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RESUMEN 

RESUMEN 

El maíz es una planta cultural en el sentido más profundo del término, 

porque existe debido a la intervención inteligente y oportuna del hombre, quien lo 

domesticó hace más de cinco mil años. En México (cuna del maíz) el maíz es 

claramente el cultivo más importante, sin embargo las crecientes importaciones del 

grano han despertado interés por conservar y mejorar los maíces nativos. 

En éste contexto, los esfuerzos han sido diversos por entender los mecanismos de 

mejoramiento del cultivo de maíz. 

Éste trabajo expone los resultados de la aplicación de un método de selección 

basado en el contenido de Rubisco activasa (chaperona molecular encargada de 

activar a Rubisco ) en maíz que permite obtener en forma muy eficiente plantas con 

alta capacidad de expresión de Rubisco activasa tomando como base de partida los 

resultados que con anterioridad se obtuvieron en éste laboratorio y que demuestran 

que en plantas mejoradas de maíz por el método de Selección Masal Visual 

Estratificada; la cantidad de Rubisco (la enzima clave de la fotosíntesis) 

permanece constante, mientras que la cantidad de Rubisco Activasa aumenta 

significativamente. 

La estrategia de investigación fue partir de la variedad de maíz Zacateca s 58 original 

(Zo) en la cual se hizo selección masal para alto contenido de Rubisco Activasa 

(Alta RA) y bajo contenido de Rubisco Activasa (Baja RA). 

Como su nombre lo indica, la selección para Alta RA consistió en seleccionar 

los granos de maíz de plantas con un elevado contenido de Rubisco activasa; y el 

lote Baja RA se obtuvo de seleccionar los granos de plantas de maíz con bajo 

contenido de Rubisco activasa. 

Los resultados obtenidos indican que en maíz, la característica de selección por 

Rubisco activasa se mantuvo de un ciclo de mejoramiento a otro y además el 

incremento de Rubisco activasa se relacionó positivamente con la longitud de las 

plantas. 
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INTRODUCCiÓN 

Las diversas formas de uso del maíz y su amplia capacidad de adaptación, 

hacen de ésta planta uno de los cultivos de mayor importancia económica y cultural 

para la humanidad, en especial para países como México, en donde el maíz ocupa 

un lugar privilegiado por s er la base de la alimentación de su población. Por éste 

motivo la búsqueda del mejoramiento en la productividad de la planta es un tema de 

gran interés. 

Se sabe que la selección masal y visual, que consiste en seleccionar año con año 

las mejores mazorcas en cuanto a peso y apariencia; ha sido un sistema 

de mejoramiento efectivo comúnmente usado por los agricultores para 

obtener variedades con alta capacidad de rendimiento, sin embargo algunas 

modificaciones sustanciales al método tradicional han hecho posible mejorar en 

forma muy considerable su eficiencia y por tanto el avance genético del maíz. 

(Molina-Galán, 1983) 

Trabajos de investigación previos realizados en plantas adultas mostraron que a 

medida que una variedad de maíz es mejorada en cuanto a la eficiencia de su 

rendimiento, su contenido de Rubisco activasa aumenta en la hoja superior a la 

mazorca (Morales A. et. al. 1999); surgiendo de aquí la idea de seleccionar el maíz 

por su contenido de Rubisco activasa. 

Por tanto se puede considerar que al seleccionar maíz por contenido de Rubisco 

activasa se obtendrían plantas con mayor expresión del gen que codifica para dicha 

proteína y por tanto plantas con mayor rendimiento en grano. 

La relación entre mejoramiento de maíz y Rubisco activasa, se explica a partir del 

hecho de que el aumento de la cantidad de Rubisco activasa en las hojas de maíz 

corresponde al incremento de la actividad de Rubisco (Martínez-Barajas et al. 1997) 

enzima que cataliza la fijación fotosintética del CO2. Al proporcionar a la planta mayor 

capacidad para asimilar el CO2 se espera que el rendimiento de la planta sea mejor, 

porque el rendimiento final de los cereales está determinado por factores como la 
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disponibilidad y la habilidad de acumular nutrientes, así como la translocación de los 

mismos (Daie, 1985). 

Los resultados de éste trabajo exponen el efecto de un modelo de selección por 

Rubisco activasa en maíz que permita lograr más eficientemente la obtención de 

plantas con mayor capacidad de expresión de Rubisco activasa. 

Para este efecto el diseño experimental incluyó la obtención de dos lotes de maíz 

*autofecundados, con un ciclo de selección (Zl) realizado en base al contenido de 

Rubisco activasa. 

Éstos lotes, que a lo largo del trabajo se designaron como Alta RA (alta Rubisco 

activasa) y Baja RA (baja Rubisco activasa), se generaron a partir de una variedad 

original de maíz Zo y difieren en la característica de su selección. Como su nombre lo 

indica el lote Alta RA es producto de la siembra de granos de maíz de plantas que se 

seleccionaron por su elevado contenido de Rubisco activasa; y el lote Baja RA se 

obtuvo al sembrar granos de plantas de maíz con bajo contenido de Rubisco 

activasa. 

Con éste trabajo se pretende aportar conocimiento para obtener un método de 

selección, en base a parámetros bioquímicos que puede utilizarse en la búsqueda de 

semillas con mayor capacidad de producción . 

• Autofecundación significa Que el polen de una planta se depositó en los estilos de la misma planta. 

lo. Z, El subíndice indica el número de ciclos de selección 
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ANTECEDENTES 

El maíz como cultivo. 

Desde su domesticación en tierras mesoamericanas, el maíz se asentó en 

diferentes partes del mundo y en la actualidad es el tercer producto agrícola en el 

mundo después del arroz y el trigo, considerando la superficie cultivada. 

Según datos del Foreign Agricultural Service (Servicio de Agricultura Exterior), 

publicados por la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y 

Alimentación (SAGARPA), durante el ciclo octubre 2003 - septiembre 2004, 

la producción mundial d e maíz fue de 706.4 m iliones d e toneladas, del as cuales 

México aportó un 3.1 % muy por debajo de la producción de Estados Unidos, 

China, Unión Europea y Brasil. Resulta increíble que México, cuna del 

maíz, dependa ahora de las importaciones del grano para satisfacer las 

demandas del país. Tan sólo del 1° de enero al 31 de diciembre del 2003 se 

importaron 5,724.8 toneladas de maíz procedente de Estados Unidos y en la 

primera mitad del 2004 se importaron 2,532.7 toneladas. (Fuente: SAGARPA Boletín 

semanal, 29 de marzo del 2005, consultado en Internet). 

No obstante, el maíz es el cultivo más importante de México, tanto por sus enormes 

vínculos con la cultura del país, como por su consumo alimentario e industrial 

(Sin maíz no hay país, 2003). 

En éste contexto es de suma importancia buscar métodos que estén encaminados 

hacia la obtención de variedades de maíz más productivas que satisfagan tanto al 

sector alimentario como al sector industrial, y así mismo que se apoyen en los 

conocimientos milenarios adquiridos por los campesinos en la adaptación evolutiva 

de ésta especie y en la ciencia moderna desarrollada en nuestro país. 

Ésta problemática ha sido abordada en diferentes formas. A mediados del siglo XX 

se impulsó un movimiento que se conocería después como Revolución verde, y que 

consistió en la introducción de variedades autóctonas de México en países del tercer 

mundo, así como maquinaria y agroquímicos para aumentar el rendimiento de los 

cultivos. El resultado fue bueno por un tiempo, pero después trajo 
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consigo la disminución de la producción por erosión, pérdida de fertilidad 

o contaminación del suelo. (Singh R.B., 2000). 

Actualmente existen grupos y comunidades que están orientando sus esfuerzos 

hacia I a a gricultura o rgánica y el p olicultivo, los resultados son lentos después de 

años de fertilización química y d e erosión d el a mbiente. S e trata d e u na labor de 

largo plazo que implica una gran inversión en fuerza de trabajo, dificultando su 

aplicación en grandes extensiones. 

En las dos últimas décadas del siglo XX los avances de la ingeniería genética han 

abierto una nueva era agrícola: la Revolución Biotecnológica, la cual ofrece un 

conjunto de técnicas que permiten modificar la herencia de los seres vivos y producir 

nuevos organismos con combinaciones novedosas de material genético. Sin 

embargo la incertidumbre acerca de los efectos a largo plazo que éstas innovaciones 

puedan tener ha despertado inquietudes y malestar en algunos sectores de la 

población mundial, que ha dificultado su estudio objetivo. 

En 1983 Molina Galán reportó un método de selección masal visual estratificada 

(Molina-Galán, 1983), que se basa en el método de selección tradicionalmente usado 

por los campesinos, pero con algunas modificaciones que permiten disminuir el 

tiempo de mejoramiento del rendimiento de maíz. Básicamente consiste en sembrar 

granos seleccionados masar y visualmente en lotes aislados en tiempo o espacio y 

divididos en sublotes, aplicando una presión de selección del 5% por cada 6000 

plantas, con el fin de disminuir la variabilidad fenotípica y lograr un mayor avance 

genético por ciclo de selección. A través de éste método de selección los 

incrementos en el rendimiento se han sostenido en 3.9 % por ciclo de selección. 
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Mejoramiento genético y actividad de Rubisco. 

La fotosíntesis es un proceso que realiza un grupo diversificado 

de organismos que incluye cianobacterias, algas verdes y plantas, para 

transformar la energía luminosa en energía química mediante la participación de 

muchas proteínas y moléculas pequeñas, que constituyen e la parato fotosintético. 

(Mathis P. and Paillotin G., 1981). 

Dentro de la fotosíntesis, la fijación del C02 es un factor muy importante para las 

plantas porque representa la fuente de los carbohidratos de los que dispondrá para 

su desarrollo (Lorimer, U. K., 1981). En términos del mejoramiento de cultivos de 

interés alimentario y comercial , la eficiencia en la fijación del C02 es también una 

etapa muy importante porque junto con la distribución de los fotosintatos, 

representan las bases fisiológicas para aumentar la capacidad de rendimiento de las 

plantas (Gifford and Evans, 1983). 

En el maíz la fijación del C02 se lleva a cabo mediante la vía fotosintética tipo C4 

(Edwards G. E. and Huber S. C., 1981) con la participación de dos enzimas 

fundamentales: la PEPcasa (fosfoenol piruvato carboxilasa) y la Rubisco (Ribulosa 

1,5-bifosfato carboxilasa/oxigenasa). 

La via fotosintética C4 en términos generales consiste en dos fases importantes que 

se llevan a cabo en diferentes tipos de células: la carboxilación por la PEPcasa en 

las células mesofílicas y, en el haz de las células en vaina la descarboxilación, que 

trae consigo la liberación de C02 que vuelve a ser fijado por la reacción de la Rubisco 

para incorporarse al ciclo de reducción de las pentosas fosfato (Edwards G. E. and 

HuberS. C., 1981), (Horton, H. R. 1995). 
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Corte de hoja C 4 

vaina 

Células ll1esofílicas 

Figura 1. Ilustración de la estructura de las hojas de las plantas C,. El haz de células en vaina de 
las plantas C4 contienen cloroplastos y están rodeadas por completo de células mesofilicas. La 
fijación de CO2 catalizada por la Rubisco se lleva a cabo en las células en vaina. 

La reacción catalítica de la Rubisco consiste en la condensación del C02 con 

ribulosa-1 ,5-bifosfato para formar un compuesto de transición de seis carbonos que 

se hidroliza rápidamente en dos moléculas de 3-fosfoglicerato. 

CHz-O-P 

CO2 +HP ZH+ 

H~~OH U~ 
H __ -+--01 .. OH 

CHz-O-P 

D-ribulose 1. 5-bisphospha te 

CHz-O-P 

HO+H 
COO-

COO­

H+OH 
CHz-O-P 

Z 3-phospho-D-glyceIa.te 

Figura 2. Reacción catalizada por la Rubisco (Ribulosa 1,5-bifosfato carboxilasa/oxigenasa). 
Comprende la condensación de CO2 con una molécula de ribulosa 1,5-bifosfato. 
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ANTECEDENTES 

La enzima Rubisco está regulada tan estrictamente que la disminución de su 

actividad puede limitar la velocidad de asimilación del CO2. Dentro de la gran 

cantidad de factores que regulan la actividad de Rubisco se encuentra la luz, el 

estado metabólico, las condiciones ambientales, la disponibilidad de C02 y la 

presencia de agentes oxidantes. Además en el caso particular del maíz, la actividad 

de Rubisco es también regulada por la velocidad de síntesis de la proteína durante el 

desarrollo temprano de plántulas (Loza-Tavera, 1992). 

En 1994 se reportó que los cambios en la actividad de Rubisco en plantas de maíz, 

durante el periodo de llenado de grano y en la recuperación de su. actividad después 

de haber sido desnaturalizada por calor, correlaciona con la cantidad de una proteína 

llamada Rubisco activasa (Martínez-Barajas, 1994). 

Rubisco activasa, como su nombre lo indica es capaz de activar a la Rubisco, esto se 

confirmó en estudios donde se midió directamente la fotosíntesis y la actividad de la 

enzima Rubisco en cinco poblaciones de maíz mejoradas a lo largo de 23 años de 

acuerdo a los criterios de selección masal visual estratificada. En dichos estudios se 

observó que la actividad de Rubisco se incrementa gradualmente observando un 

máximo de su actividad y de la fotosíntesis neta de la planta, en la población con 23 

años de mejoramiento. Empero, el incremento de la actividad de Rubisco no se 

explicó en términos de su concentración, pues en todas las poblaciones que se 

estudiaron se observó que la cantidad de Rubisco permaneció constante y en exceso 

debido a que una parte considerable de ella es inactiva; por otra parte la cantidad de 

la proteína Rubisco activasa se incrementó proporcionalmente con el grado de 

mejoramiento de cada población (Morales A. et.al. 1999). 
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Rubisco activas a como reguladora de la actividad de Rubisco. 

Rubisco activasa es una proteína que desde 1982 se reportó como un 

elemento importante en la activación de la enzima Rubisco (Somerville et al., 1982). 

Pero fue hasta 1985 cuando se identificó en plantas de Arabidopsis thaliana con 

deficiencia en la actividad de Rubisco, que dicha deficiencia estaba relacionada con 

la ausencia de dos proteínas con masa molecular aproximada de 47 Y 50 KDa 

(Salvucci and Ogren, 1985). 

La falta de éstas proteínas no permitía que la Rubisco se activara cuando las 

plantas se pasaban de oscuridad a luz; problema que fue superado cuando 

los extractos de plantas mutantes se complementaron con una fracción desprovista 

de Rubisco que se obtuvo a partir de plantas de espinaca o 

de Arabidopsis (Salvucci and Ogren, 1985). 

Poco después se estableció que la activación de Rubisco mediada por Rubisco 

activasa, es un proceso dependiente de la hidrólisis de ATP 

(Streusand and Portis, 1987). 

Posteriormente, se demostró que en una población de maíz genéticamente 

mejorada, el incremento de la actividad de la enzima Rubisco correlacionaba 

directamente con la cantidad de Rubisco activasa, sin embargo éstas observaciones 

por sí mismas no indicaban el papel que desempeñaba Rubisco activasa como 

mediadora de la actividad de Rubisco. 

No fue sino hasta 1995 cuando un trabajo publicado por éste laboratorio reportó 

que Rubisco activasa actúa como chaperona molecular de Rubisco, al 

facilitar a través de la inducción de cambios conformacionales, la liberación 

de la enzima de un complejo inactivo con Ribulosa 1-5, bifosfato (RuBP) 

(Sánchez de Jiménez et al., 1995). 

El nombre de chaperonas moleculares se aplica a un grupo heterogéneo de 

proteínas que tienen la capacidad de unirse reversiblemente a proteínas 

parcialmente estructuradas evitando la formación de estructuras que aunque pueden 

ser energéticamente más favorables, no llevan a cabo su función biológica. Ésta 

familia de proteínas posee características comunes, entre las cuales se reportan: la 
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formación de agregados de alto peso molecular, la actividad ATPasa dependiente, su 

síntesis estimulada transitoriamente por temperaturas elevadas y su capacidad para 

inducir la recuperación de la actividad de su blanco cuando éste se ha sometido a 

condiciones normalmente desnaturalizantes (Ellis and van der Vies, 1991). 

Características de Rubisco activasa 

Rubisco activasa es una proteína cloro plástica con actividad de chaperona 

molecular, constituida por dos polipéptidos de masa molecular aproximada de 41 y 

45 kDa dependiendo de la especie; en espinaca las masas moleculares de sus 

subunidades son 41 y 45 KDa (Robinson et a/., 1988), mientras que en maíz son de 

41 y 43 KDa (Martínez-Barajas et a/., 1997). 

La actividad de ATPasa al igual que la capacidad de activar los complejos Rubisco­

RuBP es estrictamente dependiente de ATP y es inhibida por ADP, además tiene un 

alto requerimiento de Mg2
+ que puede ser parcialmente sustituido por otros cationes 

divalentes (Robinson and Portis, 1989). 

Rubisco activasa es una proteína que de acuerdo a su secuencia ha sido clasificada 

dentro del grupo de las proteínas AAA+ (ATPasas asociadas a una variedad de 

actividades celulares), las cuales comparten la característica de poseer dominios de 

ATPasas conocidos como módulos AAA+, éste tipo de proteínas constituyen un 

nuevo grupo de chaperonas moleculares capaces de inducir un cambio 

conformacional en estructuras moleculares o macromoleculares (Hanson P. and 

Whiteheart S. 2005). 

Rubisco activasa de maíz es codificada por dos genes: Zmrca1 y Zmrca2, con 

diferencias en el tamaño de la región no traducible del extremo 3' (3' UTR). 

Sin embargo, los dos transcritos de Rubisco activasa, cada uno expresado a partir de 

su gen correspondiente, poseen la misma región codificadora o marco de lectura 

abierto idéntico y no muestran posibles sitios de empalme en sus regiones 3', 

éste marco de lectura abierto codifica solamente al polipéptido maduro de 43 KDa 

(Ayala-Ochoa et a/., 2004). Recientemente se propuso que el polipéptido de 41 KDa 

en maíz es el resultado de un procesamiento postraduccional para regular la 

actividad de Rubisco activasa (Vargas-Suárez et a/.,2004). 
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HIPÓTESIS 

Dados los antecedentes presentados acerca de la correlación entre el 

incremento en la producción de las plantas de maíz seleccionadas y el 

aumento en la cantidad de Rubisco activasa, se plantea la siguiente hipótesis 

de trabajo: 

"Las plantas de maíz seleccionadas por alto contenido de Rubisco activasa 

mantienen su característica de selección y además son más 

productivas que las plantas seleccionadas por bajo contenido de Rubisco 

activasa". 

OBJETIVOS 

En base a la hipótesis se plantean los siguientes objetivos para el desarrollo 

de la presente investigación: 

Objetivo general. 

Conocer si es posible seleccionar plantas de maíz por su alto contenido de 

Rubisco activasa que correspondan con una mayor capacidad de incrementar 

su rendimiento en grano. 

Objetivos particulares . 

./ Establecer las condiciones experimentales apropiadas para 

identificar y analizar semi-cuantitativamente Rubisco activasa de 

maíz . 

./ Comparar el rendimiento de lotes de plantas que difieren en su 

selección por contenido de Rubisco activasa . 

./ Evaluar el efecto que ocasiona la selección por Rubisco activasa 

sobre el rendimiento y la expresión de Rubisco activasa en la hoja 

bandera de maíz. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Material biológico. 

Inicialmente, de la variedad lacatecas 58 original (lo) se tomó en cada una de 

100 plantas, proporcionadas por el Dr. José Molina Galán del Colegio de 

Postgraduados; una fracción de la hoja inmediata superior al jilote de la planta y se 

analizó el contenido de Rubisco activasa en cada una de ellas. 

A partir de dicho análisis fueron seleccionadas las 10 plantas con el contenido más 

alto de Rubisco activasa, así como las 10 plantas con el contenido más bajo de 

Rubisco activasa. 

(Trabajo realizado en el año 2002 por la tesista Jessica Lozano Franco). 

Tabla 1. Contenido de Rubisco activas a de las plantas seleccionadas a partir de la población original 

lo 

Grupo de plantas seleccionadas 
Alto contenido de Rubisco activasa 

Número 
de 

muestra 

66 
61 
59 
99 
95 
97 
96 
65 
40 
70 

Cantidad de 
Rubisco activasa 

(Unidades de densidad 
ó ticalmm2 

2315.81 
1893.46 
1714.41 
1693.77 
1653.35 
1465.12 
1401.29 
1356.92 
1022.37 
1095.50 

Grupo de plantas seleccionadas 
Bajo contenido de Rubisco activasa 

Número 
de 

muestra 

71 
83 
81 
23 
33 
6 
8 
3 

69 
42 

Cantidad de 
Rubisco activas a 

(Unidades de densidad 
ópticalmm2

) 

12.22 
34.79 
61 .18 
89.03 
170.29 
243.80 
309.89 
364.01 
388.60 
469.84 

*Nota.- Análisis densitométrico de geles revelados para Western-Blot 
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El trabajo de campo se realizó en el campo experimental de Montecillo del Colegio 

de Postgraduados localizado a 19°53'N y 98°53'W a 2245 msnm, y el análisis de la 

Rubisco activasa en el Laboratorio 103 del Departamento de Bioquímica y Biología 

Molecular de Plantas de la UNAM. 

Con los granos de las 10 plantas con más alta RA se formó un compuesto 

balanceado con igual número de granos de cada planta, y otro con igual número de 

granos de las plantas con más baja RA, en los ciclos agrícolas 2003 y 2004. 

Las plantas que resultaron de la siembra de cada grupo constituyeron el material 

biológico de la presente tesis y a lo largo del escrito se designaron como lote Alta RA 

y Baja RA dependiendo de si corresponden a las plantas seleccionadas por alto o 

bajo contenido de Rubisco activasa. 

En la figura 3 se representan los pasos que se realizaron a partir de la variedad 

original (Zo) y después a partir de los lotes Alta RA y Baja RA del año 2004; éstas 

últimas se describen detalladamente más adelante. 

Las muestras de hoja se tomaron 24 días después de la floración masculina 

o antesis entre las 7:00 y las 8:00 AM en cada ciclo agrícola. El estudio se 

hizo específicamente en la hoja que se indica porque se sabe que es una de 

las que participan más activamente durante la etapa de llenado de grano 

(Loza-Tavera el al., 1990). 

En total se muestrearon 68 y 65 hojas en el lote Alta RA y Baja RA, respectivamente 

en el ciclo agrícola 2003 y en el caso del ciclo agrícola 2004 se muestrearon 82 hojas 

en el lote alta RA y 49 en el lote Baja RA . 

• Zn, el subíndice indica el número de ciclos de selección. 
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En el 2002 se cuantificó Rubisco activasa en la hoja bandera de 100 plantas adultas de malz, 
(Población Zo) . 

~------~I I~ ______ ~ 
t ~ 

Se seleccionaron las 10 plantas 
con el mayor contenido de 

Rubisco activasa 

1 

Lote Alta RA 
Ciclo agrlcola 2003 
(Población Z1) 

Se seleccionaron las 10 plantas 
con el menor contenido de 

Rubisco activasa 

Los granos de las plantas 
seleccionadas se sembraron 

en los ciclos agrlcolas 2003 y 2004 1 

l 
Lote Baja RA 

Ciclo agrlcola 2003 
(Población Z1) 

Lote Alta RA Lote Baja RA 

r 
Ciclo agrlcola 2004 Ciclo agrlcola 2004 

l 
(Población Z1) (Población Z1) 

~---------- ----------~ Y" 

15 plantas se seleccionaron 
por su alto contenido de 
Rubisco activasa 
(Lote control) 

Se comparó el rendimiento de los dos lotes 

Los granos de las plantas 
seleccionadas se sembrarán 

en el ciclo agrlcola 2005 

10 plantas se seleccionaron 
por su bajo contenido de 

Rubisco activasa 
(Lote control) 

Figura 3. Estrategia experimental realizada durante éste trabajo 
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Purificación de Rubisco activasa de hojas de espinaca. 

Se aisló Rubisco activasa a partir de hojas de espinaca, para generar 

anticuerpos específicos contra Rubisco activasa. El proceso se realizó según el 

método descrito por Robinson et al. (1988). 

Cien gramos de hojas de espinaca se trituraron con N2líquido y se añadieron 200 mi 

de buffer de extracción (Tricina-NaOH pH 8.1 160 mM, MgC12'6H20 7.7 mM, 

NaHC03 16.6 mM, EOTA 5 mM, Benzamidina 1 mM, PMSF 1 mM, y 

~-mercaptoetanol 10 mM), de ésta forma se mantuvo con agitación magnética 

durante 25 minutos a 4 oC y transcurrido el tiempo de agitación se filtró con 2 capas 

de Miracioth, posteriormente se centrifugó (Rotor SS - 34, centrífuga Sorvall RC-5B) 

a 15,000 rpm por 30 minutos para separar el sobrenadante, al cual se le agregó 

(NH4)2S04 saturado hasta 35% de saturación. En seguida se centrifugó (Rotor SS -

34, centrífuga Sorvall Re-5B) a 9,000 rpm durante 15 minutos y la pastilla se 

resuspendió en el mínimo de buffer A (KC1100 mM, Bis - Tris -propano 10 mM, OTI 

10 mM, ATP 0.2 mM, pH 7). 

El resuspendido se pasó por una columna Sephadex G - 25, (50 cm x 1.5 cm) y en 

cada fracción eluida se leyó absorbancia a 280 nm, las lecturas se graficaron y la 

primer fracción que mostró la gráfica se concentró usando un equipo de vacío 

(Speed Vack). Posteriormente se diluyó en un volumen igual de buffer Y (Bis-Tris­

propano 10 mM, OTI 10 mM, ATP 0.2 mM, pH 7) Y se ultracentrifugó (Rotor 75 Ti, 

Beckman XL-100) a 30,000 rpm por 1 hora, el sobrenadante se fraccionó con una 

columna Q - Sepharosa (9 cm x 1 cm) usando un gradiente lineal de KCI 500 mM, 

sabiendo d e antemano que R ubisco a ctivasa e s la proteína mayoritaria cuando la 

elución se efectúa en el intervalo de 200 a 250 mM de KCI (Robinson et al. 1988). Se 

juntaron las fracciones que fluyeron en dicho intervalo y se dializaron para eliminar 

por completo el KCI, posteriormente se concentraron a 4° C usando PEG 

(Polietilenglicol). 
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Para analizar el resultado del proceso de purificación se realizó una electroforesis 

(Laemmli 1970) con 8.5% de acrilamida y 0.2% de bis acrilamida en la que se 

incluyó un marcador de pesos moleculares con un rango de 14 kDa a 66 kDa; 

el gel se transfirió utilizando un equipo de transferencia semiseco (LKB, 2117 

Multiphor 11, Suecia) a una membrana hidrófoba de difluoruro de polivinildieno 

(PVDF), con poros de 0.45 ¡.tm que se tiñó con rojo de Ponceau. 

Obtención de anticuerpos. 

Con la proteína purificada se obtuvieron anticuerpos contra la Rubisco 

activasa de espinaca siguiendo el esquema de inmunización que a continuación se 

describe: 

T bl 2 E a a . squema e InmUnlzacl n d ' 'ó 

Semana * Proteína en buffer Y + adyuvante Inyección 
(0 .35 mg/ml) (Gibco BRL®) 

Primera 1.4 mi + 1.4 mi subcutánea 

Segunda 1.4 mi + 1.4 mi Intramuscular 

Tercera 1.4 mi + 1.4 mi Intramuscular 

Cuarta DESCANSO 

Quinta SANGRIA DE PRUEBA 

'-refuerzo 
2.8 mi + 2.8ml 

intraperitoneal 

Sexta SANGRIA DE PRUEBA 

.- siguiente día SANGRIA DE COSECHA 
, , '. * La composIción del Buffer Y se describe en la secclon "Purificación de Rublsco actlvasa de hOjas de 

espinaca" 

La inmunización se llevó a cabo en un conejo tipo Nueva Zelanda, sexo masculino, 

de 3 kg de peso. 
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Título de los anticuerpos. 

Con la finalidad de conocer la dilución adecuada de los anticuerpos, se realizó 

un análisis de Elisa - Dot que consistió en incubar el extracto de Rubisco activasa 

con distintas diluciones del anticuerpo en membranas de Nitrocelulosa (Pharmacia), 

tamaño de poro 0.45 IJm previamente saturadas con albúmina al 1 % en PBS ( NaCI 

13.6 mM, KCI 0.2 mM, Na2HP04°7H20 7.2 mM, KH2P04 0.13 mM, CaCI2 0.9 mM) 

durante dos horas a temperatura ambiente. Posteriormente cada membrana se 

incubó con anticuerpo anti-lgG de conejo acoplado a peroxidasa (Zymed) a dilución 

1:1000 por dos horas a temperatura ambiente. Entre cada etapa del análisis se 

efectuaron 3 lavados con Tween 20 al 0.05% en PBS. La inmunodetección se 

visualizó al agregar 4 - cloro -1- naftol sobre la membrana hasta que se observó la 

formación de color y se detuvo la reacción con H20 destilada. 

Por último, se realizaron análisis por Western - Blot (Towbin el al. 1979) con 

diluciones mayores a las que indicó el análisis Elisa - Dot para conocer la dilución 

óptima del anticuerpo, obteniendo un título de 1:10,000. 

Extracción de proteínas. 

De cada una de las hojas de maíz recolectadas se eliminaron cuando fue 

posible los extremos y se tomó 1 g de tejido de la parte central, el cual fue triturado 

perfectamente con nitrógeno líquido hasta obtener un polvo muy fino, 

inmediatamente después se agregó 1.5 mi de amortiguador de extracción compuesto 

por: Tricina-NaOH (pH 8.1) 100 mM, MgC12'H20 10 mM, NaHC03 10 mM, EDTA 5 

mM, Benzamidina 1 mM, PMSF 1 mM, y DTT 10 mM. La mezcla tejido-amortiguador, 

se maceró perfectamente hasta homogeneizarla y se centrifugó a 14,000 rpm 

durante 15 minutos a 4 oC. Del sobrenadante se extrajeron las proteínas 

directamente al tomar alícuotas que se usaron para cuantificar proteína soluble y 

para realizar electroforesis en gel de poliacrilamida tal como se describe más 

adelante. 
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Determinación de proteína soluble. 

La determinación de proteína s oluble s e llevó a c abo empleando la técnica 

descrita por Bradford (1976). A partir del sobrenadante de los extractos de cada 

muestra se tomó una alícuota de 2 IJI que se diluyó en 798 IJI de H20 destilada y se 

hicieron reaccionar con 20Q IJI de reactivo de Bradford. La lectura de la reacción 

colorimétrica se realizó a 595 nm. 

El valor de absorbancia obtenido se extrapoló en una curva de calibración de 

albúmina sérica bovina (BSA). para obtener la concentración de proteína total 

expresada en IJg/lJl de cada extracto. A continuación se muestra la curva de 

calibración utilizada en las cuantificaciones: 

aSA (pgI¡.ú) Absorbancia 

o o 
5 0.167 
10 0.473 
15 0.664 
20 0.848 
25 0.993 
30 1.107 
35 1.251 
40 1.266 

I 
I 

----------- -1 
Curva Patrón de Albúmina sérica bovina (BSA) . 

1.6 -,.----------------, 

1.4 -

~ 1.2 
10 
en 
10 

'" g 0.8 

'" -e 0.6 -o 
fII 

~ 0.4 -

0.2 

o ~----~----~----~--------~ 

I 
I 

O 10 20 30 40 50 : 

Ilgl ,1I 
l __________ o 

R2 = 0.9505 : 

Figura 4. Curva de calibración para la cuantificación de proteína total. Se realizó una curva 
patrón con albúmina sérica bovina, para extrapolar en ella las lecturas de absorbancia de cada 
muestra de acuerdo al método de Bradford (1976) 
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Electroforesis en gel de poliacrilamida desnaturalizante. 

Se realizó de acuerdo a la técnica descrita por Laemmli (1970). Oe cada 

extracto crudo de las hojas colectadas se tomaron 20 IJg (en el ciclo agrícola 2003) u 

8 IJg (en el ciclo agrícola 2004) de proteína total, a los cuales se les añadió SOS en 

proporción suficiente para impartir una carga negativa que enmascarase la carga 

intrínseca de todas las proteínas presentes en el extracto. 

A cada extracto con SOS se le agregó H20 (c.b.p. 30 IJI) Y se sometieron a un 

proceso de electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida al 8%, 

aplicando una corriente de 25 mA; para separar las proteínas del extracto crudo de 

acuerdo a sus masas moleculares. 

En cada gel se añadió como control positivo 20 IJg (en el ciclo agrícola 2003) o 5 IJg 

(en el ciclo agrícola 2004) de Rubisco activasa de espinaca y el marcador de pesos 

moleculares que se describe a continuación: 

Tabla 3 Marcador de masas moleculares 
Proteínas Masa Molecular (Da) 

Albumin bovine 66000 
Albumin egg 45000 
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase rabit muscle 36000 
Carbonic anhydrase bovine 29000 
Trypsinogen bovine pancreas 24000 
Trypsin inhibitor soybean 20100 
p-Iactalbumin bovine milk 14200 

El equipo de electroforesis que se utilizó fue: Mighty Small 11 SE 250 con un peine 
para formar 10 pocillos en cada gel. 

23 



MATERIALES Y MÉTODOS 

Western Blot. 

Se realizó de acuerdo al método descrito por Towbin et al. (1979) Para 

detectar específicamente a Rubisco activasa; las proteínas de cada gel fueron 

transferidas electroforéticamente a una membrana hidrofóbica de difluoruro de 

polivinildieno (PVDF), de poro de 0.45 ~m. 

Para la transferencia se aplicó una corriente de 1.5 mAlcm2 por 1.5 horas, utilizando 

un aparato de transferencia semiseco (LKB, 2117 Multiphor 11, Suecia). 

Una vez que las proteínas fueron transferidas, cada membrana ("blof') se incubó 

a 37°C por 2 horas, con anticuerpo contra Rubisco activasa de espinaca 

diluido 1:10,000. Inmediatamente después cada membrana o "blot" se sometió a 2 

lavados de 15 minutos cada uno, con TBS-T 0.15M (NaCI 0.15 M, Tris 0.05 M Y 

Tween 20 al 0.1%). 

Al concluir la etapa de lavados, cada "blot" se incubó a temperatura ambiente durante 

1 hora con e I a nticuerpo s ecundario a copiado a p eroxidasa: G oat a nti R abbit I gG 

(H + L) diluido 1 :2000 (Zymed). Las membranas fueron nuevamente lavadas y las 

bandas inmunoreactivas se visualizaron utilizando un sistema de quimioluminiscencia 

(Amersham ECL) en películas radiográficas (Kodak X - OMAT K). 

El tiempo de exposición de las películas radiográficas con el sistema de 

quimioluminiscencia fue de 20 segundos para todas las membranas. 

Densitometría. 

La densidad óptica relativa de las bandas obtenidas en cada película 

fotográfica fue cuantificada mediante análisis densitométrico, usando el equipo 

Fluor - S ™ Multimager (Bio RadMR
) y el programa de computadora Quantity 

One de Bio RadMR
. 

Las medidas de densidad óptica se reportan en unidades de densidad óptica por 

milímetro cuadrado (Odu/mm2). 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Manejo de datos. 

La lectura de densidad óptica de cada una de las muestras se comparó con la 

lectura densitométrica de su control positivo (20 ~g de extracto de Rubisco activasa 

de espinaca en el ciclo agrícola 2003 o 5 ~g en el ciclo agrícola 2004), de tal forma 

que el valor del control se tomó como 100. 

Los datos que se obtuvieron de dicha relación se analizaron en gráficas de 

frecuencia, en las que se establecieron intervalos de contenido relativo de Rubisco 

activasa vs. número de plantas que corresponden a dicho intervalo y se compararon 

los promedios y las desviaciones estándar del contenido de Rubisco activasa en las 

dos poblaciones de cada ciclo agrícola. 

Evaluación del rendimiento. 

Para conocer el efecto que sobre el rendimiento de los lotes Alta RA y 

Baja RA tuvo la selección por contenido de Rubisco activasa, se compararon sus 

rendimientos en el ciclo agrícola 2004 empleando curvas de frecuencia absoluta 

acumulada de cada uno de los parámetros de rendimiento excepto para "Altura de 

las plantas" y "Peso de mazorcas por lote". El rendimiento se midió en términos de 

los siguientes parámetros: 

• Peso de la mazorca: Peso seco de la mazorca, reportado en gramos CJ Peso 

de grano: Peso seco de todos los granos de una mazorca, reportado en 

gramos 

• % de grano: Relación peso de grano/peso de mazorca *100 

• Peso de olote: Peso seco del alote reportado en gramos 

• % de alote: Relación peso de alote/peso de mazorca * 100 

• Longitud de la mazorca: Distancia en cm desde la base hasta la punta 

de la mazorca 

• Diámetro de la mazorca: Definido como el segmento en cm que une dos 

puntos de la circunferencia a la mitad de la mazorca 

• Número de hileras: Cantidad de hileras de granos de maíz por mazorca 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

• Granos por hilera: Número de granos por hilera 

• Altura promedio: Medida en cm desde la base de la planta hasta la base 

de la espiga, de una muestra aleatoria de 23 plantas por lote 

• Peso promedio por mazorca: Promedio del peso seco reportado en 

gramos, de todas las mazorcas de cada lote 

Selección de maíz por contenido de Rubisco activasa. 

A partir de la determinación de Rubisco activasa en el ciclo agrícola 2004, se 

seleccionaron las 15 plantas del lote Alta RA que mostraron mayor contenido de 

Rubisco activasa y las 10 plantas que tuvieron la menor cantidad de Rubisco 

activasa del lote Baja R A. Éste nuevo grupo seleccionado se utilizó como grupo 

control, para determinar si la selección por contenido de Rubisco activasa, 

corresponde con el rendimiento esperado y además fue sembrado en el ciclo 

agrícola 2005 para obtener nuevas plantas, las cuales serán analizadas 

posteriormente. 
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RESULTADOS 

RESULTADOS 

Purificación de Rubisco activasa de hojas de espinaca. 

La purificación se realizó siguiendo el método de Robinson et al. (1988) en 

tres ocasiones, hasta que se obtuvo cantidad suficiente (mínimo 2.5 mg) de Rubisco 

activasa de espinaca con la pureza requerida para inmunizar un conejo. 

En éste trabajo se muestran los resultados de la purificación cuyo aislado cumplió 

con dichas características. La Tabla 4 describe la evolución de dicho proceso 

indicando el volumen, cantidad de proteínas y el rendimiento de la muestra a través 

de las diferentes etapas. 

T bl 4 M . a a onltoreo de proceso de puri Icacl n e u ISCO ac Ivasa ti 'ó d R b' r d e espinaca 

Etapas Volumen total Proteína total Recuperación 
(mi) (mg) ("lo) 

Extracto crudo 174 393.2 100 
I 

Precipitación con 8 111 .4 28.3 
(NH4);zSO. 

Sephadex G-25 30 114.7 29 

Concentración 11 51 .7 13 
(Speed Vaccum) 

Ultracentrifugación 19 28.6 7 

Q-Sepharosa 16 Indeterminada Indeterminada 

Diélisis y concentración 7.5 2.9 0,7 
(PEG) 
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RESULTADOS 

A partir de cien gramos de hojas de espinaca y según indica la Tabla 4, se generaron 

174 mi de extracto crudo que contenían 393.2 mg de proteínas solubles las cuales 

fueron sometidas a un proceso de precipitación para separar principalmente a la 

enzima Rubisco; después de ésta etapa el precipitado se resuspendió en un volumen 

de 8 mi, en el que la cantidad de proteína total disminuyó hasta aproximadamente 

28% de la cantidad original. 

Dicho resuspendido se sometió a un proceso de desalinización a través de la 

movilización por una columna Sephadex G-25. 

La figura 5 muestra las lecturas de absorbancia de cada fracción que se obtuvo al 

pasar el extracto de proteínas, por la columna Sephadex G-25, en ella se observan 

claramente dos regiones: la región de interés es la primera porque eluyen en primer 

lugar las proteínas mayores a 25 kDa (tamaño del poro) y la proteína de interés tiene 

una masa molecular 45 y 41 kDa; la segunda región que se visualiza corresponde a 

las proteínas m enores a 25 k Da, por tanto las fracciones que se colectaron en la 

primer región continuaron el proceso de separación. Es importante observar de 

acuerdo a lo que se reporta en la Tabla 4 que la pérdida de proteínas en el proceso 

de e lución a través del a columna S ephadex G -25, n o e s significativa, por lo que 

podría suponerse que éste paso no es un factor crítico en el aislamiento de Rubisco 

activasa, sin embargo ésta etapa fue crucial para la desalinización del extracto que 

se obtuvo después de la precipitación con sulfato de amonio. 
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RESULTADOS 

Elución de la columna Sephadex G-25 
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Fig.5. Absorbancia de fracciones que eluyeron de la columna Sephadex G-25. Protelnas de extracto 
crudo de hoja de espinaca, se sometieron a precipitación con (NH4)2S04, el precipitado que se obtuvo 
se resuspendió en buffer: KCI100 mM, Bis - Tris - propano 10 mM, DTT 10 mM, ATP 0.2 mM, pH 7 
El resuspendido se fraccionó a través del paso por la columna Sephadex G-25 para eliminar sales 
remanentes y protelnas menores a 25 kDa. 
NOTA: El pico que se sei'lala se tomó para el siguiente paso de la purificación: fracciones 1-13. 

Las fracciones 1 a la 13 provenientes de la columna Sephadex G-25 (ver figura 5) 

se colectaron, para someterse a procesos de concentración y ultracentrifugación, 

después de los cuales la cantidad de proteínas representaba sólo el 7% 

de la cantidad original, dichas proteínas se pasaron por la columna de 

intercambio iónico Q-Sepharosa, midiendo la absorbancia de cada fracción 

eluida (figura 6) con la finalidad de separar Rubisco activasa, pues de acuerdo 

a lo que reporta Robinson et al. (1988) Rubisco activasa es el constituyente 

mayoritario después de la precipitación con sulfato de amonio. 
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RESULTADOS 

Elución de la columna Q-Sepharosa 
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Fig.6. Absorbancia de las fracciones eluidas con el gradiente de KCI. Se separó Rubisco activasa de 
espinaca utilizando cromatografía de intercambio iónico con columna Q - Sepharosa y gradiente lineal 
de KCI 500 mM a partir de las fracciones que se colectaron con la columna Sephadex G-25, y que se 
sometieron a un proceso de concentración y ultracentrifugación con buffer: Bis - tris - propano 10 
mM, DTT 10 mM, ATP 0.2 mM, pH 7. En el intervalo 200 - 250 mM de KCI (fracciones 18 - 25) la 
proteína mayoritaria es Rubisco activasa. (Robinson et al 1988) 

A partir de los resultados representados en la figura 6 se separaron las fracciones 

que corresponden a los puntos 18-25, comprendidos entre 0.2 M Y 0.25 M de KCI. 

Cabe destacar que el máximo de absorción se obtuvo justo en ese intervalo de KCI, 

lo cual indica que de el total de proteínas presentes en ésta etapa del aislamiento, la 

mayoría correspondía a Rubisco activasa de espinaca, hecho tal que concuerda con 

el avance del proceso de purificación. 

De las fracciones 18 - 25 se tomaron alícuotas de 25 ¡JI que se emplearon, junto con 

un marcador de masa molecular para hacer la electroforesis en gel de acrilamida, 

dicho gel se transfirió a una membrana que se tiñó con rojo de Ponceau (ver figura 7) 

para verificar el correcto aislamiento del a proteína dei nterés, u tilizando s u masa 

molecular: 45 y 41 KDa, como parámetro de identificación. (Robinson et al. 1988) 
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Flg.7. Resultado del proceso de purificación; Tinción con rojo de Ponceau. Se analizaron en un 
gel d e a crilamida Que s e transfirió a u na membrana hidrófoba de p olivinildieno, a licuotas d e las 
fracciones 18 -25 Que según la gráfica de la cromatograffa por intercambio iónico, corresponden a la 
zona de elución de Rubisco activasa. Se incluyó también la fracción 35 como control negativo. La 
membrana se tiñó con rojo de Ponceau y de acuerdo con el marcador de pesos moleculares se 
estableció Que las fracciones 18 - 25 corresponden a Rubisco activasa de espinaca (masa 
molecular: 45 y 41 kDa). 

Una vez localizada la proteína de interés, las fracciones 18-25 se reunieron, 

dializaron y concentraron hasta obtener un volumen adecuado para el proceso de 

inmunización, debido a que el conejo no tolera más de 3 mi en cada inyección. 

De acuerdo a lo que se reporta en la Tabla 4, en total se purificaron 2.9 mg 

de Rubisco activasa de espinaca, a partir de cien gramos de hojas de espinaca, 

lo que representa un rendimiento final de 0.0029%; de acuerdo a lo que reporta 

Robinson et al. (1988) mediante éste método es posible purificar 18 mg de Rubisco 

activasa a partir de cien gramos de hojas (0.018 %) es decir que se recuperó 16.1% 

de la máxima cantidad que puede purificarse con éste método. 

No obstante, la cantidad y la calidad q ue s e obtuvieron fueron suficientes para la 

inmunización del conejo. 
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RESULTADOS 

Obtención de anticuerpos. 

Después de realizar el proceso de inmunización descrito en el capítulo 

MATERIALES y MÉTODOS, se realizó la sangría de cosecha y se obtuvieron 100 mi 

de sangre, de los cuales se extrajeron un total de 32 mi de antisuero que se 

alicuotaron y almacenaron a -70°C 

Título de los anticuerpos. 

Se probaron diversas diluciones del anticuerpo para establecer las 

condiciones óptimas de identificación de Rubisco activasa de maíz, primero con la 

técnica Elisa - Dot y después por Westem - blot. Figuras 8 y 9 respectivamente. 

Con el análisis Elisa -Dot se obtuvieron resultados que indicaron que la detección de 

Rubisco activasa se puede llevar a cabo con una dilución de hasta 1 :8,000 y 

probablemente con diluciones mayores, por lo cual se buscó de manera más precisa 

la dilución óptima con la técnica Westem-blot. 

El resultado fue el que se esperaba debido a que se logró la inmunodetección de 

Rubisco activasa con diluciones superiores a 1:8,000 (1:10,000 y 1:12,000). 

En éste caso la dilución que ofreció mayor claridad en la identificación de Rubisco 

activasa fue 1: 1 0,000. 

Cabe destacar que en ésta etapa del trabajo de investigación se incluyeron muestras 

de hojas adultas de maíz con objeto de investigar si mediante técnicas de 

inmunodetección es posible cuantificar Rubisco activasa de maíz, utilizando los 

anticuerpos generados contra Rubisco activasa de espinaca. 

I 11 • ~ tI.) 
~ ~ "" . ~ ~ 

DlOOÓN 1:100 1:200 1:500 1:1,OCO 1:2,OCO 1:4,00) 1:6,OCO 1:6,OCO 

FIg.8. Análisis del titulo de los anticuerpos; Técnica Elisa - Dot. Extracto de Rubisco activasa 
de espinaca, fue incubado con distintas diluciones de anticuerpo como se indica en Materiales y 
Métodos, Todas las diluciones probadas con ésta técnica resultaron positivas en la identificación de 
Rubisco activasa. 
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 Carril 

Dilución: 1:8,000 

1 2 3 4 5 6 7 8 Carril 

Dilución: 1:10,000 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 Carril 

Dilución: 1:12,000 

Flg.9. Análisis por Westem - blot. Se evaluaron diferentes diluciones del anticuerpo a partir de la 
última dilución probada con la técnica Elisa - Dot. Se analizaron 20 l!9 de extracto de Rubisco 
activasa de espinaca como control positivo (carriles 1 en cada caso) y de extracto crudo de hoja adulta 
de marz (carriles 2 en adelante para cada caso). 

De acuerdo a los resultados observados se decidió que la inmunodetección de 

Rubisco activasa de maíz se llevaría a cabo usando anticuerpos específicos 

contra Rubisco activasa de espinaca diluidos 1 :10,000. 
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Cuantificación de Rubisco activasa de maíz 

(Western - blot) 

RESULTADOS 

Aproximádamente 2 9 de la zona central de la hoja bandera de todas las hojas 

de maíz que constituían los lotes Alta RA y Baja RA de los ciclos agrícolas 2003 y 

2004 fueron usados para hacer los análisis de Rubisco activasa por electroforesis 

desnaturalizante e inmunodetección. 

Las figuras 10 Y 11 muestran como ejemplo una de las placas obtenidas para cada 

lote de los diferentes ciclos agrícolas. 

La observación más importante de éstos resultados es que aún cuando se trata de 

diferentes ciclos agrícolas, la cantidad de Rubisco activasa en los lotes 

seleccionados por alto contenido de Rubisco activasa resultó ser mayor respecto a 

los lotes Baja RA. 

Cabe resaltar también que el análisis de cada ciclo agrícola difiere del otro en la 

cantidad de extracto protéico que se usó para la inmunodetección, advirtiendo la 

ventaja de que disminuyendo la cantidad de extracto crudo se disminuye también la 

detección de otras proteínas que pueden dificultar la cuantificación de Rubisco 

activasa cuando se hace el análisis densitométrico. 

Pero lo que es más importante aún, es que incluyendo esos cambios en el trabajo 

experimental, la diferencia de contenido de Rubisco activasa guarda la misma 

relación, mostrándose siempre mayor cantidad de Rubisco activasa en 

los lotes Alta RA. 
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y ""-..... ___ ___ .... J 

V y ""-"----V 

(+) Muestras del lote Alta RA (+) Muestras del lote Baja RA 

Fig.10. Análisis por Western - blot del contenido de Rubisco activasa en el Ciclo agrfcola 2003. 
Se analizó el contenido de Rubisco activasa en los lotes Alta Ra y Baja RA del ciclo agrfcola 2003, 
usando como control positivo 20 I1g de extracto de Rubisco activasa de espinaca y 20 I1g de cada 
muestra. Se observa un ejemplo del análisis de diferentes muestras en cada lote. Las bandas del lote 
Baja RA son menos intensas que las del lote Alta RA, aún cuando tienen la misma cantidad de 
protefna total. 

Y'~------~ ,--------'/ V y ""-----V 

(+) Muestras del lote Alta RA (+) Muestras del lote Baja RA 

Fig.11. Análisis por Westem - blot del contenido de Rubisco activasa en el Ciclo agrfcola 2004. 
Se analizó el contenido de Rubisco activasa en los lotes Alta Ra y Baja RA del ciclo agrfcola 2004, 
usando como control positivo 5 I1g de extracto de Rubisco activasa de espinaca y 8 I1g de cada 
muestra. Se observa un ejemplo del análisis de diferentes muestras en cada lote. Igual que en el ciclo 
2003, las bandas del lote Baja RA se observan menos intensas que las del lote Alta RA. 
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RESULTADOS 

Con objeto de examinar los resultados, se realizó el análisis densitométrico de cada 

banda en las películas fotográficas, éste análisis permitió establecer parámetros 

cuantitativos para saber si existe diferencia significativa del contenido de Rubisco 

activasa entre los dos lotes analizados de cada ciclo agrícola. Para ello se comparó 

la intensidad de la banda de cada muestra con su control positivo tal como se 

describe en el capítulo MATERIALES Y MÉTODOS, se obtuvieron los promedios y 

se calcularon las desviaciones estándar de cada grupo. Los resultados de éste 

análisis se muestran en la Tabla 5, en ella se observa que los promedios de 

contenido de Rubisco activasa de los lotes Alta RA en los dos ciclos agrícolas son 

superiores a los promedios de los lotes Baja RA, sin embargo los resultados de 

desviación estándar tan elevados en todos los casos, no permiten afirmar que existe 

diferencia significativa entre lotes de un mismo ciclo agrícola. 

Los resultados aquí mostrados sugieren que aunque no existe diferencia significativa 

entre lotes de un mismo ciclo agrícola, sí es posible visualizar una tendencia de los 

lotes Alta RA a expresar cantidades mayores de la proteína Rubisco activasa, 

especialmente en los lotes del ciclo agrícola 2004. Ésto se ve respaldado en las 

gráficas de distribución de frecuencia de Rubisco activasa (figura 12) 

Tabla 5. Promedios y desviación estándar de los lotes Alta RA y Baja RA en los ciclos 
r I 2003 2004 agrcoas y 

Número 
Ciclo agrícola Lote Promedio Desviación estándar 

de muestras 

Alta RA 68 126.8 37.6 
2003 

Baja RA 65 94.5 37.1 

AltaRA 82 139.4 31.6 
2004 

Baja RA 49 111.3 40.0 
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RESULTADOS 

Distribución de frecuencia de los valores de Rubisco activasa en las 

poblaciones Alta RA y Baja RA. 

Los resultados de cada determinación de Rubisco activasa se ordenaron de 

forma ascendente en intervalos de 20 odu/mm2 para analizarlos de acuerdo a la 

frecuencia de distribución de su contenido relativo de Rubisco activasa en cada 

población. Éste análisis se realizó tanto para el ciclo agrícola 2003 como para el 

2004. 

La figura 12 indica gráficamente para cada ciclo agrícola la observación que se había 

hecho desde la etapa de inmunodetección, en la que se resaltó que las poblaciones 

de maíz Alta RA mostraban más intensidad en sus bandas respecto a la población 

Baja RA. 

Con éstas gráficas se visualiza de forma contundente que independientemente del 

ciclo agrícola y de la cantidad de extracto protéico analizado, los lotes Alta RA 

poseen sus máximos de contenido de RA en intervalos mayores que las poblaciones 

Baja RA. 
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Disbibución de Rubisco Activasa 
Ciclo agrícola 2003 
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Disbibución de Rubisco activasa 
Ciclo agrícola 2004 

RESULTADOS 
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Fig.12. Distribución de frecuencia del contenido de Rubisco activasa en los lotes Alta y Baja RA 
(Población Zl) de los ciclos agricolas 2003 y 2004. Se analizó la distribución de frecuencia de 
contenido de Rubisco activasa en dos poblaciones de dos ciclos agricolas mediante técnicas de 
Western-blot y densitometria. En las dos gráficas se observa que aún cuando se trata de diferentes 
años el contenido de Rubisco activasa reportado en unidades de densidad óptica por mm2 (odu/mm2) 
es mayor en los lotes Alta RA. 
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RESULTADOS 

Evaluación del Rendimiento. 

Se analizaron diversos parámetros de rendimiento en los lotes Alta RA Y 

Baja RA del ciclo agrícola 2004 (Ver MATERIALES Y MÉTODOS). con objeto de 

establecer si existe diferencia en el rendimiento entre parcelas por efecto de la 

selección por contenido de Rubisco activasa. 

Para ello se ordenaron en forma ascendente los resultados de cada parámetro y se 

realizaron curvas de frecuencia absoluta acumulada que se obtienen de sumar a la 

frecuencia de aparición de un dato (frecuencia absoluta) todas las frecuencias de 

aparición de los valores menores a ese dato. Dichas gráficas (figura 13) ayudan a 

visualizar si existe diferencia de distribución de frecuencias en poblaciones con 

distinto número de muestras e indican en el eje "y" el porcentaje de plantas con valor 

igualo menor al intervalo que se lee en el eje "x" 
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%DEGRANO 
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r------- -----------------. 

GRANOS POR HILERA 

120% 

100% 
o 
"O 80% --.. 
-; 

i) E 60% :----_._. 
" " 40% CI 

<ft 
20% 

0% '" 
N <D 

Intervalo 
__ Ma RA --e- Baja RA 

---------_._-----

Fig.13. Frecuencia absoluta acumulada del rendimiento de los lotes Alta RA y Baja RA en el ciclo 
agricola 2004. Se determinó: a) peso de mazorca, b) peso de grano, e) % de grano, d) peso de olote, 
e) % de olote, f) longitud de mazorca, g) diámetro de mazorca, h) número de hileras de grano por 
mazorca y i) granos por hilera de cada mazorca de los lotes Alta RA y Baja RA del ciclo agricola 2004. 
Los resultados de cada una de éstas determinaciones se ordenaron en gráficas de frecuencia 
absoluta acumulada para determinar si existe diferencia de rendimiento entre lotes. 
Nótese que las gráficas de cada parámetro independientemente del lote de selección, prácticamente 
son iguales. 

Lo que resulta importante de la observación de éstas gráficas, es que en todos y 

cada uno de los parámetros que se evaluaron, las gráficas de los lotes Alta RA Y 

Baja RA son semejantes, entendiéndose que la diferencia de contenido de Rubisco 

activas a entre lotes no provocó cambios en el rendimiento final del grano de maíz, 

sin embargo cuando se determinó la altura promedio de 23 plantas tomadas al azar y 

el peso promedio por mazorca de cada parcela (ver Tabla 6) se observaron datos 

que proponen principalmente que el lote Alta RA ganó altura respecto a las plantas 

del lote Baja RA. 

Tabla 6. Altu I RAy Baja RA ra y peso promedio por mazorca de los lotes Ata 

Lote 
Peso promedio Altura promedio 

pormazorea 
(g) 

(cm) 

Alta RA 53.3 136.0 

Baja RA 49.3 127.0 
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Al examinar detalladamente I a altura del as 23 plantas junto con s u contenido de 

Rubisco activasa (Ver Tablas 7 y 8) se encontró que los promedios de ambas 

medidas son superiores en el caso del lote Alta RA y según indican los valores de 

desviación estándar existe aún gran variabilidad entre muestras de un mismo lote. 

Dichos resultados se resumieron gráficamente en la figura 14. 

Tabla 7. Altura y cantidad relativa de Rubisco activas a de 23 plantas seleccionadas 
aleatoriamente del lote Alta RA, ciclo agrícola 2004 

Contenido 
de Altura 

Número Rubisco Activasa de la planta 
de~anta (odu/mm1 lcml 

2 138 134 
7 174 145 
10 119 145 
17 178 115 
22 170 142 
25 130 147 
27 149 147 
28 168 138 
42 122 135 
46 113 146 
49 148 135 
60 129 152 
62 150 125 
66 132 155 
69 137 140 
74 80 135 
78 162 120 
79 175 130 
85 189 138 
88 92 120 
90 133 110 
93 173 147 
99 141 130 

Promedio 144 136 
Desviación estándar 28 12 
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Tabla 8. Altura y cantidad relativa de Rubisco activasa de 23 plantas seleccionadas 
aleatoriamente del lote Baja RA, ciclo agrícola 2004 

Contenído Altura 
Número de Rubisco activas a de la planta 

de planta (odu/mm2
) (cm) 

1 157 102 
3 129 116 
6 127 112 
10 190 135 
12 114 145 
14 92 139 
16 81 120 
19 78 154 
21 124 145 
22 101 130 
24 174 135 
25 150 115 
27 165 152 
30 131 122 
32 115 137 
35 66 104 
37 39 153 
39 57 105 
41 83 136 
43 96 133 
45 129 124 
48 141 106 
50 139 108 

Promedio 116 127 
Desviación estándar 39 117 
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---------------~~-----------
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Fig.14. Contenido relativo de Rubisco activasa y altura promedio de plantas seleccionadas 
aleatoriamente (ciclo agricola 2004). Se determinó la altura desde la base de la planta hasta la base 
de la espiga, d e u na m uestra aleatoria de 23 plantas por lote. E I valor promedio del as a Ituras s e 
comparó con las medidas promedio de cantidad de Rubisco activasa de las mismas plantas, 
observando con esto que el lote Alta RA incrementó su altura respecto al lote Baja RA. 

No obstante los valores de desviación estándar, cuando se grafic6 la distribución de 

frecuencia de la altura de las 23 plantas (figura 15) se observó claramente que 

aquellas que constituyen el lote Alta RA muestran su máximo de frecuencia en 

intervalos de altura mayores respecto a las plantas con Baja RA, de la misma forma, 

la figura 13 muestra que cuando se graficó la distribución de frecuencia del contenido 

relativo de Rubisco activasa se repitió éste comportamiento, concordando con lo 

previsto anteriormente en le figura 9. 
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Fig.15. Distribución de la altura de una muestra aleatoria de los lotes Alta RA y Baja RA, ciclo agricola 
2004. Se determinó la altura de 23 plantas tomadas al azar de cada lote del ciclo agricola 2004, los 
datos se ordenaron de forma ascendente en intervalos de 20 cm. Se observa que las plantas Alta RA 
tienden a incrementar la magnitud de su altura respecto a las plantas con Baja RA. 
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Fig.16. Distribución de frecuencia de contenido de Rubisco activasa en una muestra aleatoria de cada 
lote del ciclo agrícola 2004. Se determinó la altura de 23 plantas tomadas al azar de cada lote del 
ciclo agricola 2004, los datos de contenido de Rubisco activasa de cada una de ellas se compararon 
para examinar el cambio en la altura de las plantas en función de la expresión de Rubisco activasa. 
Los datos se ordenaron de forma ascendente en intervalos de 30 odu I mm2 
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En éstas gráficas, los valores de desviación estándar se entienden como la amplitud 

de las gráficas e indican en el caso de la altura, que las muestras abarcan intervalos 

desde 100 -180 cm mientras que la cantidad de Rubisco activasa se encuentra entre 

30-210 odu/mm2 en promedio. Sin embargo lo que resulta importante de éstas 

observaciones es que la selección por alto contenido de Rubisco activasa 

proporcionó a la planta mayor capacidad fotosintética que se percibió como 

incremento de la altura de las plantas. 

Por otra parte, la diferencia del peso d e mazorca promedio por parcela s e puede 

atribuir a la pérdida de granos de algunas mazorcas durante el manejo post-cosecha, 

ya que si hubiese habido diferencia entre lotes en el peso de la mazorca se habría 

reflejado en al menos una de las gráficas de la figura 10; No obstante, como ya se 

hizo notar anteriormente, prácticamente todos los parámetros de rendimiento 

asociados a la mazorca permanecieron iguales independientemente de la selección 

por Rubisco activasa. 

Selección de maíz por contenido de Rubisco activasa. 

A partir del ciclo agrícola 2004 se seleccionaron nuevamente algunas plantas 

por su contenido de Rubisco activasa: 15 del lote Alta RA que de acuerdo al 

análisis densitométrico, mostraron la mayor cantidad de Rubisco activasa 

(intervalo: 1 60 - 220 odu/mm2
) y 10 del lote Baja RA cuyo contenido de Rubisco 

activasa fuese igualo menor que 80 odu/mm2 (ver figura 12). 

Éstos nuevos grupos de selección, mostrados en la Tablas 9 y 10, son 

representativos de cada lote y por lo tanto constituyen un grupo control porque son 

las plantas que incrementaron o disminuyeron en mayor grado la expresión de 

Rubisco activasa durante el ciclo agrícola 2004. 
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Tabla 9. Grupo de plantas seleccionadas por su alto contenido de Rubisco activasa, a 
partir del lote Alta RA (ciclo agricola 2004) 

Cantidad relativa 
Número de planta de Rubisco activasa Peso de mazorca 
del lote Alta RA (odu/mm2

) (g) 
4 162 48.0 

78 162 52.5 
22 170 88.0 
24 170 66.0 
93 173 60.0 
7 174 53.0 
79 175 42.5 
17 178 21 .5 
80 183 50.5 
77 184 10.5 
23 189 70.0 
85 189 39.0 
15 198 67.0 
16 201 34.5 
92 203 59.0 

Promedio: 50.8 

Tabla 10. Grupo de plantas seleccionadas por su bajo contenido de Rubisco activasa, a 
partir del lote Baja RA (ciclo agrícola 2004) 

Cantidad relativa 
Número de planta de Rubisco activasa Peso de mazorca 
del lote Baja RA (odu/mm2

) (g) 
44 27 66.5 
33 72 45.0 
37 39 66.0 
49 53 45.0 
46 57 51.5 
39 57 27.0 
40 59 37.0 
35 66 21 .5 
38 66 45.0 
19 78 75.0 

Promedio: 47.9 
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Si bien los lotes Alta RA Y Baja RA del ciclo agrícola 2004 no mostraron diferencia 

en los parámetros de rendimiento evaluados, nos preguntamos si las plantas más 

contrastantes en su contenido de Rubisco activasa, (plantas que integran el grupo 

control) son las plantas que en las gráficas de distribución de frecuencia del peso de 

mazorca están dentro de los intervalos de mayor o menor peso de la mazorca, 

respectivamente. Para responder ésta pregunta se trazó una gráfica de frecuencia 

organizando los datos del peso de mazorca de forma ascendente en intervalos de 25 

g Y considerando el número de muestras de cada lote como 100 % de frecuencia. Se 

calculó el promedio del peso de mazorca de cada grupo control (ver tablas 9 y 10) Y 

dichos promedios se señalaron en la gráfica. La figura 17 muestra ésta gráfica y en 

ella es fácil observar que el promedio que corresponde al grupo de selección Alta RA 

supera al promedio de Baja RA en poco más de 2 unidades. Sugiriendo con esto que 

la población seleccionada por alta expresión de Rubisco activasa tiende a 

incrementar el peso de su mazorca. 

DISTRIBUCiÓN DE FRECUENCIA DEL PESO DE 
MAZORCA EN LOS LOTES Alta RA Y Baja RA DEL 

CICLO AGRíCOLA 2004 
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Fig. 17. Distribución de frecuencia del peso de mazorca de los lotes Alta RA y Baja RA, ciclo agrrcola 
2004. 
Se organizaron los datos del peso de mazorca de cada lote, en intervalos crecientes de 25 g. Por otra 
parte, se seleccionaron por su contenido de Rubisco activasa 15 plantas representativas de Alta RA y 
10 de Baja RA. Los promedios que se sena la n en la gráfica corresponden al promedio del peso de 
mazorca de las plantas seleccionadas. Nótese que el promedio Alta RA es ligeramente mayor que el 
de las plantas Baja RA. 
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DISCUSiÓN 

Purificación de Rubisco activasa 

Una parte importante de ésta investigación fue la purificación de Rubisco 

activasa, ya que fue necesario que ésta se encontrara relativamente libre de 

contaminantes para preparar anticuerpos que permitieran la adecuada 

caracterización de su expresión. 

Los resultados descritos en éste trabajo demuestran que sí fue posible la purificación 

de Rubisco activasa a partir de hojas de espinaca, siguiendo el protocolo descrito por 

Robinson et al. (1988). Sin embargo, cabe mencionar que fue necesario adicionar 

etapas como la concentración con equipo de vacío (Speed - Vaccum) o mediante el 

uso de un desecante polimérico tal como el polietilenglicol (PEG). Éstas etapas se 

adicionaron con base en resultados de pruebas de ensayo y error realizadas 

previamente. 

Asimismo la determinación de proteína total en cada etapa proporcionó datos 

que permitieron seguir el proceso de purificación, para analizar su rendimiento 

y el porcentaje de recuperación final que se obtuvo. \Ver Tabla 4 capítulo 

RESULTADOS). 

De acuerdo a las experiencias que se adquirieron durante ésta etapa del trabajo 

experimental se sugiere atención especial en la precipitación con sulfato de amonio, 

por ser la etapa que determina la eliminación de la enzima Rubisco del resto de las 

proteínas (Robinson et al. 1988), lo cual es un paso importante dada la acumulación 

de ésta proteína en el extracto de hojas. Por otra parte la selección del método de 

concentración que se use es estratégica, ya que por ejemplo en el caso de la 

concentración con vacío, la concentración excesiva puede ocasionar problemas en la 

resuspensión posterior de las proteínas, por lo cual se recomienda el uso de PEG 

porque permite al mismo tiempo la absorción lenta de agua y la eliminación de sales 

por la difusión a través de un saco de diálisis. 
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Debido a que la integridad estructural de las proteínas está en función de las 

condiciones de pH y temperatura, resulta importante mantener durante todo el 

proceso de separación pH cercano a 7 y temperatura menor a 4° C. 

De igual forma es necesaria la adecuada manipulación de la disolución con proteínas 

evitando en todo momento la formación de espuma, porque promueve la 

desnaturalización de la proteína por contacto con la superficie. Por otra parte es 

importante señalar que al mostrar los resultados, que permitieron establecer las 

condiciones experimentales que se utilizaron a lo largo de éste trabajo; se apoya la 

discusión que a nuestro objetivo interesa y que para su mejor comprensión se 

muestra en los siguientes apartados: 

Contenido de Rubisco activas a como característica de selección 

Éste trabajo muestra los resultados del análisis de contenido de Rubisco 

activasa y rendimiento de dos lotes de maíz: Alta RA y Baja RA, que constituyen el 

primer ciclo de selección por Rubisco activasa o población Z1 . 

Para estudiar el efecto de ésta selección, los lotes se obtuvieron por 

autofecundación; es decir que el polen de la inflorescencia masculina de una planta 

seleccionada por su contenido de Rubisco activasa, se depositó en los estilos o 

inflorescencia femenina de la misma planta, evitando con esto variaciones de 

expresión ocasionadas por el entrecruzamiento entre diferentes plantas. 

El análisis del contenido de Rubisco activasa en los lotes Alta RA y Baja RA de dos 

ciclos agrícolas diferentes muestra que existe diferencia en la cantidad promedio de 

Rubisco activasa entre lotes, tal como se describe en las gráficas de la figura 12 en 

las cuales se observa que las poblaciones Alta RA tienen sus máximos de 

frecuencia en intervalos de contenido mayores que el lote Baja RA 

independientemente del ciclo agrícola en cuestión. Sin embargo, los valores 

elevados de las desviaciones estándar (tabla 5) indican que la diferencia no es 

estadísticamente significativa. 
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No obstante, es interesante que la expresión de Rubisco activasa en las dos 

poblaciones Z1 mantiene la diferencia en base al carácter bioquímico con que fueron 

seleccionadas, ya que tratándose de poblaciones cultivadas en diferentes años, aún 

cuando el diseño experimental fue el mismo, las condiciones ambientales 

invariablemente fueron distintas pudiendo ocasionar cambios importantes en 

la cantidad y características de expresión de Rubisco activasa según reporta 

Martínez-Barajas (1994). 

Sin embargo, los resultados mostraron un patrón similar de expresión en los dos 

años y todo parece apuntar hacia la conservación de la selección previa de cada lote; 

es decir que las plantas que se obtuvieron de la siembra de plantas seleccionadas 

por alto contenido de Rubisco activasa tienden a mantener esa característica, de la 

misma forma que las plantas seleccionadas por baja Rubisco activasa. 

Éstas observaciones hacen pensar que la obtención de plantas de maíz con elevado 

contenido de Rubisco activasa es posible mediante el sistema de selección aquí 

diseñado. 

Efecto de la selección por contenido de Rubisco activas a en el rendimiento del 

maíz. 

Los resultados de la comparación del rendimiento en los dos lotes de maíz 

muestran que no se modificó su rendimiento, aún cuando cada lote difiere en la 

cantidad de Rubisco activasa. 

Por otro lado Morales A. y colaboradores (1999) reportaron que la cantidad de 

Rubisco activasa de una población con 23 ciclos de mejoramiento por selección 

masal estratificada (Z23) e s 50% mayor q ue e n u na p oblación s in seleccionar (lo) 

mientras que el rendimiento de Z23 es 46% más alto que lo. En otras palabras: el 

cambio en el contenido de Rubisco activasa es paralelo al aumento del rendimiento, 

sin embargo éste incremento empezó a ser el cambio significativo en el rendimiento 

de las plantas hasta el quinto ciclo de selección. 
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Se sabe además que la autofecundación trae consigo la disminución del vigor de la 

planta original, que hace difícil que un cambio en el rendimiento se aprecie en el 

primer ciclo de elección (Allard R. W. ,1975). 

Sin embargo tal como se describe en la tabla 6 y en las gráficas 15 y 16 las plantas 

del lote Alta RA incrementaron su altura, respecto a las plantas Baja RA, lo cual se 

explica porque el incremento en la cantidad de R ubisco a ctivasa proporciona a la 

planta mayor capacidad para fijar CO2. 

Ésta observación sugiere que para obtener maíz más productivo es necesario 

además del aumento de la cantidad de Rubisco activasa dirigir el incremento de la 

actividad fotosintética hacia el mejoramiento de la mazorca del maíz. 

En el 2005, Bernal y colaboradores reportaron que en plantas de frijol, la deficiencia 

en la movilidad de fosfato provoca disminución de la fotosíntesis neta y acumulación 

de almidón en las hojas. 

En éste contexto, la aspersión d e fosfato durante I a e tapa d e llenado d e g rano a 

plantas d e m aíz seleccionadas por alto contenido de Rubisco activasa; podría ser 

una alternativa para buscar mayor rendimiento de la planta, porque el llenado de 

grano es el momento en el cual las hojas, principalmente la hoja bandera, dirigen su 

capacidad fotosintética hacia la producción de compuestos que serán translocados a 

la mazorca para asegurar la formación de las semillas (Loza-Tavera, 1992). 

De acuerdo a los resultados observados en ésta investigación, se plantea que se 

necesita más de un ciclo de selección por Rubisco activasa para concluir acerca de 

su eficiencia como método de mejoramiento de maíz. Sin embargo, hace falta lograr 

que la actividad de Rubisco activasa repercuta sobre la etapa de llenado de grano en 

maíz y para ello será necesario entender el proceso bioquímico a través del cual se 

logra el incremento en Rubisco activasa; es decir a que nivel se regula la expresión 

de Rubisco activasa en la planta de maíz. Para éste propósito sería necesario 

investigar el contenido de sus transcritos en plantas que difieran en la expresión de la 

proteína. 
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CONCLUSIONES 

Con base en los resultados obtenidos se concluye que: 

~ La característica de contenido en Rubisco activasa tiende a mantenerse de 
un ciclo de mejoramiento al otro a través de la selección por éste parámetro. 

~ Existe una correlación positiva entre el incremento de Rubisco activasa y el 
aumento de longitud de las plantas de maíz. 

~ La obtención de poblaciones de maíz con mayor expresión de Rubisco 
activasa es posible mediante el método de selección. 

~ Será necesario investigar más acerca de los mecanismos implicados en la 
regulación de Rubisco activasa. 
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