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RESUMEN

Ribulosa 1,5- bisfosfato carboxilasa oxigenasa activasa (Rubisco activasa, RA), es una enzima
cloroplastica que actua como chaperona molecular sobre Ribulosa 1,5- bisfosfato carboxilasa
oxigenasa (Rubisco).

Estudios previos realizados sobre el origen de los polipéptidos de 43 y 41 kDa de la RA en
maiz, encontraron que a pesar de existir dos genes, Zmreal y Zmrea2, ambos codifican para el
mismo polipéptido de 43 kDa y mediante estudios realizados con anticuerpos disefiados se
descubrié que ambos péptidos presentan la misma region carboxi-terminal pero difieren en
su region amino-terminal, por lo que se propuso un mecanismo post-traduccional regulado
por una proteasa de RA (prot-RA) putativa con accién sobre el polipéptido de 43 kDa
originando a su vez el polipéptido de 41 kDa.

Este trabajo de investigacion se realizé con la finalidad de identificar el tipo de eventos que
tienen un efecto evidente en la mayor formaciéon del polipéptido de 41 kDa vy, en

consecuencia, que estimulan la expresion de la prot-RA.

Para este proposito se experimento6 sobre plantulas de 15 dias en diferentes condiciones: altas
y bajas temperaturas, baja intensidad luminica y oscuridad.
Asimismo, se experimenté con el ciclo circadiano sobre plantulas en la segunda (L1, 8 dias) y

sexta etapa de crecimiento (L2, 15 dias), cada una muestreada cada 4 hrs durante las 24 hrs.

De nuestros resultados, se pudo concluir que los eventos con mayor efecto sobre relacién
43/41 kDa de RA la maiz son: las altas temperaturas, en este caso se someti6 a la plantula a
44° C durante 24 hrs. y el ciclo circadiano durante la sexta etapa de crecimiento a las 8 y 20

hrs.

IX



I. ANTECEDENTES

1.1 GENERALIDADES DEL MAIiZ.

Maiz, palabra de origen indio caribefo, significa literalmente «lo que sustenta la vidax»

(Lehman y Kutsher, 1979).

Botanicamente, el maiz (Zea mays 1.) pertenece a la familia de las gramineas y es una
planta anual dotada de un amplio sistema radicular fibroso. Es una especie que se
reproduce por polinizacion abierta. La flor femenina (elote, mazorca, choclo o espiga) y
la masculina (espiga) se hallan en distintos lugares de la planta. El maiz es a menudo de
color blanco o amarillo, aunque también hay variedades de color negro, rojo y jaspeado.

El cultivo del maiz tuvo su origen, con toda probabilidad en México y América Central,
de donde se difundié hacia el norte hasta el Canada y hacia el sur hasta la Argentina. La
supervivencia del maiz mas antiguo y su difusion se debid a los seres humanos, quienes

recogieron las semillas para posteriormente plantarlas (Bressani, 1972).

El desarrollo de la planta se puede dividir en dos fases fisiologicas:

a) Fase vegetativa. Se desarrollan y diferencian distintos tejidos hasta que aparecen las
estructuras florales.

b) Fase reproductiva. Se inicia con la fertilizaciéon de las estructuras femeninas que se

diferenciaran en espigas y granos (Daniel et al, 1977).

La planta ha adquirido caracteristicas y diferencias morfologicas en las fases vegetativa y
de reproduccién, como consecuencia de la evolucion, de la seleccion natural y de la
domesticacién. Algunos genotipos se han adaptado a zonas ecoldgicas concretas,
desarrollando caracteristicas particulares, como por ejemplo la sensibilidad con respecto a
la duracién del dia y a la temperatura, que limitan su adaptabilidad a zonas con diferente
latitud y altitud. Por tanto, se deben realizar programas de mejora en las zonas en que se

van a cultivar las variedades mejoradas, aunque esto no significa, empero, que se puedan



obtener caracterfsticas genéticas especificas mediante retrocruzamiento (Aguirre,

Bressani y Scrimshaw, 1953).

Esta variabilidad es de gran valor para mejorar la productividad de la planta y

determinados elementos organicos del grano (Chavez, 1973; Daniel et al., 1977).

1.1.1 Aplicaciones del maiz

El maiz tiene tres posibles aplicaciones: alimento, forraje y materia prima para la
industria. Como alimento, se puede utilizar todo el grano, maduro o no; o bien, se puede
elaborar con técnicas de molienda en seco para obtener un nimero relativamente amplio
de productos intermedios. En lo que respecta a su aplicacion como forraje, en los paises
desarrollados, mas del 60 por ciento de la produccién se emplea para elaborar piensos

compuestos para aves de corral, cerdos y rumiantes (Johnson, Rooney, y Khan, 1980).

A su vez, el aumento de los precios del petréleo ha impulsado la intensificacion de las
investigaciones sobre la fermentacion del maiz para producir alcohol combustible, el cual
tiene un uso muy difundido en algunas partes de los Estados Unidos. Con maiz
fermentado se elaboran también algunas bebidas alcohdlicas (Leibovits y Ruckenstein,

1983).

Por dltimo, también tienen importancia las aplicaciones de los residuos de la planta de
maiz, que se utilizan, entre otras cosas, como alimento para animales y como base para
extraer diversos productos quimicos de las panojas, como por ejemplo, furfural y xilosa.
Estos residuos también tienen importancia como elementos para mejorar los suelos

(Onigbinde y Akinyele, 1989).



1.1.2 Producciéon mundial

La superficie plantada con maiz pas6 de 105 millones de hectareas en 1961 (El maiz en
la nutricién humana, 1993. Coleccion FAO: Alimentacion y nutricion, N° 25) a
145,38 millones de hectireas en el petiodo 2005/06 (Fuente: FAS, USDA.
Proyecciones agricolas 2006-2015. Febrero 2006).

La produccion crecié significativamente debido en parte al aumento de las tierras
cultivadas con el cereal, aunque sobre todo gracias a mejoras genéticas, a la aplicacion de
técnicas mas eficientes y a la utilizacién de fertilizantes, asi como a la introduccion de

variedades nuevas con mayor capacidad de reproduccion.

En la figura 1, se muestran los principales importadores de maiz: Japon, Corea del Sur y
México, de éste ultimo se espera incremente sus importaciones hasta ocupar el segundo
lugar en el periodo comprendido en 2009-2016, con la cantidad de seis millones de
toneladas métricas en 2004-05 a trece millones de toneladas métricas importadas en

2015-16 (Fuente: FAS, USDA. Proyecciones agricolas 2006-2015. Febrero 2006).
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Figura 1. La barra en color rojo representa a México y su comportamiento en la importacién de maiz con

respecto a Japon y Corea del Sur, paises que en la actualidad ocupan los primeros lugares en importaciones.



1.2 RUBISCO Y SU FUNCION BIOLOGICA

Los procesos fotosintéticos de las plantas superiores y algas se realizan a nivel de los
cloroplastos. La division del trabajo dentro de un cloroplasto es sencilla. L.a absorcion de
la luz y todas las reacciones luminosas se producen dentro de las membranas tilacoides o
sobre ellas. E1 ATP y el NADPH producidos por estas reacciones se liberan al estroma
circundante, en donde se producen todas las reacciones oscuras de sintesis (Mathews,

van Holde, Ahern, 2002).

La funcién de las reacciones oscuras es la de fijar el CO, atmosférico en los hidratos de
carbono, utilizando la energfa del ATP vy el poder reductor NADPH) generados en las
reacciones luminosas. La fijacion del diéxido de carbono se realiza mediante la adicion
de un CO, cada vez a una molécula aceptora (Ribulosa 1,5-bisfosfato, RBP) y el paso de
la molécula a través de una serie ciclica de reacciones que se muestran esquematicamente
en la figura 2. Al conjunto de la serie se le denomina ciclo de Calvin, en honor de su

descubridor (Mathews, van Holde, Ahern, 2002).



3-Fosfoglicerato

Ribulosa-1,5-bisfosfato

1,3-Bisfosfoglicerato

Ribulosa-5-bisfosfato

Figura 2. Perspectiva esquemitica del ciclo de Calvin.

El ciclo de Calvin puede contemplarse como formado por dos fases. En la fase I, el
diéxido de carbono se atrapa en Ribulosa 1,5-bisfosfato (RuBP) en forma de carboxilato
y se reduce al nivel de aldehido-cetona que se encuentra en los azicares, con lo que se
produce una sintesis neta de hidratos de carbono. La fase II esta dedicada a la

regeneraciéon de RBP (Figura 3).



6 Ru5P

F6P: producto
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Figura 3. Perspectiva esquematica de los procesos de formacion de catbohidratos y la regeneracion de

RuBP.

Ia enzima central de las reacciones oscuras, la Ribulosa 1,5-bisfosfato
carboxilasa/oxigenasa (Rubisco), se estimula por un pH elevado, por el CO, y el
Mg* (Miziorko y Lorimer, 1983).



La enzima cloroplastica Rubisco consiste en ocho copias de la subunidad grande (LSU,
~53 kDa) y ocho copias de la subunidad pequefia (SSU, ~14 kDa). La subunidad grande
forma un centro octamérico asimismo las subunidades pequefias forman dos capas de
cuatro subunidades cada una, en sitios opuestos del centro octamerico. El gen para la
SSU (rbes) se encuentra en el nucleo y 1a LSU se codifica por el gen rbel en el plastido. La
sintesis de esta enzima, tal vez la mas abundante en el planeta, requiere de la expresion de
genes contenidos en dos genomas y la coordinaciéon de tres compartimientos

subcelulares: nuleo, citosol y cloroplasto (Buchanan, Gruissem y Jones, 2000).

Rubisco es la enzima que cataliza la fijacién de CO, por Ribulosa 1,5-bisfosfato (RuBP)
para formar dos moléculas de acido D-fosfoglicérico (PGA). También, inicia la
fotorespiracion catalizando la reacciéon con oxigeno usando también RuBP para formar
una molécula de fosfoglicolato y otra de PGA. Las reacciones de carboxilaciéon y
oxigenacion se realizan en el mismo sitio activo de la enzima y tanto el CO, como el O,
son sustratos competitivos (Andrews y Lorimer, 1978). La evoluciéon en varios
ambientes, por lo general calientes o deficientes en carbono inorganico disponible (CO,,
HCO;, CO;"), ha dado como resultado organismos fotosintéticos que pueden
concentrar CO, en células u organelos que contienen Rubisco (Parry et al, 2003). Las
plantas terrestres que tienen un mecanismo de concentraciéon de CO,, llamadas plantas
C4, introdujeron una ruta adicional fotosintética que ayuda a conservar el CO,, evitando
la fotorrespiracion y se le llama ciclo C4 porque involucra la incorporacién de CO, a un

intermediario de cuatro carbonos (oxalacetato; figura 4).
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Célula

mesofila
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Figura 4. Diferencias estructurales entre las hojas de las plantas C3 y C4. Los estomas son orificios a través
de los cuales la hoja intercambia gases y vapor de agua con el entorno. (a) Plantas C3. En las plantas
C3, la fotosintesis del ciclo de Calvin se produce en su mayor parte en las células mesofilas. (b) Plantas C4.
En las plantas C4 las células mesofilas realizan el ciclo C4. Los compuestos C4 se ceden postetiormente a

las células de haces vasculares especializados, en donde tiene lugar la mayor parte de la fotosintesis del ciclo

de Calvin.

Las plantas C4 concentran su fotosintesis del ciclo de Calvin (C3) en células de los haces
vasculares especializados que se encuentran justo debajo de una capa de células mesofilas.
Estas dltimas células, que estan expuestas mas directamente a CO, externo, contienen las
enzimas del ciclo C4. Esta ruta es un mecanismo esencial para atrapar CO, en un
compuesto de cuatro carbonos oxalacetato y transmitirlo a las células de vainas de haces

para su uso en el ciclo de Calvin.

La clave de la eficacia de las plantas C4 es que la enzima de fijaciéon de CO, usada en esta
ruta es PEPcasa (fosfoenol piruvato carboxilasa), carece de la actividad oxigenasa que
presenta Rubisco y tiene mucha menor K para CO,. Asi pues, incluso en condiciones de
alta concentracién de O, y baja concentracion de CO,, las células del meséfilo contintan
bombeando CO, hacia las células de vainas de haces que realizan la fotosintesis. Este
proceso ayuda a mantener unas concentraciones de CO, suficientemente elevadas en las

células de la vaina vascular, favoreciendo la fijacion y reduciendo la fotorrespiracion.



Ademas, si la fotorespiracion llega a ocurrir, el CO, que es liberado en tal proceso puede
recuperarse en gran parte en las células del mesofilo circundantes y devolverse al ciclo de

Calvin (figura 5; Mathews, van Holde y Ahern, 2002).

\-
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mesofila Fosfoenolpiruvato Oxalacetato
NADPH + H*
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Figura 5. Reacciones del ciclo C4. E1 CO; se transporta desde las células del mesofilo a las células de vainas
de haces mediante su acoplamiento al fosfoenolpiruvato, formando oxalacetato. El oxalacetato se reduce a
continuacién a malato, que se transfiere a las células de la vaina vascular y se descarboxila. El piruvato

producido se devuelve a las células del mesofilo, en las que se fosforila para regenerar el fosfoenolpiruvato.

La gran atencién que han recibido las plantas tipo C-4 surgid, en gran parte, a causa de la
importancia econémica de algunas de ellas y debido a que, bajo irradiaciéon elevada y
temperaturas calurosas, son capaces de fotosintetizar con mayor rapidez y producir
mucha mas biomasa que las plantas C-3. Las investigaciones de la ruta C-4 también nos
han ensefiado mucho acerca de las limitantes para la fotosintesis en plantas C-3, ademas
de que han impulsado el conocimiento ecoldgico general sobre los factores que controlan

la productividad en diversos climas (Salisbury, 1992).



La estricta regulacién de Rubisco es mediada por factores como luz, estado metabélico,
medio ambiente, disponibilidad de CO, y presencia de factores oxidantes, lo cual
repercute en la velocidad de asimilaciéon del carbono. Adicionalmente en el caso del maiz
la velocidad de sintesis de Rubisco es también regulada durante el desarrollo temprano de

plantulas (Loza-Tavera, 1992; Lea y Leegood, 1993).

En el siguiente esquema se ven representadas las 2 reacciones (carboxilacién y

oxigenacion) que cataliza Rubisco:

Carboxilacion:

Ribulosa-1,5-Bisfosfato ~ + CO, + H,0 <=>2 (3-fosfoglicerato] ~ + 2 H

Oxigenacion:

Ribulosa-1.5-Bisfosfato ~ + O,<=>3-fosfoglicerato  + Fosfoglicolato
+ HO+2H
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1.3 RUBISCO ACTIVASA Y SU FUNCION BIOQUIMICA.

Rubisco activasa (RA) es una chaperona molecular (Sanchez-de-Jiménez, 1995;
Neuwald A.F. et.al., 1999) presente en maiz, formada por dos polipéptidos de 43 y 41
kDa, los cuales son codificados por dos genes diferentes que sin embargo comprenden
una region idéntica de ORF, correspondiente al polipéptido de 43 kDa de RA y sus
transcritos no muestran sitios putativos de “splicing” (Ayala-Ochoa et al., 2004). Para
determinar el origen del polipéptido de 41 kDa se realiz6 la traduccion in vitro de mRNA
de poly A" de hojas con lo que se demostr6 que la sintesis de novo se realiza solo para el

polipéptido de 43 kDa de RA. (Vargas-Suarez M., et al., 2004).

RA promueve la carbamilaciéon de Rubisco en presencia de RuBP u otros compuestos
fosforilados que se unen fuertemente a la forma no carbamilada. Esto probablemente
explica como Rubisco puede activarse rapidamente después de un incremento de
intensidad de luz, a pesar de tener altas concentraciones de RuBP en el estroma. Aun
mas, la completa activaciéon de Rubisco a niveles de CO, normales en presencia de RA
probablemente ayuda para lograr los elevados estados de activaciéon, comunmente

observados 7 vivo a elevadas intensidades de luz (Lorimer, 1981).

El control regulatorio de Rubisco por el estado de carbamilacién puede reducirse
también con baja luz. El control de la carbamilacién puede volverse ineficiente en
condiciones de baja luz debido a los niveles de CO,, cierta fraccion de sitios activos seran

descarbamilados, ain en presencia de RA funcional (Sage et al., 1990).

ADP es un potente inhibidor de la actividad de RA y la actividad de RA es sensible a la
relacion de ATP/ADP in vitro. La relacion de ATP/ADP en el estroma supondtia que
cambiara con las variaciones de luz y CO, y esto podtia explicar muchas de los cambios

observados en la activacion del estado de activacion de Rubisco 7z vivo (Portis, 1990).
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Los estudios anteriores realizados en este laboratorio proponen un mecanismo para
explicar la presencia del péptido de 41 kDa, el cual consiste en que el polipéptido de 41
kDa proviene del polipéptido de 43 kDa a través de una protedlisis regulada en la region
amino-terminal del péptido mayor. Esto provocarfa las variaciones en la relacion de
polipéptidos de 43/41 kDa de RA en las hojas a diferentes etapas del desarrollo. Esta
relaciéon es importante porque modifica la actividad chaperona de RA. En este trabajo
realizado en maiz se identificé que la mejor actividad como chaperona molecular la
presenta el polipéptido de RA de 41 kDa, cuya expresion resultd ser mayoritaria ante la

situacion de estrés por agua y durante el verano (Vargas-Suarez et al., 2004).
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IT. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Congruente con los resultados obtenidos previamente en nuestro laboratorio, el contenido
total de RA en el maiz es regulado por un mecanismo dependiente de las sefiales del

desarrollo y del medio ambiente.

De acuerdo al mecanismo propuesto, se esperaria que la proteasa especifica que hace el corte
del péptido de 43 kDa fuere activada por factores bidticos y/o abidticos. La importancia de
obtener una relacion favorable a 41 kDa significarfa una mayor actividad de Rubisco activasa

y por tanto una mayor fijacién de CO,,.

OBJETIVOS

Generales:

e Identificar qué tipo de tratamientos bidticos y/o abidticos afectan la expresion de la
proteasa de Rubisco Activasa que origina el polipéptido de 41 kDa de Rubisco

Activasa.

Particulares:

e DPurificar RA (espinaca) y preparar anticuerpos contra esta proteina

e DProbar el efecto de diferentes formas de estrés, bidticos o abidticos, en la relacion
43/41 kDa y determinar cuantitativamente la relacién de los polipéptidos en funcién

de los factores bidticos y abioticos.

e Identificar los factores o las condiciones en las que la formacién del polipéptido de

41 kDa es mayoritaria.

13



ITI. MATERIALES Y METODOS

3.1 MATERIAL BIOLOGICO.

Se sembraron en invernadero semillas de maiz de la variedad Chalquefio (Zea mays L.). Se
utiliz6 como referencia las etapas de crecimiento establecidas por Loza-Tavera (fig. 6,
1990). Para estudiar los tratamientos abioticos se estandarizé el muestreo de la segunda y
cuarta hojas a las 17 hrs. durante la 6* etapa de crecimiento (15 DAS). En el caso de los
eventos bioticos el muestreo se realizé cada 4 horas durante 24 hrs. en la 2* (8 DAS) y 6*

etapa de crecimiento (15 DAS).

"\ / ‘/\
Ioh &

'Y Y ik

Figura 6. Etapas de crecimiento. Etapa 1 = La 1* hoja no tiene la ligula expuesta y la 2* hoja se encuentra
enrollada, aproximadamente 6 dias después de la siembra (DAS). Etapa 2 = La 1* hoja muestra la ligula
pero no esta completamente expuesta; la 2° hoja esta enrollada en la base pero abierta en la punta.
Aproximadamente 7 DAS. Etapa 3= La 1° hoja tiene la ligula expuesta mientras que en la 2* hoja, la
ligula esta al nivel de la primera pero no esta expuesta; la punta de la 3* hoja se puede observar.
Aproximadamente 8 DAS. Etapa 4=1la 1% y la 2* hojas tienen la ligula expuesta; la 3" hoja se expande por
encima de la parte media; la punta de la 4* hoja se observa. Aproximadamente 10 DAS. Etapa 5=1a 1* y
2* hojas tienen la ligula expuesta; la 3* hoja se ha expandido casi por completo pero la ligula no esta
expuesta; la 4* hoja esta medio expandida. Aproximadamente 12 DAS. Etapa 6=la 1% 2* y 3* hojas tienen
expuesta la ligula; la 4* hoja esta casi expandida por completo; la 5% hoja muestra la punta; la 1* hoja
muestra signos de senescencia en la punta. Aproximadamente 15 DAS. Etapa 7= de la 1* a la 4 hojas
tienen la expuesta la ligula; la 5% hoja esta casi expandida por completo; la 6* hoja muestra la punta; la 1*
hoja es senescente por completo; la 2% hoja muestra signos de senescencia en la punta. Aproximadamente
17 DAS.

12 3
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3.2 TRATAMIENTOS ABIOTICOS.

Efecto de la temperatura: Se colocé un lote A de plantas a 21-23° C y después de 14 dias
se someti6 a estrés a una temperatura de 44° C durante un dfa. El lote B (control de alta
temperatura) fue crecido 15 dias entre 21-23° C. Para baja temperatura se crecié un lote
C entre 21-23° C durante 12 dias seguido de 3 dias a 4° C. El lote D (control de baja

temperatura) fue crecido 15 difas entre 21-23 ° C.

Efecto de la intensidad de la luz: Se empled el lote K (baja intensidad de luz) a una
intensidad de luz entre 146.76 y 91.25 um de fotones *m’'s” y un lote I (control de baja
intensidad de luz) que fue crecido entre 537.55 y 210.05 um de fotones *m’'s? ambos

lotes fueron colectados a los 15 dias después de la siembra.

Efecto de oscuridad: se utilizé el lote M crecido en dos condiciones, durante los primeros
8 dfas a condiciones estindares del invernadero (537.55 y 210.05 um de fotones *m’'s?) y
los siguientes 7 dfas en total oscuridad (30.25 um de fotones *m™'s?). Por dltimo el lote N

(control de oscuridad), que fue crecido durante 15 dfas a 185.86 um de fotones *m’'s™.
3.3 TRATAMIENTOS BIOTICOS.

Para los efectos bidticos se analizé el cambio de relacién de RA de 43/41 kDa en
plantulas de diferente etapa de desarrollo y durante el ciclo circadiano de 24 hrs. Se
muestrearon plantulas a dos estadios de desarrollo (2* y 4* hoja respectivamente): L1, a
los 8 dias (2% etapa) y L2, a los 15 dias (6" etapa de crecimiento). Cada lote se muestre6
durante el dfa: a las 8, 12, 16, 20, 24 y 4 hrs. para observar cambios en la produccion de la

prot-RA durante el ciclo circadiano.
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3.4 PURIFICACION DE POLIPEPTIDOS DE RA A PARTIR DE HOJAS DE
ESPINACA PARA LA OBTENCION DE ANTICUERPOS. (Método de
Robinson, 1988)

El siguiente procedimiento se realiz6 en el cuarto frio a -4°C. Se partié6 de
aproximadamente 100 g de hojas de espinaca, los cuales fueron triturados con nitrégeno
liquido, y se les agregé 200 mL de buffer de extracciéon {50 mM Bis-Tris-Propano, 10
mM MgCL6H,0, 10 mM NaHCO;, 5 mM EDTA, 1 mM Benzamidina, 1 mM PMSF,
10 mM DTT, a pH=8.1}. La mezcla se dejé en agitacién lenta durante 30 minutos y
después se filtr6 a través de 4 capas Miracloth y 4 capas de gasa. El filtrado se centrifugd
a 20000 g durante 45 minutos. Se colectd el sobrenadante y se precipité la RA con sulfato
de amonio hasta alcanzar un punto de saturacion del 35% después se centrifugd a 12000
g durante 20 minutos. Se descarté el sobrenadante que contenfa en su mayorfa Rubisco y
se resuspendi6 el precipitado en un volumen minimo del buffer A {10 mM Bis-Ttis-
Propano, 100 mM KCl, 10 mM DTT, 0.2 mM ATP, a pH=7}. Se cuantificaron las
proteinas mediante el método de Bradford (Bradford MM., 1976) y se pasaron por una
columna de exclusiéon molecular tipo Sefadex G-25 para remover las sales. Se colectaron
80 fracciones de 1.3 mL c¢/u, las cuales se leyeron en el espectrofotometro a 280 nm,
ubicando a las primeras fracciones como las de mayor contenido de proteina. Las
fracciones colectadas se concentraron mediante el equipo de Speed Vacuum
(HETOVAC, VR-1) y se diluyeron en un volumen de 1.3 mL total de buffer B (10 mM
Bis-Tris-Propano, 10 mM DTT, 0.2 mM ATP, ajustar pH =7). Posteriormente se
ultracentrifugd a 117000 g durante 1 hora. El sobrenadante se colecté y se sometié a
dialisis. Después se cuantifico la proteina que pasé por la columna de intercambio i6nico
tipo Q-Sefarosa usando un gradiente de KCl entre 0 y 1 M. Se obtuvieron 55 fracciones
c/u de 1.5 ml, de las cuales se juntaron las fracciones que eluyeron en el intervalo de 0.2 a
0.25 M y se verificé el grado de purificaciéon mediante geles desnaturalizantes tipo SDS-
PAGE al 10% junto con marcadores de peso molecular (Bio-Rad. Broad Range
Molecular Weights).

Las fracciones identificadas con alto contenido de RA fueron dela 16 ala 18.
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3.5 OBTENCION DE ANTICUERPOS EN CONE]JO.

Como control negativo de los anticuerpos anti-RA, previamente a la inmunizacion, se
extrajeron 3 mL de sangre del conejo y se analiz6 mediante un Western Blot en donde la
respuesta del suero fue inespecifica, descartando la presencia de estos anticuerpos.

El proceso de inmunizacién fue realizado en un conejo macho tipo New Zealand, via
ganglio popliteo usando los polipéptidos purificados de espinaca para obtener
anticuerpos anti-RA, en total se realizaron 2 inoculaciones con 13 dias de diferencia entre
ellas. La concentracion de la muestra empleada fue de 0.22 pg/ul.. Se realizaron pruebas
de capilares para comprobar la formaciéon de anticuerpos después de 7 difas y a los 28
dias, para obtener el titulo final de anticuerpos, se empleo la técnica de ELISA-Dot.

Al final del proceso de inmunizacion se extrajeron 50 ml de sangre y mediante una
centrifugacion a 1300 g se obtuvieron 27 mL de suero inmune, el cual fue dividido en

alicuotas y congelado a -71° C.

3.6 EXTRACCION DE RA A PARTIR DE HOJAS DE MAJZ.

Se pesaron aproximadamente 1 g de las muestras de hoja de maiz, las cuales fueron
pulverizadas en un mortero con N, liquido, a continuacion se agregaron 0.5 mL de buffer
de extraccion (100 mM Tricina-NaOH o 50 mM Bis-Tris-Propano, 10 mM
MgCl,:6H,0, 10 mM NaHCO,, 5mM EDTA, 1 mM Benzamidina, 1 mM PMSF, 10 mM
DTT) y se homogenizé la mezcla para verterse en tubos Ependorf de 1.5 mL. Después
se centrifugaron los tubos a 19000 g en la centrifuga Beckman GS-15R durante 20 min.
Se colecto el sobrenadante en otro tubo Ependorf de 1.5 mL y se emplearon 2 pl. de
cada muestra para cuantificar por medio del reactivo de Bradford (Bio-Rad) la cantidad
de proteinas presentes por muestra.

Las muestras fueron congeladas a -71°C en el congelador tipo REVCO para su posterior
analisis en geles desnaturalizantes tipo SDS-PAGE al 10% junto con marcadores de peso
molecular, todos los geles se hicieron por duplicado para tefir con azul de Coomasie al

2% y el otro fue transferido a una membrana de PVDF para analizarlo por Western Blot.
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3.7 TRANSFERENCIA DE PROTEINAS
Para la transferencia de proteinas se aplicé el método de Kyhse- Anderson (1984) para
sistemas semi-secos. Se prepararon tres buffers: buffer anodo I (0.3M Tris, 10%
Metanol, a pH=10.4), buffer anodo II (0.025 M Ttis, 10% Metanol, a pH=10.4) y buffer
catodo (0.025 M Tris-base, 0.04 M glicina o 4cido 6-amino-n-caproico, 10% Metanol).
Se corta la membrana (Immobilion-P Transfer Membranas Millipore; tipo de filtro:
PVDF. Tamafio de poro: 0.45 um.) de un tamafio similar al gel y se hidrata.
El orden del sistema es el siguiente:

a) Plato del electrodo catodo

b) 3 papeles filtro embebidos en buffer catodo

¢) Gel desnaturalizante embebido maximo 15 min. en buffer catodo

d) Membrana embebida en buffer anodo II

e) 1 papel filtro embebido en buffer anodo 11

f) 2 papeles filtro embebidos en buffer anodo 1.
El tiempo promedio para la transferencia de geles de 8.5 x 5.5 cm’ fue de 30 min. a 0.2
Amperes por membrana (5.5 mAmp/cm?).

La membrana se almacena a 4°C para posteriormente hacer el Western Blot.

3.8 WESTERN BLOT

Después de hidratar la membrana primero 1 minuto en metanol y Lugo en agua destilada
potr 3 minutos, se le deja remojando por 30 min. en solucién de TBS-T {0.15 M NaCl,
0.05 M Ttis, 0.089mM Tween, a pH=7.4}.

Se puso el primer anticuerpo (anticuerpos anti-RA contra espinaca descrito
anteriormente) en la primera solucién de leche en polvo al 5% en TBS-T en una dilucién
de 1:20000. Se dejé en agitacion constante por dos horas a 37°C. Transcurrido este
tiempo se lavé 3 veces por 10 minutos ¢/u con TBS-T a temperatura ambiente.

Después se agregé el segundo anticuerpo (Zymed Laboratorios invitrogen
immunotedection HRP-Goat anti-rabbit IgG (H+L) Conjugate) en leche al 5% en TBS-
T a una dilucién de 1:5000 en durante una hora en agitacion constante.

Por ultimo se repiti6 el lavado con solucién TBS-T 3 veces por 10 minutos c/u.

18



3.9 REVELADO.

Las membranas se revelaron de la siguiente manera:

Se mezclan 0.3 mL de ¢/u de los 2 reactivos quimioluminiscentes (Millipore Immobilion
Western Chemiluminiscent HRP Substrate), se vierten sobre la membrana que esta en un
casette y se recubre con plastico la membrana junto con la mezcla, se apaga la luz y se
coloca la pelicula de rayos X (KODAK) sobre el plastico. Se cierra el casette.
Transcurridos 30 segundos se abre el casette y se introduce la pelicula en la solucion
reveladora (KODAK GBX). Bajo la luz roja se espera hasta verse las bandas y después se
enjuaga en agua, finalmente se pasa a la solucién fijadora (KODAK GBX). Esperar
minimo dos minutos antes de encender la luz.

Se repitié el mismo procedimiento para uno y dos minutos en presencia de los reactivos

quimioluminiscentes.
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IV. RESULTADOS

El proceso de purificacién de los polipéptidos de 41 y 45 kDa, a partir de 105.3 gramos
de hojas de espinaca de Rubisco activasa, se divide basicamente en 4 etapas, descritas en

la tabla 1, en donde se indica la cantidad de proteinas y el rendimiento de cada etapa de

purificacion.
Paso de Purificacion Cantidad de | Rendimiento (%)
proteinas
1) 1* centrifugacion. Sobrenadante. 127.7 mg 100.00
2) 2* centrifugacion de la precipitacion con 34.6 mg 27.09

(NH4)2SO4. Precipitado resuspendido

3) Desalinizacion (Sefadex G-25). 21.7 mg 16.99

Fracciones 13-28.

4) Columna de intercambio aniénico (Q- 0.7 mg 0.55
Sefarosa).

Fracciones 16-20.

Tabla 1. Etapas de purificacion. Para calcular la cantidad proteinas obtenida en cada caso se empled el

método de Bradford.

En resumen, las hojas fueron trituradas con nitrégeno liquido, suspendidas en buffer de
extraccion y centrifugadas para asi separar las proteinas de los organelos membranosos
(paso 1), el sobrenadante obtenido se precipité con sulfato de amonio hasta alcanzar una

saturacion del 35%, concentracion a la cual se ha reportado la precipitacion

20



mayoritariamente de Rubisco activasa mientras Rubisco permanece en el sobrenadante
(paso 2; Robinson, 1988).

La figura 7 muestra el resultado del proceso de desalinizaciéon y fraccionamiento de la
muestra en la columna Sefadex G-25 (paso 3), del cual se obtuvieron en total 126
fracciones de 1.3 mL c/u. Las proteinas se separaron por masa molecular, de menor a
mayor conforme se incrementa la elusion, en donde las proteinas de interés (41 y 45 kDa)

se concentraron en las fracciones 13-28.

Sefadex G25
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Figura 7. Columna tipo Sefadex G-25. Las fracciones fueron analizadas a 280 nm y por su tamafio, las

proteinas de interés eluyeron entre las fracciones 13-28.
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Los resultados del paso 4 estan representados en el figura 8, en donde las muestras de
proteina se sometieron a un gradiente entre 0- 0.5 M de cloruro de potasio y se lavo con
1 M de KCI en la columna de intercambio aniénico tipo Mono Q-Sefarosa (FPLC) y

fueron analizadas a 280 nm.
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Figura 8. Columna de intercambio aniénico tipo Q-Sefarosa. La linea azul indica el incremento gradual del

gradiente de KCl en el intervalo de 0.0-0.5 M y el incremento lineal final de entre 0.5-1.0 M
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ILas muestras se analizaron mediante geles desnaturalizantes al 10%. Se tomaron muestras
de las fracciones dentro del intervalo de 0-1 M de KCIL. A continuacion se presentan las
muestras de las fracciones 18, 22, 24, 26, 31, 32, 33 y 36. Para identificar a las fracciones
que contienen los polipéptidos de Rubisco activasa, se utiliz6 un marcador de masa

molecular, como se observa en la figura 9.

# Fracciones 18 22 24 26 MM 31 32 33 36

Rubisco
Activasa

!
|
|
|

Figura 9. Electroforesis desnaturalizante tipo SDS-PAGE de las fracciones obtenidas de la columna de
intercambio aniénico tipo Q-Sefarosa. Gel tefiido con azul de Coomasie al 2%0; en cada carril se cargaron 8
pg de muestra; el primer carril contiene a la fraccion 18 y muestra alto contenido de RA purificada, las
fracciones 22 y 24 presentan muy baja cantidad de RA, los demads carriles muestran alto contenido de

Rubisco y algunas trazas de RA. El marcador de masa molecular se abrevié como MM.
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Las fracciones 16-20, obtenidas de la columna Q-Sefarosa, fueron seleccionadas debido a
su alto contenido de RA y una menor contaminaciéon de Rubisco. Estas fracciones
seleccionadas, se utilizaron para la produccion de los anticuerpos anti-RA, para lo cual se
concentraron e inocularon via ganglio popliteo a un conejo macho tipo New Zealand,
como se muestra el esquema de inmunizacion de la tabla 2. El valor final de la muestra
concentrada fue de 0.22 pg/ul, es decir que en cada uno de los procesos 1 y 3 fueron

inoculados 22 pg de proteina en el conejo.

Proceso Dia Prueba Resultado

1) 1* Dosis (100 uL.).

Inyeccién en ganglio popliteo. 1 - -

Se confirma la presencia de
2) 17 Sangtia (3 mL). 7 Capilares y anticuerpos anti-RA.
ELISA-Dot Titulo maximo de
anticuerpos= 1:2000

2) 2" Dosis (100 uL).

Igual via de administracion. 14 - -

Titulo maximo de
4) 2* Sangrfa (50 mL). 28 ELISA-Dot anticuerpos:
1:20°000

Tabla 2. Esquema de inmunizacién, usando los polipéptidos purificados de espinaca para obtener

anticuerpos del tipo anti-RA.

Para determinar el titulo de los anticuerpos se realizé la prueba ELISA-Dot, utilizando las
fracciones del cuarto proceso de purificacién. Se observa un decremento gradual de la
sensibilidad del anticuerpo conforme se aumenta la dilucién de izquierda a derecha, asi
como de artiba hacia abajo sobtre c¢/u de las tiras de PVDF conforme se disminuye la
cantidad de proteina de los extractos de RA. L.a mayor sensibilidad del anticuerpo se

presenta en el carril 6 (dilucién 1: 8000) para la cantidad de 6.25 pg de extracto crudo de
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la proteina de RA y en el carril 4 (dilucién 1:1000) para la cantidad 0.39 pg de extracto
crudo de RA. Los resultados obtenidos de esta prueba indicaron un titulo de 1:20°000
(carril 5), el cual se utiliz6 para los Western blots correspondientes a los experimentos de
tratamientos bidticos y abidticos que afectan la expresion de la prot-RA., como se

muestra en la figura 10.

Carril 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Extracto
RA

6.25 pg

312 pg

e ——

1.56 pg

0.78 pg

»
-
»
-
s
"

0.39 pg

b, —

.

Figura 10. Titulo de anticuerpos realizado mediante la técnica tipo ELISA-Dot. Linea horizontal. Carril 1=
1:100, carril 2= 1:200, carril 3= 1:500, carril 4= 1:1000, carril 5= 1:2000, carril 6= 1:4000, carril 7= 1:6000,
carril 8= 1:8000, carril 9= 1:20°000. La cantidad de protefnas contenidas en los extractos de RA fue

colocada de forma decreciente en tiras de PVDF.

Por ultimo, se realiz6 por duplicado una electroforesis desnaturalizante tipo SDS-PAGE
usando dos tipos de marcadores de masa molecular, a (Protein standards prestained
broad range 250- 10 kDa, Biorad) y 8 (Prestained Molecular Weight Marker 26.6- 180
kDa, Sigma), con dos propositos: (1) Para llevar el seguimiento del grado de purificacion
durante el proceso de separaciéon de RA y (2) Verificar el grado de pureza de los

anticuerpos obtenidos haciendo uso de la técnica de Western blot.
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ubisco
ubisco activasa

Carriles 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

SCO

Rubisco activasa

Figura 11. (A) Gel de clectroforesis tipo SDS-PAGE tefiido con Azul de Coomasie al 2%. Se present6 un
error de carga y el carril 6 se cargé al final. (B) Western Blot del gel desnaturalizante duplicado. Carril 1=
Marcador de masas moleculares colorido a. Carril 2= fracciéon de 8ug de RA obtenida de la columna
Sefadex G-25. Carril 3= fraccién de 16pug de RA obtenida de la columna Sefadex G-25. Carril 4=
Sobrenadante de la precipitacion con (NHy)2SO4. Cartil 5= 8pg de RA inyectada en conejo. Carril 6= 16pg
de RA inyectada en conejo. Carril 7= 8 pg de extracto crudo. Carril 8= 16 pg de extracto crudo. Carril 9=

Ovalbimina. Carril 10= Marcador de masas moleculates colorido .

Del procedimiento anterior se observé que los anticuerpos obtenidos no solamente
reconocfan a RA, también a Rubisco y a proteinas de menor peso molecular. Por este
motivo los western blot se emplearon marcadores de masa molecular como apoyo en la

identificacion de RA.
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Tratamientos bidticos y abidticos.

El tratamiento abiético de estrés por calor se muestra en la figura 12, en donde se
comparan plantas del invernadero (25°C, control), con plantas sometidas durante 24 hrs
a 44 °C, experimento en el que se mantuvieron niveles similares de humedad en las
plantas. Ambos lotes de plantulas fueron sometidos al mismo fotoperiodo (13/11hrs de
luz/oscuridad), durante un lapso de 15 dias.

En los primeros cuatro carriles (plantas sometidas a estrés) se observa una deficiencia de
produccién del polipéptido de 43 kDa, comparado con las plantas control (carriles 6-9)

que muestran una produccion normal de los dos polipéptidos de 43 y 41 kDa de RA.

Carriles 1 2 3 4 MM 6 7 8 9

Rubisco

RA 43 kDa
RA 41 kDa

Figura 12. Gel de clectroforesis desnaturalizante SDS-PAGE  tefiido con Azul de Coomasie al 2% del
tratamiento abi6tico por estrés de calor a 44°C. Carriles 1-4= extractos sometidos a estrés durante 24 hrs a

44° C. Carril 5= marcador de masa molecular. Carriles 6-9= extractos de plantas control
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A continuacién, se muestran las densitometrias del experimento de calor en la figura 13.
En particular, la cantidad del polipéptido de 43 kDa del experimento de calor se
incrementé 1.35 U.D.O. mas que la cantidad obtenida en su control y para el caso del
polipéptido de 41 kDa, el aumento de cantidad de proteina fue de 1.12 U.D.O para el
experimento de calor. Sumando las U.D.O. de las dos subunidades de RA del
tratamiento de calor y comparandolo con su control, se observa un incremento en el
experimento de calor de 2.47 U.D.O. con respecto a su control. Para obtener los datos
estadisticos que indicaran si hay diferencias significativas entre las medias de cada
experimento respecto a su control, se realizaron las pruebas de hipétesis con diferencia
de medias correspondientes. El resultado obtenido fue que la banda de 43 kDa del
tratamiento de calor respecto a su control asf como la banda de 41 kDa en contraste con
su control son diferentes, lo que implica que el efecto de alta temperatura (44 °C) es
significativo en el aumento de la expresion de ambos polipéptidos de RA sin presentar un
cambio representativo en la relacion 43/41 kDa de RA, relacién que disminuyé un 9%

durante el tratamiento por calor con respecto a su control.

O 43 kDa
m 41 kDa

u.D.O

Calor Control

Figura 13. Gréfico de las U.D.O. de las subunidades de RA de experimento de estrés por calor y su

control.
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En la figura 14 se muestra el experimento de estrés por frio en plantas que fueron
germinadas durante 10 dias en el invernadero y las plantulas fueron sometidas durante 3
dias a 4°

C. A ambos lotes se les sometié al mismo fotopetiodo (11/13hts de luz/oscuridad)
durante 15 dias.

Después de analizar las bandas correspondientes a los polipéptidos de 43 y 41 kDa, no se

encontr6 un cambio significativo en la relacion 43/41 kDa de RA.

Carriles __ 1 2 3 4=y 6 8

ﬂﬂ~4

‘T 1 Rublsco de espinaca
Rubisco ey S o l
RA 43 kDa d d
RA 41 kD2 = o RA de espinaca

g~ #

-

E_SiS

Figura 14. Gel de clectroforesis desnaturalizante tefiido con Azul de Coomasie al 2% del tratamiento
abiético por estrés de frio a 4°C durante 5 dias intercalados. Catril 2-3= Extractos sometidos a esttés por
frio. Carril 4-6= Extractos control crecidos en invernadero. Catril 7= Extracto de espinaca. Carril 8=
Marcador de masa moleculat. (Carril 1= extracto sometido a estrés por frio, no se toma en cuenta por

mostrar un corrimiento electroforético inadecuado).
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En la figura 15 se muestran las densitometrias del tratamiento de estrés por frio y de su
control. Para el experimento de frio se observa un pequefio incremento en la cantidad del
polipéptido de 43 kDa de 0.26 U.D.O. y para el polipéptido de 41 kDa el incremento fue
de 0.13 U.D.O. comparado con el lote control. En total, es decir sumando las U.D.O. de
las dos subunidades de RA por el tratamiento de frio y su control respectivamente, se
encontré un aumento del tratamiento en 0.39 U.D.O comparativamente con su control,
aumento poco significativo.

La prueba de hipdtesis propuesta para este experimento resulté en que no hay una
diferencia significativa entre la subunidad de 43 kDa de RA del tratamiento con frio con
respecto a su control ni para la subunidad de 41 kDa de RA, es decir que no hay cambio
en la relaciéon 43/41 kDa de RA en condiciones de ftio, siendo el valor de la diferencia de

las relaciones del 3%.

O 43 kDa

4.5 m 41 kDa

3.5 1

2.5 1

U.D.O.

1.5 1

0.5 1

Frio Control

Figura 15. Grafico de las U.D.O. de las subunidades de RA del tratamiento con ftio y su control.
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El siguiente gel corresponde al tratamiento de baja intensidad luminica (15 DAS a una
intensidad de luz en el intervalo entre 146.76 y 91.25 um de fotones *m’'s®) junto con un
lote control (15 DAS en el intervalo entre 537.55 y 210.05 um de fotones 'm’s?).
Aparentemente no se observan cambios significativos en la relacién 43/41 kDa de RA;
sin embargo, en las densitometrias se pueden observar los cambios en la cantidad de RA
total en las plantulas. El tipo de fotoperiodo de este expetimento fue de 11/13 hrs de

luz/oscuridad, durante 15 dias.

Carriles: MM 2 5% 7 =y

= oS - L‘H- \ Rubisco

i ™

= 5
— U“ Hﬂ"_"" L RA43kDa
il e RA 41 kDa
‘"‘r" - k - 4

Figura 16. Carril 1 = marcador colorido de masas moleculares; Carril 2 = extracto de
espinaca; Carril 5 = extracto control; Carril 6-8 = baja intensidad de luz. (Carril 3-4 =
extractos control con fallo experimental por problema de secado).
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ILa figura 17 muestra las densitometrias correspondientes al tratamiento de baja
intensidad luminica.

Al comparar la cantidad total de RA, sumando las dos subunidades de RA para el
tratamiento y su control respectivamente, se puede observar una disminuciéon de 1.41
U.D.O. para el experimento de baja luz respecto al lote control, en particular de 0.63
U.D.O. para el polipéptido de 43 kDa y de 0.78 U.D.O. para el polipéptido de 41 kDa.
Los resultados de la prueba de hipétesis sefialan que no existe una diferencia significativa
al comparar las medias de las subunidades de 43 y 41 kDa para las plantulas del
tratamiento de baja intensidad luminica respecto a su control, es decir que no hay un
cambio en la relacién de 43/41 kDa ante el efecto de baja intensidad luminica, relacién

cuyo valor disminuy6 un 3% en el tratamiento de baja intensidad luminica.

4.5 -

3.5 1

O 43 kDa
| 41 kDa

U.D.O.

25

1.5

0.5

Baja luz Control

Figura 17. Grifico de las U.D.O. de las subunidades de RA del tratamiento de baja intensidad luminica y

su control.

32



La figura 18 muestra el resultado del tratamiento en oscuridad en el cual se sometieron
las plantulas a 7 dias de total oscuridad en el mismo invernadero en donde se dejaron las
plantulas que sirvieron como su control.

El tipo de fotopetiodo fue de 13/11hrs de luz/oscuridad, durante 15 dias.

En el gel se observa la tendencia a incrementar la formacion de la banda de 41 kDa de

RA respecto a la banda de 43 kDa.

Carriles 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Rubisco

RA 43 kDa
RA 41 kDa

Figura 18. Experimento abiético de oscuridad. Carriles 2-4= extractos control. Carril 5= marcadores de
masa molecular. Carriles 6-9= extractos de oscuridad (Carril 1= extracto control, no se tomé en cuenta

debido al error experimental que implica la grieta formada en su carril).
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Las densitometrias del experimento de oscuridad se muestran en la figura 19 junto con
su control. La cantidad total de RA del experimento aumenta respecto a su control en 0.4
U.D.O. De forma particular el incremento del polipéptido de 41 kDa aument6 0.25
U.D.O. y el aumento del polipéptido de 43 kDa fue de 0.15 U.D.O.

La prueba de hipétesis realizada con las medias de las subunidades de 43 y 41 kDa del
tratamiento comparado con su control, resulté no presentar diferencias significativas, es
decir que no hay un cambio evidente en la relacion 43/41 kDa de RA asociado a estrés

por oscuridad, aumentando un 2% la relaciéon durante el tratamiento por oscuridad.

O 43 kDa

45 | 41 kDa

3.5

U.D.O.

2.5 1

1.5

0.5

Oscuridad Control

Grafico 19. Grifico de las U.D.O. de las subunidades de RA del tratamiento con oscutidad y su control.
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En la figura 20 se observa el tratamiento que corresponde al ciclo circadiano, para el
cual se utilizaron muestras de la segunda y de la sexta etapa de desarrollo a las 8 y 20 hrs
c/u. El tipo de fotopetiodo al que se realiz6 el experimento fue de 13/11 hrs de
luz/oscuridad.

Se observa un cambio en la relacién de los polipéptidos de 43 y 41 kDa, cambio evidente
para las plantulas de la sexta etapa de crecimiento a las 8 hrs, en donde se observa un
incremento en la produccién del polipéptido de 41 kDa en comparaciéon con las plantulas
muestreadas a las 20 hrs, las cuales muestran una produccién similar de los polipéptidos

de 43 y 41 kDa.

Catrriles

Rubisco

RA 43 kDa
RA 41 kDa

Figura 20. Experimento biético de ciclo circadiano. Carriles 1-2= extractos de la segunda etapa de
crecimiento, tomados a las 8 hrs. Carriles 3-4= extractos de la sexta etapa de crecimiento, tomados a las 8
hrs. Carril 5= marcador de masa molecular. Carriles 6-7= extractos de la segunda etapa de crecimiento,

tomados a las 20 hrs. Carriles 8-9= extractos de la sexta etapa de ctecimiento, tomados a las 20 hrs.
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En la figura 21 se muestran las densitometrias del tratamiento bidtico, en donde es
mayor la formacion del polipéptido de 41 kDa a las 8hrs durante la sexta etapa de
desarrollo (L.2) en comparacién con las mismas plantulas 1.2 a las 20 hrs. En cantidad
total de RA, las plantulas L2 a las 8 hrs. disminuyen 1.13 U.D.O. con respecto a las
plantulas de la segunda etapa de crecimiento (L1) a las 8hrs y 1.11 U.D.O. con respecto a
las plantulas 1.2 a las 20 hrs.

Adicionalmente, las plantulas L1 casi no presentan cambios en la cantidad de su RA
durante su ciclo circadiano, en cambio las plantulas L2 ademas de presentar una
disminucion de su RA durante el dia, presenta una disminucién mayor del polipéptido de
43 kDa las plantulas L2 de las 8hrs que del polipéptido de 41 kDa respecto a las plantulas
L2 muestreadas a las 20 hrs.

Con los datos graficados se realizaron las pruebas de hipdtesis, primero para las medias
de L1 alas 8 y 20 hrs, después para 1.2 a las 8 y 20 hrs.

El resultado fue que la cantidad de los polipéptidos de RA no se ve afectada en L1 ya sea
durante el dia o la noche, en cambio en L2 si se observa un cambio significativo en la
banda de 43 y 41 kDa, cuya abundancia disminuye durante las primeras horas del dia

comparado con la noche.

Eventos biéticos

@43 kDa
W41 kDa

L1 8am L2 8am L18pm L2 8pm

Figura 21. Grafico de las subunidades de RA en conjunto con los tratamientos del ciclo circadiano, en
donde se muestreé para la etapa L1 y 1.2 a las 8 y 20 hrs respectivamente. Se observa que durante la etapa
L2 (6" etapa de crecimiento) a las 8am se observa menor cantidad del polipéptido de 43 kDa y de RA en

general respecto a la misma etapa .2 a las 20 hrs.
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V. DISCUSION

Confirmando los hallazgos reportados en el articulo realizado anteriormente en este
laboratorio por Vargas-Suarez M., et al. (2004), en nuestro trabajo encontramos que es
mas eficiente la protedlisis de RA que forma el polipéptido de 41 kDa ante estrés por
altas temperaturas en comparacion con las plantulas que fueron sometidas a bajas
temperaturas, en donde no se observaron cambios significativos en la cantidad de

polipéptidos de RA.

En nuestros resultados, el incremento en la cantidad de la proteasa de RA para aumentar
la formacion del polipéptido de 41 kDa en el experimento de calor, responde a la
necesidad de las plantulas de maiz de proteger la actividad de Rubisco ante una inminente
desnaturalizacion por el efecto de la elevada temperatura (Sanchez de Jiménez et al,

1995; Crafts-Brandner, Salvucci, 2000; Salvucci et al, 2001; Sharkey er al, 2001).

La sensibilidad de la activasa a altas temperaturas varfa entre las especies de planta y la
actividad activasa se aclimata durante un tiempo relativamente corto cuando la
temperatura de la hoja se incrementa de forma gradual (Law and Crafts-Brandner,

1999).

En contraste con nuestro experimento de calor (fig.12), no se observé un cambio en la
relacion de 43/41 kDa de RA en las plantulas sometidas a bajas temperaturas, debido a
que la actividad de Rubisco no se ve afectada a estas condiciones como fue observado
por Salvucci y Crafts-Brandner (2004) y esto es consistente con la ausencia de cambios

evidentes en la relacién 43/41 kDa de RA.

Asi mismo, nuestros resultados indicaron que los experimentos en maiz sobre estrés por
intensidad luminica, ya sea por baja intensidad u oscuridad, no estimulan un incremento
en la formacion del polipéptido de 41 kDa y en consecuencia no se estimula la formacion

del complejo 43/41, refiriéndonos a los eventos abiéticos. Entre los estudios sobre la luz
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y su actividad en RA (Lan et al, 1992) se encontrd que en las especies que contienen dos
isoformas de RA, que solo difieren en su regiéon carboxi-terminal y se originan por
splicing alternativo, como en Arabidopsis thaliana y espinaca, la isoforma larga presenta
residuos Cys en la posicion 411 y 392, esenciales para preservar una baja hidrélisis de

ATP y la actividad de activacion de Rubisco en presencia de ADP.

En maiz la observacion de que la intensidad de luz no modula la actividad de Rubisco es
consistente con la ausencia reportada de la isoforma correspondiente al péptido mas

largo (de 45 kDa), asi como en tabaco que s6lo muestra la isoforma pequefia, que no

tiene el puente disulfuro. (Zhang et al, 2002).

En nuestros resultados, para el caso de ciclo circadiano, se observé un cambio en la
cantidad de las subunidades de RA para las plantulas de la sexta etapa de crecimiento (L2,

15 dfas) a las 8 hrs. con respecto a las mismas plantulas I.2 a las 20 hrs. (Figura 20).

El cambio fue mas pronunciado para el polipéptido de 43 kDa, en donde se observa que
a las 20 hrs. se presentan cantidades similares de ambos polipéptidos y conforme se hace
de dia la proteasa de RA produce la protedlisis del polipéptido de 43 kDa manteniendo a
su vez la cantidad del polipéptido de 41 kDa.

El ciclo circadiano endégeno puede contribuir, mediante la regulacion de la expresion
génica, a la regulacion de la actividad de Rubisco, la cual tiene un patrén diurno debido a
la acumulaciéon de inhibidores durante la noche (Pilgrim and McClung, 1993;
Martino-Catt and Ort, 1992).
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VI. CONCLUSIONES

v Se identificaron dos eventos en los que se estimul6 la proteodlisis de Rubisco activasa,

observandose en el cambio de la cantidad de los polipéptidos de RA de maiz:

a. Bl tratamiento de estrés por calor, durante 24 hrs. a 44° C, y

b. A lo largo del ciclo circadiano, en plantulas que se encontraban durante la
etapa L2 de crecimiento a las 8 hrs, comparada con plantulas en la misma

etapa de crecimiento a las 20 hrs.

V" Los eventos que no tuvieron un efecto evidente sobre la cantidad de polipéptidos de
RA fueron: Los eventos abidticos de baja temperatura, intensidad luminica y
oscuridad, asi como el evento bidtico del ciclo circadiano durante la etapa L1 de

crecimiento a las 8 y 20 hrs de la misma etapa de crecimiento.
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