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RESUMEN

Se investigd la distribucién celular y los sitios blanco del
dcido abscisico, (RBA) en las células guarda de VYicia faba bajo
condiciones de turgencia y estres hidrico, mediante 1la técnica de
insunoflurescenciayg Para 1lo cual se desarrollo un anticuerpo
policlonal contra la wmezcla racémica de ABA, utilizando como
insunogénico un conjugado entre ABA y albumina serica de Humano (HSRA)
via el carbono 1 de la hormona. El anticuerpo se semipurifico por
precipitacién con sulfato de amonio. Encontrandose, por pruebas de
inhibicién por hapteno, que 109ul del anticuerpo aislado, unen 20 ng
de ABA libre. &Se utilizé la epidermis abaxial de la cuarta hoja
bifoliada de plantas de 4 a 5 semanas. No se localizé horsona libre en
células turgentes, posiblemente debido a que la cantidad en estas es
suy baja, ademas de que existe la posibilidad de que la horsona se
liberé¢ al wmedio de ensayo. En células estresadas, la hormsona se
localizé unida a la membrana plassaitica, la envoltura del cloroplasto
y la envoltura nuclear. Los datos indican que ABA no solo interacciona
con la membrana plasmédtica para modificar su permeabilidad, como se
habia reportado, sino que tasbién interacciona con la envoltura del
cloroplasto y del nacleo, posiblemente regulando el proceso
fotosintético y 1la expresién genética en condiciones de estres

hidrico.



INTRODUCCION 3

Cuando las plantas invadieron la placa continental se enfrentaron
a un ambiente desecante, por lo cual se desarrollaron estructuras vy
se constituyeron mecanismos para regular la pérdida de agua (Andrade,
1981). A diferencia de la plantas acudticas, las cuales toman sus
nutrientes directamsente del medio acuoso, las plantas terrestres
deben obtener sus nutrientes del suelo y el CO2 de la atmésfera. Este
problesa ha tenido durante la historia diferentes y variadas
respuestas adaptativas segin el medio donde se desarrollaron las
plantas. En pgeneral las plantas desarrollaron un sistema radicular vy
vascular para la absorcién de agua y nutrientes. Se formé también,
sobre toda la planta, una capa externa llamada epidermis, la cual fue
recubierta con otra compuesta de materiales hidréfobos (cutina vy
ceras) llamada cuticula, la que impidio que la planta se desecara por
contacto directo con ¢l medio asbiente, sin embargo, 2sta capa adesas
de ser imperessable al agua, lo era también al bioxide de carbono,
indispensable para el proceso fotosintético. La solucién a este
problema se fue dando paulativasente. Las plantas que tenian aun
dependencia de un medio acuoso para su reproducién, desarrollarcon
cuticula, pero su intercambio gasesoso lo realizaban por la raiz,
ejemplos de estos son plantas no vasculares inferiores (musgos vy
espereatofitas), otras formaron poros sobre la cuticula, los cuales
perasitieron el intercambio paseoso, pero, sin niguna regulacién, vy
finalmente, en todas las plantas vasculares (a excepcién de Styletes
andicola, la cual no posee estomas y lleva a cabo su intercasbio
p2se0s50 a través de la raiz, Keeley, 1984), se desarrollaron alrededor
de este poro, un par de células capaces de regular el diasetro del
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mismo y, de esta manera, modular el intercambio de CO2 y la salida de
agua por evapotranspiracién (Zeiger, 1983; Willmer, 1983).

El complejo estomdtico, denominado asi por DeCandolle en 1827
(autor citado por Meidner, 1986), se encuentra situado en la epidermis
de las hojas (o su equivalente en plantas suculentas) y esta compuesto
de dos células guarda (CG) y algunas veces, junto a estas, un par de
células acompaRfantes; ambas son diferentes al resto de las células
epidérmicas. Las células guarda se originan de una divisidén asimétrica
de las células epidérmicas y a diferencia de estas poseen cloroplastos
(Essau, 1981; Willmer,1983). En algunas plantas estos cloroplastos
estan poco desarrollados o ausentes, como en el caso de Paphjopedilum
harrisianum (Zeiger,1983),pero en Vicia faba se ha cosprobado que
estos llevan a cabo acarreo electrénico, asi como fijacién de CO2
(Zeiger, 1987). Las células guarda no poseen plasmodesmos funcionales,
por lo que la Gnica via de relacién que poseen con el resto de la
planta es apopldastica (Willmer,1988), Esta caracteristica apuntan
Pesmasda, 1981 y Willmer, 1988, hace del complejo estomatico, por su
posicién y funcionalidad, un sensor medicambiental y un mecanismo de
regulacién homeostdtica de la planta.

Las células guarda son capaces de regular la pérdida de agua por
transpiracién. El1 complejo estomdtico regula la dimensién del poro
através de la salida y entrada de agua a la célula guarda. EIl
movimiento de agua en las células guarda se ocasiona por un cambic en
los niveles de concentracién de algunos iones y d4cidos orgénicos que
funcionan como moduladores del gradiente osmético, y por consecuente
del movimiento del agua (Zeiger, 1983).

Se han postulado muchas teorias sobre el mecanismo que conlleva a



este cambio osmético, la evidencia indica que es el ion potasio el
responsable de generar estos gradientes osméticos (Outlaw,1983). La
hipétesis investigada inicialmente por Mceallum en 1905 y reafireada
por Fujino en 1967 y Fisher y Hsiao en 1968 (autores citados por
Outlaw, 1983), establece que los cambios osméticos entre las células
guarda y las epidermicas estan dados por un flujo de potasio dentro
(en la apertura) y fuera (en el cierre) de la célula guarda. Los datos
experimentales indican que este transporte esta mediado por wun
mecanismo de antiporte acoplado a una ATPasa que bosmbea protones fuera
de la célula a medida que se transporta el potasio. E1 balance de
carpas esta dado por una incorporacién de iones clore y la formacién
de wmalato, y tasbién por una salida de Sodio (Zeipger,1983, Tallsan,
1988).

El wmecanismo de movimiento de iones, es activo, por le que
depende del aporte energético de parte de la fosforilacién oxidativa y
la fotofosforilacién, ademas de un secanismo recientesente descrito
(Zeiger, 19873 Tallman, 1988),en cual, la bomba de protones es
estimulada por luz azul.

Los factores que regulan la dimensidén del poro estomdtico son
externos L internos. Los externos involucran pardzetros
ambientales como son: La intensidad y calidad de luzj en general la
luz estimula la apertura y la oscuridad el cierre. La concentracién de
CO2; bajas concentraciones de CO2 estimulan la apertura y altas el
cierre. La humedad relativa, la temperatura y el viento entre otros
(Willmer, 1988). Como se puede notar, los factores externcs causan una
apertura en momentos donde se puede llevar acabo 1la fijacién

fotosintética de CO2 vy el cierre cuando los factores no la favorecen.



Los factores internos, por otro lado, optimizan la fijacién de CO2,
como es el caso de la regulacién por los niveles internos de este gas.

El factor interno mds importante son 1los niveles hormonales,
producto de factores externos como son estress hidrico, salinidad,
congelamiento, inundacién, entre otrosj esto factores llevan a la
modificacién del potencial hidrico de la planta, lo cual estimula
cambios en los niveles hormonales que disparan mecanismos de
regulacién de la perdida de agua, como son la inhibicién del
crecimiento, el cierre estom&tico, aumentd en la conductividad
hidraulica de las raices, entre otros (Addicott 1983).

Sobre 1los mecanismos de modulacién del cierre estomdtico se ha
reportado la participacién de todas las hormonas, pero ninguna tiene
el efecto y la correlacién del acido abscisico (RABA) (Willmer, 19833
Zeieger, 1987).

El &cido abscisico es una hormona vegetal que se describio desde
los aRos treinta coso una fraccién dcida de los extractos de varias
plantas, el cual tenia efectos inhibitorios en el biocensayo de la
curvatura del hipocotilo de avena inducido por auxinas, a esta
fraccién se le denomino "Beta inihibidor" (Bennet-Clark y Kefford, 1953
citado por Milborrow, 1984). Durante los aros 5@'s los investigadores
que siguieron esta linea metodolégica lo denominaron el "complejo beta
inhibidor", por su posicién en la crowmatograma y porque se creia que
se trataba de varios compuestos. Wareing en 1954 encontré una relacién
entre la concentracién del inhibidor y la latencia de las yemas de
&rboles caducifoliosy Henberg, en 1958, encontrd que este complejo
inducia la latencia en tuberculos de papa. Wareing propone el nombre

de "Dormina" al complejo beta inhibidor. (autores citados por



Milborrow, 1984). En 1965 Cornforth, Milborrow, Ryback y Wareing aislan
en forma cristalina y lo denominan "Dormina"j por otro lado en ese
mismo ano Okhuma, Lyon, Addicott y Smith aislan suficiente cantidad
del complejo beta inhibidor de la planta de algodén, del que obtinen
un espectro de resonancia magnética, y a partir del cual proponen la
estructura quimica del compuesto (fig 1) y la denominan "“Abscisina
11", por su relacién con la abscisidn y otro compuesto antes aislado.
Cuando ellos mismos comparan los espectros de la abscisina II y la
dormina resultan ser el mismo compuesto. La estructura quimica
propuesta por Okhuma y colaboradores es corroborada once dias después
cuando Cornforth (1965) y su equipo sintetizan artificialmente la
cual posee las mismas propiedades fisicoquimicas y fisiolédgicas

(autores citadoes por Addicott, 1983).
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FIGURA 1.- Cis (+) Acido Abscisico.
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El 4acido abscisico se ha encontrado en todas las plantas
vasculares (dicotiledoneas y wmonocotiledoneas), en helechos y
equisetos, y a excepcién de dos hongos no se ha encontrado en alpgas,
hongos, ni en bacterias (Zeevart,1989). En 1los vegetales se ha
encontrado en todos los tejidos, organos y estructuras
(Milborrow, 1974).

EL 4cido abscisico se ha encontrado involucrado en procesos
fisiolégicos tales como: inhibicién y promocidén del crecimiento,
inhibicién correlativa, peotropismo, abscisién, latencia,
partenocarpia, cierre estomidtico, germinacién, adaptacion al estres,
entre otros (Milborrow, 1974; Walton, 19803 Zeevart, 1988),

La relacién entre el ABA y el coaplejo estomatico, en la
regulacién de la perdida de agua, fué¢ descrita desde 1929 por Stalfelt
(autor citado por Raschhke, 1987). Stalfelt encontré que las hojas de
Vicia faba no cierran sus estomas inmediatamente después de la
privacién de agua, sino trece minutos despuesj el encontrd también que
una vez iniciado el movimiento de cierre, #ste no se detenia si se
suministraba nuevamente agua a la planta. Stalfelt sospecho que una
"respuesta metabélica" estaba involucrada en iniciar el cierre y en
prevenir la apertura cuando se suministraba nuevamente el aguaj el
llamo a este mecanismo " El sistema Hidroactivo™ pero no fué sino
hasta 1968 cuando Little and Eidt descubrieron que la aplicacién de
ABA a plantas lefosas reducia la transpiracién. Mittelheuser y
SBteveninck en 1969 demostraron que esta reduccidén en la transpiracién
era producto del cierre estomatico inducido por la aplicacién de RBA
(autores citados por Raschke, 1987).

Estas observaciones empezaron a formar una idea de la



participacién de la hormona en la regulacién de la pérdida &ll agua,
via la modulacién del poro estomaticoj sin embargo, la explosién de la
hipotesis del ABA como mensajero entre el mesdéfilo y la epidermis en
un estres hidrico fue dada por la observacién de Wrigth en 1969;
Wright encontré que el estres hidrico y la pérdida de turgencia en la
hoja iba acompaf®ada de un incremento de un compuesto beta, por su
posicién en la placa cromatografica. Wright y Hiron en 1969 reportaron
que este compuesto beta era el 4cido abscisico y que este incremento
estaba correlacionade con la pérdida de agua, lo cual en respuesta
provocaba el cierre estomdético y con esto la recuperacién de la
turgencia en la planta.

El mecanismo sospechado por Stalfelt fué corroborade por una
serie de investigaciones que demostraron que la aplicacién de ABRA en
flujo transpiratorio provocaba el cierre estomdtice en wunos cuantos
minutos, y no sclo eso, sino que impedia que se veolvisran a abrir. Por
otro lado, la aplicacién divecta de la hormona scbre la epiderwmis
desprendida tenia el mismo efecto. (Rddicott, 1983).

El descubrimiento del papel fTisiolégico del &cido abscisico
durante un sstres hidrico dio inicio a una serie de investigaciones,
las cuales se dirigirian a contestar las siguientes preguntas:

(A ¢ Cual es el estimuleo bioquimico y celular que lleva a 1la
acurulacidén de ABA y como se relaciona esta acumulacién con el cierre
estomadtico durante el estres hidrico 7.

(B) ¢ Donde se sintetiza ABA y como esta regulada esta sintesis 7.

{C) ¢ Cu&l s el mecanismo mediante el cual ABA regula la apertura
estomdtica?.

(D) ¢ Cual es la distribucidén del ABA en la célula guarda y si existe

cual) es su funcién?.
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La razén e importancia de estos estudios radica en el hecho de
que las plantas pierden a la atmésfera de un 70% a 90% del agua que
absorben para sus funciones generales (Trejo, 1981; Colinas, 1982). La
importancia de la eficiente regulacién estomatica en la vida de una
planta es crucial, ya que el cierre estomdtico trae como consecuencia
el evitar perder agua y mantener la turgencia celular para el
crecimiento. En materia de produccién se busca que una planta tenga
una conductancia estomética madxima en el momento en el cual existe una
mayor eficiencia fotosintética, pero también se busca que la
eficiencia del wuso del agua sea alta, de esta manera el eficiente
funcionamiento estomdtico es un caracter fenotipico que se busca
incorporar y transmeitir en los cultivares (Blum, 1978). Por tanto, los
estudios dirigidos a explicar los mecanismos por los cuales se regula
el funcionamiento estomético son de vital importancia en el
entendimiento general de la fisiologia vegetal y su aplicacién en la
productividad de las cosechas. Por lo anterior, del presente trabajo
tiene como objetivo el "Inmunolocalizar el Acido Abscisico en Células

Guarda de Vicia faba" bajo condiciones de estres hidrico.
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ANTECEDENTES :

(A) ESTIMULO BIOQUIMICO.

Desde 1los descubrimientos de Wright y Hiron, en 1969, se ha
buscado cual es la sefal bioquimica y/o celular, que dispara el
incresento de ABA durante un estres hidrice. En 1974 Zabadal encontréd
una relacién entre el potencial hidrico (Ph) y la concentracién del
ABA en plantas de Ambrosia sp. Zabadal encontré una media del (Ph) de
-1 a -12 ate. Beardsell y Cohen, en 1975, reportaron un casbic del
potencial hidrico de -7 a -9 bars en sorgo y maiz, el cual inducia el
incremente de ABR, pero por otro lado observaron que el cierre
estomdtico se daba mucho antes que el inicio de la acusulacién del
ABA. Wright en 1977 encontré datos similares para Triticum aestivus.

Adn cuando estos datos indicaban que un pequefo cambio en el
potencial hidrico inducia el incresento de RBA, no i1ndicaban gque
componente del (Ph) era el responsable de esta acurulacidén. Beardsell
y Cohen, en su trabajo de 1975, mencionaron que el cambio de potencial
hidrico en el que se da @] incresento de ABA, es ®muy cercano a @ de
presién de turgencia. Piercey y Raschke, en 1980, <trabajando con
frijol y algodén encontraron que el componente que se relacionaba
directamente con el incremento de ABA era el potencial de turpgenciaj
ellos encontraron que al aproximarse la turgencia a cero, se disparba
el incremento de ABA. Piercey y Raschke encontraron que no existe una
relacién directa entre el potencial hidrico u osmético con el
incremento de ABA, sino que estos se daban en rangos muy amplios, tal
como Zabadal habia descrito en 1974, sin embargo ellos encontraron una

relacién directa entre la historia de la planta y 1los valores del
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potencial hidrico donde se daba el disparo del incremento de ABAj; esto
es, Qque la planta que habia sido estresada hidricamente con
anterioridad, iniciaba el incremento de ABA en potenciales hidricos
mids bajos que aquellas que no habian experimentado un estres hidrico.
Este valor de (Ph) estaba directamente relacionado con el potencial
osmbético (Po) a cero potencial de turgencia, lo cual habla de un
ajuste osmético celular. Creelman y Zeevart, en 1985, realizaron un
andlisis de 1lo propuesto por Pierce y Raschke en 1980. Ellos
utilizaron discos de hoja de espinaca tratados con soluciones
penetrantes y no penetrantes para distinguir el componente del
potencial hidrico que provocaba el incremento de ABA; sus resultados
reafirmaron los antes dichojy E1 potencial de turgencia es el
componente relacionado con el incremsento de ABA. En estudios hechos
con protoplastos de células guarda, se encontrdé que son incapaces de
producir ABA cuando son sometidas a un estres ns-otico. la posible
razén es que estas se comportan como un osmémetro, ya que no poseen
potencial de turgencia (Weiler gt al,1988).

Por lo anterior, se deduce que el mecanismo por medio del cual se
traduce la disminucién del potencial de presién en un incremento de
RABA puede estar relacionado a receptores sensibles de presidén en la
membrana o a cambios coenformacionales en la misma, los cuales podrian

inducir este incremento (Zeevart, 1988).
(B) BIOSINTESIS Y COMPARTAMELIZACION 1@

a) Biosintesis.
En los primentos trabajos para deducir la via de sintesis del
ABA, Milborrow, en 1974, propuso la via de sintesis a partir del acido

Melavénico ( Figura 2 ).
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CO ===—me———————— ACIDO MELAVONICO
2 -
*

ISOPENTENYL PIROFOSFATOD
+*
*

GENARYL PI1ROFOSFATO
*
»*

FARNESOL --—-——=---= FARNESIL PIROFOSBFATD ——————————m ACIDO

» ABBCISICO
*
+*

GERANILGENARIL

PIROFOSFATO.

Fig 2. Ruta de Sintesis del Acide Abscisico apartir del acido
melavénico, tomado de Milborrow, 1974.

Por otro lado, la estructura de ABA sugeria también una similitud con
algunos carotenoides (Violaxantina), por lo cual Milberrow en 1974
sugirié que era posible que el lugar de sintesis del ABA fueran los
cloroplastos. Milborrow (1974) encontré que el dcide melavénico era
poco permaeable en el cloroplasto, pero cuando este se lizaba, el
contenido era capaz de sintetizar ABA apartir del 4c. melavénico. En
1977 Loveys reportd que en estudios hechos en espinaca, la wmayor
concentraciéon de ABA se encontraba en el cloroplasto de las plantas no
estresadas. Utilizando los antecedentes de Milborrow, 1974, Loveys,
1977 y los de Beardshell y Cohen en 1975, Manfield y MWilson (1981)
propusieron un sistema de "retroalimentacién", el cual regulaba la
sintesis de ABA a partir de la redistribucién del ya preexistente. EIl
sodelo tenia como regulador a otro compuesto con accién

antitranspirante, el farnesol, el cual era un producto de wuna
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ramificacién de la via de sintesis de ABA a partir del &c. melavénico.
Mansfield y MWilson, sugirieron que el estress hidrico bloqueaba la
sintesis de geranilgeranil pirofosfato y este provocaba un incremento
de farnesol. El1 farnesol se acumulaba en el cloroplasto, provocando un
cambio en 1la permeabilidad del mismo, permitiendoc que el RBA se
liberara, adem&s de inducir su sintesis. Cuando las condiciones
hidricas se restablecian en la planta, los niveles de farnesol
retornaban a su normalidad y la permeabilidad del cloroplasto era
restablecida y la sintesis de ABA se detenia. E1 wmodelo nunca fué
corroborado a falta de antecedentes que lo sustentaran, sin embargo
sugirio la redistribucién del ABA preexistente, como primer paso en el
cierre estomdtico durante el inicio del estres hidrico.

En 1983 Hartung et al] retomaron lo antes reportado y encontraron
que la sintesis de ABR apartir del 4cido melavénico, en el cloroplasto
y en la fraccién intracloroplistica, era nula o no detactable, no
siendo el caso para la fraccién citoplasmatica, donde se encontraban
valores similares a los de protoplastos intactos. Stweart gt al, en
1986 , y BGuerrero Felix y Mullet J., también en 1986, reportaron que
el incremento de ABA durante el estres hidrico era inhibido por
ciclohexamina, y no por cloramfenicol, y por otro ladeo por cordicepina
y actinomicina D, lo cual sugiere directamente que la sintesis de ABA
requiere de la transcripcién nuclear y que la sintesis es

citoplaseética y no cloroplastica o mitocondrial.
b) Compartamelizacioén.

El conocimiento de la distribucién del RBR en las células vy

organos es de vital importancia en el entendimiento de su modo de
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accién (Zeevaart , 1988), Es generalmente reconocido que los niveles
endégenos de ABA en cualquier parte en particular de la planta depende
de un balance interno de un nusero de procesos , como sont sintesis,
conjugacién, compartamelizacion, transporte y/0 degradacioén
(Hethergton y Quantro, 1991).

El 4cido abscisico es un dcido débil con pK de 4.7 (Zeevart,
1988). Werner Y Hartung, en 1981, y Hartung, en 1983, reportarcn que
la incorporacién de ABA en la células del meséfilo y las células
guarda dependia del pH del medio donde la hormona estuviera disuleta,
y por tanto del estado ionico de la hormonaj cuando la wmolécula se
encontraba en su forma protonada (RBAH) a pH &cidos, esta persmeaba
libremente através de la msembrana citoplamatica, pero cuando se
encontraba en su forma disociada (ABA - ) no era permeable. Cowan gt
al, en 1982, (autor citado por Hartung et al, 1982) wutilizando 1los
datos de pK de ABA y los diferentes pH de cada compartimento celular,
obtuvo 1los grados de disociacién de la wmolécula y por ende su
distribucién (tabla 1) 1

LUz OBSCURIDAD
APOPLASTD .sceesnsses 4.4% ,...0e00.. B.2%
CLOROPLASTD sveeausass B6B.84% ,........ 40,7%
CITOPLASMA ....coeussess 17.2% .ouesnses 32.4%

VACUOLA cessrensses 10.0% ......... 1B.7%

Tabla 1.- Distribucién intracelular de ABA (en % total de ABA en
células del mesdfilo). Tomado de Hartung et al
1982.

El modelo de Cowan et a] se apegaba msucho a lo encontrado

experirentalmente por otros autores. Loveys en 1977 encontré que la
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mayor cantidad de ABA en las plantas no estresadas se encontraba en el
cloroplasto. Sotta et al, en 1985, wutilizando inmunocitoquimica
encotraron en Chenopodijum polyspermsun que la mayor cantidad se
localizaba en el cloroplasto y en menor cantidad en el citoplasma. En
vacuola no se detecto presencia de la hormona. Esta ausencia puede
estar relacionada con el pH que este compartimento tienen normalmente.
La presencia de ABA en la vacuola se ha reportado, pero en forma
conjugada con glucosa ( Zeevaaart, 1988).

El Beta-D-glucopiranosil abscisico (ABA-GE) es una conjugacién de
ABA con pglucosa, la cual se ha reportado ser una manera de desactivar
y/0 almacenar la hormona (IBID). Bray y Zeevaart, en 1985, encontraron
que en Xanthium y Vicia el 91% y 80X, respectivamente, de ABA-GE se
encontraba en la vacuola de las células del mesdfilo. Bray y Zeevaart
atribuyen esta distribucidén a que el pH de la vacuola (5.5) es el
6ptimo para la funcién de la glucosiltransferasa, por lo que concluyen
que probablemente éste sea el lugar de la sintesis del conjugado.

A nivel de é6rgano se ha prestado mucho interes en la epidermis,
ya que en ella se encuentran las células guarda, las cuales son el
blanco del &cido abscisico. En los primeros trabajos se reportd que la
epidermis desprendida de hojas estresadas acumulaba ABA, pero que en
ensayos jnvitrp, no lo hacia por si misma (Lovey,1977). Por otro lado,
se reportdé que la hormona se acumulaba en el complejo estomético
cuando la esta era inyectada en el flujo transpiratorio o si 1la
epidermis se incubaba en medios conteniendo la hormona (Weyer vy
Hillman, 1979); por lo anterior se concluyéd que la epidermis vy las

células guarda eran incapaces de sintetizar ABA, y que mas bien
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durante wun stress hidrico esta se translocaba desde el meséfilo a 1la
epidermis (Milborrow, 1974; Walton, 1980). Las células guarda maduras
no poseen plasmodesmos funcionales, asi{i que la ruta que el ABA debe
seguir para llegar a las células guarda es apoplastica o a través del
flujo transpiratorio (Willmer, 1983). Sin embargo, reportes recientes
han demostrado que las células guarda son capaces de sintetizar vy
catabolizar ABAR (Sing et al, 1979; Cornish y Zeevaart, 19863 Zeevaart,
1988).

El contenide de ABA en las células guarda ha sido wmedido por
varios autores . Weyer y Hillman, en 1979, encontraron que al inyectar
ABA radiocactivo en el flujo transpiratorio (500nmoles a 5 umoles)
de la hormsona se acumulaba en el cosplejo estomidtico en una
concentracién de 2.5 a 695 attomoles, reportando que 12.6 a 45.6
attomoles eran suficientes para inducir el cierre de una célula
estomdtica. Weiler gt al, en 1982, encontraron que la concentracidén de
ABA en al epidermis era de 14 pmoles/cm cuadrado de epidermis y para
las células guarda era de 26.1 pmol/mg de proteina. Weiler gt al
reportaron también que el incremento de ABA durante un estres hidrico
se daba mds rdpido en la epidermis que en el mesdfilo. Por otro lado,
estos autores demostraron que cuando la hoja perdia 10X de su peso
fresco los estomas se cerraban en un 30%, peroc ABA se incrementaba
solo el 1@0% en la epidermis (2.5 pmol/cm cuadrado de epidermis).
Cornish y Zeevaart, en 1986, sefalan que en las cé¢lulas guarda
"aisladas" de epidermis de hojas, las cuales se habian esstresado
dejandolas perder el 12% de su peso fresco, el contenido de RBA se
incrementaba de 2.009 +/- 0.003 ng/mg de peso seco a 0.16 ng/mg de

peso seco. Sin embargo, a lo igual que Weiler gt al, en 1982, estos
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autores concluyeron que este incremento podria no ser de relevancia
durante el estres hidrico y que mas bien el rapido cierre estomatico
podria estar dado por una redistribucién de ABA preexistente. Behl vy
Hartung, en 1986, examinaron el movimiento y compartamelizacién del
ABA en células guarda "aisladas" de Valgriana locusa encontrando que a
pH natural de 5.8 (segun lo medido por Pfanz and Dietz, 1985 citado
por Behly Hartung, 1986) la concentracidén de ABR en el citoplasma era
de ©0.45 fmol/cél. y para la vacuola de 1.81 fmol/cél., pero
considerando el volumen de la célula (350Qum cubicos) y el volumen que
ocupa la vacuola (90% del volumen celular) y el del citoplasma (10%
vol. /cel.), las concentraciones encontradas eran de 1.28aM para el
citoplasma y 570uM para la vacuola. El incremento del pH en el medio
externo (8.0) reducia el contenido de RBA en el citoplasma y la
disminucién del pH (5.0) la aumentaba, mientras que el contenido de
ABA vacuolar persanecia sin cambio . Cuando se lidié el efecto del
estres osm6tico en el medio, ABA disminuia conforme se aumentaba la
presién osmética del medio. A una presidn de O.14 MPa el contenido de
ABA en el citoplasma era de 1.31mM; a presidn de 0.26 MPa el contenido
era de 260 pyM y a presién de ©0.796 MPa el contenido era de 280 pM.
Cabe mencionar que el potencial osmético de la epidermis no estresada
era de 0.796 MPa. El contenido vacuolar no se modifico por el cambio
de potencial en el medio. Lo mas relevante del trabajo de Behl vy
Hartung (1986) reside en lo siguiente:

(a) E1 contenido intracelular de RBA en las célula guarda no
estresadas es sorpresivamente alto (1.28mM).

(b) La compartamelizacién de ABA en las CG es afectada por cambios en

el potencial osmético por debajo del potencial osmético celular.
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(c) El1 contenido vacuolar de ABA durante el estres osmético se
mantiene constante, de tal manera que las células guarda liberan ABA a
su medio externo (apoplasto).

(d) El flujo de ABA al apoplasto se completa en un tiempo de 10 a 20
minutos.

(e) Bajo condiciones de estres moderado (por un corto tiempo) puede
esperase una concentracién aproximada de 1mM de ABA en el apoplasto,
asumiendo que este no es mas del 10% del volumen total de la célula.
(f) La liberacién de ARBA, a presiones osmdticas mds bajas que la
celulares, no estimulan la sintesis de ABA.

{(g) El1 incremento de ABA en el apoplasto, y la velocidad con que este
se da, pueden ser de importancia en la induccién del cierre estomatico
incial durante un estres hidrico y quizas independiente del aporte del
mesofilo.

Lahr y Raschke, en 1988, encontraron valores de &cido abscisice
en células guarda de hasta 100 veces mds que para las del wmeséfilo.
Las concentraciones, basadas en el volumen celular, iban desde 36 a
228 yM para los protoplasto, de CB, y de 2.7 a 3.3 uM en protoplastos
del meséfilo. Sin embargo, en las células estresadas osméticamente no
encontraron ningun incremento de ABA, concluyendo que tal vez sea
necesaria la presencia de la pared celular para la transduccién de los
cambios de presién o volumen en la seRal que dispara la sintesis de
ABA. Harris, M. et al, en 1988, utilizando una técnica de diseccidén de
C6 wicrosuccidén y cuantificacién por ELISA-amplificado, encontraron
que los valores de las células guarda y las del meséfilo eran
similares (@.2ng/mg de peso seco para CM y de 0.15ng/mg peso seco para

CG). Para el caso de estres hidrico los valores también fueron
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similares para ambos tipos celulares (7 a 13 puM, sin considerar el
compartimento celular). Briinckmann, E. et al, en 199@, hicieron un
acercamiento auGn mas real, utilizando micropuncién , microsuccién y
cuantificacién por ELISA-amplificado, directamente en células guarda
de hojas de Commelina gcommunis y Tradiscantia virginiana. Los
resultados muestran una concentracién de 6.5 mM de ABA en las células
guarda y de 3.0 mM para células del nmeséfilo. Por otro lado,
Brinckmann gt al no encontraron diferencias en el contenide de RABA de
células guarda abiertas y cerradas. Harris y Outlaw, en 1991,
utilizando tecnicas de diseccién y microsuccién y cuantificacién con
ELISA-amplificada, encontraron que la cantidad de ABA en hojas
estresadas durante 15 minutos (periodo en que se perdia 99X del peso
fresco) , se incrementaba 9 veces en las células guarda, pero en las
células de la lamina foliar se mantenian sin cambio alguno. AR las dos
horas el valor para las células del meséfilo era de 15 upmoles/kg de
peso seco y para las células guarda de 13 umoles/kg de peso seco,
teniendo ambas un incremento aproximado de 6 pmol de RABA/kg de peso
seco/hr.

El alto contenido de ABA en el cloroplasto (Loveys, 1977 ; Sotta
et al,1985) ¥ en la vacuola y citoplasma (Behl y Hartung, 1986
Briinckman et 2l,1990) sugiere la posibilidad de que estos
compartimentos secuestren ABA fisioldgicamente activo en tiempos
cuando el efecto de este no sea necesario, pudiendo ser redestribuido
lo suficientemente rdpido antes de que se dispare la sintesis, esto
como una primera linea de defensa durante un estres hidrico (Slovik vy

Hartung, 1992).
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(C) MECANISMOS DE ACCION DE ABA.

La wmodulacién del poro estomdtico, como ya se habia mencionado
sy depende de la turpgencia de las células guarda. La regulacién de la
turgencia esta dada principalmente por movimientos de iones potasio,
cloro y protones, asi como de aniones orgénicos, principalmente el
malato (Zeiger,1983). La apertura estomdtica es el resultado de la
acumulacién de cloruro de potasio y malato de potasio dentroc de la
vacuola de las células guarda. El cierre ocurre cuando las sales de
potasio salen de la vacuola y son liberadas de las células guarda o
son metabolizddas, como en el caso del wmalato (figura 3). Durante la
apertura y el cierre, ¢l movimiento de iones a través del plasmalema vy
tonoplasto estan acoplados a los procesos metabdlicos en el
citoplasma, cloroplasto y wmitocondria, los cuales suplementan la
energia y remueven o proporcionan el malato (Raschke, 1987).

Durante un estres hidrico la pérdida de agua por transpiracidn es
reducida por ABA, la cual promueve el cierre estomatico ¢ inhibe su
apertura. El1 wmecanismo bésico de esta respuesta de ABAR involucra
alteraciones de 1la turgencia celular, lo que provoca la salida de
varios cationes y aniones, dentro de los cuales los sas importantes
son: Potasio, Cloro y malate (Zeiger, 1983). El primer paso de estas
reacciones en cadena, la cual finalmente conlleva a la modulacién del
diametre del poro, es wuna interaccién de ARABA con la mesbrana
plasmatica; esta interaccién podria darse a2 través de receptores
protéicos o lipidicos del plasmalema (Hetherington y Quantro, 1991).
La concepcitn de un receptor en la cara externa de la membrana
plasmdtica proviene de los trabajos de Hartung, 1983 y Hornberg vy
Weiler, 1984,
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Hartung, en 1983, utilizando los antecedentes de Kaiser y Hartung
(1981), donde se demostraba que ABA solo era permeable a la célula
cuando se hallaba en su forsa protonada, encontrd que no existe una
dependencia entre la induccién del cierre estomatico, provocado por
ABA, y el pH, por lo tanto esto indicaba que para las células guarda
"aisladas" de Valerianella locusta no era necesario que la hormona
fuera transportada dentro de la célula guarda para que se llevara
a cabo la respuesta. Hartung (1983) concluyd que el sitio de accién de
ABA se encontraba en la cara externa de la membrana plasmatica o al
menos una parte de la membrana accesible desde afuera. Hornberg vy
Weiler, en 1984, trabajando con protoplastos de cé¢lulas guarda de
Vicia faba encontraron, por estudios de marcado por fotoafinidad, que
el acoplamiento del &cido abscisico a la mesbrana plasmidtica era
considerablemente mds especifico para el enantiomero fisiolégicamente
activo (ABA+). Por otro lado, observaron que cuando se trataban los
protoplastos con tripsina, de manera que no se afectard su viabilidad,
eliminaban completamente el acoplamiento de ABA al plasmalena,
indicando que los sitios de acoplamiento eran proteinas, las cuales
estaban localizadas en el plasmalema de las células guarda, con el
area receptora hacia el espacio apopldstico y en una proporcién
aproximada de 2,200 receptores por micrometro cuadrado. Hornberg vy
Weiler (1984) aislaron estas proteinas de union en geles con SDS, tres
de las cuales tenian un pesc de 20.2, 19.3 y 14,3 kd, las que wunian
especificamente a la wsolécula de 4cido abscisico en relacién con
andlogos de la misma. El1 patron electroforético se encontréd también en
las células del mesdfilo, pero expresado en mucho menor cantidad.

La wunion del acido Abscisico con su receptor en el plasmalema
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causa el cierre del poro en minutos. ABA estimula la salida de los
osmblitos desde la vacuola, a través del tonoplasto, citoplasma y el
plasmalema (Hetherington y Quantro, 1991). Por otro lado se ha
determinado que ABA bloquea la salida de protones de 1la célula,
inhibiendo las ATPasas bombeadoras de protones en el plasmalema. Sin
embargo, la explicacién simple de que ABA causa el cierre estomatico,
solo por la inhibicién del cotransporte de protones - iones potasio no
es suficiente, ya que ABA debe provocar la salida de los osmdlitos de
la vacuola y transportarlos fuera de la célulaj de este modo, debe
existir un mensajero entre lo externo (union de ABA con su receptor) y
lo interno (flujo de iones) (Raschke, 1987). ABA podria ser por si
misma este mensajero, pero como ya se menciono, Hartung, en 1983,
demostrd que la entrada de ABA a la célula no era factor necesario
para que se diera el cierre estomdtico. El1 cambio de pH, provocade por
la inhibicién de la bomba de protones, podrid ser un buen candidato
para explicar la conexién entre ABA y la salida de los iones, ya que
es facil notar que un cambio de pH puede modificar las propiedades del
plasmalesa y el tonoplasto simultaneamente, garantizando el flujo
sincronizado de las sales a través de ambas membranas. Por otro lado,
una disminucién del pH en el citoplasma moveria el equilibrio de la
reaccion malato (~=—-— ) almidén hacia el lado derecho, provocando
que el malato sea descarboxilado por la enzima mdlica y se forme
almidén.

Los estudios realizados con epidermis desprendida y protoplastos
de células guarda, utilizando quelantes de calcio, y asi como los
trabajos de electrofisiologia, wutilizando 1la técnica de "patch

clampling" 4, apoyan la idea anterior, pero también proponen que
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se involucra otro mensajero t el calcio (figura 4). En resumen, la
evidencia de estos estudios es la siguiente:

(1) ABA actua directamente sobre el canal de potasio inhibiendo 1la
entrada de este ién (posiblemente por la inhibicién de la ATPasa) vy
estimulando su salida a través del mismo canal. Cabe mencionar que el
namero de receptores para ABA, por célula, (aproximadamente =4
millones), reportado por Hornberg y Weiler, en 1984, es wmucho mayor
que el reportado para los canales de potasio ( 300 por célula).
(Raschke, 1987).

(2) ABA actua indirectamente sobre los canales de potasio a través de
un segundo mensajero, que podria ser el Calcio . MacAnish gt al vy
Schroeder y Hagiwara, en 1990, (autores citados por Hetherington vy
Quantro, 1991), encontraron que la adicién de ABA causaba un
incremento inmediato del calcio citoplasmatico, a través, al parecer,
de la apertura de un canal idnico no selectivo para calcio, pero
también por la liberacién de calcio de compartimentos subcelulares; la
inhibicién del cierre estomdtico por antagonistas del calcio vy
quelantes solo causaron un cierre parcial (Figura 4) (Owen, 1988;
Hetherington y Quantro, 1991).

La actividad de ARBA en el cierre estomdtico, durante el estres
hidrico, se mantendrd mientras que el nivel de sintesis exceda al
nivel de degradacién. Esto es, durante un estres hidrico se estimula
la sintesis de ABA y se alcanzan niveles de hasta 40 veces la
concentracién de las hojas turgentesi por tanto, bajo un estres,los
niveles de ABA son controlados por la degradacién de la misma. ABA es
generalmente degradada o desactivada en acido fasético (PR), A&cido
dihidroxifasético (DPA) vy por la conjugacién de ABA a wuna glucosa

(ABA-GE) (figura 15) (Zeevaart, 1988).
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APOPLASTO CITOPLASMA

PLASMALEMA

FIGURA 4,- Accién del ABA a nivel celular en durante el cierre
estomatico. (1) Unidn de ABA con su receptor en la membrana, 2
Apertura canales de Calcio no especificos. (3) Cierre de canales de
entrada para Potasio, (4) Desporalizacién de la membrana y apertura de
canales de salida de aniones y iones Potasio. Tomado de Hetherington y
Quantra, 1991.
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Cuando se restablecen las condiciones hidricas en la planta
(hidratacién) y se restablece la turgencia celular, la sintesis de ABA
se detiene. Por otro lado se incrementa la velocidad de conversién de
ABA a PA y DPA, dando como resultado un incremento de PA ¥y una
disminucién de ABA (Zeevaart, 1983). Esto ultimo, podria pensarse ,
es contraproducente en la fisiologia estomatica, ya que se ha
reportado que PA puede inducir el cierre estomatico, pero en mucha
mayor concentracién que ABA (Raschke, 1987). Sin embargo, PA a su vez
también puede ser degradado répidamente o conjugado con glucosa,
ademAs de que, para el caso de Vicia faba , PR no tiene actividad en
células guarda (Grantz gt al,1985). Para Vicia faba los niveles de ABA
y después de un estres hidrico, son restablecidos a su concentracién
basal de turgencia en aproximadamente 8 horas, y su principal
catabolito es PR y conjugados de este con glucosa.

En resumen, la sintesis de ABA es provocada' por el estres
hidrico, este a su vez, al unirse con su receptor inhibe la salida de
protones y provoca la expulsién de potasio desde la vacuola hasta el
apoplasto, a través de un mecanismo que tal vez involucra cambios de
pH vy diferencias de la concentracidén de calcio intracelular. Cuando se
restablecen las condiciones de turgencia celular, la sintesis de ABA
es detenida y se estimula su degradacién, restableciendose los niveles

endégenos de la hormona.

(D) EL PAPEL DEL ACIDO ABSCISICO EN LA REGULACION HIDRICA.

Las plantas estan constantemente confrontadas con el problema de
mantener un ambiente acuoso en sus hojas expuestas a la influencia de
una atmdésfera desecante. Cuando la cantidad de agua perdida por

transpiracién excede a la cantidad de agua tomada por las raices, un
25
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estres hidrico se desarrolla en las hojas. E1 efecto del estres
hidrico en la planta, depende del grado de perdida de agua, por
ejemplo: pequefas reducciones en la turgencia celular, disminuyen la
divisién celular y por ende, la expansién de la hoja, reduciendo el
area foliar fotosintética, lo cual repercute de manera directa en la
productividad (Davies y Mansfield, 1983). Reducciones mé&s drasticas en
la turgencia celular, disminuyen la tasa fotosintética y respiratoria,
ademas de la sintesis de proteinas (Bradfor y Hsiao, 1982; Chavez,
1991). Si el estres hidrico continua, la tasa fotosintética puede ser
aun mas reducida por la aceleracién de una senescencia y abscisién
foliar prematura (Davies y Mansfield, 1983).

Los procesos que permiten a la planta mantener un control hidrico
foliar, 0¢ que al menos conducen a que el establecimiento del estres
hidrico sea gradual, tienen un efecto directo en el desarrnlio de 1la
planta, y por ende; en su productividad. Existen evidencias de que en
condiciones de estres hidrico moderado, el msantenimiento de la
turgencia celular, esta dado por un adecuado control de la toma de
agua por las raices y por el control de la perdida de agua via la
transpiracioén (Ibid). Mansfield y Davies, en 1981, propusiercn gue
existen dos lineas de defensa en las plantas durante el desarrocllo de
un estres hidrico, en las que el complejo estomatico y el Acido
abscisico estan involucrados. La "primera" linea de defensa permite
que las células guarda detecten cambios en la atamésfera externa, los
que podrian considerarse como el inicio de un estres hidrico (por
ejemplo una caida en % de humedad del aire). Es decir, cuando comienza
un estres hidrico, los potenciales de la planta no estan relacionados

con los de la epidermis, ni tampoco con la conductacia estomatica o
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los niveles de ABA, por lo que el control dindmico de la perdida de
agua esta dado por la variacién de la apertura estomdtica, dado a su
vez por la capacidad propia de la célula guarda como sensor medio
ambiental, evitando en un principio la caida del potencial hidrico en
el meséfilo (Davies y Mansfield, 1983; Willmer, 1988). Cuando el
estres hidrico continua, la primera linea de defensa parece ser
inadecuada, ya que el cierre parcial estomiatico no es capaz de
controlar la perdida de agua, aunado a que la cantidad de agua en el
suelo se hace cada vez menos accesible a la toma por las raices. Al
disminuir aiun m&s el potencial hidrico, se dispara la "segunda" linea
de defensa, la que involucra la redestribucién del A&acido abscisico
almacenado (Slovik gt 21,1992) y la sintesis del mismo, 1lo cual
induce: (1) El cierre estomdtico, reduciendo la perdida de agua por
transpiraciéngy (2) La inhibicién del crecimiento en las partes mas
jovenes de la planta, manteniendo la turgencia celular (Zeevaart,
1988)3 (3) El establecimiento de un gradiente de potencial hidrico en
la planta, a través de la inhibicién de 1la translocacién de
fotosintetatos, (aunado con 1la produccién de algunos compuestos
osmoreguladores) (Rhodes, 1987). (4) El incremento en la toma de agua
por las raices, a través del aumento de la conductividad hidrdulica en

las mismas (Zeevaart, 1988).

(E) EXPRESION GENETICA EN RESPUESTA A ESTRES.

Como ya se menciond, los niveles de ABA se incrementan en los
tejidos cuando son sujetos a estres hidrico, osmé6tico, salino o por
frio. Bajos estas condiciones, genes especificos son expresados, los
cuales también pueden ser inducidos en tejidos no estresados por la
aplicacién de ABA exdgenamente. Algunos de estos genes son especificos
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para el tejido o el estado fenolégico, pero la mayoria al parecer
estan involucrados a la respuesta osmética. Los genes que responden a
un estres se han clasificado como genes "rab". Un ejemplo de esto son
los genes abundantes de la embriogenesis tardia o genes "lea", los
cuales impiden la germinacién precoz en semillas. La expresién de
estos genes concide con los niveles endégenos de ABA inducidos por el
desecamiento de la semilla. La misma respuesta se da cuando se aplica
exégenamente ABA en la semilla. En plantas sometidas a un estres
hidrico ¢ salino, muchos de estos genes "rab" son expresados, dando
origen a la sintesis de proteinas, de las cuales aun no se conoce su
funcién, pero se piensa estan involucradas en la adaptacién de 1la
planta a la condicién ambiental (Skirver y Mundy, 1990).

En contraste con los modelos moleculares de la accién de las
hormonas en animales, donde se conocen los receptores, los factores
que regulan la transcripcién y la activacién por segundos mensajeros,
el modelo de 1la accién de ABA esta aun incompleto, y& que se
desconocen las caracteristicas de sus receptores (Hornbeérg y Weiler,
1984); por otro lado, la accién del calcio como un segundo amensajero,
adn no se ha definido completamente (Hetherington y Quantro, 1991). De
esta wmanera, la meta en los estudios moleculares es entender como
estos factores regulan la expresidén genética inducida por ABA, durante

un estres (Skirver y Mundy, 1990).

(F) METODOS DE CUANTIFICACION DE ABA.

Los métodos de cuantificacién del écido abscisico han
evolucionado con el desarrollo de la tecnologia instrumental. En sus
inicios ABPA fue detectado en cromatografia de capa fina y cuantificado
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por bioensayos, tal vez el mds usado era el de la inhibicién del
crecimiento o curvatura de hipocotilos de avena (Zeevaart, 1984). Sin
embargo, estos ensayos llevaban en si{ mismos errores tales como el de
la translocacién y degradacién de la hormona en el tejido mismo,
ademas de la variabilidad de los tejidos a la accién de 1la hormona.
Con 1la introduccién del wuso de la cromatografia de gases, la
espectrofotometria de wmsasas y la cromatografia liquida de alta
resolucién, se dio un avance en la cuantificacién de ABA en extractos
de distinto origen. Sin embargo, el problema de esta técnicas (ademas
del elevado costo del equipo y de la necesidad de un conocimiento
técnico del nmismo), es que para toda determinacién de 1la hormona,
estan involucrados una serie de pasos, como son la extraccién de la
hormona del tejido, el lavado del extracto para eliminar contaminantes
que interfieren con la cuantificacién y por Gltimo, la cuantificacian,
lo cual implica grandes cantidades de tejido y mucho tiempo de
extraccion.

En adicién a los métodos de bioensayo y fisicoquimicos, un tercer
método para la deteccién y cuantificacién de la hormona ha sido
desarrollado en los ultimos 10 afos, la técnica inmunolégica. Esta
técnica, ademas de ser relativamente sencilla una vez estandarizada,
no requiere de equipos costosos, ni de experiencia técnicaj por otro
lado, esta técnica combina sensibilidad y especificidad en un grado
que ningdn otro método tiene. La técnica inmunoldgica es rdpida y gran
cantidad de muestras sin purificar pueden ser procesadas en un dia.
Como las demas, presenta problemas de interferencia con compuestos
relacionados con la hormona (ver figura 15), sin embargo, el andlisis
y 5 mucho mas sencillo que en las otras métodologias (Weiler, 19823

Weiler, 19843 Hanke, 1984).
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Se han hecho comparaciones entre las técnicas fisicoquimicas vy
las inmunolégicas y se ha encontrado que ambas dan la misma respuesta,
sin embargo, las técnicas inmunolépgicas son maés sensibles que las
fisicoquimicas (500 attogramos a 4 femtogramos, respectivamente)
(Rhosher, 19835).

Existen muy pocos estudios dirigidos a la localizacién celular de
hormsonas vegetales wusando anticuerpos especificos. Roberts (1986)
menciona que uno de los problesas en la deteccién de antigenos en
plantas, es la incapacidad de los anticuerpos en penetrar la pared
celular, sin esbargo, esto se puede evitar usando waétodos para
eliminar la pared o por cortes histolégicos. Para el caso especifico
de ABA, Sotta et al, en 1985, encontraron en Chenopodius polysperm que
durante un estres hidrico, la hormona se acusula en las partes aés
Jjovenes y en las hojas, localizandose en el citoplasma, en la.lnnhrana
de la envoltura del cloroplasto y ligeramente en la membrana nuclear,
y ausente dentro de ndcleo y vacuola. En 1986 Curvetto gt al
reportaron que ABA se acumulaba en las células epidermicas, incluyendo
las células guarda, pero sin indicar claramsente su posicién celular.
Bertrand et al (1991), trabajando con raiz de tomate estresado
hidricamente, encontraron que ABA se acumulaba en pared celular,
apoplasto, plasmalema y citoplasma.

El problesa de la penetracién de los anticuerpos a través de la
pared celular de las células guarda ha sido resuelto usando sonicacién
(Curvetto et al, 1986), y enzimas degradantes de la pared (Celulasa)
(Madhavan et al, 1982; Zemel et al, 1983), dando buenos resultados
para el caso de la localizacién de 1la Ribulosa 1-5 bifosfato
carboxilasa/oxigensas y el complejo fotosintetico II en Vigcia faba

(Ibid).
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Walton, en 1980, menciona que el conocimiento de la localizacién
celular de las hormonas es uno de los pasos para entender el
funcionamiento de las mismas. Una herramienta G4til para realizar esto,
es el uso de anticuerpos especificos contra las hormonas vegetales. El
conocimiento de su lugar de sintesis, almacenamiento, degradacién,
receptores especificos, caracteristicas de wunién vy componentes
asociados al sistema del receptor, daran una perspectiva mas clara de
su participacién en la fisiolégia total de la planta (Vanderhoef vy

Kousupge, 1984; Hanke, 1984).
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OBJET IV GENERAL =

INMUNOL OGO L ZAR EL ACTDO ABSCISICO EN CELULAS GUARDA DE Vicia faba.
a) En condiciones de turgencia celular.
DY  Ir condiciones de estres hidrico.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:
=} Realizar el acoplamiento del hapténo (RBA) al acarreador (HSA).

B) Obterer un anticuerpo policlonal en conejo, contra la mezcla
racémica de ABA.

C) Estandarizar la técnica para la deteccidn celular de RBA en
celulas guarda de Vicia faba.



METODOLOGIA. =

I.- PREPARACION DE UN CONJUSADO DE ALBUMINA SERICA DE HUMANO-RACIDO
Y ABSCISICO (HSA-ABA).

A) ACOPLAMIENTO (HSA-ABA)

El acoplamiento de la hormona con la proteina acarreadora se
realizé segin lo reportado por Fuchs y Mayak, en 1979, Walton en 1979
y Weiler en 1980. El acoplamiento se llevé a cabo en el carbono 1 de
la molécula de ABA (figura 1). La metodolopgia desarrollada fue la
siguiente:
la.- Se disolvieron 60sg de la msezcla racémica de ABA en 2.5ml de una
solucién 1:2 de dimetil formamida/agua destilada y se mantuvo a la
oscuridad.
2a.- Por otro lado, se disolvieron 500mg de HEA en 4ml de agua
destilada y se ajustd el pH de la solucidén a 8.5 con.una solucién de
NAOH 0.1 N.
3a.- La solucién preparada de HER, se enfrié, y se le agregé gota a
gota la solucién de ABA manteniendo un pH cercano a 8.9 con una
continua agregacién de NaOH @2.01 N y finalmente la mezcla se ajustd a
pH 8.0.
4a. - A la mezcla anterior de ABA/HSA se¢ le agregd 26.25 mg. de 1-
etil-3-(dimetilaminoprpil)carbodimida (EDMC) en 4 porciones cada 30
minutos.

S.- La mezcla se mantuvo en agitacién a la oscuridad durante 24 horas
a 4 grados centigrados.
6. - Transcurrido el tiesmpo, la mezcla se dializé durante tres dias

contra agua bidestilada (2 1lts), con 2 cambios diarios.
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Ta= El dializado obtenido se almacené en porciones de .5 aml
(4mg-prot/ml). en viales estériles y se almacenaron -20 grados

centigrados hasta su posterior uso.

B) CARACTERIZACION DEL CONJUGADO.
El acoplamiento obtenido se verificé por espectrofotometria vy
electroféresis en acrilamida antes de realizar los esquemas de

inmunizacién. La metodologia es la reportada por Hernandez, 1987.
1.- ESPECTROFOTOMETRIA.

Se wutilizé como base de verificacién, el cambio de absorcién del
conjugado, contra los espectros de absorcién de cada componente (ABA y
HSA). E1 método se realizé de la siguiente manera:
i1b.- Se obtuvo 1la proteina total del conjugado por el método de
Bradford 1976 y se hizé un barrido espectrofotométrico de 200nm a
7@0nm con un intervalo de 4nm en un espectrofotédmetro marca Philips
(PU UV/vis 8710).
2b.- Be realizé un barrido de HSA libre, ajustando la proteina a la
misma concentracién de la obtenida para el conjugado (540ug).

3b.- El barrido para ABA libre se ajusté a una concentracién de 1 M.

2.- ELECTROFORESIS EN ACRILAMIDA.

Se utilizé el método reportado por Bonzalez y Pefaloza en 1984
para condiciones no desnaturalizantes, y las de Lammeli, 1976 para
condiciones desnaturalizantes, ambas con el objeto de verificar la
movilidad relativa (Fr) de la proteina acarreadora libre con respecto
al conjugado. La corrida electroforética se realizé para ambos métodos

en geles de acrilamida al 7.5% segin las siguientes condiciones.
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1b. -Preparacién de las muestras:

Para ambos casos se utilizaron muestras de la proteina
acarreadora HSA y del conjugado ABA-HSA. Para 1la condicién no
desnaturalizante las muestras fueron mezcladas con sacarosa al 2M vy
azul de bromofenol al @.5% en una proporcién de 31511 respectivamente.
Para las condiciones desnaturalizantes las muestras se mezclaron con
SDS al 1@% (1:1) y se calentaron durante 5 minutos a bafo maria, para
después ser mezcladas con sacarosa 2M y azul de bromofenol al 0.5% en
una proporcién de 3:5:1 respectivamente.
2b. - Preparacién de los tubos:

Se prepararon 24 tubos de 9.5cm de largo y Sem de didmetro, a los
cuales se les sembrd 1Q0up de proteina para ambos casos: conjugado vy
proteina acarreadora.
3b.- Condiciones de corrida:

La corrida se llevé a cabo a 4 grados cent. utilizando un buffer de
corrida de Tris-Glicina .1 M pH 8.3, para el caso de las condiciones
no desnaturalizantes y para la condicién desnaturalizante se wutilizé
un buffer de Tris-Glicina ©.025M, SDS 0.1%X a pH de 8.3. Durante la
corrida se w®msantuvo un voltaje 3-4 mvolts por tubo. La corrida se
detuvo a 1/2 cm. antes de que el frente de corrida llegara al final vy
se marcd su posicién con un alambre de acero inoxidable.
4b.- Tincién de los geles:

Los pgeles se tiferon a temperatura ambiente durante 12 horas
utilizando una solucién de azul de Commasie (GR25) al .1%,disuelta en
una solucidn de metanol 50X y acido acético al 7%.

Sb. -Decoloracién de los geles :
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Los tubos se decoloraron a temperatura ambiente durante 12 horas

en una solucién de metanol al 5@% y acido acético al 10%.

I1.- OBTENCION Y CARACTERIZACION DE ANTICUERPOS CONTRA EL

CONJUSADO HSA-ABA.

A) PROTOCOLO DE INMUNIZACION.

Se utilizaron

aproximadasente Skg de peso,

inmunizacién (AR,B Y C),

3

conejos de la raza Nueva Zelanda de

en los cuales se probaron 3 cuadros de

segin las siguientes especificaciones:

ESPECIFICACIONES

INMUNIZACION DIA
1.- 0
s 7
3. - 14
SANGRADDO 21

@.5m] de conjugado (4mpg prot./ml) + 0.3al
de adjuvante completo de Freund. Inmuni-
zacién subcutanea en 2 puntos del lomo.

9.5m]l de conjugado (4mpg prot/ml) + 0.5 ml
2.5m]l de adjuvante incompleto (aceite mi-
neral). Insunizacién subcutanea en 2
puntos del lomo.

Las mismas del punto anterior.

Puncién cardiaca 20 =l
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PROT I e

ESPECIF ICACIONES

INMUNIZACION DIA

] 0.5m1 de Conjugado (4mg prot/ml) + 0.5ml
de adjuvante completo de Freund. Inmu-
nizacién subcutanea en 2 puntos del
lomo.

2.~ 15 @.5m]1 de conjugado (4mg prot./ml)+ @.5aml

adjuvante incompleto.Inmunizacién igual
al punto anterior.

3. = 30 Las mismas que la de la segunda inmuni-
zacion.

4, - 31 0.5m] de conjugado (4mg prot./aml) + 0.5
ml de sol. Salina .B85% pH 6.8. Inmuniza-
cién igual al punto anterior.

Sa- 32 Las mismas del punto anterior.

6.~ 33 Las mismas del punto anterior.

SANGRADD 40 Puncién cardiaca 20ml.

p R T " "

INMUNIZACION DIA ESPECIFICACIDNES

1.- "] 2.5e]l de conjugado (4mg prot/ml) + Q.5ml
de adjuvante completo de Freund. Inmuni-
zacidén subcutanea en 10 sitios localiza-
dos del lomo.

2.~ 10 @.5ml de conjugado (4mp prot/ml) + 0.5ml
de adjuvante incompleto. Inmunizacién
igual al punto anterior.

3. 20 La misma que el punto anterior. Inmuniza-—

cidén intramuscular en cada cadera.

4. — 30 La misma que el punto anterior.

SANGRADDO 37 Puncién cardiaca 20 wml.
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B) SANGRADD Y SEPARACION DE SUERO.

Los conejos fueron sangrados por puncién cardiaca, previamente
anestesiados con .1ml de Pentobarbital comercial. Para 2] sangrado se
utilizaron Jjeringas de 2@ml con aguja hipodéramica del 20
heparinizadas. En cada sangrado se obtuvo solamente 20 ml de sangre
por conejo, lo cual permitié mantener con vida al conejo. La sangre se
deposité en tubos de ensaye y se almacend a 4 grados centigrados
durante 1 h para permitir que se formara el codgulo. Una vez formsado,
se separd con un aplicador de madera y los tubos se centrifugaron a
3000 rpm. por 15 minutos para separar el suero del codgulo. Los sueros
s® almacenaron en frascos estériles a -20 grados centigrados hasta su
posterior uso.

C) PURIFICACION DE LAS GAMA-GLOBULINRS.

Las gama-globulinas se obtuvieron por precipitacién con sulfato de
amonio de la siguiente manera:
lc.—- Se prepard una solucién de sulfato de amonio saturada en solucidn
salina .85% y se le ajustd el pH a 7.8.
2c.~ En agitacidn ligera pero constante, se l# agregé al suero una
cantidad de la sclucidn de sulfato de amonioc equivalente a la amitad de
volumen obterido. La sclucidén obtenida se centrifugé a 3000rpm. por S
min. para obtener las proteinas precipitadas (basicarente
gamaglobulinas y algo de albumina, Garvey 1977). E1 precipitado se
resuspendid en scolucidn salina .85% pH 7.8 hasta alcanzar 21 volumen
criginal de suero. La purificacién de las gamaglobulinas por este
método se obtuvo repitiendo la precipitacién una segunda y tercera vez
con sulfato de a2monio conservando las mismas condiciones.

3c.—- El precipitado de la tercera centrifugacidén se resuspendidé en una
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solucién de buffer salino de borato (BBS) a la wmitad del volumen
original de suero. La resuspensién se dializé durante 4 dias contra 2
litros de BBS a 4 grados centigrados para limpiarla de las sales de
amonio, realizdndose dos cambios diarios de la solucién dializante.
El dializado se centrifugd a 3,000 rpm. durante 5 minutos y se desechd
toda pastilla formada. Al sobrenadante conteniendo las pgamaglobulinas
se le midié la cantidad de proteinas por el método de Bradford, 1976.
y se almacend en viales esteriles en volumenes de @.5 ml. a -20 grados

centigrados hasta su posterior uso.

D) CARACTERIZACION DEL ANTISUERO.
1.- DOBLE DIFUSION.

Se verificéd cualitativamente la especificidad del anticuerpo
contra el antigeno (conjugado HSA-RBA) a través de la técnica de
doble-inmunodifusién de Ouchtrelony (Garvey, 1977). El1 procedimiento
fue el siguiente:
1d. - Se prepararon geles de agarosa al .1% disuelta en solucién
salina .85% pH 7.8 vy se vaciaron en cajas petri de 5.5 cm de
diametro. En los geles sélidos se perforaron pozos de 2mm de
profundidad y 3mm de didmetro, @ una distancia de 1ca entre si.
2b. - En cada pozo se sembraron 1@0pl de muestras segin la siguiente
disposicién:

@.- Pozo del centro

(antisuero segun

el tratamiento).
1.~ CONJUGARDO HSA-ABA Smo/ml
2.- HSR 0.1 %

3.- ABA 1.0 uM
4,— ABA 10 nM

S.- ABA 1.0 pM
6.~ AGUA DESTILADA
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3c.— Las cajas se depositaron en una cémara himeda a 4 grados
centigrados para permitir la difusién y los resultados se verificaron
a las 24 hrs.

4d.- Las placas positivas se dializaron durante 24 h en cada una de

las siguientes soluciones: a) solucién salina 1% b) solucién salina

solucidn.
2) INMUNODELECTROFORESIS EN AGAROSA.

La especificidad del antisuero, asi como algunas caracteristicas
del antigeno (movilidad), se verificaron por inmunocelectroforesis en
agarosa (Reyes Reali,1999). El método utilizado es el siguiente:
la.- Se prepard un gel de agarosa al 1% disuelte en bufer de
Barbituratos comercial (Sigma Chemical).
2b.- Utilizando un sacabocado de Sem de didmetro y par de navajas a
2ms de distancia, se realizaron una serie de perforaciones sobre la
placa y se sembraron los siguientes antigenos, segun el siguiente
esquema:t
POZOS
1) S mg/ml conjugado

2) HSA 2. 1%
3 Agua destilada

- 1 (s] <
o 2 0 .
e o
. 3 0 .

3b.- La inmuncelectroféresis se realizdé a cuatro grados centigrados vy
a un voltaje de 100 mV, utilizando como buffer de corrida, un buffer
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de Barbituratos comercial (Sigma Chemical) pH 8.6 Terminada la corrida
se retiréd el gel de las perforaciones a lo largo de la placa y el pozo
se llend con el antisuero segun el tratamiento y se permitié la libre
difusién del mismo, poniendo la placa en una cédmara humeda a cuatro
grados centiprados durante 24 horas.

4b.— Las placas positivas se dializaron durante 3 dias para eliminar
el exceso de proteinas colocandose en las siguientes soluciones: a)
Dia 13 sol.salina 11X b) Dia 23 sol. salina .85% c¢) Dia 3; agua
destilada. Se realizaron dos cambios de cada solucién diariamente.
Sb.~- Los geles dializados, tanto los de la doble difusién, como los de
la inmunoelectrofoéresis se depositaron en placas de vidrio
transparente segun su tamafo y se pusieron a secar en una estufa a 37
grados centigrados durante 24 h. para después teRfirse directamente.
6b.- Los geles fueron teRidos durante 1@ minutos a temperatura
ambiente con una solucién de azal de Commasie GR25 al ©0.1% en una
solucién de Metanol al SO% y dcido Acético al 7.@%. Los geles teRidos
fueron decolorados a temperatura asbiente durante 12 horas con una
solucién de Metanol S@O% y a&cido RAcético al 1@%. Los geles teRidos se

secaron a tesperatura ambiente.

3) TITULO DEL ANTISUREC CONTRA EL ANTIGEND (CONJUGADO HSA-ABA)

La determinacién del titulo minimo de deteccién del antisuero se
llevé a cabo utilizando la técnica de precipitacién en tubo capilar

reportada por BGarvey, 1977.

1d.- Se prepararon las siguientes diluciones del conjugado utilizando

solucién salina al .B5% pH 7.8 3
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TUBD DILUCION

1 ssesnssssscanencsensse 1:1

2 cissnssassansarannnas 1:2
B iswssswssssinsassesen 1:4
4 ceensessssnssranasaas 1:8
S cecrvesnsrssnenssannas 1:16
B cerrnsscsranasannaaas 1:32
T secasssnssssnnnsnnans 1:64
B ciccrancacsscanrsnnas 1:1128
9 tsccnsnrncncentsaanns 11256

2d.- Utilizando un tubo capilar, se llenéd éste hasta 1/3 con antisuero
sin diluir (segdn el tratamiento) y se giré 18@ grados, por
capilaridad se tomd la primera dilucién del conjugado llevando el
volumen del capilar hasta 2/3, y se mezclé roprtida-eﬁte por
inversién. Esto se hizo para cada una de las diluciones.

3d.- Cada uno de los tubos se depositd en una gradilla de plastilina y
se incubaron a 4 grados centigrados durante 24 horas.

4d.- Transcurrido el tiempo de incubacién, los tubos capilares se
taparon por unoc de sus extremos con plastilina y se centrifugaron
dentro de un tubo de ensaye a S500rpm. durante 10 minutos.

Sd.- E1 precipitado obtenido en cada tubo se midié en milimetros con

un vernier y se graficd contra la dilucién del conjugado.
4,- INHIBICION POR HAPTENO (Fuchs y Mayak, 1972)

1d.- Curva de precipitacién.
a) Se prepararon en tubos de microcentrifuga de ©2.5ml las siguientes
diluciones del antigeno (conjugade HSA-ABA) en un buffer salino de
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fosfatos (PBS), y se le adicioné 100ul del antisuero segun el
tratamiento y se ajusté el volumen final a 200ul con PBS (ver cuadro
1.

b) Los tubos se incubaron a ba%o maria a 30 grados centigrados durante
1S minutos y terminado el tiempo se almacenaron a 4 grados centigrados
durante 24 horas.

c) Transcurrido el tiempo de incubacién, los tubos se centrifugaron a
10,000 rpm. durante 3 minutos y el precipitado se resuspendié¢ en PBS
pH 7.4. El procedimiento se repitié 3 veces para lavar la pastilla.

d) La pastilla de la tercera centrifugacién se resuspendidé en 1 ml de
una solucién de NaDOH O.1N y se leydé su absorbancia a 28@0nm en un
espectrofotémetro (Espectronic 21). Con los datos se construyé la

curva de precepitacién del antigeno a volumen constante del antisuero.

TUBO CONJUGADO (mg prot) ANT ISUERD " PBS pH 7.4
B e 0.0 ceramnasaas 108 pl sesaves 100 ul
;. [——— 150 PR 3 % veeess 170 pl
e — 25.8  siviveenese. 100 pl soanss 198 @l
F wnciis B0:7  weiseessvese 100l sasasw  19% md
- JE— —; [ S | B sawans 10D il
PP —— 64.5  sieeveennea. 100 pl veese. 185 pl
8 ussaesi Pk aasvasessane 108 u Ve 182 @i
8 seseves 00: 2  sisusseavees 100 pi sixage B8 gt
A 108 vvsevewsnas 100 1 swimun  ATE P
- 11601 veveevenness 100 pl comann TS B3
% e 129.0 ....civene.. 100 pl sesaes I8 i

CUADRO 1. CURVA DE PRECIPITACION.
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2d.- Curva de inhibicién por hapteno.

a) En tubos de centrifuga de 0.3ml se prepararon diluciones del
hapteno (ABA) en PBS pH 7.4 ajustando el volumen final a 150ul vy
entonces se le adicionaron 10@0ul del antisuero segidn el tratamiento
(ver cuadro 2), hecho ésto, los tubos fueron incubados en bafo maria a

30 grados cent. durante 15 min.

TUBD ANTISUERO INHIBIDOR ABA PBS ANTIGENDO (RBA-HSA)
(7.35671 nmoles/ml) (S mg prot/ml)
1 .... 100 ul -e.. 0.0 cesesres 190 pl cesse 10 pl
2 .... 100 pl ses. 0.0378 ........ 185 pl sssnse 10 pl
3 .... 100 pl eess 0.0757 ........ 180 pl csanse 10 pl
4 .... 100 ul wwes 021138 soesanaw 175 pl senms 10 pl
S .... 100 ul esse @.1513 ...evees 170 pl e 10 pl
6 .... 100 pl cess 0.3027 ........ 150 pl cases 12 pil
7 «... 100 pl esee D.4540 ........ 130 pl enss 1@ ul
8 .... 100 pl cess 0.6054 ........ 110 pl sense 18 pl
9 .... 100 pl sevs Bu7567 .eevvee. 90 pl sasue 19 ul
10 ... 10@ pl sems 121397 Liserase A48 ul ceses 10 ul

CUADRO 2. INHIBICION POR HAPTENO.

b) Transcurrido el tiempo de la primera incubacién, a cada uno de los
tubos se les agregd 1Oul del antigeno (Conjugado Smgprot/ml) y se
incubaron por segunda vez a 30 grados centigrados durante 15 a&in.
Terminado el tiempo de incubacién, los tubos se almacenaron a 4 grados
centigrados durante 24 horas.

c) Los tubos fueron centrifugados a 10,000 rpm. durante 3 sinutos y la
pastilla se resuspendid en PBS pH 7.4, repitiendo este procedimiento
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tres veces para lavar la pastilla. La pastilla de 1la tercera

centrifugacién se resuspendidé en 1ml de NaOH @.1N y se leyo a 280nm.

I11.- INMUNOCITOLOCALIZACION EN PLANTAS.

A) MATERIAL VEGETAL.

Las plantas de Vicia faba se crecieron desde semilla en un
invernadero externo del Campus de la ENEP-Iztacala durante los meses
de Septiembre a Octubre de 1992, bajo un fotoperiodo natural. Las
plantas fueron crecidas en un sustrato compuesto de una mezcla de
agrolita y tierra negra (1:1) , siendo regadas con agua corriente cada
tercer dia.

B) TRATAMIENTO: INDUCCION DE LA SINTESIS DE ARBA.

La induccién de la sintesis de abscisico en las hojas, fue
llevada a cabo segin lo reportado por Harris y Outlay, en 1991. E1
método consistié en lo siguiente:
ib.- Las plantas fueron colectadas al final del periodo de luz natural
(6100 PM) y fueron transportadas al laboratorio. Se corté rapidamente
la cuarta hoja bifoleada (de aproximadamente 4 a S5 semanas de
emergencia) y ambas se pesaron en fresco en una balanza analitica.
2b.- Una de las hojas se tomé como control, para lo cual fue envuelta
en wuna tcalla absorbente saturada de agua y se guardd en una bolsa
negra humedecida, la cual se selld perfectamente.
3b.- La otra hoja fue puesta en una corriente de aire caliente y se
monitored su peso continuamente, cuando hubo perdido el 12X de su peso
fresco, la hoja se envolvid en una toalla absorvente seca y se colocéd
en una bolsa negra humedecida. Este procedimiento tomé aproximadamente
de 30 a 45 minutos. Cada uno de los tratamientos se hicieron por
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triplicado, a la cuarta, quinta y sexta semana de emergida la cuarta
hoja bifoleada.

4b.- Las hojas en las bolsas negras segin su respectivo tratamiente
fueron incubadas en esta condicién durante 12 horas a una temperatura
de 25 grados centrigrados y en completa oscuridad.

Sb. - Transcurrido el tiempo se dispuso a obtener la epidernmis.

C) OBTENCION DE LA EPIDERMIS.

Las epidermis fueron obtenidas segin el método reportadeo por
Travis en 1981, el cual permite obtener un mayor numero de células
epidérmicas y guarda vivas. La metodologia consistié en lo siguiente:
ic.- Para cada una de las hojas segiun el tratamiento se obtuvieron
tiras de tejido foliar libre completamente de nervaduras de
aproximadamente Smm X 40mm.
2c.—- La tira de hoja se colocé sobre una superficie plana . Dejando
un extremo libre de Sam como solapa para jalar la epidermis, se hizo
un corte transversal en la parte adaxial sin llegar hasta el extremo
opuesto de la parte abaxial.
3c.—- Tomando la tira del extremo libre de Sem se jald la epidermis en
un 4&ngulo de 90 grados y con un movimiento lento para obtener una
porcién de epidermis de 3@ a 25am de largo y Smm de ancho.
4c.- Una vez obtenida la epidermis, se limpié con un pincel del nimero
cero por la parte adherida al tejido foliar con el propésito de quitar
todo resto de célula del meséfilo. Todo el proceso tomo
aproximadamente 3 minutos por epidermis. Por cada hoja se obtuvieron
un minimo de tres epidermis.

Sc.—- Las epidermis obtenidas fueron puestas en agua destilada en
hielo (2 grados centigrados). Esto con el propésito de que la
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salida de 1la hormona hacia el medio externo fuera la minima (Weiler

et al, 1982).

D) INMUNOCITOLOCALIZACION.

La localizacién de la hormona en las células guarda fue realizada
por el método de inmunoflorescencia indirecta, wutilizando como
anticuerpo primario el generado contra el conjugado HSA-ABA y como
secundario, un anticuerpo comercial contra IgG de conejo, generado en
Chive y purificado por columna de afinidad, y al cual se le ha
acoplado isocianato de fluoresceina (FTIC) (Sigma Chemical Co.). Los
resultados fueron examinados en un microscopio éptico y de contraste
de fases marca Nikon (OpiPhot II) con un equipo de epiflorescencia
(lampara mercurio de 100W y filtro de corte de 482nm) y fotografia
integrado. Las imagenes fueron fotografiadas utilizando rollos de ASA
100 y 400 a color.

Debido a que Madhavan y Smith en 1982, Roberts, H. en 1986 vy
Zemel en 1988 reportan que los anticuerpos son incapaces de penetrar
la pared celular y los cloroplastos y por otro lado Weiler en 1983 vy
Outlaw en 1991 reportan que la hormona se libera al medio en que la
epidermis estd incubada, se montaron las técnicas por ellos descritas,
modificando y combinando con lo reportado por Sotta et al en 1983 vy
Curvetto en 1986.

id. - PREINCUBACION CON CELULASA AL 5%.

Se prepard celulasa (Sigma Chemical Co. obtenida de ergill
$p.) al 5% en PBS a pH 5.0, el anticuerpo primario se wutilizé sin
diluir, el anticuerpo secundario fue diluidé 1:20 en PBS pH 7.4. La
metodologia fue la siguiente:

a) Se lavaron las epidermis en agua destilada fria durante 3@ wminutos
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después de su obtencién. Cada tratamiento fue tratado por separado.
b) Las epidermis fueron entonces incubadas en celulasa al 5% durante
10 minutos a 3@ grados centigrados en bafo maria.
c) Terminado el tiempo de incubacién en celulasa, las epidermis fueron
lavadas en 30ml de agua destilada fria durante 15 minutos.
d) Las epidermis fueron incubadas en tubos de microcentrifuga de 0.S5Sml
con S5@ul de anti-ABA durante 2 horas en la oscuridad a temperatura
ambiente (25 grados centigrados).
e) Al término del tiempo de incubacién, las epidermis fueron lavadas
durante 15 seg. en agua destilada fria y transferidas a 30m1 de PBS
frio pH 6.0 e incubadas durante 30 sinutos para lavar el exceso de
anticuerpo no incorporado.
f) Las epidermis fueron transferidas a tubos microcentrifuga de .5ml e
incubadas con 80ul de anti-IgG marcada con FITC durante 99 minutos en
la oscuridad y a tesperatura ambiente.
g) Terminado el tiempo de incubacién las epidermis fueron lavadas
durante 15 seg. en agua destilada fria y transferidas a 3%ml1 de PBS
frio pH 6.0, para eliminar el exceso de anticuerpo no unido.

h) Las epidermis fueron montadas en luz tenue, en wuna solucién de
glicerina al 50X y el cubre objetos fue sellado con esmalte
transparente para ufas. Los ensayos fueron observados en un tiempo no

mayor de 12 horas.

2d. - PREINCUBACION CON DIMETIL-AMINOPROPIL CARBODIMIDA (EDMC) Y
GLUTARALDEHIDO.
Se prepard una solucién de EDMC al 2% , glutaraldehido al 1% en
agua destilada y celulasa al 5% en PBS pH 5.0. E1l anticuerpo primario
se utilizd sin diluir y el secundario en una dilucién 1:20 en PBS pH
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7.4. La metodologia fue la siguiente:

a) Se lavaron las epidermis en agua destilada fria durante 3@ minutos
después de su obtencién. Cada tratamiento fue ensayado por separado.
b) Las epidermis fueron incubadas en 1@ ml de EDMC al 2% durante 30
minutos a 4 grados centigrados.

c) Terminado el tiempo de incubacién las epidermis fueron lavadas en
30m]l de agua destilada fria durante 5 minutos para quitar el exceso de
EDMC.

d) Las epidermis fueron incubadas en glutaraldehido al 1% durante 2
horas a 4 grados centigrados.

e) Terminado el tiempo de incubacién las epidermis fueron lavadas en
30 »l1 de agua destilada fria para quitar el exceso de glutaraldehido.
f) Las epidermis fueron entonces incubadas en celulasa al 5% durante
12 minutos a 30 grados centigrados en bafRo maria.

g) Terminado el tiempo de incubacién en celulasa las epidermis fueron
lavadas en 30m]l de agua destilada fria durante 15 minutos.

h) Las epidermis fueron incubadas en tubos de microcentrifuga de 9.5al
con SOul de anti-ABA durante 2 horas en la oscuridad a temperatura
ambiente.

i) Transcurrido el tiempo de incubacién las epidermis fueron lavadas
durante 15 seg. en agua destilada fria y transferidas a 3@0ml de PBS
frio pH 6.0 durante 3@ minutos para quitar el exceso de anticuerpo no
incorporado.

J) Las epidermis fueron transferidas a tubos de microcentrifuga de
2.5m]l e incubadas con BOGul de anti-Ig6 marcada con FITC durante 90
minutos en la oscuridad a temperatura ambiente.

k) Terminado el tiempo de incubacién las epidermis fueron lavadas
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durante 15 seg. en agua destilada fria y transferidas a 30 al de PBS
frio pH 6.@ para eliminar el exceso de anticuerpo no unido.

1) Las epidermis fueron montadas en luz tenue, en wuna solucidén de
glicerina al 35S@% y el cubre objetos fue sellado con esmalte

de ufas transparente.

3d. - CONTROLES.

Para ambas metodologias se montaron controles individuales que
consistieron en la omisién de la incubacidén con celulasa, EDMC,
glutaraldehido y el anticuerpo primario, incubandolas en su lugar en

una solucion de PBS pH 6.@ para todos los casos.
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RESULTADOS Y DISCUSION .
(A) CARACTERIZACION DEL CONJUGADO ALBUMINA SERICA DE HUMAND Y ACIDO

ABSCISICO:

Substancias de un peso molecular menor a 1000 no son
ordinariamente antigénicas; a estas substancias se les conoce como
Hapténos (Erlanger,1980). ABA con un peso de 264.3 no genera una
respuesta inmunolégica, sin embargo si se acopla a wuna molécula
acarreadora, se puede inducir una respuesta inmunogénica contra la
hormona vegetal (Fuchs y Mayak, 1972). La explicacién de esto radica
en la teoria de que en las etapas primarias de inmunizacién se
requiere de la cooperacién entre los linfocitos T y B. Los 1linfocitos
T son los que se unen con la substancia extrafa y la presentan como un
antigeno de superficie a los linfocitos B dando origen a anticuerpos
contra éstos. Esta cooperacién es imposible si el antigeno es tan
pequeno que el contacto entre las dos células no se puede dary sin
embargo, un complejo de un antigeno con un acarreador adecuado se
convierte en wun inmunogénico activo. Los anticuerpos producidos en
respuesta a una inmunizacién con conjugados de haptenos, generalmente
"reconocen” aquella parte del hapteno que estd mids alejada del punto
de unién con el acarreador, lo cual determina su especificidad (Hurn y
Chantler, 1980).

Las caracteristicas del conjugado formado y los anticuerpos
generados fueron las siguientes:
la. - Espectrofotometria.

Como se muestra en la grafica 1, el espectro de absorcién para él
acido abscisico muestra un pico maximo a 244.8 nm de longitud de onda,

la albimina sérica de humano un pico madximo a 278nm y el conjugado de
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HSA-ABA presenta un rango de absorcién entre los 250 y 3@00Onm, con un

pico a 1los 275nm.

ABS.

3 a
26 {28
2r 12
1.5} {18
1k 11
0.8} {08
ol T I S T I S R A G A S R SEATT = i TR Y (oA OO (S O O ) ]
200.00 280 300 360 400

Longitud de onda (nm)

| —8- ABA ImM % HBA .3mg/m! —¥ COMJUGADO .8mg/mi I

GRAFICA 1.~ Espectro de abscorcidén del 4cide abscisico (1luM),
albimina sérica de Humano (0.3mg) y el conjugado HSA-ABA (0. 3mg).

Los espectros de absorcidén de los componentes muestran una
diferencia marcada con el conjugado, sin embargo el hecho de que el
cambio de absorcién del conjugado se deba simplemente al acoplamiento
entre HSA-ABA no es una prueba definitiva. Esto es, a diferencia del
método reportado por Hernandez en 1987, en donde el acoplamiento
era de tipo especifico, el wutilizado en esta investigacién es
inespecifico. Como se muestra en la figura 8, el acoplamiento entre
ABA y HSA esta dado entre los grupos amino de la proteina
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acarreadora y el carboxilo de la hormona (Cl1). Sin embargo, puede
existir unién inespecifica entre los grupos amino y carboxilo propios
de la molécula de proteina, lo cual generaria cambios en la
conformacién espacial de la proteina, y aun mas, pudiendo desarrollar,
dimeros, trimeros, tetrameros (n...mol) de proteina. Por lo cual, la
validacién del acoplamiento no puede estar dada solamente en el cambio
de absorcidén del conjugado contra sus componentes, sino también en la
verificacién del cambio en peso molecular del conjugado con respecto a

sus componentes.

A. ABSCISICO

HSA >- N-C N\
HSA NH, A N
H o
CONJUGADO
HYA-ABA

Figura B8.- Sintesis y estructura propuesta para la conjugacién entre
ABA-C1-HSA; utilizando EDMC como acoplante. Tomado de Weiler, 1980.
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2a.—- Electroféresis.

La electroféresis para la albumina sérica de humano, en
condiciones no desnaturalizantes, (fig. 9) muestra una banda de mayor
concentracién, que corresponde al monémero de la molécula con un Rf de
9. 416 +/-.22 y una en mucho menor concentracién, con un Rf de 0.250
+/-.014 , que es el un dimero de la molécula. En 1la condicién
desnaturalizante, se encontré un Rf de ©@.369 +/-.002 para el monomero
de HSA. Para el caso de el conjugado, se encontraron bandas
correspondientes hasta tetraméros de la molécula debido a la wunidén
inespecifica entre la moléculas de HSA, tal y como se discutidé en 1la
parte de espectrofotometria. Para la condicién no desnaturalizante, el
monomero presenté un Rf de 0.368 +/-.010 y el dimero de @.184 +/- .011
y para la condicién desnaturalizante el monémero presentéd un Rf de
2. 366 +/-.801 (figura 9). Como se puede observar, el cambio en la
movilidad del conjugado estd dado en gran parte por el rearreglo de la
proteina acarreadora y en menor proporcién, debido a la ganancia de
peso por el acoplamiento de la molécula de ABA (Tabla 1). Aun cuando
no se cuantificé, se ha reportado, utilizando esta técnica de
acoplamiento con la mezcla racémica de ABA, que por cada molécula de
la proteina acarreadora HSA se unen 18 (Fuchs y Mayak, i972), 17.5
(Daie vy Wyse, 1982), 1@ (Weiler, 1982) y 6 (Kannangara et al, 1989)
moléculas de ABA; De esta manera, si se considerara una media de
acoplamiento de 13 moléculas de ABA por cada una de HSA, la ganancia
neta en peso seria de 73436 P.M., si tomamos como peso molecular de la
HSA 70,000 y el de ABA de 264.3. Como se puede observar el cambio en
el peso no es muy alto y por ende el cambio que se puede notar en los

Rf. de 1la proteina acarreadora y el conjugado son también bajos.
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Por otro lado, Landsteiner en 1943 (autor citado por Erlanger,
1980), determind cuantos grupos hapténicos deben estar en la molécula
acarreadora para desarrollar una buena respuesta antigénica, y
encontré que muy pocos y muchos daban wuna respuesta pobre. Para
albumina sérica encontrd que alrededor de diez grupos antigénicos,
generaban una buena respuesta inmunolégica. De esta manera podemos
decir que en numero de grupos antigénicos reportados para el
acoplamiento RABA-HSA via el carbono 1 con EDMC, estan dentro del rango

propuesto por el autor antes mencionado.

HSA CON HSA CON

368

418

SIN SDS CON 8DS

FIGURA 9.- Electroféresis en geles de poliacrilamida 7.5% para
condiciones desnaturalizantes (SDS) y no desnaturalizantes. Conjugado
1Qug-prot/ml, HSA 1Gug-prot/ml
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COMPUESTO B6 0 0 B 0 3633 Rf P

SDS (-) SDS (+)

HSA ...... Q.416 +/- .02 2. 369 +/- .0Q02

CONJUGADO .. 2.368 +/- .01 2.366 +/- .001
Tabla 1.- Relacién de los Rf encontrados para los monomeros de HSA vy

el Conjugado en electroforesis en geles de poliacrilamida al 7.0%,
bajo condiciones no desnaturalizante y desnaturalizantes. HSA 1Qug-
prot/ml, Conjugado 1@ug-prot/ml.

(B) OBTENCION Y CARACTERIZACION DE ANTICUERPOS CONTRA EL CONJUGADO

HSA-ABA.
1B. - Protocolo de inmunizacién.

Como ya se describid en la metodologia, se probaron tres esquemas
de inmunizaciéni la razén de ésto es que se desconocia la respuesta
del inmunogénico (conjugado), ademids que la biblografia consultada no
daba detalles en cuanto a los tiempos de inmunizacién. La diferencia
entre cada esquema de inmunizacién estd dada en la ruta de
inmunizacién, el namero de sitios de inmunizacién y la espaciacién
entre cada refuerzo. En un primer acercamiento a la obtencién del
antisuero contra el conjugado, se probaron los tres esquemas
propuestos; al término de cada uno se probé la existencia de
anticuerpos dirigidos contra el conjugado a través de wuna doble
difusién de Ouchtrelony . Se encontré una respuesta positiva muy baja
y s6lo contra el conjugado en el protocolo " C ", por lo que se optd
por  dar un refuerzo a cada tratamiento diez dias después del primer
sangrado de oscultamiento (esto es un sangrado inicial por 1la vena
lateral del pabelldn del oido y donde solo se extraen de 1 a 3 ml de

sangre). A los siete dias del refuerzo, se volvid a hacer un sangrado
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de oscultamiento y sélo se encontré respuesta positiva e incrementada
en el protocolo " C ". Hurn y Chantler (198@), mencionan que la ruta
de inmunizacién tiene un efecto directo en 1la eficiencia de la
respuesta inmunogénica del organismo a un antigéno. Ellos proponen la
siguiente serie de rutas de inmunizacién en orden descendente en su
eficiencia inmunogénica: intravenosa, intramuscular, subcutanea,
intraperitoneal, intradermal, intraarticular, intranodal. Las razones
principales en la diferencia de la eficiencia, es la répidez en la que
el antigéno es desechado desde su lugar de incersién
y la probabilidad de que éste pueda pasar a través de los nodos
linfales y otro centros de actividad inmunolégica. Por otro lado,
Mayer y Walker (1987), mencionan que el método de inmunizacién en
sitios multiples utilizando las rutas subcutaneas e intramusculares,
ofrece ventajas, ya que presenta el antigémo en variedad de rutas,
provocando una respuesta inmune maxima. Harboe f Ingild (1973),
mencionan que la inmunizacién intradérmica en el lomo del conejo
genera mayores respuestas que otras rutas de inmunizacién (autor
citado por Mayer y Walker, 1987). Una vez encontrado el mejor esquema
de inmunizacién " C ", se inmunizaron tres conejos siguiendo este
esquema; de esta manera, todos los resultados posteriores estan dados

por antisuero producido mediante el esquema " C ".
2B.- Titulo del Antisuero.

La respuesta de los conejos inmunizados con el conjugado HSA-ABA
se encontré al tercer refuerzo segun el esquema planteado, aunque los
titulos no eran muy altos (1:100). Cabe mencionar ademas gque para el

ensayo final para la deteccién del écido abscisico se wutilizé el
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el complejo de gamaglobulinas precipitadas con sulfato de amonio y no

el suero completo.

" PRECIPITADO EN mm

T 14

12nt : 12

10 \ 10
8 \ 8

=6~ ANTES DE INMUNIZAR

o e | ¢ INMuNIiZADO

}..---

y. %

o ~ = e
1 2 14 1.8 1:10:321:04128266
DILUCION DEL S8UERO

Figura 1@.- Curva de titulo minimo de deteccién del antisuero "C" al
cuarto refuerzo (4@ dias), segun el protocolo de inmunizacién.
Antigeno (conjugado) constante 4.0 mg/ml.

3B.- Caracterizacién del Antisuero.

a) Doble Difusién de Ouchtrelony.

Como se observa en la figura 10, el arco de precipitacién dado
entre la proteina acarreadora libre (HSA) y el conjugado HSA-ABA es de
identidad completa, lo que significa que en ambos antigenos se
reconocen los mismos sitios. Se esperaria, como menciona Erlanger en
1980, que el acoplamiento del hapteno a la molécula acarreadora

generard nuevos sitios antigénicos, sin embargo al parecer este no fue
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Figura 11.- Dobleinmunodifusién. Se observa que el antisuero total "C"
reconoce tanto al HSA libre, como al Conjugado HSA-ABA, no siendo el
caso para el Hapteno, ABA libre. HSA 1%, Conjugado S54@ug-prot/ml, ABA
1.0 pM, 1@ nM, 1.0 pM.

el caso, ya que cuando se incubd el antisuero en un exceso de HSA (5%)
y se recuperd el sobrenadante, en este desaparecia la respuesta tanto
para HSA libre, como para el conjugado, lo que indicaba que los sitios
de reconocimiento eran los mismos. Esto resulta ventajoso, vya que
Erlanger (1980) y Maldiney et al (1986),mencionan que los nuevos
sitios que se pueden generar en la proteina acarreadora, por efecto
del acoplamiento con EDMC, pueden ser mucho mas inmunogénicos que los
naturales y que 1los mismos sitios hapténicos. Por otro lado, uno

pensaria que deberian formarse anticuerpos contra el puente HSA-ABA vy
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que éstos podrian ser parte de la respuesta de identidad pafcial
en los ensayos de inmunodifusion doble. Lo encontrado puede tener dos
explicaciones, una es que este puente no sea inmunogénico o que la
respuesta sea muy baja y por lo tanto no evidenciable a través de este
método, que en si mismo es de baja resolucién (Catty, 1988); y otra
es, como Weiler (1979) menciona, por sus estudios de reaccién cruzada
con compuestos estructuralmente relacionados con ABA, que los
anticuerpos generados en el acoplamiento HSA-ABA no involucran sitios
relacionados o cercanos al brazo de acoplamiento entre el grupo amino
de la proteina y el carboxilo de la hormona, sino solo el resto de la

hormona no relacionada con el carbono 1.

4B. - Inmunoelectroforesis.

Como se observa en la figura 12, se forma un arco de
precipitacién uGnico para HSR, y uno muy evidente y otros muy tenues
para el conjugadoj; sin embargo, la posicién de las mas evidentes para
ambos antigenos difiere. La razén de esto es que la electroforesis en
agarosa no involucra una separacidn por tamafo, sino mas bien por
peso y carga. Para este caso, la diferencia de peso, al menos de los
monomeros de ambos antigenos, es minima. La diferencia en la posicién
del arco de precipitacién se debe a que la molécula del conjugado
migra mas por estar cargada nepgativamente. Esto se explica si
consideramos que al acoplarse el hapteno, la molécula de HSA pierde
cargas positivas, convirtiendose en neutras, y al pH de la corrida la
molécula se comporta como un anién. Esto es una prueba de que existen

grupos hapténicos en la molécula de la proteina acarreadora.
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Figura 12.- Inmuncelectroforesis en agarosa @.1% . Pozo 1, Conjugado
4mg—-prot/ml; Pozo 2, HSA @.1% j Pozo 3, Conjugado 4mg-prot/ml. Fosas
paralelas: antisuero "C" completo.

SB.- Inhibicién por Hapteno.

a) Curvas de Precipitacién e Inhibicidn.

Como se puede observar en la figura 13 la zona de equivalencia
para el anticuerpo completo aislado es de 103.2 ug-prot/ml. La figura
14 muestra que la reaccién de precipitacién es inhibida en un 25% por
0.02757 umoles de ABA libre. Dicho de otra manera, 100ul de
gamaglobulinas anti-conjugade wunen un maximo de 2@0ng de ABA libre.
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Utilizando radioinmunoandlisis y ELISA, Daie vy Wyse (1982,
encontraron que cada 5@ ul de antisuero obtenido por esta misma
técnica wunian 24.5pmol de ABA libre, el antisuero aislado por Weiler
en 1979 unia de .1 a S ng, y el aislado por Kannangara et al 1989, S
a 75 ng de ABA libre. Catty (1980), menciona que por la técnica de
inhibicién de 1la precipitacién por hapténo, no se pueden resolver
cantidades del antigeno mayores a 20ng ni y menores a 1 ng. Por lo
anterior, 1la cantidad de ABA reconocida por el anticuerpo aislado,
estd dentro de los rangos reportados, sin embargo la cantidad wminima
de deteccion se puede pensar es aun mds alta que lo encontrado por el

tipo de prueba usada.

ABS.
1 1
08— 0.8
0.6 0.6
¥ ] —¥— 100 ul de anti-oon). I
04 0.4
0.2 0.2

o“ 518 TT.4 103.2 133
microg/prot. antigeno (conjugado)

Figura 13.- Curva de Precipitaciéon. Reaccién de precipitacién de anti-
conjugado con HSA-ABA como antigeno. Antisuero: gamaglobulinas
totales, aisladas por precipitacion con sulfato de Amonio.
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Figura 14.- Inhibicidén de la precipitacién por Hapteﬁo (ABA), en 1la
reaccidén de anti-conjugado y el antigeno HSA-ABA.

Weiler (1979 y 1980) apunta que los anticuerpos generados por el
acoplamiento de ABA a HSA via el carbono 1, no sélo reconocen a la
molécula de ABAR, sineo a cualquier derivado de la misma, el cual haya
solamente sufrido algun cambio en el carbono 1. De esta manera, los
anticuerpos generados por medio del acoplamiento utilizado, reconocen
en un 1@@%x al enantiomero (+) de la molécula de ABA, al conjugado de
ABA-Glucosa—-ester y en menor cantidad, de un 40 a 60 %, al enantiomero
(=) de ABA, por lo cual, Weiler en 1980, menciona que el acoplamiento
via el C1 debe usarse cuando se pretende detectar ABA 1libre y ABA
conjugada via su carbeoxilo, a diferencia del acoplamiento hecho en el
carbono 4, el cual genera anticuerpos que exclusivamente reconocen ABA
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libre. Por otro lado,

cualquier otro compuesto

de

relaciénado con la ruta de sintesis o degradacién de ABA,

modificaciones estén

en cualquier otro sitio aparte

del

origen

natural

en donde las

carbono 1

tienen una reaccién cruzada muy baja con los anticuerpos generados por

acoplamiento en C-1 (Walton, 1979; Weiler, 1979, 1980, 1982; Daie vy
Wyse, 1982); ejemplos de esto son: acido fasético (@.16 %), 4acido
dihidroxifasético (@.12%), xanthoxina (0.0%), violaxantina (@.0%),
farnesol (0.@%) y vomifoliol (@.0@%X) (Weiler, 1979) (ver figura 15).
NV N ANVN
/ _ / OH
/ CO~-CH s COH
0 0
(C) (D)
NV N NV N
OH COH CHO
OH OH
ANVARNVNVEA "
0
2
Figura 15.- Compuestos biosinteticamente relacionados con Acido
Abscisico. (R) ABA-Metil ester (B) Acido Fasético (C) Acido
Dihidroxifasético (D) Xanthoxina y (E) Violanxantina. (Tomado

de Weiler, 1979).
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C) LOCALIZACION CELULAR DEL ACIDO ABSCISICO.

1.- Preincubacién con celulasa al 35%.

Como se menciond en la metodologia, los anticuerpos son incapaces
de penetrar la pared celular (Roberts, 1986). La digestién ligera con
celulasa bha sido utilizada para la obtencién de protoplastos wviables
de células guarda de Vicia faba (Ken-Ichiro y Zeiger, 1985). Los
resultados muestran que el uso de celulasa permite la penetracién de
los anticuerpos a la célula (figura 16), cuando se omitio el uso de
celulasa, no se encontrdé marca positiva en los tratamientos de hojas
estresadas (datos no mostrados). Cabe mencionar que los tiempos de
digestion reportados en la métodologia son los Optimos para la
inmunolocalizacién en hojas de 4 a S semanas de emergidas; tiempos
mayores de digestidén, degradan excesivamente la pared, perdiendose la
viabilidad celular, lo cual se observa por una disgregacién de los
cloroplastos, y que Rogers en 1979 reporta como signo de perdida de
viabilidad ; ademas de que la excesiva degradacién de la epidermis
hace practicamente imposible su manipulacién. Por otro lado, el uso de
hojas de mayor tiempo de emergencia, modifica los tiempos de digestién
de la epidermis, tal y como se reporta para la obtencién de
protoplastos de células guarda (Ken—-ichiro y Zeiger, 1985).

El problema de auto-fluorescencia de la celulosa o la afinidad de
la misma por el isocianato de fluoresceina libre, es casi totalmente
eliminado por el wuso de la digestién con celulasa, como lo han

reportado Zemel y Gepstein en 1983.

2.- Preincubacién con celulasa+ dimetil—-aminopropil carbodimida (EDMC)
Sotta et al, en 1983, y Bertrand et al, en 1991, reportan el uso

68



de EDMC como fijador de 1la hormona en 1los sitios normales de
localizacién en la célula, en cualquier condicién; de esta manera,
durante el procesamiento de la muestra, la perdida o movimiento de la
hormona seria el minimo. Los resultados obtenidos, utilizando esta
técnica, dieron lugar a falsos positivos, obteniendose wuna fuerte
tincidén inespecifica del nacleo para todos los casos, tanto para
el material estresado, como para el no estresado, asi como para el
control en donde se omitia el primer anticuerpo (anti-conjugado)
(resultados no mostrados). El resultado de esta unién inespecifica se
dio cuando se combinaba el EMDC+glutaraldehido y no cuando se omitia
el EMDC. Desconocemos la razén de estos resultados. Para los casos
biblograficos mencionados, donde se wutilizé EMDC+glutaraldehido+
paraformaldehido, las técnicas de inmunolocalizacién, utilizaban
cortes histolégicos, donde el segundo anticuerpo estaba marcade con
peroxidasa (Sotta et al,1983) o con oro coloidal (Bertrand et
al,1991). Hernandez (1987), reporta que el uso de glutaraldehido o
paraformaldehido puede dar falsos positivos, debido a que los
fijadores modifican 1la estructura del tejido (en su caso de origen
animal), y que la interaccién se da mas por carga que por afinidad del
anticuerpo a su antigeno. Para nuestro caso desconocemos si los falsos
positivos se deben a la unién inespecifica del segunde anticuerpo o
a la wmodificacidén de proteinas o @&cidos nacleicos, haciendolos
fluorescer en un rango de luz amarillo-verde, similar al de la
fluoresceina.

Por lo anterior los resultados de la localizacién célular de RABA,

estan dados utilizando solo célulasa.

69



3.—- CITOLOCALIZACION DE RBA.

El acido abscisico se distribuye en la célula de acuerdo a los pH
de cada compartimento celular. En condiciones de turgencia celular y
oscuridad, la mayor parte de ABA se encuentra en el cloroplasto
(40.7%), vy el resto distribuido en el citoplasma (32.4%), la vacuola
(18.7%) y el apoplasto (8.2%) ( Cowan et al, 1982, autor citado por
Hartung et al, 1982). Harris et al, en 1988, encontraron que la
cantidad de ABA en wuna célula guarda era de 7@ attomoles, sin
considerar el sitio de compartamelizacién. Behl y Hartung, en 1986,
determinaron wuna cantidad de 45 attomoles por célula guarda de

Valeriana locusa. Lo anterior se describe para seralar, que las

cantidades de ABA por célula, en condiciones hidricas normales, es muy
baja para la inmunodeteccidén. Por otro lado, la clorofila es un
pigmento que cuando se excita en un rango de luz actinica, es capaz de
fluorescer en un pico de longitud de onda de 685nm (rojo). El problema
que se presentéd al examinar las células guarda de Vicia faba del grupo
control, en el microscépio de epiflorescencia, wusandoe una fuente
luminosa de excitacién de 100W y una longitud de onda de 482 (azul),
fue que los cloroplastos fluorescian con una intensidad muy alta, como
se observa en la figura 16, ya que la técnica de inmunodeteccién
utilizada, permite que las células permanezcan viables hasta la
observacién de las muestras. De esta manera los cloroplastos de las
células guarda fluorescieron tal y como lo hacen los cloroplastos del
mes6filo (Zeiger,1987) . Por lo anterior, cualquier traza de RABA que
pudiera localizarce en el citoplasma y el cloroplasto ¥y que pudiera
ser detectada por el anticuerpo marcado, seria facilmente enmascarada
por la autofluorecencia del cloroplasto, tal y como se observa en la

figura 16.
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Para el caso de las muestras estresadas hidricamente, se observd
claramente una marca de fluorescencia distinta a la del grupo control
(ver figuras 16,17 y 18). La marca de fluorescencia, como se observa
en la figura 17 y 18, se distribuye en la membrana celular, en la
envoltura del nudcleo y la envoltura del cloroplasto, sin embargo
tampoco se encontrd marca evidente en el citoplasma, esto UGltimo se
puede explicar con lo siguiente: Como se menciondé en la metodologia,
las plantas fueron estresadas haciendolas perder el 12% de su peso
fresco, punto en el cual, el potencial de presién en las células del
mes6filo y las células guarda es de cero (Harris et al, 1988 y Harris y
Outlaw, 1991) . y en el cual se reporta, se da inicio a la sintesis de
ABA en las células del meséfilo (Zeevaart,1988 y Harris y Outlaw,
1991). Harris y Outlaw, en 1991, encontraron, que a este potencial de
turgencia, las células guarda son también capacez de sintetizar ABA,
antes de que esta llegue via apoplastica desde el meséfilo y la raiz.
Es ébvio pensar, qQue si la sintesis de ABAR es citoplasmatica (Hartung
et al, 1982), parte de la marca debié localizarse en el citoplasma,
sin embargo, si consideramos gque una gran parte del ABA es liberado al
apoplasto durante el estres hidrico (Behl y Hartung, 1986) y por otro
lado, la manipulacién de la epidermis en medios liquidos, provoca que
la hormona sea liberada poco a poco de la célula (Weiler et al, 1982 vy
Harris et al, 1988)., podriamos pensar que debido a esto, la cantidad
de hormona en el citoplasma al final de la experiencia es
practicamente nula (Harris et al,1988). Por lo anterior
consideramos, que la hormona encontrada por inmunofluorescencia, es de
una poza de hormona no libre, sino que se encuentra en interaccién con

ias membranas antes mencionadas, lo cual impide su movilizacién, tal y
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como 1lo describe Curvetto et al, 1986, para la inmunocitolocalizacién
de ABA en células de la epidermis de haba. La posible explicacién de

la localizacidn de la la hormona en este experimento es la siguiente:

a) Localizacién a nivel de membrana plasmitica.

Desde 1la descripcién hecha por Fujino, en 1966, y Hsiao y
Fisher,en 1967, de que el efecto de ABA en los niveles de potasio
en el interior de la célula guarda era el mecanismo que explica la
salida de agua, durante un cierre estomAdtico, se consideréd que el
efecto de esta hormona repercutia en la permeabilidad de la membranaj
a partir de esto, surgio la idea, de que la hormona podria
interaccionar con algun receptor membranal (autores citados por
Outlaw, 1983). Itai et al, en 1978, sefRalan que al inyectar ABA en el
flujo transpiratorio, esta se acumulaba en todo el complejo
estomdtico. Weyers y Hillman, en 1979, encuentran lo mismo, al flotar
epidermis aisladas en una solucién de ABA radioactiva. Sin embargo,
estos dos acercamientos no describieron el lugar exacto de la
acumulacién o interaccidn de ABA. Heilman et al, en 1980, reportaron
que ABA se distribuia libremente entre el citoplasma y el cloroplasto,
de acuerdo al pH de cada compartimento. (autor citado por HKaiser vy
Hartung, 1981). Por otro lado, Kaiser y Hartung, en 1981, encontraron
que la toma y liberacién de ABRA por las células de mesdfilo dependia
también del pH externo. Hartung, en 1983, considerando estos dos
antecedentes, investigé la relacidén entre el cierre estomatico y 1la
toma de ABA dentro de la célula. Hartung encontro dos cosas: (1) No
existe relacién entre el efecto de ABA en la induccién del cierre y el
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pH del medio probado (5 a 8). (2) A pH de 8.2 en el medio externo, no
hay incorporacién de ABA dentro de la célula guarda, sin embargo, si
existe un cierre estomatico. En base a estos datos Hartung concluyéd

que las células guarda de Valeriana locusta, no necesitaban tomar el

ABA, para que esta desarrollard su efecto de cierre estomatico; por lo
tanto, los datos indicaban que el sitio de recepcién del estimulo por
ABA en la célula guarda era el plasmalema, y d6bviamente localizado en
la cara de la membrana dirigida hacia el apoplasto, o al menos alguna
region accesible desde afuera. Esta fue la primera evidencia indirecta
del sitio blanco de la hormona. En 1984, Horbeng y Weiler, wutilizando
la técnica de fotoafinidad y protoplasto de células guarda de Vicia
faba, reportan sitios de unién para RBA en el plasmaléma de estas
células. En su investigacidén, encuentran que la digestidén suave con
tripsina sin afectar la viabilidad celular, eliminaba completamente
estos sitios de unidén, lo cual demuestra que la unidon de ABA con el
plasmaléma, se da en parte, con proteinas, las cuales estan
localizadas en la cara apopldstica del plasmaléma. La estimacidén que
ellos hacen del nimero de sitios de unidn es de 2,20@/um2. Hornberg vy
Weiler (1984), encontraron también, por analisis electroforético de
membranas solubilizadas con SDS, un grupo de 3 polipeptidos, de un
peso de 20.2, 19.3, 14.3 Kd, que unian especificamente ABA(+), con
respecto al enantiomero (=) y a otros compuestos relacionados con la
ruta de sintesis y degradacién de 1la hormona. Estos resultados
indicaban que existen proteinas receptoras especificas para la wunién
del ABR a nivel del plasmaléma externo de las células guarda, ya que
el analisis electroforético de membranas de células de meséfilo

indicaban wuna expresidén muy baja de estas proteinas. Curvetto et al,
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en 1988, aislaron de un extracto de proteinas de células
epidérmicas abaxiales de Vicia faba, un polipéptido de un peso
molecular de 19.@ Kd, el cual se unia especificamente a una columna
cargada con ABA (+). Las caracteristicas de esta proteina son
similares a las encontradas por Horbeng y Weiler (1984), quienes, como
se menciondé, encontraron una molécula de peso molecular similar
(19, 300). Bertrand et al, en 1992, trabajando con las zonas de
crecimento de la raiz de tomate, encontrd que el acido abscisico se
acumula, entre otras partes, en la membrana plasmatica, y precisamente
en la parte externa, que da hacia el apoplasto. Es un hecho que los
mecanismos de accién de la hormona en las células guarda y en las
radiculares es completamente distinto, sin embargo se puede pensar que
en ambas el primer receptor para ABA, podria estar localizado en el
plasmalema, en su parte externa.

Stiwell et al en 1989, trabajando con liposomas de doble
membrana, encontraron que ABA modifica la permeabilidad de estos
sistemas cuando su contenido varia en cuanto a las cabezas polares que
conforman 1los fosfolipidos, asi como las cadenas tipo acil de los
mismos. Stiwell et al (1989), reportaron también, que este cambio de
la permeabilidad es especifico para la forma (cis+) de la molécula vy
no para la (trans -), lo cual indica una cierta especificidad de 1la
composicion lipidica y la accidén de la hormona. El mecanismo por medio
del cual se modifica la permeabilidad, reportan los autores, no se
debe a wuna desestabilizacién de la membrana (ABA es wuna molécula
lipofilica), sino que la hormona al parecer actua a nivel de los
sitios donde las diferencias en cadenas y cabezas polares, impiden que

la membrana se empalme o empaque correctamente.
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Por 1o anterior, podriamos pensar que la marca encontrada a
nivel de la membrana plasmatica, sea producto de la unidén especifica
de ABA a una regidn lipidica, protéica o un dominio que comparta ambas
composiciones (ver figura 19). La razén funcional de estas regiones de
unién es completamente desconocida. E1l estudio que realizan Hornberg
y Weiler, en 1984, solamente maneja aspectos de unién y no de funcién,
aunque en el reporte, ellos manejan estos sitios protéicos de unién,
como si fueran receptores blanco para la accién de la hormona sobre
las células guarda. Existen otras posibilidades en cuanto a 1la
funcionalidad de estos sitos de unidn. Las proteinas encontradas
podrian ser translocadores especificos de la hormona a nivel del
plasmaléma de la célula guarda. Astle y Rubery, en 1980, reportaron un
acarreador saturable para ABA en segmenteos de raiz de frijol
(Phaseolus coccienus). Para el caso de células guarda, Baier y
Hartung, en 1988 (autores citados por Slovikis vy Hartung, 1992),
describen un acarreador especifico para ABA en el tonoplasto, sin
embargo para el caso de plasmaléma, no hay nada descrito. ¢ Cual seria
la funcionalidad de un acarredor a nivel del plasmaléma de las células
guarda ?, si ABA es una mélecula lipofilica, la cual fluye libremente
a través de las membranas, cuando se encuentra en su estado protonado
(ABAH). La explicacién puede ser que la célula guarda es capaz de
sintetizar ABA citoplasmdticamente durante un estres (Harris
y DOutlaw, 1991)3 1la hormona sintetizada, no es atrapada en el
cloroplasto como normalmente sucede (Sloviks y Hartung, 1992), ya que
durante un estres hidrico, el estroma del cloroplasto, que
fisiolégicamente es bdsico a la luz, se acidifica por la inhibicién de

la fotosintesis (Berkowitz et al, 1983), lo cual permite la protonacién
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de la hormona y la liberacién de la misma del organélo. E1 pH del
citoplasma durante un estres hidrico, tiende también a disminuir,
inicialmente por el incremento en la respiracién y la acumulacién de
Acidos orgdnicos Yy cuando el estres se vuelve mas severo, por la
inhibicién de 1la respiracién (Venekamp, 1989). Debido a que el
transporte de protones/Potasio a nivel del plasmaléma es inhibido por
el estres hidrico (Ibid), y en parte también por la accién directa de
ABA, la regidén apoplastica se convierte en una trampa basica para RBA.
Esto es, segun el modelo propuesto por Slovikis y Hartung, (19%92),
ABAH permearia desde el cloroplasto y citoplasma, hasta el apoplasto,
y entonces al tener este un pH basico, la hormona quedaria atrapada
en esta regién como ABA-. Baier et al, en 199@, sugieren que el
transporte de ABA hacia el interior de la célula, es una parte
importante en la respuesta de la célula guarda al estres hidrico. Sin
-Elbargo. bajo la condicién antes mencionada, el transporte facilitado
de ABA dentro de la célula guarda estaria dado por la protonacién de
la misma, segdn el pH del compartimento y del pK de la hormona (4.6)
(Hartung et al,1982). Considerando lo anterior, la funcién de un
translocador especifico para ABA seria el mantener los niveles Optimos
de la hormona dentro de la célula, para que esta llevara a cabo su
funcidén fisiolégica. Por otro lado, se sabe que los niveles de ABA
durante vy despues de un estres, son regulados por la degradacién de
la wmisma, en 4cido fasético y acido dihidroxifasético; sin embarpgo,
esta degradacién es citoplasmatica (Zeevaart, 1988), por lo cual un
acarreador especifico para ABA, podria ser Gtil para esta funcién.

Al parecer, la unidén de RABA a lipidos en la membrana esta mds

relacionada con la modulacién del cierre estomatico (Stiwell et 1).
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Hetherington y Quantro, en 1991, mencionan que ABA provoca entre otras
cosas, la apertura de canales no-especificos para calcio a nivel del
plasmalema de las células guarda (ver figura 19). Stiwell et al
(1989), mencionan que el efecto de la unién de ABA con los lipidos del
plasmalema podria ser esta, pero que esta unién, no seria tan estable.
Hocking et al, en 1978, reportaron dos sitios de union para RABA en
fracciones ricas en membrana plasmdtica de hojas de Vicia faba. Uno
con una alta afinidad para la hormona, Yy con una constante de
disociacién de 3.5 nmol/lt., y el otro de baja afinidad y con wuna
constante de disociacién de 3.5 pmol/lt. Es posible que los sitios con
alta afinidad sean los proteicos, tal y como lo describieron Hornberg
y Weiler (1984) por sus estudios con analogos de Acido abscisico y los
de baja afinidad y alta disociacién sean los lipidicos, los cuales,
segun Stiwell et al (1989), varian segin el tipo de lipidos en la
membrana.

En conclusién, la marca encontrada en la membrana plasmatica de
las células guarda de Vicia faba, segin los antecedentes biblograficos
antes mencionados, pudiera tratarse de hormona unida a: (1) Un
receptor especifico para 1la hormona, de composicién proteica o
proteica—-lipidica. (2) Un translocador especifico, de composicién
similar. (3) Dominios de lipidos, que reconccen a RABA de wmanera

especifica.
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b) Localizacién a nivel de cloroplasto.

Como se observa en la figura 17 y 18, parte de 1la marca del
anticuerpo se encuentra a nivel del cloroplasto, al parecer ser
localizada en la envoltura del cloroplasto y no en el estroma del
mismo. Este patron de distribucién, ya habia sido reportado por Sotta
et al, en 1985, en cloroplastos de lamina foliar de Chenopodium
polyspermum, la cuales habian sido estresadas hidricamente, sin
embargo, no se dio niguna expliacién al resultado.

Los primeros reportes de la relacién entre los cloroplastos y ABA
fueron dados por Loveys, en 1977. Loveys encontré, gue casi todo el
ABA en las células del meséfilo se encontraba en el cloroplasto, y que
en las células estresadas hidricamente, la hormona se liberaba,
encontrandose por consiguiente menor cantidad de ABA en cloroplasto
aislados de espinacas estresadas. Por otro lado, Loveys, observo ﬁue
cuando se lizaba el cloroplasto, gran parte del ABA era retenido por
el paquete de membranas y no era liberado al medio. Loveys (1977),
concluyé con estos resultados, que ABA se encontraba unido a wun
especie de receptof. Curvetto et al, (1988), retoma esta evidencia vy
utilizando anticuerpos dirigidos contra ABAR, realiza wuna serie de
ensayos utilizando 1la técnica de aglutinacién. Estos autores,
encuentran que existen sitios de unién en la envoltura externa del
cloroplasto de Vicia faba. Por otro lado, encuentran que al estresar
las plantas hidricamente, el numero de estos sitios de unién, aumentan
considerablemente ( hasta 1@ veces mas). Hasta el momento no se sabe
la funcién de estos sitios de unién, ni se ha estudiado mads sobre el
asunto.

La relacién entre el cloroplastec y el 4cido abscisico es aun



materia de estudio. Durante algun tiempo se penso, por la evidencia
encontrada, que el lugar de sintesis de ABA, era el cloroplasto
(Milborrow, 1974, Walton, 1980), sin embargo evidencias mas recientes
demuestran que el lugar de sintesis del A4cido abscisico es el
citoplasma y no el cloroplasto (Hartung et al,1981; Hartung et al,
1982; Stewart et al, 1986; Guerrero y Mullet, 1986). De esta manera,
el hecho de que la mayor cantidad de RBA en células no estresadas, se
encontraba en el cloroplasto (Loveys, 1977), se descubridé que era mas
bien producto de 1la distribucién de ABA segun el pH de los
compartimentos; esto es, la hormona difunde libremente al protonarse y
queda atrapada como anién (Hartung et al, 1981, 1982). Zeevaart, 1988,
concluye, que la ABA es secuestrada en el cloroplasto por su pH basico
en condiciones de luminosidad, no llevabando a cabo su efecto
fisiolégico hasta que es liberada de este. Cummins et al (1971),
encontraron que la disminucidén de la fotosintesis por la aplicacion de
abscisico, era un resultado del cierre estomatico, QqQue a su vez
disminuia los niveles de CD2 intracelulares (Ci) (autor citado por
Raschke y Hedrich, 1985). Este punto de vista se conservo durante
mucho tiempo, sin enbargn,)lus reportes posteriores a este indicaban
resultados contradictorios. Rascke y Hendrich, en 1985, y Fischer et
al, 1986 encontraron, en estudios hechos con plantas C-3 y C-4 , que la
variabilidad era producto de la historia de crecimiento de las plantas
y las condiciones de ensayo. En estos dos reportes, se estudio el
efecto de ABRA bajo condiciones de equilibrio fotosintético, a
diferentes Ci, teniendo como variables la tasa de asimilacién, la
conductancia estomatica, el Ci, 1la poza de algunos metabolitos

relacionados con la fijacién de CO2 vy la actividad enzimatica de la

83



ribulosa bifosfato carboxilasa (Rubisco). Los resultados mostraron que
ABA inhibe la fotosintesis cuandoc se aplica al flujo transpiratorio de
las hojas y no cuando se exponen cloroplastos aisladeos a la hormona.

ABA disminuye la capacidad de carboxilacién de la Rubisco in vivo y no

in vitro . Se desconoce el mecanismo por medio del cual ABA inhibe la
carboxilacién.

Las células guarda de casi todas las plantas poseen cloroplastos
funcionales, comparativamente con los cloroplastos de las células del
mesdfilo (Zeiger et al, 1987), y a pesar de que poseen menor cantidad
de clorofila por célula, se ha encontrado que poseen todos los
componentes estructurales del fotositema I y II ( Outlaw et al, 1981;
Zemel et al, 1988), llevan a cabo fotofosforilacidén ciclica y no-
ciclica (Shimazaki y Zeiger, 1985), poseen la enzima fijadora de CO2
(Madhavan et al, 1982) y llevan a cabo fjjacién de CO2 (Zeiger et al,
1987; Gotow, Taylor y Zeiger, 1988). Zeiger et 914(1957), menciona que
la funcién fotosintética de los cloroplasto de las células guarda, no
es de exportacién de compuestos carbonados, sino mas bien la funcién
esta dada en 1la produccién de energia y compuestos carbonados,
involucrados en los mecanismos de apertura y cierre estomatico.

Por 1lo anterior, podemos decir que lo encontrado en los
cloroplastos de las células guarda de Vicia faba, podria ser comparado
con lo que sucede en los cloroplastos de las células del meséfilo.
Al igual que lo encontrado por Curvetto et al, en 1988, los sitios de
unidén para ABA en 1la wmembrana interna del cloroplasto se
incrementarian durante un estres hidrico, lo que directamente habla
del numero de moléculas de ABA asociadas a la membrana del

cloroplasto. ¢ Cual podria ser la funcién de estas sitios de unidén 2.
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Si consideramos que las funciones del cloroplasto de la célula guarda
es casi similar al de los de una célula del wmes6filo, entonces
podriamos decir que el efecto de ABA sobre estos seria el mismo. De
esta manera, la inhibicién de la fotosintesis por RABA, producto de la
inhibicién de 1la carboxilacién, podria ser equiparable al de los
cloroplastos de 1las células guarda. Considerando esto, podriamos
especular que los sitios de unién podrian estar involucrados en la
accién de RABA. Estos sitos de unién en la membrana del cloroplasto,
cabria la posibilidad de que estuvieran constituidos por wun dominio
proteico-lipidico, ya que, como se menciono antes, Stiwell et
al, (1989), encuentran que la mayor asociacién de ABA a lipidos se daba
en combinaciones de lipidos con cadenas de tipo acil, y esta clase de
cadenas son el mayor constituyente de fosfolipidos en las membranas de
los cloroplastos (Mader y Barber, 1989). La proteina de este dominio
se encontraria en la membrana interna del cloroplasto de manera
extrinseca y de facil liberacidén ( ver figura 19). Esto
concordaria, con los resultados de microscopia encontrados por Sotta
et al en 1985 y Curvetto et al, en 1988. Por otro lado, no se ha
encontrado nigun efecto inhibitorio de ABA en 1la fotosintesis de
cloroplasto aislado de células de meséfilo, la posible razén de esto,
apuntan Fischer et al, en 1986, es que durante el aislamento se pierde
o elimina algun factor necesario para el efecto de la hormona. Este
factor podria ser el sitio de unién proteico del que estamos hablando.

Por lo anterior,la inhibicién de fotosintesis por ABA estaria
dada primeramente por la unién de esta a su receptor, en la membrana
del cloroplasto (ver figura 19); cabe recordar que debido al estres

hidrico, ABA estaria siendo sintetizdda activamente en el citoplasma,
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aumentando su concentracién. La unién de ABA a su receptor provocaria
la salida de potasio del cloroplasto, de manera similar como sucede a
nivel membrana. En condiciones de estres hidrico la salida de potasio
en el estroma esta asociada a la inhibicién del la fotosintesis,
producto de wuna acidificacién del estroma, lo que conlleva a una
disminucién de la carboxilacidén (Weihua y Berkowitz, 1992), y que a
su vez induciria la salida de ABA del cloroplasto (Hartung, 1981). La
inhibicién de la carboxilacién, provocaria un aumento en la poza de
NADPH, lo que desencadenaria un aumento del flujo electrénico ciclico,
aumentando las pozas de ATP disponible (Melis, 1991). Esto wultimo,
concordaria con el hecho de que el efecto de ABA sobre el cierre
estomatico es un fenomeno dependiente de energia metabédlica ( Weyers
et al, 1982).

En conclusién, la marca encontrada en la envoltura del
cloroplasto, podria estar relacionada con receptnres-involucradns en

el efecto de ABA sobre la fotosintesis de las células guarda.

b) Localizacién a nivel de la membrana nuclear.

Como se observa en las figuras 18, parte de la marca encontrada,
esta dada en el ndcleo de la célula guarda, que en este caso aparece
como wuna estructura de tipo vacuolar en uno de los extremos de la
célula. Se confirmé la naturaleza nuclear de dicha estructura por
observaciones a microscépia de contraste de fases, donde se observd
como una estructura épticamente densa y no hialina, como en el caso de
una vacuola. Por otro lado, en los ensayos realizados con anterioridad
con acetocarmin, se habia localizado al nucleo en la parte media de la
célula o ligeramente desplazado hacia algunos de los extremos, como en
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este caso.
El1 hecho que moléculas de ABA se encuentre asociadas al nucleo,
ya habia sido reportado por Sotta et al, en 1985, en células del

mes6filo de hojas de plantas de Chenopodium polyspermum estresadas

hidricamente, encontrandose un patron de distribucién similar al del
presente estudioj; no se dié niguna explicacidan del hallazgo.
Sossountzov, L. et al, (1986) trabajando con yemas foliares de plantas
no estresadas, encontrd que ABA se unia especificamente a la membrana
nuclear, ademas de localizarse en gran proporcién sobre la regién
nucleclar. Tampoco se dio una explicacién ha este hecho, sin embargo,
aun cuande son modelos distintos, podemos inferir, por estos
resultados, gque ABA de alguna manera esta interactuando con el ndcleo,
en la respuesta fisioldgica especifica requerida.

Se ha demostrade por técnicas moleculares, gue wuno de los
intermediarios de 1la respuesta en cadena de muchas de las hormonas
vegetales son 1los RMNA mensajeros (RNAm) especificos, les cuales
codifican productos génicos involucrados en la respuesta fisiolédgica
particular. Aun cuando existen muchos reportes, donde se describe el
incremento de RNAm como respuesta a la aplicacién de ARABA o al
incremento natural de ABA, no se sabe como se lleva a cabno este
control de la transcripcién a nivel nuclear (Hetherington y Quantro,
1991).

Los estudios con hormonas animales, h;n definido dos mecanismos
de control de las respuestas, ambos convergen a nivel de la modulacién
del gen, a través de la activacién de proteinas reguladoras, las
cuales se unen a las regiones del gen con funcién de regulacidén de la

transcripoidén. Uno de los mecanismos involucra la directa activacion,
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por parte de la hormona, sobre la proteina reguladora. Este es el caso
de las hormonas de tipo esteroide, donde recientemente se ha
identificado un receptor citoplasmatico, el cual resulto ser la
proteina reguladora de 1la transcripcién. E1 segundo mecanismo
involucra 1la activacién de las proteinas reguladoras por segundos
mensajeros. Este caso es el de las hormonas de tipo peptidico. Se ha
encontrado, que los principales mediadores en esta respuesta son,
calcio, y el AMP ciclico, los cuales estimulan una cierta familia de
proteinas cinasas, las cuales fosforilan la proteina reguladora y la
activan. (Mundy, 199@; Hetherington y Quantro, 199).

En las plantas, como ya se ha mencionado, el incremento natural
de ABA o0 la aplicacién directa de esta a los tejidos, lleva a la
expresion especifica de algunos genes. Estos genes y sus productos se
encuentran en su mayoria relacionados con la adaptacién de la planta o
semilla al estres osmético (Skriver y Mundy, 1990).

Los genes que responden a la acumulacién del acido abscisico, son
los de 1la familia denominada LERA (de las siglas en ingles " Late
Embryo Abundant Proteins ") y los de la familia RAB ( de las siglas en
ingles " Responsive to ABA "). La mayoria de estos genes se ha
encontrado que se activan cuando ABA se incrementa, durante la
deshidratacién de la semilla y la entrada en latencia del embriédn. Sin
embargo, en tejido vegetativo sometido a estres hidrico u osmético, se
ha demostrado la acumulacién de los RNAm de los genes LEA
(Hetherington y Quantro, 1991). Ademas, recientemente, Renwick et al
(1992), wutilizando anticuerpos dirigidos contra varios productes de
los genes LEA, encontraron los productos de estos genes en las células

guarda de Commelina communis cuando se les aplicaba ABA.
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El mecanismo por el medio del cual ABA regula la expresién de
estos genes, se ha comprobado esta a nivel ¢transcripcional. En
estudios hechos con plantas transgénicas, donde se transformd
incertando wun gen quimérico con la region reguladora 5' del gen EM
(familia LER), un gen estructural reportero de 1la B-glucoronidasa
(GUS) vy 1la parte terminadora 3’ del gen del virus del tabaco, se
encontré que ABA es capaz de regular la expresién de dicho gen
(Marcotte et al, 1988). La region reguladora 5' de 646 pares de bases
(pb) del gen EM fue estudiada para determiner las secuencias
responsables de la respuesta a PABA (Regiones ABRE, de las siglas en
ingles " Abscisic Acid Response Elements " ). Se encontré que la
region comprendida entre -168 a + 92pb contenia 1la regiones de
respuesta a ABA (Marcotte et al, 1989). El analisis de esta regién
demostré que existe un nicleo de respuesta comin, el cual se repite
con gran homologia en las regiones promotoras 5' de los genes LEA vy
RAB. Este nucleo esta constituido de 6 pb en el siguiente orden:
CACGTG (Hetherington y Quantro, 1951).

El mecanismo por el cual estas regiones en cis son reguladas aun
es desconocido. Guiltiman, en 199@, encontré una proteina gque se wunia
especificamente a la regién ABRE, cubriendo una secuencia de 8 pb. E!
andlisis de esta proteina reveld que su estructura era del tipo de
cierre de leucina, familia de proteinas involucradas en la regulacién
de la transcripcién a nivel del gen (RAutor citado por Hetherington vy
Quantro, 1991).

Considerando todo lo anterior, se puede especular, por la
posicién del Acido abscisico sobre la membrana nuclear (ver figura

19), que la regulacién pudiera ser del tipo de las hormonas
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esteroides, esto es, que ABA se uniria a la proteina reguladora y la
activaria, transportandola directamente hasta el nucleo; en el nucleo
ABA liberaria la proteina a nivel del complejo del poro ndclear, vy
entonces la proteina se wuniria especificamente a las regiones
reguladoras 5' vy activaria o desactivaria la transcripcién de los

genes involucrados en la respuesta al estres hidrico.
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CONCLUSIONES

1.- Se realizé un acoplamiento entre ABA y HSA, obteniendose un
conjugado via el carbono 1 de la hormona y los grupo amino de la
proteina.

2.- Se estandarizé, en conejos, el protocolo de inmunizacidn para la
obtencién de anticuerpos contra ABA libre, encontrandose que los
me jores resultados estan dados cuando las dos primeras inmunizaciones
se realizan subcutaneamente y en sitios multiples, y los refuerzos de
forma intramuscular. El tiempo 46ptimo encontrado entre cada refuerzo
fue de 1@ dias.

3.-— A los cuarenta dias del esquema de inmunizacién, se semipurificéd
un anticuerpo policlonal contra la mezcla racémica de ABA, por
precipitacién con sulfato de amonio. Se encontré, por pruebas de
inhibicion por hapténo, que 10@upl del anticuerpo aislado, son capaces
de unir 20 ng de ABA libre.

4.— E1 analisis de la posicién de RABA en las células guarda abaxiales
de hojas de Vicia faba en condiciones de turgencia o estres hidrico
(88% peso fresco), mostro lo siguiente:

a) En las células no estresadas, no se detectdé hormona libre.
Posiblemente en condiciones de no estres, las cantidades son tan bajas
que no son detectadas. Por otro lado, existe la posibilidad de que la
hormona se liberé al medio de ensayo, disminuyendo aun m&s su
concentracién intracelular. .

b) En condiciones de estres hidrico (88% peso fresco), durante 12
horas, la hormona se encontro unida al plasmalema, la envoltura del

cloroplasto y la envoltura nuclear.
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5.- Segun los antecedentes biblogrAdficos, existe la posibilidad de
que:

a) ABA se encuentre unida a un receptor en el plasmalema, como
parte del mecanismo de regulacién de la permeabilidad de la membrana a
los iones, durante el cierre estomatico.

b) ABA se encuentre unida a un receptor en la envoltura del
cloroplasto, el cual modifique la permeabilidad de 1la membrana vy
regule la actividad fotosintética.

c) ABA se encuentre unida a la envoltura nuclear, participando
en la regulacidén de la expresién genética en condiciones de estres

hidrico.
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