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Resumen. 

Este trabajo tiene por objetivo conocer si la disrri.inucián en la 

cantidad de la .Proteína Rubisco activasa tiene algún 'efec~o protector en 

plantas sometidas a estrés térmico y posteriormente recuperadas. . . , ' 

Para llevar a cabo es~e objetivo se sembraron·. s6mu';~·s<.~6~.Arabidopsis 
thaliana bomocigóticas con antisentidc:> p~a ·e~·. ·g~.~~:.~~·~'.I~:;R~·b.i~<?.º: S:c~~asa 
(RA) (donadas por la Dra. Patricia León del iristifu~~·d~;Biotecnologia, 
UNA;_!) y plantas tipo silvestre (WT.) sin rn:~dffic~~iÓi'i>~gJn;i'. ~bos tipos 

de plantas fueron sometidas a .un ·~.siré.~:'.(t~~:~.6.~~:~~·~~ .. P~~-~-~~iormente se 

realizaron las comparaciones de la . Can ÚcÍa~::,·cÍ~:·· p~ot~iria:Jd.e : Rubisco y 
' .. , - • .' ;~_:,:_: ·-, ~ --· ___ .-.e:: •. " _ .. _ .. ---- '·-

Rubisco activasa expresadas duran.te_ '?1 '..~-~_at~~~-~,t~ ·l-~~~:,~~--:~·~ri_O~¿,- de . tres 
días de recuperación. La cantidad de:.R.¡:¡};i~'6'~-~~Y6'f~~<·~~~·i~s·~d.~.en ést:as 

plantas fue medida por Western blot en l¡;~,,~~'ti-'1éf1:'6s·'d·.; h'oj~s. T~bien se 

::i;~:t:~diciones de fotosiiit.,sis ~ l;.c c;·t~i~~é~;~tf~~·~stád~ general de. 

,.,. ;'< :.'~" .-·-):~:· .. ;~/~:/{ 'i:'\: '~' ' '..:'; " 

Se encontró que las plantas an~iser;~i~~·~.;:.·p¿;di¿'ron>~g..i.lpar· en tres 

categorias: las que inhib.ieron f;_,.,'..t;,i~.;;r;'.~cÓ);,'t~~p~~~iÓ~ e!.~ AA (grupo I). las 

que mostraron una dismin~CÍ~~·_'Ji&e~~~~.:<·?i.~:-~~~{~U"~"·:·~~c;br_~,~~pr~s~ori RA 
(grupo II). Las plantas antisentÍdo .. q,:;,·e ~ci'~~¡.~c;,:,. .dis;,,i¡.,_ució~ en la 

expresión de RA presentaron a~m~~t:6: ~~~)'~\·6:~~ici"ad de proteiria total, 

entre las que se identificó a la suburiidad pequeña de .. Rubisco. Durante el 

estrés térmico, estas plan~as aurn~rit~6·~-~ri_·;,··gz.Ein:·medida·la cantidad de 
RA y realizaron la fotosíntesis .i t.1.~,,¡ ~.;;l;,;Ciclad aproximadamente de la 

mitad de la velocidad de las· ~!antas c.::.ntrol.
0 

Las plantas antisentido que. 

sobreexpresaron RA, presenta.ror"t ·driº--.J.i~~ro- ~umento en la íot:osin.tesis y 

durante el estrés térmico ningllno ·:de estos lotes de plantaS con 

sobreexpresión de RA presentó variaciones en la cantidad de Rubisco ni en 

sus \ralores basales ni durante el tratamiento térmico. 



Durante el tratamiento térmico, las plantas que tenían disminuida la 

expresión de RA presentaror:i- .. un aumento en la c~tidad de es~a proteína 

al terminar'el trB.t~~:e.ntO.'_~é~ico~ y du~~te._ .. el p_e1?.~d.o de r~c~p_e~ación la 
cantidad disminuyó,.,para prácticamente rec!J.perarla cM.tidad'inicial de 

;;..::a:er::: :~bt:et;;;,:~::ó;;..;~s::r::;t~t::r:~::.::1~.¡~=.:i:::n~:: 
magnitud muChO ~Cl:~~~->~ .. -·.;:_,_-.··::·: :-:\::·.'~'.D: .,-, -~· .. ~~:~~~,<;·.:·, 

·," .·: ,, ,--. ~./ -'. -

La velocidad de Ía f;t6sini:ci~i~,,;~ se '.;:¡e~i~ ~u;ante el· tratamiento térmico 
en ninguno de los lotés_-'Cte ·p1~iit:·a:~:~:\/. ';;_b_,·-~ · · 

-, "~_,,.' ·.: ;~". ·e-:< 
j.-;--:.·; 

Se concluye que RA juega::ü'i:1. .P,íi.:pel importante en la activación de 

Rubisco, ya que el nivel-~ncló¿~ri.o.·de_.;sta proteína en las hojas influye en 

la actividad de la r6tcisin·t~,~i~:>E:i p;.ésente trabajo t:arnbién refuerza la 

hipótesis de que RA es, 'c':nS'·''cha.'perona molecular ya que aumenta de 

cantidad durante el.estrés téi:Jnico. 
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Antecedentes. 

Foto.sin tesis. 

El proceso foto.sintético. 

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

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

vida. La energía solar que la Tierra recibe en un año es de 

aproximadamente 3XI024 Joules (J), de los cuales, solo 3XIQ21 J se 

utilizan para la fotosíntesis. 

Gracias a la ·fotosíntesis ciertos organismos son· capaces de cSptar. la 

energía lumiriaSa. ·y ·convertirla en enCrgia qufmicS.~·,-iridispensable para 

cualquier.tipo de;vida.·Éstos organismos reciben.el nomb.re.de organismos 

fotosintéticos. Muchos de éstos organismos utilizan la energía que han 

captado para: fijar anhídrido carbónico (bióxido ·de carbono ó C02) . para 

convertirlo a sustancias orgánicas, y así poder sintetizar_ glúcidos ·como el -

almidón desprendiendo oxigeno (02), fenómeno que queda englobado y 

resul'nido en la siguiente ecuación química: 

6C02 + 6H~O -7 C6H1206 + 602 (Lehninger, et. eL, 1993). 
. . . ·: : .. - - . ·.~ ·_ - . .·' ::., 

Los organismos fotosintéticos (también. llainado~ autótrof<>s'.,;r~tbt;¿ficos ·o 

quimiotróficos) ·. pueden fabricar carbohidratos a' ·p·arti~ :J.;tC::o~ ·~J agua 

reduciendo el C02 a expensas de la energía suministrada por el trlfosfato 

de adenosina (ATP) y la forma reducida del, fosf.;,_t~¡d,;'l;;dk.i.~i.;ótido de 

;º~:::::t~a ~:::~c::::s. C:~~::ganrge.eq:u·•·:,ern,~d=o:s~'i:I~~~i,~~t"~rfo\::~1:~d~:e 
fuente de átomos de carbono ·.~'.:.P'á.ra,,:;~,.{~S:;·,'.,biC>SintesiS 
carbohidratos, lipidos, Proteínas· y much~·~ 6trO~·: :~;;ciip~:~·s~fO~ ·· orgán.iCos 

(Weier, et. al., 1974). De éste modo. son capaces: de sintetizar ellOs mismos 
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las sustancias complejas que r,equieren P8:Z"ª _vivir. Dentro de éstos 

organismos se encuentran las plantas, las algas y algunas bacterias. 

De acuerdo con la fuente. de\·_-.e~'er&ia:·::·.q:ie.-;(}:~·-tÍÚCen,_ los organismos 
autótrofos se dividen eri: ~, ·.· ·. <> ·.,--';f_:-:-~";;J. __ ·'.i~."º.;;-;~ ·.·.-,,-.· 

l. ~:::~:~::~~:=~~s;;~ififü{/ili~,.f?¡?J~~:.;~~veniente de reacciones 

2. Fotosintéticos.'-· su· fúenté Cle'.eriergia'es la luz solar. 

,·~· :-:; /.;:; ·:./;~t~·:~~:f~~~~.~!§;~~~~t~~;t;~1t~l~~~}~~:;;~ ~-:·:·' ::" ·~ .:·),o 

Los organi~mos .- ~~-:·-~º~-~~-i-~t~~ico~_>::.'.ff~~~~:~_~?~-:::'.:~~~-·: ~~~-sisti~, de los 

~::::;.rsr,~fl4~f~~~1~~~f.~t~~~·~Jfü~.: 
sobrevivir~ . . ~:. ',:<::· .-::.'~;'.\~;y;:.; \t~;~·:- r~};;:~·.:~j/ .:·-~ ... :.'.'. ·¡ ~,;. 

'',·j .. ". -.. ;o<..;. ·~-, - :~/_:··· 
··---~'·\;~;·-··.'·''- -~:~::";":·''J~--.'.·:·.'.~-~':~·., •.. ,,_ ~~~::§.:.~-,: ·--. .' ·:_ ,-

:.:;,:::a~~~~i~~1i~~f~~~r1l~\~~~~~ª;'. 
Las planta~· v:_e-Z::d_~~ ·:-~~nt_i~~ei1. ~n,~ suS c·~o~Op1a~_t~~·~ __ én~,~rna~~-q~:~ _,?~t.~~ .. 1~ ·. 
conversión de co;en compÚestos orgánicos sfuiples (reduciclos):'rnediante 

un proceso U~ii.d~ 'fij.;_ció~. del C02 o fija~ión del carbo~;):r:á.:- -¡;¡;,;,:tas 

convierten los'_:_-pf.'Odúctos siinplCs· de" la fotosifitesis en· biOrnbié·C~a·s_:.má.s 

complejas. iricluy~ndo azúca,res, polisacáridos y metabolito~ d;,rivacl~s .de 

ellos. Las reáccio.nes qué'resuhan en la fijación del C02 fo~an-:uná. .. ruta 

cíclica donde lo~.'.in~erm_~dÍario~ clave se regeneran conti~_t.ú~:~n:~~~~-:·¡E~Ía 
ruta fue elucida:da en los tempranos so·s por Melvin CÍal~in •;'-s...;.s 

colaboradores y s,e llama Usualmente el ciclo de CalVin (Leh.ni'nger, .~t;'.U .• 

1993). 
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EBciencia de la fotos'Íntesis. 

La hoja verde no es pa.r1:icularmente eficiente en la utilización de la 

luz solar. Del total de la energía radiante que reciben las hojas verdes, 

cerca de un SOo/o es absorbido por la hoja. Del 20% ·resta.rite, una parte es 

reflejada por la superficie de la hoja y otra parte·, pasa á .. través de. ella. 

Parte de la energía radiante del sol que es. abso~bida 'se· ·~~arisfoí-ma en 

calor que aumenta la ternpera.t~ra· ~e la i:i~J~~-.··~~~"a:-~:~m:i··.~-~~~·--.~~.-:i~::~n'.é:rgia 
absorbida es utilizada. para l~ transpirS:c·Í~I:i_,:;y:..: !~~~-· p·~;;,pc;~~iÓ~ S~b~~te se 

utiliza en la fotosíntesis y es almaceri~da ~;;;moléculas ·d.; carb;,hidratós. 

Así, solo entre el 0.5 y el 3.5% d~;~.;da Ía er;.'ergia radiante que reéibe la 
,_: .. ·. . .... ' 

hoja se utiliza en la fotosíntesis, un porcentaje muy bajo. Pero la cantidad 

de energía solar que se propo,:.c!o~~.e;,;,.continua y abundante. Se.'pierisa' 

que las hojas de las._-.Pta.rl.tB:S;,_·süPéí-ioi-es, bajo las condicio~·es ::'~·ás 
favorables, pueden ser cer~ci::'·

1

~-e·.~;i·ó\;C¡;~5·znás eficientes (Andreo y vallej~S.-
··-.;?·.,,.,-. .- .. : .. 

1984). .:'!.:•;:•! ,· ... ;· ' ' :''········.: 

El cloroplasto es el •Oiglmi.iíiJB~lular donde se realiza la fija~ióri~"d;fj~02, 
éste orgánulo e~ ~~a_;;;:~~~;~¡c;g·_:d~·- 1~~ -.céi~las vegetales. Su ~O~a./t~·~o· y 

cantidad de,;_trc:> cie Ía.célulaci;,,'p;;;nd.; de la especie vegetal... _ .. ·,.~' .> , 
Los cloroplastoi :'e. e~cue'ritr~ :;;.;¡;~_,:dos del citoplasm~ cél~!~··~~~·,:,n.;, 
membrana doble: 'ta membrMa. externa es muy permeable y;1a·mérnbrana 

interna posee permeabilidad selectiva por lo cual posee alguna~'i:;rOt~ina~ 
transportadoras como el translocad_or de triosas fosfato (Lehning-er~ ·et. ·al:,. 

1993), que es un antitransportador, el ;cual cataliza el intercambi_o :de un 

fósforo inorgánico {Pi) por un.a triosa · fosfato, ya sea dihidroXiaC_eiona 

fosfato o 3-fosfoglicerato. Este a.ntitran.sportador mueve simulti...n7_~~-~te 
una triosa fosfato fuera del cloroplasto hacia el citosol y un Pi dentro· del 

cloroplasto, donde es utilizado para la fotofosforilación. 
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Éste translocador es de gran. importancia. Fuera de este sistema de 

antitransporte, la fijación del C02 dentro del cloroplasto seria rápidamente 

detenida. El transporte neto de triosas fosfato fuera del cloroplasto tiene la 

función de.réi'ri,c:iver·lc>;, productos triosas fosfato de la fijación del .carbono. 

En el., ~i~~Sol~:,_)~s~ .t~~s·a~~- ~osf~to son_ convertidas e-n sacarosa;._ El_ último 
paso cié l;;._ s.irit';;si~ de ·~;.,_carosa produce uná. molécula de Pi libre.' Este Pi 

es retorn;..ci~ ·~ ·~·lo;o'J;1;._;,.~o y utiliz.;_do en la síntesis de ATP, reerii~lá.zando 
efectÍv~--~~t-~·.:·1~:'~~61_é_~.#~~:->d·~----~i- ci~e ~~ -~tilizó_para geri~~ar~_ur1~ riiOléc~la 
de trio;,a:'ro~f.;_t.;;.•,P~r',i;.:cl~m~lécula de triosa fosfato que e~.rernovida del 

cloroplasto,,:. \;:~\ Pi·,:·e~2.'.~~il;,.iportado dentro del cloroplastoC ·.·Si este 

intercáini;i'b-_;.,:'·f~:~r~·~;:bí~~~:~~~~·r..~:-la síntesis -de triosas fosfato ·-t~-~inaria 
rápid~ent~;·5~ri~ ..... i[~l.ití .. ~~rii~le ~n el cloroplasto. lo que imp,.,,dfrll:l q':1e 

continúe la .fijac,iór1.'..':1.e,.~co2 (V:feier, et. al., 1974). < ' :;,, ;·. 

La membrari~f i2i;~~/;~é~;~: es responsable del proceso ;d'.; f~p4ii~~ión ·. 

~~i~llíl~~~ilflifi 
estructuras mayores ~e~_omii:iad~s: ~Bn:ª_s<~· ~~~e~~--;~.~-~:tr~~e,:'.:~~·~ ~~.·~:e~ {·~e,·: ~n 

:~;::º ::. :;::; .. ~~ .;~z¿~~~Íf ~~":.;;ª"' ''"~t'"ª" 
Las reacciones ·de. l.a. fase ,lul?lin~sEI.' d.,. 18.dotosÍl'ltesis 'se .1Í'i.~k < ~ cab~ 

::;:: ~= ~:e;:z::t}a.¡ef~~:~~~~t~f~~~~ji~tf:~::;º:i~:::::º ci:¡: 
reacción. los comp~n.enteS_ de.la'.CadCnE:l.t?-a.nsp"Ort.adora d.e electrones que 
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participan en la obtención de NADPH y .los del complejo ATPasa que 

cataliza la formación de ATP a partir de difosfato de adenosina (ADP). 

Dentro del cloroplasto también se llevan a cabo los procesos fotosintéticos 

del nitrógeno y del glicolato. El cloroplasto interactúa en forma muy 

estrecha con las mitocondrias. los ~ero~so-~.aS y .el citoplasma celular. 

El ciclo de Calvin-Ben.son. 

Mediante éste ciclo las plantas realizan la fijación de C02. El ciclo de 

Calvin Benson está compuesto por i2 -reS.CC:iones que deben ocurrir seis 

veces para realizar la síntesis de un:a.·--~61é~~l~ ~e.hexosa (ya que cada vez 

que ocurre el ciclo se incorpora un so:lo _á.tomo·de carbono) (Lehninger,' et. 

al .• 1993). 

La fijación del C02 ocurre en tres etap;s.· 

En la primera etapa (Weier,.: et:'::.U!,.· 1974), etapa de carboxÜación 

(Lehninger, et. al., 1993), el CO; se.)ija.·;._ co~pU:e .. tos orgáiiicos mediante 

una condensación con un._ acCp.tO~-~~-~e:,{~_i_rico , cai-bo:nos;· -la-' ribulos·a~ l',5-
difosfato (RuBPJ, para ro miar ·d(),.' .• ;d;;ié;;ula~ de. 3-fosfoglicerS:to . (Wei,;r;. et. 

al., 1974). Éste paso es • e:.i.ii;:i~;.{d;, . p()r la Rib~l~sa-1 :s~dlr~sfato 
carboxilasa/oxigenasa (RubÍ"~~rE:1:2¿;~,;e:iJ.n.:, a.la: forma.e~edió.lica.de Ía 

~~:~:~;:=:~~~r:.~¡ri'.~~=~:~~:.::..~~=::-:º· ~;5~fli;: 
·-:;·,··("·: .::,:, 

En la segunda etapa ··cw~i7'1";{;'~j·,'~/;:;~ii~J:. ~.t~~·\:~~-;r;~;~c;~~·\71.,3-
fosfoglicerato es reducido>utiliZ'aiic!ó;'NAD~H '(LehnirÍger ;"'et: '"1:~·::1993); a 

~::;:::~::::·:I:i~l'?~~~=~~f~~tt~Eºf~±t 
transferencia de un grupo fo,;Éa~C> d~l ATP al 3-fosfC>glicera~o: produ~iendo 
1 ,3-difosfoglicerato. Entonces se realiza una reacción de reducción 

7 



catalizada por la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, donde el NADPH 

dona electrones, produciendo gliceraldehido~3-fosfato (Weier, et. al., 1974) 

que se equilibra con el fosfato de'dihidroXicétona ·por acción de la triosa 

fosfato isomerasa (Lehninger, ei:.-.tl.;:i993¡> :· · ... :: ::;: .. 
. -·~, ~ .. :.'~ ,-~··~.:\;;:'· .... - ·<~.'."<:-<· - . ·,'.;·:\::<:_/". 

ª~~~i;E g::~~~lffi*Ji~l~!~i~:~ 
divide en varios pasos. , ·-.,.~·-· :·--<!- · 1 ~·'..\~ .• r¡ -.· -; .. ;::.~·;'~":.- ·:-¿<·;~ ~;).-~:,,. · 

;;·.:_~::-{ -~ ~>·:4_, .·.. ' «>'-

El primer paso es catalizado por la ·enzima:•¡;~·:c.,t~l~:~.:~q~: ~d~riti:ne 
pirofosfato de tiamina (TPPJ como su ~p.;pr6st~a;;;;·y.;_r;;qÜie'r~;para ~u 
funcionamiento Mg2 +-, y cataliza la. tI-Snsrerencia·<reverSible'~·.'dé·->.u.n-i·'grt.ipo 
cetólico de un donador cetosa· fosfato, la·. f~~:\~~~~6~~6S1Í~t·~-~~;,:~;¡-~·ii~.'~~~¡;~c,~ . 
aldosa fosfato, el gliceraldehido-3-fosfato, procit.ié:iendo xi1~1~l>~~1-;s:'.~c;;¡S.to 
(una pentosa) y la eritrosa-4-fosfato (azúcar de cuatro c~bo;,,o·s·I/}~~{:~: ; ; . .. ;, _,;:;~;-;.,-; 

El segundo paso lo realiza una aldolas~ que cat~iz<l }~\;.;;:d~~~;é:ión 

:~:~~:~::ce~=na un pr:~c~:::o la el er~:=:~:~::sfa~~P!r~íft~~~M~~~~t:. 
;~':::;p;:;:ª~;~;~::f:::ª~:,:~r t:~::º pd-:;:;~:~zti~;ri1~~~:~i~~~~jr~i 
1 • 7 -difosfato produciendo sedoheptulosa-7 -fosfato ; q,i~· ~~ .. di~did:;:;.;'.'.:~n: .. el 

.. : ~ ,;,., .:.<~··:,t:-::,,··,:{; .. ':i:~'C~.:,.,~-:_.."'.,~"·,.'.'::.~;.·. · .. : ·'·· 
cuarto paso, por la transcetolasa produciendo ':'na p~ritosacfosfato'.(ribos:"-

;~::~:=:~:~:~:::::E:::~::~IE~i;tfüS~i12l;{g#~i~iif It=i· .· 
. ~ .. ,. 

también catalizada por la transcetolasa: . En 'él ~¿;~toi:i' y séÍ>ti~o paso;_", las 

pentosas fosfato (ribosa-5-fosfato y xil~losa-5-fosfat~) ~6~· cb;,_vertid.as en 



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

fosforilada a RuBP por la ribulosa-5-fosfato quinasa. 

El carbón fijado en·el clo~oplasto trunbién se. almacena en él convertido en 

gránuÍos de almidón insolubles en agu,,: ;, , ~cle al ci.tosol donde se utiliza 

para fi~_rmar sacai-osa. 

El resultado neto del ciclo de Calvin es la conversión de tres moléculas de 

C02 y de una molécula de fosfato en una molécula de triosa fosfato. Tres 

moléculas RuBP (un total de 1.5 carbonos). se condensan con tres 

moléculas de C02 (tres carbonos), formando seis moléculas de 3-

fosfoglicerato (18 carbonos). Estas seis moléculas de 3-fosfoglicerato son 

reducidas a seis moléculas de gliceraldehido-3-fosfato gastando seis 

moléculas de ATP en la síntesis de 1;3-difosfoglicerato y seis moléculas de 

NADPH en la reducción del 1,3~difosfoglicerato a gliceraldehido-3-fosfato, 

Una de estas moléculas de g!iceraldehido-3-fosfato es el producto neto del 

proceso. Las otras cinco moléculas de gliceraldehido-3-fosfato:. ( 15 

carbonos), se rearreglan formando tres moléculas.de RuBP (15 carbonos). 

El último paso en esta conversión requiere.un ATP por RuBP, UJ:?: total de 

tres ATP. Asi, por cada molécula de .triosa [osfato producida mediante· la 

fijación fotosintétlca del C02, ~se requieren seis moléculas de NADPH y 9 

moléculas de ATP (Weier, et. al., 1974). 

Las reacciones luminosas de la fotosíntesis producen ATP y NADPH. El 

ATP se utiliza en la fosforilación de .RuBP y de 1,3-difosfoglicerato y el 

NADPH en la reducción de 1,3-difosfog!icerato a glicera!dehido-3-fosfato. 

Así, la asimilación de cada molécula· de C02 requiere tres ATP y dos 

NADPH por lo que se necesitan 18 ATP y 12 NADPH para equilibrar el ciclo 

y obtener una hexosa a partir de moléculas de C02 (Lehninger, et. al., 

1993). 
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La fuente de ATP y de NADPH pá.ra estas reacciones son las reacciones de 

fosforilación dirigidas por la' 'luz. De las riueve moléculas de ATP 

convertidas·a nueve ~~Íéé:~las···de AriP y nueve moléculas de fosfato en la 

generación de un~ ; ~~té~~~ { d.~ ~ ·t~i'os~ -r6sfat0;: ocho de -esos· fosfS.tos son 

liberados como ·fósfo;c:>>i'I1órg~Íé6'(Pi)y combin"1do con.ocho moléculas de 

ADP para regenerar el ÁTP. El noveno fosfato es incorporado '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 Ja fijación de C02 es la 

reacción del C02 con la RuBP para formar 3-fosfoglicerato son llamadas 

plantas C3. Solamente utilizan el ciclo de Calvin para llevar a cabo la 

fijación de C02 (Weier, et. al., 1974). Ejemplos .de éstas plantas ·son, el 

girasol, el trigo, el tomate y la espinac~ •. ent"i~~--- otJ::~s .. __ Su· a.rlat~mia e·s 

convencional, con distribución u.nifo~e de· 1ás, célUlas _del: ~~~Ó:fii6 ·-"P.or 
.· .. ·. . - - -~.,-; - ;~-~-- - :::.:_;~--c. -

.·:- . ..:.'." -.: __ ,,.,~:·.'.::., é;:>i'.::; 
' , ·': '. -. : ' .•; ~':'.."-

2~=~:::~~~=.;::.::~::~~ys~~tll~i~tp:: 
Parece ser que:la'.evolución de Rubisco produjo:,·un';sitio'.:7aCtivo:~que·:no ·es 

~~;;§~~~~:~~~~§~13t~tfl~~t~~B§ 

toda Ja hoja. 

La atmósfera moderna contiene cerca del 20o/o 'de 02 y 'solo 'el 0.04o/o de 
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C02, prop,orciones que permiten que la "fijación" de 02 por la Rubisco 

constituya un desperdicio de energía significativo .. Durante la fotosíntesis, 

el C02 es consumido ·en~"Ias reacciones de fijación, alterando la proporción 

de C02 por 02 en el espacio de aire alrededor de la hoja en favor del 02. 

Adicionalmente, la afinidad dé la Rubisco por el C02 disminuye con el 

aumento de la tempe.ratú.ra, ·exacerbando la tendencia de la_ enzima a 

catalizar la reacción de oxi8enasa, desperdiciando en~rgia. La 

fotorrespiración puede inhibir· ta formación neta de biomas~. hasta ~n un 

50%. Esto ha provocado adaptaciones en ,el proceso por el cual 'Se realiza 

la fijación de carbón~~ p~ic?Ut~eí-ite en las plantas que viven en.' Climas 

calurosos (Weier, et. al., 1974). 

Todas las plantas poseen el ciclo de Calvin y Benson. Sin, embargo, existen 

plantas que, debido al medio ambiente en donde viven, han"desarro!lado 

vías metabólicas auxiliares o asociadas al ciclo de CalvÍ.n-Benson. Éstas no 

son vías alternativas, sino auxiliares _del ciclo de ·calvin (Lehninger, et. al .. , 

1993). 

Plantas con metabolismo C4. 

Muchas plantas en los trópicos, como las plantas de cultivo de 

climas templados nativas de los trópicos que se encuentran sometidas a 

altas intensidades luminosas y altas temperaturas, como el maiz, la caña 

de azúcar y el sorgo, han desarrollado un mecanismo para resolver el 

problema de la fOtorrespiración. El liltimo paso en la fijación del C02 a un 

producto de tres carbonos, el 3-fosfoglicerato, es precedido de varios 

pasos, uno de los cuales es la fijación preliminar de C02 en un compuesto 

de cuatro átomos de carbono. Estas plantas se conocen como plantas C4 

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

bioquímica y, en parte, a una modificación anatómica de las hojas 

(Lehninger, et. al., 1993). 
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Las plantas C4 tienen elevadas velocidades de fotosíntesis, elevadas 

velocidades ·de" crecimiento y baja proporción de fotorrespiración y de 

pérdida· de agua (Weier, et. al., 1974), un punto de compensación. de C02 

muy bajo (Crosbie, et. al., 1981), y una estructura inusual de las. hojas con 

dos tipos de células: rnesófilas y del haz de vainas (Weier, et. al., ·1974), 

que se en_cuentran arregladas -en ~una .ariatomia especiaI' -~enc:>miriada 

Kranz. Las células del haz de vainas rodean los vasos 'de·. las : hojas 

(Lehninger, et. al., 1993) y sus plástidos carecen o tienen muy.reducido el 

grana y B.lrnacenan almidón; las célul.{s ·del rnesófilo rodean. las. céluÍas del 

haz de vainas (Lehninger, et.- al'.,' 1993) y sus cloroplastos tienen la grana 

típica y no almacenan o pose~n rn'uy_poco almidón. 

Éstas plantas, f"Jjan el .. co2';:·: por . el .. sistema enzimático de la 

fosfoenolpiruvato carbóxiÍEt~a.:(PEP;c'arboxilasa), que posee alta afinidad 

por el C02 y se enc~entra eiri '1aÓ. ~élulEts del rnesófilo. El C02 se adiciona al 

ácido fosofoenolpirÜ;¡,i¿,(:;:'¡de·t;;.s' carbonos (PEPJ), formando un ácido de 

cuatro carbono~,·.- ~i:>~~id~>?.6x.ii~~~étic0 (OAA). Posteriormente, otros dos 

ácidos de cuatr~ -~-c~~~n:?s;· !ª .. sean rnálico ó aspártico, pueden ser 
formados a pw:tir,· _cÍe1'·"_óAA .. Se. piensa que estos ácidos actúan corno un 

eficiente sistemJ_d.e t,.,;,;,"pcírte de. C02 y que se mueven de los plástidos de 

las células me .. Ó!i1S:~''.i.1os de-1.i.s' células del haz de vainas donde liberan el 

co,_ Enton.;e~:>'.,;,_,_~lveri · a la" .;éiu18.s -mesófilas corno ácidos de tres 

carbonos, dondii pueden volver a ~?·;,,_"":" . C::o,. El C02 liber_ado eri los 

plástidos de las células del haz de v,unas en:fra al ciclo de Calvin normal, o 

::~~=:~~~~~~rt:~!~~1¡1•~~~~¿:~ 
existen diferentes enzimia.s qÚe catBlizan lÍ.: degr8.dación_ del malato· ó del 

!::? 



---------------·~- ·------ -------·--------- ________ , __ .,_,_,.,,,..-,., 

aspartato proveniente de las células mesofilicas. por lo que ésta ruta se ha 

dividido en tres subclases o especies: 

A. Especies C4 que poseen la enzima rnálica NAOP•-dependiente 

(tipo ME-NADP•); 

B. Especies C4 que posee'n 

carboxiquinasa (tipo· PCK); e,:· 

ia· enzima íosfoenolpiruvato 

c. Especies C4 que poseen iB. é;,Z:i~a rrÍálÍ:ca NAr>~-depentliente (tipo 

ME-NAO•) (Lehnlnge~:~~;:::~:~;¡~~'.~~,>;.f : ".:i, ~';;;;, •. ~¡;;¡\ · 

La ruta de fijación del C02 en las,célfoásfCle°'fas plan'tas,'C4~eneun costo 

::~::~~:.:~:e:~=::;.:~'S~~~l~~~~:j~; 
total de cinco ATP para fijar una J:I'lolécula· de: c;o2/y las plantas C3 solo 

tres. Conforme aumenta la tempe;•it;,,ra _e~:;f~~'i~~- 2s y l~s 30~C (y la 

afinidad de la Rubisco por el C02 disniinuyej;_lá'g'anancia: de la eficiencia .· 
.·· '.",. ······· ' 

de la eliminación de la fotorrespiración · en ''~<is.' plantas. C4 · compensa. de 

mas el costo energético. Las plantas C4. crecen más que las plántas C3 

durante el verano (Weier, et. al .• 1974). Las plantas C4 requieren entre un 

tercio y un cuarto de la Rubisco que las .p~antas C3 para. mal'l~<On<Or la 

velocidad de asimilación de C02 (Brown, ·. l 97S, Sage; et: ai;,':· i 9S7;·, Long; 

1999). La reducción en estos requerimiento~ '<Oxp!ica:·c¡ue lá;. PP·.··lian~.t~ais~':Cc··· 4
3 
... ·. 

contengan entre un 60o/o y un so·%~ me~os ~ti.bÍ~c~ q':ie:. ~~s ... 

,·:.;,, :~"'..:,·;:·,_, ;.:,,(: ::J· .,s·· 
.-:~,·::··:;,·v· ~':::~·: _-

ªi~:~§~~~~tlÉ~~~il·~~f if.~~ 
(Long, 1999). 

poseen toda la Rubisco y las enzirn.as' mfilicas dependientes de NAO• y 

NAOP·. 
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Este sistema -fue estudiado por primera vez por Hatch y Slack y se conoce 

como Ja via Hatch-Slack o la vía C4 de la fotosíntesis. 

Plant"as con rn.et-abolisrno CAM. 

Para sobrevivir en condiciones desérticas. las plantas deben soportar 

sequías recurrentes o evitar secarse, llevando a cabo la parte activa de su 

ciclo de vida rápidamente durante el corto periodo de lluvia. Al contrario 

con la mayoría de las plantas mesófllas, -·muchas plantas suculentas 

mantienen sus estomas cerrados durante el día_ y.' los abren durante la 

noche. Así, reducen la pérdida de' agua durante el día, cuando el estrés 
• ,-> ). ~ .• •. 

debido a la falta de agua es fuerte; pero tarnbif;n se reduce la toma de COo. 

por lo cual muestran un tipo particular· de -metabolismo del carbono 

llamado Metabolismo Acido de las C::,:a~ulác.;;as (CAM.- Crassulacean acid 

metabo!ism). ya que las plantas cr;._suláceas· fueron las primeras en las 

cuales se observó este proceso. 

En los órganos f'otosintéticos_ ~e-~gunas plantas suculentas, __ 1~--fijación de 

C02 por la PEP carboxilasa se ··realiza durante la noche, ._cuando los 

estomas están abiertos; . el. oxaloacetato formado se. transforma ~n ácido 

rnálico por la ~cciór:,_ de la malato dehidrogenasa. El ii:ic:Í.o rnálico se 

de transporte 9ue· .no.' ~s, bien cónocido. 

Durante el pe~io~·O i~minico siguien.te el ~.ci~?:aj.~i·~·~.;'.s~~·~·~-~ la·s vacuolas 

~es::b::::::xi~!¡ ~:i:=:~~:Ia:~:i~~~~i~~~;~;ff~~~i~ct:all:e d~: 
!.::::~s u::e 8:1"~~od~:}~l::':a•tt~~~i~fiL~frXiit:~~e;~i~'¿: 
producido durante. Ja· descarb6Xilación:"eritraf;-~.:éic!o de :Calvin-Benson. 

Mediante éste ci~lo ei ciclo de caiVin·.Pu~de.··~pé,rar á "puertas c;;erradas" 
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durante el día. permitiendo que las plantas crasuláceas so}?revivan en 

ambientes áridos). 

En éste ciclo las dos reacciones de carboxilación se Cncuentran separadas 

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

al., 1993). 

Arabidopsis t:haliana. 

Breve hist:oria. 

En el dominio de las plantas con flores, l~ _pequ~ña crucífera 

Arabidopsis thaliang ha sido el sistern~ lnc;>de10. _ para muchas 

investigaciones de genética molecular en ··et desarrollo de '·las plantas, 

incluyendo patrones de formación, fisiOtogia. bioquímica e interacciones 

planta-patógeno. 

Arabidopsis thaliana ha sido conocida>.Por lós ·_b_¡,tá.nicos por lo menos 

duran.te cuatro centurias y ha sidO U.ti!izB.dá'.'C:Ci.inVesdgaciÓn experimental 

por cerca de una centuria. Esta Planta -_,~é -h~'-utilizá:do para realizar 

estudios sobre mutagénesis. incluyendo -·ía p~imera separación de 

au..."Cótrofos en plantas, además - de ~ ·~er. ---.~ti.I~~Ci~ . . : comO' modelo pa.I-a 

examinar los efectos que tiene en la gCnéti'ca:.1a ·rS:d.iá:ción 'cósmica y_. ia 
radiación proveniente de fuentes cercanas a_.lo~·:.-hOg~e~, com_o ~l: ~ea que 

circunda la otrora planta nuclear de Chernobyl (Bo~vman, 1994). 

'. ~ :: . : " --.- .- -
El florecimiento de ésta planta como sist-ema."_mode1C; comenzó con el 

descubrimiento dC que el. ta.xnaño de su gex:ici~a __ -~u6lé~:.~~ra· ·ei· _más 

pequeño conocido entre las plantas con flore_~ )·<'.~t.i.~;-~o~ti~~e . .'~~a c::antidad 

muy baja de DNA repetido disperso, lo que la':hace útil para: estudios de 

genética clá.sica y genética molecular. Se esúdia···qúe ~1 '-.ia.znaiio. de su 

genoma nuclear oscila entre 60,000 y 100,000 ,kil.;bases, muy parecido a 
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los de Caenorhabditis eleqans y Drosophila melanoqaster y solo entre 5 y 7 

veces más gran.de que el de Saccharomyces cereuisiae. 

Muchas mutaciones bioquímicas y morfológicas han sido mapeadas en los 

cinco grupos de anclaje del mapa genético. ·También se han hecho mapas 

mediante las técnicas de marcadores de "Restiction Fragm.ent ·Length 

Polimorphism" (RFLP) y "Random Amplified Polimorphic DNA" (RAPO) han 

sido construidos corno el primer paso hacia el rnapeo fisico del genoma de 

Arabidopsis (Bowrnan, 1994). 

Descripción. 

Arabidopsis thaliana es una pequeña hierba anual de la familia 

Brassicaceae. Esta familia es posee 350 géneros. y 3,000 ·especies y es 

homogénea en forma poco usual. Por. ésta razón,· las·· reláciones 

taxonómicas precisas de Arabidopsis con · 1os ::Otr~s"··., mÍ~·mbroS: ."de" ésta 

familia es incierta. con diferentes clasú1CaC.iones ·.·.-de:-:_ las.·~ cruciÍ~ras de. 

acuerdo con las diferentes posiciones deÍ géd~~;:,"'Á~abictC:p"..is. 

Aunque el origen geográfico exacto de ésta, planta· es desconoc~do, se 

piensa que surgió en .~urasia. Algunos auto.r~~·.h~ ~s~gc::rido·.t~S_·.-_ti~rra~ 
altas de Asia central del oeste de Íos Himalayas corri;, su fu;,~t.;. Se Í;,calizS: 

. . : ' . 

en regiones geo~áficas y ecológicas muy V~i2.das~ aunq~e Predom-ina en 

los climas moderada.mente templados del hemisferio norte. Es· cOrnún a 

través de Europa :,.~ el oeste de Asia, y puede encontrarse en el non.e de 

Africa y en el este de Asia .. Es, c.ornÚ.n. en los climas templados de 

Norteamérica pero. al no se~- ·._Una.· pÍ~ta: nativa de esas region~s,. su 

distribución dependió de·1aS· i-utas· de~.·ná..Vegaciól-i. También se ·encuentra 

naturalizada en algunas' ru:ea~ d¡;, ~...i's'tratii... 

El hábitat de Arabidopsis ·varia·, ent:re' las altas montañas del África 

ecuatorial a las tierras altas 'de Jos Himalayas y la mayor parte de la 
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Europa templada. Consistentemente con su amplia distribución geográfica 
y ecológica, hay una gran cantidad de variacion~~ ?~:Urrida~_ naturalmente 

en esta planta. Las poblaciones silvestres (ecotiposJ: han sido. colectadas 
primeramente de Europa y el oeste de A~i;;.,,a:d;;;:,.f;';.; d.;l ~·oi-t:e d~ África, 
Japón y Norteamérica. Muchos de .!Os :·ec~t·i~ci~·~!~6:Ü;:~{i·~~~ .. i"~ve·in~es, con 

::::i::~::t.::7v~asd:e::~:: :n~!:~;~~ti~i~~f,~!~A?~;:;:::e;:r:n e: 
primavera. Entre los eco tipos,'.. sil~~s tie~i-~:1'7l.': ~a.}:~r~··-:.t:'-l:Cn _t_e ·de .. variaciones 

:::;:i:r~: l~ t:::;s~:~ó:e:ai~,!~~~~~f~\~~~~~~,#~'.l~F:~rf:¿:~:::¡: 
hoja también varían. De to~~~-.·.r?~~~-~---1~·--~~~ory_~:--~~- ~<?~:'~!==?ti~o~ -~~~v~~-t~es 
colectados son hetero~ó;n~6--~'-}p~,;,~~~¿~ ~·~~~'cit~i6·~~~::¡~-6i~)~e~d~":-ei: ~Í~~po 
de floración. , . .;, ,_·:·_:~ -',~-;¡~~~-:.,. >.:~. :.>:·)j~ .::·~· : "~-'.~,.,::-;\~-)':'"·.> <:~ · .<'J:>-

·, ". }:.-_';:.,,:;::: .. ·~·---- './,:..~:::,./:..'~;.:.:.'-· ':~·;.-:· ~\-;;~:,<: "( 

Muchas de las cepas có'~~~;,.;~~t{~·~i;1izk~~~ ··.~·~·· lo;.: labor'a~;;rl~~~ tien"en 
una sola semilla ;,ornó fu~n.te orlgi~ial y h.~ .sido .e;.;g.;~ci~;ci?~. J:>:?r 
autofecundaciÓñ· -p~rj:-~UchElS · ge~érElcion-es-. Poi- lo· ta.Ii~O; ·.-s~~~.~~ci~~C~~~té."s 
en la mayoría de sus "'LOCI ... Algunas cepas -comunes de. t~b·b~~·~?.~-~):_~~-~o 
Landsberg erecta, no son verdaderas plantas silvestres -ya"·éi~~}):i~:.~:-~,~~-~o-·. 
seleccionadas para ser homocigotas de mutaciones 9ue·:_·~~e,~41~~:~;~~>·~~-:, 
crecimiento en condiciones de laboratorio o de in~·erii'~d.~~Ü~(::~::Lá~ . 
divergencias en la secuencia de DNA estimada entre l~s _eC'O~i·~-~-~;:~-d~~---;'.·~~~-~
resultado una diferencia de entre 1 y 1.5% de los nucleÓtidas·.·d~:Í:>NAC·~i,:~.; 
tres ecotipos autofecundados de laboratorio (Landsberg: ere~tE.:'f:'.C:;;iÜ~bia . .Y 

- ·- -~:·"..·" .-.: ~-' 

NiederzenzJ (Bowman, 1994). .{··:"z,i~g/.C:c!;~ :s:'; , . , 

Arabidopsis thaliana es una planta. de ro;.eta'. ~h:tlfS~~b~;·'r,;,~~~ ·· de 
crecimiento separadas en fase yeg~~ativ~ -y-_f~·~~.:"~,~~.~O~-~-c;'~~:;~.~:E·~·).i.~s~~~~.º 
vegetativo está caracterizado :por 1a P~oéi-~C?~·¡_Ó.r~5-de·· ·hoj~~' et:i ~-z:éuiiéta.:·erl ·U.na 
espiral filotáctica con una pequeña. elóngación inteffiOd.at entre hojas 

sucesivas. El número de hojas de roseta formadas antes de la transición a 
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la etapa de floracióri varia con las condiciones de crecimiento: con bajas 

temperaturas de crecimiento y días cortos se retarda el paso a la etapa de 

floreo. Un ~umento en- el número de ~ojaS está muy relacionado c'on un 

retraso en la transición ·a.· la etapa de ·floreo. El crecimiento vegetatiVo 
. . . . , 

también- vB..ria ··cori los antecederites genéticos, los diferentes ecOtip'os . ·. . . . . ,- .. . 

tienen u~a variación mu.y grande ez:a. ~l_.número de hojas (de.sde lo~ _-eét_?.tipas· 

que florean tempranamente y que p·oseen entre 5 y 8 hojas. ha;ta mas.de 

treinta en los ecotipos que flore"an .~ar~íamente, cuando .. crecen.-:::e~:.--d~a.s·. 
largos). De ésta forma, las características de la hoja corno la forrna;;e! ~'"110. 
vello, tipo de margen y color también varían entre ecotipos. 

El tamaño de sus cromosor;nas es pequeño en comparacÍÓ~ ~ ~~h OtrS:S 

especies .cercanas como Brassica, una característica qÜe··i~ki~i'~-·-~:~~f:~~Üos 
citológicos tempranos pero que ha facilitado los .~eci~~~~~-:~:-~·e:~-~~di~~~-:::d·e 
genética molecular. Varias características hacen. de }\rabÍd6~·si~:::l'.itÍipara 

~~~~~~f~~~~itlll~~ 
identificados citológicamente y se. h~ correlacic:>n~do·'".su·:~·cariotipo con 

grupos de anclaje utilizando plantas t:rlsórnicas. ) : ::::·· .e·· . 
.. -.-; ··.> ·' 

.:!.--,-., .-.. 

Ésta planta posee el genoma nuclear mas pequeño conocido. eiitre ·:las 

plantas con flores y posee muy poco DNA repetido dispersó. El tamaiio de 

su genoma nuclear oscila entre 60,000 y 100,000 kilobases. rn:uy pare,;ido 

a los de Caenorhabditis eleaans y Drosophilg melanoqaster y solo entre. 5 y 

7 veces más grande que el de Saccharomyces cereuisiae (Bowman, 1994). 
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Plantas ~ran.sqéntca.s. 

El objetivo de la ingeniería genética es introducir genes funcionales 

de un organismo a otro organismo. Esto nos permite mejorar las 

características de los seres vivos y, por otro lado,· estudiar -sus rutas 

metabólicas, funciones que realizan enzimas espCcÜi~as y 'el ~s.t~dio de los 

mecanismos mediante los cuales se conti:-ola 0:I~-,éXPresióli .de.\los'.genes 

(Hyat,~:~o
3

~~s de obtención. ; '.'.51;;:~': /.J· ·,' ~~;.\\{'.':. 
;:.:d:~:-: ;::,:~~:::d~:::~:~~:~~~~f fr~~~f !i~t::~ 
vector deben considerarse los siguientes pa.,_os:'.; _;',~;;;:, i~S::·:·.··.- --~,.~----~-; 

-.--. ;,~·:';\· 

La construcción del vector debe ª~-~~~#-)t~>LPr~·--:·~c~1~·n"1·~~-~C~~1~:~_-: de 

f~~~;¿§::~~mi:u~let:1•0e,:s:l;as:b:go~n=~:~~?.}_.,p:.ºefrm'._~l•t!•e.i.:.f_u_;~~~~.r.'d~e~··· poliadenilación. El sintético - __ _ _ -:-íS:,_:::;·iI~-s·éibi~~~-,_: 
secuencias codifi~adoras derivadas _de. ge_i:ies --~-~iO_~~~Ó-~~cO~>:,ó:~':·-~~¿-~~t~·~:~~~ 
incluyendo secuencias genómicas con iii~~"~-~-~-_Ó_~·:~-Ó~A:·~;·i::~{~--~--~~~~~:~a·· 
permite utilizar uno ó varios genes reportero~~,!~~ "d~ai~s- p-~~Íi-~J·-'d:~f~·~·t·~ 
rápidamente la transferencia de . o~~-"'-. Y..:·ge~e~~:~-~º,~-·.:_rriarca~~.'~~~ °>S-e1~~'ti:Vcis 
que permiten recuperar las· cél':l~a.~··:ó -P~~taS ·tr~Sromad2s ~·zriedi~te 
selección. · ·> . 

No ·todos los .. promotores ~on •· igLial~e~te ~ctivos en tod~s las especies vegetales. por lo qu~ la. ele.cc,ión :d.el pro~otordebe- basarse e;,,_ la especie d~ 
planta a fransformar (Hiat, 1993¡'. 
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Los genes repo~eros son genes que se expresan. en células vegetales sin 

necesidad de integrar,;e al genoma, por lo cual se utilizan para demostrar 

que se ha realiz'3.do la. t~ansferencia de DNA mediante un estudio 

prelimin.a.r:-del_·,~fe~lo"d~ la modificB..ción.:qUe_·ejerce el V~ctor en la expresión 

genétic~~ LOS~·g~~es ·rep'ofte~~s. más ·uti~~doS-,56~ --genes que codifican 

enzimas con '.·"cti~tinta e.specificidad ·, al>! subst~á.~o . que. pueden ser 

monito.reádos · media:ríte ensayos r~dioqU:i.~iCb~~'-'·.,· Coffio .el gen de la 

cloramfenicol · acétiltransferasá. (CAT);·. · histoquimicos, ·· colorimétricos ó 

fluorimétricos, como el gen de; l;,.:,;·p~~í:&~i.J.;6riidasá.. (GUSJ, ó de 

luminiscencia, corno el gen de la luciíerásá'(í:,;uc)'iob;-o Úpó de genes, corno 

el de la ·antocianina, producen u~a:~ .. ~·i:~'~ri~~-~~-~h.~;~orada en las células 

que lo contienen lo que hace que· ,l"'-sh>rii'~b~~s'de'.':identificación sean no 

destructivas. Los genes reporteros¡h:ari .. s.iclbé.:iJ:fl1b,;.,dcis para el análisis de la 

expresión genética, par~ ide~tÍ~?~--~·~~i¡'~·;¡:cf:fii~--:~~~ladoras en genes, para 

caracterizar secuencias re~~~-~-~~~;_i~f?Y~~~,~~~~~: _en· la respuesta genética 

a estímulos ambientales y -fi~io_~.~-~-~~:~~-~:~p-~-~--~_determinar la actividad de 
promotores heterólogos en·: prot6Í>l~stos'(·: d.';":· distintos orígenes y para 

evaluar parámetros que influye~ e'ri 'í;,;.';~~~;.fe~~ncia y expresión del DNA. 
'>' '-.:. 

La fuerza del promotor deternif;,;_íi;.6i''~{~.;l ·d;;:tr~scripción del vector. Un 

promotor fuerte asegu.ra ~rl-·--~~~~1-Jd'~~;~~f;~~9~PC::ió~ alto. Los pro~otores 
que pueden utilizarse son de~~ad~~,<Í~'V:Ü;.;'b~cterias y plantas como las 

~~:=·~~~]r~~~iif~~~~~~~~~; 
promotores . ..,-U mezclar,y_unir;:constr:ucciones-de~promotores que. combinan 

~::::::~Jtr~~i~~lt~~l~í]1~t~tf~~~±f1.~:::: 
de genes en los s,itio~ .d·~-~-de éSto~ s~n: -~~~~~rid~~:JS·; --~demá-s,. debe rec~rdB.rse 
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que los promotores retienen su sensibilidad a respuesta a señales 

reguladoras, como la luz ó las hormonas. 

Los introri.es,"~C!iiZi-egí,~~~s·:.·de -DNA. no codificadora~ que se presentan en 

~?3f~~tf~f.T:~?~~~~i¿¿~ift:;ª~~~ 
transcriJ~ió.ri;~y-~~,;,i:p~stula que aumenta la estal::Íllld;._d de .RNA en el 
núcleo ó que:··~';; aurlienta la exportación del rnism~·aCcit:oplasma.' El grado 

de aum~~:t~::.~~~~~d~ -de )as. secuencias exón ·~u~·.:fla4~~-~~ ~-~·f,¡rit~_ón, los 

cuales infli:;.;e,;,:: ~n ·la. eficacia de "splicing" del int;,.ón}.y 'de la posición del 
.·,-- ' - . -:. - - . ··' '-· ""' - . ,., ~. : . ,·- '" 

intrón, sier:.·do. la colocación óptima cerca del extremo 5;.:terminal dei' rnRNA 

(Hiat, 1993'¡;" 

Los rnarc~.d~~eS -.: in.Oteculares permiten:._ :ta 

,:_:.-., 

;.;'ii~Lk~ig;:,_; ~~~· 1'1'6.ii~eas 
transfo~~~as;_~:.E-S -i_~Portante: que -t~s _.~~~-~~.~-~e~~ .. ~7.~-i.t~f~ri~_':_~e1~ccióri 
limpia y ~o -ten.gari ~rectos secundarios en la ·,:e;gé~er:..cié':ri ·;;:.::re~ilidai:!/de 
las plant.i~. Al~rios .de éstos marcadore~ incluye~ lo~:,: s'en~s-·:C!~ ::la 

~:;~:~ic~d~_e;1:c;;1;::~:;:a~c::1:;::;::..~:1~1~)·~~::~talana;~I::cn{e~ioo'~,~m·;c1;c-~1·nt.:a··.·. 
sintasa Arabid~psis, maiZ y. tabáco' (ALS) -, y.. . .·. / 
fosfotransférasa· de· bacterias· (NPT· n¡· ... entre'·'otros· .. ; :Lá_-·,:;,e1locCión\'con' 

kanamiciná. utilizándo el. gene ... ~Pr II :se 'ut:nl;;á. ·•ampliamente O: para 
recuper~ iir::~as ··• tiánsformad.;_s de;. pi~~.;,;.' di~otilé'dóÜ.;~~Jp'~;_;"¡~,í,;.;;ta'.s 
monocotiledÓ·~e~S, ·se. P,Ú.~de ~~-tÍÚz~·~il~r-~·'seteccióri: "éori} 'b;i~~~,~~~~bfE4~~5 ·:Y· 

clorsulf~óri; · ·· > ,· "';: ·. ;:· '''.; ~ ;)>>·\.•··· 
El uso de v:c~ores ~iral<:s pro~u'L 'ré.pid~e~t~ la ~~~.;;~~C~cl~ e~~able de 
las secue·~~·ia:~·.·de- tr~sÍo~~CiÓn-y iá: .reg~~n~ración.·d~ 'las ··pJ.~ta~.- AlgÚnas 

veces los· virus pueden catalizar su replicación y el movimiento de sus 
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genomas de las pocas· .~élulas infectadas, al princ1p10. a prácticamente 
' . 

todas las células de su hospedero en un periodo de dias ó semanas, ya que 

han adaptado sus estrategias 'de infección a la arquitectura de la planta. 

Las células de las.plmtas'Ínaduras están conectadas entre si mediante la 
plasmodenT'li.; fo~.:.h<lci\.i.:,, s.;¡o,•;;ornpartimento grande: el 'simplasto. Los 

virus ·qúe átacáriJa':)as''?ían~i:l;. .. pU:eden alterar los limites de la 
plasmod~rmi~--:~.~·~ié'i~~d'.o-:;ei;::·~i{6vimi~nt~·· de sus geri.omas etlt~e·- células 

adyacentes. Mo'.rírriientcis de m~;,:or' di.;tru~da se real;_,;an a: ~r"1vés del t.;jido 
. . . -:. . \' . ' . . ' 

del floema. 

Las técnicas utilizadas en células. ~~~~ . .d4ies, pará.. introducir el vector al 

tejido blanco son las sigUient~~~- · <-,'-: y 

1) Transferencia de genes ,_-~,;d.fá.da-:/p·o·r-~.: ÁQrobácterium tumefacz"en.s ó 
agroinfección. '.· . .,~:.:_: ~);-~~:-.:~;. -~-·.· · .. ;:._~_,:. 

Uno de los métodos d.e obtenció'n .de la~' plantas transgénicas es la 

transferencia de genés. ~ediada ¡:ici;'Ágrc;ba~teriUrn tymeCaciens. Ésta 

r
teecsn1·sotleongcia1·a haa vp1;ruer~s. i.t11'. ~~s.+~:e;:c·~-~ti,~c~~.~.:'~.:d~a~:.~: __ .s~~~.-.\ ... ~ .• e~ f.:;:~~~~!~{~7 ~~_gel?-~~ que codifican la 

u. ~)ll~C::.c·t·O~i~--\ ~sí:;·. comC! aumentar la 

calidad de la proteina • conteriida· en •l_;:s•, seffiillas., Se utiliza en plantas 
dicotiledóneas (HiaÍ:; I,,993). _,·~?• .. ,. :e< 

2) Transformación.rnediáda porprotoplastó.;.j'' · 

tr..=:;:ni::csn~::til::~:..;e; ;;~:~~:,~j¡j~:~t·t~:1:Y~~~~;;~~~:r:: 
::l:~:::or::i::og:n::s P;~ s:sp;:,n;~::~~f~~~~td,~~~!ª~~~t~1![,~:,·i:: 
pro top lastos. Su eficiencia es .muy __ parecida ·~'Ei''{?,la.1t'ol?~enida'\¡:-~~n .: el 

::i::::e;a d=u~::p;::::~;:syed~e~1~=i~~t.~~:;~~~~~~tif :: 
facilidad para transformarlas, sobre. su·,a<!,aP,tabili<!:,~•·d.~a l'!s·._eültivos, in 

vitre y sobre su capacidad para aceptar DNA:e_;ctraño."L,;_ calidad de los· 

cultivos embriogénicos en suspensión es un facto.r irn~o_r_ta.rite p_ara la 
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regeneración de las plantas ó tejidos. generalmente se utilizan cultivos 

en suspensión derivados de callos de semillas maduras que muestran 

alta eficiencia de regeneración (aproximadamente 10%). Éstas 
suspenSiones se renuevan cada'seis meses ya que tienden a perde·r su 

capacidad morfogénica si se, prolonga su cultivo (Dennis y TÜrpin, 
1990). 

3) Cotransformación. 
Ésta técnica se ha utiliz~do > c~n éxito para introducir gene_s no 

seleccionable~. en arro.~ ... ~~nsiste ,~~ . mezclar plásrnid~s que coritienen 

el gene no seleccionable ·c;o~:' plá.smidos que contienen eL gen 
seleccionable con marcador~ 'éstS.· -mezcla'- . se introduce en los 

protoplastos. Una veritaja .. -.d·~::::é~t~·j~t~Ci:li~a· ~~~---:~:q~e,:·~·~~·/~~s--<nece~~o 
construir un plásmido q~e-_có'~~~~g-~,\-~~~~-~~~.· g~~T~:::-~-~-~~Od~_9i'~· ~~~-~ ~l 

41 ª~ª~~~;~=~=;j~~~~if ~ii~t~~¡~u:-
El RNA antisentido ·está'.involucrado·::en::,e1::contro1::de:«1a-::"expresión 

genética en procari~~is :i-,;*~~~~,é~~~;!,;_~m~~e}i,<~~~~~E;~~~~%~~,~'iste 
anti sen ti do se enc1:'1~~ ~~~!·~.~·~~~~~~~~,~~~::en ~·~~~p~~~·.~:~,~~ }'.:.;deH~.i~~~.i~.-:- de 

~~;~~~~1~l~~§1i~plartali~nft¡rto •. º.'.t.•dl.fu~Icijr~.~<liofs: 
plantas._· ·._El :~-~_S(?) .. ~e Aqrobacteriurn tumefD.cieri·s -. ___ , ____ _ 

antigene~ e_n ~ pl~ta~ dicotiledóneas provee de ü~ :·: ~~~~~~~:~-~~rsátil y 

eficiente que-PuédC utilizarse con sistemas dC genes·~;reporcCrOs y que 

causa el fenómeno de disminución (down re~Í~i,.'tio-n{ .de genes 

endógenos y de las proteinas que codifican de las plantas y, en algunos 



casos. ocurre un cambio del fenotip~. lo cual es una característica 

medible; De t.o~a~·rc~~rmas. no parece haber correlación entre el número 

de copias .del ·antisentido que posee la plan.ta, el nivel de RNA 

antisentido .::~n".'··e·~~~do estable ó el nivel de reducción del transcrito 

afectado . ¡:,()ri\'.ÍÓs ~:: cá:.nbios fenotípicos que las plantas pudieran 
pres~l-it~.·j;~·¿'. . . ·.,.·-,,~·. ,.; 

Ésta .-·~é~~i~i~::-/p:~~t~.:-:: .. Conocer .. la función de genes específicos. de 

prote-i~a·g-~¡~·e·S·P:~~#~~~~~~.;::.1a_ ., id~~-tificaciÓn de genes desconocidos y la 

gene~ac~ó'~-.:.:.:;:··d~}\·~Ú~-J~~--' Pl~tas con características alteradas que 

aum~nt~- ',;.;_; ·~,;.¡º~ ~.;mercial (como en el caso de los genes de la 
: ; ·_... : ;.~· ; .- . ·. < .: ._:.· ·. ·. 

poligalacturonasa>eri .. eljitomate), además de permitir la eliminación de 

la expl'.'~s-~Ó~:.·~~-·-g~n~s introducidos anteriormente en plantas. 

La sec'.uC~-~ia<RN~ --anti~entido consiste en una molécula peqt..ieñ~ de 

DNA estable diseñada para unirse a RNAs de una sola hebra mediante 

la complementación de pares de bases. Éstas moléculas puede,:, ·ser 

RNA ó DNA; Solo se requiere un 80% de homologia .. entre:·e1 .RNA 

antisentido y el RNA blanco para que el RNA antisentido:'t~rigii efe.etc. 

Se presume que no solamente existe una interacciór'i·.eritre·iRNA/RNA 

para explicar el efecto del antisentido y. aunque':tod~~S: '. __ nci - ,;.¿, ha 

dilucidado Ja forma de acción del an.tisentido, ~Xisteri'va'r¡ás·hÍpótesis: 
a) disminución de la proteína producicta':P~r ~l}g"i:i.;\'b1~é?;'.debido a 

una reducción en la cantidá.d ... de.,=·rnRNA;:e~~·e"stadO ·e""Stá.bl~~,:~m.e·diante 
un mec~ismo aun d~sco~~~i~cit~ /t~\.:.~ ~~~.y:,::~·'.~'.¡\J: -,~: . -···;':-/:-: :,:_;.';··, 

b) interacciones DNA/DNA.-entr<O·,, .. i ~e~e.~tise~tido y elgen6 e;:.cÍógeno 

e) ==~'.'.::"'.;~~~ªzi~~;tt~~J~{~f~Fb:: 
endógeno, lo cual terl.-dri~ ~ co~o -co;;SecUen'cia'~ i~ :'"cú~~~UCión. 'de la 

transcripción del gene e~dóg~no. p~ro no hay evide'n~iS::·:de.-qU~ esto 

ocurra; 



d) interacciones RNA/RNA con la subsecuente degradación de la 

cadena duplex; lo cual produciría una disminución de los RNA 

sentido· y· a.ritisentido, fenómeno que ha sido observado en. varios 

ca~os !.·-~~·~:t,_·~~e-:~Ue ésta hipótesis sea la ~~e_·~~~e~~~<~?~l>ffi_ayor 
fu~r2:a 'y~'ei:.;é~t..:dión. Es posible que la doblé;;.;.;.ct~ri~ d.~>RNÁ. sea 

blanco·d.é.~egr'adación especifica ó que se degi.;_c::Í.:O.:~á.J °fá:~id.~ente 
que el RNA"dé" una sola cadena. Aún no.se ~ªi:;"'.'.si 'éste proceso se 

rela.Jiz,;_'.;,n '.:01 núcleo ó en el citoplasma. · · ·· • · 

Se ha observado que un exceso de RNA antise;;_tid~ · no .' aurri'~~~;;,_ su 

efecto. También se ha observado' q~";,·· '1~;..> kenes antis.;,~i:ido 
complementarios que cubren desde .. el e~tr.;,I"no.5' ó 3'.h..:sta la mitad del 

gene son tan efectivos como aquellos que·e:t:;.t>ren .. todo el gene'. 

Sorpresivamente, la introducción de RNA sentidCl tien7 el mismo efecto 

que la adición de RNA antisenticÍ.:;. ~~~e fenón:ie~o seha d.;,"x-tominad~ 
cosupresión y su mecanismo _aú.n~· no> ~e ',h:a: ~determinado, 'aunque:_ :s_,,; 

' -- ' .. , .. ,, __ ,_, - .· - . .. --- .. -. , ... -
presume que pueden exi~~r·.~~tC_r~_~ci~n~s-~t~~S~ .. : __ eritr_~_ l~s_·~_Se~--~e~~-i~s 

:::;:o::e~~ DNA ó que el ,e~~~'.'.~.'~:;.~~~~;::~l~~U,7ª~.t~:~fci'.ip~.ión de 

La técnica con antisentido- s~ .:;;e/'u~t~da·:,.~-0~· í~:r;.·i.:~~~~i~i-~:;-~·~ye~~'ú;ié .. d.e 

la inhibición rnediab:t.; ,J.~;c;;;.¿:;:¡.;fu"r.:..';d.._;;{~'%~;:;f~l~d¿g;.¡;;:;,f;ci6n •del •· 

~~!:7.ucleótido .compl;{ri~ni~6'•. '~f.i,'.~ii~}~01.~~~~~~~t1;flt::·~~~H.iat;. 
5) Electroporación. · ·:.;.::· .. , .. ;.,,.,·y .. ;,.-.;,,, '°'" 

En ésta técni_c~ una de~C~g~'_el~~.t~_~a--~~~é-~~~-P,~-~-~:f -~6.~{~-~~~~-~~-~~a 

~~~fd~:If:?f.i~T~~l,'1~i: 
6) Agitación con camas de vidri~~ -~·...:;<·¡.:.:,,>,,_:~/·.~'.-~:,t_,,-, ,,._ .. ,·:-.:-.:e·: :--··;-'·-·· 

En ésta técnica el DNA se intr
0

odúCe a· -·1as ·:_Células·. rompiéndolas 

mediante una cama de vidrio en presencia del plá.smido con DNA. Ésta 



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

del bombardeo ya que hay una integraCión al azar de DNA 

transforrnante dentro del genoma nuclear, presentando· una ó varias 

copias del mismo. 

7) Bombardeo con microproyectiles. 

Jtsta técnica permitió la recuperación de la prirn:6ra. ~1E..nt.;..'. fértil 

tr~sgénica de maíz y promete ayud~ en, 1a: transÍO~acii~~ ,:-~~ las 

plantas monocotiledóneas. Con ella se pueden realizar· ·, ensayos 

trariSitórios en genes dentro de runbientes de organización· cel~~ar en 

especies homólogas. Posee la ventaja de que la penetraciónfisica.de las 

paredes celulares permite realizar transferencias independientes de 

DNA en un ~plio rango de tejidos. La pistola de microproyectiles fue 

diseiiada para bombardear .células vegetales con rnicroproyectiles 

hechos con metales de alta densidad, como oro, tungsteno ó platino y 

cuyo diá.nletro. oscila .entre los. 0:4 Y. 2 µm, cubiertos .con .DNA. Éstos 

proyectiles son dispará.dos a altas velocid"ldes ·a células intactas, los 

proyectiles atraviesan la· pared celular. y-::: liberan el DNA denfro de la . . . ' . . . . .· . ~ 

célula, algunas veces dentro de orga.n."~_~os;-·-. ; •' -. ·\'.-

La integración del DNA denti;:o 'del genoma ,de. la plan~a y ~u posterior 

transferencia se~al a !El ~~dg~~i~_·:h~:·-~_i_d~·:,_r~P~~~d~:'._~~ ... n?-:~~·~,--_tf~-~~~ Y 

~~:~~=~~~~f~1~~~~it~~~t!c:: 
microesp~~a~. ~~·-:--~~1-~n~_'. ~~b~~~~s·'.: e~~:~~~ e~~~o· 'én e~rist~~-os, 
hojas .. y .culti~o~ ··~x::;!s~i~~i~~?~1'.~~~~:~~'.~~~~l:~$'{ .~.,,,,.,,~;,~~~~i; .• 1.;, 
utilización de: ... una~·grán·:_:VariedS:d-:de .. tejidoS'~:fLO'S_:.te;1 oSfCn'~,los\cuales 

ésta t-é~~i~a .:;·~'.~·~;:_·~~~'S:r~ri;.~ ::~:~cir/·~ i~~ -~:~j'fd~~ .. ~:~~/?~cii!6~g~r:;~~~}?~·~ii;h y 
~-l' _. '. ;·,;::-~<"··t>~:· ;;;.'.': "<•_-'j;j:··.c·3 • 

';·~\,_,~·:> .. ,:·· 

Cabe mencionar · que el bombardeo ·de particúlas · · · i::aús·a un daiio 

importante en las paredes celulares de los tejidos sometidos, por lo cual 
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debe cuidarse la viabilidad de las células. Un pretratarniento del tejido 

con .rnanitol a una concentración entre 2 y 8°/o p/v ayúda a minimizar 

éstos efectos. También puede adicionarse manitol o alguna otra 

sustancia con propiedades osmóticas a los tejidos dañ.ados para 

permitir su recuperación. El bombardeo también provoca un aumento 

en la producción 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 daños mayores. 

Aplicaciones de las plantas t:ransqénicas. 

Una de las principales aplicaciones que tiene la formación 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 reducción en el uso de insecticidas químicos y su fácil 

implementación, sin embargo, se pueden presentar problemas en cuanto a 

la aceptación de los alimentos así generados y a su posible inocuidad;·: el 

precio de las cosechas así obtenidas, el flujo y la erosión genéticas f que 

puede ca~.~arse Y,_el desarrollo de resistencia a éstos genes. El 1..1::~.~·.~~:' .. ~,~~~~ 
plantas. se debe legislar en cada país y desarrollar sistema·s '· d:.; ·:·~Ei{i..,;;~i'a. 
en el uso_ d~ ~~~~as transgénicas, proveer de inform~c.iÓ~ ~·~:.I~ci:~-·.: ü;;ü·~~~: 
acerca d~. lo~ benCficios, riesgos y cuidados que se d~"f::>e~. t.~~·~.~;~~i;;·:~t.til~~
ésta clase d~ plantas modificadas y, sobretodo, estirn{¡1~:~!·ii~6';~i;;.ii;~to y 

ético de e,;tas 'rnetodologia.s (Parkinson, 1997). 

·:.', ~ 

Ade~á~,, IS.s -Plantas transgénicas permiten. e'S~c:Ú~::iji,_:;'Yi:Vc? ;:I~S·~·f.;.,.riciones 
de k>s g~n.;sy los mecanismos mediante los c'::1'1Ié's.s~~efiu,i~ (Hiai:,··1993). 

Estas plan.tas ·son de gran utilidad en los e_studiÍ:>s ¿¡¡;n.·tin(;;o8: , . 



Rublsco y Rublsco actiuasa. 

Eseructura y función de Rublsco. 

Rubisco (Ribulosa-1,5-carboxilasa/oxigenasa) (EC 4.1.1.39) es la 

enzima más abundante en el tejido verde de las plantas. Su función es la 

de unir el C02 atmosférico a un carbohidrato, la ribulosa-1,5 ·düosfato 

(azúcar de cincC:, carbonos), presente en el cloroplasto de las'plantl:..s,:·y del 

rompimiento mediante hidrólisis, del intermediario · in_e.Stable::_- "de:·' Seis 

carbonos para formar dos moléculas de 3~fosfoglicerai:o (PGA): iniC:i;,.r;do el 

ciclo de Calvin-Benson. Ésta enzima trunbié~ es.· ')l~ada· · RúBP 

carboxilasa/oxigenasa,: C~boxidisrnutasa o: Ru,biscO. 

Rubisco también cataliza la condensación. de 02 con RuBP.' Éste. es el 

punto de inicio del pro~eso_11~a:.:i9)oto~espiración, el cual ~e~ta la 

eficiencia de la fijación del CO~. E"':ta''I"eacción produce una mo1éc;:i..t1.i'de 2-

fosfoglicolato (donde fue unido el ~;d~;;,,:;:,) y una molécula cie PGA;E~_ia·es 
la actividad de oxigehasa.· d~ )~·ehki#}~-; -~~dCnte en s~ no'cib~C':- ~RibüiOSB.--:-

-,.~.c:..s.-, 

1,5-difosfato carboxilasa/oxig<:riª"':.ª"~+··. .·· •... ,.>,,,,; "·'···· 

ª~~~~ª~tlll~!li~\ª 
metabólica de. esta_ ~~~~~i,~-~-::· ~~--·:'.é_~~-~-~~~ar~_;~_~-~~5.~_~t~;t·:~~~~~~+:~~)'.· ~j-~~~ó~. del 

;:~:::::::?'~1ti~!~~~~i~~~Íif~~ip~J~jflE'~ 
C02 (Lehninger, et .. al.,. 1993). 
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Rubisco es una enzima compuesta por 16 subunidades, ocho subunidades 

grandes' (LS) ·cuyo .peso individual es de 53 kilodaltones··¡kDa), y ocho 

subunidades p~c¡ueñas'(SS) .ºº;..peso; cada una, de 14 kDa. La en,.,irna, ya 

ensambiada'.; ?ósee un pesó de s5o kDa ¡chaprna:n.· et. al;, i9ss¡ y forma 

ªif#ff #l&~~~1~~~f::~~;¿}Jf~~~~]f ~ 
protein.;_' de unión. ,de la subunidad graride (LSbp) cuya fLt~ción·~~ :ta. de 

evitar la agr-egació~. de 10.:. péptidos antes' d,e que ,;.erui ensa'z'nbí.•.d~¿·c;;;n. las 

subunid.;_des p;;queñas (Heinmingsen, et;, al.; l SJSS); · és~a sl.lb~iiÍéi;._~ ;•,;s. la 

que contiene el sitio catalítico. dela enzima (Lehninger,, et. ;8.I.';~i99-3f;,La 
subunidad S es codificada en• el geno~a nuclear: su mRNAestá' asbciaclo a 
ribosomas citoplásmicc~)s' y e~-:~uY.:P~·sib~~- ~ue Su Íunc'i_Óri~.~.~.a::~;~~~I~d..~~~ 
(Lehninger, et. al., . 1993). ¡;;sta: sl.lbl.l~idad es sfat~tiiici":i~'~;;~<:>'.:': un 

precursor de 2o kDa Y, tÍ~ne ;_.,; 'pé¡;ifdo d;; trárisito de 46 .;_ S7. ~I:;i~é:~i,dos 
que actÜ:a ~om~·---~~:.n~f~~~-~-~,~-~n~.f!.~~:d~_,._~~- sitio .dé~U~ó-~-,~n-:1~·.'~~~~-~-t~ra. 
del cloroplasto .Y' íaciÍi~~~;,,.¡,;.·{~Il.'tr-B:da .de· la subti~i~adfs/ci~h~.:( d~l 
cloroplasto medi"J:'l te' un p~oceso ql..l"' • .. requiere ATP. 'purante o;· despllé,S~del 

~~~'.~!fliillilllf 
El hexadecámero es disociado;ezi\süs •subÚni~:"des bajo'' i.m~cvariedad 'de 

=~n=~:~:::. ::s;uª:;ó~:::::~':i~~5f!J5f~}"f1~i~#:~,i~~~~ti1:}~::,· 
pero su presencia en la holo~~imS:"e~ ~~en~ia.l pa:ra·'s~- f~-~ci~~~ierlto. 
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El arreglo tridimensional de. las subunidades en la forma LSSS de la 

Rubisco ha sido estudiada, mediante microscopia electrónica y 

crist:aÍografia :de. rayos-X. Las subunidades. L se arreglan .corno dos capas 

de cuatro s~bunidades• cada i..tna e:.:i,·un afreglo ,:cuaci.~i,;._d~: .Se había 

propuést:o. q1:1e las dos. cápas resbaJ":ban uná sobr~ ~t~a-pero recient:ernente 

se ha dem:ost:~adÓ c¡ue esto no e~ ~i<;!'.~~.~.'1i,:{i~E~ii;~:.:,r'~~~ig1:a,'f~~ce un 
barril con 105 angstroms a lo. largo del 'ejcoéde:~~~ ~ua~ro.¡:iliegues :y 132 

::~;:Ja:·:~nt:~di;~:;:s :'ná~ar7s~h~.}~I~~tJ1~~¿~0j~~J,;t~,~;~-~~"están 

~~.~~:¿~~;~E,~~~~lf~!:~t~;J~ 
cuatro. hebras de tipo "sándwich abi~rto~.d.e topología _con UZl:ª .. uperficie 

expuesta al solvente. Los residuos 1~9,~a':':'77 .. se pliegan foÍ:Tr:landÓ :un bárril 

alfa/beta o dominio B. El barril es.tá}~rrnadÓ por ocho hebras beta unidas 

mediante puentes de hidrógeno torcidas pero aproxirnadament:,. paralelas. 

Tres ·residuos están involucradOs .erl Í~ catálisis y se encuentra.n_·:de:llÍ:ró de 

10 angstrorns en la zorl.a d~I ~ltic;> S.~tivo (Lys-175, Lys-201 y_oí:U~~o¡::Giu-
60 s;,, lo;,aliza en el dominio N'.·d..i.la segunda subunidad i.. De ·hecho/ti-es 

' - ~ • . - o . .1. . ' . ' . . - . • ' ' • ~ • . ' 

segmentos del '.1orrtinio N pa~án .derúro d.e 13 angst:ro~s del gz-Ltpo amino 
épsi!Ón de Lys-20i, do~de la ;;~~á e~ a:ctivada ,;.,_ediani~ l.;._ fo~íi6Ió¿ de 

un enlace . covalconte con C02:, l.a: pre~e;ncia ·.de . rvrg~-:. ~~en'.de ;a: retener el 

:~:::ª;¡j1~u~~:•~º~:Pe~~:ª~~~ó~i~~~º.~¿tz:.;¡º-~:11eº~if~i.:'i!c::~~: 
form~d~ eri 1.i irite;f.;;~~·d.~ d.;J~-'~ti;¿;;:;~i.'d~~;':é~\~\;~~~':: ·,~· ·>• ;; 

·.:;.:o ,~J·- -- :o:~._ - ,~::_,.,;, · .. ~'- s-->~:·;~?~,:. :. ,.- -: ;~:-.::-: ~-.{:-.,_ ..... ¡ í;~ . __ ·:--\: .-.: ~::}:•:· 

~: ;r:;:i::~:~Je;~ttir~~~·i~·til~l~7;~::i:fi:::::~i~:~:s~7~: 
subunidades s tienen aproximadamente 123 residuos que forman un 
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dominio con forma de cerebro con su grupo carboxil,o terminal cerca del eje 

de los cuatro pliegues. La contribución de las subunidades S a la 

conformación dCl sitiO-..S:.ctiVo no sé' ha-~l~.;ida·d~ .... ·:· 

:::s:j:s:~~~~~~r~~~~~~i1i~ltf l~:=:d~~ ::: 
La gran i~ant~d·ad • cici{ Rubi.sc~ •• ei: el~ estroma/del• C:loroplasto da como 

resultad~ -~n~··gr~· ~~~~_en't~a~ió~<:~~--~~;¡:~6~~~;:~;~~-~,~~-::e·~·t¡·~~dos entre 4 a 10 

mM. Así la conc~ntraciÓ~ _d~_~·.·si~-i?S:-~_~t~i.1:i_~~~~,~--~~~\~~~~r que muchos dC:: los 

intermediarios i~Voluc~adoS_·en··-~~·:_-'~~-~~~i~~:i~l-i~-~~:;_C~b~no .. A pesar de todo 

la cantidad de RuBP clorop!Asti:o·e~ p;:~~.;;,_c,i.;_·ci;;; Iu.i .,;s entre 2 y 4 veces 

la concentración de los siti~~ :·a~ú~OS·Y.',i?..0 .. \;~.:·1.irz:útante para la íijación de 

C02. 

Debido a la importancia del proceso que r.;,aliza Rubisco (Salvucci y Ogren, 

1996) y por ser el sitio donde inicia la fijación del C02 (Lehninger, :e!t:· al., 

1993), Rubisco es el primer blanco· de• regillación del metabolismo de. los 

carbohidratos y se encuentra altamente regulada. L.;. luz; la .prese;,.éÍa· de 

inhibidores; la concentración de Mg2+, la pre'sencia y. cantfdad de CO~ y' de 

su substrato y la acción de RA son factores que se conjugan para regular 

su actividad (Salvucci y Ogren, 1996). Además, ésta enzima está regulada 

alostéricamente ya que es activada por NADPH, 6-fosfogluconato, fructosa" 

1,6-difosfato, Mg2• y C02 (Lehninger, et. al., 1993). Es necesario que 

Rubisco se encuentre carbamilada, és decir, unida a C02, para que tenga 

actividad. La adición de la molécula de C02 se realiza en un sitio activo de 

un residuo de lisina9 lo cual produce una especie aniónica estable qlle 

puede conjugarse con un catión metálico divalente, el Mg2•.. ~ste· i<:>n 

metálico es esencial para la actividad catalidca de la enzima y solo puede 

unirse a Rubisco mediante éste proceso (Salvucci y Ogren, 1996). Cabe 
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hacer notar que la molécula de C02 que se une a Ja enzima para regularla 

no es la misma molécula de .C02 que se incorpora a Ja ribulosa-1,5-

difosfató en 18., reacció~.·c".ltá.I~ada Po~-: ésta enzima. Los cambios en la 
... , . - . ' 

activación de la :RubiSCo";:· fr1V01uc.rSn :c8.mbios en la proporción de sitios 

activoS ·que.·.:~Stw{~-~~b~ilá~~~~~\_"~ii~Órii:~ro '.de éstos sitios activos es el 

mayor factor de:·m.;,d¿:i~éió'n de la velocidad de fijación del C02 en la hoja 

(Lehninger, et. ál~, 1993). · 

Dado que el .sitio activo de ·Rubisco posee un alto. grado de integridad 

estructu.rá.i a~nqu'~- Rubis.co ºº se e~-=:uén~re carba..n:iitada. ia enzima es 

capaz de unirse· a su substrato RuBP .aún cuando :n.o pueda realizar su 

función catalítica, por no estar carbamilada.· Así, ·cua.ri.do la enzima está 

decarb~lB:~ª· su sitio activo se .une· fuertemente a su substi:ato, lo que 

impide que .Ja enzima pueda carbaniilarse de manera espontánea. Esta 

situación estabiliza a Rubisco cuando se encUentra ·en estado inactivo. 

Existen ciertos .-·azlicare's foSfatados ·,.que_ s~ unén· rriuy fuertemente a 

Rubisco una _vez_ q~e ,Cl si-ti~. acti.¿,o .. se h~: d-esC~b.~a~o:_- funcionando 

como inhibidores competitivos d.; R~BP;. Tres :dé: é;;;t;;,s ~cares son el 

carboxiarabinitol-1-fosfato ''ccAl~P), .: el. ki~c¡;~o:.U:al:Jiriit'cii difosfato .y la 

::u::_:·,:;.:~ .':ii:~rf~~?t~~f ~&~~~J~f~'.Jtr="'°'ºn 
semeJant'~·' 8.1 ~'Qt1~~-~ ~~-J~~, en,format natural.~durante:Ia~: reacción Cá.ializada 

~~~~~~~t1~t~i,1i~11~~~}~1 
(Lehninger; et. al, .•. 1993), 



Se han identificado múltiples factores que pueden afectar la velocidad de 

activación de Rubisco, uno de los cuales es la actividad de RA (Mott y 

Woodrow, 2000). 

Est:ruct:ura y función de Rubí.seo act:iW1sa. 

Rubisco activasa (RA) es una proteína que se encarga de mantener en 

estado activo a Rubisco en sus condiciones fisiológicas (Salvucci y Ogren, 

1996). Está codificada en el núcleo de la célula vegetal y es sintetizada en 

los ribosomas del citoplasma como un precursor, de ahi es transportada al 

cloroplasto, quedando en el estroma de ~ste úl,tii:i:i:o,,~donde .. es,p~ocesada a 

un péptido maduro mediante la rern'ocióri.· •.. étél 'péptido· ·ele tránsito, 

adquiriendo así un peso entre 41 y46 k~a; Su r;:,'ri.C:ió:n'e;;i:.ia el.:.' mantener 

~~~I~i~~~i~~~illl1(;¡~;~;~~ 
=~~c~u~:!~':'~i~~~~~j.{~·~j~;,~1%~·~:t~:t:::~::::~~7e::;n: 
(Salvucci ; Og~;,nJ'.1996{':.~··~:; . ' . . '· .. ·. ·.·· .•. · .... ·.• ·•·· .. •; ·•. ··.•. . 

RA se encuentrEl. J~ toci'a:~·¡;.,s especies de plantas sup.;;i~;~s. ·do~ especies 

unicelulares. de' algas ·y .en cianobacterias. Se ha .dernostrádo. que la 

distribución de Í.;~ trar1sbrltos de inRNA de RA es paraleÍ.;, a lac:Íi~tribución 
de los transcritos para la subunidad pequeña de Rubis~C>. 16,:que indica 

que RA se encu~~tr~, ;~' i~al-que Rubisco. solamente e~·-}~:; ~l~;ci¡;las·t~s. 
' - - . - -, - - - •:' · .. _ - -~- .:. ,. . .:- - -

La forma e.ri -· qlle -.:.' RA-;: actúa ~ nivel molecular _es<·~~~-~·(:.- ~é~C~~~º-~~da..:· Las 

hipótesis· a~~~ales ·que in ten ra.ll explic~ su mec'a.ni~rri.-~ '.son_-: d~·s~ 
a) RA prom~eve la activación de Rubisco reparando el ·de·t,;rioro generado 

por los inhibidores competit:ivos de RuBP y de la baja concentración de 
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C02 en el cloroplasto. RA regula la actividad de Rubisco a través de su 

dependencia a fos ·:niveles· de ATP y ADP, _que a su vez dependen de la 

presencia de luz yéde.'otros factores ambientales. Se,piensa:.que RA 

revierte la: ·Í.;:tiÍbié:ÍÓn .:(i.;, ;;¡a • acti\ridad. ·de Rubisco: :'facilitando la 

car···b····arn.. : "iia_.: .. ~.·.1.·.º.:·.·h.·.:·.;~~·~.~.:~·.··,~·b··.· -.~·1.·~·:·;,.·.·~.º .. ;-.. _.:::~.-;~.--.~ ... ·.~: P.· ·.-.~.-·.·.e~e·n.--~i_a.."<. ~··.-~· ·.: R~B·p-,:ad·e~A~':, d~\~~da:i- a·. 
liberar .. ªº Rubi's;,o,;deJ la:. inhibición de los. ,.;;úc::.ir.;,~·· ro~fa¡;;;:i:xri,:.idos a 
Rubis~bi·:-.~~:J~'.:-~·._"-:'·:;:(.:-"'"'· · ~;\~-~--"; ,i " 

·;~;º~;~?~~JÉiEE~:~:::::;:~i2i~'Í~~~:::·~·. 
b) La RA ~S~,~~~-~~h~~>~I-or:ia molecular, cuya función _es ~~1:eri~~-'.-~éti~a a· 

la enzÍ~;,,_ R'ubisco (Sánchez de Jiménez, et. al.; 199SJ. '<:; e':,•. •:;'-> 

Las chaperonas moleculares son un grupo de -farÍtilia·s ~~-- p;~t~¿~S no 

relacionadas enb-é si ~ue asisten el ensa.n:t}?_le _-no> c_Ó~~-ii:t~\·d~~~-~--~1:ros 
polipéptidos p~a ·que ést~ se __ realice _corrC_~~~e~~·e:·:~ÉstaS·,p~~t·~Í~~·s:::~o 
forman parte de la estructura ensamblada CRoth,;..an y:,Ko~b¿rg;':l989, 

- - - - . ;::·. ~ ·:.r. _, . 

Gatenby y Ellis, 1990, Ellis; 1993): ·pero si paiticipan'';en el 

restablecimiento de las ~un~ione~ .'-r-: )a ·'.··:.e.~-~ctur_~ .· ~e·0_. l~~ ;~ ;,-~?~e~ri~~.·~:-9úe 
ensamblan cuando éstas sufren' al~n\dafio; po~ est~¿~:,.:;o~.;:'.,i/~strés • 
térmicaº por deterioro durante su r;.u~c;i¿:,;: n;:;;~.:..t..si.ic;..: (iJli~: '19931: .:. , 

ª~~f~~~~~i~t~t1ti~~~~~~~5É 
molécula ac_tiv~ : _'. :~~-~~-~-e~t~-~¡~-~~-:t¡·~:ult~é.~i~.8:-~ · ._:<?:o·~p1=1~,~~-~-~\'í=?.~~~: .i~~s 
subunidades .vf:,:·~~~~"''.2f~I~iti~~l~ci~~ ~;n anmos · (Ne~1and/1999J. 
En el caso de_ 12;~:a_c~~Y~-~-~'.~~~~·:.e:~~::;t.~í-::ci~~ .. e1_~sitio_ activo:,es-:un-~ligómero de 
entre 14 y 16 subunidades' (LilleyyPortis, 1997, Wang, et. al .• 1993). 
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Las subunidades de la activasa tienen la fuerte tendencia a asociarse entre 

ellas (Spreitzer y Sal\-ucci .• 2002). 

La Rubisco acti:'a.s~-~·~~~~~~·~~~~a-:P~·~.~do~. ·~é.~t~dos r~lacionados entre si y 

~~??.;;~s~:~f ~~t .. "_,~º.i .•. ".~.~-e.•,.~.;i:f i~:~·==~:: 
;.-::;-;:.¡;-;:· .. ~yt.~ :, ··~:·: ~· ;~-~·- '-~ :/ .~·;:~·~,:::;: -

_ .. ,· ''" .... ~:í:, ·-····.:"'·'·.· .. -.-: _ <-::..~·::~·::·)~r·-:~-,~;;:~/i;~.·- · .... - . 
Existen algunos·.hechos·.que-:hacen.pensar. que la Rubisco activasa actúa 

como c~~~~~~#il~::- ci:~l~C-~~:~ .. -.~·~:~:~~~.~-:·~~-~~ellos son: el proceso mediante el 
cual la Rubisco··áctivasa_:activa::a«·.la·-Rubisco es dependiente de ATP 

(Robinson" y-.-Portis, '1-9sg¡, la R.;_bisco ~ctivasa se une preferentemente a 

Rubisco ·en.-,.farma no' nativa. e.S deCir, cOn posibles daños, en vez de a la 

forma nativa (Sánchez de Jiménez et. al., 1995), la disociación del 

complejo Rubisco-Rubisco activasa es dependiente de ATP, aumenta la 

cantidad de RA en la planta después de un estrés térmico con lo cual se 

alcanza un gran porcentaje de recuperación de la actividad de RubiSco; 

además de que RA se encuentra en grandes cantidades en. las plantas 

verdes (Salvucci et. al., 1987) y no posee una cinéti;,a -eri:i:i~Á~Íca .
convencional por lo que debe alcan~ar concentraciones no .-_~.2.t.~-Í;i-~~~-·:::~:ai-~".~: -

poder activar a la Rubisco (Sá.nchez de Jiménez, -et. al., -199 si ::Tc:>d.c,;.·-.-·¿,~'t~s 
hechos, además de su amplia distribución en· las org~is~O~'-,fci~{;~ih:~~fi.~~·~,º ... "'.,'' .. , .......... ": ,., 

y su respuesra anre. el estl-és térmico, concuerdan co~~l .. ~~.:~~~~~.~~í'.1~,~,~~a:s· 

~~§~~3J1~ª~ii~d:t?§:~:~1~~~~¿t. 
Debido a que du,~~te el -pi-oc~~6 · .. de-.'~c·ti,;.~ción _y:-de' -d~~~c«ti:V~c.ió.n ,,de;· la 

Rubisco por sus substratos ésta sufre muchos cambios con.forrnacionales, 
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es muy probable que la RA · 1e. ayude a recobrar su conformación activa, 

proceso que lleva a cabo utilizandc;> como fuente de energia ATP. 

Se ha observado, que. la• actividad de Rubisco se· mantiene y hasta puede 

incrementar~;,;_de',;p~és'>dé \un .. ~trés térmico .• respuesta paralela al 

::::1t;d~e~ .. k~1:~J1fifac1:~1d·ci~~;~::d:eci:!a::s:i":Ut· .. 1:::::d~ 
de prod._;ctos:c;i;;·i.i fo'tos~~esÍs (fÓtosintato~) auntenta co~sid¿rablemente y 

:::::~.•tt1~~~~::~~:;~::ah:;;~:::1P:ec[t:tb7;;º:IJ:•~t:~~~~dq:: 
puede". h~.~:e~: :·p_~#S~_, ci'.u~ .· ei ~ S.ume·n t:o: 'd_e _ RA_: ~--~~-- neces~:~-i'~-, ;~ar~ ·:que ésta 

pueda estabilizar.a Rubisco. · .. :.:.H· , ....... :··>'' ·· 

~;~;1~1a11•títll~!~ 
La posibiliciad el"' qúe RA; sea activ~' ét.iándo 'se'enéueri tra ~gl-.,,gadá.. con éna . 

2:~~~:1~-~l11~~íl~~X~~~~1!lº!w~: 
Es un hecho que: las temperaturas elevadas·.inhiben'la·fotosintesis•.(Berzy y 

s;i~~=~r~~~;~¡_~~Tif~,~~1lt:!.~ 
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Es posible que la activación de Rubisco mediada por luz sea inhibida por 

temperaturas rnoderada.riiente elevadas a: través de un efecto en· RA. ya que 

el aumento en 1a' temperS:t{.,.r.i de· Ja hoja de la planta ocasi6na que RA 

forme agrégados .·de' Ellto peso ~b.1ecu1~: l()s cual.;~ son insoÍ.:ib.les en .el 

ª~~3~Jit¡lf il~~~~ª~~~~ 
··:~·"· ,/.·ii .. ·::,·· 

, .. ~·. ·;· .~:¡:~t - .:r~~,~i ::: ~>. 
Se ha demos~r..:db'/ <lti.~;~;:~ubisco no es afectada directamente . por 

temperaturas modCl-ádairi'Crú:e:·elevS..das. que incluso tolera los 45ºC. donde 

la inactivacion de Rubi~~.:,:~~·irreversible (Feller et. al., 1998). 

RA necesita ATP 'para .·reitliZar su función, el cual hidroliza produciendo 

ADP y Pi. El AD? in:.hibe' 1a hidrólisis de ATP y. el efecto de éste. en la 

activación de Rubisco. Así, la a~tivación de Rubisco -rnedi~te.-~ es 

regulada por la proporción existente e:n.tre ATP y ADP, lo cu.,.¡ relaciori'." .ª 
RA. con el estado energético del cloroplasto, ~ó. cu~ ~-'.'.~-.s~~--·:v~z eStá 
relacionado con los factores ambierltales. El ADP Ú1hibe .ia' B.cfÍ"idad de .. 

Rubisco y por tanto la hidrólisis de ATP en una ffiagr;.itÜd .. 'sin1ii"-r :a la 

inactivación de RA debidá a la temperatura. Sir(~~bar~~.:,n:6~:·~-~~~~-haber 
una relación muy estrecha entre la actividad.de:ATP.;,,~a:cteé'RÁ.:c;,n:.su' 
actividad como activador de Rubisco. Éste es ui:i, S.~pe'~-~~~~.~-~_¡:\~·~:~~-~Í~-m.~_ de 
RA que aún no se ha.dilucidado completamentb (oe;ri~Ío;';'Tii~'iii)J.ggo¡; 

; '~ .~ ~ 

-c'-{·11> ;·.;c··:i,1.·.::_ 

Parece que el substrato de RA es una forma.'especiflclii:"<d.e~:R...ibi.;cio :que 
··. ··:: ;:. ·,;,<·:.'.:'~<'.;:-.;.·._; .-, ·. ,:·_>"->?"". ,-.< ·. ·' -

contiene algún azúcar fosfato unida- f~~~ten:1:~~~~,:-~<-:~~-_-.;_s:~t:~c;>: __ ~F~v_o. }-!~ 
modelo de acción de RA propuesto por Salvü66i .Y"og.:~;_':;,~;;;:¡;;ri~ q~~ ésta 

forma es ccinve~tid.S. por RA a otra forma···qud un7-~on··::;;;~~ci~ ÍU~rza_··~ 
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azúcar fosfato de fol"lTla que ésta. unión puede ser fácilmente disociada. 

Una •.rez libre el sitia· activo, éste puede carbamilarse espontáneamente y/o 

llevar a cabo su funCi-óri-\:i~:~ai:á.lisis ó ~ni?-se·a RuBP .. ·Pa.'.rec~·s~r qiie ésta 

actividad de RA es la. que nei::e;;ita' la hidrólisis de ATP. csai.,;;_:,c:c:i 'y. Ogren, 

1996).' : ·" ;.;""~J. '.'5;~''.":.,;;:<;;"~ ... '. (; >'.'!:' .. 

Otro mo~e;J'.;(P;i~d~~~l~~~tt·~~d~cws, c'o~siste. d~l ~{1.,:~,-~~i::mismo de 

::;:~i~~~r~~i;;~ist::;J:tffi~~~r~~:::: 
..... _,,, ".. . . ' . -·- - ' 

unida a Rí.tbisco :y·c:urnplé la función de regresar a.·1.;:,c:onfonnación de RA 

que le pernilt.;;_3'i~ter:a~ci;:;,;_ar con Rubisco (Aridr:e"'s, . et. al., 1996). 

Experirnent,;i~."'C'te,"''sol<:) se ha observ:ado la.:Í.lÍ:~óJ.'1.de RA a Rubisco 
cu.ando éstS. ·se--" Crl'cüeri.tra· di:snaturalizad·a,-.'riO-_ cí.iaildo S~ · en~\1er:it~á: en sU. · 
estado nativ-~ é~'ári:~h·e~:;d~ ·Jiin.ériez et. al.~ .. i9~·5·)~ .:.o,: .. ; 

; -~--::. :.: ' " - -

La actividad de ,R,\:es ,.promovida por la"h.iz mi:idiante, un. mecartlsmo que 

esta relacionado :con el fotosistema [ y é:.;r. :ia fÓrrrÍación d.;.1 ~~cÍi6r'.ite de 
------.--·;- ,, - ·- .. - - --· -·- . 

pH en el cloroplasto .. 

Por Jo que se ha suge~idÓ Ótí:-a-poSlibilid;;;'.d d.;-re~lación de R:_.,,: rn.;d.i.U,te el 

transporte de ~~ec;t~o~~S ·--~'.· t~~~é~·~'dél _ ~O~~~,i~te~a · ¡·_ ó a~~i~a~Íón d~~6t~ por 
la luz (Salvuc.;i .. ·y .. OgreÍ-1, ... 1.996) .O~ros : estudi<'.Js indican que:-." es· .. muy . . . . . 
probable que existanh'iteracciones dir.;·ctas entre la subunidad granee de 

Rubisco y RA (Larson;' et._'ai., 1997¡'. 

'- .. ,. <.'-:;:<~:;-_ ·-
La cinética de -~·-·Y_ su."· denaturalización ·fisica al aumentarse -la 

temperatura p~e~-en é s~~-' l~_S- f~c~óre~·- pri'néi~ales éte ~~ -dÍ~m~~~~-i~ri'~--d~ "ta 
actividad de Rubisco a . ,,;_Itas ~;,,mperatU:ras (Crafts-Brandner y Sal~cci, 
2002, Salvucci et: al., 2001) .. El pa'.pel de RA en.la activación de RubiscC, es 
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de importancia vital, ya que se ha demostrado que Rubisco no puede llevar 

a cabo su función in vivo en ausencia de RA (Salvucci, et. al., 1985). 
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Introducción. 

Rubisco es una enzima que poseen los ~egetales ~:1-:1Yª función es la 

de incorporar una molécula .. de bióxido ·de: carbono ·ambientál: a una 

molécula de pentosa presente ·en : la·: planta: ·para· .. ·. ge_ner_ar· nuevos 

carbohidratos y almacenar .~~~~~~~·;'A~_~.~.··;~ .. ~s~~ ·:~~¡~·~:=;.".riri~~~~~~··~~~ 'c~bc~;~~ 

::::~::.::::::~:::~:J~~~~~l1~~~~~,~i[:w:· 
Aunque aún no se .con~Ce '.~~·L_~-~-t4~-+1~'.~·to~~-::.'~~-'..:Iá:~-~~~~8:~~~~:R~~i-~co 

~~~~~~'r&llliiiit~~~ 
' .... ,, '· . ; ·.:··.'.~ -'~_;,·:; 

Brandner et. al., 2002). ·.:· .::·,'.;t:,\'.'' .... , 

Se ha observado que la velocidad fÓt:;~ti;/:~%e'.~s:~lEmtasdisminuye si 

sufren un estrés térmico. sobre.todo.~C-~~rid¿;;:~~1'~'.~:~;~é·S_i~vc:;1Ucra el aumento 

de la temperatura y se aplica de; ·r~-~~~;-:_:-~~-~,~-ri:'ii~~.::-sin'· -permitir que la 

planta se aclimate. Dado el pape(c:l.;.\;~6·~.;t.;~,''éi~.Í.;. .;,ctividad de Rubisco 

por parte de Rubisco activas~ ~~7 ,P;bi?~b~~}~li~:;"~·~t·a úi"~irna s.ea un fa~tor 
determinante para proteger dei eSfré~~:~~~~:o' ~-Ía~·~~ti~dad -de:RU.bisco. 

·:_,¡': ;·:.i -.. :~ ~~~'~;~:::;\~t~~~~- ::.:·~:~.-<:\:~·' -. . ' . . . -
(1) Las chaperonas moleculares 'son: .. :un;~po~dc·famili_~s de proteínas no relacionadas 
entre si que asisten el ensamble_ no_ -Covalente ;~de·.:,otros polipéptidos ·para que se. realice 
correctamente. No fonna..-i parte de, la~· estrUctur8.': enSarnblada. pero si participan. en' el 
restablecimiento de las funciones y la estructura· de las proteinas que ensa.:nbla.n cuando 
éstas sufren algún daño por estrCs o por deterioro durante su función metabólica. 
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En éste proyecto de investigación se han planteado Jos siguientes 

objetivos: 

Objetivo general: 

Conocer si la disminución en la cantidad de Rubisco ac~ivasa en 

plantas de Arabidopsis thaliana afecta su é:ap.;._;,idad · de recuperación 

después de un estrés térmico. 

Objetivos específicos: 

1) Crecer y seleccionar plantas .; tran~8:éni(;;,¡_s·· ·· h0.Z:Oocigo-tas con 

antisentido para Rubisco activasa.·· 

2) Seleccionar experimentalmente. las· co~dici;,nes. de .estrés adecuadas 
para mostrar el fenómeno esper~d~~- '·::_:_.:. ··· ...:.-. · ···.· 

3) Diseñar una cámara para Ja medició~'.,a~~¿;'.,~i~'c!~ ~~~cisintesis en 

:: ~~~~:~~~~::~~'l!~~~~:.: 
thaliana control y transgénicas'antes des ués"é:ieFesti-és/',:.:c,.·. · 

.· -~-~,~-:~~~:~:~{:t~(~i - . r ·'"·. ~·:~·r· ,~~ .. :-· -. 
Hipótesis: · >~:::<--~~cf.~ ~)f.~~~~~:;-j~~~::·'~;-~~~-:- .. \ 

[f~E~~t;i~~t~ifitl1il~~~2~ 
que tienen un bajoc~~tf~i,~1".~§'.~fYf'.C.ºi;~,·,,:;/i·' .:.... <<·· 

Para comprobar é;.i:a ·.· hipÓte;;.is; S'e ·:·~ti~J:~:.m' '~l..:t~s. de Arabidopsis 

thaliana ecotipo Columbia silvestres y plantas del mismo género y especie 
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que expresan RNA. antisentido para RA, las cuales se esperaría posean 

mucha menor cantidad de la.proteína RA que las plantas silvestres. Para 

obtener las muestras·biOlógicas necCsarias para realizar éste experimento, 

las semillas de·.·esta població,:,. de ·Arabidopsis thaliana se sembrará'.n en 

medio MS cOn. ka.n:~6Íria· ~~a ·sélecciOnar )as plantas que·,~Xf,~~s~-·e1 
antisentido y~d~~~·~:é:~:.'.d~~2s cÍiaS ·ser~- sometidas a un estrés t·é~.co·;· ~na 
parte se ··alrriS.ce-nai-a ·y: ·ati-S._ se· ·dejará ·-en reCuperación durante ·~ .. ui·o ~ó :treS 

dias. Se c61i;~~aré.ri. ·fu:\i.;stras de cada periodo que se .. .,;ri~¡;;;._,.án 
posterioi-n;ierit;:,.'.:>~ iS:s plantas .se .les medirán los parámetros siguientes: 

fot:asi~t·~~is,: C.~ti~·~d._;d~·-·~:~óteín:as·:·totB.les y se cuantificá.rá. el contCn:idO de 
protein.,;_ .Rubi;.có y AA. . . . 

Los lotes· de plita:~iir~~tÍ~~~~é;o~ gentilmente propo~cionad~;:por la 

Dra. Patricia León, del I~~tii'{i{6 d;; Biotecnología de la UNAM\.ibic.icl;J' en 

Cuerna vaca obtuvo transformá.ridola:s~--·; ·con·-: una 

construcción 0 q~~,-:- ~~-~~~~~~/),~j.,~~:~~~e~~ia de RA en ant~-~~~:ti~~ .. ~~ido __ ~~-· -
res is tenacia a. k~~~i~.a.~~'.N ~~-:/~~~ade~_e , a la Dr:a.; - Pa~c~~·-· L~~n. -~Y-':' a.· su 
equipo de trabajo tod~°S '¡;._~.., ¡¡;_.;Uidades otorgadas para la reallzación. de este 

proyecto. 
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Materiales v métodos. 

Material biológico: 

l. 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 

en medio MS con kanam.icina. sin tratamiento o. sometidas a. estrés 

térmico por dos horas. Las semillas de estas plantas fueron 

amablemente donadas por la Dra. Patricia León del Instituto de 

Biotecnologia de la UNAM. 

2. Anticuerpos policlonales de conejo contra Ru_bisco y. contra Rubisco 

MaterialeS! 

1. IRGA. Se utilizó un aparato·. par": 

301PS. Casa comercial CID. 

CID modelo CI-

2. Stocks de_ Rubisco y Rubisco activasa 'de .'.espinaca. preparados en el 

laboratorio. 

3. Buffer de extracción: 

Disolver en aproximadamente 45 ml. de agua: 

1.792 gr de tricina (0.16 M); 

0.0952 gr de cloruro de· magnesio (0.0078 M); 

0.084 gr de bicarbonato 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 utilizado, se añaden los siguientes inhibidores de 

proteasas: 

0.046 gr de DTT disueltos en 3 mi. de agua; 
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0.54 ml de solución de .0.0087 gr. de PMSF disueltos en 1.35 ml. de 

acetona 

co.0009 M:J; 

0.0076 gr d., l:>eru>i~idin..:di,;Jeltos en 2 mi. de agua; 

2.46 i:ní cíe .i'~~7>T'-~+· ... 

4 · ~=:~:;~~~l~f~<l}{~~;*~1~·~i~tacl,> 
5. Albún:lina'desuel"obc:>,vino(BSA) Sigma. 
6. Buffer cÍ~ fri;'.;~~~;.:;~Ll\ ~··.. . . 

Pesar 0,3fi:!~.i\~"i:?ci~JTxjs (0;062 M), 1 gr de SDS y 0.1 gr de azul de 

bromofenol{(o:2%J .:Y:disolverlos en aproximadamente 30 ml de agua, 

añadir 5 rol de kuce~ol y disolver. 

Ajustar el pH ·a 6.8: 

Aforar a 50 ml. 

Un momento antes de utilizarse añadir f3-rnercaptoetanol en la 

siguiente proporción: 

1 70 µl de buffer de muestra preparado como se indica en este punto y 

7. 5 µl 13-rnercaptoetano.l. 

7. Solución I para electrofores.is: 

Disolver 30 gr de acrilarnida y 0.8 gr de bisacrilamida .en 100 ml de 

agua. 

Filtrar ·h:asta, obtener una solución 
'.:,-e . ~ _, :, ';.; . -

8. 

(1.5 M) y 0.4 gr de SOS y 

Aforar a 100 rnl. 
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9. Solución III para electroforesis: 

Pesar 6.05. gr de Tris (0.5 M) y 0.4 gr de SOS y disolverlos en 

aproximadamente,sa· mi de agua. 

Ajustar el pH a 6.8: · 
Aforar a 100 mL ·._-· ·· 

10. Buffer de corrid;¡_,· .· 

Se pesan 4.541'.grd_e;~ris (0.025 M), 21.405 gr de glicina (0.2 MJ y 1.5 

gr de SOS y se'.disuel"en en á.proximadamente 1.3 L de agua. 

Ajustar el pH ~ B.3: · 
Aforar a L5 L;·· 

Dejar reposar un día antes de usar. 

11. Solución I de transferencia: 

Solución I (4X). 

Pesar 29.08 gr de Tris (1.2 M) y disolverlo en aproximadamente 180 mi 

de agua. 

Ajustar el pH a 10.4. 

Aforar a 200 mi. 

12. Solución II de transferencia:_ 

Solución U (4X). 

Pesar 2.42 gr .de Trls (O: 1_ M) y disolverlos en 180 gr de agua. 

Ajustar el pH a 10A;: 

Aforar a 200 n:iL •• ,• . 

13. Solución III de trMsferencia: 

Pesar 1.06 gr de-·ácido amino~ciapróico (0.04 M) y disolverlos en 180 mi 

de agua. 

Ajustar el pH a 7.2. 

Aforar a 200 mi. 

14. Papel filtro Whatman. 

15. Membrana de nitrocelulosa. 
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16. Solución TBS O.lS M: 

Pesar 12.114 gr de Tris (O.OS M) y 17.S32 gr de NaCl (O.lS M) y 

disolverlos en 1.8 .L de agua. 

Añadir-2 ln.1 .. ,de .. Tween 20. 

AJ1istar.·.:.1.pH:;,,_ i.4:•,·,· 
Aror.:U. ía do~'Iitrós: · 

17. so1J.;i~ri·+as 1 i.ii 
Pesar'3~o27s:'gz:•d;,,'·T,.¡s• (O.OS MJ y 29.22 gr de NaCl (1 M) y disolverlos 

en 4ÓO :rri1 d;;, ~;,;..~ > 
Añadir o.s ci1 de Tween 20. 

Aforar a SCÍO.:ml; 

18. Solución para lavado de :membranas. 

Tomar 4.68 ml de una solución 2 M de Tris-HCl y añadirle 30 ml de 

solución SOS al 1 Oo/o y 1.044 ml de P-:mercaptoetanol. 

19. Metano! R.A. 

20. Azul de Coomasie. 

2 1 . Rojo Ponceau. 

22. Reactivos ECL de Amersham. 

23. Placas para rayos X Kodak. 

24. Película fotográfica Polaroid. 

Cajas petri ó de plastico estériles. 2S. 

26. Medio MS (Murashige Skoog) (con kanamicina (SO mg/L) según el 

método indicado por ambos autores en: Physiologia plantarum 

(Murashige y Skoog, 1962).· 

27. 

28. 

29. 

30. 

31. 

32. 

Celdas para espect:rofotó:metr'o'é:!e''p1ástico y de cuarzo. 
: '~ ' 

'~·· . 
Morteros con-pistilo. :·<.:;:-·:-:"·, 
Congeladores de -2 .. 0 y-70º_C; ', ; : :-.;· 
Refrigerado!-.. ;:,·; ',·.~:.:;.;.: 

Espectrofot:ó~etro ad~~~ riu6So.:· 

Centrifuga. refüger;._d;;,, B;,,~kr;:,a;, GS-1 SR. 
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Métodos: 

Para realizar las mediciones de la cantidad de Rubisco y de RA 

presentes en las muestras se aplicará la técnica SDS-PAGE acoplada a 

Western blot. Para obtener las mediciones de fotosíntesis se utilizará un 

medidor de fotos.intesis.IRGA. 

NOTA: El agua util!_z.;_da: ~s agÜ.a'desi:ilada y desionizada si no se indica lo 
contrario.' " .. :-;;~ ;~_~·::. · " 7.: 

,,, ~-i'"/'' 

AJ Obtedciind~~i.'te~ia~. 
1) ·sel~~ció~\Íe: 1'>1.tiitas · homocigotas de Arabidopsis thaliana eco tipo 

C~l~·~·t,¡~ ~c~ii: ~tis.én.tido para Rubisco activasa. 

a) Las semi.llas de - Arabidopsis thaUana tanto normales corno las 

transformadas con la secuencia antisentido para RA, fueron 

donadas por la Dra. Patricia León del Instituto de Investigaciones 

en Biotecnología de la UNAM. Para germinarlas. las semillas se 

remojaron en agua destilada, desionizada y estéril durante medí.a 

hora. El agua se decantó y se adicionó etanol absoluto .durante 

cinco minutos. el cual se decantó y se añadió la -. sc:>I:ución 

desinfectante de hipoclorito de sodio al 1%. Se agitó durant·é-seÍs 

minutos y se decantó. Las semillas se enjuagaro~;.V~a~ --~~ceS · 
con agua estéril para eliminar la mayor cantidad .posible: de 

solución desinfCctante. 

b) Las semillas se sembraron en. cajas 'petri. con .. rnediÓ. MS. con 

kanamicina 100 mg/ml. y se verrializ..;dri c:Í.ur~t~48 hora~. : ' 
- . . . - . ' '•" -- ·• ---·''. - - __ ,___. 

e) :.::111.~~:~:;~~ri,~~~tf ~~f~:~~·tthii= 
d) Para producir:la_s,emilla'las/plantas :se~dCjarc:>r':·:crecer.<;n' cajas 

petri d~rM.te 13 'dias--·y 1a:s ·p¡an~a.s:·cre:cidaS-ciue· sCaI:i·reS.istentes 

a kanamicina se transplantaron -a tierra y se dej~on crecer en las 
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mismas condiciones y . manteniendo la tierra hümeda 

proporcionando agua por la parte inferior de la maceta.hasta que 

las vainas con semillas comienzar:o~ a ·sec:ar~~.:'(~~tr~. do's· ó ·-tre~ 
meses). Se regó con agua cada ~~z q~e-.f~~.· .. n:e~~·~~~··>·: :',-'. 

e) La inflorescencia se cortó y s~ c;lÓcÓ'e'n u,:;_;;;_. b~l~;.:>de. plástico 
,.C' ,, ··, ,A 

donde se dejó secar. Una ve~- ~e~.~ .'1~-~-i-~~-~.r~.s~~·~-~.~~, ~e~,~~~Vi_e-rOn 
las semillas, se limpiaron y s"e alznS.C:~n;;..ron' ·.;,n tubc;~ 'EppendÓrf a 

4ºC hasta su utilización. 

B) Tratamiento de las muestras. 

1) Obtención de las muestra:s.bi~lózjC:a~~ 
a) Las plantas se someti~rón·;-~:(CSt~éS .. :;ierin~Co a··3S°C dura.rite· dos 

horas. Antes, y despUéS'_d~.:ti~,~-~·~a~_cie~ .estrés,~-~~rm~~d: ~~ ·-.~idi<?, ~a 
fotosíntesis rnedian~~·-.·~·~::~.~p~~t~,:·.·rRa~·-~ ~'. ~~·-.~~~~~¡~~<?.~·., ~.Ue_~~~s 
antes del estrés té~i~Ó. á' la's dos .hora's, . de-~p";_tés. de;i~: -~¡..: y 
después de tres diS.:~ -,de{~~f~é~"~é~C~~-:: -- -.~:--=-:;: 

. -;, • ':·.· ,~(·~:S±'<.; ,>'::1.'.¡'C~c ·,';o·; 

"' b) f;;;~~:~ª~:~ c:~~;~)~iti~~;~: 
a) Las plantas sin ~~ées. se m01ieT<:>~., .. e_~';~'--~i-~9g~: ··-,.;: - -. -~~'.;:·y.;=.se 

adicionó buffer .. de extra~ción ~u-0ct~'.~~11P~i~~ ' . ~~'i~t~~ 
perfectamente molido y descongelado.'.La,proporc1óne~~e buffer 

~e;~~:.~: :e::;ª:~t::i;:r::r ~:~~i~~;rs\~~l~~~~t~sté:: 
centrifuga Beckman con rotor .}'"2402;'.(26\:ooo;.rp_m)':durante.~l l 

:i:::::n:º~~~~:~~renadante·i~.:1~~~:t~~~i(~~;,~~~11~~~~~~:rf Y 

b) La cuantificación de la proteina''. corife_nida .'. .. eri\ los; extractos .:se 

llevó a cabo mediante el método de' Bradford (1976). Se realizó 
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una curva de calibración utilizando una s~lución 1 de 10 grs de 

BSA en 1 O ml de agua: 
BSA H20 

(µl) 

o 
5 

10 

15 ' 

(µl) 
,-,· 

800 
·, .. ,795 

7ss 

Reactivo Bradfíord. 

(µl) 

200 

200 

200 

200 

c) En tubos' Eppe;:,_do~f s~ ~olocaron 5 µl dé extracto, se añadieron 
' ·' - .. ~. . . . :;,- ' .·.· .. . ,. . . .. 

800 µ1 de ag.,a.y. posteri~nn.,;nte se, adicionaron 200 µ1 de reactivo 
de Bradford;·':Se .'mezcló ·,.en ':Voi:-tex· y:'s.; ·realizó ':la le.ctura en 

espectrofotón.'et'io'a'59,s ~I'n en•célclas.deplástico~. 

m¡ de ~.::::~tii~!;.~J2ti~~~fi~;·~r'.1~:f.~~oteir1ás m~~i~~e la técnica 

a) El extra~to·;~e<hoja~l:'sé~rd .. ~c;Jngeló ·' .;n: hielo. En ::.un tubo 

::::~t~f~~[~lf~1JJJ~~:;fE:::.~::ª;.- :: 
:: ~=sa:~o~~~~t~~fft1~;i~~i1o~}~~~f:J:1:~~e:~: o::r::l~os 

•• 'e( '· - '_!:·;' ?.--.:-·:¿r_;. ·o:~·-.;,-;-f'-~"""¡~;_,,>~·~i:;~~;-_ --~~-

minuto~-~ ::_~:~~~::~f:·L;):.;:\:1~·:_:::":<~;f._}::;<1i /;-~J~~):\~;:;.;~-::¡-:';~><,·-i:·~><, -> :_: . •·. 

d) Se realizó/ una···: electroforesis ~::en-,;;cond1ciones deslia:tuializant:es 

~~~:~~i:::l~~6;.,•'~~~;t:~j~:' . , .... ·•·· .... con ,S:~ .••• (SDS-PAGE) 

e) Se cargó.la·muestra·:Y•.se:.dejo;correr'con:;l5 rnA·:poz:;ge.l •mientras 
-.::-,: · . . ·:,<::/··«;º.;:,-¿··: ~~;~·,-é;..O'\'tt;,_·¿:;·<:~-t~A't·Vifati:'~\<,~-·.-;-_ -:;;;;:~ ;. }·:.·_\·"'- <. · ·:;:,_ '· ~ . .- .,:· . .::,::.;;- ."-,,_'-~,,· '' :.-: - \·. ·· '"- , 

las proteínas' estaban• en' eFgél · apilaaor,31:. a, 30 rnA.·. por gel . cuando 

O ~:::::::f l~ilii,~~~~~í?t1~·::::;~~no:·~: 
las proteínas a u:~~ me~bi-á.n~' d~ ~itr~c'eiulos~. Én el aparato de 
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transferencia se colocó el siguiente sandwich. comenzando de la 

base (polo +): 

(1) Seis papeles filtro Whatman .cortados del mi.smo tamaño del 

gel y ernbebiclos de soluCión I. de transfC:.rencia ya diluida. 

(2) Tres . pap6l<Ís fll trC> .Whátrnan ·. cortados del· mismo tamaño del 

gel y ernbebidC>~ de soludiÓnII de transferencia ya diluida. 

(3) Se,· coloéÓ . .íá';~é~brana de nitrocelulosa cortada al mismo 

t.lniá'ftO'.'_ci;;;{g~l; pr~vi.llnerite colocada durante 15 segundos en 

rri~t~~i) ·-·~/~Í~~-~:o·s :.' e.n ~gi.t~ y' enjuagada con solución II de 
transfe-Z:enCia~-,,-

(4) Se. '601,;;,ó·;~l · ~~l de acrilamida enjuagado con solÚcióri'• II ·de 

tranSférenC::ia·.-~ 

es> Tres papeles t11tro .wl-iatrri.ui cortados de1. rnis!nº't~añ6 dC:.1 

: ~~~~~1~1ilitll!~~ 
durante 15 segundos~'.._Posterio~ente~se;-_colocó/en::agua::~du"rante 
cinco minutos. . .... ,.,.- -~.'·, · .. : ... ·~;;~.:-~~~~;:~~,·y·;'..~~~~~,·/·._::;:_-:--~-.-.·?~:S~,-·::::{\'.~::~'~'/-·.;~~~~;;-::'~.: .;_~- -:·~ '_-: · 

i) La membrana se colocó en-~ol,:iciÓ~ ;~~·x_;:i~.~M';'.t~~;~i.,j~ en. 

j) ~~~:~:: :0c:~:::::~::;:~J.l7:¡t§fd~~:·if~~~;i:{'f ~·;~;~;;~·} .. che 

en polvo descremada al 5%¡;• Se: dejó en'''ag;.tS.ciÓri·;rncideráda .y 
' • ,· • ,, ' -• , - • V - ' •,' •;-; • 

constante durante·· una ho.i-.0.::.--· ·.:.- ·-."·.:;_. 

k) La membrana se enj~agó .;on T~S o.is M d,;,iante -1~ rrunutos 

con agitación fuerte .. 

so 



l) El primer anticuerpo (ya sea contra Rubisco o contra Rubisco 

activasa) se le añadió a la membrana y se incubó a 37ºC con 

agitación moderada y constante durante dos horas. 

m) La membrana · .. se lavó en solución TBS 0.15 ·M y s-; agitó 

fuertemente durante 15 minutos. 

n) La membrana·s;; lavó en solución TBS lM y se agitó f~ertemerite 
dura.nte·10 miriútos. ' ... :· c .. ·;.:··. 

o) La mernb~ana' se lavó en solución TBS 0.15 ::~:.,Y.·; s_e,. ::a.gi~ó 
fuerierri~n t~- d~rante 1 O minutos. , "~: ;::;;~:. : ,~·~;,~~; ~~}::,,' -,,~:~ ~ '~,~~ f-

p) ::de:d~en:~ a ::::~:tu:n:::::~e·dJ~~t'Z:~t1tfo;~T.tSdo 

: ~:.=~::;::~¿::%~''.Z'~~~Ó;¡~~tl~:~:c~ro. 
s) Se procedió a revelar la II1<!rri~f~~;¡1>~tn~~~~¡;~;~:K~t ':!':C:L 

(Amershrun). Se mezclaron cantidadeíidgi.18.!és'd ·r ltiCionésA··y._ 
B. . . . ... '.'';::· .. "°"'''"~··· . •;;<,•,·.'\,;.•·ce· 

~ ~i~?~~~~&~:!~[~iiíf~li~ 
revelador8:_--·h_a~~~ ·;que_·_, ap~e_ció '; la-[imáge~f\~e~~ahi;· Se_,·_enjl.Íagó_ con 

~) ~~~~!~~~~~~-~::!'":"': 
membraria jra· eStá.· seca - primero· se ·cat~c~--~-P'~r¡.;:10~.--.'~-'eiu:nd.Os. en 

'. - . ' - , .. · _,,_. ,. " .. 
metanol·y.después durante 5 minutos en·S~a.··a.Ii..tC~ ·~e.iava.I-se. 

x) La membrana se colocó en la solución de lavad0'y se colocó a una 

temperatura entre 50 y 70ºC con agitación ocasional. 
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y) Se lavó durante 10 minutos con TBS 0.15 M 2X y procedió a 

realizar la. técnica, de. Western ó si se hace posteriormente se 

enjuagó con ·agua y dejó· secar. 

,", . -

C) Medición.de.la fotosíntesis. 

I) Las semillas de las plantas ·a· !as cuales: se' les midió la fotosíntesis 

se sembraron en fraSCOs" de gerber· q~.; '.Córitie~ian inedio MS con 

k~amiCi.na y se dejaron cr~~e~ e~···í~~:·~Ori'cÚCi~riés -indicadas para 

Obte~~r Í~s muestras. .·· - .· -

II) A todas las plantas se les midió de .· 'fotosinte;;is antes del 

tra~B.:f11.iento térmico para lo cu_al~ e~_fr~S~é) s¿· ta~ó e~.?\ ~n¿i~~~·~-:p~a 
frasco de gerber a la cual se le adapí:aror:. una entrada y.~riá·:~á.Ücia 
de aire con dos mangueras' de plastico.· 

III) Las plantas se colocaron de forma 

--- .«.: 
. _.,-.-:·---_'.'"' 

qu.;, :· 'r:eci:b',;:~r, '4oo 
' ' ', __ '.. ..-. 

microeins~ei~s m-2s-1 con una láritpara y en ~re~en-~~a- de- un medidor 

de intensidad lumínica.-

IV) La lectura de la. rnediéión de la fotosíntesis se realizó. al. obtener 

un valor constante~ 
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Resultados. 

Obtención de plantas hornociqot:a.s .. 

Las plantas homocigotas se obtuvieron sembrando 30 semillas por 

caja petri por lote de plantas, en medio MS con kanarnicina .. Las plantas 

que no presentan el antisentido para RA tampoco presentan la resistencia 

a kanamicina y adquieren un color blanco en éste rnedi~ a'.l~S,·po~o~--dias 
de haber desarrollado las dos primeras hojas, muriendo ..:· 1os pocos· días 

de haberlo adquirido. Por tanto, las plantas que~ I°eslst.;n' el antibiÓtico y 

crecen aparentemente en forma no~al s.?n·'>éóris~~era.'dii.~· h·~rn.O~~~o_tS.s. 
Para considerar un lote de plantas como. hornocigotas, debe de haber por 

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

Se obtuvieron 6 lotes homocigotos de plantas antisentido para RA (12, 15, 

16, 21, 22 y 24) y 2 lotes controles: W.T. y k• (control que solo tiene el gen 

de la resistencia a la kanamicina). 

Caract:erl.zación bioquímica de las plantas antisentldo. 

Las plantas homocigotas se sometieron a extracción de proteínas. 

separación de las mismas mediante SDS-PAGE e identificación y revelado 

mediante \.Vestern-blot con anticuerpos ya sea para ambas subunidades 

de Rubisco ó para Rubisco activasa (RA). Se analizó la cantidad de RA que 

presentaban las distint:as plantas homocigotas obtenidas. 

Las plantas de los distintos lotes con la misma edad fisiológica (28 días 

después ·de haber sido sembradas) se homogeneizaron con. buffer de· 

extracción para extraer las proteínas. En el ext:racto se cuantificó· la 

proteína utilizando la t:écl-tica de Bra:dford y se realizó una electroforesis eri 

gel de acrilamida al 10%;· coioc'3.ndo la misma cantidad de pri:lteína .total 

de las plantas antisentido y controles (silvestre \V.T.) y resistente a 

kanamicina (k") en cada carril. En el caso de las plantas que tenían menor 
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cantidad de RA (Jotes 12, 15 y 16) se colocó doble cantidad de proteina 

total en compW-
1

aCió.n para· poder observar. a .RA,.. El gel obtenido se 

transfirió·:: a.'. una' .. membrana'··'. de nitrocelulosa ·:la·:. cuS.1 posteriormente se 

reveló cci~.:_·-~~ib~~-~~~--~-,~6ri-~a-_: ·~--~-Y'.~ ~on :: 1 ~-~~4~~é:>s_.~_~oñtr_a· ._las d~s 
subunidádC-!{dé R~biSCo. ;_.,-- >.~'> · -·, 

Los result~do1.i 1 0~~~~~~~1~!.;"ii,2~str~n a continuación: 

En la fi~i~-t}~---;.:·~~~}tri~·~:~~~~:/~~-:,·~~-~t~rn-blot. realiz~dO con anticllerpos 

contra 1~~-, ~-:U.bit-~i'~~#~:,~-~-~~~~e y ~equeña de Rubisco. 

El revelado muC"s'trS.··~a.s Súbunidades grande y pequeña de RuJ?iS~-~ .. · 

La misma membrana para detectar Rubisco se utilizó para detectar RA. En 

el revelado obtenemos las dos bandas características de RA. La diferencia 

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 (S3 kDa -----• -- Subunidad pequer'\a de 
Rubisco (14 kDa 

12 15 16 21 22 24 \V.T. k' 
aprox.) 

Figura l. Los lotes de plantas 12, 15 y 16 contienen S µg de proteina total, 

21, 22, 24, WT" y kr contienen 2.5 µg" La dilución 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 utilizó para detect.ar RA. En el 

revelado obtenemos las dos bandas características de RA. La diferencia en 

la cantidad de RA que posee cada planta es significativa. Se ilustra una de 

tres réplicas. - -12 IS 16 21 22 24 W.T. k' 

Las dos subunidades 
de Rubisco activase (43 
y41 kDa . 
respectivamente. 

Figura 2. Así se observan las subunidades de Rubisco activasa en Ja· 

película revelada obtenida del Western-blot. 

A los Western-blot obtenidos se le realizó una densitometria para obtener 

la cantidad de RA que poseía cada lote con respecto al lote sin trata.iniento 

(W.T.) y se corrigió por Ja cantidad de proteína aplicada. Valor relativo: 

W.T.= 1 (figura 3). 

Comparact6n en~ la cantidad de' RA que pre•enta cada tipo de 
plant• (W.T.=l). 

,¡ 2 

8 i:S 1.5 :! ..; ¡ ...... .. . .. .. o¡ 
! l s. 0.5 ~ : 2 
t.> .. ~ 

a o 
12 15 16 21 22 24 

Tipo •• planta. 

k 

Figura 3. Comparación entre las cantidades de RA de los diferentes lotes 

de plantas antisentido (12, 15, 16, 21, 22 y 24) y Jos controles (W.T. y k•). 

Esta gráfica se obtuvo con los resultados de tres experimentos 

independientes y se corrigió por la carga de proteína aplicada. La gráfica 

representa el promedio de tres réplicas. Las barras muest.ran el error 
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estándar. Se .marcan con asterisco las que son significativa.mente 

diferentes con relación ru control con p<0.05. 

Las plantas con antisentido para RA expre"an dlstintas· ~~ti~~dés de ésta 

proteína. Los.· lotes de pl~tas transgénicas •12,' 15,'':··16;y·.2i contienen 

mucho menos cantidad de RA que .,'11ote n;;;_;n,ái cci6ntr'ci1w.i: y control k•J, 
,_·.· .,._,,. -- .-. ·;.·'-' - ,,. - , ... 

con rangos que van desde 0.07 hasta 0.53/Por.otra"parte;•áJ.gunos lotes de 
' .,_, .• .-:··'-· .:. e:.·-"-''., ... , .......... _ , - . ·. 

plantas transgénicas (22 y 24) presentaror'c'ari,tidac:ies:Pºr ruTiba. del 

control de la misma (1.58 y 1.73). Las ~l..:i-;'t-.is transgédic~s con resistencia 

a kanamicina contienen prá.ctica.nie~té")~ misma ~~Íié:iad · d~ RA que las 

plantas W.T. (figura 3). 

Estos valores inesperados de aument;; e.:i 'ía ¿·~tidad de RA nos llevaron a 
. -· .. , __ '. ',· ...... '" - ... '. "' 

hacer análisis de la cantidad de RÚ~~~".º~ P,ai:~',.c.C>z;."5er ,;i .. el'_t!""';~arn,ierito 
para la obtención de plantas transgénica,; ria afe~tó,el 'conteni~o y/o la 

~f~.~~~~~~~I?;~E~~:~#t~l~~?~F~ 
total por carril y después de transferirlos~"°ª'¡E;úriá.':}me_mbráná.c·de 

nitrocelulosa. se reveló con anticuerPoS,·-COritrá:-:_:_"aiiibS:~º~~SUbl .. ú1.ÚiS.:des: de 

Rubisco. Los datos expresados a coritlnuació;;· e~·~iJi'. ·~~'!~~···par. µg de 

proteína total. 
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Relacl6a. ea.tre la •Ubualclad pequeña y la •ubualclad &r&nde de Rubl•co. 

0.8 - _«?.69 º·?'.º 

~ 0.6 

¡¡¡ 
0.2 

o 
12 15 16 21 22 24 WT k 

Tipo de planta. 

Figura 4. Variación en la proporción entre las dos subunidades de Rubisco 

de todos los lotes de plantas antisentido (12, lS, 16, 21, 22 y 24) y 

controles (W.T. y kr). Los valores son promedio de tres experimentos 

independientes y la linea vertical representa el error estándar en .cada 

caso. 

La placa reveló las dos bandas esperB.el~s ele.SS y'14'.JclJa y'.se procedió a 

ª{~~~~~illttt~~~~~~~~ 
proporción se mantuv~ éorno.·~e .. ~,i>i~abi.: .. 6.:i los dos controles (SS/LS 

aproximadamerite ,i~'.íl .. º·~:)J;""s;n e~b~~o s~ presentó aumentada en l~s 
lotes de pl~~aS _~~~~~~n.~-~~-s--~.1 .. ~·~:::·~~-~:_:_y;7~._6"<~i_entras que en las plantas "-q~e: 
expresan RA e,;: .;~tldacl:iiedfM;,_:·(2ÍJ;; ~b. Ías que sobreexpresan RA (22 

y 24) no se _ob~·e·ry~o~-:-c~bi~S:·5igiiincativos con respecto a los controles. 

Los datos.i::riu;,'stian el prom~.dio.·detres réplicas y el error estándar (figura 

4).· Es interé.s8.nte· haC-er notar que en las plantas transgénicas con bajo 

contenido de RA, el aumento en la relación SS/LS es debido a un aumento 
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importante en la expresión de la subu.nidad SS y no a la disminución de 

LS. 

Contenido de proi:eína total en la.s plantas antisent:ido para RA y 

controles. 

Por otra parte, se determinó la cantidad de proteína extraida expresada en 

mg por gramo de tejido fresco de cada lote de plantas, para determinar si 

había cambios importantes en la cantidad de proteína total en las plantas 

antisentido para RA. Se utilizó el método de Bradford. 

Lotes. . , .. ' ... ·._·. 

Grupo.r .... ' -Grupo II; Controles. 

12 ·15 16 21. 22 24 W.T., .. . »kr 

(µgde (µgde (µgde (µgde (µgde (µgde (µgde· (µgde 

proteína proteína proteína proteína proteina proteína pr«?.~~ina· P~.oteina 

total/mg total/mg total/mg total/mg total/mg total/mg total/mg total/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 

cr = 1.8 cr = 2.81 cr = 2.44 cr = 1.19 cr = 0.93 cr = 0.45 cr=l.7 cr - 1.84 
.. . 

Tabla 1. Cuant1ficac1on de la prote1na total obtenida en los distintos lotes 

de plantas antisentido (12, 15, 16, 21, 22 y 24) y controles (W.T. y kr¡ 

expresados como µg de proteína total/mg de peso fresco. 

Como puede observarse en la. fi~r.;_:·~ •.. las plaritas que expresan bajo 

contenido de RA (lotes 12, .15 y_'l6) ti.,,;.en significativamente aumentada la 

cantidad total de proteína· (p :.;::ci.4.j, rnie;,tras que las plantas del grupo II 
'. . ,' ..:, :,, .. ; ~' · ... ·. ' 

que expresan mediana.TnCniC·~ .. ,'.'ó .. : :sobreexpresan RA muestran niveles 

semejantes a los controles en.·c·o-nte.nido de proteína total. 

Foto.sínt:e.sfs. 
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La fotosíntesis se midió In vivo utilizando ·un aparato CID mediante Ia 

técnica IRGA (Irifrared Ray Gas Aná.Iizer). Las plantas de los diferentes 

lotes se obtuvieron de la forma mencionada anteriormente y fueron 

sometidas al misnlo tl-at2.miento térmico que se indicó. Los resultados 

obtenidos se muestran-a continuación: 

! Fotoalnte•I• de lo• clJ•Unto• lotee de planta• control y loa antl.aentidoe para RA. 

1 
1 7 . ¡ _,_ 6 . . . . 1 

! t: ---.·· .. 
¡ ! 2 

J i: 1 . 

1 o ¡ 12 15 22 24 W.T. kr 

Lote de plantaa. 

Figura S. Valores de la fotosíntesis de las plantas antisentido para RA y las 

plantas control. La fotosíntesis se midió in vivo mediante un aparato IRGA 

cuando las plantas cumplieron 28 días de haber sido sembradas. Las 

plantas se aclimataron 15 minutos antes a la intensidad de luz de la 

medición (15 000 luxes). La fotosíntesis de las plantas que expresan menor 

cantidad de RA (12 y 15) .es de aproximadamente la mitad de ·la de.:l"'-s 

plantas control. En ca..nibio, las plantas que sobreexpresa.ri -~:prese~tan. 
una fotosíntesis, aproximadamente, 40% mayor a la de los lotes contToL 

Efecto del tratarniento térmico en Zas plantas. 

Para continuar el experimento se decidió realizar una prueba preliminar de 

tratamiento térmico, exponiendo un lote de plantas control y otro de 

plantas antisentido (15) a una temperatura de 35ºC durante una hora, 

hora y media y dos horas. Los resultados mostraron que con hora y media 

de exposición se mostraban pocos cambios en el contenido de RA, 
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embargo las plantas resistieron bien hasta dos horas de estrés, por lo cual 

se determinó-quelos lot_e;; de plantas se expondrian dos_ horas a 3SºC, ya 

que de esta. forma · S.segUr~os ver clararnéritC el: ereCto ::·.9."-:le ~··.el.·, ~strés 

térmico tenciri_,,':,~-~1~s_I>1arita~; _. _ \,-- ,;;;/.'.-~;~f::;;n.:: ··_> 
Las pla+,t,~:\ de __ l~~ l~~es __ ho;o;i~(j~ic_()~ '. ~~+eri~~f ~~;~~~~~l~f,~~~¡i;,~~~iÍ~s . 
se dejaron'• crecer.,_ a ;,2s0 c ~con:: un·" fotoperiodo'. de··1uz"osctirldad ii'de ;··'l 6XS 
hasta -~ue , cu;.¡p~eron-, ;~· di~~ d~ · habe;" s,i~o ~embr~cib;:~~;E~~ "fua .·se 

:::~~tf¿;]:±~:t~!:~~i!~it~i~~~~ 

-:.:·:--'"··· 

La protéiiia 

_les· 

de-

tratamiento · térlriico,· :.un ·di~. de~!Pué~·.:~·d~i::·t~~t-~i,~h·~~,~~é·i;ii~6· ;·;.>,~e~·: días 

después del tratamiento térmi~o (flgi.u'a 7¡: - . . '_ .. - . . -
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Comportamiento de la cantJdad de LS. SS y RA ea. el lote 12 durante el tratamiento 
t•rmlco. 

l•l.S 1 

lcss¡ 
.ORA¡ 

2htt ldr 3dr 

Tratamiento tiinnlco. 

Figura 6. Densitometría 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 conejo .contra ambas subunidades de 

Rubisco (dilución 1:4 000) y RA (dil;:_,ció.n 1:3 SJO) respectivamente. Los 

valores son promedio d~ ~r~.s: ~~p~~~~~p.~·~-!- l~s lineas verticales .Ín~i~~ IS. 
desviación estándar. Eltr7-'tami.Óntb ~é~ico.aplicado al lote 12 de plantas 

f~j~~~~;;¿;~~alrc~anzi=lar~~J~EE~~~~~~ 
periodo de recuper~~¡"~??Y~ P:~:ácticamente su valor original a los 

tres días de recup6i'-B:~iórl·:· 
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Com.port&m1ea.to de la can.ti.dad de La, SS y RA ea. •l lot• 15 durante el trataml•nto 
t•rmlco. 

2htt ldr 3dr 

Figura 7. Oensitometria de las bandas de Rllbisco (LS y SS) y de RA del 

lote 15 resl.leltas en geles de poliacrilantlda al 10°/o y reveladas por 

Western-blot con anticl.lerpos de conejo contr~ ambas, sl.lbl.lnidades de 

Rllbisco (dill.lción 1:4 000) y RA (dilución .1:3,SJO) respectivamente. !.Os 

valores son promedio de tres repeticiones y,l~S lin~as ~e~ic~es.i.fidican .la 

desviación estándar. El tratamiento ~én'rtic'<:> apÍi~ado,~ Ioteiis,de plÉlli~as 
~, " ., ·~x - ·~. . . :. . - . , .. - . . . " 

mostró qlle la cantidad de sl.lbu.:lié:iaC:ifcgrani:le;"-de:',Rubiscoc;perrruimeé:e 

prácticamente sin cambia· · .. ·~\~-i~~-~~~:f_\·~-~ .. ~F;~~~~'t~~e~·~~-:: ·térmico y la 

recuperación, la subunidad, peql.l.e~"'-/de ~Rubisco: disminuye dl.lrante el 

tratamiento térmico -Y ·prá.C~Íé::~~\:;.~'e;~;~~üp~;~~----~u ::'~antidad original al 

tercer día de recuperación~ E:t'l. ~~bio;".,:RA.·;,,_u~enta significativamente en 

cantidad al final del t,.'atainien~6.j:~ryriic.; para descender paulatinamente 

durante el periodo d~:~~~~J.i;~r·i..~{Ó~·¡'-·:Y.:~·· alean.zar prácticamente su valor 
: . ·. --·.:. ,_. 

original a los tres dÍas.d~<re·c~p~-~ac;:ión. 
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Comportamiento de t. cantJdad de Lllo SS y RA en el lote 115 dura..nte el tratamiento 
tlirmh:o. 

2htt ldr 3dr 

Tratamiento tlirmlco. 

Figura 8. Densitometria de las bandas de Rubisco (LS y SS) 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 (dilución 1:4 000) y RA (dilución 1:3 S:>O) respectivamente. Los 

valores son promedio de tres repeticiones y las lineas verticales indican la 

desviación estándar. El tratamiento t~rmico aplicad_o al lote_ 16_de):>l~_ta,;._ 
mostró que la cantidad de subunidad grande 'de , Rubis_co permane.ce 

prácticamente sin cambio di.irWitC el tratamiento térmico y la 

recuperación, la subunidad ,peqUCña---de ___ Rubis.co aumenta después del 

tratamiento térmico y-diSrninuye-,deSpués de un día de recuperación para 

aumentar hasta_ cS.Si su ,v~ior-·oriJs¡~al a los tres días de recuperación. RA 

por su parte se c"'.rnporta en fonna semejante a la subunidad pequeña de 

Rubisco. 
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Comportamiento de la cantidad de RuL8 0 Rul!IS., KA en el lote 21 durante el 
Uamml•nto t:6rmlco. 

Figura 9. Densitometria de las bandas de Rubisco (LS y SS) y de RA del 

lote 21 resueltas en geles de poliacrilamida al lOo/o y reveladas por 

Westem-blot con anticuerpos de conejo contra ambas subunidades de 

Rubisco (dilución 1:4 000) y RA (dilución 1:3 SJO) respectivamente. Los 

valores son promedio de tres repeticiones y las lineas verticales indican la 

desviación estándar. El tratamiento térmico aplicado al lote 21 'de plantas 

mostró que la:,¿~tfda~ de subunidad grande de Ru.bi .. co~.se rn~tiene 
durante el .esi:i'~ly)~ recuperación. La cantidad de la subunidad pequeña 

de Rubisco ·a.urne-ri.i:a •;.ignificativamente- después c;iel tratiruniento térmico y 

desciende d;_,_r.üi.tc; .;1 periodo de recuperación hasta alcanzar una cantidad 

mucho · m-~nó~::':~~:.~'18.: i~Ícia.I · ·al finB.l . del . terc~r .·-.d.¡~-:· ·~e ~ecup~ració~. En 

cambio, RA disiní.:iuye paulatinamente er{ ca;,tidad durante el tratamiento. 
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Comport:andento d• la cantidad de LS, SS 7 RA •n el Iot• 22 dlU'ant• el tzatamlento 
t'nnlco. 
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Tratamiento ténn.lco. 
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Figura 10. Densitometria de las bandas de Rubisco (LS y SS) y de RA del 

lote 22 resueltas en geles de po!iacrilamida al lOo/o y reveladas por 

Western-blot con anticuerpos de conejo contra ambas subunidades de 

Rubisco (dilución 1:4 000) y RA (dilución 1:3 s:JO) respectivamente. Los 

valores son promedio de tres repeticiones y las lineas verticales indican la 

desviación estándar. El tratBniieri~otérriiico apÍicado al lote_ 22 de plantas 

mostró . que la. cantid, .. d ~e".S~.1=';_.,:,:id~d,,gr~de . d~ Rubisco· ·permanece 

práctica.mente sin · carnb'iO ;::~·;:dúr·an:te·:.:~ el trata.miento térmico y ta 

recuperación; .1.~--··~~~~~i_d~~~:·p~·q~~~-~- ~e· Rubisco aumenta en cantidad 

después de ·u~ . di;;_ · d.; ; re~up.;¡;ación .· y disminuye al tercer día de 
, .---~ =· -· .. --;. -:- .' -- - - -. ; -~ 

recuperació~. En· c~bi_ó, -~·-.-a.unlenta significativamente en cantidad al 

final del tratamiento térmico para descender paulatinamente durante el 

periodo de recuperaCión y alean.zar práctica.mente su valor original a los 

tres días de recuperación. 
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Comportami•.a.to de la cantidad d• LS. SS T RA •n el lote 24 dtUant• •I tratamiento 
t6rmlco. 

•tt 2htt ldr 3dr 

Tratamiento t•rm.lco. 

Figura 11. Densitometria de las bandas de Rubisco (LS y SS) y de RA del 

lote 24 resueltas en geles de poliacrilamida al lOo/o y reveladas por 

Western-blot con anticuerpos de conejo contra ambas subunidades de 

Rubisco (dilución 1 :4 000) y RA (dilución 1 :3 500) respectivamente: .. LOs 
valores son- promedio de tres repeticiones y las lineas verticales iridica.D. ·la· 

desviación estandar. El tratamiento térmico aplicado al }(,~e 24;de<I:»i~tas 
mostró que la cantidad de ambas subunidad;,;,¡>c:i_~sRÜ.bi~.;c; b~~,i,::,;C:en 
prácticamente sin. cambio durante .el trataril:Íé~~6: '·.·té~i~6·' '·';¿ '1a 

recuperación. En cambio. RA aumenta cantidad al final. del tratamiento 

térmico para descender despi.iés:. del ._ ~~.;r . día de recuperación y 

mantener prácticament~- su. valor origÍ~~ ·a·!~~- tr~s días~ de recuperación. 

-l'f""' ~TL"- nr\"l\l--
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Comportaml•nto de 1a cantidad de LB, SS y RA en •1 lot:• W.T. durant• el 
trat:amlent:o t•rmlco. 
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Trat:&Piiento t•nnlco. 
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Figura 12. Densitometria de las bandas de Rubisco (LS y SS) y de RA del 

lote WT. resueltas en geles de poliacrilamida al 10% y reveladas por 

Western-blot con anticuerpos de conejo contra ambas subl:lnidades ~-e 

Rubisco (dilución 1:4 000) y RA (dilución 1:3 500) respectivrunente., L6s 

valores·son promedio de tres repeticiones y las .linea~ .. ~e~cales ~~~~,~~ 1~ 
desviación estándar. El tratamiento terrnicó aplicado al lote w·f ,de pl~tS:s 
mostró que ia cantid~~-cÍe)a,s,,subunidacÍes 7~~de y.pequ~ñ~ d.,,_R..:;.t;¡.;~c, 

:eer:::e~ei:r::~q~~~i~r1~~:~~:i~~ati::::::t~=~~==:.;ri:: 
cantidad 8:1 ~n-~,-~d~i;(f;:~~~-~.~~~c:'~--t~~ic~· _Para descender paulatinamente 
durante el p.;ri¿d;:¿.:;_~~~,l;;~;;,;_.;¡ón .Y alc~zar un valor cercano al original 

a los tres días de r~-~~P:e~~~ió·~--
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Comportamiento de la cantJdad de LS, SS y RA en el lote kr durante el tratamiea.~ 
t4rmlco. 
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Tratamiento t•rmico. 
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Figura 13. Densitometria de las bandas de Rubisco (LS y SS) y de RA del 

lote kr resueltas en geles de poliacrilamida al lOo/o y reveladas por Western

blot con anticuerpos de conejo contra ambas subunidades de Rubisco 

(dilución 1:4000) y RA (dilución l :3 000) respectivamente. Los valores son 

promedio de tres repeticiones y las lineas verticales indican la desviación 

estándar. El tratamiento térmico aplicado al lote kr de plantas mostró que 

Ja cantidad de las subunidades grande y pequeña de Rubisco permanecen 

prácticamente sin cambio durante el tratazn.iento térmico y la 

recuperación. En cambio, RA aumenta ligeramente en cantidad al final del 

tratamiento térmico, desciende después del primer dia de.la· recuperación 

hasta valores cercanos al inicial, siguiendo un patrón muy similar al de las 

plantas WT. 

Fot:osint:esis durante el t"rat"arnient"o térna.ico. 

Para realizar las mediciones de fotosíntesis se sembraron:· 60 .. ~ s':millas: de 

cada Jote de planta por caja petri y se incubaron p~~, 2s''i dÍ;,,_s en las 

mismas condiciones que los lotes que se sembraron para: el análisis de 

proteína. La fotosíntesis se midió in vivo mediante un aparato IRGA 

cuando las plantas cumplieron 27 días de haber sido sembradas, para Jo 

cual se aclimataron 15 minutos a la intensidad de luz de la medición (15 

000 luxes) 15 minutos antes de realizar la medición. A Jos 28 días se les 
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aplicó el tratamiento térmico a.ri.teriormente mencionado,- midiéndose la 

fotosíntesis al 'téí:-mino del tratamiento. Las plarii:as se dejaron reposar y se 

realizó la medició..;" de'' la, fotosíntesis 'él, día: Y' los··tres .días posteriores al 

tratruniento. 

Los result~dos mu~stran que ;: ~LtI~~~' de RA áíecta a la fotosíntesis, ya 

que las : plelntas cori menor_- 'ca.htid~d , d~ :RA· ~ienen ·una. :fotosíntesis de 
-, . . .· ' .. ', - '.' . ' ' 

aproximadamente la ,mitad de la de· las, plantas WT. Y las plantas con 

z:nayor cantidad de RA poseen una. fotosíntesis mayor que las WT. (ver 

figura 6). En cuanto al estrés térmico, a continuación se presenta el efec.to 

causado en la velocidad fotosintética de cada uno de los lotes de plantas 

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

Comportamiento do la f"oto•lnteala ea. el lote 12 d.uant• el t:rat:amlaa.to térmico. 

Trat:&mlento térmico. 

Figura 14. La fotosíntesis del lote 12 (grupo!) se midió in vivo mediante un 

aparato IRGA cuando las plantas cumplieron 27 días 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, tomándose los niveles de fotosíntesis antes y después del 

estrés, un día y tres días dé dicho tratamiento. Los resultados muestran 

que la fotosinteSis se mantiene constante durante el tratamiento térmico y 
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el primer día de recuperación, pero disminuye al tercer dia de 

recuperación .. 

ComportamJ•nto de la f'oto•ú:ateete ea. el lote 1!1 duraa.t• el ••tr•• t6nnlco. 

1 
2.5 .. 

.!t .! 2 
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Trat&lllJea.to térmico. 

Figura 15. La fotosíntesis del lote 15 (grupo I) se midió in vivo mediante un 

aparato IRGA cuando las plantas cumplieron 27 días 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 .sometier~n al estrés térmico mencionado 

anteriormente. tomándose los niveles de fotosíntesis en los mismos 

periodos.. Los resultados muestran ' que la fotosíntesis se mantiene 

prácticamente constB.nte_durante el tratamiento térmico y la recuperación. 
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Tratainleuto t'rmlco. 
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Figura 16. La fotosíntesis del lote 22 (grupo IIJ se midió in vivo mediante 

un aparato IRGA cuando las plantas cumplieron 27 días 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 so.metieron al estrés térmico mencionado 

anteriormente, tomándose los niveles de fotosíntesis en los mismos 

periodos. Los resultados ~uestr<in.) ·.~u.'::, .la' .. 'fotosíntesis disminuye 

significativamente despué8: _:·~~~ ·:~~át~ietitO·.: ~é~iC~ :y·_ después aumenta 

recuperando prácticamenté"'SU Valor' !iliciat a.t·.terCer:··dia de recuperación. 
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Comportamiento de la .. otoelnteele en. el lot• 24 dvrante el tratamiento t•rmlco. 

2htt ldr 3dr 

Figura 17. La fotosíntesis del lote 24 (grupo 11) se midió in vivo mediante 

un aparato IRGA cuando las plantas cumplieron 27 días 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 

anteriorment~, tornándose los niveles de fotOsintesis en los mismos 

periodos. Los -resultados muestran que_. lS.. 'rOtOsinte-sis disminuye con el 
tratamiento_- té'rmiCó como .eri elº- ci~so _a.nt~rl.6;> s-Ín embargo no logra 

recuperarse, ya que al tercer día tiene valores muy por debajo del control 

antes del estrés. 
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ComportamJ•nto da la foto.lnt••I• •n •1 lot• W.T. durant• •I b'ataml•nto tilnnlco. 

2htt ldr 3dr 

Tra~lento térmico. 

Figura 18. La fotosíntesis del lote WT. se midió in vivo mediante un 

aparato IRGA cuando las plantas cumplieron 27 días 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,. tomándose los niveles de fotosíntesis en los .mismos 

periodos. , Los resultados muestran · .. que. la fotosin.tesis disminuye 

ligeraniente con el t~atamie~to-té~ic<;·y el-:primer día .de recuf,eración, y . . - -
disminuye en forma más prorluncia~a al tercer día de recuperación. 
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Comportanatento de la fotoalnteat• en el lote IU' durante •l tratamiento t6rmtco. 

2htt ldr 3dr 

TratamJento t6rm.Jco. 

Figura 19. La fotosíntesis del lote kr se midió in vivo mediante un aparato 

IRGA cuando las plantas cumplieron 27 días 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, 

tomándose los niveles de fotosíntesis -.eri- los ·niismos periodos. Los 
' . . . -. - ' . . . - ' ' . ~ ' -'' - -. ,· 

resultados muestr~ qu~ ·.~~--:~~t~-~~ri~~-~.~~-. ~~~:~~t~e~e--~~~st~te durante el 

::t:::::::::::~:,.~:~f~f;{¡~~i&:~~:f~~bió~'y disminuye al tercer 

~ -; .·-::;,:; 

-: de la velocidad 

muy semejanÍ:~~~-

fotosintética de. alred.~dor d..;c'4'.;~iÉ:"<:iat q..:,_e el valor de inicio de los lotes 

control. Por úl~o~ las' pl~t,;_;,; de los lotes del grupo I (12 y 15), que 

tienen menor ·ca.ri~Ídad ··de AA. que los lotes control, inician con una 

velocidad fotosintética de aproximadamente la mitad del valor de Ja de las 
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plantas control y presentan dos comportamientos distintos: el grupo 12, 

que posee mayor cantidad, de RA que la 15, presenta una tendencia similar 

a los controles,··:~ientr-a.s que 'CÍ ~po··· 1s.·:e1.que tiene menor cantidad de 

RA, prese~t~·_.~~a··:t~nd~n~i~-·a:.:iriC~em¿r:i_t~ s~ ~elOcidad fotosintética, pero 

no logra:'-~~-~t-~;{~~Í~~--~i.~,r-~~:~:~-~/~:~~i:flna.i~/de'I·::perlodo de recuperación, a los 
valores ~rlg¡~'al~~·tci~-::.t~f~¿¡d~~-~fcdtci~i~tética. 

";·: .·-: ~:-:>·:·',_·:;~1·'.~.~: ·.c.; .·.'. 
':"'- ···. -·~-~~ ~~~:(-::,,· 

, 
Lotes ., 

Grupo I Grupo II Controles 

Lote/ 12 15 16 21 22 24 W.T. k• 

Estrés µgde µgde µgde µgde µgde µgde µgde µgde 

proteína proteína proteína proteína proteína proteina proteína proteína 

total/rng total/rng total/rng total/mg total/mg total/mg total/rng total/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. 

stt 130 128.37 142.23 50 54.32 43.22 30.l;;, 43.89 

a - 1.8 a - 2.81 a= 2.44 cr - 1.19 a= 0.93 cr""" 0.45 a= 1.7 a - 1.84 

2 htt 143.37 150.021 125 ' 35.45 60.51 20.71 26.65 55.26 

a• 0.77 a - 1.68 a • O.SS o - 0.7 a= 1.41 cr = 0.53 cr = 2.15 cr - 0.35 

1 dr 189.56 174.251160.34 ;;,9.32 45.71 51.63 50.98 70.20 

a= 0.77 a - 0.65 cr = 1.56 o- 0.46 a - 1.23 a - 0.77 a - 0.68 a-1 

3 dr 216.2 198.991182.;;,6 69.89 88.77 22.92 34.34 38.8;;, 

a- 0.4 a - 1.33 a - 0.53 cr-=1.15 a - 0.4 cr - 1.99 a - 1.16 a- 0.5 
.. Tabla 2. Cuant1ficac1on de la prote1na total obtenida en los distintos lotes 

de plantas antisentido (12, 15, 16, 21, 22 y 24) y controles C'-VT. y k•) 

expresados como µg de proteína total/mg de peso fresco. 

Durante el estrés térmico la proteína total de los controles (WT. y k•) 

muestran un cambio pequeñ.o después del estrés térmico, con tendencia a 
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aumentar después de.un día de recuperación, regt'.'esando a las cantida,des 

normales tres días después del estrés (figura 21). Los lotes de plantas que 

contienen mayor cantidad ·cte :RA (grupo II: 2i, 22 y 24) muestran dos 

comportamientos un"lt~ta_·d.iferentes·: ~ei .lote 24 inicia con .una cantidad 

ligeramente ~enor ·ciüé'\S: d~ l;,,·s ot~os. dos lotes la cual disminuye al final 

del estrés térm~cO',<·~ri::~~t?·i~;~ t'os··"iotes.21 y 22 inician. con una ca.ritidad 

muy parecida~ de pr'c:>ti.'il'la: total;y finalizan con un aumento de casi el 

doble. Por 1Íltt~6;0:1;·~';1;;tes·.:·de plantas que contienen menos RA que los 

controles ¡gnip.~Í~;i2;>J.s·y'.l6) contienen, desde antes del estrés térmico, 

mucha m:~Yo~\;~·ti·d:~d·'·de -p·T~t~ina total q~e los controles y, adernáS,-:eSta 

aumeiita -"~ig~ifl~~,tÍvamente,, en cantidad durante el proceso de 

recuperS.ció~·:·:~~-I · eSt~~s · t-é~_~Íc~> 1a ctiat no regreSa a sus n'iveles b'á.sales 

después de los tres· días de recuperación~ 
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Discusión de los resultados. 

Las plantas obtenidas en éstos experimentos variaron en la cantidad 

de RA que expresaron. Un grupo de ellos (grupo II) la sobreexpresaron. 

hasta 1.89 veces. en cantidad con respecto al control WT. a pesar de ser 

plantas homocigotas antisentido para RA; otro grupo (grupo 1) mostró una 

expresión mínima de RA (0.069% con respecto a WT.) (figuras 2 y 3), como 

era de esperars7 para plantas antisentido de RA. Se ha reportado que las 

características de las plantas transgénicas·· dependen del sitio donde· se 

inserte el gen antisentido (Eckard et. al., 1997), y por ello existen otros 

casos en que el fenómeno aqui indicado·ha. o~llrrido en estos exp.erirnentos 

de plantas transgénicas. Las plantas· obtenidas para los distintos tipos de 

antisentidos variaron en sus caract~rlS~~~~~ Jisio~ógicas: Iá.s plantas que· 

sobreexpresaban RA (grupo II), los controles y d antisentído 21 (del grupo I 

y que producía 53% de RA con respecto a WT.) presentaron una coloración 

verde fuerte (muy parecida a WT.) ~ientras que los demás· antisentÍdos del 
- .. - : . - ··.·- .-

grupo I, con cantidad diSminuida.'de ·RA·; presentaban un verde rri.ás claí-0. 

ligera.mente a.marillen:to y·- b~ll~'t~.-.··que se ha relaciona~-~ ~on.· ___ cl~-~o~~-~--
Éstos resultados concuerda:n:·con'lo reportado por Eckardt et.av.¡i997J, 

quienes repOrtail Qu~ 1~·.e~~I--esió~·:·d~_1·-a_iiuser:itido de CDNA:-.d~~-á~to::.~.~~~f-~ -· 
RA redujo efectiva.ffi~i:ife ia:·~conce-riti-ación de RA en ArabidoP.S'ís/úf;gMá~~~-~ 

.. -..,. '}~-: •• ·. . . . --, . . -.-.· .... ~- •. ;,'·/>;:,".;• ;¡·:.".º.~<·.·.:-: 

obtener plantas con caxitidades indetectables de RA. Ellos'_pbtuyi~ron:tres 

tipos de plantas\·.~~º :'.~e-~e~~ent~- enano y c~_oró~c':'·· -~.U~~::~c;(pf·dfa;·_\:,¡_~i~ 

ª\~i:ffª1~~~§~!l~~Ji!li~ª 
semilla en condiciones atmosféricas normales (Eckárd et. al. 1997). Cabe 
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mencionar que todos los lotes de plantas utilizados en nuestro 

experimento produjeron semilla sin necesida·d de aumentar la 

concentración dC C02 Y>se'·r~cup~~aron saÚsfactoriament:e del tratamiento 

térmico de~p.~é.~ :,\d~}~p-~ri.~'d_~- -d~._~e~~~~rEl~ión,'· ·d~bi~~- a· C¡u~:· ~e-.:~ncontraban 
en un '~-e~i.6~: ~~,~- :~:~~,~~ri-~~'-:.~~.C?~O~~· .-·~s. ~~pOrtB.n~~·- z:i~É~~- ~~~- l~ c~tidad 

t~~llif¡~ª~~~il~~§~~~~ 
sintetiz-~--::-AA·:;;. :J~:,:,::ri6-~-ci~(Y0~:~6'.utJiir 1a ·: ~eC~~~id~d d~· ·e-~ta -~'durante.· el estrés 

, '"-:;' --;:-; 

. .., .... 

··propo~en. u~ --~ ~od.~1b<~~;·i;il'B.te~a.tiC~ Mott et; . aL (2000) para explicar la 

fotosíntesis e( CU.'Sl"- ~~fu.:;¡~-í-On_, e·s·~d.i~.~.~ j~l~.-~~!~~ió.n · exis.tente Cntre el 

flujo de luz que récibe una planta;'1a·cáritidad':de Rubisco y la cantidad de 
- . : .. . . -.. - - ' -" -_,,, "'. ~--

RA. Este modelo. in.dica que· el efec:to de la ·cantidad· de RA en la activación 

de Rubisco es una. función hiperbÓlic,.;.. FenÓn:ieno ·que podria explicar el 

por qué lotes de f)iantas con cantidades ..:nini~as d.;, RA 11otes 12. is y lGJ .. 

puedan realizar la fotosint:e-sis de man.era que -~u~~~- ~i_vi~:y ~ún_ S!=>P.~rt.ar 
un estrés térmico. 

La proteína total presentó un aumento significatiVo en. las plMtas; con ,la 

expresión de RA mas disminuida (figura 5), lo cu"'-i pt.uid~.in;erP,I"et".'rse 
como una reacción compensatoria de las plári~~~:-;:_~~~~g-~·n.~~a~_::~>~_foS'_. 
posibles daños causados por la falta de RA. ,Adei:'~s;ici_;:,~~t~: "·i;"~tré~ 
térmico la cantidad de proteína total aumentó_ en .. _"e~-~~~.''.:~~~.~~~\ ~-ri:: ~~!or 
proporción que los controles o las plantas con ;._¡~o co;.i:e.:,:ido'·cie'.,RA, {figura 

21). El aumento de proteína total se puede atribt.tir al ~'1;'..,:ciriti:;é:t~· AA y ar 
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de otras proteínas que actúan ante el estrés térmico (figuras 7 a 14) como 

Groe! (Sánchez de Jimériez et. al. 1995). 

En térrn~i:i~s::~~~~·~-~~~ ·.!~- ~~-~~~~~da·~---.p~q~~-~a d~ -R~bi~~o aumentó en 
cantidad en las.plantas c~n RA';{i~;;,:intlida 116tes Í2;: i6 y 21i !figuras 4 y 

7 a 14). Es posibÚo.que.esteé.fenóriieno··.sea un'mec;;nismo que·posee la 

planta para r~ducir las dificuÍt;;.des. que le i>roduce tener i.Ín défi~it de RA. 

Cabe me~Cio~ar clue ~bÓ·~ · P~IÍ~_éptÍdos:, ~~· c~dÜi_~an::~'.:~1:1=~:eÍ_:;;-~'.ri~ú~~eo'~ a 
diferencia del péptido mayor de R.:,_bisco que se codÍ.fica ;,;,;_ '.";;¡··~16rop,la;.to, . 

lo cual haría pensar que el tratamiento para· obtener 'el 'áiltisentid'o afectó 

también la expresión de la subunidad pequefia de Ru.bisc6: La ~..:Otidad de 

RA aumentó justo después del tratamiento. térmico 'en' las:. p1a:r:.:t:a.~;que 
expresan menor cantidad de RA (figuras 7, '8 y 91. ·~ste :re~omen6 y~ se 

había reportado antes por Sánchez .de Jiméne,;, et>.:ai .. ::'(1995) quienes 

reportan que la cantidad de RA aum.;;nta d.iiani:;;°' u'ri;shock 'téz.n.ico en 

hojas de maíz, en con7o;d~~~~/~~:ñ'L~~-~~-~--~--~~~-~er~~~~,{~~le_~~l~~S. que 

:é::~;0t: ::.~o::i;c:::ió;i,~~~jéJ~!f;~~=:::kati:J~~~ .. ~¡,:eu::::tr:: 
observa un aumento en·)a _ba.n.cia'.·!~·Ct"e',_:RA:!dC>43.~kDel{ ·con su· consecuente 

~~s~~~~~::s~B~:l~g$~~7i~t:;~~~~~;,j~!ó~'·csáhcSi~z d~ Jiménez et. al. 

. '· \,:>·.:.~).;·~/,.;:1;/,'~:\',:·./&f~·::·~·;;_;~(~"·;')T-:·. :;::~·, . - ·- . . ' 
Es interesante notar que tanto'SS'.'de: Rubisco como RA se codifican en el 

genoma nuclear .. nlie'~·~~~~::_qu·~,-~~-5-y~:~'~:_:J'.n~ :Pr_oteina codificada en el genoma 

del cloroplasto. Amb.;;,s ·;;,:i¡,.'~t~~;ñíCli.iÍmientos en su contenido a lo largo 

del estrés térmico·-y~ci~i-~:p~~i?>~d~'~:·d~:·.recuperación. no así la subunidad 

grande de Rubisc~· (figura:~ :7 ,á',.l4); TaÍ vez el hecho de que RA y la 
-' . ·,-_ -·' -· - -

subunidad pequeña de Rubis~o se· codifiquen en el núcleo tenga relación 

con éste fenómeno. 



La actividad de Rubisco aumenta durante el estrés térmico y luego regresa 

a su nivel original (figuras 15 a 20), aunque no se presentan cambios en la 

cantidad de Rubisco entre· los distintos lotes de plantas ni a lo largo del 

tratamiento térmico (figuras 7 ;,_ 14). Esto concuerda con·la hipótesis .de 

que RA es chaperona molecular de Rubisco la cual es u,..;a·prc:Í.teina que se 

encuentra en &-randes cantidades en lás hojas pero no·· toda se ericuentra 

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 resultados obtenidos por Sanchez de Jiménez et. al (1995) y 

Eckard (1997) y con los aquí presentados ya que la cantidad de Rubisco en 

las hojas de JaS plantas en estudio permanece práctica.mente constante 

durante.todo el e~trés .. térmico, mientras que la de RA varia. 

En cua.z:a,to S. la Íoto~ínt~sis, existe una clara correlación entre la cantida~ , 

de RA y la capacidad fotosintética de las plantas: las plantas con menor· 

cantidad de RA (lotes 12, 15 y .16) presentan una fotosíntesis::. de 

aproximadamente la mitad de)a de las plantas control, y las ·p1..:n:.ias:·que 

sobreexpresan RA present'at:1-·üOa·fotOsintesis mayor que la de·.1as.·~c·~~.ti-OI 

(figura 6). El mismo fenómen6/ue.reportado por Eckard et .. ;;;i;J(9¡;i'7{ai 
informar que la fotosíntesis 'se:'redujo significativamente en el·'ci~.:.:,~~100 
que ellos obtuvieron y que' ¿,.;'n.~;;Il.ia entre 30 y 40% de AA c"ó~(~;~·P~.~tÓ a 

WT., efecto que se hace más pronunciado a la elevada intensidad 11ii'.nínica, 

por lo que atribuye~:1'3..~~d~cciÓn en la fotosíntesis a);,_•<fi;i',ii;;,'~~ió'ri:d~l 
contenido de RA .. :•. /e:· <> ··:::· .<;e::. ,::, 

··~·- _··:t;.<. ,,- .. :/~~.-~~: ,~ .... 

;~,::~::~f~~~fi~~p¡:qt~i.~1fJ~~~~t• 
térmico (figuras}~7:;:·;.. ,í4i?.E:;; · ~~~.:;,¡;~~¡;;.:f;i~,!~~~~,~~e~te';;;;t.Liii~;;t.; ·· i.s~é · 

relacionado. con la· fün.ción de: RA. de mantener la actividad de: Rubisco la 

cual puede sufrir alteraciones duran.te el estrés térmico, o de otras 
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proteínas vitales para las plantas que requieran que exista mayor actividad 

de RA, por lo cual la planta se ve en la necesidad de sintetizar RA. 

Los resulta_dOs,:,obtenidos en la cuantificación de -proteína. durante y 

después ·d.~1 ·,i~atamiento térmico muestran que los ~pos II y control 

tienen un'..;d.ec;-~~#'i~n~¿; en la cantidad de prciteinas Justo despué~ del estréS 

térmico; ~a-:·cu:ai des:Pués ·aumenta y reestablece su conténido normal a los 

tres días -4~-,~~cuPerB..ción del estrés. En ca.nibio, el grupo I·, cuyo contenido 

de RA es Üi.~:.ior· al' de. los grupos control m~tiene la cantidad de proteína 

durante ~i~J_c;~-:'t~é-~·-:'.ténn.ico y aumenta 'esta ai tercier día" de iecuperación. 

Este fe~ó-fli;~i;:u:~_,)i~-~e: .suponer que RA puede ·:·~ctu~ como chaperona de 

otras proi:~Ína~· •. -.} .. a:.que éstas no se pie~den- _díir~te el estrés térmico y 

además a.ime.:i~az'.i al final del mismo. 

Por su parte, Morales y colaboradores (1999) reportan que poblaciones de 

maíz genéticamente semejantes. ·P¿,~-- -qu:~- ·pr~-~~~~~ d-e la misma población 
- " . ;-: «•"-· ",. -·-, 

pero que han sido s~leccionada~.;_e~~-"'~~Yº~:.~rOduc~vidad, tiene mayor 

cantidad de RA en las hojas bándera .durante el llenado de grano y 

presentan también rnay~r·tara ,ró~<:>sir-it.~·~¡·~~. lo c~al también concuerda y 

refuerza los resultados obten.idos.ya que.~ mayor cantidad de RA se dá 

mayor fotosíntesis, lo que- implica_ may.or aporte de fotosintatos al llenado 

de grano en la mazorca. 
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Conclusiones. 

Las plantas antisentido 12, 15 'y 16, que muestran fuerte 

disminución en 1~. e~presió·ri.~·._ de· RA/ Pres·~~tan· a~rrientos iÍnportantes de 

proteína total. (60.12% de "1.Jí-n;;n'1:~\~~"1. ;,ff Iot·.; 12; ~4.51% en ~l lote 15 y 

77.90% en el lote 16) y.cÍ<i l:S.:·•~ub;:,_;,;_¡dad p.;,~u.,;fi.,:~.;, Rublséo en' las hojas, 

como si fuese una··rorin.a-:de·:cornp-enSar.1a:·disiríiriUCióil·_-de/:RA:·e-¡'1.:1áS hOjS.s. 
:.~·;; :< .'.'~<,. :;-.· - ~ ~--·\:.-~:<·,::~-,; '"< :::__~\· .. ;· 

La cantidad de RA en•.1as.plantas.está relacióil.ada~o~lafo.tÓsírÍtesis·que 

~~ifü~;~2sE~~~~~~~~ií~~J~· 
grupo II (22 y 24¡ mostraron un incremento i,.;,p.;r~~~~:d.;:~j t~bién .de 

la velocidad iniC:ial _de fotosíntesis (figura-~j'¡ss.<)9%;éléi.;;_udiento .;n los 

lotes 22 y 24), en comparación con el grup'odb piántas coni~C:i. 

El estrés térmico también af~cta.;hforma.di;e~e~cial ál grupo de plantas 

disminuidas eri: su co'ntenido ,.:de·_ RA'~ é~mpara:.t:ivMiCnte con las que· la 

sobreexpresaron· ó~ e~~ 16~~-:~_ori~ói~s. ~~-~~~--- ~s·~·: el aun:ie~to de RA durante el 

tratamientO térmico en.··.1as pián.ta.s .cori::rn.C'nor cantid.S.d :de. la misma., fue 

mucho mayor que en•1~s;;¡J1a'.n~,;;.s .éi;ie la: sobree~resan o' que conti.;_nen 
cantidades norm~e·~··d~ R:A~:· '._'t 

'"•,:;:--~/·> ~. . ·.. . ' 

A pesar de Ja baja 'c~~'Jhrd~·;RA', en ;;,;.,. pl~tas d~i ¿rupoG!'.~st:s ~~ 
recuperaron d~l es~'ré;.-->-té~~~ e~ la~~is;na'ro~a ~~e ~los otr¿~;:~P~s de 

fi~:?:;~~?~fil'~~~~;,f6~fl~~~~i~;~ 
cantidad de rubisco activasa solo permitió mantener la velocidad normal 
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de fotosíntesis, la "cu~ de por_sí ya se encontraba disminuida. Esto puede 

atribuirse al B.Porte de· nutl-ientes, · en es.pecial de sacarosa. que 

proporcionó e_~ __ m~~-io .. ~,~~- .. i~)~~ítl .. -~e~iti~ l~ _sÍ~~e~~~-.,d~ n_~".'º -~e RA 
durante el.estr~stérmko,c:oI1lo.'éi.í •• 1se pud~ suplirde la'c~tidad deRA 

necesaria para-que 'R~bi·~'~ó~ ~~~·~¡;;~~~; f,_;:~~Í~n~do' :d·e~·~ab:~~a._··~6rmS.l.·. 

La cantidad de proteina.total:.i:lisri;.inuye,·.en ·los lotes U·y cóntrol, después 

del tratamiento.térmico, y desp'iiés re~esan a su nivel basal. En: el grupo I, 

la cantidad de proteína ;..º cii~;:;,inuye durante el tratamiento térmico y 

aumenta al final del periodo de :recuperación. Es posible que durante el 

estrés térmico y la recuperación RA esté actuando como chaperona, junto 

con otras proteínas como ·aROEL, manteniendo la estructura y función de 

varias proteínas, además.: de lá jra observada en Rubisco. Esto indica que el 

tratamiento térmico afectó el metabolismo de las plantas depletadas de 

rubisco activasa, por. 1~ _ cU:al tuvo que i:nantener mayor. cantidad de 

proteína total después dél t,:.atamiento, a diferencia de los otros dos grupos 

de plantas. 

Estos resultados fortalecen la teoría de que RA actúa como chaperona 

molecular de Rubiscci. 
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