior se puede notar que conforme transcurre el tiempo 

la cantidad total de Rubisco activasa aumenta y por ello, a pesar de que la isoforma de 

41 kDa también aumenta su expresión en el segundo muestreo, no genera un cambio 

tan drástico en la relación entre las isoformas, como en el caso de la hoja bandErct. 
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Agura Al. Plantas adultas. Población Zacatecas Original (Zo). Lote control. Las 
muestras fueron tomadas muestras días después de la espigación y durante el periodo 
de llenado de grano. Las muestras corresponden a la hoja bandera y a la hoja superior 
de dos muestreos, entre los cuales transcurrieron 15 días. (a) Western Blot de los 
extractos proteicos de cada muestra, 30 µg de proteína total en cada carril. (b) 
Densltometria de la cantidad detectada de Rublsco activasa (2 lsoformas 43 y 41 kDa) 
en cada muestra. 
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Figura A2. Plantas adultas. Población Zacatecas Original (Zo). Lote control. 
(a) Densltometría de la cantidad total de Rublsco actlvasa (41 kDa + 43 kOa) 
detectada en cada muestra. (b) Relación entre lsoformas 43 kDa/41 kDa. 
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A.4.1.2. LDte tratado con AJA 200 µM. 

En este ensayo sólo se contaron con dos muestras que corresponden a las hojas 

bandera del primer y segundo muestreos (Figura A3). Las muestras de las hojas 

superiores se dañaron debido a la transportación y a las condiciones en las que se 

almacenaron las muestras desde el Colegio de Postgraduados hasta el laboratorio, de tal 

manera que no se recuperó tejido suficiente para realizar los extractos. 

En la muestra de la hoja bandera, la cantidad total de Rubisco activasa (figura A4, (a)), 

presenta un valor de 1450 Odu/mm2 en el primer muestreo, y en la muestra siguiente 

del segundo muestreo, disminuye su valor hasta 1088 Oclu/mm2
, contrariamente a lo 

observado en las muestras control, donde en el segundo muestreo alcanzó el máximo 

detectado para Rubisco activasa (figura A2, (a)). Estas diferencias en las cantidades 

totales de Rubisco activasa se debieron a los cambios en la expresión de las isoformas 

que se presentaron en este lote tratado y que se representan en el Western Blot y la 

gráfica de la figura A3. En las muestras de la hoja bandera la cantidad total de Rubisco 

activasa se ve disminuida de la primera muestra a la segunda, debido a que en el 

segundo muestreo la isoforma de 43 kDa disminuye su expresión (de 750 Odu/mm2 en 

el primer muestreo a 570 Odu/mm2 en el segundo (figura A3, (b)) y la lsoforma menor 

aumenta su expresión notablemente. Por el hecho de que la lsoforma de 43 kDa 

disminuye de manera significativa con respecto al aumento de la expresión de la 

isoforma de 41 kDa, la relación entre las dos isoformas de un muestreo a otro se 

invierte a favor de la isoforma de 41 kDa (figura A4, (b)) alcanzando un valor de 0.55, 

que en el primer muestreo era cercano a la equivalencia entre las dos isoformas (0.92). 

Tanto en las hojas bandera del lote control y del lote tratado con AIA, la relación entre 

las isoformas (43 kDa/ 41 kDa) presentan el mismo comportamiento; es decir este valor 

disminuye en el segundo muestreo debido a el aumento en la lsoforma de 41 kDa, 

aunque se presenta de manera más pronunciada en el lote control. La cantidad total de 

Rubisco activasa, en el lote tratado, en la hoja bandera, disminuyó de un muestreo a 

otro, mientras que en el control, la cantidad total de Rubisco activasa aumentó. 
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Figura A3. Plantas adultas. Población Zacatecas Original {Zo). Lote tratado con ácido 
indolacétlco {AIA) 200 µM. Las muestras fueron tomadas muestras días después de la 
esplgaclón y durante el período de llenado de grano. Las muestras corresponden a la 
hoja bandera y a la hoja superior de dos muestreos, realizados días después de 
aplicados dos tratamientos respectivamente. 
{a) Western Blot de los extractos proteicos de cada muestra, 30 µg de protelna total en 

cada carril. {b)Densltometria de la cantidad detectada de Rubisco actlvasa (2 lsofonnas 
43 y 41 kDa) en cada muestra. 
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Figura A4. Plantas adultas. Población zacatecas Original {Zo}. Lote tratado con ácido 
lndolacético (AIA} 200 µM. 
(a} Densitometría de la cantidad total de Rubisco actlvasa (41 kDa + 43 kDa} 
detectada en cada muestra. {b} Relación entre isoformas 43 kDa/41 kDa. 
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A.4.2 Población Z17. 

A.4.2.1 Lote control. 

APiNDICE 

La cantidad total de Rubisco actlvasa detectada (figura A6, (a)) en ambas hojas 

disminuye conforme el tiempo transcurre y los máximos valores los presentan las 

muestras de las hojas bandera igual que en la población original. 

De igual manera que en la población original, se analizó la expresión de Rubisco 

activasa, a lo largo del estudio, mediante Western blot, y con ayuda de las gráficas que 

representan los valores der..ctados en la densitometría para las dos lsoformas (figura 

AS). En el primer muestreo en la hoja superior se puede apreciar que las dos lsoformas 

se encuentran presentes en cantidades similares ( 431 Odu/mm2 para la lsoforma de 43 

kDa, y 396 Odu/mm2 para la de 41 kDa); en el segundo muestreo la cantidad de la 

isoforma menor aumenta un poco para alcanzar 411 Odu/mm2 y por el contrario la 

isoforma mayor presenta menor cantidad con respecto al primer muestreo. Por tanto la 

relación entre éstas es menor que la unidad (0.7).Figura A6, (b). 

En el caso de las muestras de la hoja bandera, en el primer muestreo, de manera 

excepcional se encuentra mayoritariamente la isoforma de 41 kDa con respecto a la 

lsoforma mayor (figura AS, (a) y (b)) y una vez que transcurre el tiempo, la cantidad de 

la isoforma de 41 kDa disminuye, mientras que la lsoforma de 43 kDa se mantiene más 

o menos igual. Dados estos valores, la relación entre las lsoformas en ambas muestras 

favorece a la isoforma menor (0.47 y O.S6 para el primer y segundo muestreo 

respectivamente) (figura A6, b) 
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Poblaclón Z17. Lote Control. 
(a) 

I· .::. 

~I .. -- 43 kDa .. ,,., ·-;..; -- 41 kDa 

1 2 3 4 
1.- HoJ• Superior 1er m..--. 
2.- Hoja .. nderll 1er m._.._. 
3.- Hoja Superior 2do m._.._. 
4.- ttoja .. ndenl Zdo m..--. 

(b) 
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(•)Primer m....treo 
(b)Segunclo muestreo 

Figura AS. Plantas adultas. Población Zacatecas 17 (Zl7). Lote control. Las muestras 
fueron tomadas muestras días después de la espigaclón y durante el periodo de llenado 
de grano. Las muestras corresponden a la hoja bandera y a la hoja superior de dos 
muestreos, entre los cuales transcurrieron 15 días. 
(a) Western Blot de los extractos proteicos de cada muestra, 30 µg de proteína total en 
cada carril. (b) Densltometría de la cantidad detectada de Rublsco actlvasa (2 lsoformas 
43 y 41 kDa) en cada muestra. 
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Agura A6. Plantas adultas. Población Zacatecas 17 (Z17). Lote control. 
(a) Oensltometría de la cantidad total de Rublsco actlvasa (41kDa + 43 kOa) 
detectada en cada muestra. (b) Relación entre lsoformas 43k0a/41 kDa • 
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A.4.2.2. Lote tratado CDn MA 200 µM. 

El efecto del ácido lndolacético en estas muestras fue contundente a simple vista, a 

pesar de que las hojas físicamente se observaban Igual que las plantas control, a nivel 

de expresión de Rubisco activasa si ocurrieron importantes alteraciones. 

La proteína detectada mediante Western Blot de los extractos de estas muestras se 

representa en la figura A7, {a) y gráficamente los valores de la densltometría para cada 

isoforma en la figura A7, (b). En la primera muestra de la hoja superior después del 

primer tratamiento, sólo se aprecia la isoforma de 43 kDa y tan sólo una mínima señal 

para la isoforma de 41 kDa que alcanzó tan sólo valores de 80.20 Odu/mm2 • En tanto 

como ya vimos en el lote control para esta misma muestra se observan las dos 

isoformas casi en cantidades equivalentes {figura AS {a) y {b)) . En la siguiente muestra 

para esta misma hoja, una vez que la planta ya ha sido sometida a dos tratamientos con 

la auxina, se puede apreciar en el Western blot {figura A7, {a)) que prácticamente no se 

presenta señal para ninguna de las dos isoformas, y creemos que pudo ser que las 

hojas se encontraban muy dañadas debido a la transportación y al almacenamiento, 

como no fue posible reproducir estos experimentos, se decidió no tomar en cuenta este 

dato. 

En el caso de las muestras de la hoja bandera, en el primer muestreo al Igual que en 

la hoja superior se observa una señal muy marcada para la lsoforma de 43 kDa que 

representa valores de densidad óptica de 380, mientras que para la lsoforma de 41 kOa 

apenas se detectan 110 Odu/mm2
• En la muestra siguiente, cuando la planta ya ha sido 

sometida a dos tratamientos con AIA, sorpreslvamente la cantidad total de Rublsco 

activasa aumenta con respecto a la muestra anterior de 492 Odu/mm2 en el primer 

muestreo a 1195 Odu/mm2 en el segundo muestreo {figura AS, {a)); esto se debe 

principalmente a que la expresión de las dos isoformas se ve aumentada y en mayor 
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proporción aparece la lsoforma de 41 kDa, de tal manera que representa casi el doble 

de la cantidad de la lsoforma de 43 kDa (relación entre isoformas en esta muestra: 

0.64, 43 kDa/41 kDa, Figura AS (b)) 

Con respecto a las muestras del lote control para la hoja bandera, las cantidades 

totales para Rubisco activasa en la primera muestra son menores al control de 941 

Odu/mm2 (figura A6, (a)) a 492 Odu/mm2 con AIA (figura AS, (a)). En el segundo 

muestreo ocurre lo contrario, el lote control muestra 793 Odu/mm2 (figura A6, (a)), 

mientras que en el lote tratado la cantidad total de Rubisco actlvasa en la hoja bandera 

alcanza un máximo de 1194 Odu/mm2 (figura AS, (a)). 
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(a) 

(b) 

Población Z17 tr•tachl con MA 200 µM 

1- -- ;I - 43 kDa - 41 kDa 

1 2 3 4 

1.-~ SUperlor, 1-Tl'lltamlento. 
2.-~ .......... , 1-Tl'lltamlento. 
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<•>Prt-m~ 
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Rgura A7. Plantas adultas. Población Zacatecas 17 (Z17). Late tratado con ácido 
lndolacétlco (AlA) 200 µM. Las muestras fueron tomadas muestras días después de la 
esplgadón y durante el período de llenado de grano. Las muestras corresponden a la 
hoja bandera y a la hoja superior de dos muestreos, realizados días después de 
aplicados dos tratamientos respectivamente. (a) Western Blot de los extractos proteicos 
de cada muestra, 30 mg de proteína total en cada carril. (b) Densltometría de la 
cantidad detectada de Rubisco actlvasa (2 lsoformas 43 y 41 kDa) en cada muestra. 
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Agura AB. Plantas adultas. Población Zacatecas 17 (Z17). Lote tratado con ácido 
lndolacétlco (AJA) 200 µM. 

a) Oensltornetria de la cantidad total de Rublsco actlvasa (41 kDa + 43 kDa) 
detectada en cada muestra. (b) Relación entre lsoformas 43 kDa / 41 kDa. 
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A.5. Discusión. 

El comportamiento de las isoformas en el lote control de la población original (Zo) es 

similar al presentado en las plántulas; conforme el tiempo transcurre, la cantidad de la 

lsoforma de 41 kDa aumenta y la de 43 kDa disminuye. Este fenómeno se observa de 

manera más contundente en la hoja bandera, ya que se presenta una inversión en la 

relación entre las isoformas (figura A2, (b)). La hoja bandera es la hoja inmediata a la 

mazorca, y contribuye mayoritariamente al llenado de grano. Durante tocio el estudio en 

el lote control de la población Zo, las cantidades detectadas de Rublsco actlvasa en las 

muestras de las hojas bandera siempre fueron mayores con respecto a las cantidades 

detectadas en las muestras de las hojas superiores. 

El efecto del ácido indolacético en la población Zo provocó que la cantidad de Rublsco 

activasa en las muestras de las hoja bandera disminuyera conforme avanzó el estudio, 

y que en general la cantidad total de Rublsco actlvasa en la hoja bandera fueran 

siempre menores con respecto a los niveles detectados para la hoja superior; en ambos 

situaciones sucedió de manera contraria al comportamiento del lote control. 

El efecto del AIA fue mayor en la hoja bandera, ya que la hoja superior no presenta 

cambios significativos con respecto a las muestras correspondientes en el lote control; 

en tanto en la hoja bandera desde la primera muestra tomada la cantidad de la 

isoforma de 41 kDa es similar a la cantidad de la de 43 kDa, así en la segunda muestra, 

a pesar de que el aumento de la lsoforma de 41 kDa no es tan grande si hay una 

disminución en la isoforma de 43 kDa, esta es la principal causa de la disminución de la 

cantidad total de Rubisco activasa en la hoja bandera debido al efecto del AIA. Con base 

en lo anterior podemos decir que en la población original (Z,), el ácido indolacético 

favorece el aumento de la isoforma de 41 kDa. A partir de la teoría que postula que esta 

isoforma proviene de la isoforma mayor ( Datos no publicados, Martín Vargas Suárez), 

se explica la disminución en la expresión de la lsoforma de 43 kDa que se presenta en la 
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segunda muestra de la hoja bandera, después de transcurridos dos tratamientos con 

AIA. 

La población z,,, que ha sido, sometida a 17 ciclos de mejoramiento, presenta 

mayor productividad con respecto a la población original y en general las plantas son 

más grandes y con un rendimiento de grano mayor, si se sostiene que el cambio de una 

isoforma a otra tiene que ver con los eventos del envejecimiento y del desarrollo como 

se postuló en el capítulo 7 para las plántulas, es posible que lo mismo ocurra a este 

nivel de las plantas y al ser poblaciones mejoradas, y tener un desarrollo acelerado o 

mejorado, se promueva la aparición de la lsoforrna de 41 kDa 

El caso de la hoja bandera en la población Zl 7 tratada con AIA, presentó un 

comportamiento interesante: después de aplicados dos tratamientos, no sólo hay un 

aumento de la lsoforrna de 41 kDa, como en el lote control, sino que también hay un 

aumento considerable de la lsoforma de 43 kDa, lo que da origen a un aumento en la 

cantidad total de Rublsco actlvasa. Esto quiere decir que a pesar de que parte de la 

isoforma de 43 kDa, se convierte en la lsoforrna de 41 kDa, el RNAm de Rublsco 

actlvasa probablemente fue estabilizado por el AIA, y así permitir síntesis de novo de la 

isoforma de 43 kDa, que permite que los niveles de esta lsoforrna se mantengan en 

cantidades considerables a pesar de que el tiempo ha transcurrido. 

A.6. Conclusiones. 

a) El ácido indolacétlco afecta la expresión de Rublsco actlvasa; especialmente 

promoviendo la aparición de la lsoforrna de 41 kDa. Este efecto fue más evidente 

en la población Zo. Sin embargo en la población Zl 7, además de presentarse un 

aumento en la lsoforrna de 41 kDa, también hay un aumento en la de 43 kDa, lo 

que da origen a un aumento en la cantidad total de Rublsco actlvasa en esta 

población. 

88 



AriNDICE 

b) El aumento en la cantidad total de Rublsco activasa, después del tratamiento con 

AJA, en la población Z17, probablemente se deba a una estabilización del RNAm 

que codifica a Rubisco actlvasa, como se ha postulado en otros trabajos 

(Newman, et al. 1993; Jonson, 2000) 

c) En ambas poblaciones el efecto de esta auxina natural, fue más significativo en 

las muestras de la hoja~ bandera; ya que por ser la hoja Inmediata superior a la 

mazorca, juega un papel Importante en el período del llenado de grano de la 

planta. 

d) Estos resultados deben considerarse como preliminares, debido a que hace falta 

reproducirlos para confirmar el efecto del AIA en las plantas adultas. Sin 

embargo, son Interesantes debido a la posibllldad que presentan de poder 

manipular la concentración y/o la relación de los péptidos de Rubisco activasa por 

medio de la aplicación de AIA a la planta, y con ello afectar la productividad de la 

misma. 
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