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1 RESUMEN

La creciente produccidn de gases de efecto invernadero ha propiciado cambios importantes
en el ambiente, los cuales traen consigo efectos dafiinos que a mediano plazo podrian
propiciar el desabasto mundial de alimentos. Los 4 cereales con mayor produccion a nivel
mundial son maiz, arroz, trigo y cebada. La cebada tiene gran impacto econémico en
México, ya que ademas de emplearse como forraje es la materia prima para la produccién
de cerveza y nuestro pais es el principal exportador de ésta a nivel mundial. Nuestro grupo
de trabajo, preocupado por la seguridad alimentaria y el desarrollo del pais, se ha enfocado
en estudiar cereales con gran importancia nacional con la finalidad de conseguir ejemplares
mas productivos o tolerantes a las condiciones adversas del ambiente. Las plantas obtienen
el carbono necesario para la sintesis de materia organica del diéxido de carbono del aire
mediante el ciclo de Benson-Bassham-Calvin (BBC) de la fotosintesis por la accién de la
ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa/oxigenasa (Rubisco). La Rubisco requiere la presencia
de la chaperona molecular ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa/oxigenasa activasa (Rubisco
activasa, Rca) para su activacion. En cebada hay dos genes que codifican para la Rubisco
activasa (RcaA y RcaB) que generan en conjunto 3 transcritos (RcaAl, RcaA2 y RcaB) para
3 proteinas, dos de 42 kDa y una de 46 kDa. El objetivo de este trabajo fue determinar si en
diferentes etapas del desarrollo de plantas de cebada, de una variedad de temporal de seis
hileras, existe variacion en la cantidad de cada una de las isoformas de la Rubisco activasa,
a nivel de mRNa y de proteina, asi como conocer si hay una asociacion entre éstas y la
actividad de la Rubisco. Los resultados indican que el contenido total de la Rubisco activasa
no varia entre las distintas etapas analizadas pero si lo hace la isoforma de 46 kDa. Se
determind que existe asociacion entre la cantidad de la isoforma de la Rca de 46 kDa y la

actividad de la Rubisco.



2 INTRODUCCION

La concentracion de CO2 atmosférico se ha incrementado a lo largo de los afios. Se estima
que en los ultimos 800,000 afos la concentracién ha cambiado de 180 ppm (en los periodos
glaciares) a 280 ppm (en los periodos interglaciares) y actualmente a 384 ppm luego de la
industrializacion, a la par que la temperatura media mundial se ha elevado (DaMatta et al.
2010).

El IPCC (Panel Intergubernamental en Cambio Climatico, por sus siglas en inglés) es una
organizacion que se cred en 1988 con la finalidad de preparar estimaciones en todos los
aspectos del cambio climatico y predecir su impacto en el medio ambiente, con miras a
formular estrategias de respuesta realistas. La organizacion ha emitido 4 reportes desde
1997 —se espera un quinto para el 2022— en los que se proponen posibles escenarios
mundiales con relacion a la temperatura y concentraciones de gases atmosféricos. En el
ultimo reporte (2014) muestran proyecciones hasta el afio 2100 en 4 escenarios distintos
(TRC2.6, TRCA4.5, TRC6.0, TRC8.5) que pueden o no ocurrir dependiendo de las acciones
que se tomen a nivel mundial para frenar los efectos adversos de la industrializacién en la
que vivimos. El escenario en el que se toman las mejores acciones posibles es TRC2.6 y el
escenario en el que las cosas contindan como hasta ahora —sin frenar las emisiones de
CO2— seria TRC8.5 (Figura 1).
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En el escenario TRC2.6 se espera que el CO2 promedio ambiental alcance concentraciones
de 430 a 480 ppm y la temperatura se incremente entre 0.3°C y 0.7°C —respecto al periodo
1986-2005—, mientras que en el escenario TRC8.5 podrian alcanzarse concentraciones
superiores a las 1000 ppm de CO2 promedio e incremento en la temperatura entre 2.6°C y
4.8°C (Figura 2). Ademas del cambio en la concentracion de CO:2 y la temperatura se prevén
cambios en el volumen, frecuencia y distribucion de las precipitaciones alrededor del mundo,
tanto que en el escenario TRC8.5 se preveé que disminuira el volumen global de los glaciares
hasta en 85% que podria conducir a un incremento en el nivel del mar de hasta 0.82 m

(IPCC, 2014).

TRC2.6 TRC8.5
(a) Cambio en la temperatura promedio de la superficie (1986-2005 a 2081-2100)
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Figura 2 Cambios en la temperatura promedio (a) y cambio en la precipitacion promedio (b) basados en proyecciones multi-modelo
para 2081-2100 respecto a 1986-2005 bajo los escenarios TRC2.6, izquierda, y TRC8.5, derecha. El nimero de modelos empleados
para la media se indica en la esquina superior derecha de cada panel. El puntilleo representa regiones donde el cambio proyectado
es grande en comparacion con la variabilidad natural interna y donde al menos 90% de los modelos concuerdan en sus predicciones.
Las rayas diagonales muestran regiones donde el cambio proyectado es menor a una desviacion estandar de la variacién natural
interna (IPCC, 2014)

El estudio y prediccion de cambios climaticos a largo plazo genera datos importantes que

deben ser tomados en cuenta para asegurar la seguridad alimentaria. La ingesta de plantas

es fundamental en la dieta del hombre ya sea por su consumo directo —al proporcionar entre

el 40% y el 60% de la energia diaria requerida (FAO, 1998 y 2003)—, o indirecto al consumir
3



animales —aproximadamente la mitad de la produccion mundial de granos es destinada para
la alimentacion del ganado (IAASTD, 2009). El incremento en la concentracion de los gases
de efecto invernadero puede propiciar el desabasto mundial de alimentos (IPCC, 2014), y
es por ello por lo que existe gran preocupacion en desarrollar plantas tolerantes a
condiciones adversas y en conocer los mecanismos de regulacion de la fotosintesis, entre
otros aspectos. Para predecir la supervivencia y desarrollo de las plantas en los siguientes
afnos, se han llevado a cabo experimentos en los que se hacen crecer plantas en ambientes
modificados con temperaturas reguladas y mayor contenido de CO2 —mediante la técnica
de FACE (Free-air concentration enrichment/ Enriquecimiento de CO: al aire libre)—y se ha
encontrado que se contrarrestan parcialmente los efectos negativos del incremento de
temperatura con el aumento en la fijacion de carbono (Derner et al. 2003; Long et al. 2006;
Deryng et al. 2016); pero también se ha observado disminucion en la cantidad de nitrégeno
en las hojas (Ainsworth & Long, 2005) que puede conducir a menor contenido de proteina
en granos en hasta 14% (Taub y Wang, 2008). El aumento del CO2 ambiental podria
favorecer el incremento en el rendimiento de las plantas hasta en un 10% —en el mejor
escenario— o no, si las condiciones climaticas son extremas, y en cuyo caso podria

apreciarse una disminucion cercana al 30% (Parry et al. 2004).

Las plantas son organismos sensibles a factores ambientales, tales como luz, temperatura,
humedad, gases, y dependiendo de la combinacién de éstos (y otros no citados) es como
se desarrollaran. Para la sintesis de sus azucares éstas realizan primeramente un proceso

llamado fotosintesis del cual surge el precursor para la sintesis de glucosa.

Una de las proteinas mas estudiadas, por la relevancia que tiene en el proceso, es la enzima
Rubisco quien cataliza la fijacion de CO2 atmosférico en un azucar de 5 carbonos. La
chaperona molecular Rubisco activasa es la proteina responsable de la activacién de la
Rubisco (Heldt & Piechulla, 2011)



3 ANTECEDENTES

3.1 FASE LUMINOSA DE LA FOTOSINTESIS

El proceso de convertir la radiacion electromagnética en energia quimica se denomina
fotosintesis. Existen dos tipos de fotosintesis, la anoxigénica y la oxigénica (Gest, 1993). La
fotosintesis anoxigénica es aquella en la que compuestos azufrados (S-, S° o S2037) o
hidrégeno (H2) sirven como donadores de electrones (y no el agua, como ocurre en la
fotosintesis oxigénica) y por lo tanto no se produce O2 como ocurre en el caso de la
fotosintesis oxigénica.

La ecuacion global de la fotosintesis oxigénica es:

l
6C0, + 12H,0 — CgHy,0g + 6H,0 + 60, (Ecuacién 1)

Muchos organismos son capaces de realizar fotosintesis. Dentro del grupo de los
procariontes, las bacterias purpuras, las bacterias verdes sulfurosas, las bacterias verdes
no del azufre y las heliobacterias realizan fotosintesis anoxigénica; las cianobacterias son
los unicos procariontes capaces de realizar fotosintesis oxigénica. Diversos eucariontes
realizan fotosintesis, como algas verdes, algas rojas, glaucofitas, cromofitas, criptofitas,

dinofitas y plantas (Blankenship, 2002) .

El principal interés de este trabajo es la fotosintesis oxigénica que realizan las plantas, por
lo que de ahora en adelante al hablar de fotosintesis se estara haciendo mencion a la

fotosintesis oxigénica en plantas.

Todas las reacciones de la fotosintesis se llevan a cabo en el cloroplasto, aunque no todas
se llevan a cabo en la misma estructura del cloroplasto. En la Figura 3 se muestra un
esquema de la localizacion del cloroplasto en una hoja, asi como la distribucion de sus
diversos componentes. El proceso de fotosintesis consta de dos fases: la fase luminosa y
la fase de las reacciones del carbono, antes llamada fase obscura. Las reacciones de la
fase luminosa tienen lugar en la membrana tilacoidal de los cloroplastos mientras que las

del carbono se llevan a cabo en el estroma.



CLOROPLASTO Figura 3 Estructura y localizacién de los
cloroplastos en una hoja
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El desarrollo de las reacciones de la fase luminosa se lleva a cabo, en gran medida, por la
presencia de clorofilas (pigmentos verdes con estructura de magnesio-porfirinas que actuan

como receptores de la energia luminica) dada su capacidad de transferir electrones.

El fotosistema Il (PSIlI) es un complejo transmembranal homodimérico ubicado en la
membrana del tilacoide. Cada dimero contiene un complejo central compuesto por 4
subunidades intrinsecas grandes, 12 subunidades transmembranales de bajo peso
molecular, y 4 subunidades extrinsecas conectadas en la superficie luminal; en la regién
externa del complejo central se encuentra un trimero del complejo recolector de luz Il (LHCII)
y otros dos mondmeros recolectores de luz. Con cada mondmero se han visto asociadas
105 clorofilas, 28 carotenos, 1 grupo hemo, un cumulo de MnsOsCa, 1 plastoquinonay varios
lipidos (Wei et al. 2016). EI LHCII capta la energia luminosa y la transfiere al centro de
reaccion (RC) (Liu et al. 2004). En el RC hay un conjunto de pigmentos que recibe el nombre
de ‘P680’, en éste hay una subunidad proteica llamada D1 asociada a una clorofila que al
ser excitada por el LHCII cede un electrén a una molécula de feofitina aceptora (Ph) de
modo que el P680 se oxida (P680*+) y se produce la separacion de carga eléctrica que
genera la fuerza reductora del sistema. La feofitina reducida transfiere el electron a una
primera quinona aceptora (QA) que a su vez lo transfiere a una segunda quinona (QB) que
reduce a un grupo de quinonas llamadas plastoquinonas (PQ) para generar plastoquinol
(PQH2) al tomar dos H+ del estroma (Figura 4) (Govindjee et al. 2010).



hv Flujo ciclico

Estroma

4 nm

2H0 g, _—

@) Fotosistema II Citicromo b,f Fotosistema I ATP sintasa

Figura 4 Representacidon esquematica del flujo electrénico inducido por la luz en los cloroplastos. El flujo electrénico puede ser lineal
desde la excitacion del LHCII hasta la formacion de NADPH u ocurrir de forma ciclica donde la ferredoxina (Fd) producida dona
electrones a la plastoquinona (PQ) que genera un gradiente de protones que impulsa la sintesis de ATP por la ATP sintasa. LHC =
Complejo recolector de luz, Yz, Ypp - residuos de tirosina, P680 = Donador primario de electrones en el PSIl, Pheo = Feofitina, Qa =
Primera quinona aceptora, Qg = Segunda quinona aceptora, PQH, = Plastoquinol, FeS = Proteina ferrosulfurada de Rieske, Cyt =
Citocromo, Pc = Plastocianina, P700 = Donador primario de electrones en el PSI, Ag = clorofila a, A; = filoquinona, Fd = Ferredoxina,

FNR = Fd:NADP+ reductasa, CFo = canal transmembranal, CF; = porcidn catalitica hidrofilica .

Imagen modificada de (Govindjee et al. 2010).

El plastoquinol formado a partir de las reacciones del PSII se separa de la proteina D1 del
complejo y difunde a la bicapa lipidica uniéndose con un gran complejo de proteinas llamado
citocromo bef. Cada molécula de PQH2 dona los dos electrones anteriormente ganados,
libera H* hacia el lumen del tilacoide, regenerandose asi la molécula PQ original. Los
electrones ganados por el citocromo bef son transferidos hacia una molécula de

plastocianina que donara electrones para regenerar el P700 del PSI (Karp, 2011).

El fotosistema | (PSI) es un complejo proteina-clorofila de membrana del cual
aproximadamente un tercio de su masa total consiste en cofactores tales como clorofilas,
carotenoides, filoquinonas y bloques de FesS4 (Nelson & Junge, 2015). Esta formado por
hasta 15 subunidades proteicas que tienen unidas de 4 a 6 subunidades que componen la
antena periférica LHCI. El supercomplejo PSI-LHCI esta conformado por aproximadamente
150 clorofilas a, 10 clorofilas b, 30 carotenos, 10 lipidos y 3 cumulos de FesS4 (Jensen et al.
2007; Mazor et al. 2017). El LHCI transfiere energia luminosa al centro de reaccion (RC)
donde se localiza un heterodimero de clorofilas denominado P700. Al igual que el P680 del
PSII, el P700 se excita y transfiere un electrén (quedando como P700*+) al aceptor primario

de electrones Ao, un mondémero de clorofila a. Luego el electron se transfiere a A1, una



filoquinona, y luego a 3 cumulos interpolipectidicos de FesS4, FX, Fa y Fs, para transmitirlo
a una ferredoxina, Fd, en el lado del estroma del tilacoide. Para la sintesis de NADPH
—necesario en el ciclo de las reacciones del carbono—, la NADP+ reductasa requiere que
dos ferredoxinas transfieren 2e- a una molécula de NADP* y que reaccione con un H* del
estroma. La plastocianina generada por las reacciones en cadena del PSIl y del citocromo

bef dona electrones al P700*+ del PSI para regenerarlo (Figura 4) (Nelson & Yocum, 2006).

El flujo constante de electrones se da mediante el Complejo Emisor de Oxigeno (OEC-
Oxygen-evolving complex), dentro del PSII, donde un complejo de manganesos (Mn4OsCa)
promueve la ruptura de moléculas de agua para regenerar los electrones perdidos en el
P680. Por cada dos moléculas H20 se movilizan en el OEC 4e-, 4 H+ y una molécula de O2
(Figura 5) (Colwell, 2008; Cox et al. 2015)

Figura 5 Movimiento electrénico mediado por el complejo
de manganesos Mn,OsCa.

El proceso mediante el cual se movilizan electrones del
agua para generar O, y 4H* es conocido como ciclo de Kok
y consta de 5 etapas que transcurren en el orden de ps. La
clorofila P680*+ se regenera a P680 al aceptar un electrén
de un residuo de tirosina (D1-Tyr-161) de la proteina D1. La
tirosina oxidada (Y*z+) toma un electrén de un complejo de
manganesos (Mn4OsCa) dentro del Complejo Emisor de
Oxigeno (OEC- Oxygen-evolving complex)

P680 = clorofila a, P680*+ = clorofila a oxidada, Yz = D1-Tyr-
- 161, Y*z+ = D1-Tyr-161 oxidada, So a S4 = Etapas del ciclo.
Peaos* geeo Imagen modificada de (Colwell, 2008)

w’t\ Luz

Hasta ahora se ha descrito el flujo electrénico lineal que transcurre desde el PSII hasta el
PSIly que puede ser resumido en la Ecuacion 2. Los 2H+ del lado de los reactivos provienen
del lado del estroma del cloroplasto, mientras que los 4H* generados como productos son
liberados al lumen del cloroplasto donde, junto con los protones bombeados por la cadena
transportadora de electrones fotosintéticos, son aprovechados para la sintesis de ATP por
la ATP sintasa (Figura 4) (Blankenship, 2002)

2H,0 + 2NADP* + 2H* — 0, + 2NADPH + 4H* (Ecuacion 2)



Cuando el flujo de electrones es ciclico, es posible obtener un mayor gradiente
electroquimico de protones (H*) en una serie de reacciones en las que participa el PSI, como

se ejemplifica en la Figura 4.

La absorcion de los fotones y la excitacion de las clorofilas se lleva a cabo en
femtosegundos, mientras que la separacion estable de las cargas ocurre en la escala de los
nanosegundos (Nelson & Junge, 2015). Cuando la luz es muy intensa, los LHCs pueden
deshacerse de la energia absorbida en exceso mediante disipacion no fotoquimica (NPQ) y
asi regular la transmision de la energia de excitacion a los centros de reaccion; la excitacion
no balanceada de ambos fotosistemas (PSIl y PSI) puede ser equilibrada mediante la
movilizacion de agregados de LHCII, que preferentemente se encuentran asociados al PSII.
Finalmente, estos complejos ayudan al mantenimiento de la estructura de la membrana del
tilacoide (Schmid, 2008).

3.2 FASE DE LAS REACCIONES DEL CARBONO
EI NADPH y el ATP sintetizado durante las reacciones de la fase luminosa de la fotosintesis

son reactivos necesarios para la sintesis de carbohidratos —mediante la fijacién de CO:
ambiental— en la Fase de las reacciones del carbono, antiguamente llamada Fase obscura
de la fotosintesis porque en experimentos realizados con preparaciones de cloroplastos
aislados se encontré que podia fijarse CO2 siempre y cuando se suministraran glucosa-1-
fosfato y los productos de las reacciones de la fase luminosa (ATP y NADPH) (Trebst et al.
1958); actualmente se considera incorrecto emplear en término, ya que existe evidencia de
que la luz es fundamental para la modulacion de la actividad de varias de las enzimas que

participan en la Fase de las reacciones del carbono (Buchanan, 2016).

La fase de las reacciones del carbono recibe el nombre de Ciclo de Calvin o ciclo de
Benson-Bassham-Calvin (BBC) haciendo mencion a los principales investigadores que lo
describieron. El primer paso del ciclo es la fijacion de CO2 en la ribulosa 1,5-bisfosfato,
(RuBP) —un azucar fosfato de cinco carbonos— mediada por la enzima Rubisco (ribulosa
1,5-bisfosfato carboxilasa/oxigenasa). El azucar de 6 carbonos es dividido en dos y se
generan dos moléculas de 3 carbonos. Existe una serie de pasos subsecuentes que

culminan con la regeneracion de la RuBP (Hassham et al. 1954).



En la Figura 6 se representa el ciclo de BBC. Dentro de los circulos hay niumeros que hacen

referencia a la Tabla 1 donde se enlistan las enzimas involucrados en cada reacciéon
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t\i‘::.'::r——-_ =
Xilulgsa 5-p *+——— ¥ == Gliceraldehida P (Heldt & Piechulla, 2011)

Tabla 1. Relacién de enzimas que participan en el ciclo de Benson-Bassham-Calvin y su nimero EC. Los nimeros en circulos de la
Figura 6 indican la enzima que participa en la reaccién que sefialan.

# Enzima #HEC

1. Rubisco 4.1.1.39
2. Fosfoglicerato cinasa 2.7.2.3
3. NADP-Glicerinaldehido fosfato deshidrogenasa 1.2.1.13
4. Triosa fosfato isomerasa 5.3.1.1
5. Aldolasa 4.1.2.13
6. Fructosa 1,6-bisfosfatasa 3.1.3.11
7. Transcetolasa 2.2.1.1
8. Ribulosa fosfato epimerasa 5.3.1.16
9. Ribosa fosfato isomerasa 5.1.3.4
10. Ribulosa fosfato cinasa 2.7.1.19
11. Transaldolasa 2.2.1.2
12. Sedoheptulosa 1,7-Bisfosfatasa 3.1.3.37

El ciclo de Benson—Bassham-Calvin consta de tres etapas:
1. La carboxilacion de una molécula de azucar de cinco carbonos, la ribulosa 1,5-

bisfosfato o RuBP, para dar lugar a la formacién de dos moléculas de 3-fosfoglicerato.
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2. Lareduccién del 3-fosfoglicerato (3-PGA) a gliceraldehido-3-fosfato (G3P) con ATP y
NADPH.
3. La regeneracion del aceptor de CO2, la RuBP, mediante una serie de reacciones en

cadena.

Para la regeneraciéon de 3 moléculas de la RuBP se necesitan 5 G3P, para lo cual es
necesaria la asimilacién de 3 moléculas de CO2 que producen 6 G3P. La molécula de G3P
que no se requiere para la regeneracion puede emplearse para la sintesis de glucosa

(Figura 7) y almidones.

Gliceraldehido -__ Dihidroxiacetona Figura 7 Formacién de hexosas
3-Fosfato fosfato fosfato empleando como
precursor el gliceraldehido 3-

fosfato (G3P) procedente del ciclo

de Benson-Bassham-Calvin. (Berg

Fructosa 1,6-Bisfosfato et al. 2002)

_——— — — — ——

Conjunto de hexosas
monofosfato

3.3 METABOLISMO C3, C4 Y CAM
En todas las plantas se lleva a cabo el ciclo de BBC sin embargo, no en todas comienza

desde el momento en que el CO:2 entra al cloroplasto; algunas plantas lo fijan primeramente
en otras moléculas para formar un compuesto estable, y luego de una serie de reacciones

lo liberan para dar inicio al ciclo.

En las plantas con metabolismo C3 el primer compuesto estable formado es una molécula
de 3 carbonos, el 3-fosfoglicerato (Figura 6). Las plantas Cs carecen de un mecanismo
concentrador de didxido de carbono, por lo que la Rubisco puede carboxilar (fotosintesis) u

oxigenar (fotorespiracion) al azucar RuBP en los mismos sitios activos.

En las plantas con metabolismo C4 el CO2 ambiental se incorpora sobre fosfoenolpiruvato
(PEP), al interior de las células del mesofilo (M) formandose oxaloacetato (OAA). EI OAA se

convierte a malato o a aspartato y se transfiere a una célula del haz vascular (HV) donde
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luego de varias reacciones se descarboxilara. EI COz2 liberado al interior de las células del

haz vascular es empleado en el ciclo de BBC.

Se han identificado 3 subtipos de metabolismo C4 por las que el CO2 atmosférico puede
llegar hasta las células del haz vascular (Ludwig, 2016):

1) Plantas C4 NADP-ME: ElI OAA es reducido en el cloroplasto de las células M a malato
mediante la enzima NADP-malato deshidrogenasa. El malato es transportado a las
células HV donde es descarboxilado en el cloroplasto.

2) Plantas C4 NAD-ME: El OAA es transformado a aspartato (Asp) en el citosol de las
células M, por transaminacién. El Asp formado es transferido a la mitocondria de las
células HV donde es convertido de nuevo a OAA y luego a malato para
descarboxilarlo mediante la enzima NAD-ME.

3) Plantas C4 PEP-CK: En este tipo de plantas se forma tanto malato como aspartato.
En las células M, el OAA es transformado a Asp (citosol) y a malato (cloroplasto). El
Asp se transfiere a las células HV donde es descarboxilado en el citosol mediante la
enzima fosfoenolpiruvato carboxicinasa (PEP-CK). El malato es transferido a la

mitocondria de las células HV donde se descarboxila por la enzima NAD-ME.

Las plantas con metabolismo C4 son mas eficientes que las C3z en cuanto a la fijacién de
carbono ya que en las células del haz de la vaina el CO2 puede alcanzar concentraciones
entre 2.5 y 8 veces mayores que la ambiental (Dai et al. 1993; He & Edwards, 1996; Kiirats
et al. 2002)

Existe otro grupo de plantas que presenta el llamado “metabolismo &acido de las
crasulaceas”, o CAM por sus siglas en inglés, el cual les permite vivir en ambientes con
poca agua y altas temperaturas. Las plantas CAM permiten la entrada de CO: a las células
durante la noche, lo fijan a moléculas de fosfoenolpiruvato y producen oxaloacetato —un
acido C4— que al reducirse produce acido malico que se almacena en las vacuolas. Durante
el dia, con los estomas cerrados, no hay incorporacién de CO2 y el acido malico almacenado
en las vaculolas es trasladado a los cloroplastos donde, por descarboxilacién, libera el CO:2

fijado durante la noche para dar inicio al ciclo de Benson-Bassham-Calvin. Las plantas CAM,
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al igual que las C4, minimizan la competencia del oxigeno por los sitios activos de la Rubisco
(Sujatha, 2015).

3.4 RUBISCO
La reaccidén que cataliza la Rubisco llega a ser, en determinadas condiciones, la limitante

del ciclo de BBC debido a su baja tasa catalitica (Formighieri, 2015; McNevin et al. 2006), a
que aunque presenta 100 veces mas selectividad hacia la fijacion de CO:2 que de O:
—alrededor de una molécula de O:2 es fijada por Rubisco por cada 3 de CO2ya que la
concentracion ambiental de los gases es de 0.04% para CO2 y de 21% para O2 (Sharkey,
2001) -y a la necesidad de ser activada por la chaperona molecular Rubisco activasa
(ribulosa 1,5-bisfosfato carboxilasa/oxigenasa activasa), quien retira los inhibidores que
bloquean sus sitios activos (Portis, 1995). Las limitaciones que tiene la Rubisco en cuanto a
eficiencia y selectividad las subsana con su abundancia en los tejidos verdes. Carmo-Silva
y otros (2015) presentan una tabla comparativa entre especies donde muestran que en
algunos pastos Cg, la Rubisco representa alrededor del 25% respecto al contenido total de

proteina, mientras que en la cebada (especie Cs) llega a representar hasta el 74%.

Se espera que con el aumento de la concentracion de CO2 ambiental en los préximos anos,
la incidencia de la fotorespiracion disminuya (Walker et al. 2016). Durante la fotorrespiracion
se produce una molécula de 3-fosfoglicerato y una molécula de fosfoglicolato. El
fosfoglicolato es transformado a glicolato y exportado al peroxisoma donde se transforma
en glicina y es transferido a la mitocondria donde por descarboxilacion oxidativa y una serie
de reacciones es transformada en serina y exportada al peroxisoma donde se transforma
en glicerato y pasa al cloroplasto. En el cloroplasto, el glicerato se convierte en fosfo-
glicerato, mediante el gasto de una molécula de ATP, e ingresa al ciclo de BBC. La
fotorespiraciéon es energéticamente costosa —cada oxigenacion que cataliza la Rubisco
consume 3.5 ATP y 2 NADH—y se estima que disminuye el rendimiento de los cultivos de
soya y trigo en 36% y en 20%, respectivamente (Walker et al. 2016), sin embargo, es
importante en el metabolismo de las plantas ya que promueve la remocion de intermediarios
metabdlicos toxicos, protege de la fotoinhibicion, apoya las reacciones de defensa y esta

intimamente ligada con las reacciones del metabolismo primario (Peterhansel et al. 2010).

13



La Rubisco se encuentra presente en plantas, bacterias quimiotréficas, cianobacterias,
algas rojas y cafés formando hexadecameros constituidos por 8 subunidades grandes (L,
50 a 55 kDa) y 8 pequenias (S, 12 a 18 kDa) que juntas forman una estructura L8S8 (Figura
1. Cada hexadecamero tiene 8 sitios activos localizados unicamente en el espacio inter-
dimero entre el dominio carboxilo terminal de una isoforma grande y el amino terminal de
otra. La estructura formada permite que los sitios activos queden expuestos hacia la cara

externa del hexadecamerot (Knight et al. 1990).

Figura 8. Diferentes vistas de la estructura cuaternaria de Rubisco.
A) Tetramero L2S2. Vista en la que se aprecia su simetria rotacional de orden 2. B) Hexadecamero L8S8 con la misma simetria
rotacional de orden 2. C) Vista del hexadecamero con simetria de orden 4. Las subunidades pequefias se representan con color

amarillo, las grandes se representan con color azul y verde. Entre ellas, en rojo, una molécula similar a su sustrato, la 2CABP.
Imagen tomada de Anderson y Backlund (2008)

Para que la Rubisco pueda carboxilar u oxigenar a su sustrato, la RuBP, debe antes
activarse. Para tal fin, lo primero que ocurre es la carbamilacion de la lisina 201 (residuo
ampliamente conservado entre las plantas) y la estabilizacion de las cargas con un ion Mg?*.
Luego de eso, la RuBP puede ser empleada como sustrato y convertirse en un 2,3-enediol

que puede recibir CO2 u O2 (Spreitzer & Salvucci, 2002).

3.5 RUBISCO ACTIVASA
Bajo ciertas condiciones la Rubisco puede unir fuertemente azucares fosfato que inhiben su

actividad (Wachter & Henderson, 2015). La Rubisco activasa remueve los inhibidores del
sitio activo de Rubisco, facilitando su accién carboxilasa/oxigenasa (Figura 9) (Wang &
Portis, 1992).
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CO, + Mg RuBP + CO,

Rubisco \ > Activa \
(E) ‘7_ (ECM) ":\

\ CO, + Mg2+ A
RUBP RUBP, CATP, CATP, Figura 9 Inactivacién de la Rubisco por azucares fosfato y

XUuBP \ /XUBP XUBP PDBP\ /XUBP PDBP reactivacion de la Rubisco por la Rubisco activasa. La

A 4

enzima Rubisco (E) lleva a cabo la fijacion de CO;
unicamente cuando se encuentra en su forma activa

Rca Rca (ECM), lo cual se logra mediante la carbamilacién de un

A +ATP \ +ATP residuo de lisina y la estabilizacién de la carga por un ion

Mg?*. La union de azlcares fosfato en la Rubisco sin

@.ctiva @ti 3 carbamilar la inactiva (El), al igual que cuando se unen
(El) QCN“) ciertos inhibidores en la ECM (ECMI).

RuBP = Ribulosa-1,5-bisfosfato, XuBP = Xilulosa-1,5-
bisfosfato, PDBP = Pentadiulosa-1,5-bisfosfato, CA1P = 2-
carboxi-D-arabinitol 1-fosfato, Rca = Rubisco activasa
Imagen modificada de (Bracher, 2017)

La Rubisco activasa (Rca) es una proteina con funcidn de chaperona molecular (Sanchez
de Jiménez, 1995) y actividad de ATPasa sensible a inhibicion por ADP (Robinson y Portis,
1989) que pertenece a la familia de las ATPasas asociadas con diversas actividades
celulares (familia AAA+) (Neuwald et al. 1999). Las proteinas AAA+ se encuentran en todos
los reinos de los seres vivos y participan en diversos procesos celulares, tales como la fusion
de membrana, la replicacion del DNA y la protedlisis. Una caracteristica importante de estas
proteinas es que contienen una o mas copias del motivo AAA+ y frecuentemente forman
estructuras anulares oligoméricas (6 a 7-mer). La estructura anular de las proteinas AAA+
perturba estructuras moleculares o macromoleculares mediante el desdoblamiento de
proteinas, el desacoplamiento de complejos proteicos, el desenrollado del DNA, o la

induccion de alteraciones en complejos DNA-proteina (Ogura & Wilkinson, 2001).

La Rubisco activasa en eucariontes es una proteina codificada en el nucleo que contiene
un péptido sefial que le permite la entrada al cloroplasto, lugar en donde lleva a cabo su
accion (Werneke et al. 1988). Usualmente se encuentran dos isoformas de Rca en plantas:
una grande de 45 a 48 kDa (a, RcalL L= large) y una pequefia (3, RcaS S= small) de 41 a
34 kDa. Las isoformas de la Rca pueden provenir de genes diferentes cada una (en algodén

y camote) (Salvucciy otros, 2003; Jiang et al. 2013), de un mismo gen (en trigo, arroz, A.
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thaliana y espinaca) (Law y Crafts-Brandner, 2001; Werneke et al. 1989) o de genes
diferentes y ademas presentar splicing1 alternativo (en cebada, maiz y soya) (Rundle &
Zielinski, 1991; Yin et al. 2010; Yin et al. 2014), o como en el caso de plantas de tabaco

presentar mas de tres genes pero solo la isoforma (3 (Quian & Rodermel, 1993).

La Rubisco activasa es una proteina que se encuentra en todas las plantas verdes, asi como
en otros organismos fotosintéticos, y esta ampliamente conservada entre especies. Con
base en la estructura cristalografica de Nicotiana tabacum, Stotz et al. (2011) sugieren que
la Rca funciona como un hexamero con un poro central donde tiene expuestas asas con los
residuos requeridos para remodelar a la Rubisco usando ATP con el fin de liberarla de los

azucares inhibitorios.

Se ha estudiado a la Rca desde hace ya varios afios y se ha relacionado con una alta tasa
de asimilacion de COz2, con plantas que producen altos rendimientos de productividad en
granos (Yin et al. 2014), asi como con un fenotipo robusto (Morales et al. 1999), un mayor
crecimiento de la planta (Almeraya, 2005) y un mayor actividad de la Rubisco (Martinez-
Barajas et al. 1997). Se han realizado trabajos de escrutinio y de sobreexpresion de la Rca
con la finalidad de obtener plantas con mayor capacidad fotosintética y ello ha contribuido a
comprender como colabora cada isoforma. La Rca a se ha asociado con plantas con mayor
tasa fotosintética, menor tiempo de floracion, mayor altura, mayor productividad en grano
(Wu et al. 2006; Wang et al. 2010), mayor tolerancia ante estrés térmico (Crafts-Brandner
et al. 1997) donde en algunas ocasiones se expresa selectivamente (Law et al. 2001; Ristic
et al. 2009). Por otro lado, la isoforma 3 contribuye mas activamente a aumentar la velocidad
que alcanza la fotosintesis en el estado estacionario tras un incremento en la intensidad
luminosa (Yamori et al. 2012) y, en plantas de arroz, a conferir tolerancia ante el estrés
térmico (Wang et al. 2010). Se ha visto que en condiciones de estrés hidrico la expresiéon de
la Rubisco activasa y sus mRNAs pueden aumentar (Pelloux et al. 2001), asi como también

pueden encontrase nuevos mRNAs producto de splicing alternativo (Salekdeh et al. 2002)

L El término splicing proviene del inglés y ha sido adoptado por la comunidad cientifica al lenguaje espafiol. Dicha
palabra hace mencién al proceso de corte y empalme que se da durante la maduracion del mRNA
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3.6 REGULACION DE LA RUBISCO ACTIVASA Y DEL CICLO DE BBC
Los genes de la Rubisco activasa presentan, rio arriba del sitio de inicio de la transcripcion,

varios elementos de respuesta a estrés: 3 que responden a estrés hidrico y 2 a estrés por
calor (Chen et al. 2015). Aunque las distintas isoformas de la Rubisco activasa pueden
provenir de un mismo gen, cada una tiene distintos mecanismos de regulacion.
Experimentos previos con Arabidopsis (Zhang y Portis, 1999; Zhang et al. 2001; Wang &
Portis, 2006) ha permitido entender que la isoforma o, en su C-terminal, contiene 2 residuos
de cisteina regulados por la tiorredoxina-f y que cuando dichos residuos se oxidan y forman
puentes disulfuro, la afinidad por ATP decrece y se torna mas sensible a la inhibicion por
ADP, en contraste con la isoforma 3, que no se regula por dicho mecanismo (Carmo-Silva
y Salvucci, 2013) pero que al combinarse con la isoforma a, formando un hetero-oligdmero,

es sensible a la regulacion redox (Zhang et al. 2001).

Como ya se describidé en paginas anteriores, la Rubisco activasa es fundamental para la
activacion de la Rubisco, pero no es el unico factor a considerar cuando se habla de
fotosintesis. Existen varios factores que influyen en la tasa fotosintética, entre ellos puede
citarse la conductancia del mesdéfilo (gm) (Niinemets et al. 2009), la conductancia desde el
espacio intercelular hasta el estroma del cloroplasto (gi) (Yamori et al. 2006), la conductancia
estomatica (gs) (Fischer et al. 1998), la tasa de regeneracion del azucar RuBP (Lefebvre et
al. 2005), la tasa de transporte de electrones (ETR) y la tasa de carboxilacién de la Rubisco
(Yamori et al. 2008).

El ciclo de BBC esta conformado por una serie de reacciones coordinadas entre si, que
ademas deben acoplarse con el resto de las reacciones del metabolismo de las plantas para
evitar un gasto energético innecesario. Las plantas reaccionan de formas diversas cuando
se ven sometidas a cambios en su entorno, ya sea por la presencia de fitohormonas, por la
cantidad de nutrientes disponibles, por agentes que provoquen estrés abidtico o bidtico, por
modificaciones en la intensidad luminosa o por la transicién del dia a la noche que ocurre
de forma ritmica. Existe una gran variedad de genes en el metabolismo de las plantas cuya
regulacion transcripcional tiene ritmo circadiano, y entre ellos se encuentran varios de los

que intervienen en la fotosintesis (Harmer et al. 2000; Noordally et al. 2013)

A nivel enzimatico, la regulacion del ciclo de BBC se da por varios mecanismos (Figura 10).
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Figura 10. Regulacién del ciclo de Benson-Bassham-Calvin.

Esta figura muestra de forma resumida lo que se comenté en la seccién anterior. [+] significa que incrementa la actividad; mientras

que [-], que disminuye. Se presenta también la regulacion de Rubisco activasa (aunque no forma parte de las enzimas del ciclo)

porque su presencia y actividad es fundamental para la actividad de Rubisco. La imagen fue modificada de Heldt & Piechulla (2011)
El primer mecanismo de regulacion esta a cargo de las tiorredoxinas (TRXs), proteinas
oxido-reductasas con un motivo ditiol-disulfuro en su sito activo, cuyo puente disulfuro de su
sitio activo se reduce en presencia de luz con lo que pueden luego reducir y activar a otras
proteinas o promover la ruptura del enlace disulfuro de una proteina. Las TRXs son
regeneradas por tiorredoxin reductasas (TRs). La reduccién de las TRXs dependiente de
las TRs es llamada sistema TRX. Las plantas tienen dos tipos de sistemas TRX: aquellos
en los que las TRs dependen de ferredoxinas y aquellos que dependen de NADPH. Existen
varios tipos de TRXs en cloroplastos: los h, o, f, m, X, y, z, que intervienen en diferentes
etapas de la regulacion (Nikkanen & Rintamaki, 2014). Las proteinas del ciclo de Benson-
Bassham-Calvin reguladas por esta via son: la ribulosa fosfato cinasa (EC. 2.7.1.19), la

sedoheptulosa 1,7-bisfosfatasa (EC. 3.1.3.37), la NADP-glicerinaldehido fosfato
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deshidrogenasa (EC. 1.2.1.13), la forma cloroplastica de la fructosa 1,6-bisfosfatasa (EC.
3.1.3.11) y la Rubisco activasa (EC. 4.1.1.36). La Rubisco activasa, a pesar de no haber
sido descrita como un componente del ciclo de BBC, es una proteina que necesita estar
presente para que Rubisco pueda llevar a cabo sus funciones de carboxilasa y de oxigenasa
(Heldt & Piechulla, 2011)

Otro mecanismo de regulacion dependiente de la luz se basa en el cambio de la actividad
de las proteinas como respuesta a la concentracion de Mg?* y del pH en el estroma de los
cloroplastos. En el primer caso, se ha visto que el magnesio puede favorecer la actividad de
3 enzimas del ciclo (Heldt & Piechulla, 2011) y de la Rubisco activasa. Ishijimay otros (2003)
sefalan que la concentracion de Mg2+ libre en el estroma de plantas de espinaca cambia
de 0.5 mM a 2 mM en la transiciéon obscuridad-luz. Por su parte, Hazra y otros (2015)
cuantificaron, mediante ensayos in vitro con componentes de tabaco, el incremento de la
actividad catalitica (kcat/km (aparente) de la Rubisco activasa debida al incremento de Mg?*
libre: 5 veces si aumenta de 0.1 mM a 2 mM y hasta 9 veces en concentraciones de 8.5 mM.
El pH varia con la luz: la alcalinizacién del estroma en la transicién luz/obscuridad —pH 7.2
hasta pH 8.0— favorece la actividad de las enzimas fotosintéticas (Heldt & Piechulla, 2011).
El tercer mecanismo de regulacion es efectuado por el producto de reaccion de las enzimas
fructosa-1,6-bisfosfatasa (inhibida por la fructosa-6-fosfato) y la sedoheptulosa-1,7-

bisfosfatasa (inhibida por la sedoheptulosa-7-fosfato)

La actividad de la Rubisco responde a varias sefiales entre las que se puede citar la
intensidad de luz, el balance entre la obtencion y almacenamiento de carbohidratos, la
temperatura, la hora del dia, inhibidores, cantidad y estabilidad de Rubisco activasa (Parry
et al. 2008)

3.7 LA CEBADA EN MEXICO Y EL MUNDO
El estudio del ciclo de BBC y la regulaciéon de Rubisco por la Rubisco activasa es de suma

importancia debido a que la alimentacion del hombre (FAO, 1998 y 2003) y del ganado
(IAASTD, 2009) depende en gran medida del consumo de plantas —que son organismos
fotosintéticos. La FAO (Organizacion de las naciones unidas para la alimentacion y la

agricultura) ha establecido que el grupo de los cereales esta compuesto por 17 productos
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(FAO, 1994), de todos ellos los 5 que mas se producen en México y el mundo son maiz,

arroz, trigo, cebada y sorgo (Figura 11).

Sorgo 2.5% Otros 3.2% 0 Arroz 0.6%
a) g b) Cebada 2.3% Otros 0.3%

Cebada 5.1%

\

Arroz
26.4%

Figura 11 Produccién porcentual de cereales a nivel mundial (a) y en México (b) durante el afio 2014. En el rubro de Otros se incluyen
los cereales mijo, avena, triticale, centeno, fonio, quinoa, alpiste y una variedad de amarantos. (FAO, 2014)

La cebada se encuentra dentro de los cinco cereales que mas se cosechan en México y en
el mundo, ocupando el cuarto lugar en produccién en ambos casos. Los 5 mayores
productores de cebada en el mundo son Rusia, Francia, Alemania, Australia y Ucrania
(Figura 12), México ocupa el lugar 33 en produccién de cebada en el mundo (FAO, 2014),

contribuyendo al 5.3% de la produccién mundial de cebada (SIAP, 2014).

Del total de la produccion de cebada en México, menos del 30% proviene de variedades
destinadas a la alimentacion del ganado (FIRO, 2013), mientras que el resto proviene de
variedades empleadas para la produccion de malta? cervecera. La produccion de cebada
aumento 67.2% al ano 2016, con respecto a 2013, y se espera que continue en aumento
para disminuir la importacion del grano. La cerveza es el principal producto agroalimentario
de exportacion y México ocupa el primer lugar internacional en exportaciéon (SAGARPA,
2017). En México la produccion de cebada se concentra en 6 estados que producen el 96%
de la produccién nacional (Figura 13, a) siendo el estado de Guanajuato el que produce la

mayor cantidad. El 40% de la produccion nacional de cebada, en 2014, se obtuvo bajo

2 E| proceso de malteado se puede definir como la germinacién del grano bajo condiciones controladas seguido por un

secado lento y cuidadoso para preservar la maxima actividad enzimética posible. La malta se emplea para convertir el

almidén de granos en azucares sencillos que puede asimilar Saccharomyces spp.y transformar en alcohol (Serna, 2001).
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condiciones de riego; mientras que el 60% restante, bajo condiciones de temporal (Figura

13, b).
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Figura 12 Produccion mundial de cebada medida en toneladas. México produjo 845,707 toneladas en 2014, ocupando el lugar 33 a
nivel mundial. No se cuenta con datos de produccion de los paises sombreados en gris. (FAO, 2014).
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Figura 13 . Produccién de cebada en México. Principales estados productores de cebada en México (a) y produccién de cebada bajo
condiciones de riego y de temporal en el afio 2014 (SIAP, 2014).

La cebada es una planta que pertenece al género Hordeum en la tribu Triticeae dentro de

la familia de las gramineas. La cebada se domestico a partir de H. vulgare ssp. spontaneum

en el area del Medio Oriente hace 10,000 afios. Este organismo fue uno de los primeros

cereales domesticados por el hombre.
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Existen 2 variedades de cebada que difieren en la cantidad de hileras de granos presentes
en la espiga: Hordeum hexastichum , con 6 hileras y Hordeum distichum, con 2 hileras,
ambas especies se pueden agrupar bajo el nombre de Hordeum vulgare subsp. vulgare.
Las variedades comparten caracteristicas morfolégicas similares, particularmente la
presencia de 3 espiguillas (Figura 14) en cada nudo del raquis, llamadas triplete, que
pueden o no ser fértiles: en la cebada de 6 hileras todas las espiguillas son fértiles y dan
lugar a grano, mientras que en la cebada de 2 hileras las espiguillas laterales son infértiles
y no producen grano (Australian Government, 2008). Este cereal es una planta cleistégama

que no suele fecundarse por polinizacién cruzada, (Hermannsson et al. 2010).

CEBADA 2 HILERAS CEBADA 6 HILERAS

Figura 14. Espigas y espiguillas de cebada. La cebada de 2 hileras (A y B) es aquella que tiene un par de espiguillas infértiles
(B,1) que resultan en espigas planas y una espiguilla fértil donde se desarrolla el grano (B,2). La cebada de 6 hileras (Cy D)
tiene todas sus espigas fértiles (D,2) lo que produce una espiga circular. Ambos tipos de espigas tienen glumas (3) (Waugh
etal. 2013).

Para describir la etapa de desarrollo se han desarrollado codigos numéricos que hacen
alusién a momentos especificos del desarrollo. Feekes (1941) desarrollé un cédigo que fue
ilustrado por Large (1954), posteriormente Zadoks et al. (1974) desarrollaron otro cédigo
decimal (ANEXO Il) que posteriormente Tottman & Broad (1987) ilustraron y que se muestra

parcialmente en la Figura 15. El cédigo propuesto por Zadoks es el mas empleado.

La cebada es una planta que ha sido de interés para los cientificos de gran parte del mundo
porque es una especie diploide que se autofecunda, con pocos cromosomas (2n = 14) que
ademas son de gran tamafo, es facil producir cruzas, crece en una gran variedad de
condiciones climaticas (Saisho & Takeda, 2011) y porque es un cereal con gran importancia

economica. Algunos de los estudios realizados con esta planta estan relacionados con
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diversos tipos de estrés (e.g. hidrico (e.g Samarah, 2005; Robredo et al. 2007; Habibi, 2012;
Fayez & Bazaid, 2014), salino (Cramer & Nowak, 1992; Yongchao, 1998; El-Tayeb, 2005),
térmico (Havaux & Tardy, 1999; Wahid & Shabbir, 2005; Rollins et al. 2013), asi como
aspectos nutricionales relacionados con la supervivencia y rendimiento de la planta (Chapin
et al. 1988; Cantero-Martinez et al. 2003; Lopes et al. 2004), y también con aspectos
relacionado con la fotosintesis y el llenado de grano (Tambussi et al. 2007; Bingham et al.
2007; Kohl et al. 2015).

Una de las proteinas claves para la fotosintesis es la Rubisco activasa (Rca) al ser la
chaperona molecular de la Rubisco (ver seccion 3.5). La Rca en cebada esta codificada por
dos genes, el gen RcaA genera una isoforma a de 46 kDa (RcaA1) y una 3 de 42 kDa
(RcaA2) por splicing alternativo, el gen RcaB genera una isoforma de 42 kDa (RcaB)
(Rundle & Zielinski, 1991a). La cantidad de los mRNAs y las proteinas de la Rca se
distribuye a lo largo de las hojas de cebada diferencialmente: en la region mas
fotosintéticamente activa la abundancia relativa de los transcritos RcaA2 es entre 20 y 100
veces mas que RcaAl o RcaB, y ante incrementos de los mRNASs las proteinas de la Rca
igualmente se incrementan mas no en la misma proporcion (Rundle & Zielinsky, 1991b). Se
sabe que en cebada la Rca es una de las proteinas que modifican su expresion en
condiciones de estrés (Ozturk et al. 2002; Fatehi et al. 2012; Rollins, et al. 2013; Kausar et
al. 2013).
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Figura 15. Etapas de desarrollo de Zadoks.
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(1987), de algunas etapas propuestas por Zadoks.
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4 HIPOTESIS

La expresion de las isoformas de la Rubisco activasa (RCA) varia a lo largo del desarrollo

de la planta de cebada, conduciendo a cambios en la actividad de la Rubisco.

5 OBJETIVOS

«+ Determinar si existe variacion en la cantidad total de la Rubisco activasa o de sus

isoformas a lo largo del desarrollo de plantas de cebada de una variedad de 6 hileras.

++ Determinar si los niveles de mRNA de las distintas isoformas de la Rubisco activasa

reflejan la cantidad de proteina presente en las hojas.

% Determinar si hay una asociacion entre la cantidad de las distintas isoformas de la
Rubisco activasa y la actividad de la Rubisco en distintos momentos del desarrollo

de las plantas.

6 METAS

e Adecuar una metodologia que permita identificar y cuantificar las proteinas y mRNAs de
la Rubisco activasa.

e Caracterizar, en hojas de cebada, el patron de expresion de las isoformas de las
proteinas Rca en 3 estados de desarrollo.

e Determinar el nivel de expresion de cada uno de los mensajeros de las distintas
isoformas de Rca en hojas de cebada, en los 3 estados de desarrollo elegidos.

e Establecer la relacion entre los niveles de las proteina y los mensajero de la Rubisco
activasa a lo largo del desarrollo de la planta.

e Cuantificar la actividad de la Rubisco en los 3 estados de desarrollo.
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7 METODOLOGIA

7.1 MATERIAL BIOLOGICAO
Para la realizacion de este proyecto de investigacion se emplearon granos de cebada de

una variedad de temporal con 6 hileras de granos, los cuales se sembraron en cajones con
27 litros de sustrato (13 cm de profundidad) con composicién: Mezcla 3 de Sunshine®,
agrolita y vermiculita en proporcién 6:1:1, respectivamente. Se realiz6 riego cada dos dias
con agua corriente y una vez a la semana con 1.5 L de solucion nutritiva (Nitrogeno 212
ppm, Fésforo 50 ppm, Potasio 236 ppm, Calcio 200 ppm, Magnesio 48 ppm, Azufre 68 ppm,
Hierro 4.25 ppm, Manganeso 2.4 ppm, Boro 0.76 ppm, Cobre 0.69 ppm, Zinc 1.35 ppm,
Molibdeno 0.012 ppm) en cada cajon.

Para el crecimiento de las plantas se empled una camara de cultivo dentro de un
invernadero con paredes y techos de vidrio, asi como con un sistema de refrigeracion
intermitente. La temperatura de la camara fue de aproximadamente 30°C de diay 15°C de
noche con fotoperiodo natural.

La recoleccion de las muestras se realizé el mismo dia alrededor de las 13 horas, en un
momento en que la luz del sol incidiera perpendicularmente sobre las plantas con una
intensidad luminosa entre 12.2 y 14 klux3. Para la realizacidn de este estudio se recolectaron
las hojas mas jovenes totalmente desarrolladas en tres etapas diferentes de desarrollo
(Zadoks 1.3, 2.0y 5.3, ver ANEXO Il). Las hojas recolectadas fueron cortadas desde la base
del tallo, envueltas en papel aluminio, congeladas inmediatamente en nitrogeno liquido y
almacenadas a -70°C hasta su analisis. Las hojas recolectadas se nombraron respecto al

orden de emergencia en las plantas como 2, 5 y 7 tomando 3 plantas de cada etapa.

En la Figura 16 se muestra un ejemplar representativo en cada una de las etapas
seleccionadas. Las plantas de las imagenes no fueron empleadas para la realizacion de los
experimentos ya que la recoleccion de las muestras debié hacerse de forma rapida y

congelando de inmediato.

3 El lux es la unidad de intensidad de iluminacién del Sistema Internacional, de simbolo Ix, que equivale a la iluminacién
de una superficie que recibe normal y uniformemente un flujo luminoso de 1 lumen por metro cuadrado.
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Figura 16. Edad representativa de las plantas empleadas en este trabajo. La hoja recolectada varia dependiendo de la edad de
la planta y el nimero de hoja siempre se cuenta de abajo hacia arriba.A: Planta de la cual se muestred la hoja 2, B: Planta de la
cual se muestreo la hoja 5y en C:Planta de la cual se muestred la hoja 7, también llamada ‘bandera’. La flecha blanca sefiala la
hoja recolectada.

7.2 EXTRACCION DE PROTEINAS
Cada hoja se trituré en un mortero con pistilo, en presencia de nitrégeno liquido hasta

obtener un polvo fino homogéneo, el cual se depositdé cuidadosamente en varios tubos de
centrifuga de 1.5 mL para poder tomar solo una parte de la muestra en los casos necesarios.
La espatula y los tubos en los cuales se depositd el polvo fueron enfriados previamente con
nitrégeno liquido para que la muestra permaneciera congelada durante todo el proceso de
manipulacion. Los tubos con muestra se mantuvieron a -80°C mientras no se necesitara

extraer material de ellos.

Con la finalidad de no pesar las muestras de trabajo -para evitar su descongelamiento- se
realizaron algunas pruebas para poder relacionar el volumen que ocupa 0.1 gramos de
muestra de hoja triturada y congelada en un tubo de centrifuga con capacidad de 1.5 mL.
En esta primera parte se concluy6 que 0.25 g de tejido pulverizado ocupa un volumen de
0.5 mL.
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Las muestras para analisis se trataron de la siguiente forma: en un tubo de centrifuga de
1.5 mL de capacidad se mezclé muestra de hoja triturada con nitrégeno liquido con buffer
de extraccion de proteinas (100 mM HEPES—KOH, pH 7.5, 20 mM MgCl2, 1 mM Na>—EDTA,
Complete® (inhibidor de proteasas de Roche ® usado como especifica el fabricante), 5 mM
DTT, 10 mg/mL PVP, 2 mg/mL PEG 4000, 1% (v/v) Triton X-100) (Kubien et al. 2010)
empleando aproximadamente 2 mL/gramo de hoja 7, 1.5 mL/gramo de hoja 5y 1 mL/gramo
de hoja 2. La muestra se agitdé vigorosamente por algunos segundos, se mantuvo en hielo
durante 10 min, se agité vigorosamente de nuevo y se centrifugd a 21,000x g/4°C durante
5 min para retirar la fibra y conservar la fraccion soluble en la cual se cuantificé la cantidad
de proteina total, de acuerdo con el método de Bradford, usando el reactivo con #cat 500-
0006 de Bio-Rad y BSA (Equitech-Bio, Inc. Cat# BAC62) como estandar. El extracto
obtenido se empled inmediatamente para la determinaciéon del contenido relativo de la

Rubisco activasa o para determinar la actividad de la Rubisco.

7.3 CUANTIFICACION DEL CONTENIDO DE LA RUBISCO ACTIVASA
De cada una de las etapas de desarrollo elegidas se tomaron tres ejemplares biolégicos, y

se realizaron triplicados técnicos. De cada muestra se tomaron 7 pg de proteina total y se
resolvieron en geles SDS-PAGE de 5.7 cm x 8.3 cm x 1.5 mm y gradientes discontinuos a
2 fases (primer gel separador (1.5 cm) al 12% y segundo gel separador (4.2 cm) al 8%), los
geles se cargaron por duplicado para tefiir uno y transferir el otro. Se empleé como marcador
de peso molecular los estandares de Bajo Rango pretefiidos de Bio-Rad® con # cat. 161-
0305. Las proteinas separadas en los geles de acrilaminda se transfirieron a membranas
de PVDF Immobilon®-P en una camara sumergida en buffer de transferencia (12.5 mM Tris,
96 mM glicina, 25 mg/L SDS, 20% metanol) a 100 V durante 1 h y en todos los casos se
observé que el marcador de peso molecular se transfirié satisfactoriamente a la membrana.
Para la deteccion y cuantificaciéon de la Rubisco activasa se realizé Western Blot bloqueando
primeramente la membrana durante 1 h en una solucién de leche descremada (marca
Svelty®) al 5% en TBS-T (50 mM Tris, 150 mM NacCl, 0.05% Tween 20, pH=7.4 con HCI),
posteriormente se hibridd con el anticuerpo Anti-Rca (anticuerpo policlonal marca Agrisera®
cat # AS10 700 desarrollado empleando a la Rubisco activasa de Gossypium hirsutum que
presenta entre 73% y 79% de similitud con las distintas isoformas de la Rubisco activasa de
cebada (ANEXO 1)) en una dilucién 1:40,000 en solucién bloqueadora sin Tween, se lavd

con TBS-T 3 veces durante 7 min para luego hibridar con el segundo anticuerpo IgG-HRP
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de cabra anti conejo (marca Santa Cruz Biotechnology® cat# sc-2030) diluido en proporcién
1:30,000 en solucion bloqueadora sin Tween.

La reaccion quimioluminiscente se generé empleando “Luminata Crescendo Western HRP
substrate” de Millipore® cat # WBLURO100 y se registro la sefial con el equipo ChemiDoc™
MP System de Bio-Rad.

Los geles que no se transfirieron se tifieron a temperatura ambiente (TA) en una solucion
de Metanol al 50%, acido acético al 10% y azul de Coomassie al 2% en agua durante toda
la noche y se destifieron igualmente a TA en solucién de metanol al 40% y acido acético al
10% en agua. Las imagenes de los geles se registraron con el equipo arriba mencionado.
Las imagenes generadas fueron analizadas en el programa de libre distribucion ImageJ®
version 1.45s. Con la finalidad de poder comparar las sefiales obtenidas entre membranas
analizadas por Western Blot se decidio emplear como patron interno la muestra “Hoja 2, rb1

(réplica biolégica 1) en todas los membranas y geles producidos.

7.4 EXTRACCION DE RNA
El RNA se extrajo empleando el producto de Quiagen® “RNeasy Plant mini Kit”, (Cat No.

74904), con el cual se obtienen mMRNAs mayores a 200 pb. En todos los casos, el RNA

precipitado se resuspendié en 50 pyL de agua inyectable estéril.

7.5 CUANTIFICACION DE RNA
La cuantificacion del RNA se realizé a 260 nm, en un equipo espectrofotométrico con una

celda de cuarzo. Todas las lecturas de absorbancia se encontraron entre 0.2 y 0.8 unidades
y se verificd que la relacidon A2so/A2so fuera > 1.8.

Se confirmé la integridad del RNA cargando alrededor de 500 ng de RNA en un gel de
agarosa al 1%, empleando como buffer de corrida el buffer TAE (40 mM Tris, 20 mM acido
acetico, 1 mM EDTA, pH=8.4) y como buffer de carga la siguiente mezcla: 0.03% Xileno
Cianol FF, 200 mM MOPS, 1 mM EDTA, 5 mM Acetato de sodio, 4.5% Formaldehido, 30%

Formamida.

7.6 DETERMINACION DE LA CANTIDAD DE MENSAJEROS DE LA RUBISCO
ACTIVASA
El contenido de mensajeros de la Rubisco activasa se llevé a cabo por RT-PCR semi-

cuantitativa en dos pasos, empleando como control interno el rRNA 18S.
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Para el desarrollo de esta parte se emplearon 3 réplicas bioldgicas de cada una de las
etapas de desarrollo seleccionadas. No hay réplicas técnicas.

El primer paso (transcripcion inversa del RNA/sintesis de cDNA) se llevé a cabo incubando
primeramente el RNA con DNasa (Promega cat# M610A), de acuerdo a las especificaciones
del fabricante y posteriormente se sintetizé el cDNA con SuperScript® Ill Transcriptasa
Reversa (Invitrogen cat#18080-044) empleando oligo dT1s en concentracién 2.5 yM y con
de 1.4 ug de RNA por cada 20 pL de reaccion.

A pesar de que el rRNA 18S no contiene una cola poli(A) puede amplificarse
satisfactoriamente cuando se emplea oligo dT para la sintesis de cDNA (Bogdanovic¢ et al.
2013).

El segundo paso (PCR) se realizé empleando el mix de reaccién del kit EXPRESS SYBR®
GreenER™ (Invitrogen cat#A10314), tomando lo equivalente a 70 ng de RNA por reaccion
de 20 pyL y empleando distintos pares de oligonucleotidos para la amplificacion de los
transcritos (Tabla 2). En la Figura 17 se muestra la regién que reconoce cada oligonucledétido

en los mMRNAs de Rca.

Tabla 2 Resumen de las secuencias de oligonucleétidos empleados para la amplificacion de los trasncritos de los genes de la Rubisco
activasa

Acceso . . Regic’)n
Gen G Secuencia de los oligos amplificada
enBank (pb)
Fwd 5-GGAAACTTACCAGGTCCAGACATAG-3’
18S AY552749.1 Rvs 5- GTGGCCTAAACGGCCATAGTCCCTC-3 210
Tm de alineamiento: 66°C
RcaAl Fwd 5-TAAGTAGGATCCATGGCGGAGAACATCGACGAGAAG-3’ 1251
y M55449.1 Rvs 5-ATGTAGGGATCCTTAAAAGGTGTAAAGGCAGC-3 y
RcaA2 Tm de alineamiento: 66°C 1318
Fwd 5-CAGTGTGAGCTTGTGTTCGC”
RcaA2 M55447 1 Rvs 5-TGTGCTCCTTTACCTCCTCC” 854
Tm de alineamiento: 66°C
Fwd 5-GCTTGCATATACCACTGCACG-3
RcaB M55448.1 Rvs 5'- GAGCTTGTCCATGAATGCCG-3’ 482
Tm de alineamiento: 60°C

La separacion de los transcritos amplificados se realizd6 en geles de agarosa al 1.5%
cargando 10 pl de producto de PCR. Se documentaron las imagenes de los geles
empleando el equipo ChemiDoc™ XRS+ de Bio-Rad®, el analisis de las mismas se realizd

mediante el software ImagedJ version 1.50i.
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Para la cuantificacién de la cantidad de mensajeros presentes en la muestra fue necesario
generar cDNA a partir de RNA para posteriormente hacer PCR. A lo largo de este trabajo
se hara mencién a la amplificacion del rRNA y de los mRNAs queriendo decir que se

amplifico el cDNA sintetizado a partir de RNA total en la muestra.
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Figura 17 Sitio de unién de los Oligonucledtidos sobre los transcritos de los genes Rca. El transcrito del gen RcaB se amplificd con
los oligonucledtidos B—1y B— 2. El gen RcaA produce dos trasncritos por splicing alternativo de la region sefialada con corchetes, el
par de oligonucledtidos A2-1y A2-2 amplifico selectivamente un fragmento del mMRNA RcaA2, mientras que el par A1-1, A1-2 amplific
tanto el RcaAl como el RcaA2. Las flechas punteadas entre los dos transcritos RcaA recalcan la diferencia entre ambos mRNAs. Los
recuadros negros son exones y los blancos intrones.

7.7 ENSAYO DE ACTIVIDAD DE LA RUBISCO
Para la determinacion de la actividad de Rubisco se emplearon 3 réplicas biolégicas y dos

réplicas técnicas, con excepcion de la Hoja 2 en la que se emplearon 2 réplicas biolégicas
en lugar de 3. El ensayo se llevo a cabo como se ha reportado previamente (Kubien et al.
2010) con ligeras modificaciones en el buffer de extraccion (ver apartado 6.2). Con este
experimento se determind la cantidad de “C incorporado al azicar RuBP por la accion de
la Rubisco y la Rubisco activasa presentes en los extractos de proteina, obtenidos a partir

de las hojas congeladas y pulverizadas. La marca radiactiva empleada fue NaH'*COs.



La cuantificacion de las proteinas presentes en el extracto acuoso empleado se hizo
empleando BSA (albumina de suero bovino) como estandar, y en la Tabla 14, ANEXO llI,
se muestran las ecuaciones de las curvas de calibracion.

En la primera parte del ensayo se determind la actividad inicial de la Rubisco, y en la
segunda la actividad total. Cuando se comparan ambos valores de actividad puede
conocerse el estado de activacion (EA) de la Rubisco. El EA refleja la proporcion de la
Rubisco que se encuentra activa en el momento de haber realizado la extraccién de
proteinas. La actividad inicial muestra la actividad de la Rubisco de forma similar a lo que
ocurre en las hojas.

La diferencia entre el ensayo de actividad inicial y de actividad total es que en el primero la
muestra entro en contacto con la RuBP y el NaH'*COs al tiempo = 0 minutos, y en el segundo
la muestra se preincubé con NAH'>COs durante 10 min a 25°C, y entr6 en contacto con la
RuBP, el NaH'#COs3 al tiempo = 10 minutos.

Para cada reaccion se emplearon 5 pL de muestra (extracto de proteina o extracto de
proteina pre-incubado) y 60 ul de mezcla de reaccion (88.75 mM Bicine-NaOH, 17.7 mM
MgCl2, 0.88 Nax-EDTA, 0.5 mM RuBP, 10 mM NaH'CO3) con tiempo variable de ensayo.
La reaccion se detuvo con 200 uL de HCI 2 M, se sec6 en una parrilla a 80°C dentro de una
campana de extraccion. Los productos estables en acido se disolvieron con 200 ul de agua
inyectable estéril. Las cuentas por minuto generadas fueron amplificadas con solucién ACS
Il ® (Amersham Bioscience cat. #NACS 204) y registradas con un contador de centelleo
(Beckman Coulter™ modelo LS 6500).

7.8 CUANTIFICACION DE CLOROFILA
Se determiné la cantidad de clorofila en las hojas 2, 5 y 7 usando como buffer de extraccién

acetona acuosa al 80% con 2.5 mM de sulfato de sodio, pH=7.8 (Porra et al. 1989),
empleando las siguientes ecuaciones para los calculos. El resultado se obtiene en pg/mL
para posteriormente hacer los calculos por efecto de dilucién y considerando la masa de la

hoja empleada en la extraccion:

Chl a = 12.25 A8636nm _ 9 55 A646.6 nm
Chl b = 20.31 A%66nm _4 91 ABE3.6nm
Chis a + b = 17.76 A%46:6nm + 7 34 A63.6nm
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7.9 ANALISIS ESTADISTICO
El analisis estadistico de los datos se realizé con la ayuda de hojas de calculo del programa

Excell 2017 de Microsoft® Office 365.

Para determinar diferencia estadistica entre muestras se realizaron comparaciones
mediante Analisis de Varianza (ANOVA) y se calcul6 el valor WSD (Wholly Significant
Difference) propuesto por Tukey con un nivel de significancia estadistico de p<0.05. Se
realiz6 el andlisis de correlacion de Spearman para establecer la correlacién entre factores
(Volk, 1958).
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8 RESULTADOS

8.1 LA EXPRESION DE LA RUBISCO ACTIVASA CAMBIA EN FUNCION DE LA
ETAPA DE DESARROLLO
La integridad de las proteinas presentes en el extracto acuoso empleado se verificd

mediante la tincidon de los geles producidos por la separacién electroforética de proteinas

donde se aprecia que no hay protedlisis evidente (Figuras 24, 26, 28 y 30, ANEXO IlI).

La deteccién de la Rubisco activasa (Rca) mediante Western Blot permitié identificar en
todas las muestras, ademas de las isoformas a y 3, una proteina con un peso aproximado
de 39 kDa (Figura 25, 27, 29 y 31, ANEXO IIl)) que no ha sido descrita como isoforma de la
Rca con anterioridad, pero que en este trabajo se considera como una de ellas y asi se hara
referencia a ella. La distribucién de las isoformas varia dentro de las hojas de cebada: las
isoformas B de 42 kDa representan el 69%, 66% y el 68% en la Hoja 2, Hoja 5 y Hoja 7,
respectivamente; la isoforma de 39 kDa representa el 23%, 27%, y el 15% en la Hoja 2,
Hoja 5 y Hoja 7, respectivamente, mientras que la isoforma a de 46 kD contribuye en 7%,
7%y en 17% en la Hoja 2, Hoja 5 y Hoja 7, respectivamente (Tabla 8, ANEXO IIl). Los datos

de cada determinacién pueden consultarse en la Tabla 9 (ANEXO IlI).

Para poder determinar la significancia de la variacion en los datos se analizaron mediante
ANOVA y con la prueba de Tukey (WSD) (Tabla 10 y Tabla 11 en ANEXO Ill). La
comparacion de la cantidad de Rubisco activasa Total (Figura 18,Tabla 10 en ANEXO IlI)
mostroé que no existe diferencia significativa entre las distintas hojas analizadas. El analisis
de la variacion del contenido de Rubisco activasa por isoformas muestra que éstas se
encuentran en cantidades muy diferentes dentro de una misma hoja e independientemente
de la hoja analizada la banda mas intensa fue aquella de 42 kDa donde hay una mezcla de
dos isoformas B. La cantidad de proteina de 42 kDa —producto de la expresion de dos
genes— no varia entre hojas con diferente etapa de desarrollo (Figura 18,Tabla 11 en
ANEXO IlI). La isoforma de 46 kDa varia significativamente (p<0.05) entre hojas de diferente
etapa de desarrollo, siendo mayor su cantidad en la Hoja 7 donde se encuentra
aproximadamente al doble respecto a las hojas 5 y 2. La isoforma de 39 kDa se detect6 a

lo largo del desarrollo; en ocasiones en forma superior a la de 46 kDa, y aunque parece
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haber cambios en su expresidon no resultan ser significativamente diferentes por la

dispersién de los datos.

A) B)

BMHoja2 OHoja5 MEHoja7 B Hoja2 OHoja5 MWHoja7
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Figura 18 Cantidad relativa de Rubisco activasa en hojas de cebada.
A) Cantidad de Rubisco activasa Total en las distintas hojas analizadas. B) Cantidad de las isoformas de Rubisco activasa en las

distintas hojas analizadas. La isoforma de 39 kDa es una isoforma putativa ya que no ha sido reportada previamente. Los datos
fueron generados a partir de Western Blots anti-Rca; la cantidad es relativa al valor mas alto de contenido de Rubisco activasa

El contenido total de la Rubisco activasa (Figura 18) tiende a incrementarse en las hojas 5
y 7 pero las diferencias no son estadisticamente significativas (p<0.05). Para conocer si la
expresion diferencial de las distintas isoformas de la Rca estd dada por efectos
transcripcionales se analizé la cantidad de los mRNAs (RcaAl, RcaA2 y Rca B) que
codifican para las distintas isoformas de cebada ya reportadas con anterioridad (Rca de 46
kDa y 42 kDa) mediante RT-PCR semi-cuantitativa.

8.2 LOS NIVELES DE LOS RNA MENSAJEROS DE LA RUBISCO ACTIVASA
VARIAN EN LAS DISTINTAS HOJAS ANALIZADAS
Antes de la realizacién de esta parte del trabajo se confirmoé la integridad de las muestras

de RNA empleadas (Figura 32, ANEXO Ill). La amplificacion de los transcritos de la Rubisco
activasa se llevo a cabo con tres pares de oligonucledétidos (seccion 7.5 en Metodologias),
uno de los pares amplificd tanto el mMRNA RcaAl como el RcaA2, los otros dos pares fueron
especificos para RcaA2 y RcaB. El andlisis de los transcritos se realizé con distintos ciclos
de la PCR —seleccionados a partir de curvas de amplificacion (Figura 33, Figura 34, Figura
35)— eligiéndose 30 ciclos para RcaA1+RcaA2 (Figura 36, ANEXO lll), 25 ciclos para RcaA2
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(Figura 37, ANEXO Ill), 45 ciclos para RcaB (Figura 38, ANEXO lll) y 25 ciclos para el control
de amplificacién 18S.La informacion generada no permite hacer una comparacién entre
genes ya que cada par de oligonucleétidos podria tener distinta eficiencia (no calculada),
ademas de generar transcritos con diferente longitud por lo que solamente se compararan
los cambios dentro de un mismo RNA. La cantidad de los transcritos cambia entre hojas ,
teniéndose para todos los casos un minimo en la Hoja 5 (Tabla 12, ANEXO Il y Figura 19).
La sefial de amplificacién de RcaAl+RcaA2 fue menor que la obtenida al amplificar RcaA2.
Este hecho llama la atencién puesto que la intensidad deberia haber sido al menos de la
misma por tratarse de la suma de dos mRNAs. Para obtener la distribucion aproximada de
la isoforma RcaAl en las distintas hojas de cebada considerando el hecho anterior,
arbitrariamente se duplico el valor de RcaAl+RcaA2 para restarsele el valor de RcaA2. La
desviacion estandar de la sefal de RcaAl en cada hoja se calculé obteniendo la raiz
cuadrada de la suma del cuadrado de las desviaciones de RcaAl+RcaA2 y RcaA2 (Figura
20). Tanto RcaB como RcaAl muestran niveles maximos en la Hoja 7, mientras que RcaA2
lo hace en la Hoja 2. Puede consultase la informacion estadistica en la Tabla 13, dentro del
ANEXO II1.

OHoja2 MHoja5 MHoja7 OHoja2 MHoja5 EHoja7
a
200
180
§ b § 200
o 160 a a b =)
— —
x 140 b a > 150
o 120 e
2 100 b &
a
3 £ 100
3 ¥ 2
S 60 <
2 2 50
o 40 k)
£ 5
= 20 =
0 0
RcaAl1+RcaA2 RcaA2 RcaB RcaAl
Figura 19 Niveles de mRNA de las distintas isoformas de la Rubisco activasa en Figura 20 Proporciéon estimada de la
hojas de cebada. cantidad de los mMRNAs RcaAl en
comparacion con RcaAl+RcaA2. Los valores
La cuantificacion de la intensidad de la sefial se realizd con distintos ciclos de delaintensidad de la sefial no tienen relacion
amplificacion para cada mensajero; RcaAl+RcaA2 con 30 ciclos, RcaA2 con 25 con aquellos de la Figura 19.

ciclos y RcaB con 45 ciclos. Los datos se normalizaron respecto al rRNA 18S con
25 ciclos de amplificacion. La comparacion entre hojas para un mismo mensajero
se realizé mediante ANOVA y prueba de Tukey (WSD) con p<0.05, letras
diferentes indican diferencia significativa.
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8.3 ENSAYO DE ACTIVIDAD DE LA RUBISCO
La actividad de la Rubisco esta modulada por la Rubisco activasa (ver seccion 3.4). La

actividad inicial es maxima en la hoja 7 de cebada y minima en las Hojas 2 y 5 (Tabla 15,
ANEXO Il y Figura 21). La actividad total es maxima en la Hoja 7 (Tabla 16, ANEXO IIl) sin
embargo, el analisis estadistico mostré que no hay diferencia significativa entre hojas (Tabla
17, ANEXO III)

WHoja2 [OHoja5 WHoja7 Figura 21 Actividad de la Rubisco in vitro. Se

determind la actividad de la Rubisco in vitro en
hojas de cebada en distintas edades fisioldgicas
de las plantas. La actividad inicial se midié luego
de mezclar extracto de proteina con NaHCO3 en
presencia de magnesio y RuBP en una solucion
amortiguada, la actividad total se determiné de
forma similar con la diferencia de que el extracto
de proteinas se incubd previamente con
NaH!2COs; (ver materiales y métodos para mayor
detalle). Letras diferentes denotan diferencia
significativa al 95% de confianza, determinada

ACTIVIDAD INICIAL ACTIVIDAD TOTAL mediante la prueba WSD de Tukey.

0.7
0.6
0.5

b
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La actividad total de la Rubisco es un dato que permite conocer en cierta medida el grado
de activacion que tiene la Rubisco en las hojas; al cociente de la actividad inicial sobre la
actividad total se le conoce como “Estado de Activacién” y da a conocer la eficacia con la
que la Rubisco activasa activa a la Rubisco. En la Tabla 3 se muestran los valores

correspondientes al estado de activacidon de la Rubisco en cada una de las hojas analizadas.

Tabla 3 Estado de activacion. Pardmetro que resulta de dividir el valor de la actividad inicial sobre el de la actividad total.

Estado de activacién
Hoja 2 0.79
Hoja 5 0.77
Hoja 7 0.90

8.4 CANTIDAD DE CLOROFILA
La cantidad de clorofila en las hojas de las plantas esta relacionada con la integridad del

sistema fotosintético (Jenjins et al. 1981), con el flujo electrénico en la fase luminosa de la

fotosintesis (Govindjee et al. 2010), con el estado de salud de la planta (Mur et al. 2010).
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La clorofila a esta presente en todas las hojas analizadas con una relacion clorofila a/clorofila
b cercana a 4.5; alcanza la mayor concentracion en la Hoja 7 y la menor en la Hoja 2. La
concentracion tanto de la clorofila a como la de la clorofila b aumenta cerca del doble en la
Hoja 7 con respecto a las Hojas 2 y 5 (Tabla 18, ANEXO Ill y Figura 22) con significancia
estadistica (Tabla 19 y Tabla 20)

B Hoja2 OHoja5 MWHoja7

5.0 a Figura 22 Cantidad de clorofila en hojas de cebada.
©
f:) 4.0 Letras diferentes dentro del mismo grupo denotan diferencia
2 estadisticamente significativa con una p<0.05. Analisis
téo 30 estadistico mediante ANOVA y prueba de Tukey (WSD).
=7 b
©
% b Chl a=clorofila a, Chl b=clorofila b, Chl total=clorofila total
< 2.0
]
KS! a
o a a
340 a b

a
a
0.0 -—“.
Chla Chlb Chl total Chla/Chlb

8.5 ANALISIS DE CORRELACION ENTRE DATOS
Una vez determinada la cantidad de la Rubisco activasa total y parcial en funcion de sus

isoformas, la cantidad de transcritos de los genes Rca, la cantidad de clorofila en las hojas
y la actividad inicial y total de la Rubisco se realizé un analisis de correlacion de Spearman.
Los grados de libertad empleados para determinar significancia estadistica variaron
dependiendo de las correlaciones debido a la pérdida de muestras durante los ensayos. Los
valores criticos del coeficiente de correlacion de Spearman (rs) empleados para determinar

significancia estadistica se muestran en la Tabla 4:

Tabla 4 Valores criticos del coeficiente de correlacion de Spearman para pruebas a dos colas (Zar, 1984)

s | wan | oo
5 0.900 1.000
6 0.829 0.886
7 0.714 0.786

El analisis de correlacion entre la actividad inicial de la Rubisco y la cantidad de las proteinas
de la Rubisco activasa muestra que unicamente hay significancia estadistica (p<0.1) con la
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isoforma de 46 kDa donde el coeficiente de correlacion fue de 0.857 (Tabla 5, Figura 23-b)
sin embargo, el estado de activacion de la Rubisco no tiene correlacién con la Rubisco
activasa. El contenido de clorofila total mostré una fuerte correlacion positiva con la actividad
de la Rubisco (Tabla 5, Figura 23-e). No existe correlacion significativa entre el contenido
de las proteinas de la Rubisco activasa y la cantidad de mensajero presente (Tabla 5, Figura
23-h,i,j). La isoforma de 39 kDa no presenta correlacion con alguna de las variables

analizadas.

Tabla 5 Andlisis de correlacion de Spearman (rs) entre variables. El valor rs resultante se presenta en la interseccion de las variables,
es adimensional, con valor positivo si la relacion es directa y negativo si la relacién es inversa. Se omiten las unidades de las variables
ya que ello no modifica el valor calculado. Los valores con significancia estadistica con p<0.1 se remarcan en negritas. Entre paréntesis
‘() se indican los grados de libertad.

VARIABLES Rca 46 kDa | Rca 42 kDa |Rca 39 kDa| Rca Total C'toort‘;fl"a
Actividad Inicial de la Rubisco] 0.857 (6) | 0.500 (6) | -0.071 (6) | 0.286 (6) | 0.964 (5)
Actividad total de la Rubisco| 0.929 (6) | 0.571(6) | -0.143 (6) | 0.381 (6) | 0.929 (5)
Estado de activacién] 0.381(6) | 0.000 (6) | -0.071 (6) | -0.262 (6) | 0.667 (5)

Rubisco activasa 39 kDa

-0.117 (7) | 0.083(7)

Mensajero RcaAl| 0.433 (7) -0.600 (7)
Mensajero RcaA2 -0.467 (7) | -0.550 (7)
Mensajero RcaB -0.300 (7) | -0.300 (7)
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Figura 23 Correlacion entre variables. La actividad inicial de la Rubisco esta dada en unidades de umol CO; /(min*mg proteina),
“Rca” se refiere a la proteina Rubisco activasa, mientras que Rca se refiere al mRNA de la Rubisco activasa. rs es el coeficiente de
correlacién de Spearman. En negritas se resaltan los valores con significancia estadistica con p<0.1.
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9 DISCUSION

De todos los tejidos fotosintéticos (hojas, tallos, 6rganos verdes de flores estériles, raices
aéreas y estructuras reproductivas), las hojas son las que principalmente contribuyen a la
fijacidn de CO2 atmosférico para distribuirlo en el resto de la planta (Aschan & Pfanz, 2003).
En los cereales, de entre todas las hojas, la hoja bandera es la que mayormente contribuye
al llenado de grano (Evans & Dunstone, 1970) y es por ello que en este estudio fue
fundamental realizar determinaciones en la hoja bandera (Hoja 7). El estudio quiza hubiera
sido mas especifico si se hubiera empleado tejido fotosintético de la espiga, ademas de las
hojas, ya que se ha visto que tiene una contribucién mas importante en el llenado de grano
y en la biomasa en los brotes que la propia hoja bandera (Abbad et al. 2004; Tambussi et
al. 2007), sin embargo, en la gran mayoria de trabajos en los que se estudia la Rubisco
activasa en plantas, se emplean las hojas por su facilidad de estudio, porque han permitido
obtener resultados comparables entre grupos de trabajo y porque los datos generados

permiten apreciar tendencias claras y significativas de lo que ocurre en las plantas.

Las plantas son organismos responsivos a cambios en el medio ambiente (e.g. temperatura
ambiental, cantidad de nutrientes, luz, humedad) que pueden provocar alteraciones
importantes en la expresion de sus genes y su metabolismo. Para asegurarnos de que no
hubiera mas variables en el estudio que la edad de la hoja, se sembraron las plantas con
un calendario escalonado previendo que en una misma semana pudieran ser recogidas las
muestras. Se regaron todas las plantas al mismo tiempo con la misma solucién o agua y se

recolectaron a la misma hora del dia.

Para la realizacion de este trabajo se emplearon plantas de cebada por su importancia
comercial. El objetivo principal fue determinar los niveles de transcritos y proteinas de las
isoformas de la Rubisco activasa (Rca) en distintos estados de desarrollo y su asociacion

con la actividad de la Rubisco.
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La expresion de la Rubisco activasa de 46 kDa cambia durante el desarrollo de las

plantas de cebada.

La cantidad de la Rubisco activasa total varia en las distintas etapas del desarrollo de las
plantas de cebada, habiendo una tendencia a incrementarse en las hojas 5 y 7 aunque las
diferencias no resultaron estadisticamente significativas (p<0.05). En este trabajo se
cuantificaron juntas las dos isoformas Rcaf3 ya que el anticuerpo empleado fue un anticuerpo
policlonal que reconocié ambas isoformas por lo que no fue posible detectar cambios de
expresion entre las dos isoformas de 42 kDa (Figura 25, Figura 27, Figura 29, Figura 31,
ANEXO IlI). De todas las proteinas de la Rca detectadas, la isoforma de 46 kDa es la unica
que modificé significativamente su expresion a lo largo del desarrollo de la planta y
represento casi el 17% del contenido total de Rca (Tabla 8, ANEXO IIl) en la Hoja 7, cantidad
que equivale a mas del doble de lo que se encuentra en las otras dos hojas. La isoforma
de 39 kDa se encontré en mayor cantidad en las hojas 5 de cebada, respecto a las hojas 2
y 7, pero no de manera significativa y se registré de manera similar con las isoformas de 42
kDa (Figura 18 ). El origen de la isoforma de 39 kDa es desconocido y no ha sido reportada
con anterioridad en cebada, sin embargo se ha visto en otras especies la apariciéon de una
nueva isoforma originada presumiblemente por protedlisis (Zielinski et al. 1989; Crafts-
Brandner et al. 1997; Law & Crafts-Brandner, 2001; Vargas-Suarez et al. 2004). Para
descartar que la protedlisis ocurriera durante la manipulacién de la muestra se emplearon
inhibidores de proteasas en el buffer de extraccion de proteinas y se trabajo en condiciones
adecuadas.

El incremento de una de las isoformas de la Rca en una etapa avanzada de desarrollo es
consistente con lo que se ha visto previamente. Al igual que en este trabajo, Wang y otros
(2009) mostraron en plantas de arroz que la relacion Rcaa/Rcaf3 se incrementa en las hojas
superiores de la planta, sin embargo se ha visto que en el ultimo tercio de hojas de plantas
de maiz la isoforma que aumenta es la Rcaf (Yin et al. 2014). A diferencia del estudio con
maiz en este trabajo se emplearon las hojas completas y no una porcion de ellas a
sabiendas de que la expresion de la Rca es heterogénea dentro de una misma hoja e influye
mucho en el analisis la porcion analizada (Zielinski et al. 1989), es probable que el aumento
de diferentes isoformas se deba a la porcion de hoja analizada, a que son plantas con
diferente metabolismo —cebada es C3 y maiz es C4—, a diferencias metodoldgicas, u otros
factores.
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La Rcaa es una isoforma con relevancia para la supervivencia de las plantas. En arroz se
ha visto que Rcaa tiene mas elementos cis de respuesta a estrés que la isoforma Rcaf3 por
lo que ante condiciones de estés la isoforma que mas se incrementa es la primera (Chen et
al. 2015), con lo que se acentua el papel diferencial que puede tener cada una de las

isoformas de Rca.

Los niveles de los mRNA de la Rubisco activasa no estan relacionados con la
cantidad de proteina

Previamente Rundle & Zielinski (1991a) predijeron la existencia de 3 proteinas de Rca en
cebada que proceden de 2 genes. El gen RcaA genera dos transcritos producidos por
splicing alternativo: RcaAl y RcaA2, que generan proteinas de 46 kDa y 42 kDa
respectivamente. El gen RcaB genera un solo transcrito que da origen a una proteina de 42
kDa.

En este trabajo se midié la cantidad de mRNA de Rca mediante RT-PCR semicuantitativa.
La técnica empleada permitid determinar la cantidad relativa de un mismo transcrito en
diferentes hojas de cebada, resulté inadecuada para la comparacion entre transcritos.

Las plantas se hicieron crecer con una intensidad luminosa entre 12 y 14 kLux que
aproximadamente corresponde a 216 y 252 umol s-1 m-2 (PAR) (Biggs, 2004). La relacién
entre la clorofila a y la clorofila b puede permanecer constante en una planta si se le
mantiene con la misma intensidad luminosa (Bojovi¢ & Stojanovi¢ 2005), o con un adecuado
aporte de nitrégeno (Kitajima y Hogan, 2003; Jinwen et al. 2009) aunque también puede
estar en funcion de la etapa de desarrollo en que se encuentre (Simova-Stoilova et al. 2001).
La cantidad de clorofila determinada se encontré dentro de limites normales (Avramov et
al. 2007; Jinwen et al. 2009) y la relacion clorofila a/clorofila b permanecio invariable en las

distintas hojas analizadas (Figura 22).

Los niveles de transcritos de las distintas isoformas de Rca fueron diferentes en cada una
de las hojas (Figura 19, Figura 20). La Hoja 5 de cebada exhibié en todos los casos los
menores niveles de expresion debido quiza a que al ser mas larga que la Hoja 2 o la Hoja 7
crecid hacia arriba y se doblé en el tercio cercano a la punta y probablemente la cantidad
de luz recibida fue diferente a la de la otras hojas disminuyendo asi la cantidad de los

transcritos (Rundle & Zielinsky, 1991b) modificando también la distribucion de las isoformas
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que manifiestan un gradiente a lo largo de las hojas (Zielinski et al. 1989). La disminucion
en la cantidad de transcritos en la Hoja 5 podria explicarse también por el hecho de que
después de la emergencia de las hojas la cantidad de los transcritos de la Rca varian de un
dia a otro de forma significativa (Yamaoka et al. 2016) por lo que si el muestreo no se realizé
en el mismo estado fisioldgico —a pesar de que visualmente asi parecié— podrian apreciarse
niveles diferentes de los mMRNAs.

El hecho de que la relacion clorofila a/clorofila b permanecio invariable en todas las hojas
podria significar que el plegamiento de las Hojas 5 no fue suficiente para que la cantidad de
luz incidente fuera diferente a las Hojas 2 y 7 o que el nitrégeno suplementado en la solucion
de riego disminuyo el efecto de la luz sobre las clorofilas pero si afecto la transcripcion de
la Rca

Los transcritos RcaB tienen niveles maximos en la Hoja 7 (Figura 19, Tabla 12 en ANEXO
[Il). La mezcla de transcritos del gen RcaA (RcaAl+RcaA2) tiene niveles similares en la
Hoja 2 y la Hoja 7, no asi los transcritos producidos por splicing alternativo —RcaAl y
RcaA2— quienes tienen comportamiento opuesto entre si: mientras RcaAl alcanza un
maximo en la Hoja 7, RcaA2 lo hace en la Hoja 2. La diferencia en los niveles de transcritos
producidos por splicing alternativo podria deberse a factores postranscripcionales que
favorezcan la estabilidad de los transcritos. La longitud de los UTR esta relacionada con la
vida media de los transcritos (DeRidder & Salvucci, 2007; DeRidder et al. 2012) y aunque
en cebada no se han detectado variantes de splicing en la region 3’-UTR de las isoformas
de Rca es probable que sea un mecanismo de regulacibn como ocurre en otras especies
(Ayala-Ochoa et al. 2004; DeRidder et al. 2012; Park et al. 2012; Yin et al. 2014).

Con el fin de conocer si los niveles de transcritos estan relacionados con la cantidad de
proteina, se sometieron los datos a un analisis de correlacion de Spearman. La cantidad de
los mMRNAs de los genes RcaA y RcaB no presentd correlacion significativa con la cantidad
de las proteinas correspondientes (Tabla 5, Figura 23). Para Rca de 46 kDa se encontro
una relacién positiva, mas no significativa (rs=0.433) con su mRNA correspondiente, RcaAl.
Se comparo la cantidad de proteina de 42 kDa con RcaA2 (rs=-0.467) y con RcaB (rs=-0.300)
mas no existio correlacidén estadistica (p<0.1 y p<0.05). Se sabe que los niveles de mRNA
de Rca cambian debido a factores como la cantidad de luz (Rundle & Zielinsky, 1991), la
hora del dia (Chao et al. 2014), la presencia de elementos estresantes (Law & Crafts-
Brandner, 2001; Leitao et al. 2007; Bilgin et al. 2010; Chao et al. 2014), la edad de la hoja
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(Yamaoka et al. 2016) o la posicion de la hoja dentro de la planta (Yin et al. 2014), y aunque
la sintesis de novo de las proteinas Rca esta relacionada positivamente con los niveles de
sus respectivos mRNAs (Martino-Catt & Ort, 1992; Law & Crafts-Brandner, 2001) la cantidad
de proteinas de Rca permanece casi invariable incluso cuando cambian los niveles de
mRNA (Law et al. 2001; Vargas-Suarez et al. 2004; Wang et al. 2009; Yin et al. 2014) debido
a la estabilidad de la proteina (Zielinski et al. 1989; DeRidder et al. 2012). En este trabajo
las muestras fueron cultivadas y cosechadas en idénticas condiciones para minimizar los
cambios en los niveles de RNA por las condiciones experimentales; lo mas probable es que

la falta de correlacion entre mRNA y proteina se deba a la gran estabilidad de la proteina.

La actividad de la Rubisco se relaciona directamente con la cantidad de clorofilay
de la Rca de 46 kDa

Medir la actividad de la Rubisco es una forma indirecta de determinar la capacidad
fotosintética de una planta, a pesar de que las mediciones in vitro pueden ser inferiores a
las determinadas in vivo debido a una inadecuada extraccion de proteinas (Rogers et al.
2001), sin embargo las mediciones siguen la misma tendencia en ambos casos.

En este trabajo se trabajé con extractos de proteina obtenidos minutos antes de los ensayos
para evitar pérdida de actividad. Entre hojas, la actividad inicial de la Rubisco fue mayor en
la Hoja 7 y se correlaciond positiva y significativamente (rs = 0.857) con la cantidad de la
Rca de 46 kDa y con el contenido de clorofila (clorofila total, rs = 0.964). Sin embargo el
estado de activacion de la Rubisco no tuvo relacion con el contenido total de la Rca (rs = -
0.262) ni con alguna de sus isoformas (rs = 0.381 para Rca de 46 kDa) (Tabla 5). Los
resultados aqui obtenidos son consistente con los determinados previamente en otros
trabajos donde la Rubsico activasa se asoci6 con la tasa fotosintética (Morales et al. 1999;
Masumoto et al. 2012; Yin et al. 2014) pero no con el estado de activacién de la Rubisco
que se vié minimamente alterado por el contenido de la Rca (Fukayama et al. 2012) a menos
que este disminuyera alrededor de 50% respecto a plantas control (Yamori y von
Caemmerer, 2009; Yamori et al. 2012). El contenido de clorofila también se ha asociado
positivamente con una mayor tasa fotosintética (Buttery & Buzzell, 1977; Zhenqi et al. 1984).
La actividad total de la Rubisco cambi6 entre hojas alcanzando un maximo en la Hoja 7 e
igualmente se relacioné con el contenido de clorofila (rs = 0.929) y con el contenido de la

Rubisco activasa de 46 kDa (rs = 0.929). El ensayo de actividad total de la Rubisco refleja
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la cantidad de COz2 fijado por unidad de tiempo. La Rca es un factor clave para la activacién
de la Rubisco (Streusand & Portis, 1987; Lilley & Portis, 1990) pero también la tasa de
fijacion del CO2esta relacionada con la concentracion de la Rubisco (Fukayama et al. 2012)
que cambia de forma similar a como lo hace la Rca (Wang et al. 2009) (Yamaoka et al.
2016).

La fotosintesis puede verse limitada por la disminucién de la tasa de transporte de
electrones (ETR) en los fotosistemas, por la capacidad de la Rubisco de carboxilar a la
RuBP, o por la capacidad de las regeneracion de la RuBP en el ciclo de Benson-Basham-
Calvin (Farquhar et al. 1980). La medicion in vitro de la actividad de la Rubisco podria reflejar
limitaciones en la ETR y en la tasa de carboxilacién de la RuBP mas no en la tasa de
regeneracion. Bajo las condiciones de este estudio, el transporte electronico asociado con

el sistema fotosintético no limita la fijaciéon de CO2 (Yamori et al. 2008).
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10 CONCLUSIONES

El contenido total de las proteinas de la Rubisco activasa permanece constante a lo largo
del desarrollo de plantas de cebada de la variedad empleada sin embargo, la proporcion de
cada una de las isoformas detectadas por WB presenta ligeras variaciones en las Hojas 2 y

5 sin ser estadisticamente significativas.

La hoja bandera u Hoja 7 tiene aproximadamente 2.5 veces mas contenido de Rca de 46

kDa que el resto de las hojas.

La actividad de la Rubisco es maxima en la Hoja 7 (Hoja Bandera), y tiene relacion positiva

con el contenido de la Rubisco activasa de 46 kDa y la cantidad de clorofila.

La expresion de la proteina presente en las hojas no es un reflejo de la cantidad de los
MRNAs de Rca.
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11 ANEXO |

Alineamiento realizado con ClustalW de la secuencia de las diversas isoformas de la

Rubisco activasa de cebada con la secuencia de Gosypum hirsitum (algodon) empleada

para producir el enticuerpo de la marca Agrisera®, Uniprot: Q9AXG1

Cebada RcaAl MAAAFSST-—-———————-—-—-— VGAPASTP-TNFLGKKLKKQVTSAVNYHG-KSSKANRETV 46
Cebada RcaA?2 MAAAFSST-—-——————-—-—-—-— VGAPASTP-TNFLGKKLKKQVTSAVNYHG-KSSKANRETV 46
Cebada_ RcaB MASAFSST-—-—————————— VGAPASTP-TIFLGKKVKN-—-—-—-—-— YYHGGNKMKSRVVRV 41
Algodén MAAAVSTIGAVNRAPLSLNGSGAGASAPSSAFMGNSLKK-VSARFNNNG--KAPVGSFKI 57
KK oKk K KAk kkek s Keks ok K
Cebada RcaAl MAAEN-IDE--KRNTDKWKGLAYDISDDQQDITRGKGIVDSLFQAPTGHGTHEAVLSSYE 103
Cebada_ RcaA2 MAAEN-IDE--KRNTDKWKGLATDISDDQQDITRGKGIVDSLFQAPTGDGTHEAVLSSYE 103
Cebada RcaB MAAKKELDQGKQTDADRWKGLAYDISDDQQODITRGKGIVDSLFQAPMGDGTHEAILSSYE 101
Algodén VAAKE-IDEDTQTDQDRWKGLAYDISDDQQDITRGKGMVDSLFQAPMNDGTHYAVMSSYE 116
ckk e ek KekkkAkk KAKKKAKKKAK KKK s hkAhh kx| kkk koo kkKk
Cebada RcaAl YVSQGLRKYDFDNTMGGFYIAPAFMDKLVVHLSKNFMTLPNIKIPLILGIWGGKGQGKSE 163
Cebada RcaA2 YVSQGLRKYDFDNTMGGFYIAPAFMDKLVVHLSKNFMTLPNIKIPLILGIWGGKGQGKSFE 163
Cebada_ RcaB YISQGLRKYDEFDNTMDGLYIAPAFMDKLIVHLAKNFMTLPNIKVPLILGIWGGKGQGKSF 161
Algoddn YISQGLRTYDLDNNMDGFYIAPAFMDKLVVHITKNYMTLPNIKVPLILGIWGGKGQGKSE 176
KokkAxh KXo kk K Kok kAAKKARK K s hKh s s Ak s AAKKAAK s KKK KX KK LXK K&K KK
Cebada_ RcaAl QCELVFAKMGINPIMMSAGELESGNAGEPAKLIRQRYREAADMIKKGKMCCLFINDLDAG 223
Cebada RcaA?2 QCELVFAKMGINPIMMSAGELESGNAGEPAKLIRQRYREAADMIKKGKMCCLFINDLDAG 223
Cebada_ RcaB QCELVFAKMGINPIMMSAGELESGN-GEPAKLIRQRYREAADIINKGKMCCLFINDLDAG 220
Algodén QCELVFAKMGINPIMMSAGELESGNAGEPAKLIRQRYREAADIIKKGKMCCLFINDLDAG 236
KA KK AKX K AAXKKAXKKAXKKAXK KL KA AX KA AR KR IR KR AKX ¢ K o Xk k& * Kk & XK k& * Kk
Cebada_ RcaAl AGRMGGTTQYTVNNQMVNATLMNIADAPTNVQLPGMYNKRENPRVPIVVTGNDFSTLYAP 283
Cebada RcaA2 AGRMGGTTQYTVNNQMVNATLMNIADAPTNVQLPGMYNKRENPRVPIVVTGNDFSTLYAP 283
Cebada RcaB AGRMGGTTQYTVNNQMVNATLMNIADAPTNVQLPGMYNKEENPRVPIIVTGNDFSTLYAP 280
Algoddn AGRMGGTTQYTVNNQMVNATLMNIADNPTNVQLPGMYNKEENPRVPIIVTGNDFSTLYAP 296
R R R R R N R N e A AR R
Cebada RcaAl LIRDGRMEKFYWAPTRDDRIGVCKGIFQTDNVSDESVVKIVDTFPGQSIDFFGALRARVY 343
Cebada RcaA2 LIRDGRMEKFYWAPTRDDRIGVCKGIFQTDNVCDESVVKIVDTFPGQSIDFFGALRARVY 343
Cebada_ RcaB LIRDGRMEKFYWAPTREDRIGVCKGIFRTDNVPDEAVVRLVDTFPGQSIDFFGALRARVY 340
Algodén LIRDGRMEKFYWAPTREDRIGVCTGIFRTDNVPVDDIVKLVDTFPGQSIDFFGALRARVY 356
KAKKAKKKAKRKKAKK K s KK KAXK KX K s AXK K 0 sk s s AXKKAXKKARKK AR KKK KK
Cebada RcaAl DDEVRKWVGSTGIENIGKRLVNSRDGPVTFEQPKMTVEKLLEYGHMLVQEQDNVKRVQLA 403
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Cebada RcaA2 DDEVRKWVGSTGIENIGKRLVNSRDGPVTFEQPKMTVEKLLEYGHMLVQEQDNVKRVQLA 403

Cebada_RcaB DDEVRKWVGEIGVENISKRLVNSREGPPTFDQPKMT IEKLMEYGHMLVQEQENVKRVQLA 400
Algodén DDEVRKWIGEVGVNSVGKKLVNSREGPPSFEQPTMT IEKLLEYGNMLVAEQENVKRVQLA 416
*******:*‘ *::.:.*:*****:** :*:**‘**:***:***:*** **:********
Cebada RcaAl DTYMSQAALGDANQDAMKTGSFYGKGAQQGTLPVPEGCTDONAKNYDPTARSDDGSCLYT 463
Cebada Rca? DTYMSQAALGDANQDAMKTGSFY G- = === === === === —— o m oo 427
Cebada RcaB DKYLSEAALGQANDDAMKTGAFYGK————————————————————— o 425
Algodén DKYLSEAALGNANDDATKRGAF —— = === === === —m——m e oo 438

*k kekekkhkhkkeoekkeoekkhkok *oxk

Cebada RcaAl F 464
Cebada_ RcaZ2 -
Cebada RcaB -

Algodén 1 -

Tabla 6. Similitud entre secuencias de la Rubisco activasa de cebada (RcaA1, RcaA2, RcaB) y la de algodén. Se
compararon las secuencias arriba mostradas.

Algodén RcaA1 RcaA2 RcaB
Algodén 73.29% 75.18% 79.06%
RcaA1 73.29% 99.30% 84.71%
RcaA2 75.18% 99.30% 84.47%
RcaB 79.06% 84.71% 84.47%
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12 ANEXO I

Tabla 7 Etapas del desarrollo de cebada y su correspondecia en cédigo Zadoks y Feekes (Simmons et al. 1995)

Cédigo de Zadoks

Estado Estado
principal secundario

Descripcion

Correspondencia
codigo Feekes

Germinacion

Grano seco

Principio de Ia imbibicién (absorcién de agua)

Emergencia de |a radicula

Emergencia del coleoptilo

O|IN|O|=~|O

Hojas en la punta del coleoptilo

Desarrollo de la plantula

Primera hoja a través del coleoptilo

Emergencia al menos del 50% de la primera hoja

Emergencia al menos del 50% de la segunda hoja

Emergencia al menos del 50% de la tercera hoja

Emergencia al menos del 50% de la cuarta hoja

g |WIN|=~ O

Emergencia al menos del 50% de la quinta hoja

Crecimiento de las canas

Brote principal solo

Brote principal mas 1 cafia visible

Brote principal mas 2 cafias visibles

Brote principal mas 3 cafias visibles

Brote principal mas 4 cafias visibles

A |WIN =[O

Brote principal mas 5 cafias visibles

Elongacion del tallo

Primer nudo detectable

Segundo nudo detectable

Tercer nudo detectable

Hoja bandera recién nacida

OIN[WIN|—=

Hoja bandera con collar apenas visible

Bota

Lamina de hoja bandera en crecimiento

Bota justo antes del hinchado

Hinchado de la bota

10

Apertura de la Iamina de la hoja bandera

OINO|Ww|=~

Primeras aristas visibles

Emergencia de la cabeza

Primera espiguilla o cabeza visibles

10.1

Un cuarto de cabeza emergida

10.2

La mitad de la cabeza emergida

10.3

Tres cuartos de la cabeza emergida

10.4

ONO|W|—~

Emergencia de |la cabeza completa

10.5

Floracion (no visible realmente en cebada)

Comienzo de la floracion

10.5.1

La mitad de las floretas han florecido

10.5.2

o|o—=

Floraciéon completa

10.5.3

Desarrollo lechoso en el grano

Maduracién acuosa del grano

10.54

Lechoso temprano

Lechoso medio

NO|Ww|—~

Lechoso tardio

Desarrollo de la pasta del grano

Pasta temprana

Pasta suave

Pasta dura, la cabeza pierde color verde

ON|O|Ww

Aproximacion madurez fisiolégica

Maduracién

-

Endurecimiento del grano

Grano totalmente maduro
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13 ANEXO I

13.1 DATOS GENERADOS EN LA CUANTIFICACION DE PROTEINAS

MR (kDa) |Hoja2rbl |Hoja2rb2

102
75
48
34

27

17

Figura 24  Separacion electroforética de proteinas (7 pg
por carril) de hojas 2 de cebada en gel de acrilamida
discontinuo. El gel se tifié con azul de coomassie disuelto en

metanol y acido acético.

rb= Réplica Bioldgica

MR (kDa) |Hoja2rbl |Hoja5rbl [Hoja7rbl

102
75
48

34

27

17

Figura 26  Separacion electroforética de proteinas (7 ug
por carril) de hojas 2, 5y 7 de cebada en gel de acrilamida
discontinuo. El gel se tiiid con azul de coomassie disuelto en
metanol y acido acético.

rb=Réplica Bioldgica

Hoja 2 rb3

51

| Kda Hoja 2 rb2 | Hoja 2 rb3

Hoja 2 rbl

46
42 ——— G W

39

Figura 25 Deteccion de la Rubisco activasa por Western
Blot en las hojas 2 de plantas de cebada. Proteina total de
hoja (7 ug) se separaron en un gel de poliacrilamida y se
transfirieron a una membrana de PVDF. Se encierra en un
rectangulo las muestras que se seleccionaron como patrén

interno para el andlisis de datos.

rb= Réplica Bioldgica

‘ Kda ‘ Ho Hoja 5 rbl

Hoja 7 rbl

46
42 el L L
39

Figura 27 Deteccion de la Rubisco activasa por
Western Blot en hojas 2, 5 y 7 de plantas de cebada.
Proteina total de hoja (7 ug) se separaron en un gel de
poliacrilamida y se transfirieron a una membrana de
PVDF. Se encierra en un rectangulo las muestras que se
seleccionaron como patrén interno para el andlisis de
datos.

rb= Réplica Bioldgica



MR (kDa) |Hoja2rbl |Hoja5rb2 |Hoja7rb2

102
75
48

34

27

17

Figura 28 Separacion electroforética de proteinas (7 pg
por carril) de hojas 2, 5y 7 de cebada en gel de acrilamida
discontinuo. El gel se tifié con azul de coomassie disuelto
en metanol y 4cido acético.

rb= Réplica Bioldgica

MR (kDa) |Hoja2rbl |Hoja5rb3 |Hoja7rb3

102
75
48

34

27

17

Figura30 Separacion electroforética de proteinas (7 ug por
carril) de hojas 2, 5 y 7 de cebada en gel de acrilamida
discontinuo. El gel se tifié con azul de coomassie disuelto en
metanol y 4cido acético.

rb= Réplica Bioldgica

52

| kda |Hoja5rb2 | Hoja 7 rb2

46
42

el Lkl
39 ——

Figura 29 Deteccion de la Rubisco activasa por Western
Blot en hojas 2, 5y 7 de plantas de cebada. Proteina total
de hoja (7 pg) se separaron en un gel de poliacrilamida y
se transfirieron a una membrana de PVDF. Se encierra en
un rectdngulo las muestras que se seleccionaron como
patron interno para el andlisis de datos.

rb= Réplica Bioldgica

| Kda |Hoja 5 rb3 | Hoja 7 rb3

46
42
39

“—ﬁﬁ—-‘~ﬂﬂ"‘

Figura31l Deteccion de la Rubisco activasa por Western
Blot en hojas 2, 5y 7 de plantas de cebada. Proteina total
de hoja (7 ug) se separaron en un gel de poliacrilamida y
se transfirieron a una membrana de PVDF. Se encierra en
un rectangulo las muestras que se seleccionaron como
patron interno para el andlisis de datos.

rb= Réplica Bioldgica



Tabla 8 Distribucidn de cada una de las isoformas de Rubisco activasa en las distintas hojas de cebada analizadas. Los porcentajes son
relativos al contenido total de Rubisco activasa en cada una de las hojas. Los valores se calcularon a partir de la deteccidon de Rubisco

activasa mediante Western Blot.

46 kDa 42 kDa 39 kDa
Hoja 2 7.7% 69.0% 23.4%
Hoja 5 7.3% 65.6% 27.1%
Hoja 7 16.5% 68.1% 15.4%

Tabla 9 Tabla resumen del contenido de Rubisco activasa en hojas de cebada, cada dato que se presenta es el resultado del promedio
del triplicado técnico. Los valores han sido estandarizados respecto al valor de las réplicas del control interno empleado (réplica
bioldgica 1 de muestra de hoja 2) y expresados aqui como relativos al valor méximo observado (réplica biolégica 1 de Hoja 5)

HOJA 2 HOJA 5 HOJA 7
Réplicabioldgica| 1 [ 2 [ 3 1 | 2 | 3 ] 1 ] 2 | 3 |
Rca Total
Cantidad relativa | 0.910 | 0.579 | 0.775 | 1.000 | 0.835 | 0.954 | 0.805 | 0.922 | 0.942
promedio 0.754 + 0.167 0.930 + 0.085 0.890 + 0.074
cv% 22.00% 9.00% 8.00%
Isoforma 46 kDa
Cantidad relativa | 0.062 | 0.042 | 0.070 | 0.074 | 0.054 | 0.076 | 0.168 | 0.114 | 0.158
promedio 0.058 + 0.014 0.068 + 0.012 0.147 + 0.029
cv% 25.00% 18.00% 20.00%
Isoforma 42 kDa
Cantidad relativa | 0.578 | 0.443 | 0.540 | 0.754 | 0.487 | 0.588 | 0.518 | 0.705 | 0.595
promedio 0.520 + 0.069 0.610 + 0.134 0.606 + 0.094
cv% 13.00% 22.00% 16.00%
Isoforma 39 kDa
Cantidad relativa | 0.269 | 0.094 | 0.165 | 0.172 | 0.294 | 0.291 | 0.119 | 0.102 | 0.190
promedio 0.176 + 0.088 0.252 + 0.69 0.137 + 0.046
cv% 50.00% 28.00% 34.00%

Tabla 10 Analisis de Varianza (ANOVA) del contenido de la Rubisco activasa total en hojas de cebada. A la derecha se muestra la tabla
de diferencias; si el valor de alguna de las intersecciones es superior al WSD calculado, refleja diferencia significativa al 95% de

confianza, y se resalta en negritas.

ANALISIS DE VARIANZA. CONTENIDO DE RUBISCO

ACTIVASA TOTAL
Fuente de Suma de Varianza
variacion cuadrados gl estimada
ENTRE HOJAS 0.05062 2 0.02531
INTRA HOJAS 0.08054 0.01342
TOTAL 0.13116 8

TABLA DE DIFERENCIAS

HOJA2 | HOJAS
WSD calculada:
HOJA 7 0.1352 0.0401 0.2930
HOJA 5 0.1753
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Tabla 11 Andlisis de Varianza (ANOVA) del contenido de Rubisco activasa de 46, 42 y 39 kDa en hojas de cebada. A la derecha se
muestra la tabla de diferencias; si el valor de alguna de las intersecciones es superior al WSD calculado, refleja diferencia significativa
al 95% de confianza, y se resalta en negritas.

ANALISIS DE VARIANZA. CONTENIDO DE RUBISCO

ACTIVASA DE 46 kDa TABLA DE DIFERENCIAS

variacion | cvsirados | ¥ | entimace HOIAZ | HOAS | o calcutada:
ENTRE HOJAS 0.01423 2 0.00712 HOJA 7 0.0890 0.0787 0.0523
INTRA HOJAS 0.00237 6 0.00040 HOJA S5 0.0103

TOTAL 0.01660

ANALISIS DE VARIANZA. CONTENIDO DE RUBISCO TABLA DE DIFERENCIAS

ACTIVASA 42 kDa
vaiacion | cunrados | © | estmads HOIAZ | HOAS | o colcutada:
ENTRE HOJAS 0.01529 2 0.00765 HOJA 7 0.0856 0.0036 0.2603
INTRA HOJAS 0.06358 6 0.01060 HOJA S5 0.0892
TOTAL 0.07887

ANALISIS DE VARIANZA. CONTENIDO DE RUBISCO TABLA DE DIFERENCIAS

ACTIVASA 39 kDa
vaiacion | _cutrades | E | entmace HOIAZ | HOAS | et clculada:
ENTRE HOJAS 0.02059 2 0.01029 HOJA 7 0.0394 0.1153 0.1773
INTRA HOJAS 0.02949 6 0.00491 HOJA S5 0.0758
TOTAL 0.05008 8
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13.2 CUANTIFICACION DE RNAS
INTEGRIDAD DE RNA

A) B)
Hoja 2 Hoja 5 Hoja 7 Figura 32 RNA de hojas de cebada.
b1 | b2 |[rb3|rb1|rb2|rb3 rb1|rb2]|rb3 Las muestras de RNA de las hojas 2y
- -~ — a . i 5 (A) se separaron en un gel de
2 W — p— agarosa al 1.5% en TAE, miesntras
N que las muestras de RNA de la Hoja
. 7 (B) en un gel de agarosa al 2%. En
Ll o N (B) en un gel de ag
todos los casos la extraccidon se
‘- i e o boed L o h realizé con el kit RNeasy de

Quiagen®. La carga por pozo es de
aproximadamente 500 ng
rb: réplica bioldgica

HOJA 2. CURVAS DE AMPLIFICACION DE RNA

A) B)
—e—18S —{1—RcaAl+RcaA2 —O—RcaA2 —A—RcaB
800 250
3
o
ls) S 200
g 600 S
— x
x + 150
zTCu 400 i
[ v 100
(%] (]
< 200 s 5o %
o 1]
© i
g 0 10 20 30 40 € 0 10 20 30 40 50
e
- # de ciclos de amplificacion # de ciclos de amplificacion
)
Transcrito # de ciclos de amplificacién Figura 33 Anadlisis de transcritos en la Hoja 2 de cebada. Curvas de

amplificacion de los rRNAs 18S (A) con valores sin normalizar, y de los
transcritos de los genes de cebada (B) con valores normalizados con
respecto a la sefial del amplicon del 18S con 25 ciclos de

amplificacion. Cada dato representa el promedio de un triplicado
RcaAl+RcaA2 bioldgico.

En la tabla (C) se muestra la imagen de una de las réplicas de
amplificacion para cada transcrito analizado.
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HOJA 5. CURVAS DE AMPLIFICACION DE RNA
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Figura 34 Analisis de transcritos en la Hoja 5 de cebada.

Curvas de amplificacién de los rRNAs 18S (A) con valores sin
normalizar, y de los transcritos de los genes de cebada (B)
con valores normalizados con respecto a la sefal del

185 amplicén del 18S con 25 ciclos de amplificacién. Cada dato
RcaAl+RcaA2 representa el promedio de un triplicado bioldgico.
Rca2 j En la tabla (C) se muestra la imagen de una de las réplicas de
RcaB - amplificacién para cada transcrito analizado.
HOJA 7. CURVAS DE AMPLIFICACION DE RNA
——18S —O—RcaAl+RcaA2 —O—RcaA2 ——RcaB
350 250
S 300
= = 200
—
% 250 S 5o
zg 200 :
- 190 2 100
S 100 é 50
© 50 o
2 3
Z 0 5 0
g 0 10 20 30 40 § 0 10 20 30 40 50
# de ciclos de amplificacion = # de ciclos de amplificacion
Figura 35 Analisis de transcritos en la Hoja 7 de cebada. Curvas
Transcrito # de ciclos de amplificacién de amplificacién de los rRNAs 18S (A) con valores sin normalizar,
y de los transcritos de los genes de cebada (B) con valores
normalizados con respecto a la sefial del amplicon del 18S con 25
18S ciclos de amplificacién. Cada dato representa el promedio de un
ReaAT+RCGA2 triplicado bioldgico.
CaAl+Rca
Rca2 En la tabla (C) se muestra la imagen de una de las réplicas de
amplificacidn para cada transcrito analizado.
RcaB

56



Hoja 2 Hoja 5 Hoja 7
rb1 ‘ rb 2 ‘ rb 3 rb1 ‘ rb 2 ’ rb 3 rb 1 ’ rb 2 ‘ rb 3

RcaAl+RcaA2 <+—1251pb

185 <«—210pb

Figura 36 Separacion electroforética (1.5% agarosa) de los amplicones de los transcritos RcaA1+RcaA2. Como control de amplificacion
se empled el rRNA18S. Se muestra el triplicado biolégico empleado para el analisis de la expresion en las distintas hojas a 30 ciclos de
amplificacidn de PCR. rb= réplica bioldgica

Hoja 2 Hoja 5 Hoja 7
rb 1 ‘ rb 2 ‘ b3 | rb1 ‘ rb 2 ‘ rb3 | rb1 ‘ rb 2 ’ rb 3

RcaA2 <«—3854pb

18S <+«—210pb

Figura 37 Separacion electroforética (1.5% agarosa) de los amplicones de los transcritos RcaA2. Como control de amplificacion se
empled el rRNA18S. Se muestra el triplicado bioldgico empleado para el analisis de la expresidon en las distintas hojas a 25 ciclos de
amplificacidn de PCR. rb=réplica bioldgica

Hoja 2 Hoja 5 Hoja 7

rb1 ‘ rb 2 ‘ rb 3 rb 1 ‘ rb 2 ‘ rb 3 rb 1 ‘ rb 2 ‘ rb3

RcaB <— 482 pb

185 <+— 210pb

Figura 38 Separacion electroforética (1.5% agarosa) de los amplicones de los transcritos RcaB. Como control de amplificaciéon se

empled el rRNA18S. Se muestra el triplicado bioldgico empleado para el analisis de la expresidn en las distintas hojas a 45 ciclos de
amplificacidn de PCR. rb=réplica bioldgica
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Tabla 12 Resumen del contenido de los transcritos de Rubisco activasa en hojas de cebada. Los valores han sido estandarizados
respecto al control de amplificaciéon 18S con 25 ciclos de la PCR. Los valores estan dados en unidades adimensionales de intensidad
de sefial. El numero entre paréntesis es el nimero de ciclos de la PCR que se tomaron para el estudio. CV%= Coeficiente de variacion

en porcentaje.

HOJA 2 HOJA 5 HOJA 7
Réplica bioldgica 1 | 2 | 3 1 | 2 | 3 \ | 2 | 3 |
RcaA1+RcaA2 (30) |
Sefial 910045 | 946226 | 1104367 | 339373 | 540056 | 457919 | 993953 | 1171193 | 993141
% 10% 23% 10%
Isoforma RcaA2 (25)
Sefial 1447443 | 1449341 | 1767615 | 623791 | 856262 | 845439 | 1105313 | 1119560 | 1088597
ov% 12% 17% 1% |
Isoforma RcaB (45)
Sefial 866962 | 427689 | 668997 | 542102 | 151016 | 360533 | 1144469 | 807131 | 1164444 |
% 34% 56% 19%

Tabla 13 Andlisis de Varianza (ANOVA) del contenido de los transcritos RcaA1+RcaA2, RcaA2 y RcaB en hojas de cebada. A la derecha
se muestra la tabla de diferencias. Si el valor de alguna de las intersecciones es superior al WSD calculado, se resalta en negritas e
indica diferencia significativa al 95% de confianza.

ANALISIS DE VARIANZA. mRNA RcaB

TABLA DE DIFERENCIAS

Fuente de Suma de Varianza
variacion cuadrados gl estimada HOJA 2 HOJAS WSD calculada:
ENTRE HOJAS 6.65x 10| 2 3.27x 10" HOJA 7 65883 606980 258623
INTRA HOJAS 6.28x 10| 6 1.05 x 10! HOJA 5 541097
TOTAL 7.28x 10 | 8
ANALISIS DE VARIANZA. mRNA RcaA2 TABLA DE DIFERENCIAS
Fue'ntej ,de Suma de g Val.’lanza HOJA 2 HOJA 5 WSD
variacion cuadrados estimada lculada:
ENTRE HOJAS | 9.19x 10| 2 | 4.59x 10" HOJA7 | 450309 329326 cz;;‘ 05‘8 ;‘
INTRA HOJAS 1.02x101 | 6 1.71 x 10%° HOJA 5 779635
TOTAL 1.02x10?%| 8
ANALISIS DE VARIANZA. mRNA RcaA1+RcaA2 TABLA DE DIFERENCIAS
Fuente de sumade |, | Varianza HOJA 2 HOJA 5 WSD
variacion cuadrados estimada calculada:
ENTRE HOJAS 7.12x 10" | 2 3.56 x 10! HOJA 7 384132 687465 520322 ’
INTRA HOJAS 2.54x10" | 6 | 4.23x10%° HOJA 5 303332
TOTAL 9.66x 10 | 8

13.3 CUANTIFICACION DE LA ACTIVIDAD DE LA RUBISCO

Tabla 14 Ecuaciones de las curvas patron empleadas para la cuantificacion de las proteinas en los extractos empleados en los ensayos
de actividad de Rubisco. La cuantificacidn se llevé a cabo mediante el método de Bradford y empleando BSA como estandar.
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ACTIVIDAD A DETERMINAR

ECUACION DE LA LINEA RECTA r2

Inicial

y = 0.068x + 0.005

0.999

Total

y =0.057x + 0.018

0.990

Tabla 15 Actividad Inicial de Rubisco. Se muestran los datos generados durante la determinacion in vitro de la actividad, mediante la
fijacion de 1%C. Cada dato es el resultado del promedio de la réplica técnica. Se perdidé una muestra de las Hojas 2 por lo que solamente
se cuenta con duplicado bioldgico. CPM =Cuentas por minuto, CV= Coeficiente de variacidn entre réplicas.

mg proteina Tiempo Actividad promedio
Réplica gp de CPM pmol CO2 b -
Muestra L total . . " [umol COz/(min*mg cv
bioldgica > reaccion Promedio fijado .
x10 . proteina)]
(min)
Marca 0 0 0 466652.4 0.6
NaH*CO3 ) '
. 1 1.47 4 18142.2 0.023 10.90
Hoja 2 0.369 + 0.40
2 1.81 4 19173.2 0.025 %
1 2.03 3 20830 0.027
Hoja 5 2 2.01 3 19015 0.024 0.416 + 0.021 4.90%
3 1.63 3 15354.8 0.02
1 2.05 1.5 13632.4 0.018
Hoja 7 2 2.68 1.5 16675.4 0.021 0.558 + 0.021 3.70%
3 2.72 1.5 18063.4 0.023

Tabla 16 Actividad Total de Rubisco. Se muestran los datos generados durante la determinacién in vitro de la actividad, mediante la
fijacion de 14C. Cada dato es el resultado del promedio de la réplica técnica. Se perdié una muestra de las hojas 2 por lo que solamente
se cuenta con duplicado bioldgico. CPM= Cuentas por minuto, CV= Coeficiente de variacidn entre réplicas.

mg

. . Ti d Actividad di
Réplica proteina |emp9, © CPM pmol CO: ctiviaa pronj\e* '
Muestra . reaccion . " [umol COz2 /(min*mg cv
bioldgica total (min) Promedio fijado roteina)]
x10-2 P
Marca
NaH4COs 0 0 0 455406 0.6
. 1 1.49 4 21998 0.029
Hoja 2 0.469 + 0.025 5.3%
2 1.67 4 22899 0.030
1 1.29 3 18237 0.024
Hoja 5 2 1.15 3 11871 0.016 0.538 + 0.084 15.7%
3 1.23 3 15004 0.020
1 2.86 1.5 20935 0.028
Hoja 7 2 2.37 1.5 15551 0.020 0.620 + 0.038 6.1%
3 3.11 1.5 22674 0.030

ANALISIS DE VARIANZA. ACTIVIDAD INICIAL DE LA RUBISCO
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HOJA 2 HOJA 5
Fuente de variacién Suma de gl Varianza (WsD (WSD
cuadrados estimada 0.07738) | 0.06921)
ENTRE HOJAS 0.05412 2 0.02706 HOJA 7 0.1883 0.1416
INTRA HOJAS 0.00331 5 0.00066 HOJA 5 0.0467
TOTAL 0.05412 7

Tabla 17 Analisis de Varianza (ANOVA) y tabla de diferencias de la Actividad inicial y total de la Rubisco, medida in vitro en las diferentes
hojas de cebada. El valor WSD calculado al 95% de confianza para la comparacion de los datos se muestra entre paréntesis, hay dos
valores debido a que el tamafio de muestra es diferente entre hojas.

ANALISIS DE VARIANZA. ACTIVIDAD TOTAL DE LA RUBISCO TABLA DE DIFERENCIAS

HOJA 2 HOJA 5
Fuente de variacion Suma de gl Varianza (wsD (wsD
cuadrados estimada 0.1788) 0.1599)
ENTRE HOJAS 0.04556 2 0.02283 HOJA 7 0.1503 0.0817
INTRA HOJAS 0.01767 5 0.00353 HOJA 5 0.0686
TOTAL 0.04566 7

13.4 CUANTIFICACION DE LA CLOROFILA

Tabla 18. Tabla resumen del contenido de clorofila en hojas de cebada calculado conforme a lo propuesto por Porra, et al. (1989). *
No se contd con muestra para el triplicado.

HOJA 2

HOJA S5

HOJA 7

Réplica bioldgica|] 1 | 2 | 3

[ + [ 2 | 3

1 1 2 [ 3 |

Clorofila a (Chl a)

pg/mg de hoja

0.859 | 0.807 | 0.838

1.056 | 0867 | *

1.956 | 1.706 | 1.883

promedio 0.835 + 0.026 0.962 + 0.134 1.84 + 0.129
cv% 3.11% 6.19% 6.96%
Isoforma Clorofila b (Chl b)

ug/mg de hoja 0.173 | 0.196 | 0.187 [ 0.245 | 0.179 | * [ 0.468 | 0.410 | 0.426
promedio 0.185 + 0.011 0.212 + 0.047 0.435 + 0.030
cv% 6.19% 22.08% 6.92%

Clorofila total (Chl total

pg/mg de hoja

1.03 | 1.00 | 1.03

130 | 1.05 | *

242 | 212 | 231

promedio 1.02 + 0.015 1.17 +0.180 2.28 +0.156

cv% 1.48% 15.37% 6.83%
Clorofila a/Clorofila b (Chl a/Chl b)

ug/mg de hoja 51 | 41 | 44 44 | 48 | * 42 | 42 | 4.4

promedio 4.50 +0.51 4.54 +0.28 4.25 +0.11

cv% 11.40% 6.23% 2.72%
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Tabla 19 Analisis de Varianza (ANOVA) y tabla de diferencias de la cantidad de clorofila ay b en las diferentes hojas de cebada. El valor
WSD calculado al 95% de confianza para la comparacién de los datos se muestra entre paréntesis, hay dos valores debido a que el
tamafio de muestra es diferente entre hojas.

ANALISIS DE VARIANZA. CLOROFILA a TABLA DE DIFERENCIAS

ANALISIS DE VARIANZA. CLOROFILA b

HOJA 2 HOJA 5
Fuente de variacién Suma de gl Varianza (wsD (WSD
cuadrados estimada 0.30767) | 0.27520)
ENTRE HOJAS 1.8103 2 0.90514 HOJA 7 1.0138 0.88667
INTRA HOJAS 0.05231 5 0.01046 HOJA 5 0.12711
TOTAL 1.8103 7

TABLA DE DIFERENCIAS

HOJA 2 HOJA 5
Fuente de variacion Suma de gl Varianza (wsD (wsD
cuadrados estimada 0.08777) | 0.07851)
ENTRE HOJAS 0.11202 2 0.056012 HOJA 7 0.2494 0.2230
INTRA HOJAS 0.00426 5 0.000851 HOJA 5 0.0264
TOTAL 0.11202 7

Tabla 20 Analisis de Varianza (ANOVA) y tabla de diferencias de cantidad total y relativa de clorofila en las diferentes hojas de cebada.
El valor WSD calculado al 95% de confianza para la comparacion de los datos se muestra entre paréntesis, hay dos valores debido a
que el tamafio de muestra es diferente entre hojas.

ANALISIS DE VARIANZA. CLOROFILA TOTAL TABLA DE DIFERENCIAS

ANALISIS DE VARIANZA. CLOROFILA a/CLOROFILA b

HOJA 2 HOJA 5
Fuente de variacién Suma de g Varianza (wsD (wsD
cuadrados estimada 0.38410) | 0.34355)
ENTRE HOJAS 2.81765 2 1.4088 HOJA 7 1.26314 1.10966
INTRA HOJAS 0.08153 5 0.01631 HOJA 5 0.15347
TOTAL 2.81765 7

TABLA DE DIFERENCIAS

HOJA 2 HOJA 5
Fuente de variacién Suma de g Varianza (WsD (WsD
cuadrados estimada 0.9909) 0.8863)
ENTRE HOJAS 0.70759 2 0.35380 HOJA 7 0.2663 0.3308
INTRA HOJAS 0.54262 5 0.10852 HOJA 5 0.0645
TOTAL 0.70759 7
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