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Resumen.

Este trabajo tiene por objetivo conocer si la dxsmxnucmn en la
cantidad de la protexna Rubisco activasa tiene algtin efecto protector en

plantas sometidas a estres térmico y postenormente recuperadas.

Para llevar a cabo este objetivo se sembraron rabzdogsrs
thaliana homocigéticas con antxsenndo para ‘el genide la:Rubisc acnvasa
(RA) (donadas por la Dra. Patncta Leon clel Instituito’de ontecnologla.,

de plantas fueron sometidas . a un estre

realizaron las comparaciones de lavcaptx

b eexprcsaron "RA
dxsmlnuc n: en’la
a‘’cantidad: de protexna total,

que mostraron una dxsmxnu
(grupo II). Las plantas antxsentx
expresién de RA presentaron aumento e
entre las que se identificé a la subunxdad pequena ae Rublsco. Durante el
estrés térmico, estas plantas aumentaron e gtan medxda la cantldad de .
RA y realizaron la fotosmtesxs ‘a ina; velacxdad apro‘nmadamente de la
mitad de la velocxdad de las plantas control Las plantas a.nusentxdo quc.
sobreexpresaron RA, presenta.ron et hgero aumento. en la fotosintesis ¥y
durante el estrés térmico nxnguno : d.e estos lotes -de- plantas con

sobreexpresion de RA presentd vanacxones en la cantidad de Rubisco ni en
sus valores basales ni durante el tratamiento térmico.




Durante el - tratamxento terrmco las pla.ntas ‘que’ tenian . disminuida la
expresién de RA presentaron un aumcnto en la 'cantidad de esta protema
al terrnlnar el tratamxento tem'uco, y dura.nte el penodo de recuperacxon la

a’durante el tratamiento térmico

1. importante en la activacién de

de esta proteina en las hojas influye en

la actividad de la fotosin pi-ésente trabajo también refuerza la

hipdétesis de que RA.es una’
cantidad durante el estres temuco.

chaperona molecular ya que aumenta de

[N



Antecedentes.

Fotosintesis.

£l proceso fotosintético.

La fotosintesis es el proceso mediante el cual la biosfera capta la

energia radiante, proveniente del sol, necesaria para la existencia de la

la Tierra recibe 'en.  un- afio es - de

vida. La energia solar que
de los. ct’.xales,; solo 3X1021 J se

aproximadamente 3X1024 Joules (J),

utilizan para la fotosintesis.

Gracias a la fotosxntesr.s cxertos organlsmos son capaces de captar la .

energia lumxnosa 'y convertxrla en énergia : quimxca,‘lndxspensablc para
cualquzer tlpo de v1da. Estos organismos recxben el nombre de orgarusmos
Muchos de éstos organlsmos utllxzan la energia’ que ‘han

fotosxntetxcos.,
captado para: i‘_]ar anhxdndo carbonxco (b oxido. de carbono 6:COz2)’ pa.ra

convertirlo a susta.ncxas organicas, y asi poder sxntetxzar glucxdos como. el
almiddén desprendxendo oxigeno (O2),
resurnido en la s:.guxente ecuacion quxn'uca.

requendos

fuente de atomos de carbono
carbohidratos, lxpxdos, prot:exnas v muchos otros»compuestos organxcos

(Weier, et. al., 1974) De éste modo, son capaces ‘de sintetizar ellos mismos

fenomeno que queda englobado vy




las susta.ncxas comple_;as que . requieren. para. vivir.. B Dentro de é&stos
orga.rusmos se encuentran las plantas, las algas y a]gunas bacterias.

para sub51st1r, e dé

1993).




Eficiencia de la fotosintesis.

La hoja verde no es particularmente eficiente en la utilizacién de la
luz solar. Del total de la energia radiante que reciben laS'hojas verdes,
tante. una pa.rte es

cerca de un 80% es absorbido por la hoja. Del 20%"

que las hojas de las plantas supcnores, baJo las condlcxones

1984).

El cloroplasto e .

una. triosa fosfato fuera del cloroplasto hacia el citosol ¥ un: Px dent‘ del_

cloroplasto, donde es utilizado para la fotofosforilacién.



Este translocador es de gran importancia. Fuera de este sistema de

anutransporte, la fijacion del CO2 dentro del cloroplasto seria raplda.mente
detenlda. El tra.nsporte neto de triosas fosfato fuera del cloroplasto tiene la

funcxon de remover los productos triosas fosfato de le. ﬁ_)acxon del .carbono.
: $ El ulumo

fosfato son convertxdas en sacarosa.

ran pértado dentro - del cloroplasto

continte la

La membr:
de proteinas

interna. rdde

Télmbxen localizadas

xJacxén del COz.

dentro de los tllacoldes ‘ya que’en ellos'se:encuentran os~pxgméntds duc"

captan la energla solar :y:losicomplejos:proteico »asocxados ‘al centro de
reaccion, los compongntesvde,la .cadena transp rtadora de electrones que




participan en la obtencién de NADPH y los del complejo ATPasa que
cataliza la formacién de ATP a partir de dxfosfato de adenosina (ADP).

Dentro del cloroplasto también se llevan a cabo los procesos fotosintéticos

del nitrégeno y del glicolato. El cloroplasto u-xteractua en forma muy

estrecha con las mitocondrias, los peroxxsomas y el cxtoplasma celular.

El ciclo de Calvin-Benson.
Mediante éste ciclo las plantas rea.hzan la f‘_;acxon de COa2. El ciclo de
'_anes que deben ocurrir seis

1:115 d.é hexosa (va que 'cada vez -

Calvin Benson esta compuesto por 12 es

veces para realizar la sintesis de una
que ocurre el ciclo se incorpora un ‘solo atomo de carbono) (Lehnxnger, et.

al., 1993).

La fijacion del COz ocurre en tres eta :
En la primera etapa (Weler,

(Lehninger, et. al., 1993}, el CO
una condensacién con. un: aceptor de cxnco carbonos,

;1974), etai::a de carbéydl‘acidnv'

la nbulosa 1] 5-‘ :

al.,, 1974). Este paso -
carboxilasa/oxigenasa (Ru :
RuBP formando un B-é@:fbé
Rubisco a dos molécﬁla

(Lehninger, et. al., 1993)

En la segunda etapa"'(We
fosfoglicerato es reducxdo,
gliceraldehido-3-fosfato: tre
RuBP formando seis molec

La 3-fosfoglicerato quxnasa
transferencia de un grupo fosfato de ATP al 3- fosfoghcerato, producxendo

se reahza una reacciéon de reduccidn

c entra nie estroma cata.hza Ia

1,3-difosfoglicerato. Entonces



catalizada por la gliceraldehido-3- fosfé.to deshidrogénasa, donde el NADPH
dona electrones, produc1endo ghceraldehxdo 3-fosfato (VVexer, et, al., 1974)
que se equxhbra con el fosfato de ‘dxhldro‘qcetona por accién de 1a’ tnosa

reversible de  un ' aldehido,’
dihidroxiacetona producxendo

S-fosfato) y un fragmento de dos carbonos‘
en el quinto paso, se condensa con el d.e

también catalizada por la transcetolas
pentosas fosfato (ribosa-3 fosfato ¥ xxlulosa-s fosfato) son convertxdas en



ribulosa-5-fosfato dando paso al octavo paso donde la nbulosa-s -fosfato es

fosfonlada a RuBP por la nbulosa-s-fosfato quxnasa. :

El carbén: ﬁ_]ado en’ el cloroplasto ta.mblen se almacena en él convertido en
granulos de a.lrmdon xnsolubles en gua: d sale al. citosol donde se utiliza

para formar saca.rosa

El resultado neto del ciclo de Calvnn es la conversxon ‘de tres moléculas de

CO:z ¥ de una molécula de fosfato en una molecula de triosa fosfato. Tres

moléculas RuBP (un total - de 15 carbonos), ' se condensan con tres

moléculas de CO2 (tres carbonos), formando seis moléculas de 3-
fosfoglicerato (18 carbonos). Esta_s"seis moléculas de 3-fosfoglicerato son
reducidas a seis moléculas de gliceraldehido-3-fosfato gastando seis
moléculas de ATP en la sintesis de 1,3-difosfoglicerato y seis moléculas de
NADPH en la reduccién del 1,3-difosfoglicerato a gliceraldehido-3-fosfato.
Una de estas moléculas de ghcera.ldehxdo-s -fosfato es el producto neto del
proceso. Las otras . cinco moleculas de ghceraldehxdo-s fosfato
carbonos), se rearreglan formando tres moleculas de RuBP (185 carbonos) =
El ultimo paso en esta conversion requxere un ATP por RuBP, uan’ tota] de
tres ATP. Asx, por cada molecula de tnosa fosfato producxda medlante 1a :

fijacién fotosxntetxca ‘del COa, se requxcren sels moleculas de NADPH.y 9

moléculas de A’I‘P (Welcr, et. al., 974)

Las reacciones lumxnosas de la fotos’ntesxs producen ATP y NADPH. El
ATP se utiliza - en la fosforxlacxon de:RuBP vy de 1,3-difosfoglicerato y el
NADPH en la reduccién de 1, 3- dxfosfoglxcerato a gliceraldehido-3-fosfato.
Asi, la asimilacién de cada molécula de CO2 requiere tres ATP y dos
NADPH por lo que se necesitan 18 ATPy 12 NADPH para equilibrar el ciclo
Vv obtener una hexosa a partir de moléculas de CO2 (Lehninger, et. al.,

1993).

(15 -



La fuente de ATP y de NADPH péra estas reacciones son las reacciones de

fosforilacion dxngldas por: 1a® ‘Tuz. De las  nueve . moléculas de ATP

convertidas - a nueve moleculas de ADP y nueve moleculas de fosfato en la
sa fosfato, ocho de esos t‘osfatog son

co (Px) y combmado con ocho moleculas de

generacxon de una:; ‘m

liberados como fos[oro 1n
ADP para regenerar el ATP. El noveno fost'ato es 1ncorporado ‘a’la triosa

fosfato. Para convertir las nueve moléculas de ADP a ATP, se debe importar
una molécula de Pi del citosol, ya que estas reacciones se llevan a cabo

dentro del cloroplasto, en el estroma.

Metabolismo del carbono.
Plantas con metabolismo C3.
Las plantas en las cuales el primer paso en la fijacion de CO:z es la
reaccion del COz con la RuBP para formar 3-fosfoglicerato son llamadas
plantas C3. Sclamente utilizan el ciclo de Calvin para llevar a caBo la;

fijacién de CO2 (Weier, et. al.,, 1974). E_]emplos de estas plantas son el‘,:

girasol, el trigo, el tomate y la espznaca, entr ;

toda la hoja.

Este metabohsm
primera carbo :
tres carbonos,;

Parece ser qu
capaz de disc inar blen entre oxxgeno (O
mayor  parte’: de su evolucxon ocumo

componente 1mportante de la atmosfer
Menten {Kn) para el COz es de alrededor ‘de 20M;
La atmnésfera moderna contiene cerca del 20%°de’ O2- y solo ‘el 0. 04% de



COao, proporcxones que permxten que la "fijacién” de Oz por la Rubisco
constituya un desperdxcxo de energIa significativo. Durante la fotosintesis,
el CO2 es consumido’ en’ las reaccxones de fijacién, alterando la proporcion
de COz por Oz en el espacxo de aire alrededor de la hoja en favor del Oz.
Adicionalmente, la.: aﬁnxdad de la Rubisco por el CO2 dxsmxnuye con el

aurnento de la temperatura,‘exacerbando la tendencia de la enzxma a

catalizar la reaccién’ [ de oxxgcnasa, desperdiciando " energia. . 'La

fotorrespiracién puede 1nh1b1r la forx‘nacton neta de biomasa hasta en un
S0%. Esto ha provocado adaptamones en el proceso por el cua_l se, reahza
la fijacion de carbén,” partxcularmente en las plantas que viven en chmas

calurosos (Weier, et. al., 1974)

Todas las plantas poseen el c1clo de Calwn Y Benson. Sin embargo, exxsten
plantas que, debido al medio ambiente en donde v1ven, han desarrollado
vias metabdlicas auxiliares o asociadas al ciclo de Calvln-Benson. Estas no
son vias alternativas, sino auxiliares del ciclo dé ‘Calvin (Lehninger, ét. al.,

1993).

Plantas con metabolismo C<.

Muchas plantas en los tropicos, como las plantaé B de cultivo ' de
climas templados nativas de los trépicos que se encuentran Sometida; a .
altas intensidades luminosas y altas temperaturas, como el inajz, la carfia
de azticar y el sorgo, han desarrollado un mecanismo para resolver el’
problema de la fotorrespiracién. El tiltimo paso en la fijaciéon del COz2 a un
producto de tres carbonos, el 3-fosfoglicerato, es precedido de varios
pasos, uno de los cuales es la fijacién preliminar de COz en ﬁn compuesto
de cuatro atomos de carbono. Estas plantas se conocen como plantas C4

(Weier, et. al., 1974). Este ciclo se debe, en parte, a una modificacidén

bioquimica ¥y, en .parte, ‘a- una meodificacién anatémica de las hojas

(Lehninger, et. al.,, 1993).




Las plantas C4 tienen elevadas velocidades - de . fotosintesis,. elevadas

velocidades ‘de crecimiento y baja proporcio‘n de

pérdida de ‘agua (Weier, et. al., 1974), un punto de
1981), y una estructura inusual de las hq]as con

fotorrcspirgéic’;n y de
compensacién de COz
muy bajo (Crosbie, et. al.,
dos txpos de ‘células: mesdfilas y del haz de vainas (Wener, et al.,* 1974),
que seencuentran arregladas -en: una anatomxa especxal denomxnada
Kranz.  Las células del haz de vaxna.s rodean los vasos de Ias ho_]as

(Lehnxnger, et. al., 1993) y sus plastxdos carecen o tienen muy reducxdo ely o
grana y almacenan a.lmxdon, las celulas del meséﬁlo rodean las celulas del
haz de vainas (Lehninger," et. a.l.,- 1993) 'y sus cloroplastos txenen la gra.na

tipica y no almacenan o poseen muy poco almxdon.

Estas plantas, ﬁ_]an» sxstema enzu-nético de la

otros dos

Postenorrnente.

aloaéeuco (OAA)

COz2. Entonce
donde pueden volver a: tomar COz

carbonos, El COz lxberado en IOS'

ciclo C3. Este
de CO2 pa.ra q




aspartato proveniente de las células mesofilicas, por lo que ésta ruta se ha
dividido en tres subclases o especies:
A. Espemes C4 que poseen la enzima ma.hca. NADP’-dependxente
(tipo ME-NADP~); : :
B. Especies . C4 .- que, "
‘carboxiquinasa (tipoiPVCI <
Espécies Cc4 qu:vb:o’s:éé

'} fosfoehdlpiruvéto

tres. Conforme aumenta la temperatura e
afinidad de la Rubisco por el CO2 dlsm;r;p
de la eliminacién de la fotorrespiracién ‘é :
mas el costo energético. Las plantas C4 cre h rhas que las plantas C3 E
durante el verano (Weier, et. a.l., 1974) Las plantas C4 requxeren entre. un"

velocidad de asimilacién de CO2 (Brow,vn,
1999). La reduccidén en estos requenmxentos‘exphca que las ‘plantas: C4.

contengan  entre un 60% y un- 80%’ menos

{(Long, 1999).

Las enzimas fotosuﬂ:encas
compartamentahzacxon espac1a1 ya qu
toda la PEP carboxilasa, la malato de!
piruvato fosfato dxquxnasa, mxentras {
poseen toda la Rubisco y las enzimas m

NADP-.




Este sistema fue estudiado por primera vez por Hatch y Slack y se conoce

como la via Hatch-Slack o la via C4 de la fotosintesis.

Plantas con metabolismo CAM.
Para sobrevivir en condiciones desérticas, las plantas deben soportar

sequias recurrentes o evitar secarse, llevando a cabo la parte actxva de su ;
ciclo de vida rapidamente durante el corto penodo de lluvia. Al contrario
con la mayoria de las plantas meséﬁlas. muchas plantas suculentas
mantienen sus estomas cerrados durante el cha vy los abren durante la
noche. Asi, reducen la pérdida de agua durante el: dxa, cuando el estrés

debido a la falta de agua es fuerte, pero tamb én'se reduce la toma de COa,

por lo cual muestran un tipo pzu-txcular de ‘metabolismo del carbono
llamado Metabolismo Acido de las Crasulaceas (CAM.- Crassulacean acid
metabolism), ya que las plantas crasulaceas fueron las primeras en las

cuales se observé este proceso.:

En los érganos fotosxntetxcos de algunas plantas suculentas, la-fijacion de
CO2 por la PEP carboxxlasa se’ ‘realiza  durante la noche, cua.ndo los
estomas estan abxertos‘ el oxaloacetato formado se. tran rma en  écido

descarboxilacio

grupos: uno ‘s
mientras que.’e

producido - d.urant“ ; b -
Mediante éste ‘ciclo’ el cu:lo de Calvxn puede operar a puertas cerradas




durante el dia, permitiendo que las plantas crasuldceas sobrevivan en
ambientes aridos). "
En éste ciclo las dos reacciones de carboxilacién sé encuentran separadas

temporalmente, no espacialmente, como en las plantas C4 (Lehnxnger, et.

al., 1993).

Arabidopsis thaliana.
Breve historia.
En el dominio de las plantas con ﬂores.

Arabidopsis thaliana ha sido el s1stema modelo L para mi.xchas
investigaciones de genética molecular envel desarrollo de ‘las. 'plantas,

incluyendo patrones de formacién, ﬁsxologr.a, bxoquxmlca e xnteraccxones

la - pequéﬂa crucifera

planta-patdgeno.

Arabidopsis thaliana ha sido conocxda por los bota.rucos por lo ‘menos
durante cuatro centurias y ha sido’ utxlxzada en nvesngacxon expenmenta.l
Esta planta ‘se ha utxlxzado para realxzar»

la pnmera : separacxon .de
iz da como modelo para.

por cerca de una centuria..

estudios sobre mutagénesis,
ademas- de

1ncluyend

auxétrofos en plantas,
examinar los efectos que tiene en la. genetxc
radiacién proveniente de fuentes cerca.nas a los
circunda la otrora planta nuclear de Chernobyl (Bowma.n 1994)

la ra i acxon cosmxca y la
ogares, corno el a.rea que

omenzo con el

El florecimiento. de ésta - planta como sxstema'mov el
descubrimiento de que el. tamasio: de “su genoma nuclear era el mas

pequeno conocxdo entre las plantas con ﬂores Y. que connen una cantxdad

muy baja de DNA repetxdo disperso, lo que’ la hace: utxl pa.ra estudxos de
el tamano’ de su

genética clasica 'y genética molecular. Se’ estima uer
genoma nuclear oscila entre 60,000 y 100,000 ‘kilobase's, muy parecido a



los de Caenorhabditis elegans y Drosophila melanogastery solo entre Sy 7
veces mas grande que el de Saccharomuyces cerevisiae.

Muchas mutaciones bioquimicas y morfolégicas han sido mapégdés en los
cinco grupos de anclaje del mapa genético. También se han hécho' mapas
mediante las técnicas de marcadores de “Restiction Fragrnedt "Length
Polimorphism” (RFLP) y “Random Amplified Polimorphic DNA” (RAPD} han
sido construidos como el primer paso hacia el mapeo fisico del genoma de

Arabidopsis (Bowman, 1994).

Descripcién.
Arabjidopsis thaliana es una pequeiia hxerba. anual de la : familia

Brassicaceae. Esta familia es posee 350 generos y :3 000 X specxes vy es
razon,

a's"" relacxones .

homogénea en forma poco usual. Por: esta

taxonémicas precisas de Arabxdopsls con . los ctros mxembros de ésta
,‘ crucxferas de

familia es incierta, con diferentes: clas'
acuerdo con las diferentes posiciones d¢1 gé

Aunque el origen geografico exacto de‘b sta planta es desconocxdo, sek .

piensa que surglo en Eurasxa. Algunos autores han sugendo» as t1erras'f
altas de Asia central del oeste de los mealavas como su fuent 4
en regiones geogra.ﬁcas y ecologlcas muy varxadas, aunque predomxna en-.
los climas moderadamente templados del hemxsferxo norte. Es’ comun a
través de Europa y el oeste de Asxa, ¥y puede encontrarse en’ el norte ‘de
Africa y en el este de Asxav Es, comun en los climas templados de'
na planta natwa de esas regiones,’ sa
‘na egacxon‘ Tamblen se. encucritra

Norteamérica pero, al no ser
distribucién dependxo de 1
naturalizada en algunas ‘ar as

El habitat de Arabxdop S va.na entr las altas montanas del Afrxca

ecuatorial a las tierras altas de los mealayas y la mayor parte de la

. Se locahza A



Europa templada. Consistentemente con su amplia disttibucién geograﬂca
v ecoldgica, hay una gran cantidad de vanacxones ocumdas naturalmente
en esta planta. Las poblacxones sxlvestres (ecotlpos) ha.n sxdo colcctadas

crecimiento en condiciones

Niederzenz) (Bowman, 1994).

thaliana es una plant:a de r set

Arabidogsis

espiral filotactica con una pequena elongacxon u-xtemodal entre ho_las
sucesivas. El niimero de hojas de roseta formadas antes de la transicién a



la etapa de floracidén varia: con las. condiciones de crecimiento: con bajas
temperaturas de crecimiento y dias ¢ortos se retarda el paso a la etapa de
floreo. Un aumento en’ el numcro de hO_]aS ‘esta muy relacxonado con un

retraso en la transxcxon ‘a’la etapa de [loreo. El crecimiento vegetatxvo

también: vana. con los a.nteceden es genetxcos, los d:ferentes ecotxpos

tienen una vanac;on muy. grande en el numero de hojas (desde los ecotlpos‘-
que florean tempranan-nente v que poseen entre'S y8 ho;as, hasta ma' de b

treinta en los ecotipos que ﬂorean tardxamente, cuando crecen en. dlas’,;,

largos). De ésta forma, las caracteristicas de la ho_]a como la forrna, el tallo.

vello, tipo de margen y color tambxen varian entre ecotipos.

El tamario de sus cromosomas . es pequefio en comparacic’m con:otras
espec1es cercanas como Brassxca, una caracteristica que impid.

planta), nimero pequefio de cromosoma

Regiones de orga:uzacxon 'nuclear

plantas con flores a' posee muy poco DNA repetido dxsperso. El ta.m.a.no de
su genoma nuclear oscila entre 60,000 ¥ 100,000 kilobases, muy parecxdo
a los de Caenorhabditis elegans v Drosophila melancgaster y solo entre S ¥y
7 veces mas grande que el de Saccharomyces cerevisiae (Bowman, 1994).

estudios



Plantas transgénicas.
El objetivo de la ingenieria genética es introducir genes funcionales
de un organismo a otro organismo. Esto nos perrnite mejoi’ar las‘

caracteristicas de los seres vivos v, por otro lado,kest:udla.r sus ru.taS'

metabdlicas, funciones que realizan enzu—nas espemfcas y el estudxo de Ios .
mecanismos mediante los cuales se controla ia expresién: 'de os'genes:

(Hyat, 1993).

Métodos de obtencién. ;
Todas las técnicas de obtencién:de’pl

paso comun: la obtencién del vector:que

productos funcionales de  los gcncs en
vegeta.les consisten de un cassette con una

pohadenxlacxon, El multxeslabon sxnte ico:: p.

que perrnxten recuperar las celulas S plantas transformadas medlante .

: seleccxon.

'xgualmente actxvos.en todas las especxes

No todos Ios promotores 'SOI
vegeta.les por4 lo que la eleccion del promotor debe basa.rse en la especxe de

planta a transformar (Hxat, 1993)




Los genes reporteros son genes que se expresan.en celulas vegetales sin
necesxdad de 1ntegra.rse al genoma. por'lo cual se: utilizan para demostrar
que se ha” realxzado la’ transferencia “de DNA™ medxante un estudio
prehmxnar del efecto de la modlﬁcacmh que e_)erce el vector en la expresxon

genetxca. Los, enes repo teros mas unhzados son genes que codifican

promotores.

secuencxas




que los promotores retxenen su . sensibilidad a respuesta a sefales

reguladoras como la luz 6 las hormonas. /

Los 1ntrones ‘son ‘regiones’de DNA no codlﬂcadoras que se presenta.n en

las pla.ntas{ Algunos de estos marcadorcs 1ncluyen os

(EPSP), de la fosﬁnotncxna aceultransfera.sa BAR)

las secuencias de transformacién y la regeneracion de las plantas.. Algunas

veces los virus pueden catalizar su replicacion y el movimiento de sus



genomas de las pocas células 1nfectadas, al principio, a practicamente
todas las celulas de su hospedero en un penodo de dxas é semanas, ya que
han adaptado sus estrateglas de infeccién a la a.rqultectura de la planta.
'“ta maduras estan conectadas entre si medxante la

Las celulas de la

den ,a.lbterar ~10“s

tejido blanco son
1) Transferencia
agroinfeccidn.
Uno de los
transferencia de genes‘




3

-~

regeneracion de las plantas 6 tejidos, generalmente se utilizan cultivos
en suspensién derivados de callos de semillas maduras que muestran
alta efi ciehcia" ‘de’ regeneracxon (aproximadamente 10%) Estas
suspensxones se’ renuevan cada seis meses ya que tienden a perder su
capacxdad morfogeruca si se prolonga su cultxvo (Dennxs y ’I‘urpln,

1990). - :
Cotransformacxon. .

Esta - técnica se ha utxlxzadovcon extto pa.ra xntroducu‘ gcncs no
seleccxonables .en a.rroz. Consxstc en rnezclar plasmxdos que contxenen
que contxenen el . gen
en los

el gene no
seleccionable
protoplastos.

varios genes. Puede consxderarse una’:variante ' de

de umetacren

Ag_ro_ba_cﬁer_-um

causa - el fenomeno de disminucién (down regulatlon)

enddégenos y de las proteinas que codifican de las plantas y, en algunos
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casos, ocurre un_ cambio del fenotipo, lo cual es una. caracteristica

medible: De todas formas, no parece haber correlacién entre el numero
el antxsennclo que posee la planta, el nivel de RNA
5 el nivel de reduccién del transcrito

antisentido 5 3
‘los%/cambios - fenotipicos . que “las plantas  pudieran

de ‘copias ¥

La secuencxa RNA annsentxdo consiste en una molécula: pequena de
DNA’ estable dlsenada para unirse a RNAs de una sola hebra medxante
la complementacxon de pares de bases. Estas moléculas pueden ser .
RNA 6 DNA. Solo se requiere. un 80% de homologlai entre—el RNA

transcripcion del gene endogcno, pero no hay evxdcncxa de que esto

ocurra;



S)

6)

d) xnteraccxones RNA/RNA con la subsecuente degradacwn de la
cadena duplex, ‘lo: cual  produciria una dxsmxnucmn de los RNA
sentxdo y antxsentxdo, fenémeno que ha sxdo observado cn vanos

presume que pueden exxstx g
homologas de DNA & que el
ambos genes. ‘

La técnica con anti

1993). .
Electroporacxon ;

celular, causando cambios” ‘en’ie
transformacién ‘con éste: metodo f
bombardeo de- rrucroproyectxlesy y.agi
la misma efectividad v(Der_lerlS y Turpxn

Agitacién con camas de vidrio.
En ésta técnica el DNA seintroduce ‘a’’las: células rompiéndolas

mediante una cama de vidrio en presencia del plasmido con DNA. Esta
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7)

técnica reporta resultados muy parecidos a los obtenidos' con la técnica

del:: bombardeo ya que hay una 1ntegracién ‘al. ‘azar  de- DNA

transformante dentro del genoma nuclear, presentando una 6 - varias

copxas del mismo.
Bombardeo con microproyectiles.
Esta técnica permitié la recuperac;on de la pnmer
transgenxca de maiz y promete ayudar cn la transforrnacxoh de las
Con ella ‘se” pueden reahzar cnsayos

plantas monocotiledéneas.
transitorios en genes dentro de ambientes de organxzacxon celular en

especxes homologas. Posee la venta_]a de que la penetracxon fisica’ de las
paredes’ celulares permite: realizar transferencias independientes de
DNA en un arﬁplio rango de fejidos., La pistola de microp}oyéctilés fue
diseriada para bombardear células . vegetales " con mxcroproycctl.les
hechos con. metales de alta densxdad como oro, tungsteno ‘6 platino y
cuyo diametro oscxla entre los o. 4 y 2 pm, cubiertos .con DNA.. Estos

proyectiles son dlsparados a a.ltas velocxdades a células mtactas, los
1bera_n el DNA dentro de la

proyectiles atraviesan” la pa.red celula.r v
celula, a.lgunas veces dentro de organelos

soya.: Esta tecnxca tambxen permlte la

menstemos de Ietono :
Cabe mcncwnar que el bomba.rdco de paruculas ‘causaun- dafio

importante en las paredes celulares de los tejidos sometidos, por lo cual
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debe cuidarse la viabilidad de las células. Un pretfétamiento del tejido
con manitol & una concentracioén entre 2y 8% p/v ayuda a rrunxmxzar
éstos efectos. También puede adicionarse manxtol -] alguna otra
sustancia con propiedades osméticas a los te_udos danados’ para
permitir su recuperacién. El bombardeo también provoca un aumento
en la produccién de etileno que puede causar muerte celular por lo cual
se recomienda agregar un antagonista del etileno en el medio de cultivo

de las células para evitar darnos mayores.

Aplicaciones de las plantas transgénicas.

Una de las principales aplicaciones que tiene la formacién de plantas

transgénicas es lograr el aumento en la calidad de las cosechas, proveerlas

de resistencia contra enfermedades, insectos o herbicidas y mayor

resistencia al estrés (Hiat, 1993). Las ventajas que representa éste hecho

son la reduccién en el uso de insecticidas quimicos y . su - facil

implementacion, sin embargo, se pueden presentar problemas en cuanto a
1a aceptacién de los alimentos asi generados y a su posible inocuidad el

ésta clase de plantas modificadas y, sobretodo, estxmul

S metodologtas (Parkinson, 1997).

ético de est




Rubisco y Rubisco activasa.
Estructura y funcién de Rubisco.

Rubisco (Ribulosa-1,5-carboxilasa/oxigenasa) (EC 4.1.1.39) es la
enzima mas abundante en el tejido verde de las plantas. Su funcxon es la
de unir el C02 atmosférico a un carbohidrato, la nbulosa-l 5 dxfosfato
(azticar de cinco carbonos), presente en el cloroplasto de las: plantasv 'y del

rompimiento medxante hldrohsxs, del xntermedxano : xnestable de’ seis

Esta enzxma tamblen‘

ciclo de Calvm Benson.
carboxxlasa/oxxgenasa, Ca.rboxldxsmutasa o Rublsco.

acién de: Oz" con: RuBP
o orrespxracmn, el. cur
cién. produce una molé
y.una molecula d.e PG.

Rublsco tambxen cata.lxza la conde
punto de inicio del Pproceso: lla.rn
eficiencia de la fijacién del CO E.
fosfoglicolato (donde fue urud' e oxi
la actividad de oxxgenasa de la
1,5-difosfato carboxdasa/oxxg

wdente en su no

Los procesos de ca.rbdxiiacio
concentraciones ‘atmosféric:
moles de COz son ﬁja& s p
posee una mayor'aﬂﬁiaa

oxigenacién puede reflej
tiempo en que la atmosf 1
metabdlica de. est
carbono y apa.rcntemv

COa2 (Lehnmger, et- ai 1993) :



Rubisco es una enzxma compuesta por 16 suburudades ocho subunxdades
grandes” (LS) - cuyo peso xndwxdua.l es de 53 kxlodaltones (kDa), ¥ ocho
subunxdades pequenas (SS) con peso, cada una, de ;14 kDa. La. enzxma, ya

pero su presencia en la holoenzxma es esencxal para su funcxonamxento.



El arreglo -tridimensional de las subunidades en la forma L8S8 de la

Rubisco 'ha - sido ‘! estudiada ' mediante mxcroscopla electrénica vy

cnstalograf‘ ia de rayos-X. Las subumdades L se arreglan ‘como dos capas

elongadas e xnterdxg‘utadas en pare

Los 477 residuos de aminoécidos (s

forman "dos dominios. El pnme ‘
resxduos en las plantas supenores
estos residuos (del S al 134) for
cuatro hebras de tipo sandwxi:h'

grupan como dostetrameros; uno cerca. de la parte

Las subunxdades S's
los c atr pares L 1nterd1g1tados. Las

alta y otro cerca de la parte baja d;
subunxdades ‘s nenen aproxxmadamente 123 Tesiduos que forman un
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dominio con forma. de cerebro con su grupo carboxxlo terrnxnal cerca del eje
La contnbucton de las subunxdadcs S a la

de los cuatro phegues.

"'spe'ciﬁcidad) , que

oroplasto da como
s imados entre 4 a 10

resultado una gran c

mM. Asi la concentracx n d r que muchos de los

intermediarios 1nvolucrados bono. A pesar de todo

la cantidad de RuBP cloropla
la concentracion de lcs sxuos actxvo

COa.

dev luz es entre 2 y 4 veces
u-xfutante para la fijacién de

Debido a la xmporta.ncxa del proceso que reahza Rubxsco (Sa.lvuccx Yy Ogren.
1996) y por ser el sxno ‘donde inicia la ﬁ_)aczon del CO-z (Lehnlnger, et. a.l.,
1993), Rubxsco es el primer blanco’ de: regulacxon del metabohsm de los
carbohidratos y se encuentra alta.rnente regulada. La luz; la pres ) ‘
inhibidores, la concentracién de Mgz‘ la presencza y cantxdad de’ CO: y de,
su substrato y la accién de RA son factores que se _conjugan para regulgr
su actividad (Salvucci y Ogren, 1996). Adem;és, ésta enzima esta re3u1ada

alostéricamente ya que es activada por NADPH, 6-fosfogluconato, fructosa-
1993). Es necesario que

1,6-difosfato, Mg?+ y COz (Lehninger, et. al.,
Rubisco se encuentre carbamilada, es decir, unida a COa2, para que. tenga .
actividad. La adicién de la molécula de CO2 se realiza en un sitio acnvo de.f
un residuo de lisina, lo cual produce una especie aniénica estable que
puede conjugarse con. un catién - metalico divalente, el Mg?2*.- E?ste_u?n‘

metalico es esencial para la actividad catalitica de la enzima y solo puede

unirse a Rubisco mediante éste proceso (Salvucci y Ogren, 1996). Cabe
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hacer nctar que la molecula de CO2 que se une a la enzima para regularla
no es la misma molecula de 'COz” que se incorpora a la ribulosa-1,5-
difosfato en la’ reaccxon catahzada por ésta enzima. Los cambios en la

actxvacxon de la Rubxsco hvolucran‘ axnblos en la proporcién de sitios
ero ‘de éstos sitios activos es el

cidad de’ fijacién del COz en la hoja

Dado* que el s o ‘activo de Rubxsco posee un alto grado de xntegndad
estructural aunque ‘Rubisco no se encuentre carbamxlada, la enzima es
capaz de uanirse’ a su substrato RuBP aan. cuando no pueda realizar su
funcxon catahtxca, por no ‘estar carba.mﬂada. Asx, cua.ndo la. ‘enzima esta
decarbarmlada, su sitio actxvo se une fuertemente. a su substrato, lo que
1mpzde que la enzxma. pueda carba.mxla.rse de mancra espontanea. Esta

situacion establlxza a Rubisco cuand.o se. encuentra en ‘estado inactivo.
= muy fuertemente a

Existen ciertos’ azucares fosfatados que se u
Rubisco-una vez que el Sltlo actlvo se ha descar amxlado. funcxona.ndo

(Lehnlnger, et. a.l.,. 1993),



Se han identificado multiples factores que pueden afectar la velocidad de
activacién de Rubisco, uno de los cuales es la actividad de RA (Mott y

Woodrow, 2000).

Estructura y funcién de Rubisco activasa.

Rubisco activasa (RA) es una proteina que se encarga de mantener en
estado activo a Rubisco en sus condiciones fisiolégicas (Salvucci y Ogren,
1996). Esta codificada en el ntcleo de la célula vegetal ¥y es sintetizada en
los ribosomas del citoplasma como un precursor, de a.l-u es transpcrtada al
cloroplasto, quedando en el estroma de éste ultlmo ‘donde es procesada a.
un peptxdo maduro mediantc- la‘ remomdn del pepndo ‘de’ tra.nsuo, .

Se ha

y en cxanobactenas.

hxpotesxs act' ales’ que intentan explicar su meca.rusmo o
a) RA promueve la activacién de Rubisco repara.ndo el detenoro generado
por los inhibidores competitivos de RuBP y de la baja concentracidon de
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COz en el cloroplasto. RA regula la actwldad de Rubisco a través de su
dependencla a los nxvcles de A’I‘P v ADP, que a su vez dcpenden de la

Las chaperonas moleculares son. un grupo de famxhas
relacionadas entre s1 que asxsten el ensamble ‘n

Euxys, i

Gatenby 'y. Ellis, 1990,
restablecimiento de las funcione
ensamblan cuando éstas. sufren
térmico o por deterioro durante s

Para muchas éhapérbhé.s“
une cova.lentemente a’; do'
actividad de ATPasa d
interacciones - int
molécula ai:tiw)a
subunidades’ 'AAA
En el caso de
entre 14 y 16 subunid

illey v Portis, 19'97‘,‘Wa;hg,'et\.kal.,.-l'993).
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Las subunidades de la activasa tienen la fuerte tendencia a asociarse entre

ellas (Spreitzer y Salvi.lc_ci; 2002).

p'ptidos relacionados entre siy
at.lVO de un mlsmo transcnto
amplxa.mente distribuida en

Rubxsco en forma no nanva, es decxr, ‘con posxbles darios, en vez de a la
forma natlva (Sanchez de Jxmenez et. al.,, 1995), la disociacién del
complejo Rubxsco-Rublsco acnvasa es dependiente de ATP, aumenta la
cantidad de RA en la pla.nta despues de un estrés térmico con lo. cual se
alcanza un gran porcentaje de recuperacién de la actividad de Rubxsco,V

ademas de que RA se encuentra en grandes cantxdades en las pl 1tas

et.

verdes (Salvucci

las protelnas, sxno 'que ademas actuan estabilizando

Rubisco por sus substratos ésta sufre muchos cambxos conformamonales,
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es muy probable que la RA. le- ayu.de a recobrar su conformacxon activa,
proceso que lleva a cabo ut hza.ndo como fuente de encrg1a ATP.

Se ha’ observado ue’la actxvxdad de Rubxsco se mantxene y hasta puede

1ncrementarse despué
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Es posxble que la activacién de Rubxsco mediada por luz sea inhibida por
te elevadas a traves de un efecto en RA ya que

temperaturas moderadam

ADP y Pi. El ADP 1nhxbe la hxdrolxsxs de ATP y el efecto:de: este en la
la actxvacxon de Rubxsco medxante RAC es -
relacxona a

activacién de Rub.sco., Asx,
regulada por la proporcmn emstcnte entre ATP ¥y ADP lo cu

RA con el estado energetxco del cloroplasto,,
relacionado con Ios factores ambxentales.

contiene algun azticar fosfato unida’ fuer
modelo de accmn de RA propuesto por. Salvu



azucar’ fcst'ato de forrna que ésta unxoh puede - ser facxlmcnte dxsomada. :
Una vez libre el sitio actxvo, éste puede ca.rba:mlarse espontaneamente y/o
O unu‘se a RuBP.‘Parece ser que esta

llevar a cabo su funcxén 'de catalisis

actundad ‘de:

;estudxos xndxca.n que ses. muv_,

La cinética de RA yoosual denaturahzacxon f'sxca al aumentarse la

temperatura pa.recen ser los factores pnnclpales de 1a’ dxsmxnucx nide la

actividad  de Rubxsco a. altas temperaturas (Cra_t'r.s-Brandner y Salvuccx,
2002, Salvucm et. al., 2001) El papel dé RA en la actxvacmn de Ru xsco ‘es
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de importancia vital, ya que se ha demostrado que Rubisco no puede llevar
a cabo su funcién in vivo en ausencia de RA (Salvucci, et. al., 1985).
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Introduccién.

Rubisco es una enzima que poseen los vegeta.les cuya funcién es la
de 1ncorporar una molecula de bxoxxdo ‘de’ carbono ‘ambiental;a Tuna

molecular (1), que proteg

{1) Las chaperonas molccula.res son gy fa.milias de prote:nas no rclacionadas
entre si que asisten el ensamble no” cova.lente de’otros polipéptidos para que'se reahcc
correctamente. No forman parte:deila’ estructur ensamblada, pero’ si participan ‘en’el
restablecimiento de las funciones y la estructura’de las proteinas que ensamblan cuando
éstas sufren algiin danio por estrés o por deterioro durante su funcion metabdlica.
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En éste proyecto de investigacién se han planteado los siguientes

objetivos:

Objetivo general:
Conocer si la disminucién en la cantxdad de Rubisco actxvasa en

plantas de Aragbidopsis thaliana a.fecta su capacxdad de recuperacxon

después de un estrés térmico.

Objetivos especificos:
1) Crecer "y seleccionar plantas

homoc1gotas ‘con

transgénicas

antisentido para Rubisco activasa
2) Seleccionar experimentalmente. las’
para mostrar el fendmeno esperado

3)

<)

5)

thaligna control y transg m

normales o altos deRA'se'recuperaran mejor:de un’estrés: termxco que las

que tienen un baJo contenido de RA

Para comprobar ésta, hipdtesi e utxhzaran plantas de . Arabidopsis
thaliana ecotipo Columbia silvestres v plantas del mismo género y especie
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que expresan RNA® antiseh.tidopa:a RA, las cuales se esperaria posean
mucha menor canndad de la‘proteina RA que las plantas silvestres. Para
obtener las muestras bxolog!cas ‘Necesarias para realizar éste expenmento,

blaczon de Arabzdogszs thalzana se’ semb aran en
“ elecc:.onar ‘las plantas que expresan‘el'

medio MS con” kan :
después’ d.e 28 dxas seran sometxdas aun estres tern'u o una
tres

antisentido
parte se: almacenara Yy, otra se deJara en recuperacxon durante uno
: e: cada penodo que se’ analxza.ranr

dias.’ Se colectarén muestras

proyecto.




Materiales v métodos.

Material biolégico:

1. Hojas de plantas silvestres y de plantas con antisentido para RA y con
resistencia a kanamicina provenientes de Arabidopsis thaliana ecotipo
Columbia fueron crecidas por 28 dias después de haber sido sembradas

sin tratamiento o.sometidas a-estrés

en medio MS con kanamicina,
-de  estas .plantas  fueron .

térmico por dos horas. Las
amablemente. donadas - por la Dra.

semillas
Patricia Ledn "del Instituto de

ontecnolog:a de la UNAM. N :
2. Antxcuerpos pohclonales de coneJo contra Rubxsco y contra Rubxsco

IRGA." Se: utxhzo ‘un aparato pa.ra ‘medir: fotcsmtesm CID modelo CI-

301PS. Casa comercxal CID.
Stocks de Rubxsco y Rublsco actxvasa de espmaca' preparados en el
laboratorio. : : ’ i i
3. Buffer de extraccxon :

Disolver en aproxxmadamente 45 ml. de agua' :

1.792 gr de tr1c1na (0. 16 M); b .

0.0952 gr de cloruro de magnesio (0.0078 M),

0.084 gr de bxca:bonato de sodio (0.016 M);

0.2046 gr de EDTA (0.009 M).

Ajustar el pH a 8.1. -

Aforar a 60 ml." :

Almacenar a 4°C.;

Antes de ser ﬁtﬂizad@, inhibidores de

se aﬁaden los siguienites

proteasas:
0.046 gr de DTT d1sue1tos en 3 ml. de agua;
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0. 54 ml de solucxon de 0.0087 gr. de PMSF disueltos en 1.35 ml. de
acetona :
(0.0009 M);

. 0.0076 gr d

62 M). 1 gr de SDS y O.1 gr de azul de
olverlos en aproximadamente 30 ml de agua,

anadxr 5 mr de 1 hcerol y dxsolver.

A_xustar el pH a 6 8. 5
Aforar a SO ml.
Un momento antes

de utilizarse anadir B-mercaptoetanol en la

siguiente proporc1on' S
170 ul de buffer de muestra preparado como se indica en este ‘punts y

7.5 ul B-mercaptoeta.nol

Solucidén 1 para electrofores . :
Disolver 30 gr de acnla.m.x a’ y 0 8 gr de’ bxsacnlamxda en 100 ml de

transparente;
Guardar en f
Solucién II p
Pesar 18.2'g
disolverlos en
Ajustar pH. a 8. 8
Aforar a 100 ml.

amente 80 ml de agua. |
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9. Solucxon III para electroforesxs.
Pesar 6.05 gr. de ’l‘ns (0.5 M) ¥ 04 gr de SDS y disolverlos

aproxxmadamente 80 ml de' agua.

en

Ajustar el pH a”6 8
Aforar a: 100 ml
10. Buffer de comd,
Se pesan 4 54 t
gr de SDS y s
A_)ustar el pH a'8.3.
AforaralSL DR S
Dejar reposar un dia antes de usar.
11.  Solucién I de transferencxa'

£is°(0.025 M), 21.405 gr de glicina (0.2 M)'y 1.5
‘en’aproximadamente 1.3 L de agua.

Solucion I (4X) ; : :
Pesar 29.08 gr de Tris (1.2 M) y dxsolverlo en apro‘umada.mente 180 ml
de agua. :

Ajustar el pH a 10.4.

Aforar a 200 ml.

12, Solucidn 11 de tra.nsferencxa.
Solucidén II (4X).
Pesar 2.42 gr »de Tns
Ajustar el pH a:10.4
Aforar a 200 ml R

13. Solucion III de transferencxa' '
Pesar 1.06 gr de’ acxd.o amxno-caproxco (0. 04 M) ¥y dxsolverlos enn 180 ml

M) y disolverlos en 180 gr de agua.

de agua.
Ajustar el pH a 7.2.
Aforar a 200 ml.

14. Papel filtro Whatman.

15. Membrana de nitrocelulosa.
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16. Solucxon TBS O 15 M:
Pesar 1" 114 gr: de Tns (0 05 M) y 17.532 gr de NacCl (0.15 M) y

disolverlos ‘en'1.8’ L de agua..
Anadu- 2 ™l de Tw n 20._

Aforar a 500 ml
18. SOIucxon para lavado de membranas.
Tomar 4.68 ml de una solucién 2"M de Tris-HCI y aisiadirle 30 ml de

solucién SDS al 10% y 1.044 ml de B mercaptoetanol.

19. Metanol R.A.

20. Azul de Coomasie.

21. Rojo Ponceau.

22. Reactivos ECL de Amersham.
23. Placas para rayos X Kodak.
24, Pelicula fotografica Polaroid.

25. Cajas petri 6 de plastico esterxles.
26. Medio MS (Murashige Skoog) (con kanamxcxna (50 mg/L) segun el
indicado por a.rnbos : aqto;es en: Physxologla, pla.nta.rum

meétodo

(Murashige y Skoog, 1962)
27. Celdas para, espectrofotometr
28. Morteros con’ plsnlo.
29. Ccngeladores de —20 v
30.
31. Espectrofotometro'B
32. Centnfuga refrxger d Beckm

650 "
GS-15R.
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Meétodos:

Para realizar las medxcxones de la cantidad de Rubisco y de RA
presentes en las muestras se aphcara la técnica - SDS-PAGE acoplada a
Western blot. Para obtener Ias medxcxones de fotosmtesxs se utilizara un

medidor de fotosmtesxs IRGA.

a)v‘ Las seml}llavs de’ Al’abldOQSlS thaliana tanto normales como las
transformadas con la secuencia antisentido para RA, fueron
donadas por la Dra. Patricia Leén del Instituto de Investigaciones
en Biotecnologia de la UNAM. Para germinarlas, las sémﬂlés se
remojaron en agua destilada, desionizada y estéril durante media
hora. El agua se decanté y se adiciond etanol absoluto dui-éuité :

el cual se decanté y se anad.m la. .S lucxon .

cinco minutos,
desinfectante de hipoclorito de sodio al 1%. Se agito durante sexs -

minutos y se decanté. Las semillas se enJuagaron vanas,veces}_.'
con _agua: estéril para elxmxnar la mayor cantxdad posxble" de

soluc1on desxnfectante.
Las ' semi las se sembraron en. ca_)as petn con. medlo ‘MS con

kanamxcxna 100 mg/ml y. se vernahzaron ‘durante 48 horas

‘petn durante 13 dias” v las plantas, crecxdas que sean’ resxstentes

a kanam;cma se transplantaron a tierra y se dcjaron crecer en las
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€)

B) Tratamiento de las muestras.r o

I

1)

b)

y .manteniendo ' la.  tierra. -humeda

mismas condiciones
proporcionando agua por la parte mfenor de la maceta hasta que
& tres

las vainas con semillas comlenzaron 2 secarse (entre dos

meses) Se rego con agua cada v £ que fi

4°C hasta su utxhzamon. .

centrifuga- Beckman con roto
minutos a 4°C. El sobrenada.n
se almacend a —20°C.

La cuantificacién de la’protei :
llevé a cabo mediante el método ‘de’ Bradford (1976). Se realizé '
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una curva de calibracién utilizando una solucién,de 10 grs de
BSA en 10 ml de agua: r '

BSA © ' H20 Reactivo Bradfford.
o Sy
200
‘200

tracto, se anadxeron

1

e)

antes de que
f) Una vez que el gelvt |
las proteinas a una membrana de rutrocelulosa. En el aparato de
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h)

i)

)]

k)

transferencia se colocé el siguiente sandwich, comenzando de la

base (polo +):-
(1) Sexs papeles ﬁltro Whatman cortados del mismo tamago del

Para realizar'el rével
durante 15 segund,
cinco minutos.
La membrana se_colocd
agitacién moderada duran
Después se colocd e ;
en polvo descrciﬁéd

La membrana se en_]uag
con agitacién fuerte.
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b

m)

n)

El primer anticuerpo (ya sea contra Rubisco o contra Rubisco
actxvasa) se le afiadi6 a la membrana y se incubé a 37“C con

agitacion moderad.a ¥y constante durante dos horas.
La membrana .se:lavé en solucién TBS 0.15° M y se agxto

fuertemente durante 15 minutos.
La membrana se lavo en soluciéon TBS 1M y se aglto_ fuertemente L

10 egundos en

membra.na ya esta seca pnmero se coloc
metanol v despues durante S5 mmutos en agua antes de. avarse.
La membrana se colocé en la solucién de lavado’ ¥y se colocé a una

temperatura entre S0 vy 70°C con agitacién ocasional.

St



Se lavé . durante ‘10 minutos con TBS 0.15 M 2X y procedié a
reahzar la tecnxca de; Western o sl 'se hace posteriormente se

¥)

en_yuago con agua y deJo secar. .

C) Med1c1on de la fotosxntesxs. .
I) Las semlllas de las plantas a las cuales se les mxd
ont.xenxan medxo MS con

5 1a fo‘tosintesis

fse sembraron en: frascos de gerber que
kanamxcnna Vv . se deJa.ron crecer en las condxcxones 1ndxcadas para

obtener las muestras. ;
II) A’ todas  las plantas se les 'mxdxo de fotosxntesxs'antes del>

tratamxento térmico para lo cual el frasc' se tapo co una tap para B

de aire con'dos mangueras ‘de plastxco.
III) Las plantas s: N colocaron ¢ de forma.

de 1ntensxdad lumu'uca. : o
V) La lectura de'la’ medxmon de la fotosxntesxs se reahzo ‘al obtener

un valor constante




Resultados.

Obtencion de plantas homocigotas.

Las plantas homocigotas se obtuvieron sembrando 30 semillas por
caja petri por lote de plantas, en medio MS con ka.narrucxna. La.s plantas{

que no presentan el antisentido para RA tampoco presentan la res:stencxa
pocos d1as :

a kanamicina y adquieren un color blanco en este xnedxo a:
de haber desarrollado las dos primeras ho_jas, munendo a los

de haberlo adquirido. Por tanto, las plantas que resxsten el
’ consxderada h >

crecen aparentemente en forma normal ‘so
Para considerar un lote de plantas como. homocxgotas, debe de haber por

lo menos un 98% de plantas verdes en el lote.

Se obtuvieron 6 lotes homocigoto‘s de plantas antisentido para RA (12,15,
16, 21, 22 y 24) y 2 lotes controles: W.T. y kf {(control que solo tiene el gen -

de la resistencia a la kanamicina).

Caracterizacion blogquimica de las plantas antisentido.

Las plantas homocigotas se sometieron a extraccidén de proteinas,
separacién de las mismas mediante SDS-PAGE e identificacién y revelado
mediante Western-blot con anticuerpos ya sea para ambas subunidades
de Rubisco 6 para Rubisco activasa (RA). Se analizé la cantidad de RA que

presentaban las distintas plantas homocigotas obtenidas.

Las plantas de los distintos lotes con la misma edad ﬁsxologxca (28 dxas :
después de haber sido sembradas) se homogeneizaron - con, buffer"“deiy
extraccidn para. extraer.: las protexnas. En el extracto se cuantxﬁco’ la
proteina utilizando la tecnlca de Bradford ¥ se realizé una electroforesxsén’,
colocando la misma cantidad de protelna total

(silvestre W.T.) 3 resistente a

gel de acrilamida’ al- 10%.
de las plantas antxsentxdo ¥ ' controles
kanamicina (k") en cada carril. En el caso de las plantas que tenian menor
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cantidad dc RA (lotes 12, 15 y 16) se colocd doble cantldad de proteina
total en’ comparacxon para poder observar. ' a ‘RA. El gel obtenxdo se
una 'membrana de’ mtrocelulosa‘la cual postenormente se

En la fgura
contra las subum ades gra.nde y pequena de Rubisco.

El revelado muestra buhidades grande y pequena de Rubi v
La misma membrana para detectar Rubisco se utilizé para detectar RAZEn
el revelado obtenemos las dos bandas caracteristicas de RA. La dxfcrencxa‘
en la cantidad de RA que posee cada planta es muy obvia. En la figura 2 se

ilustra una de las tres réplicas que dieron resultados muy semejantes.

Subunidad grande
de Rubisco (53 kDa

Subunidad pequena de
Rubisco (14 kDa
aprox.)

12 s 16 21 23 24 W.T. L3
Figura 1. Los lotes de plantas 12, 15 y 16 contienen 5 ug de proteina total,
21, 22, 24, WT. y kr contienen 2.5 ug. La dilucién utilizada para el
anticuerpo fue de 1:4 000.
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Western-blot con anticuerpos contra RA.

La misma membrana para detectar Ru se utilizé para detectar RA. En el
revelado obtenemos las dos bandas caracteristicas de RA. La diferencia en
la cantidad de RA que posee cada planta es significativa. Se ilustra una de

tres réplicas.

M N N N N N N N EiFETTEes
de Rubisco activasa (43
y 41 kDa

12 15 16 21 22 24 W.T. K respectivamente.

Figura 2. Asi se observan las subunidades de Rubisco acnvasa en la’

pelicula revelada obtenida del Western-bliot.

A los Western-blot obtenidos se le realizé una densitometria para obtener
la cantidad de RA que poseia cada lote con respecto al lote sin tratamiento
(W.T.) ¥y se corrigié por la cantidad de proteina aplicada. Valor relativo:

W.T.= 1 (figura 3).

Comp-r-clon entre h e.nudld de RA que pn-enu cad- t.lpo de
planta (W.T.=1).

2

-
0

Cantidad de RA con
respecto a W.T. por

microgramo de proteina.

B
|
!
|
!
|
]

‘l‘lpo d. phnt-

Figura 3. Comparacion entre las cant:dades de R.A de Ios dxferentes lotes
de plantas antisentido (12, 15, 16, 21, 22 y 24) y los controles (W.T. y k7).
Esta grafica se obtuvo con los resultados de tres experimentos
independientes y se corrigié por la carga de proteina aplicada. La grafica

representa el promedio de tres réplicas. Las barras muestran el error
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estandar. Se marcan ' 'con  asterisco las- que son signiﬁca;iva.rﬁente

diferentes con relacxon al control con p<0 05.

Las plantas con a.ntxsentxdo pa.ra RA expresan dxstzntas cantxdad es de ésta
proteina. Los lotes de plantas tra.nsgeru
mucho menos cantidad de RA que el lot"

con rangos que van desde 0.07 has gﬁdds .lotés de

plantas. transgénicas (22 y 24) pres por a.rnba del

control de la misma (1.58 y 1.73). L
a kanamicina contienen practxcam
plantas W.T. (figura 3).

gé: cas con res1stenc1a
antidad de RA que las

Estos valores 1nesperados de aumento en'la ca.nndad de RA nos llevaron a

total por carril y despues,de

nitrocelulosa, se revelé con antxcuerp

proteina total.
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( Relacién entre 1a dp via
1

22 24 wT k

16 21
Tipo do planta.

¢
i
(
i
L

Variacién en la proporcién entre las dos subunidades de Rubisco

los lotes de plantas antisentido (12, 15, 16, 21, 22 y 24) y
Los valores son promedio de tres experimentos

Figura 4.
de todos
controles (W.T. y kr).
independientes y la linea vertical representa el error estandar en cada

caso.

La placa reveld las dos bandas S pe , _,érro'ée;d.ié a

realizar una cuantlﬁcacxon el

resultados revelaron que e
proporcxoﬁ exxstente entre la’cantidad 7d

Esta

e 8S: 'es de 14 kDa.
en _‘los dos controles (SS/LS
se presento aumentada en los :

1entras que en las plantas q »e :

expresan RA en antxdadymed:.ana (21): y en las que sobreexpresan RA’ (22

¥ 24) no se observaron carnblos sxgnxﬁcatwos con respecto a los controles. '
Los datos muestra.n 'vel promedlo de tres réplicas y el error estandar (figura
4). Es xnteresante hacer notar que en las plantas transgénicas con bajo

contenido de RA el aumento en la relacién SS/LS es debido a un aumento
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importante en la expresién de la subunidad SS y no a la disminucién de

LS.

Contenido de proteina total en_las plantas antisentido para RA y

controles.

Por otra parte, se determinéd la cantidad de proteina extraida expresada en
mg por gramo de tejido fresco de cada lote de plantas, para determinar si
habia cambios importantes en la cantidad de proteina total en las plantas
antisentido para RA. Se utilizé el método de Bradford.

Lotes.. . ST S
20 L7 S ~Grupo II.’, (AR PEA ‘.‘éorvxtroles‘.,:;

12 1= ] 16 21 | 22 | 24 | W.T. ;
(ug de (mgde | (ugde (ug de (ng de (ug de (ng de o[ g de

proteina’ | proteina | proteina | proteina | proteina | proteina ‘prggeinaf 'protcma
total/mg | total/mg | total/mg | total/mg | total/mg | total/mg tdté.l/mgf to;a.l/mg

de peso de peso de peso | de peso | de peso | de peso | de peso | de peso
fresco). fresco). fresco). fresco). fresco). fresco). " fresco). ‘fresco).
130 128.37 142.23 50 54.32 43.22 30.15 43.89

=18 |c=281|c=2.44|c=1.19|c=0.93|c=0.45] ‘¢ =1.7 [o =184

Tabla 1. Cuantificacién de la proteina total obtenida en los distintos lotes
de plantas antisentido (12, 15, 16, 21, 22 .y 24) y controles (W.T. y k“)

expresados como ug de proteina total/;ng dev peso fresco.

Como puede observarse en la ﬁgura 5 \las’v ‘plantas que expreéan bajo
contenido de RA (lotes 12, 15‘ 216)° txenen significativamente aumentada la
cantidad total de protema (p </0.4) m‘xentra.s que las plantas del grupo II
que expresan medxa.narnent o sbbreexpresan RA muestran niveles

semejantes a los controles en conterudo de proteina total.

SIS CON
vlf:'rgl DF (\?"C N

Fotosintesis.
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La fotosintesis se mldxo in “vivo utilizando ‘un’ aparato CID medlante la

técnica IRGA (Infrared Ray Gas Anahzer) Las plantas de los diferentes

lotes se obtuvxeron de la forrna ‘mencionada antenormente y fueron
somendas a.l mxsmo trata.rnxento térmico que se 1nd1co. Los resultados

obterudos se muestran a contmuacnon'

para RA.

de 1o di lotes de pl 1y los

Fotosintesls (ppm).
O =D W ey o

15 22 24 W.T.
Lote de plantas.

Figura S. Valores de la fotosintesis de las plantas antisentido para RA y las
plantas control. La fotosintesis se midi6é in vivo mediante un aparato IRGA
cuando las plantas cumplieron 28 dias de haber sido sembradas. Las
plantas se aclimataron 15 minutos antes a la intensidad de luz de la
medicién (15 000 luxes). La fotosintesis de las plantas que expresan menor .
cantidad de RA (12 y 15) es de aproximadamente la mxtad de la de las"
plantas control. En cambio, las plantas que sobreexpresan RA presentan

una fotosintesis, aproximadamente, 40% mayor a la de los lotes contro

Efecto del tratamiento_térmico en las plantas.

Para continuar el experimento se decidié realizar una prueba preliminar de
exponiendo un lote de plantas control y otro de

tratamiento térmico,
plantas antisentido (15) a una temperatura de 35°C durante una hora,
hora y media y dos horas. Los resultados mostraron que con hora y media

de exposicién se mostraban pocos cambios en el contenido de RA, sin

TESIS CON .
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embargo las plantas reststxeron bien hasta dos horas de estres, por lo cual
se dctennmo que los lotes de’ pla.ntas se expondnan dos horas a 35°C ya
que de esta forma aseguramos ver ‘claramente el efecto que el estres '

térmico tendna enilas. pla;nta

después del tratamiento térmico (ﬁgura'r‘%),
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< dela de LS, 8S y RA ¢n el lote 12 durante el tratamiento
térmico.

Densitometria,

2hte
Tratamiento térmico.

Figura 6. Densitometria de las bandas de Rubisco (LS y SS) y de RA del
lote 12 resueltas en geles de poliacrilamida al 10% y reveladas - por
Western-blot con anticuerpos de. cone_]o contra ambas subunidades de'
Rubisco (dilucién 1:4 000).y RA (dxlucxon 1 3500) respectxvamente. Los“

valores son promedio de tre repetxcxone e las lineas verticales xndxcan la', .

desviacién estandar.. El tratamiento ermlco“aplxcado al lote:12. de plantas

mostré que la canmda

practicamente sin’ tratamiento . térmico 'y la

umenta slg-rnﬁcatxvamente en canndad al

recuperacién. Enicam
d scen er ‘paulatinamente durante’ el

pr ctxcament:e su valor original a los

tres dias de recuperacion

eiambas’’s burudades de Rubxsco perrna.necen; Tl

TESIS CON
DE_ORIGEN
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dad de LS, SS y RA en el lote 1S durante el tratamiento
térmico,

2]

@aLs
ass
ORA

o = N
OCumbrNLDL
L

e

-

Cantidad relativa,

o

Tratamlento térmico.

Figura 7. Densitometria de las bandas de Rubisco (LS y SS) y de RA del
lote 15 resueltas en geles de poliacrilamida al 10% y reveladas por
Western-blot con anticuerpos de conejo contra ambas: subunxdades de -
Rubisco (dilucién 1:4 000) ¥ RA (dxlucmn 1 3530) respecuvamente. Los.
valores son promedlo de tres repetxcxones v las hneas \ ertlcales mdlcan la,

ié‘rﬁini.xye durante el
‘ u ‘cantidad original al
au:r'hgnta significativamente en
para’ descender paulatinamente

alcanzar practicamente su valor
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e 1 de Ia dad de LS, 58S y RA en ol lote 16 durante el tratamisnto
térmico.
a.s
3 PR R
8 25 - -
¥ 2 o o ,- Ls
2 ass
| i " ) ORA
;& ! -
i 0.5 | - - sy
i ° s
} att 2htt 1dr 3dr
Tratamieato térmico. J
|

Figura 8. Densitometria de las bandas de Rubisco (LS y S8) y de RA del
lote 16 resueltas en geles de poliacrilamida al 10% y reveladas por
Western-blot con anticuerpos de conejo contra ambas subunidades de
Rubisco (dilucién 1:4 000) y RA (dilucién 1: 35)0) respectwamente. Los .
valores son promedio de tres repeticiones y las lineas verticales xndu:an la"' :
desviacién estandar. El tratamiento termlco aplxcado al lote 16 de plantas

mostré que la cantidad de subunxdad gra.nde de Rubxsco permanece
practicamente sin cambxo durante j’al‘ tratamxcnto térmico 'y la
recuperacion, la subunxdad pequena de Rublsco aumenta despues del
tratamiento term.lco y dxsmlnuye despues de un ‘dia de recuperacton para
aumentar hasta casx su valor ong1na1 ‘a los tres dias de recuperacién. RA

por su parte se comporta. en forma semejante a la subunidad pequena de

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

Rubisco.
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de RuLS, RuSsS y RA en el lote 21 durante el
tratamiento térmico.

O = N W
omtINGUQH

N

~

Cantidad relativa,

[=]

Tratamiento térmlico.

Figura 9. Densitometria de las bandas de Rubisco (LS y SS) y de RA del
lote 21 resueltas en geles de poliacrilamida al 10% y reveladas por
Western-blot con anticuerpos de conejo contra ambas subunidades de
Rubisco (dilucidén 1: 4CDO) ¥ RA (dilucién 1:3 S00) respectlva:nente. Los
valores son promedxo de tres repeticiones y las lineas vertxcales indican la
? El tratamxento térmico aplicado al lotet21 de plantas'

desviacién estand.

d de subunidad grande de Rubi
peracxon. La cantxdad de la>su
xgnxﬁcauvamente despues del tratamxento ‘térmico y

mostré que*
durante el ¢
de Rubisco
desciende"du te ’el penodo de recuperacxon hasta alcanzar una canmdad
mucho’ me“ or u'ucxa.l al final del tercer 'dx de recuperacién. En

cambxo, RA d.xsrnxnuye paulatxna_rnente en cantxdad durante el tratamiento.

1dad pcquena.
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de LS, 83 y RA cn «l lote 22 durante el tratamlento
térmlico.

ooe
L1

g

Densitometria,

‘Tratamieato térmico.

Figura 10. Densitometria de las bandas de Rubisco (LS y SS) y de RA del
lote 22 resueltas en geles de poliacrilamida al 10% Yy reveladas por
Western-blot con anticuerpos de conejo contra ambas subunidades de
Rubisco (dilucién 1:4 000) y RA (dilucién 1:3 S00) respectiva;m.énte. Los -
valores son promedio de tres. repencxones y las lmeas vertxcales mdxcan la
desviacion estanda.r El tratanuento terrnxco aplxcado al lote 22 de plantas

la

térmico v

de Rub;sco aumenta en cantidad

recuperacxon. En ca.m () RA aumenta sxgruﬁcatxvamente en cantidad al
final del tratamxento termlco para descender paulatinamente durante el

periodo de recuperacxon y alcanzar practicamente su valor original a los

tres dias de recuperacxon.

TESIS CON
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.2 deln de LS, 83 y RA en el lote 24 durante el tratamlento
térmico.

»
now

@LS |
ass |
O RA

Densltometris.

o =
own e~ iwn

2hte
Tratamiento térmico.

Figura 11. Densitometria de las bandas de Rubisco (LS y SS) y de RA del
lote 24 resueltas en geles de poliacrilamida al 10% y reveladas por
Western-blot con anticuerpos de conejo contra ambas subumdadcs de
Rubisco (dilucién 1:4 000) y RA (dilucién 1:3 S00) respectwa.rnerxte. Los;’ B
valores son- promedxo de tres repetlcxones y las hneas verncales mdu:arfla‘

practxca.rncnte ,su'). ca.mblo : dura.nte
recuperacién. En cambxo, RA aumenta cant id d' a.l ﬁnal del tratamiento
% dia de recuperacion y

térmico para . descender despues del pmme
mantener practxcamente su va.lor ongxna.l a los tres dias de recuperacion.

e ATeT ﬂﬁ\1~"r
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e de ia dad de LS, SS y RA en el lote W.T. durants el j

tratamiento térmico.

N

o

Cantidad relativa,
-
Cw~itnir e
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Tratamiento térmico.
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Figura 12. Densitometria de las bandas de Rubisco (LS y SS) ¥ de RA del
lote WT. resueltas en geles de poliacrilamida al 10% y reveladas por
Western-blot con anticuerpos de cone_lo contra ambas subunldades de/

cantidad a.l ﬁnal del ! tratamiento terrnxco para descender paulatinamente
durante el penodo de: recuperacxon y a.lcanzar un valor cercano al original

a los tres dias de recuperacxon. g

67



de LS, S8 y RA en el lote kr durante el tratamiento
térmico.

0
¢
3

w
w

Contidad relativa,
-
[

‘Tratamlento térmico.

Figura 13. Densitometria de las bandas de Rubisco (LS y SS) y de RA del
lote kr resueltas en geles de poliacrilamida al 10% y reveladas por Western-
blot con anticuerpos de conejo contra ambas subunidades de Rubisco
(dilucién 1:4000) y RA (dilucién 1:3 500) respectivamente. Los valores son
promedio de tres repeticiones y las lineas verticales indican la désviat;ién
estandar. El tratamiento térmico aplicado al lote k- de plantaé mostré que
la cantidad de las subunidades grande y pequena de Rubisco permanecen
practicamente ‘sin cambio’ durante el tratamiento térmico 'y la
recuperacién. En cambio, RA aumenta ligeramente en cantidad al final del

tratarniento térmico, desciende después del primer dia de la- recupe‘x"a/.ciénb ‘
hasta valores cercanos al inicial, siguiendo un patrén m\iy siniilér al dre‘l‘as'

plantas WT.

Fotosintesis durante el tratamiento térmico. :

Para realizar las mediciones de fotosintesis se sembfar4
cada lote de planta por caja petri y se incubarori‘ por
mismas condiciones que los lotes que se sembraroh'para,el analisis de

60 semillas de
8idias’en ‘las

proteina. La fotosintesis se midié in vivo mediante un aparato IRGA
cuando las plantas cumplieron 27 dias de haber sido sembradas, para lo
cual se aclimataron 15 minutos a la intensidad de luz de la medicién (15
000 luxes) 15 minutos antes de realizar la medicion. A los 28 dias se les
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aplicé el tratamlcnto térmico antenormente mencxonado, midiéndose la
fotosmtesxs al ternuno ‘del’ tratamu:nto. Las plantas se d.eJaron reposar y se
realizé la medxcxoxj de la t‘otosxnte31s ‘el dia: y los- tres dias posteriores al

‘de RA afecta a la fotosintesis, ya

Los resultados muestran que la
e RA“tieneh ‘una’ fotosintesis de

que las’ pla.ntas con menor ‘canti da

apro‘nmada.rnente la mxtad de: la de as: plantas WT. Y las plantas con
mayor cantidad de RA’ poseen una, fotosxntesxs mayor que  las WT. (ver
figura 6). En cuanto al estrés térmico, a continuacién se presenta el efecto
causado en la velocidad fotosintética de cada uno de los lotes de plantas

analizados. Se representa el promedio de tres réplicas en cada caso.

=n el lote 12 -l
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Figura 14. La fotosintesis del lote 12 (grupo I) se midié in vivo
aparato IRGA cuando las plantas cumplieron 27 dias de haber sido
sembradas. Las plantas se aclimataron 15 minutos a la intensidad de la
luz del experimento (15 000 luxes) 15 minutos antes de realizar el
procedimiento. Las plantas se sometieron al estrés térmico mencionado

mediante un

anteriormente, tomandose los niveles de fotosintesis antes y después del
estrés, un dia y tres dias de dicho tratamiento. Los resultados muestran
que la fotosintesis se mantiene constante durante el tratamiento térmico y
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el primer ‘dia de recuperacién, pero disminuye al tercer dia de

recuperacion.
I < de 1a en o Iote 15 d ol estréa [’
2.5 f
eg 2 !
= 1.5
| 28 l
| 2% . j
3 8
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° !
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Figura 15. La fotosintesis del lote 15 (grupo 1) se midié in vivo mediante un
aparato IRGA cuando las plantas cumplieron 27 dias de haber sido
sembradas. Las plantas se aclimataron 15 minutos a la intensidad de la
luz del experimento (15 000 luxes). 15 minutos antes de realizar el
procedimiento. Las plantas se sometieron al estrés térmmico mencionado
anteriormente, toméndose Ios niveles de fotosintesis en los mismos
periodos. Los resultados muestra.n que la fotosintesis se mantiene
practicamente constante dura.nte el tratamiento térmico y la recuperacion.
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Figura 16. La fotosintesis del lote 22 (grupo II) se midié in vivo mediante
un aparato IRGA cuando las plantas cumplieron 27 dias de haber sido
sembradas. Las plantas se aclimataron 15 minutos a la intensidad de la
luz del experimento (15 000 Iuxes) 15 minutos antes de realizar el
procedirniento. Las plantas se sometieron al estrés térmico mencionado
anteriormente, toméandose los rnveles de fotosmtesxs en los mismos
: otosmtests - disminuye

periodos. Los
51gnxﬁcatxvamente despues »trata 2 Yy despues aumenta

recuperando practxcamente su va.lor i nicial al tercer dia de recuperacion.
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Figura 17. La fotosintesis del lote 24 (grupo 1lI) se midié in vivo mediante
un aparato IRGA cuando las plantas cumplieron 27 dias de haber sido
sembradas. Las plantas se aclimataron 15 minutos a la intensidad de la
luz del experimento (15 000 luxes) 15 minutos antes: dg ‘rea.liz'abr,el'
procedimiento. Las plantas se sometieron al estrés. térmico mencionado

anteriormente,  toméndose los niveles: .de fotbsintesis en los: mismos
periodos. Los resultados muestran . que la fotosxntests dxsmxnuye con el
“sin embarge no logra

tratamxento terrnxco como - en el caso antcnor,
recuperarse, ya que al tercer dxa. uene valores muy por debajo del control

antes del estres.; @
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Figura 18. La fotosintesis del lote WT. se midié in vivo mediante un
aparato IRGA cuando las plantas cumplieron 27 dias de haber sido
sembradas. Las plantas se aclimataron 15 minutos a la intensidad de la

luz del experimento (15 000 luxes) 15 minutos antes de realizar el:

procedimiento. Las plantas se sometieron al estrés térmico mencionado
anteriormente, toméndose los niveles ‘de fotosintesis en ' los” mismos
periodos. Los resultados muestra.n que Jla fotosxntesxs dxsmxnuye
lxgeramente con el tratarmento termxco 'y el’primer dia de recuperacmn, ¥y

disminuye en forma mas pronuncxada al tercer dia de recuperacion.
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Figura 19. La fotosintesis del lote kr se midié in vivo mediante un aparato
IRGA cuando las plantas cumplieron 27 dias de haber sido sembradas.

Las plantas se aclirnataron 15 minutos a la intensidad de la luz del
experimento (15 000 luxes) 15 minutos antes de realizar el procedimiento.
Las plantas se sometieron al estrés terrruco mencmnado antenon—nente,

velocidad : fotosmteuca ‘de ;alrededor; d p.rnol/mz/seg y solo el lote 24
dlsmxnuye su actividad - fotosintética  al final ‘alcanzando una velocidad
5 1gua1 que ‘el valor de inicio de los lotes

fotosxntetxca de’ alredeé.or d
control. Por ultxmo, las plantas dé los lotes del grupo I (12 y 15), que

tienen menor ca.ntxdad ‘de- RA que los lotes control, inician con una
velocidad fotosintética de aproximadamente la mitad del valor de la de las
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plantas control Y presentan dos comportamientos distintos: el grupo 12,
que posee mayor cantxdad de RA que, la 15, presenta una tendencia similar

a los controles, mlentras que el grupo 15 el .que tiene menor cantidad de
I su velocndad fotosintética, pero

.penodo, de recuperacion, a los

Proteina ; ento térmico.
. R .- Lotes
Grupol .. Grupo II Controles
Lote/ 12 15 16 21 22 24 W.T. kr
Estrés ng de ng de ng de pgde ngde pgde pg de pug de

proteina | proteina | proteina | proteina | proteina | proteina | proteina { proteina
total/mg | total/mg | total/mg | total/mg/| total/mg | total/mg | total/mg | total/mg
de peso de peso | de peso | depeso | depeso | de peso | de peso | de peso

fresco. fresco. fresco. fresco. fresco. fresco. fresco. fresco.

stt 130 128.37 142.23 50 54.32 43.22 30.15 43.89
g=1.8 |c=281[{0=2440c=1.19]c=093|6=045|0c=1.7 [c=1.84

2 htt 143.37 150.02 125 35.45 60.51 20.71 26.65 55.26

c=0.77 1lc=168|0c=0.55]6=0.7]6=141lag=0.53|]c=2.15|c=0.35
1 dr 189.56 174.25 160.34 59.32 45.71 51.63 50.98 70.20
=077 |c=0.65|0c=1.56|c=046}l0=1.23|c=0.77/c=0.68] o=1
3 dr 216.2 198.99 182.56 69.89 88.77 22.92 34.34 38.835

c=04 |lo=133|c=0.53]c=1.15|c=04 ([c=199|c=1.16]{ o =0.5

Tabla 2. Cuantificacién de la proteina total obtenida en los distintos lotes
de plantas antisentido (12, 15, 16, 21, 22 y 24) y controles (WT. y k1)

expresados como ug de proteina total/mg de peso fresco.

Durante el estrés térmico la proteina total de los controles (WT. y k1)
muestran un cambio pequerfio después del estrés térmico, con tendencia a
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aumentar después de un dia de recuperacion, regresando a las cantidades
normales tres dias desp’ es del estrés (ﬁgura 21). Los lotes de plantas que

contienen mayor canudad de RA (grupo II: 21, 22 y 24) muestran dos
dxf rentes ‘el lote - 24 inicia con. una cantidad

la'de los otros dos lotes la cual dlsmmuye al ﬁna.l‘ :

comportan’uentos un
ligeramente: mcno q

mucha mayo' cantxd d de protelna total que los controles v, ademas esta
aumenta sxgnmcanvamente ‘en’ . cantidad . durante el ptoceso 5 de
o el estres termxco, la. cual no regresa a sus mveles basales

recuperacion”
después de los tres d1as de recuperacxon. el
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Discusién de los resultados.

Las plantas obtenidas en éstos experimentos variaron en la cantidad
de RA que ewcpresaron “Un -grupo de ellos (grupo II} la sobreexpresa.ron
hasta 1.89 veces en cantidad con respecto al control WT. a pesar de ser
plantas homocigotas antisentido para RA, otro grupo {grupo I} mostré una’
expresion minima de RA (0.069% con respecto a WT.) (ﬁguras 2y 3), como
era de esperarse para plantas antisentido de RA. Se ha reportado que las
caracteristicas de las plantas transgen;cas dgpenden ‘del sitio donde’ se
inserte el gen antisentido (Eckard et. al., 1997),: y por ello eﬁsfen otroé
casos en que el fenéomeno aqui indicado ha ocurndo en estos e*cpenmentos -
de plantas transgénicas. Las plantas obtenxdas para los distintos txpos de
antisentidos variaron en sus caractens 1c s ﬂ51olog1cas. las plantas que'

sobreexpresaban RA (grupo II), los controles v el antxsentxdo 21 (del grupo ) SR

¥ que producia 53% de RA con respecto a WT) presentaron una coloracxon ;

menos 20% .de: RA con rclacx ri a WT. capaz

con respecto a WT. y una tercera, cuya cantxda u parecxda a

la de WT. practxcamentc ‘'sin’sintomas ‘de clorosxs ¥y, que pod
semilla en condiciones atmosféricas norma.les (Eckard et.’ a.l. 1997). Cabe

_Crecer v dar




mencionar qt.ie 'todds los lotes de .. plantas utilizados en - nuestro
ewpenmento produjeron semxlla sin necesxdad de aumentar la
concentracxo de COz ¥ se recuperaron sansfactonamente del tratamiento

termxco despu < de recuperacxon, debxd a’ que se encontraban

en un, medlo que:contenia acarosa Es u—nportante notar que la ca.rmdad




de otras protexnas que actuan ante ‘el estrés térmico (ﬁguras 7 a 14) como -

Groel (Sanchez de Ju-nenez et. al. 1995).

7 a l14).- E:s posxb e.que este £

lo cual haria pensar que el tratam1ento pax'a obtener el
también la expresxon de la subunxdad pequena de Rubxsc

H 'con 'su’ consecuente
ez de- Jxmenez et. al.

1995), (Craf:s-B -

Rubxsco como RA se codifican en el

Es interesante’ not
una protelna codificada en el genoma

genoma nuclear mxentras que LS
del cloroplasto. Ambas muestran movxmxentos en su contenido a lo largo
del estrés térmico'y del‘pemod de’ recuperacxon, no asi la subunidad
14) Tal vez el hecho de que RA y la

grande de Rub1sco (ﬁguras 7.al
subunidad pequena de Rubxsco se codxﬁquen en el nicleo tenga relacion

con éste fenémeno.
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La actividad de Rubisco aumenta durante el ‘estrés terrruco y luego regresa
a su nivel onglnal (ﬁguras 15 a 20), aunque no se presentan ca.mbxos en la’
cantidad de Rubisco entre ‘los d;snntos lotes de planta.s ru ‘a’lo largo del
tratarnxento térmico’ (ﬁguras 7 a 14) Esto concuerda con la hlpOteSlS de
que RA es chaperona molecular de Rubxsco la cual es tuna’ protexna que se
encuentra en grandes ca.ntxdades en las hojas pero no: ‘toda se encuentra
en forma activa. La forma activa de Rubisco depende de la cantidad de RA
que, al ser su chaperona molecular, la activa. Estos resultados coinciden
con los: feégl;édos, obtenidos por Sanchez de Jiménez et. al (1995‘) 'y
Eckard (1997) y con los aqui presentados ya que la cantidad de Rubisco en
las ho_;as de las pla.nte.s en estudio permanece practicamente constantev :

dura.nte todo el estres terrm.co, mientras que la de RA varia.

En cuanto a la fotosmtesxs, exxste una clara correlacion entre la cantxdadv
de RA y la capacxdad fotosxntetxca de las plantas: las plantas con menor
cantidad ~de’ RA (lotes 12, 15,y 16) presentan una fotosintesis’ de; . .
aproximadamente la mitad de lar de las plantas control, y las’ plantaquue"' !
sobreexpresan RA presenta_n Gna fotosxntesxs mayor que la de la; control

relacionado con la func on de RA de mantener la- actxvxdad de’ Rubxsco la

cual puede sufrir alteraciones durante el estrés térmico, o de otras
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proteinas vitales pa.ra las plantas que requieran que exxsta mayor actividad

de RA, por lo cual la pla.nta se veen la necesxdad de sintetizar RA

Los resulfadds bbtenidos en la cuantiﬁcaCiéri de préteiha dui‘ante ¥
amxento térmico muestran que los grupos Iy control
nto en-la cantidad de proteinas Justo despues del estrés

después :dél )

tienen un ]
termlco la cual despues aumenta y reestablece su contenxdo norrnal a'los

tres dxas de: rectiperacxon del estrés. En. cambxo, el grupo I cuyo ‘contenido
de RA es menor"al de los grupos control mantxene la canudad de proteina
termxco y- aumenta esta a.l tercer dxa de’ recuperacion.

durante ‘el estre
leno hace suponer que RA puede actuar como chaperona de

A que éstas no’ se pxerden durante el’estrés térmico h%

otras protelna
entan al ﬁnal del mlsmo. :

rtan qué poblaciones de

Por su parte, Mora.les Yy colaboradores (1999) re
“de’la misma poblacién

ar: mayo: producuwdad tiene mayor

maiz genetxcamente seme_;antes
pero que han sido seleccxonada
cantidad de RA en las ‘hojas bandera dura.nte el llenado de grano y

presentan también mayor: tara fot051ntetxca, lo cual también concuerda y
refuerza los resultados obtenxdos wya; que a mayor cantidad de RA se da
mayor fotosintesis, lo que 1mplxca mayor aporte de fotosintatos al llenado

de grano en la mazorca.
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Conclusiones.

Las . plantas a.ntisentido 12 15 y 16 que muestran fuerte
r portantes de

dxsmxnucxon en la expres nde

presentan aumentos i
1% en el lote 1S v

sobreexpresaron

tratamiento termxco €.

recuperaron d
plantas ya - q

signiﬁcati{ra de
RA basal d.esp

durante o desp és™
cantidad de rubisco acnvasa solo perrmno mantener la velocxdad normal

cto :



de fotosxntesxs. la cual de por si’ ya se encontraba dlsmlnuxda. Esto puede
Jal aporr.e de. nutnent s, ,i en especxal de sacarosa, .que

atribuirse
sual permltxo la antesxs “de nov; de RA

proporciond. el medxo MS, " lo
durante el: estres térmico con’lo cual se pudo suplu’ de'la‘cantidad de’ RA

necesaria pa.ra que Rubxsco continuara’ funcxonando dc manera normalv

La cantidad de protelna totz 1sm1nuye en los lotes II hg control después
del tratamiento termxco, y despues regresa.n a su ruvel basal. En el grupo I,
la cantidad de protexna no dxsmxnuye durante el tratamlento térmico y
aumenta al final del penodo de ‘ecuperaclon. Es posxble que durante el
estrés térmico y la recuperacxon RA esté actuando como chaperona, junto
con otras proteinas como GROEL ‘manteniendo la estructura y funcién de
varias proteinas, ademas de la ya observada en Rubisco. Esto indica que el

tratamiento térmico afecto el metabohsmo de las plantas depletadas de
por . lo cual tuvo que mantener  mayor  cantidad de

rubisco activasa,
a diferencia de los otros dos grupos

proteina total despues del tratamxento,

de plantas.

Estos resultados fortalecen la teona de que RA ‘acttia como chaperona

molecular de Rubxsco. PR R R
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