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S• inv••tigó la diatribución c•lular y loa aitioa blanco d•l 

•cido abac,aico, <ABA> •n la• c•lula• guarda d• ~ ~ bajo 

condicion•• d• turg•ncia y ••tr•• hídrico , ••diant• la t•cnica d• 

pol iclonal contra 

Para lo cual •• d•aarrollo un anticu•rpo 

la ••Zcla rac••ica d• ABA, ut i lizando co•o 

in•unog•n i co un conjugado •ntr• ABA v albu•ina ••rica d• Hu•ano <HSA> 

vía •l carbono 1 d• la hor•ona. El anticu•rpo •• •••ipurifico por 

pr•cipitación con aulfato d• a•onio. Encontrando••• por pru•b•• d• 

inhibición por hapt•no, qu• 100µ1 d•l anticu•rpo aialado, un•n 20 ng 

d• ABA libr•. S• utilizó la •pid•r•i• abaMial d• la cuarta hoja 

bifoliada d• planta• d• ~ a S ••••n••· No •• localizó hor•ona libr• •n 

c•lulaa turg•nt••• poaibl•••nt• d•bido a qu• la cantidad •n ••taa •• 

•uy baja, ad•••• d• qu• •Mi•t• la poaibilidad d• qu• la hor•ona •• 

lib•r• al ••dio d• enaayo. En c•lulaa ••treaadaa, la hor•ona •• 

localizó unida a la •e•brana pla•••tica, la envoltura del cloroplaato 

y la envoltura nuclear. Loa dato• indican que ABA no aolo interacciona 

con la •••brana pla•••tica para •odificar au per•••bilidad, co•o •• 

habia r•portado, aino que ta•bi•n int•racciona con la envoltura d•l 

cloroplaato y d•l n~cleo, poaibl••ent• r•gulando el proc••o 

fotoaint•t i co y la •Mpreaión g•n•tica •n condicion•• d• eatrea 

hídrico. 
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INTRODUCCION a 

Cuando las plantas invadieron 11 placa continental •• enfrentaron 

1 un ••biente d•••cant•• por lo cual •• desarrollaron estructuras y 

•• constituyeron ••canis•o• para regular la p•rdida de agua <Andrad•• 

1981>. A diferenc i a de 11 plantas 1cuAtic1s, la• cual•• to•an sus 

nutrientes direct•••nt• del ••dio acuoso, las plantas terrestres 

deben obtener sus nutrientes del suelo v el C02 de 11 ataósfera . Este 

probl••• ha tenido durante 11 historia diferentes v variad•• 

respuestas adaptativas ••gOn •l ••dio donde •• desarrollaron las 

p l antas . En general l•• plantas desarrollaron un •i•t••• radicular y 

vascular para la absorción de agua v nutrientes . Se foraó taabi•n, 

sobre toda l• planta, una capa externa ll••• d• epid•r•i•, 11 cual fue 

recubierta con otra co•puesta de ••t•ri•l •s hidrófobos <cut i n• v 

ceras> ll•••d• cutícula, 11 que i•pidio que 11 planta •• desecara por 

contacto directo con el ••dio ••biente, sin ••bargo, ••t• capa a d•••• 

de ser i•p•r•••bl• 11 agua, lo •r• ta•bifn al bioxido de carbono, 

indispensable para el proceso fotosint•tico. L• solución • ••t• 

probl••a •• fue dando paulatív•••nte. Las plantas que tenian aun 

dependenc ia d• un ••dio acuoso para su reprodución, desarrollaron 

cuticule, pero su intercaabio gaseoso lo realizaban por l• r•iz, 

•J••plos de ••tos son plantas no vascular•• inferior•• 

otras foraaron poros sobre 11 cut icula, 

<ausgos y 

los cual•• ••p•r•1tofi ta1>, 

perai tieron el intercaabio gaseoso, pero, sin niguna regulación, v 

f in•l•ente, en todas las plantas vascular•• <• excepción de Stvlet11 

1ndicol1, l• cual no po••• esto••• v lleva 1 cabo su intercaabio 

gaseoso • trav•• de la raíz, Kteley, 1984>, •• drsarrollaron alrededor 

de ••t• poro, un par dt c•lulas c1p1c1s dt regular el di•••tro del 
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•i••o y, de e1t• ••ner•, aodul•r el int•rc••bio de C02 y l• ••lid• de 

•gu• por ev•potr•n1pir•ción <Zeiger,19831 Will••r,1983>. 

El coaplejo ettoaático, deno•inado ••i por DeCandolle en 1827 

<•utor c i tado por Meidner,1986>, te encu•ntr• t it uado en la •pid•r•il 

d• l•t hojat <o tu •qui v•l•nt• en plantat tuculent••> y ett• coapu•tto 

d• dot c•lul•t gu•rd• <CG> y algun•• v•c••• junto • ettat, un par de 

c•lulat acoap•~•ntet1 ••b•t ton diferente1 al retto de 1•1 c•lulat 

•pid•r• i cat. L•t c•lul•t guarda te origin•n de una divitión •ti••tric• 

d• la1 c•lulat •pid•raic•t y a d i ferenci• de ettat poteen cloropl•ttot 

<Ettau,19811 Wi ll••r,1983). En alguna1 planta• •1to1 cloroplattot 

•tt•n poco det•rroll•do1 o •utent•t, co•o en el cato de Ptchiocedilu• 

harritiany• <Zeiger,1983>,p•ro en~~•• h• coaprobado que 

e1to1 llevan • cabo acarr•o electrónico, 11i coao fijación d• C02 

<Zeiger,1987> . L•t c•lul11 guarda no poteen pl•t•ode1aot funcion•let, 

por lo que lA 6niCA Y{A de relación que po1een con el retto de lA 

pl•nta et apopláttic• <Will••r,1988>. E1t1 c•r•ct•ríttic• •puntan 

P•t••tda, 1981 y Willaer, 1988, hace del co•plejo ettoaático, por tu 

potición y funcion•lidad, un tentor aed i o••bient•l y un ••can i tao de 

r egulación hoaeo1t•tic1 d• la planta. 

Lat c •lul•t guarda ton capaces de regular la p•rdid• de agua por 

tran1pir1ción. El co•plejo ettoa•tico regula la di••ntión del poro 

1tr•v•1 de 11 ••lid• y •ntrad• de agua • la c•lul• guarda. El 

•ovi •i en to de agua en 111 c•lulat guarda 1e ocas iona por un ca•bio en 

101 nive l • • d• conc•ntración de 1lgun o1 iones y •cido1 orgánico• q ue 

funciona n co•o aoduladore1 del grad i •nte ot•ótico, y por cont•cu•nte 

del •ovi•i ento del a gua <Z•iger,1983) . 

Se han po1tul•do •uch11 teoria1 1obr• el ••c1ni1•0 que conlleva • 



••t• caabio osaótico, l a evidencia indica que •• el ion potasio el 

responsable de g•n•r•r ••tos gradientes osaóticos <Outlaw,1983), La 

hipót••i• investigada i nici•l••nt• por Mcaallu• en 1905 y r••firaada 

por Fuj ino •n 1967 y Fish•r y Hsiao en 1968 <autor•• citados por 

Outlaw, 1983>, ••tabl•c• que lo• caabios osaóticos entre las c•lul•• 

guarda y las epid•r•ic•• ••t•n dados por un flujo d• potasi o d•ntro 

<•n l• •p•rt ura > y fu•r• <•n •1 ci•rr•> d• la c•l u la guard&. Lo s datos 

•Mperiaent •l•s indic•n qu• ••t• tr•n•port• ••t• • • d i •do por un 

••c•nisao d• •ntipor t• acoplado • una ATP••• que bo•b•a prot on•• f uer a 

d• la c•lul• • ••did• qu• •• transporta e l potasi o. El b&lanc• d • 

carg•• ••t• dado por un• incorporación d• i ones cloro y la for aación 

de ••l•to, y taabi•n por una salid• d• Sodio <Z•ig•r, 1983 , T•l l •an, 

1988>. 

El ••canisao d• aovi• i •nto d• ion••• •• a c t i vo , por lo q ue 

depende d•l a porte energ•tico de p•rt• de la fosfori lac ión o >e id•tí v• y 

la fotofosforilación, adeaas de un ••canisao r•ci ent•••nt• descri to 

<Zeig•r, 19871 Tallaan, 1988>,•n cual, la bo•b• de protones •• 

••tiaulada por l u z a zul. 

Lo• factor•• qu• r•gul•n l• di••n• i ón del poro ••to••tic o son 

•><ternos • i nt tt rnos. Los ttMternos involucran par.iaetros 

••biental•s coao s on s La int ens id•d y calidad de luz1 en gener a l la 

l uz • •t i•u l & l• • P•rtura y la oscuridad el c ierr•. La concentrac i ón de 

C0 21 bajas c onc ent r&ci ones d• C02 estiaul•n la apertura y alt•s el 

c ierre. La hu••d• d r •l•ti v•, l• t e•p•r•tur• y el viento entre otros 

<Wi l l • •r,1988) . Coa o •• pu•d• notar, 101 f•ctores eMternos c&us&n una 

&p•rtura •n •o•• nt os dond• •• pu•d• ll•v•r •c•bo l• fiJ • ción 

fotos i nt•tic• de C02 y •l c ierre cuando lo• factor•• no l• f•vor•c•n . 



Los factor•• internos , por otro lado, opti•izan la fijación de C02, 

co•o •• el caso de la regulación por lo s niveles internos de este gas. 

El factor intern o ••• i•portante s on los n iveles hor•onales , 

producto de factores ewt ernos co•o son ••tress hidrico, salinidad, 

c ongela•i ento, inundación, entre otros¡ e sto factores llevan a la 

•odificación del potencial hídrico de l a planta, 

c a•bios d• 

co • o son la inhibición del 

el cierre esto•At ico, a u•entó en la conductiv idad 

h idraulica de las raic••• entr e otros <Addicot t 1983> . 

Sobre los ••canis•o• de •odul aci ón del cierre ••to•Atico •• ha 

reportado la partici pación de todas las hor•ona•, pero ninguna tiene 

el efecto y la correlación de l a cido abscí•ico 

Zeieger, 1987>. 

<ABA> <Wilher, 1983¡ 

El acido abscísico es una hor•ona vegetal que •• ·de•cribio desde 

los a~os treinta co•o una fracc ión acida de lo• e wt r actos de varia• 

plantas, el cual tenía efectos i nhibitorios en el bio•n•ayo d e l a 

curvatura del hipocotílo de avena i nduc ido por auwinas, a esta 

fracción se l• deno•ino "Beta inihibidor" <Bennet -Clark y Keffor d, 1953 

citado por Mil borrow, 1984> . Durante los a~os ~0'• los investigadores 

q ue s i guieron e•t a línea • e todológ ica lo deno•inaron el "co•plejo beta 

inhibidor" , por •u posición en la cro•atogra•a y porque •• creía que 

•• t rataba de varios co•puesto•. Wareing en 1954 encontró una relación 

entre la concentración del inhi bidor y la latencia de las ye • as d• 

•rbol•• caducifoli os¡ Hen berg, en 1958, encontró que est e co•p l ejo 

inducia la latencia en t uberculo s de papa. Warei ng propon• e l no•br e 

de "Dor•ina" al co•plejo bet a i nhi bidor. <autore• citado• por 

7 



Milborrow, 1984> . En 19&5 Cornforth, Milborrow, Ryback y Wareing aislan 

en forma cristalina y lo denominan "Dor•ina''; por otro lado en ese 

•ismo año Okhu•a, Lyon 1 Addicott y S•ith aislan suficiente cantidad 

del complejo beta inhibidor de la planta de algodón , del que obtinen 

un espectro de resonancia magnética, y a partir del cual proponen la 

estructura qui•ica del co•puesto Cf ig 1) y la denominan "Abscisina 

II", por su relación con la abscisión y otro compuesto antes aislado. 

Cuando ellos •is•os comparan los espectros de la absc1sina 11 y la 

dormina resultan ser el mismo co•puesto . La estructura química 

propue sta por Okhu•a y colaboradores es corroborada once dias después 

cuando Cornforth 119&5> y su equipo sintetizan art ifici al•ente la 

cual posee las •is•as propiedades fisicoquímicas y fisiológicas 

<autores citados por Addicott, 1983> . 

CH ~ 

OH 
COOH 

FIGURA 1.- Cia (+) Acido Abaciaico. 
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vasculares 

equisetos, 

(dicotiledoneas y • onocotiledoneas>, en y 

y a ewcepción de dos hongos no se ha encontrado en algas, 

hongos, En los vegetales se ha 

en todos tejidos, organos y est ructur•s 

(f'li 1 borrow, 1974). 

EL acido abscísico se ha encontr•do involucrado en procesos 

fisioló gicos tales c o•o1 inhibición y pro•oc ión del creci• iento, 

inhibición correlat iv•, geotropis•o, 

p•rt enocarp i •• cierre esto•atico , ger•inación, adaptación al estres, 

ent re otros <Milborrow, 19741 Walton, 

La relación entre el ABA y 

19801 Zeev•rt , 1988>, 

el co•plejo estoaatico, •n la 

regulación de la perdid• de agua, tu• descri ta desde 1929 por Stalfelt 

<autor citado por Ras chke , 1987>. Stalfelt encontró que las h ojas de 

~ ~ no cierran sus esto•as in•ediat•aente · despu•s de l• 

privación de agua, s in o trece •inutos despues1 el encontró ta•bi • n que 

una vez iniciado el •ovi•i ento de cierre, e s te no se deteni.a si se 

su•ini straba nueva•ent e agua a la planta. Stal felt sospech o que una 

"respues ta a etabólica" estaba involucrad a en iniciar el cierre y e n 

prevenir la apertura cuando se su•inistraba nueva• ente el ag ua¡ el 

lla•o a este •ec anis•o " El si steaa Hidroactivo" pero no tu• sino 

hast• 1968 cuando Li ttle and Eidt descubr i eron que la aplicación de 

ABA a plant•s le~os•s reducía la transpiración. Mi ttelheuser y 

Steven i n ck en 1969 deaostraron que esta reducción en la transpiración 

era producto del cierre esto•atico inducido por la aplicación de ABA 

<autores c itados por Raschk e ,1987>. 

Est;u observaci ones eapezaron a foraar una idea de la 



part ici pación de la horaona en la regulac ión de la p•rdida del agua, 

vía la a od ulación del poro estoaático1 sin eabar go, la eMplosión de la 

h ipotesis del ABA c oao aensajero entre el aesófilo y la epiderai s •n 

un estres hidrico fue dada por la observaci ón de Wrigt h en 19&91 

Wright encontró que el e stres h í drico y la p•rdida de turge nci a en l a 

posición en la placa croaatográfica. Wright y Hiron en 19&9 reportaron 

que este coapuesto beta era el á cido abscísico y que este increaento 

estaba correlacionado con la p•rdida de agua, lo cual en respuesta 

provocaba el ci erre estoaático y con esto la recuperación de la 

turgencia en la planta. 

El aecanis•o sospechado por Stalfelt fu6 corroborado p or una 

serie de investigaciones que d eaostraron que la aplicaci ón d e ABA en 

flujo transpiratorio pr ovocaba el c i erre estoaático en unos c uant os 

ainutos, y no solo eso, sino que iapedia que se volv ieran a a brir. Por 

otro lado , la aplicación directa de la hora on• sobre l~ ep i derais 

desprendida t e nia el aisao efect o. <Addicott, 1983) . 

El descubrieiento de l papel fisiol ógico del ác i do absci sico 

durante un estres hidrico dio in ic io a una serie d e invest igaciones , 

las cuales se dirigirian a contestar las siguientes pre g untas t 

<A> ¿ CuAl es el estiaulo bioqui aico y celular que lleva a la 

acuaulaci 6n de ABA y coao se r elaciona esta a cuau lación con e l cierre 

estoaático durante el estres hídrico ?. 

<B > ¿ Donde se sintet iza ABA y co•o esta regulad& e sta sí ntesis ?. 

<C> ¿ Cu~l es el aecan i s•o aediante el c ual ABA regula la apert ura 

estoaática?. 

<O> ¿ Cuá l es la dist ri bución del ABA en la c •l u la guarda y s i eMiste 

c ua ) e~ su función?. 
10 



L• r•zón • iaport•ncia de e st o• estud ios radie• en el hecho de 

que las pl•nt•• pierden a la •taosfera de un 70~ a 90~ del agua que 

ab•orben para sus funciones generales <Trejo, 1981i Colinas, 1982>. La 

iaportanci• d• l• eficiente regulación estoaática en la v ida de un• 

plant• es cruci•l, Y• que el cierre e•toaático trae coao consecuenci• 

el evitar perder •gu• y ••ntener l• turgencia celular p•ra el 

creciaiento. 

••yor la 

eficienci• del uso del •gu• se• •lt•, de est a a anera el eficiente 

funcionaaíento estoaático es un car acter fenotípico q ue se busc• 

incorporar y transaitir en los cult iv• r •s <Blua, 1978>. Por tanto, lo• 

estudios dirigidos a ewplicar los aecanisaos por los cuales se 

•l funcionaaiento estoaático son d e vi t•l i•port•nc ia 

regula 

en el 

entendi •iento gen•r•l de la f isio logía vegeta l y su ~plicacion en la 

productividad de l as c osecha•. Por l o anter ior, del present e trabajo 

tiene co•o objetivo el "In•unolocali zar el Acido Abscí•ico en C• lu l as 

Guarda de ~ !At!A" bajo condic i on• s d e e stres hídrico, 
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ANTECEDENTES 1 

<A> ESTIMULO BIOQUJMICO. 

D••d• 101 d•1cubri•i•nto1 d• Wright y Hiron, •n 1969, •• ha 

bu1c•do cual •• la ••~al bioquí•ica y/o c•lular, qu• dis para •l 

incr•••nto d• A8A durant• un •1tr•1 hidrico. En 1974 Z•badal • ncontr6 

una r•laci6n •ntr• •l pot•ncial hidrico <Ph > y la conc•ntraci6n d•l 

ABA •n pl•nta1 d• A•bro1ia IR.• Zabadal •ncontr6 una ••dia d•l <Ph> d• 

- 10 a - 12 at•. 

potenci1 l hídrico d• -7 1 -9 b1r1 •n sorgo y ••íz, •l cu1l induc i1 •1 

incr•••nto d• ABA, pero por otro lado ob1•rvaron qu• •l ci•rr• 

•1to•Atico se daba •ucho ant• • qu• •l inicio dt l& acu•ul &ci 6n dt l 

ABA. Wright tn 1977 tncontr6 datos 1i•il1rt1 par• Triticy! ar1t iyu1. 

A~n cuando •1to1 d•to1 indicaban qu• un p•qu•~o c••bio •n tl 

pottnci a l hídrico inducia •l incrt•tnto d• ABA, no indicaban que 

co•pon•nte dtl <Ph> • r• •l rt1pon1&bl• d• ••t• &cu•ul&ción . B•&rd1•ll 

y Coh•n, tn su tr•b&jo dt 1975, •tncionaron qu• •l c&•bio d• pot•nc i a l 

hidrico en t l q ut •• da tl incrt•t nto de ABA, •• •uy ctrcano & 0 d• 

prtai6n d• turgtncia. Pitrcty y R11chk•, tn 1980, trabajando con 

frijol y algodón encontraron qut tl co•pon•ntt qut •• rtl&cionabA 

dirtcta•tntt con tl incrt••nto dt ABA •ra tl pottncial de turgtnci& ¡ 

•1 101 •ncontraron qut al &pr0Mi•ar1t l• turgtnc i & a cero , •• di1p&r b& 

tl i ncr t •ento de ABA. Pitrcty y Raschkt t ncontr&ron qut no exist t un& 

relac i ón direc t1 entr• el pottnc i &l hídrico u 01•6tico con •l 

incr • ••nto d t ABA, 1ino qut t1to1 •• daban tn rangos auy a•plio1, tal 

coao Zab&dal había d•scri to •n 1974, sin e•b1rgo •1101 •ncontr&ron un& 

rtlaci6n d irecta tntrt l& hi1tori& dt la planta y 101 valor•• del 
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pot•ncial hidrico dond• •• daba •l disparo d•l incr•••nto de ABA¡ esto 

••• qu• la planta qu• había sido estr•sada hidrica••nt• con 

ant•rioridad, iniciaba •l incr•••nto d• ABA •n pot•ncial•• hidricos 

••• bajos que aqu•lla• qu• no habían •Mp•ri••ntado un •str•s hídrico. 

E•t• valor d• <Ph> ••taba directa••nt• r•lacionado con •l pot•ncial 

os•Otico <Po> a c•ro pot•ncial d• turg•ncia, lo cual habla d• un 

an•lisis d• lo propuesto 

utilizaron discos d• hoja 

por 

d• ••pinaca tratados 

r•alizaron un 

1980. Ellos 

con 

p•n•trant•s 

pot•ncial 

r•afir•aron 

y no p•n•trant•• para distinguir •l co•pon•nt• d•l 

hidrico qu• provocaba •l incr•••nto d• ABA¡ sus r•sultados 

.los ant •• dicho¡ El pot•ncial d• turg•ncia •• •l 

co•pon•nt• r•lacionado con •l incr•••nto d• ABA. En •studio• h•chos 

con protoplastos d• c•lulas guarda, s• •ncontrO qu• son incapac•s d• 

producir ABA cuando son so••tidas a un •str•s os•Otico, la posibl• 

razón •• qu• •stas •• co•portan co•o un o••ó••tro, ya qu• no po•••n 

potencial de turg•ncia <Weiler l.i. ~, 1988). 

Por lo ant•rior, se d•duc• qu• el ••cani••o por ••dio d•l cual •• 

traduc• la di••inuciOn d•l pot•ncial d • pr••ión en un incr•••nto de 

ABA pued• •star relacionado a receptores sens ibl es de presión en la 

•••brana o a ca•bios confor•acionales en la •is•a, los cuales podrían 

inducir ••t• incr•••nto <Z••vart, 1988>. 

<B> BIOSINTESIS Y COMPARTAMELIZACION 1 

a> Biosint••is. 

En los pri••ntos trabajos para d•ducir la via d• sint••i• d•l 

ABA, Milborrow, en 1974, propuso la vía de sí ntesis a partir d•l Ácido 

MelavOnico < Figura 2 >. 
13 



CO ------------- ACIDO MELAVONICO 
2 * 

* ISOPENTENYL PIROFOSFATO 

* 
* GENARYL PIROFOSFATO 
* 
* FARNESOL ------ ----- FARNESIL PIROFOSFATO - ---------- ACIDO 
* ABBCISICO 
* 
* GERANILGENARIL 

PIROFOSFATO. 

Fig 2. Ruta de Sinte•i• del Acido Ab•ci•ico apartir del 
•elavónico, to•ado de Milborrow, 1974. 

Por ot ro lado, la estructura de ABA •ugeria ta•bi•n una •i•ilitud con 

alguno• carotenoide• <Violawantina>, por lo cual Milborrow en 1974 

cloropla•to•. Milborrow <1974> encontró que el acido ••lavónico era 

l • ••yor 

concentración de ABA • e encontr~ba en el cloropl••to de la• planta• no 

1974, Lovey11, 

•odelo otro co•pue•to con acción 
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ra•ificación d• la vía d• sínt•sis d• ABA a partir d•l •c. ••lavónico. 

Mansfi•ld y Wilson, sugiri•ron qu• •l •str••• hidrico bloqu•aba la 

sínt•sis d• g•ranilg•ranil pirofosfato y ••t• provocaba un incr•••nto 

d• farn•sol. El farn•sol •• acu•ulaba •n •l cloroplasto, provocando un 

ca•bio •n la p•r••abilidad d•l •i••o, p•r•iti•ndo 

lib•rara, ad•••• d• inducir su sínt•sis. Cuando 

•l ABA •• 

condicion•• 

r•tornaban a su nor•alidad y la p•r••abilidad d•l cloroplasto •ra 

r•stabl•cida y la sint•sis d• ABA •• d•t•nia. El •od•lo nunca tu• 

sin ••bargo 

sugirio la r•diatribución d•l ABA pr••xist•nt•, co•o pri••r paso •n •l 

ci•rr• ••to••tico durant• •l inicio d•l ••tr•• h ídrico. 

En 1983 Hartung .t1. Al. r•to•aron lo ant•• r•portado y •ncontraron 

qu• la sínt•sis d• ABA apartir d•l •cido ••lavóni co, •n •l cloroplasto 

y •n la fracción intracloropl•stica, •ra nula o no d•tactabl•, no 

•i•ndo •l caso para la fracción citopla•••tica, dond• •• •ncontraban 

valor•• si•ilar•• a los de protoplastos intactos. Stw•art .t1. ..i., •n 

1986 , y Gu•rr•ro F•l ix y Mull•t J., ta•b i•n •n 1986, r•portaron qu• 

•l incr•••nto de ABA durant• •l ••tr•• hidrico •ra inhibido por 

cicloh•xa•ina, y no por clora•f•nico l, y por otro lado por cordic•pina 

y actino•icina D, lo cual sugi•r• dir•cta••nt• qu• la sí nt •ais d• ABA 

la transcripción nuclear y que la •• 
citoplas••tica y no c loroplastica o •itocondrial. 

b> Co•parta••lización. 

El conoci•iento d• la distr ibución d•l ABA en las c•lulas y 

organos •~ de vital i •portancia •n •l •nt•ndi•i•nto d• s u •odo d• 
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conjugaciOn, co•parta••lizaciOn, transport• y/o d•gradaciOn 

<H•th•rgton y Quantro, 1991>. 

El ácido abscísico •s un ácido d•bil con pK d• 4.7 <Z • •vart, 

1988>. W•rn•r V Hartung, •n 1981, y Hartung, •n 1983, r•portaron qu• 

y por tanto d•l •stado ionico d• la hor•ona1 cuando la •ol•cula •• 

•ncontraba •n su for•a protonada CABAH> a pH ácidos, •sta p•r••aba 

Al., •n 1982, <autor citado por Hartung ..t. Al.. 1982> utilizando los 

obtuvo los grados d• disociaciOn d• la •ol•cula y por •nd• su 

distribuciOn <tabla 1> a 

LUZ OBSCURIDAD 

APOPLASTO 4.4~ 8.~ 

CLOROPLASTO .••••.•••• 68.4~ 

CITOPLASMA 17.2~ 32.4~ 

VACUOLA 10.0~ 18.7~ 

Tabla 1.- Distribución intrac•lular d• ABA <•n ~ total d• ABA •n 
c•lulas d•l •••ófilo>. To•ado d• Hartung ..t. Al. 
1982. 

El • odelo de Cowan ..t_ Al. s• ap•gaba •ucho a lo •ncontrado 
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•ayor cantidad d• ABA en 111 pl1nt11 no •1tre11d11 s• •ncontraba •n •l 

cloroplasto. Sotta 11. Al.. en 1985, utilizando in•unocitoqui•ica 

•ncotraron •n Cbenppodiu• pplys prr•un qu• la ••yor cantidad se 

localizaba •n •l cloroplasto y •n ••nor cantidad en el citoplas•a. En 

11t1r r1l1cionad1 con 11 pH qu• 11te co•p1rti•1nto ti1n1n nor•al•1nt1. 

La pre11ncia d1 ABA 1n la vacuola 11 ha r1port1do, piro rn for•• 

conjugada con glucosa ( Z11v11art, 1988>. 

El B1t1-D-glucopirano1il 1bsci1ico <ABA-GE> •• una conjugación de 

ABA con glucosa, la cual 11 ha r1port1do 11r una •1n1ra d1 d111ctivar 

y/o tl••c•n•r 11 hor•ona <IBID>. Bray y Z11v11rt, 1n 198S, 1ncontr1ron 

qu1 1n Xanthiu• y ~ •l 91~ y 80~, rrsp1ctiv1•ent1, d• ABA-GE 1• 

•ncontraba 1n 11 vacuola d• 111 c•lul11 d1l ••sófilo. Bray y Z1•v11rt 

1tribuy1n •sta distribución a qu• rl pH de 11 vacuola <S.S> •• 11 

ópti•o para 11 función dr 11 gluco1iltr1n1fer111, por . lo qu• concluy1n 

qu• probabl•••nt• ••t• s•a 11 lugar d1 11 sint11i1 del conjugado. 

A niv1l de órgano •• ha pr•stado •ucho int1r1s en 11 •pid•r•is , 

ya que 1n ella •• 1ncu•ntran las c•lula1 guarda, 111 cuales son •l 

blanco d1l •cido 1bscí1ico. En los pri•rro1 trabaj os se r•portó qu• la 

1pid1r • is d11pr1ndid1 d• hojas 11tr•sadas 1cu•ul1b1 ABA, pero que •n 

1n11yos invitro, no lo hacia por 1 i •i••a <Lovey, 1977>. Por otro lado, 

•• r1portO que la hor•ona •• acu•ulaba •n •l co•pl1jo 11to••tico 

cuando la ••ta 1r1 iny1ct1da •n 11 fl ujo transpiratorio o 1i la 

1pider •i 1 se incubaba en ••dios cont•ni•ndo 11 hor•ona <Wey1r y 

Hill•an, 1979>¡ por lo ant•rior ••concluyó qui 11 1pid1r•i1 y 111 

y qu• •as b i1n 
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dur•nte un •tres• hidrico est• se tr•ntlocaba desde el •e•ófilo a la 

epider•i• <Milborrow, 19741 W•lton, 1980>. Las c•lulas gu•rda •adur•s 

no pose•n pla1•od•1•01 funcional••• a s{ que la ruta que •l ABA debe 

••guir para llegar a las c•lula• guarda et apopl•stica o a trav•• d•l 

flujo tr•nspiratorio <Will•er, 1983>. Sin e•bargo, reporte• r•ci•nte• 

han d••ostrado que las c•lulat guard• son capac•• de •int•tizar y 

catabolizar ABA <Sing 11. Al_, 1979¡ Cornith y Zeevaart, 19861 Ze•vaart, 

1988>. 

El contenido de ABA en las c•lulat guarda ha sido •edido por 

v•rios autor•• • Weyer y Hill•an, en 1979, encontraron qu• al inyectar 

ABA radio•ctivo en el flujo trantpiratorio <300n•ole1 a ~ µ•oles> 

de la hor•ona se acu•ulaba •n el co•pl•jo e1to•6tico en una 

concentración d• 2. ~ a 69~ atto•ol••• r•portando que 12.6 a 4~.6 

atto•ole1 eran sufici•ntes para inducir el cierre de una c•lula 

e1to•6tica. W•il•r 11. &L en 1982, •ncontraron que la concentración d• 

ABA en al epider•i• era d• 14 p•ole1/c• cuadrado d• epider•i• y para 

las c•lula1 guard• era de 26 . 1 p•ol/•g de proteina. Weiler 11. 1.1. 

reportaron ta•bi•n que el incre•ento de ABA dur ant• un ••tres hídrico 

•• daba ••• r•pido •n l• •pider•i• que •n el •••ófilo. Por otro lado, 

estos •utores d••o•traron que cu•ndo la hoja p•rdia 10~ d• su pe$O 

fresco 101 ••to••• se c•rraban en un 30~, pero ABA •• incre•entaba 

"aisladas" de •p i der•i• de hojas, las cual•• se habi•n ••tr••ado 

dejandolas p•rder el 12~ d• su peso fre•co, el cont•nido de ABA •• 

incr••entaba de 0.009 + /- 0.003 ng/•g d• P••o seco• 0 . 16 ngl•g d• 
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autorts concluyeron qut 1ste incrt•ent o podria no 11r dt rtltvAncia 

dur•nte el 1stre1 hidri co y que ••• bitn tl r•pido cierrt estoa~tico 

podri• estar dado por un• rtdi1tribuciOn dt ABA prttxistente. Behl y 

H•rtung, tn 1986, tx••inaron el aoviaiento y co•p•rtaaeliz•ciOn del 

ABA en c•lul•s gu•rd• º•i•l•d••º de V•ltri•n• locu1• encontr•ndo qut • 

pH n•tur•l dt 5.8 <11gun lo •edi do por Pf•nz and Dietz, 1985 cit•do 

por Bthly H•rtung, 1986> l• conctntr•ciOn dt ABA tn tl citopl•••• er• 

dt 0.45 f •ol/c•t. y p•ra l• v•cuola de 1.81 faollc•l., pero 

con1id1rando el volu•tn dt l• c•lul• <3500µ• cubico1> y tl voluatn qut 

ocup• l• v•cuol• <90~ dtl voluatn ctlul•r> y tl dtl citoplas•• <10~ 

vol./cel.>, l•• conc1ntr•cion11 tncontr•d•• tran dt 1.28•M p•r• tl 

citopl•s•a y 570µM p•r• l• v•cuol•. El incrtatnto dtl pH tn tl aedio 

1xt1rno <8.0> rtduci• tl contenido dt ABA tn tl citopl•••• y l• 

di1•inuciOn dtl pH <5.0> l• •u•tntaba, aientra1 que tl contenido dt 

ABA v•cuolar ptr•antcia sin c••bio • Cuando 11 aidio tl tftcto dtl 

11tr11 01•0tico en tl •tdio, ABA di••inui• confor•• 11 •u•tntaba la 

presión 01aOtic• dtl atdio. A un• presión dt 0.14 MPa tl contenido dt 

ABA tn tl citopla••• tr• dt 1.31•M• • pr11ión dt 0.26 MPa tl contenido 

tr• dt 260 µM y • pr11ión dt 0.796 MPa tl contenido er• dt 280 µM. 

Cabt •tncionar qut tl potencial 01aOtico dt l• tpidtr • i• no 11tr11•d• 

tr• dt 0,796 MPa. El contenido v•cuolar no 11 aodifico por tl caabio 

de potencial tn el ••dio. Lo ••• rtltv•ntt dtl trabajo dt Bthl y 

Hartung <1986> r11idt en lo 1iguient11 

<a> El contenido intr•ctlular de ABA tn las c•l u la 

11tresadas 11 sorpre1ivaatnt1 alto <1.28• M>. 

<b> La coapartaatlizaciOn dt ABA tn las CG 11 aftct•da por caabio1 tn 



<c> El cont•nido vacuolar d• ABA durant• •l ••tr•• o••ótico •• 

•anti•n• con1tant•, d• tal •an•ra qu• las c•lula• guarda lib•ran ABA a 

su ••dio •Mt•rno <apoplasto>. 

(d) El flujo d• ABA al apopla•to •• co•pl•ta •n un t i ••po d• 10 a 20 

•inutos. 

<•> Bajo condicion•• d• ••tr•• •od•rado <por un corto ti••po > pu•d• 

•sp•ras• una conc•ntración aproMi•ada d• l•M d• ABA •n •l apopla•to, 

asu•i•ndo qu• ••t• no •s •as d•l 10~ d•l volu••n total d• la c•lula. 

<f> La lib•ración d• ABA, a pr•sion•s o••ótica• ••• bajas qu• la 

c•lular••, no •st i •ulan la •int•sis d• ABA. 

<g> El incr•••nto d• ABA •n •l apoplasto, y la v•locidad con qu• •st• 

•• da, pu•d•n ••r d• i•portancia •n la inducción d•l ci•rr• ••to•atico 

incial durant• un •str•• hidrico y quizas i nd•p•ndi•nt• d•l aport• d•l 

•••ófilo. 

Lahr y Ra•chk•, •n 1988, •ncontraron valor•• d• •cido ab•cisico 

•n c•lulas guarda d• ha•ta 108 v•c•• ••• qu• para la• d•l •••ófilo. 

La• conc•ntracion••• basadas •n •l volu••n c•lular, i ban .d••d• 36 a 

228 µM para los protoplas to, d• CB, y d• 2 . 7 a 3.3 µM •n protopla•to• 

d•l •••ófilo. Sin ••bargo, •n la• c•lulas ••tr•sadas os•ótica••nt• no 

•ncontraron ningun incr•••nto d• ABA, concluy•ndo qu• tal v•z ••• 

n•c•saria la pr•s•nci a d• la par•d c•lular para la transducción d• lo• 

ca•bios d• pr •s i ón o v ol u••n •n la s•~al qu• dispara la s {nt••i• d• 

ABA. Harr is, M. 1.1. 1.1., •n 1988, utilizando una t•cnica d• dis•cción d • 

CG •icro1ucción y cuant i ficac ión por ELISA-a•plificado, •ncontraron 

qu• los valor•• d• las c•lulas gua rda y las d•l ••sóf i lo •ran 

si• ilare• (0.2ng / •g d• p••o ••co pa ra CM y d• 0. 15ng/•g P••o ••copara 

CG >. 
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si•ilares para a•bos tipos celulares <7 a 13 µM, sin considerar el 

co•parti•ento celular>. Briinck•ann, E. 1.1. A.l., en 1990, hicieron un 

•icrosucciOn y 

cuantificación por ELIBA-a•plificado, directa••nt• en c•lulas guarda 

de hojas de Co•••lint co••unis y Trtd i 1c1nti1 virginiana. Los 

resultados •uestran una concentración d• 6 .5 •M de ABA en las c•lulas 

Por otro lado, 

Brinck•ann 1.1. A.l. no encontraron diferencias en el contenido de ABA de 

Harris y Outl aw, 

utilizando tecnicas de disección y •icrosucciOn y cuantificación con 

ELISA-a•plificada, encontraron que la cantidad de ABA en hojas 

estresadas durante 15 •inutos <periodo en que se perdía 90~ del peso 

fresco> , 1• incre•entaba 9 veces en la s c•lulas guarda, pero en las 

c•lulas de la la•ina foliar 1• •antenian sin ca•bio alguno. A la• do1 

horas el valor para las c•lulas del ••16filo era de 15 µ•oles /kg de 

peso seco y para las c•lulas guarda de 13 µ•oles/kg de peto seco, 

teniendo a•bas un incr••ento aprowi•ado de 6 µ•ol de ABA/ kg de peso 

seco/hr. 

El alto contenido d• ABA en el cloropla1to <Loveys,1977 

1.1. !..l. 1985) 

Briinck•an 

y 

1.1. 

en la vacuola y c it oplas•a <Beh l y 

A.l.1 1990> 1ugiere la posibilidad 

Hartung, 

de que 

Sotta 

1986 

estos 

co•parti•entos secuestren ABA f i siolOgica•ente activo en tie•pos 

cuando el efecto de est e no sea necesario, pud i endo ser redestribuido 

est o 

co• o una pri•era linea de defensa durante un estres hídrico <Slovik y 

Hartung, 1992). 
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<C> MECANISMOS DE ACCION DE ABA. 

La •odulación del poro ••to••tico, co•o v• •• había ••ncionado 

depende de la turgencia de l•• c•lul•• guarda. La regulación de la 

turgencia ••ta dada principal••nt• por •ovi•i•ntoa de ion•• potaaio, 

••lato <Z•iger, 1983>. La apertura ••to••tica •• •l r••ultado d• la 

acu•ulación de cloruro de potaaio v ••lato d• potaaio dentro de la 

vacuola d• l•• c•lul•• guarda. El cierre ocurre cuando la• ••l•• d• 

potaaio ••l•n de la vacuola v aon liberad•• d• las c•lul•• guarda o 

aon ••taboliz•d••• co•o en •l caao del ••lato <figura 3>. Durante la 

•P•rtura v •l cierre, el •ovi•i•nto de ion•• • travta del pl•••al••• v 

tonoplaato ••tan acoplado• • loa proc••o• ••t•ból i coa en •l 

citopla•••• cloroplaato v •itocondria, lo• cual•• aupl•••ntan la 

•n•rgía v r••u• v•n o pro porcionan el ••lato <Raachk• , 1987) . 

Durante un ••tr•• h i dr ico la p•rdida d• agua por tranapi rac i ón •• 

reducida por ABA, la cual pro•u• v• •l cierre ••to•atico • i nhibe au 

apertura . El ••cania•o b••ico de eata r•apue ata de ABA involucra 

alteracion•• de la turgencia celular, lo que provoca la ••lida de 

var ios cation• • v aniones, dent ro de lo• cual•• lo• ••• i •portant•• 

aon1 Potas i o, Clor o v ••lato <Ze i ger, 1983>. El pri••r paa o de • •tas 

reaccion•• • n cadena, la cual fi nal••nt• conlleva a la •adulac i ón de l 

plas••t ica¡ •• t a int•racción podría dar•• a trav•s d• receptores 

prot•icos o l ipidicos del pl•••al••• <Hetherington v Quantro, 1991>. 

La conc epción d• un receptor en la cara •Mterna de la •••brana 

pl a s•at i ca prov i ene d• los trabajo• de Hartung, 1983 y Hornberg y 

W•il er, 1984. 
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Hartung, en 1983, utilizando los antecedentes d1 Kaiser v Hartung 

<1981>, donde s1 d1•o•traba qui ABA solo era p1r•eable • la c•lula 

provocado por 

ABA, v 11 pH, por lo tanto esto indicaba qui para la• c•lula• guarda 

"aisladas" d1 Val1rianella locusta no era nec1sario que la hor•ona 

fu1ra transportada dentro de la c•lula guarda para que •• llevará 

• cabo la respuesta. Hartung <1983> concluyó que el sitio de a cción de 

ABA •• encontraba en la cara eKterna de l• • e •brana plasaática o al 

•enos una parte de la •••bren• accesible desde afuera. Hornb1rg y 

W1il1r, en 1984, trabajando con protopla•t o s de c•lulas guarda de 

~ ~ encontraron, por estudio• de •arcado por fotoafini dad, que 

el acopla•iento del ácido abscisico • l• •••brana plas•ática era 

consid1rabl1•1nt1 ••s especifico para 11 1nantio•ero fisiológica•1nt1 

a c tivo <ABA+). Por otro lado, observaron que cuando se trataban los 

1li•inaban co•pl1ta•ent1 11 acopl••iento de ABA al 

indicando que los sitios de acopla• i ent o eran prote ínas , 

pl•s••l•••· 

las cuales 

estaban localizadas en el plas••l••• de las c•lulas guarda, con el 

area receptora hac i a el espacio apo plást ico v en una proporc i ón 

Hornb1rg V 

Weiler (1984> aislaron estas prote inas de union en geles con SOS, tres 

de las cuales tenian un peso de 20. 2, 19.3 v 14,3 kd, las que unian 

espec i fica•ent~ a la •ol•cula de ácido abscisico en relación con 

an~logos de la •i•••· El patron elec trofor•tico se encontró ta•bi•n en 

las c•lulas del ••sófi l o, pero eKpresado en •ucho •enor cantidad. 

La un i on del Ácido Abscísico con su receptor en el plas•ale•a 

24 



causa •l ci•rr• d•l poro •n •inuto1. ABA ••ti•ula l• salida d• 101 

01•ólito1 d••d• la v•cuola, • trav•s d•l tonoplasto, citoplas•a y •l 

d•t•r•inado qu• ABA bloqu•a la salida d• proton•• d• la c•lula, 

inhibi•ndo las ATPa1•1 bo•b••dora1 d• proton•• en el pl•••alt•a. Sin 

••bargo, la tMplic•ción 1i•pl• d• qu• ABA causa tl ci•rr• ••to•~tico, 

solo por l• inhibición d•l cotransport• d• proton•• - iones potasio no 

•• 1ufici•nt•, ya que ABA dtb• provoc•r la salida d• 101 01•ólito1 dt 

la v•cuol• y tr•n1port•rlo1 fu•ra dt la c•lula, dt 11t1 •odo, dtbt 

•Mistir un ••nsaj•ro •ntrt lo eMt•rno <union dt ABA con su receptor> y 

lo int•rno <flujo d• ion••> <R••chk•,1987>. ABA podri• ••r por sí 

•n 1983, 

d••ostró qu• la •ntrada d• ABA a la c•lula no •r• f•ctor n•c•sario 

para qu• •• diera •l cierre •sto•ático. El ca•bio d• pH, provocado por 

l• inhibición d• la bo•b• d• protones, podriá ••r un bu•n candid•to 

para •Mplic•r la con•Mión entr• ABA y la salida d• 101 iones, ya qu• 

•s f•cil not•r qu• un ca•bio d• pH pu•de •odificar las propiedad•• d•l 

pl•••ale•a y el tonopl•sto 1i•ultanea••nte, garantizando el flujo 

1incroniz•do d• las sal•• • trav•s de a•ba1 •e•branas. Por otro lado, 

una dis•inución d•l pH •n el citoplas•• •ov•riá •l •quilibrio d• l• 

reacción 

que tl •alato ••a descarboMilado por la enzí•a •álica y •• for•e 

al•idón. 

Los •studio1 realizados con epidtr•i• d•sprendida y protopl•stos 

d• c•lulas guarda, utiliz•ndo quelant•• d• c•lcio, y ••í co•o los 

cla•pling" , pero ta•bi•n propon•n qu• 
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se involucr• otro •ena•jero 1 el c•lcio <figura 4>. 

<1> ABA •ctu• direct••ente sobre el c•n•l de pot•aio inhibiendo l• 

2 

report•do por Hornberg y Weiler, en 1984, •• •ucho ••yor 

que el report•do p•ra lo• c•n•le• de pot•sio 

<R•schke,1987>. 

<2> ABA actu• indirect•••nte sobre los c•n•le• de pot••io • tr•v•• de 

un segundo •en••j•ro, que podri• ser el Calcio • M•cAnish .i_ A.l.. y 

Schroeder y Hagiw•r•, en 1990, <•utor•• citados por Hetherington y 

1991>, encontr•ron que l• adición de ABA caua•b• un 

incre•ento in•edi•to del c•lcio citopl•••ático, • tr•v••• •l p•recer, 

de l• •pertur• de un can•l iónico no ••lectivo p•r• c•lcio, 

t••bi•n por la liberación de c•lcio de co•p•rti•entos aubcelul•r••4 l• 

inhibición del cierre esto•ático por antagoni•t•• del calcio y 

quelante• solo c•u••ron un cierre p•rci•l <Figura 4> 19884 

Hetherington y Du•ntro, 1991> . 

hidrico, 

nivel de degradación. Esto ••• dur•nte un estr•• hidrico •e e•ti•ula 

l• sinteai• de ABA y se alcanzan nivel•• de h••ta 40 veces l• 

concentrac ión de la• hojas turgentes¡ por t•nto, bajo un estrea,lo• 

nivel•• de ABA son controlados por la degrad•ción de la •i••a. ABA •• 

<PA>, ácido 

dihidr o wífas•tico <DPA> y por l• conjugación d• ABA • un• gluco•• 

<ASA-GE> <figura 15) <Zeev•art, 1988). 
2& 
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ABA a PA y OPA, dando co•o r•sultado un incre••nto de PA y una 

dis•inución d• ABA <Zeevaart, 1983). Esto ulti•o, podría p•nsars• 

es contraproducente •n la fisiología esto•~tica, 

c•lulas guarda <Grantz 11. 11.,1985). Para !l.Uú...!. .f.A.ta. los niv•l•s de ABA 

despu•s de un estres hídrico, son restablecidos a su concentración 

y su principal 

catabolíto es PA y conjugados de este con glucosa. 

la síntesis de ABA es provocada por el estres 

hidrico, este a su vez, al unirse con su receptor inhibe la salida d• 

protones y provoca la eMpulsión de potasio desde la vacuola hasta el 

apoplasto, a trav•s de un ••canis•o qu• tal vez involucra ca•bios de 

pH y diferencias de la concentración de calcio intracelular. Cuando se 

endógenos de la hor•ona. 

<D> EL PAPEL DEL ACIDO ABSCISICO EN LA REGULACION HJDRICA. 

Las plantas estan constante•ente confrontadas con el probleao de 

•antener un aabiente acuoso en sus hojas ewpuestas a la influenc i a de 

una at•ósfera desecante. Cuando la cantidad d e agua perdida por 

trans p irac ión •Mcede a la cant idad de agua toaada por las raíces, un 
25 
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hidrico en la planta, depende del grado de perdida de agua, por 

ejeaplo: peque~as reducciones en la turgencia celular, dis•inuyen la 

división celular y por ende, la expansión de la hoja, reduciendo el 

area foliar fotosint•tica, lo cual repercute de .aanera directa en la 

productividad <Davies y Mans field, 1983>. Reducciones •A s drasti c as en 

la turgenc ia celular, dis•inuyen la tasa fotosint•tica y respiratoria, 

ad•••• de la síntesis de proteínas <Bradfor y Hsiao, 1982; Chavez, 

1991>. Si el estres hidrico continua, la tasa foto sint•tica puede ser 

aun •ás reducida por la aceleración de una senescencia y abs cisión 

foliar preaatura <Davies y Mansfield, 1983>. 

Los procesos que per•iten a la planta •antener un control hidrico 

foliar, o que al ••nos conducen a que el estableciaiento del e stres 

hidrico sea gradual, tienen un efecto di recto en el desarr o llo de la 

planta, y por ende, en su productividad. Existen evidenc i a s de q ue en 

condiciones de estres hídrico •oderado, el aanteni•iento de la 

t r anspirac ión 

abscis ico estan involucrados. La "pri••ra" linea de defensa per•i t e 

que las c •lulas guarda detecten ca•bios en la ataósfera vxterna, los 

que podrían cons i derarse c o•o el inicio de un estres hidr ico <por 

ejemplo una caida en ~ de hu•edad del aire> . Es deci r, cuando coaienza 

un estres hidrico, los potenciales de la planta no estan relacionados 

con los de la epider•is, ni ta•poco con la conductacia estoa&tica o 
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los niv•l•• d• ABA, por lo qu• •l control diná•ico d• la p•rdida d• 

agua ••t• dado por la variación d• la ap•rtura esto•ática, dado a su 

v•z por la capacidad propia d• la c•lula guarda co•o s•nsor ••dio 

a•bi•ntal, •vitando •n un principio la caida d•l pot•ncial hídrico •n 

•l ••sófi lo <Davi•• y Mansfi•ld, 19831 Wi l l•er, 1988>. Cu.ando el 

control•r la p•rdida d• agua, aunado a qu• la cantidad d• agua •n •l 

su•lo •• hace cada v•z ••nos acc•sibl• a la to•a por las raíces. Al 

dis•inuir aQn •ás •l pot•ncial hídrico, se dispara la "segunda" linea 

d• d•f•nsa, la qu• involucra la r•d•stribución d•l ácido abscísico 

al•ac•nado <Slovik 11. Al..1992> y la sínt•sis d•l •is•o, lo cual 

induc•1 <l> El ci•rr• •sto•ático, r•duci•ndo la p•rdida d• agua por 

transpiraciónt <2> La inhibición d•l cr•ci•iento •n las part•s •ás 

j oven•• d• la planta, •ant•niendo la turg•ncia celular <Zeevaart, 

1988>1 <3> El •stabl•ci•i•nto d• un gradiente de pot•ncial hídrico en 

la planta, a travts de la inhibición de la translocación d• 

fotosint•tátos, (aunado con la producción d• algunos co•pu•stos 

os•or•gulador•s> <Rhod•s, 1987>. (4) El incr•••nto •n la to•a d• agua 

por las raic•s, • tr•v•s d•l au••nto d• l• conductividad hidráulic• •n 

l•s •i s•as <Z•evaart, 1988>. 

<E> EXPRESION GENETICA EN RESPUESTA A ESTRES. 

Co•o ya se •encionó, los nivel•s d• ABA se incrw•entan •n los 

tejidos cuando son sujetos a ••tres hídrico, os•ótico, salino o por 

frío. los 

cuales ta•bi•n pueden s•r inducidos en t•jidos no estr•sados por la 

aplicación d• ABA exógena•ente. Algunos de estos gen•s son específicos 
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para •l t•jido o •l ••tado f•nológico, p•ro la ••yoria al par•c•r 

••tan involucrados a la r•spu•sta os•ótica. Los g•n•• qu• respond•n a 

un •str•s •• han clasificado co•o ll.l.D..l..I.. ~· Un •J••plo de esto son 

los g•n•• abundant•• d• la ••briog•n•sis tardía o g•n•• "l•a", los 

cual•• i•pid•n la g•r•inación pr•coz •n •••illas. La •Mpr•s i ón d• 

••tos g•n•• concid• con los niv•l•• •ndóg•nos de ABA inducidos por el 

d•••c••i•nto de la •••illa. La •i••• respuesta •• da cuando •• aplica 

•Mógena•ent• ABA •n la se•illa. En plantas so••tidas a un ••tres 

hídrico o salino, •uchos de ••tos g•n•• "rab• son •Mpresados, dando 

orig•n a la sint•sis d• proteínas, d• las cual•• aun no se conoc• su 

función, 

planta a la condición ••bi•ntal <Skirver y Mundy, 1990> . 

En contrast• con los •odelos •ol•culares d• la acción de las 

hor•onas •n ani•ales, do~de se conocen los rec•ptores, los factores 

que regulan la transcripción y la activac ión por s•gundos ••n••j•ros, 

•l •odelo de la acción de ABA esta aun inco•pl•to, ya qu• •• 

d•sconoc•n las caract•risticas de sus rec•ptores <Hornberg y W•il•r, 

1984>1 por otro lado, la acción del calcio co•o un s•gundo ••nsaj•ro, 

aón no •• ha d•finido co•pleta•ent• <H•therington y Quantro, 1991>. D• 

•sta •anera, 

••tos factor•• regulan la •Mpr•sión g•n•tica inducida por ABA, durant• 

un estres <Skirver y Mundy, 1990). 

<F> METODOS DE CUANTIFICACION DE ABA. 

Los han 

evo l uc ionado con •l desarrollo d• la t•cnologia instru••ntal. En sus 

inicios ABA fue d•tectado en cro•atografía d• capa fina y cuantificado 
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por bio•nsayos, tal v•z •l ••• usado •r• •l d• la inhibición d•l 

cr•ci•i•nto o curvatura d• hipocotilos d• av•n• <Z••vaart, 1984). Sin 

••bargo, •s~os •n•ayos ll•vaban •n si •is•os •rror•s tal•s co•o •l d• 

la translocación y d•gradación d• la hor•ona •n •l t•jido •is•o, 

ad•••• d• la variabilidad d• lo• t•jido• • la acción d• la hor•ona. 

Con la introducción d•l uso d• la cro•atografia d• g••••• la 

••p•ctrofoto••tria d• ••••• y la cro•atografia liquida d• alta 

r••olución, s• dio un avene• •n la cuantificación d• ABA •n •wtractos 

d• distinto orig•n . Sin ••bargo, •l probl••• d• •sta t•cnicas <•d•••• 

d•l •l•vado costo d•l •quipo y d• la n•c••idad d• un conoci•i•nto 

t•cnico d•l •i••o>, •• qu• para toda d•t•r•inación d• la hor•ona, 

••tan involucrado• una ••ri• d• pasos, co•o son }a •wtracción d• la 

hor•ona d•l t•Jido, •l lavado d•l •wtracto para •li•inar conta•inant•• 

qu• int•rfi•r•n con la cuantificación y por Olti•o, l~ cuantificación, 

lo cual i•plica grand•• cantidad•• d• tejido y •ucho ti••po d• 

•wtracción. 

En adición a lo• ••todos d• bio•n•ayo y fisicoqui•icos, un t•rc•r 

••todo para la d•t•cción y cuantificación d• la hor•ona ha sido 

desarrollado •n los ulti•o• 10 a~o•, la t•cnica in•unológica. Esta 

ad•••• d• ••r r•l•tiv•••nt• ••ncilla una v•z ••tandarizada, 

no r•qui•r• d• •quipos costosos, ni d• •wp•ri•ncia t•cnica1 por otro 

lado, •sta t•cnica co•bina ••nsibilidad y ••p•cificidad •n un grado 

qu• ningún otro ••todo ti•n•. La t•cnica in•unológica •• r•pida y gran 

cantidad de •u•stras sin purificar pu•d•n ••r proc•sadas •n un día. 

Co•o las d••••, pr•••nta probl•••s d• interfer•ncia con co•pu•stos 

r•lacionado• con la hor•ona <v•r figura 15>, sin ••bargo, •l an•lisis 

•• •ucho ••s s•ncillo qu• •n las otras ••todologia• <W•il•r, 19821 

Wei ler, 19841 Hank•, 1984). 
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Se han hecho co•paracione1 entre la1 tfcnica1 fi1icoquí•ica1 y 

las in•unológica1 y •• ha encontrado que ••b•1 dan la •i••• re1pue1ta, 

fi1icoquí•ica1 <580 attogra•os • 4 fe•togra•o1, 

<Rho1her, 1985). 

Exi1ten •uy poco1 e1tudio1 dirigido• a la localización celul•r de 

<198E» 

•enciona que uno de lo• proble•a• en la detección de •ntígeno1 en 

pl•ntaa, •• la inc•pacidad de lo• •nticuerpos en penetrar l• p•red 

celul•r, •in e•bargo, ••to •• puede evitar u1•ndo •ftodos par• 

eli•inar l• p•red o por corte1 histológico•. Para el caso ••pecífico 

de ABA, Sotta !!. &L en 198~, encontraron en Cbenopodiy• polv1per• que 

durante un e1tre1 hidrico, la hor•on• 1e acu•ula en la1 partes ••• 

Jovenes y en la1 hoj•1, localizando•• en el citopl•••a, en l• •••bran• 

de l• envoltura del cloropla1to y ligera•ente en l• •••br•n• nucle•r, 

y Áu1ente dentro de n6cleo y v•cuola. En 1986 Curvetto !!. &l. 

report•ron que ABA •• acu•ulaba en la1 cflul•• epider•ic••• incluyendo 

la1 cflula• guard•, pero 1in indicar cl•ra•ente 1u po1ición celul•r. 

Bertrand !!. Al. <1991>, trabajando con raíz de to••t• ••tre1•do 

encontraron que ABA se acu•ul•b• en P•r•d celular, 

•popl•1to, pl••••l••• y citopl••••· 

El probl••• de la penetración de 101 •nticuerpo1 • tr•vf1 de l• 

pared celular de 1•1 cflula1 guard• ha 1ido re1uelto u1•ndo 1onicación 

<Curvetto !!. Al., 1986>, y enzi••• degr•dantes de l• pared <Celul•••> 

<Madhavan !!. &L 1982¡ Ze•el !!. Al., 1983>, dando buenos re1ult•dos 

p•r• el caso de l• localización de la Ribulo•• 1-~ bifo1fato 

carboxil•sa/oxigen1as y el co•plejo foto1intetico 11 en ~ ~ 

< I b id>. 
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Walton, •n 1980, ••nciona qu• el conoci•i•nto d• la localización 

cel ular d• la• hor•ona• •• uno d• lo• pasos para •ntender • l 

funciona•i•nto d• la• •i••a•. Una h•rra• i •nta útil para r•alizar •sto, 

•• •l uso d• anticu•rpos ••p•cifico• contra la• hor•ona• v•getales. ~l 

•u participación •n la fi•iológia total d• la planta 

Kousug•, 1984¡ Hank•, 1984), 
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OBJET 1 vn 1;ENE RAL : 

INMUNOL:Jt:llLIZAR EL AC lDO ABS C !SICO EN CELULAS GUARDA DE Vicia faba. 

Al En condi c i one ~ de tu~genc i a cel ul ar. 

!' l .. r co:id 1c1ones d e estres hidr1co . 

OBJE TIVOS ESPEC IFICOS : 

Al Reali 4ar el a copl amiento del hapténo <ABA> al acarreador <HSA> . 

BI Obte ri er un anticuerpo pol1 clona l en coneJo, contra la mezcla 
rac ém1c a de ABA . 

C > Estandarizar la técnica para la d e tecció n ce l ular de ABA en 
cé l ulas guarda de Vi cia faba . 
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METODOLOGIA.-

l. - PAEPARACICIN DE UN COiUUBADO DE ALBllUNA SERICA DE KJMANO-ACIOO 
Y ABSCISICO CHBA-ABA>. 

A> ACOPLAMIENTO <HSA-ABA> 

El acopla•i•nto d• la horaona con la prot• í na acarr•adora •• 

r•alizó ••g~n lo r•portado por Fuchs y Mayak, •n 1979, Walton •n 1979 

la aol•cula d• ABA <figura 1>. La ••todologia d•••rrollada fu• la 

solución 112 d• di••til foraaaida / agua d••t i lada y •• aantuvo a la 

o•curidad. 

2a. - Por otro lado, •• di•olv i •ron S00ag d• HSA •n 4al d• agua 

d••tilada y •• aJu•tó •l pH d• la •olución • 8.S con una •olución d• 

NAOH O. 1 N. 

3a.- La •oluci6n pr•parada d• HSA, •• enfrió, y •• l• agr•gó gota a 

gota la •olución d• ABA aant•ni•ndo un pH c•rcano a 8.0 con una 

continua agr•gación d• NaOH 0.01 N y finalaent• la ••zcla •• ajustó a 

pH 8 . 0 . 

4a.- A la ••zcla ant•rlor d• ABA/HSA •• l• agr•g6 26 . 2S ag. d• 1-

•tll-3-<di••tilaainoprpil>carbodiaid• <EDMC> •n 4 porclon•• cada 30 

ainutos. 

S.- La ••zcla •• aantuvo •n agitación a la o•curidad durant• 24 horas 

• 4 grados cent í grados . 

6 . - Transcurr i do •l ti••po, la ••zcla •• dializó durant• tr•• días 

contra agua b i d••tilada <2 lts>, c on 2 caabios diario• . 
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7 . - El di•liz•do obtenido •• •l••c•nó en porcione• de .~ •l 

<4•g-prot/•l>. 

B> CARACTERIZACION DEL CONJUGADO. 

El •copl••iento obt•nido 

•lectrofóre•i• en •cril••id• 

•e verificó por .e•pectrofoto•etri• y 

ant•• de realiz•r lo• e•que••• de 

1.- ESPECTROFOTOMETRIA. 

S• utilizó co•o ba•e de verific•ción, •l ca•bio de ab•orción del 

conjugado, contr• lo• e•pectro• de ab•orción de cada co•ponente <ABA y 

HSA>. El ••todo •e re•lizó de la •iguiente ••neraa 

lb. - Se obtuvo la proteína total del conjugado por el 

Bradford 1976 y •e hizó un barrido e•pectrofoto•ftrico 

•ftodo 

de 298n• 

de 

• 
711len• con un intervalo de 4n• •n un e•pectrofotó•etro •arca Philip• 

<PU UY/Yi• 8718). 

2b. - Be realizó un barrido de HSA libre, aju•tando la prot•'n• a la 

•i••• concentración de la obt•nida para el conjugado (:5-\8ug> . 

3b.- El barrido par• ABA libre •e aju•tó a una concentración de 1 µM. 

2.- ELECTROFORESIS EN ACRILAMIDA. 

Se utilizó el ••todo reportado por Bonz6lez y Pe~aloza en 1984 

para condicione• no de•naturalizant••, y la• de L••••li, 1976 para 

condicione• de•natur•lizante•, ••b•• con el objeto de verificar la 

aov ilidad r•lativa <Fr> de la proteína acarre•dora libre con re•pecto 

•l conjug•do. La corr ida electrofor•tic• •e re•lizó p•r• aabo• ••todo• 

en gele• do •cr il••ida •l 7.~~ •egón l•• •iguiente• condicione•. 
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lb.-Preparac iOn de las •uestrasa 

Para ••bo1 casos •• utilizaron •ue1tras de la proteína 

acarreadora HSA y del conjugado ABA-HSA. Para la condición no 

desnaturalizante las •ue1tras fueron ••zcladas con sacarosa al 2M y 

azul d• brb•ofenol al 0.S~ en una proporción de 31511 re1pectiv•••nte . 

Para las condiciones desnaturalizante1 la1 •uestras •• ••zclaron con 

SOS al 10~ <lrl> y se calentaron durante 5 •inutos a ba~o •aria, para 

despu•s ser •ezcladas con sacarosa 2M y azul de bro•ofenol al 0. 5~ en 

una proporción de 31S1l respectív•••nte . 

2b. - Preparación de los tubosa 

Se prepararon 24 tubos de 9.Sc• de largo y S•• de di•••tro, a los 

cuales •• l•• •••bró 10µg de proteína para ••bos ca1011 conjugado y 

proteína acarreadora. 

3b.- Condiciones de corridas 

La corrida se llevó a cabo a 4 grados c•nt. utilizando un buffer de 

corrida de Tris-Glicina 0.1 M pH 8.3, para •l caso de las condiciones 

no de1naturalizantes y para la condición de1naturalizante se utilizó 

un buffer de Tris-Glicina 0.02SM, SOS 0.1~ a pH de 8.3. Durante la 

corrida •• ••ntuvo un voltaje 3-4 •volts por tubo. La corrida se 

detuv o a 1/2 c•. antes de que el frente de corrida llegara al final y 

•• •arcó 1u posición con un ala•bre de acero inoMidable. 

4b. - Tinción de 101 gelesr 

Los gel•• 1e ti~eron a te•peratura ••biente durante 12 horas 

utilizando una solución de azul de Co••asie <GR2S> al .1~,disuelta en 

una solución de •etanol se~ y •cido acético al 7~. 

5b.-Decoloración de lo s geles 1 
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11. - DBTENCION Y CARACTERIZACIDN DE ANTiaJERPOS COln'RA EL 
CDN.JU6ADO HSA-ABA. 

A> PROTOCOLO DE INfllUNIZACION. 

s. 

PRQTQCOLO " A " 

I""-INI ZACION DIA 

1. - o 

2.- 7 

3.- 14 

S A N G R A D O 21 

d• 

ESPECIFICACIONES 

e . S•l d• conjugedo <4•g prot .l•l> + e . S•l 
de edjuvente co•pleto de Freund. ln•uni­
zec16n •ubc:ut•n•• en 2 punto• del lo•o. 

e.s.1 d• conjugedo <4•g prot/•l> + e.s •l 
e. s.1 d• •dJuvent• inco•pleto <•c•it• •i­
n•r•l>. In•unizeci6n •ubcuten•• en 2 
puntos del lo•o. 
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PROTOCOLO " B " 

INMUN IZACION 

1. -

2.-

3.-

4.-

s.-

&.-

S A N G R A D O 

PROTOCOLO " C " 

INMUNIZACION 

1 . -

2.-

3. -

4. -

S A N G R A O O 

DIA 

0 

15 

30 

31 

32 

33 

40 

DIA 

0 

10 

20 

30 
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ESPECIFICACIONES 

0.5• 1 de Conjug• do <4•g prot/•l> + 
de adjuvante co•pleto de Freund. 
nizaci ón subc utanea en 2 puntos 
l o•o. 

0.5•1 de conjugado (4•g prot . l•l)+ 0.5•1 
•djuvante inco•pleto. In•un ización ig ual 
• l punto anterior. 

L•s •is•as que la de la segunda i n• uni­
z•ción. 

0 . 5•1 de conjug•do <4•g prot.l•l> + 0.5 
•l de sol. S•lina .85~ pH &.8. ln•uniza­
ción igua l al punto anterior. 

L•s • is•as del punto a nt erior. 

Punción cardiaca 20•1. 

ESPECI FICACIONES 

0 .Sa l de conjugado C4a g prot/al) + 0.5el 
de ad j uvante coapleto de Fre und . ln•uni­
zaci ón subcut anea en 10 sitios l ocaliza­
do s del lo•o. 

0.5•1 de conj ugad o <4•g prot/• l> + 0.5•1 
de adjuvante inco•p l e to. ln•unización 
igu•l al punto anteri or. 

La •isaa que el punt o •nter ior. Inauni za­
ción intra•uscu lar e n c ada cadera. 

Punción card iaca 20 •l . 
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B> SANGRADO Y SEPARACION DE SUERO. 

Los conejos fueron 1•ngr•do1 por punción c•rdi•c•, previ••ente 

aneste1 í•do1 con • l•l de Pentob•rbit•l co•ercial. Para •l sangrado se 

util i z •ron jeringas de 20•1 con •guj• hipod•r• ic• del •20 

heparinizadas . En cada sangrad o se obtuvo 1ol••ente 20 •l de sangre 

por conejo, lo cual per•itió •antener con vid• •l conejo. La sangre se 

depo s i tó en tubos de en1•ye y se al••cenó a 4 gr•do1 centigr•do1 

durante 1 h p•ra per•itir q ue se f or••ra el coágulo. Un• vez for•ado, 

se separó c on un •plicador de ••der• y 101 tubos se centrífug•ron • 

3000 rp•. por 15 •inuto1 p•ra separar el suero del coágulo. Los s ue ros 

se •l•acenaron en fr•scos e st6rile1 a - 20 gr•dos c entí grados h•sta su 

pos terior uso . 

C> PURIFICACION DE LAS GAMA-GLOBULINAS. 

Las ga•a-globulinas se o btuvieron por precipitación con sulfato d e 

a•onio de la siguient e •aner• 1 

le. - Se prep•ró una solución de sulfat o de a•onio s•tur ada en solución 

salín~ .85~ y s e le •justó el pH a 7 .8. 

2c.- En a gitación ligera pero constante, se l• a gregó al suero una 

c ant idad de la s olución de sulfato d e a•onio equivalente a la •itad de 

volu•en obten i d o. La solución obtenida se centrifugó a 3000r pa. por S 

•in. para las proteínas <básicaaente 

ga•aglobu linas y a lgo de a lbú• ina, Garvey 1977>. El precip i tado se 

resuspendió en s oluc ión sa lina . 85~ pH 7 . 8 hasta alcan zar el volu•en 

ori g inal d e s uero. La puri f icación de las ga•aglobul inas por est e 

• étod o se obtuvo repitiendo l• preci pitación una s egunda y tercera vez 

con su l fato d e a•onio conservando las •is•as condiciones. 

3c. - El preci pitado de l a terc era centrifugación se resuspendió en una 
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litro& de BBS a 4 grados centígrado & para li•piarla de las sales de 

a•onio , realizándose dos ca•bios diarios de l a solución dializante. 

El dializado se centrifugó a 3,000 rp•. d urante 5 •inutos y se de sechó 

toda past il la for•ada. Al sobrenadant e cont eniendo las ga•aglo buli nas 

se le • idió la cantidad de prot eínas por el •étodo de Br adford, 1976. 

y se al•acenó en viales esteriles en volú•enes d e 0.5 •l . a -20 grad os 

centígrados hasta su posterior uso. 

Dl CARACTERIZACION DEL ANTISUERO. 

1.- DOBLE DIFUSION. 

Se verificó cualitatíva•ente la especificidad del anticuerpo 

cont ra e l a ntígeno <conjugado HSA-ABA> a través de la técnica de 

doble- in • unodifusión de Ouchtrelony <Garvey, 1977>. El p r ocedi• i ento 

fue el si guientes 

ld.- Se prepararon geles de a gar osa al • 1" di sue lta en s o l uc ión 

sal ina . 85" pH 7 .8 y se vaciaron en c ajas petri de 5. 5 de 

di á •e tro . En l os ge l es sól i d os se per f oraron po z o s de 2•• de 

profund i dad y 3•• de d i a • e tro , a una distanci a d e le• e ntre s i . 

2b.- En cada po z o se s e•braron 10µ 1 de • uestras según la s i gu i ente 

dispos ici ón 1 

0.- Pozo del centro 
(.:snti suero según 
el t rata• iento >. 

1.- CONJUGADO HSA-ABA 5•gl•l 
2.- HSA 0 . 1 " 
3. - ABA 1.0 µM 
4. - ABA 10 nM 
5. - ABA 1 • 0 pM 
6.- AGUA DESTILADA 
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centigrados para per •it ir la difusi ón y los re•ultados se verificaron 

a las 24 hrs. 

4d.- La s placa• po s itiva• s e dializaron durante 24 h en c ada una de 

las siguientes soluciones& a> • o luci ón salina l~ b> soluci ó n •al ina 

soluc ión. 

2> INMUNOELECTROFORESIS EN AGAROSA. 

La especif ic idad del antisuero , a sí co•o algunas característ ica s 

del antígeno <• ovi lidad> , s e verificaron por i n•unoelectroforesis en 

a garosa <Reyes Real i ,1990 >. El ••t odo uti l izado es el siguient e s 

la.- Se preparó un gel de agarosa al 1~ disuelto en bufer d e 

Barbit uratos co•ercial <Sig•a Ch e •ical> . 

2b.- Ut i lizando un sacabocado de S•• de diá•etro y par d e nava jas a 

2•• de distancia, se real izaron una •eri e de perfor a c i ones so bre l a 

placa v s e •e• braron l o • si guient e• antígeno s , 

e sque•as 

POZOS 
1 ) 5 • g / • l conjugado 
2> HSA 0. 1~ 
3) Agua destilada 

o 

2 o 

3 o 

segun e l siguient e 

3b.- La in•unoelectrofóresis se realizó a cuatro grados centígrados y 

a un voltaje de 100 • V, utilizando co•o buffer de corrida, un buffer 
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de B•rbitur•tos coaerci•l <Sig•• Che•ical> pH 8.6 Ter•in•d• l• corrid• 

se retiró el gel de las perfor•cíones • lo l•rgo de la pl•c• v el pozo 

se llenó con el antisuero según el trata• iento v se per• itió la libre 

difusión del •is•o, poniendo l• plac• en un• cá••ra hú•eda • cuatro 

gr•dos centígr•dos dur•nte 24 hor•s. 

4b.- L•s pl•c•s positiv•s se di•lizaron dur•nte 3 dí•s para eli•inar 

el exceso de protein•s c ol oc•ndose en las siguientes soluciones1 •> 

Día 1 i sol. s•l in• 1" b ) Dí• 2, sol. sal in• • 85" c> Día 3; agu• 

destilada. Se realizaron dos c aabios de cad• solución diaríaaente . 

5b.- Los gele s dializados, t•nto los d e l• doble difusión, co•o los de 

l• in•unoelectrofóresis se depositaron en placas de vidrio 

transparente según su t • ••ño v se pusieron a sec•r en una estufa a 37 

gr•dos centígrados dur•nte 24 h . p•r• de s pu•s teñirse directa•en te. 

fueron teñidos durante 10 •inutos a te•peratur• 

a•bíente con una s o luc ión de azúl de Co•••sie GR25 Al 0. 1% en un• 

solución de Met•nol •l 50% v ác i do Ac•tico al 7 . 0%. Los geles teñidos 

fue ron decolor•dos a te•per•tura ••biente durant e 12 hor as con una 

solución de Metanol 50% v ácido Ac•tico al 10"· Los gel es teñidos se 

secaron • te•peratura a•biente . 

3> TITULO DEL ANTISUREO CONT RA EL ANTIGENO <CONJUGADO HSA-ABA> 

La deter•inación del título aíni•o de detección del •ntisuero se 

llevó a cabo ut ilizando la t•cnica de precipitación en tubo capila r 

report a da por Garve y, 1977. 

ld.- Se prepararon las siguientes diluciones del conjugado utili zand o 

solución salina al .85" pH 7.8 1 
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TUBO 

2 • • ••••• • ••••••• • •• • • • 

3 •• •••• .. . •.• •.... . • . • 

4 •• • • • • ••••••• • ••• ••• • 

s .. . ................. . 

e. • ••• ••••• •••• •••• •. •• 

7 •••••••• •• ••••• • • •••• 

8 ••••• • ••.•••••••• •.• • 

9 • • ••• • ••••••• • • • • • • •• 

DILUCION 

l 1 1 

112 

l 14 

l 18 

111& 

1132 

11&4 

11128 

l 12:5& 

2d. - Utiliz•ndo un tubo capi l•r, se llenó •ste h•st• 1/3 con antisutro 

sin d i luir <stg~n tl tr•t••iento> y se giró 180 gr•dos, por 

capilaridad •• to•ó la pri•er• dilución del conjugado llevando el 

volu•en del capil•r hast • 2 13, y se •tzcló repetida•entt por 

inversión. Esto se hizo para cad• un• de l•• diluciones. 

Jd.- Cada uno de los tubos ••depositó tn una gr•d i ll• de pl•stilin• y 

•• incub•ron • 4 grados centígrados dur•nte 24 hor as. 

4d.- Transcurrido el tie•po de incubación, los tubos c •pi l•res se 

t•paron por uno de sus eHtre•os con pl•stilin• y se centr i fug•ron 

dentro de un tubo dt ens•ye • :S00rp• . d ur•nte 10 •inutos. 

:Sd.- El prec ipitado obten ido en c•d• tubo se •idió en • i li•etros con 

un vernier y se gr•ficó c ontr• la dilución del conjug•do. 

4.- INHIBIC ION POR HAPTENO <Fuchs y May•k,1972> 

ld.- Curva de precipit•ción. 

a> Se prtp•raron en tubos de •icrocentrifuga de 0.:S•l las siguientes 

diluciones del antígeno <conjug•do HSA-ABA> en un buffer ••lino de 
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1>. 

durant• 24 horas. 

c> Transcurrido •l ti••po d • incubación, los tubos s• c•ntrifugaron a 

10,000 rp•. durant• 3 • inutos y •l pr•cipitado se r•suspendió •n PBS 

una solución d • NaOH 0.1N y s• l•yó su absorbancia a 280n• •n un 

•sp•ctrofotó•etro <Esp• ctronic 21>. Con los da tos s• construy ó la 

TUBO CONJUGADO< •g prot> ANTI SUERO PBS pH 7.4 
----------------------------------------------------------------------
A . . . . . . . . 0 . 0 ... .... .... . 100 µl 100 µl 

B . . . . . . . . 150 .... .. ...... 0.0 µl 170 µl 

. . . . . . . . 2:5.8 ............ 100 µl 194 µl 

2 . . . . . . . . 38.7 ........ .... 100 µl 191 µl 

J . . . . . . . . 51.6 ... ....... .. 100 µl 188 µl 

4 . . . . . . . . 64.:S ...... .... .. 100 µl 185 µl 

:5 . . . . . . . . 77 . 4 ............ 100 µl 182 µl 

6 . . . . . . ' . 90.3 .. .... .... .. 100 µ l 179 µl 

7 . . . . . . . . 103.2 . ... . ... . .... 100 µl 176 µl 

8 . . . . . . . . 116. 1 .. ..... ..... 100 µl 173 µl 

9 . . . . . . . . 129.0 .... ........ 100 µl 150 µl 
---------------------------------------------------------------------
CUADRO 1. CURVA DE PRECIPITACION. 
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2d.- Curva de inhibición por hapteno. 

• > En tubos de centrifuga de 0.5•1 se prepararon diluciones del 

hapteno <ABA> en PBS pH 7.4 ajustando el volu•en final a 190µ1 v 

entonces se le •dicionaron 100µ1 del antisuero seg6n el trata•iento 

<ver cuadro 2>, hecho •sto, l os tubos fueron incubados en ba~ o ••ria a 

30 grados cent. durante 15 •in. 

TUBO ANTI SUERO INHIBIDOR ABA PBS ANTI GENO (ABA-HSA) 
(7.5671 n•oles/•l> ( 5 •g prot/•l) 

----------------------------------------------------------------------
100 µl 0.0 ........ 190 µl 10 µl 

2 100 µl 0.0378 ........ 185 µl 10 µl 

3 100 µl 0.0757 ........ 180 µl 10 µ l 

4 100 µl 0. 1135 ........ 175 µl 10 µl 

5 100 µl 0.1513 .. ... ... 170 µl 10 µl 

6 100 µl 0.3027 .. ...... 150 µl 10 µ l 

7 100 µl 0.4540 ...... .. 130 µl 10 µl 

8 100 µl 0.6054 ........ 110 µ l 10 µl 

9 100 µl 0.7567 .... .... 98 µl 10 µl 

10 ... 100 µl 1.1357 . .... ... 40 µl 10 µl 
-------------------------------------------------------------------
CUADRO 2 . INHIBICION POR HAPTENO. 

b) Transcurrido el tie•po de la pri •era incubación, • cada uno de lo s 

tubo s se les agregó 10µ1 del antígeno <Conjugado 5•gprot/•l> v se 

incubaron por segunda vez a 30 grados centígrados dur ante 15 •in. 

Ter• inado el tie•po de incubación, los tubos se •l•acenaron a 4 grados 

centígrados durante 24 horas. 

e> Los tubos fueron centrifugados • 10,800 rp•. durante 3 ainutos v la 

pastilla se resuspendió en PBS pH 7.4, repitiendo est e procedi•iento 
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La pastilla de la tercera 

centrifugación se resuspendió en 1•1 de NaOH 0. lN y se leyo a 280n • . 

III.- IN«JNOCITOLOCALIZACION EN PLANTAS. 

A> MATERIAL VEGETAL. 

Las plantas de Vicit ftbt se crecieron desde se•illt en un 

invernadero eMterno del C1•pu1 de la ENEP-Iztacala durante los •eses 

de Septie•bre a Octubre de 1992, btJo un fotoperíod o natural. Las 

plantas fueron crecidts en un sustr1to co•puesto de una •ezcla de 

1grolit1 y tíerrt negrt <111) , siendo reg1d1s con agua corriente cada 

tercer dít. 

B> TRATAMIENT01 INDUCCION DE LA SINTESIS DE ABA. 

Lt inducción de 11 síntesis de tbscísico en 111 hoj1s, fue 

llevadt 1 ctbo seg~n lo report1do por Harris y Outl1w, 

••todo consistió en lo siguientes 

El 

lb.- Lts pl1nt1s fueron colectad•• al fintl del periodo de luz natural 

<&100 PM> y fueron tr1nsport1d11 t l ltboratorio. Se cortó 

11 cuarta hojt bifoleada (de aproMi•ada•ente 4 a ~ 

r~pida•ente 

se•anas d e 

e•ergencia> y a•bas se pestron en fresco en unt btlanza antlítica. 

2b.- Una de las hoj11 se to•ó co•o control, para lo cutl fue envuelta 

en una toalla tbsorbente saturada de agua y se gutrdó en unt bolsa 

negra hu•edecidt, la cual se selló perfecta•ente. 

3b.- La otra hoja fue puesta en una corriente de aire ca liente y se 

•onitoreó su peso cont i nua•ente, cuando hubo perd ido el 12~ de su peso 

fresco, la hoja se envolvió en una toalla tbsorvente seca y se colocó 

en unt bolsa negra hu••decida. Este procedi•iento to•ó aproMi•ada• ente 

de 30 a 45 minutos. Ctdt uno de los trata•i entos se hicieron por 
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triplicado, 

hoja bifoleada. 

4b. - Las hojas en las bolsas negras según su respectiYo trata•ientc 

fueron incubadas en esta condición durante 12 horas a una te•peratura 

de 25 grados centrigrados y en coapleta oscuridad. 

5b.- Transcurrido el tie•po se dispuso a obtener la epider•is. 

C> OBTENCION DE LA EPIDERMIS. 

Las epider•is fueron obtenidas según el ••todo reportado por 

TraYis en 1981, el cual per•ite obtener un •ayor nú•ero de c•lulas 

epidér•icas y guarda YiYas. La •etodologia consistió en lo siguientes 

le.- Para 

tiras de 

cada una de las hojas según el trata•iento 

tejido foliar libre coapleta•ente de 

aproxi•ada•ente ~•• X 40••· 

2c.- La tira de hoja se colocó sobre una superficie plana. 

un extre•o libre de ~•• co•o solapa para jalar la epider•is, se hizo 

un corte transYersal en la parte adaxial sin llegar hasta el ewtre•o 

opuesto de la parte abaxial. 

3c.- To•ando la tira del extre•o libre de 5 •• se jaló la epider•is en 

un ~ngulo de 90 grados y con un •oYi•iento lento para obtener una 

porción de epiderais de 30 a 25•• de largo y 5•• de ancho. 

4c.- Una Yez obtenida la epider•is, se li•pió con un pincel del n ú •ero 

cero por la parte adherida al tejido foliar con el propósito de quitar 

todo resto de c•l u la del aesófilo. Todo el proceso to•ó 

aproxi•ada•ente 3 •inutos por epider•is. Por cada hoja se obtuYieron 

un •iniao de tres epider•is. 

5c.-

hielo <2 grados centigrados>. Esto con el 
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salida de la hor•ona hacia el •edio eMterno fuera la •ini•a <Weiler 

!.1. !.l.. 1982) . 

D> INMUNOCITOLOCALIZACION. 

La localización de la hor•ona en las celulas guarda fue realizada 

por el ••todo de in•unoflorescencia indirecta, utilizando co•o 

anticuerpo pri•ario el generado contra el conjugado HSA-ABA y co•o 

secundario, un anticuerpo co•ercial contra IgG de conejo, generado en 

Chivo y purificado por colu•na de afinidad, y al cual se le ha 

acoplado isocianato de fluoresceina <FTIC> <Sig•a Che•ical Co.>. Los 

resultados fueron ewa•inados en un •icroscopi o óptico y de contraste 

de fases •arca Nikon <OpiPhot II> con un equipo de epiflorescencia 

y fotografía 

integrado. Las i••genes fueron fotografiadas utilizando rollo• de ASA 

100 y 400 a color. 

Debido a que Madhavan y Saith en 1982, Roberts, H. en 1986 y 

Ze•el en 1988 reportan que los anticuerpos son incapaces de penetrar 

la pared celular y los cloroplastos y por otro lado Weiler en 1983 y 

Outlaw en 1991 reportan que la hor•ona se libera al ••dio en que la 

epider•is est• incubada, se •ontaron las t•cnicas por ellos descritas, 

aodificando y coabinando con lo reportado por Sotta !.1. !.l. en 1983 y 

Curvetto en 1986. 

ld.- PREINCUBACION CON CELULASA AL S~. 

Se preparó celulasa <Sig•a Che•ical Co. obtenida de A1cergillus 

.IR.•> al S~ en PBS a pH S.0, el anticuerpo pri•ario se utilizó 1in 

diluir, el anticuerpo 1ecundario fue diluidó 1:20 en PBS pH 7.4. La 

•etodología fue la siguiente: 

a> Se lavaron las epider•is en agua de1tilada f ri a durante 30 ainutos 
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despu•s de su obtención. Cad& tr&t••iento fue tr&t&do por sep&r&do. 

b) Las epider•is fueron entonces incubadas en celulas• •l 5~ durante 

10 •inutos a 30 grados centígrados en ba~o •arí&. 

el Ter•inado el tie•po de incubación en celulasa, l&s epider•is fueron 

lavadas en 30•1 de &gu• destilad• fria dur&nte 15 •inutos. 

d) L•s epider•i• fueron incub&d&s en tubos de •icrocentrífug• de 0.5•1 

con 50µ1 de anti-ABA dur&nte 2 horas en l• oscuridad • te•per&tur• 

••biente <25 grados centigr&dos>. 

e) Al t•r•ino del tie•po de incub&ción, las epider•i• fueron l•vadas 

dur&nte 15 seg. en &gu• destil•d• fri• y tr&nsferidas • 30•1 de PBS 

frio pH 6.0 e incubad•• durante 30 •inutos par• l&v&r el exceso de 

anticuerpo no incorpor•do. 

f) L•s epider•is fueron tr&nsferida• a tubos •icrocentrifug• de . 5•1 e 

incubadas con 80µ1 de &nti-IgG •arcad• con FITC dur&nte 90 •inutos en 

l• oscurid&d y • te•peratura a•biente . 

g> Ter•inado el tie•po de incub&ción las epider•i• fueron lavadas 

durante 15 seg. en agua destilada fria y transferidas a 30•1 de PBS 

frío pH 6.0, para eli•inar el exceso de anticuerpo no unido. 

h> Las epider•i• fueron •ontada• en luz tenue, en una solución de 

transparente para uRas. Los ensayos fueron observ&dos en un tie•po no 

•ayor de 12 horas. 

2d.- PREINCUBACION CON DIMETIL-AMINOPROPIL CARBODIMIDA <EDMC> Y 

GLUTARALDEHIDO. 

Se preparó una solución de EDMC al 2~ , glutaraldehido •l 1~ en 

agua destil•da y celulasa al 5~ en PBS pH 5.0. El anticuerpo pri•ario 

se utilizó sin diluir y el secundario en una dilución 1120 en PBS pH 
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7.4. La •etodología fue la siguiente1 

al Se lavaron las epider•is en agua destilada fria durante 30 •inutos 

despu&s de su obtención. Cada trata•iento fue ensayado por separado. 

b) Las epider•is fueron incubadas en 10 •l de EDMC al 2~ durante 30 

•inutos a 4 grados centígrados. 

c> Ter•inado el tie•po de incubación las epider•is fueron lavadas en 

30•1 de agua destilada fria durante 5 •inutos para quitar el exceso de 

EDMC. 

d) Las epider•is fueron incubadas en glutaraldehido al 1~ durante 2 

horas • 4 grados centígrados. 

e> Ter•inado el tie•po de incubación las epider•is fueron lavadas en 

30 •l de agua destilada fria para quitar el exceso de glutaraldehido. 

f) Las epider•is fueron entonces incubadas en celulasa al 5~ durante 

10 •inutos a 30 grados centígrados en ba~o ••ria. 

g> Ter•inado el tie•po d• incubación •n c•lulasa las 9pider•i• fueron 

lavadas •n 30•1 de agua d•stilad• fria durante 15 •inutos. 

h> Las epider•is fueron incubadas en tubos de •icrocentrifuga de 0.5•1 

con 50µ1 de anti-ABA durante 2 horas en la oscuridad a te•p•ratura 

••biente. 

i) Transcurrido el tie•po de incubación las epider•is fueron lavadas 

durante 15 seg. en agua destilada fria y transferidas • 30•1 de PBS 

frio pH b.0 durante 30 •inutos para quitar el exceso de anticuerpo no 

incorporado. 

j) Las epiderais fueron transferidas a tubos de 

0.5•1 e incubadas con 80µ1 de anti-IgG •arcada 

•inutos en la oscuridad a te•peratura a•biente. 

•icrocentrifuga de 

con FITC durante 90 

k> Ter•inado el tie•po de incubación las epider•is fu•ron lavadas 
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durant• 15 ••g. •n agua d•stilada fria y transferidas a 30 •l de PBS 

frio pH &.0 para eli•inar el •wc•so de anticuerpo no unido. 

l> Las epider•is fueron •ontadas •n luz t•nue, en una solución de 

glicerina al 50~ y el cubre obj•tos fu• s•llado con 

d• uñas transpar•nt•. 

3d.- CONTROLES. 

Para a•bas •etodologias se •ontaron controles individual•• qu• 

consistieron en la o•i•ión de la incubación con c•lulasa, EDMC, 

glutarald•hido y •l anticuerpo pri•ario, incubandolas •n su lugar en 

una solucion d• PBS pH 
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RESULTADOS Y DISCUSION • 

<A> CARACTERIZACION DEL CONJUGADO ALBUMINA SERICA DE HUMANO Y ACIDO 
ABSCISIC01 

Substancias de un peso •olecular •enor a 1000 no son 

ordinaria•ente antig•nicas; a estas substancias se les conoce co•o 

<Erlanger, 1980>. ABA con un peso de 2&4.3 no gener a una 

respuesta in•unológica, sin e•bargo si se acopla a una •ol•cula 

acarreadora, se puede inducir una respuesta in•unog•nica contra la 

hor•ona vegetal <Fuchs y Mayak, 1972>. La eHplicación de esto radica 

en la teoría de que en las etapas pri•arias de in•unización se 

requiere de la cooperación entre los linfocitos T y B. Los linfocit os 

T son los que se unen con la substancia eHt raña y la presentan co•o un 

antígeno de superficie a los linfocitos B dando origen a anticuerpos 

contra •stos. Esta cooperación es i•pos ib le si el antígeno es tan 

pequeñ o que el contacto entre las dos c•lulas no se · puede dar; sin 

e•bargo, un co•plejo de un antígeno con un acarreador adecuado se 

convierte en un in•unog•nico activo . Los anticuerpos producidos en 

respuesta a una in•uni zación con conjugados de haptenos, gener&l •ente 

"reconocen" aque l la par te del hapteno que est• ••s alejada del punto 

de unión con el acarreador, lo cual d et er•ina su especificidad <Hurn y 

Chantler, 1980>. 

Las caracteristicas del conjugado for•ado y lo s anticuerpos 

generados fu eron las siguientes1 

la. - Espectrofoto•etria. 

Co•o se muestra en la grafi c a 1, el es pect r o de absorción para •l 

•cido abscísico •uestra un pico •áHi•o a 244.8 n• de longitud de onda, 

la albú•ina ••rica de hu•ano un p ico ••H i•o a 278n• y el conjugado de 
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HSA- ABA pr•s•nta un rango d• absorción •ntr• los 250 y 300n•, con un 

pico a los 275n•. 

ABS. 
3~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~3 

2.5 2.5 

2 

1.5 1.5 

0.5 

º .__.__._.__..__._......__._ ......... .__.__._._......__._...._...._._..__._.__..__.__.__...._...._._.. º 

200.00 210 soo seo •oo 

Longitud de onda (nm) 

-&- ABA 1mM ~ H8A .Slllg/1111 ~ CONJUGADO .""9/inl 1 
GRAFI CA 1.- Espectro d • absorción d•l •cido abscísico <tuM> , 

albú•ina s•rica de Hu•ano (0.3•g > y •l conjugado HSA-ABA (0.3•g>. 

Los •sp•ctros d• absorción de los co•ponent•s •uest r an una 

dif•r•ncia •arcada con •l conjugado, sin ••bargo •l h•cho de que el 

ca•bio de absorc i ón d•l conjugado s• d•ba si•pl•• ente al aco pl a• ient o 

entre HSA-ABA no es una prueba d efinitiva. Esto es, a dif•renc ia del 

••todo reportad o por Hern•ndez en 1987, en donde el acopla•i•nto 

era de tipo •specífico, el utilizado en esta investigación •s 

inespecífico. Co•o se •uestra en la figura 8, el acopla•iento •ntre 

ABA y HSA e st a dado entre los grupos ••íno de 



acarreadora y el carboxi lo de la hor•ona <C1>. Sin e•bargo, puede 

ex istir unión inespecifica entre los grupos a• in o y carboxílo propios 

d e la •olécula de prote ína, lo cual generaría ca•bios en la 

confor•ación espacial de la proteína, y aun ••s, pudiendo desarrollar , 

di•eros, tri•eros, tet r a•eros <n •• • • ol> de proteína. Por lo cual , la 

validación del acopla•i ento no puede estar dada so la•ente en el ca•bio 

de absorc ión del conjugado contra sus co•ponentes, sino ta•bién en la 

veri f icación del ca•bio en peso •olecular del conjugado con respecto a 

sus co•ponentes. 

A. ABSCISICO 

o 

HSA N-~<' 
1 " o H O 

CONJUGADO 
H~-AllJA 

Figura 8.- Síntesis y estructura propuesta para la conjugación entre 
ABA-C1-HSA1 utilizando EDMC co•o aco p lante. To•ado de Weiler, 1980. 
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2a.- Electrofóresis. 

La electrofóresis para la albú•ina strica d• 

condiciones no desnaturalizantes, <fig. 9) •uestra una banda de •ayor 

concentración, que correspond• al •onó•ero d• la •oltcula con un Rf de 

0.41& +/-.02 y una en •ucho •enor concentración, con un Rf d• 0.250 

+/-.014 En la condición 

desnaturalizante, se encontró un Rf de 0.3&9 +/-.002 para el •ono•ero 

de HSA. Para el caso d• •l conjugado, s• encontraron bandas 

correspondientes hasta t•tra•tros de la •olécula debido a la unión 

inespecífica entre la •oltculas de HSA, tal y co•o se discutió en la 

parte de espectrofoto•etría. Para la condición no desnaturalizant•, el 

•ono•ero presentó un Rf de 0.3&8 +/-.010 y el di•ero de 0. 184 +/- .011 

y para la condición desnaturalizante el •onó•ero presentó un Rf de 

0 . 3&& +/-.001 (figura 9>. Co•o se puede observar, el ca•bio en la 

•ovilidad del conjugado está dado en gran parte por el rearregl o de la 

prot•ína acarreadora y en •enor proporción, debido a la ganancia de 

peso por el acopla•iento de la •ol tcu la de ABA (Tabla 1>. Aun cuand o 

no se cuantificó, se ha report ado, 

acopla•iento con la •ezcla racé•ica de ABA, que por cada •ol écula de 

la proteína acarreadora HSA se unen 18 <Fuchs y Mayak, 1972>, 17.5 

CDaie y Wyse, 1982>, 10 <Weiler, 1982> y & <Kannangara !..!.. 2.l_, 1989> 

•oléculas d e ABA¡ De esta •anera, si se considerara una •edia de 

acopla• iento de 13 •oléculas de ABA por cada una de HSA, la ganancia 

neta en peso seria de 7343& P.M., si to•a•os co•o peso •olecular de la 

HSA 70,000 y el de ABA de 264 . 3. Co•o se pued• observar el ca•bio en 

el peso n o es •uy alto y por ende el ca•bio que se puede notar en lo s 

Rf. de la proteína acarreadora y el conjugado son ta•bién bajos . 
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Por otro lado, Landsteiner en 1945 <autor citado por Erlanger, 

1980>, deter•inó cuantos grupos hapt•nicos deben estar en la • olecula 

acarreadora para desarrollar una buena respuesta antigénica, y 

encontró que • uy pocos y •uchos daban una respuesta pobre. Par• 

albú•ina s•rica encontró que alrededor de diez grupos antig•nicos, 

generaban una buena respuesta in•unológica. De esta •anera pode•os 

decir que en nú•ero de grupos antigénicos reportados para el 

acopla•iento ABA-HSA vía el carbono 1 con EDMC, están dent ro del rango 

propuesto por el autor antes •encionado. 

HSA CON HSA CON 

.368 .369 
.366 

.416 

+ 

SIN SOS CON SOS 

FIGURA 9.- Electrofóresis en geles de poliacrila•ida 7.5~ para 
condiciones desnaturalizantes <SOS> y no desnaturali zantes. Conjugado 
10ug-prot/•l, HSA 10ug-prot/•l 

58 



COMPUESTO ***•************* 
sos (-) 

Rf ****************** 
SDS <+> 

HSA .••••• 0.41& +/- .02 0.3&9 +/- .002 

CONJUGADO •• 0.3&8 +/- .01 0.3&& +/- .001 

Tabla 1.- Relación de los Rf encontrados p•ra los •ono•eroa de 
el Conjugado en electroforesis en geles de poli•crila•ida al 
bajo condiciones no desnaturalizante y desnaturalizantes. HSA 
prot/•l , Conjugado 10ug-prot/•l . 

HSA y 
7. 0"· 
10ug-

<B> OBTENCION Y CARACTERIZACION DE ANTICUERPOS CONTRA EL CONJUGADO 
HSA-ABA. 

18. - Protocolo de in•unización. 

del in•unog•nico <conjugado>, ade••s que la biblografia consultada no 

entre cada esqueaa de in•unización estÁ dada en l a ruta de 

in•unización, el nu•ero de sitios de in•unización y la espac i ac i ón 

entre cada re f uer z o. En un pri•er acerca• i ento a la obtención del 

anti suero contra el conjugado, se probaron los tres esque11as 

propuestos; al t ér11ino d e cada un o se probó la e x istenc ia de 

anticuerpos dirigidos contra el conjugado a trav•s de una doble 

difusi ón de Oucht r elony • S e encontró una respuesta positiva •uy baja 

y sólo contra el conjugado en el protocolo " C ", por lo que se optó 

por dar un re f ue r z o a cada trata• i ento diez dias de s pués del pri•er 

san grado d e osculta•iento <esto es un sangrado inicial por la vena 

l a ter al del pabellón del oido y donde solo se extr•en de 1 a 3 •l de 

san gr e >. A l os siete dí as del refuerzo, se volvió a hacer un sangrado 
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de os c ulta•iento y sólo se encontró respuesta positiva e incre•entada 

en el protocolo " C " . Hurn y Chantler 119801, mencionan que la ruta 

de in•unización tiene un efecto directo en la efi c iencia de la 

respuesta in•unog•nica del organis•o a un ant ~geno . Ellos proponen la 

siguiente serie de rutas de in•unización en orden descendente en su 

eficiencia intravenosa, intraNuscular, subcutánea, 

intraperitoneal, intrader•al, intraarticular, intranodal. Las razones 

principales en la diferencia de la eficiencia, 

el antig•no es 

y la probabilidad 

desechado desde su 

de que •ste pueda pasar a 

es la rápidez en la que 

lugar de incersión 

trav•s de los nodos 

linfales y otro centros de actividad in•unológica . Por otro lado, 

Mayer y Walker 119871 1 •encionan que el ••todo de in•unización en 

sitios •últiples utilizando las rutas subcutáneas e intra•usculares, 

ofrece ventajas, ya que presenta el antig•no en variedad de rutas, 

provocando una respuesta in • une aáMi••· Harboe y Ingild 119731 1 

aencionan que la inaunización intrader•ica en el lo•o del conejo 

genera •ayores respuestas que otras rutas de in•unización <autor 

citado por Mayer y Walker, 19871. Una vez encontrado el •ejor esque•a 

de in•unización " C ", se in•unizaron tres conejos siguiendo este 

esque•a; de esta •anera, todos los res u ltados posteriores están dados 

por antisuero producido •ediante el esque•a " C " 

28.- Titulo del Antisuero . 

La respuesta de los conejos inaunizados con el conjugado HSA-ABA 

s e encontró al tercer refuerzo según el esque•a planteado, aunque los 

títulos no eran auy altos 11:1001. Cabe •encionar ade•ás que para el 

e n sa yo final para la detección del ácido abscisico se utilizó el 
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el complejo de gamaglobulinas precipitadas con sulfato de a•onio y no 

el suero co•pleto. 

PRECIPITADO EN mm 
14 14 

12 12 

10 10 

8 8 
~ ANTES DE INMUNIZAR 

e 8 

4 4 

2 2 

O.____..&.....:::>&-~~-(!~~&--a> 

1:1 1:2 1:4 1:8 1:161:321:941282H 
DILUCION DEL SUERO 

"""'*- INMUNIZADO 

Figura 10.- Curva de titulo •íni•o de detección del 
cuarto refuerzo (40 días>, según el protocolo 
Antígeno (conjugado) constante 4.0 •g/•l. 

38.- Caracterización del Antisuero. 

a> Doble Difusión de Ouchtrelony. 

ant isuero "C" al 
de in•unización. 

Co•o se observa en la figura 10, el arco de precipitación dado 

entre la proteína acarreadora libre <HSA> y el conjugado HSA-ABA es de 

identidad co•pleta, lo que significa que en a•bos antígenos se 

reconocen los •ismos sitios. Se esperaría, co•o •enciona Erlanger en 

1980, que el acopla•iento del hapteno a la •olécula acarreadora 

generar á nu e vo s sitios antigénicos, sin e•bargo al parecer este no fue 
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Figura 11.- Dobl•in•unodifusión. Se observa qu• •l antisuero total "C" 
reconoce tanto al HSA libre, co•o al Conjugado HSA-ABA, no si•ndo el 
caso para •l Hapteno, ABA libre. HSA 1~, Conjugado 540µg-prot/•1 1 ABA 
1. 0 µM, 10 nM, 1 . 0 pM. 

y se recuperó el sobrenadante, en este desaparecia la respuesta tanto 

para HSA libre, co•o para el conjugado, lo que indicaba qu• los sitios 

de reconoci•iento eran los •is•os. Esto resulta ventajoso, ya que 

Erlanger ( 1980> y Maldiney 1.1, Al. <1986>,•encionan qu• los nuevos 

sitios que se pueden generar en la proteína acarreadora, por •fecto 

d•l acopla•iento con EDMC, pueden ser •ucho •ás in•unogénicos que los 

naturales y que los •is•os sitios hapténicos. Por otro lado, uno 

p•nsaria que deberían for•arse anticuerpos contra el puente HSA-ABA y 
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que •stos podrían ser parte de la re•puesta de identidad parcial 

en los ensayos de in•unodifu•ion doble. Lo encontrado puede tener dos 

que en si •is•o es de baja resolución <Catty, 1988); y otra 

es, co•o Weiler <1979> •enciona, por sus estudios de reacción cruzada 

con co•puestos estructural•ente relacionados con ABA, que los 

anticuerpos generados en el acopla•iento HSA-ABA no involucran •itio• 

relacionad os o cercanos al brazo de acopla•iento entre el grupo a•ino 

de la proteína y el carboxilo de la hor•ona, •ino solo el resto de la 

hor•ona no relacionada con el carbono 1. 

48.- In•unoelectroforesis. 

Co•o se observa en la figura 12, un arco de 

precipitación ~nico para HSA, y uno auy evidente y otros •uy tenues 

para el conjugado; •in e•bargo, la posición de las •á• e v identes para 

a•bos antígenos difiere. La razón de ••to es que la electroforesis en 

no involucra una separación por ta•a~o, sino ••s bien por 

pe•o y carga. Para e•te caso, la diferencia de peso, al •enos de los 

•ono•eros de a•bos antígenos, es •íni•a. La diferencia en la posición 

del arco de precipitación •• debe a que la •ol•cula del conjugado 

•igra •ás por estar cargada negativa•ente . Esto se explica si 

considera•os que al acoplarse el hapteno, la •ol•cula de HSA pierde 

cargas posit ivas, convirtiend o•• en neutra•, y al pH de la corrida la 

•olécula s e co•porta co•o un anión. Esto es una prueba de que existen 

grupos hapt ~nico s en la •ol~cula de la proteína acarreadora. 
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Figura 12.- In• uno•lectrofor•sis en agarosa 0. 1 ~ • Pozo 1, Conjugado 
4 • g-prot/ • li Pozo 2, HSA 0. 1~ J Pozo 3, Conjugado 4•g-prot/•l . Fosas 
paralela s & antisu•ro "C" co• pl eto . 

58.- Inhibición por Hapt•no. 

a> Curvas de Precipi tación e Inhibición. 

Co•o se puede observar en l a figura 13 la zona de equivalencia 

pa ra el anticuerpo co•p l eto aislado •s de 103.2 ug-prot/•l. La figura 

14 muestra que la reacción d• prec i pitación es inhibida en un 25~ por 

0 . 0757 u•o l es de ABA libre. Dicho de otra 100ul de 

gamaglobulinas anti-conjugado unen un •áxi•o de 20ng de ABA libre . 
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Utilizando radioinaunoanálisis y ELISA, Da ie y ( 1982). 

encontraron que cada 50 ul de antisuero obtenido por esta aisaa 

técnica unían 24.5paol de ABA libre, el anti s uero aislado por Weiler 

en 1979 unía de 0. 1 a 5 ng, y el aislado por Kannangara !L1.. Al 1989, 5 

a 75 ng de ABA libre. Catty <1980>, aenciona que por la técnica de 

inhibición de la precipitación por hapténo, no se pueden resolYer 

cantidades del antígeno aayores a 20ng ni y aenores a 1 ng. Por lo 

anter ior, la cantidad de ABA reconocida por el anticuerpo aislado, 

est~ dentro de los rangos reportados, sin e•bargo la cantidad aíni•a 

de deteccíon se puede pensar es aún aás alta que lo encontrado por el 

tipo de prueba usada. 

ABS. 
1 ~~~.~~~~~~-~~1 

1 

f 

0.8 
1 :- +-1, _ _.. _ _.,._ .,..._.._--t0.8 

1 ' ' 
1 ' ' 1 1 ' 
1 ' 1 ¡ ! 

o.e t-_..,.,..--ilf--+--+-t---+->t-i 

~ 100 ul de antl-oonJ. 
0.4 ,_ _____________ ___, º·"' 

0.2 ,__ _ _,_ __ __, _________ 0.2 

o o 
ae 11.e n.4 10a.1 1ao 

mlcrog/prot. antlgeno (conjugado) 

Figura 13. - Cur Ya de Precipitación. Reacción de precipitación de anti ­
c onjuga do con HSA- ABA coao antígeno. Antisuero1 gaaaglobulinas 
totale s , a isladas por precipitacion con sulfato de Aaonio. 
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Figura 14.- Inhibición de la precipitación por Hapteno <ABA>, 
reacción de Anti-conjugado y el •ntig•no HSA-ABA. 

Weiler <1979 y 1980> •punta que los anticuerpos generados por el 

acopla•iento de ABA a HSA via el carbono 1, no sólo reconocen a la 

•olécula de ABA, sino a cualquier derivado de la •is•a, el cua l haya 

sola•ente sufrido algQn c••bio en el carbono 1. De esta •anera, los 

anticuerpos generados por •edi o del acopla•iento utilizado , reconocen 

en un 100~ al enantio•ero <+> de la •olécula de ABA, al conjugado de 

ABA-Glucosa-ester y en •enor cantidad, de un 40 a 60 ~. al enantio~ero 

<-> de ABA, por lo cual, Weiler en 1980, •enciona que el acopla•íento 

vía el C1 debe usarse cuando se pretende detect a r ABA libre y ABA 

con jugada vía su carboxilo, a diferencia del a copla•iento hecho en el 

carbono 4, e l cual genera anticuerpos que e xclusivamente reconocen ABA 
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libre. Por otro lado, cualquier otro co•puesto de origen natural 

rel acionado con la ruta de síntesis o degradación de ABA, en donde las 

•od ifica c iones estén en cualquier otro sitio aparte del carbono 

tienen una reacción cruzada •uy baja co n los anticuerpos generados por 

acopla•iento en C-1 (Walton, 1979; Weiler, 1979, 1980, 1982; Daie y 

Wy se, 1982>; eje•plos de esto son: ácido fasético <0.16 " >, ácido 

di hi dro x ifasético (0.12l0, xanthoxina <0.0l0 , violaxantina <0.0">, 

farnesol <0.0"> y vo•ifoliol <0.0"> <Weiler, 1979> <ver figura 15). 

(A) (B) 

2 

Figura 15.- Co•puestos biosinteticaaente relacionados con Acido 
Abscísico. <A> ABA-Metil ester <B> Acido Fasético <C> Acido 
Dihidroxifasético <D> Xanthoxina y <E> Violanxantina. <To•ado 
de Wei ler, 1979>. 
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Cl LOCALIZACION CELULAR DEL ACIDO ABSCISICO. 

1.- Preinc ubación con celulasa al 5~. 

Co•o se •encionó en la •etodología, los anticuerpos son incapaces 

de penetrar la pared celular <Roberts, 198& >. La digestión ligera con 

celulasa ha sido utilizada para la obtención de protoplastos viables 

de células guarda de Vicia faba <Ken-Ichiro y Zeiger, 1985). Los 

resultados •uestran que el uso de celulasa pe rm ite la penetración de 

los anticuerpos a la célula <figura 1&>, cuando se o•itio el uso de 

celulasa, no se encontró • arca posi tiva en los trata•ientos de hojas 

estresadas (datos no •ostradosl. Cabe eencionar que los tiempo s de 

digestion reportados en la •étodologia son los ópti•os para la 

in•unolocalización en hojas de 4 a 5 se•anas de e•ergidas; tie•pos 

• ayores de digestión, degradan ewcesiva•ente la pared, perdiendose la 

viabilidad celular, lo cual se observa por una disg\egación de los 

cloroplastos, y que Rogers en 1979 reporta co • o signo de perdida de 

viabilidad ; ade•as de que la ewcesíva degradación de la epider•is 

hace pr~ctica•ente i•posible su •anipulación. Por otro lado, el uso de 

hojas de mayor tiempo de e•ergencia, •odifica los tie•pos de digestión 

de la epider•is, tal y co•o se reporta para la obtención de 

protoplastos de células guarda <Ken-ichiro y Zeiger, 1985>. 

El proble•a de auto-fl uorescencia de la celulosa o la afinidad de 

la eisma por e l isocianato de fluoresceina libre, es casi totalmente 

eliminado por el uso de la digestión con celulasa, 

reportado Ze•el y Gepstein en 1983. 

como lo han 

2 . - Preincubación con celulasa+ di•etil -a•inopropil carbodimida <EDMC> 

Sotta et ~. en 1983, y Bertrand et !!.!_, en 1991, r eportan el uso 
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de EDMC co•o fi jador de l a hor•ona e n los sitios nor•ales de 

localización en l• c•lul•, en cualquier condición; de esta •anera, 

d urante el procesa~i ento de la •uestra, la perdida o •ovi•iento de la 

hor•on• seria el • ini•o. Los resultado s obtenidos, utilizando esta 

técni ca, dieron lugar a falsos positivos, obteni end os e una f uerte 

tinción i ne s pecifica del núcleo para todos los casos, tanto para 

el • aterial est resado, co•o para e l no estresado, a sí co• o para el 

control en donde se o•itia el pri•er anticuerpo <a nt i-conjugado> 

<resul tados no •ostrados> . El resultado de esta uni ón inespeci f i ca se 

d io cuando se co•binaba el EMDC+g lutaraldehido y no cuando se o•itia 

el EMDC. Descon oc e•os la razón de estos resul tados. Para los casos 

biblográfico s •encionados , donde se util izó EMDC+gl utaraldehido+ 

parafor•aldeh i do, las técnicas de in•unolocalización, utilizaban 

cortes histológicos , donde el segundo anticuerpo estaba aarcado con 

peroMidasa <So tta !.i. !!.l.,1983) o con oro coloidal <Bertrand et 

A.1.,1991>. Hernandez <1987> , reporta q ue el uso de glutaraldehido o 

parafor•aldehido puede dar falsos positi vos, d eb ido a que los 

fijadores •odifican la estructura del t e jido <en su cas o de origen 

ani•al> , y q ue la interacción se da •ás por c arga que por afinidad del 

ant icuerpo a su a n tí geno . P•ra nuestro c•so de sconoce•os s i lo s f alsos 

positivos se deben a la unión in e specífic• del segundo anticuerpo o 

a la a odificaci ón de proteínas o Acidos núcleicos, haci endolos 

fl uorescer en un rango de luz a • aril l o- verde, 

fluoresceina. 

s i•il ar al de la 

Por lo ant er ior l os r e sultados d e la localización célular de ABA, 

e stan d ados utilizando s olo célulasa. 



3.- CITOLOCALIZACION DE ABA. 

El ácido abscísico se distribuye en la célula de acuerdo a los pH 

de cada comparti•ento celular. En condiciones de turgencia celular y 

oscuridad, 

(40.7")· 

(18.7") y 

Hartung 

la •ayor parte de ABA se encuentra en el 

y el resto distribuido en el citoplasma <32.4" >, 

cloroplasto 

la vacuola 

el apoplasto (8. 2"> 

1982>. Harr is il tl, en 1988, 

autor citado 

encontraron que 

por 

la 

cantidad de ABA en una célula guarda era de 70 atto•oles, sin 

considerar el sitio de co•parta•elizaciOn. Behl y Hartung , en 198&, 

deter•inaron una cantidad de 45 atto•oles por célula guarda de 

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

cantidades de ABA por célula, en condiciones hídricas nor•ales, es •uy 

baja para la in•unodetecciOn. Por otro lado, la clorofila es un 

pig•ento que cuando se eMcita en un rango de luz actínica, es capaz de 

fluorescer en un pico de longitud de onda de &85n• <ro.jo). El proble•a 

que se presento al eMa•inar las células guarda de ~ ~del grupo 

control, en el •icroscOpio de epiflorescencia, usando una fuente 

lu•inosa de eMcitaciOn de 100W y una longitud de onda de 482 <azul>, 

fue que los cloroplastos fluorescian con una intensidad •uy alta, co•o 

se observa en la figura 1&, ya que la técn ica de in•unodetecc iO n 

utilizada, permite que las células per•anezcan viables hasta la 

observación de las •uestras. De esta •anera los cloroplastos de las 

células guarda fluorescieron tal y co•o lo hacen los cloroplastos del 

11esOf ilo <Zeiger, 1987> • Por lo anterior, cualquier t raz a de ABA que 

pudiera localizarce en el citoplasma y el cloroplast o y que pudiera 

ser detectada por el anticuerpo •arcado, seria facil•ente en•ascarada 

por la autofluorecencia del cloroplasto, tal y como se observa en la 

figura 1&. 
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Para el caso de las •uestras estresadas hidrica•ente, se obs•rvó 

clara•ente una •arca de fluorescencia distinta a la del grupo control 

<ver figuras 1&, 17 y 18). La •arca de fluorescencia, co•o se observa 

en la figura 17 y 18, 

envoltura del núcleo 

se distribuye en la •e•brana celular, 

y la envoltura del cloroplasto, sin 

•n la 

e•bargo 

ta•poco se encontró •arca evidente en el citoplas•a, esto últi•o se 

puede explicar con lo siguiente: Co•o se •encionó en la •etodologia, 

las plantas fueron est r esadas haci endolas perder el 12~ de su peso 

fresco, punto en el cual, el potencial de presión en las células del 

•esófilo y las células guarda es de cero <Harris et ~,1988 y Harris y 

Outlaw, 1991) • y en el cual se reporta, s e da inicio a la sínt esis de 

ABA en las células del •esóf i lo <Z•evaart,1988 y Harri s y Outlaw, 

1991). Harris y Outlaw, en 1991, encontraron, que a e st e potencial de 

turgencia, las células guarda son ta•bi•n capacez de sintetizar ABA, 

antes de que esta llegue vía apoplástica desde el •esófi lo y la raiz . 

Es óbvio pensar, que si la síntesis de ABA es citoplas••tica <Hartung 

tl al, 1982), parte de la •arca debió localizarse en el citoplas•a, 

sin e•bargo, si considera•os que una gran parte del ABA es liberado al 

apoplast o durante el estres hidrico <Behl y Hartung, 198& > y por otro 

lado, la •anipulación de la •pider•is en •edios líquidos, provoca que 

la hor•ona sea liberada poco a poco de la célula <Weiler !.1. ~. 1982 y 

Harris tl ~. 1988>. , podria•os pensar que debido a esto, la c antidad 

de hor•ona en el citoplas•a al final de la exper iencia e s 

práctican1ente n ula <Harris tl tl. 1988). Por lo anterior 

consideramos, que la hor•ona encontrada por in•unofluorescencia, es de 

una poza de hor•ona no libre, sino que se encuentra en interacción con 

las •em branas antes •encionadas, lo cual i•pide su •ovilización, tal y 
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como lo describe Curvetto .!!.!_ ª1_, 198&, para la in•unocitolocalización 

de ABA en células de la epidermis de haba. L• posibl e e xplicación de 

la loc alización de la la hor•ona en e ste experimento es la siguiente : 

al Localización a nivel de •embrana plas•ática. 

Desde la descri pción hecha por Fujino, e n 19bb, y Hsiao y 

Fisher,en 19&7, de que e l efecto de ABA en los n iveles de potasio 

en el interior de la célula guarda era el •ecanis•o que explica la 

salida de agua, d urante un ci erre e s to•á tíco , se consideró que el 

e fecto de esta hor•ona repercuti a en l a per•eabilidad de la •e•brana; 

a partir d e esto, surgio la idea, de que l a hor•ona podria 

interaccionar con algun receptor •e•brana l <autores citados por 

el Out l•w, 

flujo 

1983>. I tai et tl, en 

transpiratorio , esta 

esto•át ico. Weyers y Hi l l •an, 

1978, señalan que al inv.ectar ABA en 

se acu•ulaba en todo el 

en 1979, encuentran lo •ismo, al 

co•plejo 

flotar 

epidermis aisladas en una solución de ABA radioact i va. Sin e•bargo, 

estos dos acerca•ientos no describieron el lugar exacto de la 

acumulación o interacción de ABA. Heilman .!!.!_ ª1_, en 1980, reportaron 

que ABA se distribuía libremente entre el citoplas•a y el cloroplasto, 

de acuerdo al pH de cada co • part i•ento. <autor citado por Kaiser y 

Hartung , 1981>. Por otro lado, Kaiser y Hartung 1 en 1981, encontraron 

que la toma y liberación de ABA por las células de mesófilo dependia 

ta•bién del pH e1<terno . Hartung , en 1983, considerando estos dos 

antecedentes, investigó la relación entre el cierre estomático y la 

to•a de ABA dentro de la cé l ula. Hartung encontro dos cosas: < l > No 

e><iste relación entre el efecto de ABA en l a inducción del cierre y el 
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pH del •edio probado <5 a 8>. <2> A pH de 8.0 en el •edio eKterno, no 

hay incorporación de ABA dentro de la célula guarda, sin e•bargo, si 

eKiste un cierre esto•ático. En base a estos datos Hartung concluyó 

que las células guarda de Valeriana locusta, no necesitaban to•ar •l 

ABA, para que esta desarrollará su efecto de cierre esto•ático ; por lo 

tanto , los datos indicaban que el siti o de recepción del esti•ulo por 

ABA en la célula guarda era el plas•ale•a, y óbvia•ente localizado en 

la cara de la •e•brana dirigida hacia el apoplasto, o al •enos alguna 

region accesible des de afuera. Esta fue la pri•era ev idenc ia indirecta 

del sitio blanco de la hor•ona. En 1984, Horbeng y We il er, ut il izando 

la técnica de fotoafinidad y protoplas to de células guarda de ~ 

faba, reportan sitios de unión para ABA •n e l plas•alé•a de estas 

células. En su investigación, encuentran que la digestión suave con 

tripsína s in afectar la viabilidad celular, eli•inaba co•p~eta~ente 

estos sitios de unión, lo cual de•ue s tra que la un ión de ABA c on e l 

plas•alé•a, se da en parte, con proteínas, las cuales es tan 

localizadas en la cara apoplástica del plas•alé•a. La esti•ación que 

ellos hacen del número de sitios de unión es de 2,200/u•2. Hornberg y 

Weiler <1 984 ) , encont raron ta•bién, por análi sis e l ect roforético d e 

•embr anas solubil 1 2adas con SOS, un grupo de 3 polipeptidos, d e un 

peso de 20.2, 19.3, 14.3 Kd, que unian especifica•ente ABA <+> , con 

respecto al enantio•ero <-> y a otros co•puestos relacionados con la 

ruta de síntesis y degradación de la hor•ona. Estos resultados 

indicaban que existen proteínas receptoras especificas para la unión 

del ABA a nivel del plas•alé•a externo de las células guarda, ya que 

e l anális i s electroforético de •e•branas de células de •esOfilo 

indicaban una expresión •uy baja d• •stas proteínas. Curvetto !.1. ~. 
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en 1988, aislaron de un extracto de proteínas de células 

epidérm icas abaxiales de Vicia faba, un p o lipéptido de un pe s o 

11olecular de 

cargada con 

19.0 Kd, 

ABA (+). 

el cual s e unía especifica•ent e a una columna 

Las caracteristicas de esta prot e ína son 

si•ilares a las encontradas por Horbeng y Weiler <1984>, quienes, co•o 

se 11encionó, encontraron una • olécula de peso •olecular si • ilar 

( 19,300). Be r trand !..t ª1_, en 1992, trabajando c on la s zonas de 

crecimento de la raíz de to•ate, encontró que el a c ido abscisico se 

acu111ula, entre otras partes , en la •embrana plas•ática, y precisa•ente 

en la parte externa, que da hacia el apoplasto. Es un hecho que los 

•ecanis•os de acción de la hor•ona en las célu l as guarda y en las 

radiculares es co•pleta•ente distinto, sin e•bargo se puede pensar que 

en a•bas el pri•er receptor para ABA, podria estar l ocalizado en el 

plas11ale•a , en su parte externa. 

Stiwell !..t ª1_ en 1989, trabajando con liposo•as de doble 

•e•brana, encontraron que ABA a odifíca la permeabilidad de estos 

sistea as cuando su contenid o varia en cuanto a las cabezas polares que 

confor•an los fosfolipidos, así co•o las cadenas ti po a c il de los 

Ali SAIOS. Sti we ll !..t i!.l. <1989>, reportaron ta•bién , que este cambio de 

la per •eabilidad es especifico para la forma <cis+l de la • olécula y 

no para la <trans ->, lo cual indica una cierta especificidad de la 

co•posición lipídica y la acción de la hor•ona. El •ecanis•o por •edio 

del cual se •edifica la per•eabilidad, reportan los autores, no se 

debe a una desestabilización de la •e•brana <ABA es una •olécula 

lipofílica>, sino que la hor•ona al parecer actua a nivel de los 

sitios donde las difer encias en cadenas y cabezas polares, i•piden que 

la membrana se e•pal•e o e•paque correcta•ente. 
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Por lo anterior, podria•os pensar que la •arca encontrada a 

nivel de la •e•brana plas•át i ca, sea producto de la unión específica 

de ABA a una región lipídica, protéica o un dominio que comparta a•bas 

co•posiciones Cver figura 19). La razón funcional de estas regiones de 

un ión es co•pl e ta•ente desconocida. El estudio que realizan Hornberg 

y Weil er , en 1984, sola•ente maneja a1pectos de unión y no de función, 

aunque en el reporte, ellos manejan estos sitios protéicos de unión, 

co•o si fueran receptor es blanco para la acción de la hor•ona sobre 

las células guarda. Existen otras posibilidades en cuanto a la 

funcionalidad de esto1 sitos de unión. Las prot eínas encontradas 

podrian ser translocador es específicos de la hor•ona a nivel del 

plasmalé•a de la célula guarda. Astle y Rubery, en 1980, 

acarr eador saturable para ABA en seg•entos de raíz 

reportaron un 

de frijol 

<Phaseolu1 coccienusl. Para el caso de células guarda, Baier y 

Hartung , en 1988 (autores citados por Slovikis y Hartung, 1992>, 

describen un acarreador específico para ABA en el tonoplasto, sin 

• • bargo para el caso de plas•alé•a, no hay nada descr i to. ¿ Cual seria 

la funcionalidad de un acarredor a nivel del pl asmal éma de las células 

guarda ?, si ABA es una •ólecula lipofílica, la cual fluye libre•ente 

a través de las •e•branas , cuando se encuentra en su estado 

CABAH). La explicación puede ser que la célula guarda es 

sin t etizar ABA citoplas•ática•ente durante un es tres 

protonád o 

capaz de 

CHarris 

y Outlaw, 1991); la hor•ona sintetizada, no es atrapada en el 

cloroplasto como nor•al•ente sucede CSlovik s y Hartung , 1992>, ya que 

durante un estres hídrico, el estro•a del cloroplasto, que 

fisiol ógicamente es básico a la luz, se acidifica por la inhibición de 

la fo t o síntesis <Berkowitz et i.l_, 1983) , lo cua l per•ite la protonación 
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de la hormona y la liberación de la •is•a del organélo. El pH del 

citoplas•a durante un estres hídrico, tiende ta•bién a dis•inuir, 

inicial•ente por el incre•ento en la respiración y la acu•ulaciOn de 

ácidos orgánicos y cuando el estres se vuelve •ás severo, por la 

inhibición de la respiración <Veneka•p, 1989). Debido a q ue el 

transporte de protones/Potasio a nivel del plas•alé•a es inhibido por 

el estres hídrico <Ibid> , y en parte ta•bién por la acción directa de 

ABA, la región apoplástica se convierte en una tra•pa básica para ABA. 

Esto es, según el •odelo propue sto por Slovikis y Hartung, <1992>, 

ABAH per•eariá desde el cloroplasto y citoplas•a, hasta el apoplasto, 

y entonces al tener este un pH básico, la hor•ona quedaria atrapada 

que el en esta 

transporte 

región 

de 

co•o ABA-. Baier ~ !.!.., en 

ABA hacia el interior de la 

1990, sugieren 

célula, una parte 

i•portante en la respuesta de la célula guarda al estres hídrico. Sin 

e•bargo, bajo la condición antes •encionada, el transporte facilitado 

de ABA dentro de la c•lula guarda estaría dado por la protonación de 

la •is•a, según el pH del co•parti•ento y del pK de la hor•ona <4.6) 

<Hartung ~ ~,1982). Considerando lo anterior, la función de un 

translocador especifico para ABA seria el •antener los niveles ópti•os 

de la hor•ona dentro de la célula, para que esta llevara a cabo su 

función fisiológica. Por otro lado, se sabe que los niveles de ABA 

durante y despues de un estres, son regulados por la degradación de 

la •isma, en ácido fasético y ácido dihidroxifasético¡ sin e•bargo, 

esta degradación es c itoplas•ática <Zeevaart,1988) 1 por lo cual un 

acarreador específico para ABA, podria ser útil para esta función. 

Al parecer, la unión de ABA a lípidos en la •embrana esta •ás 

relacionada con la •adulación del cierre esto•ático <Stiwell ~ !.!..>· 
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Hetherington y Quantro, en 1991, •encionan que ABA provoca entre otras 

cosas, la apertura de canales no-específicos para calcio a nivel del 

plas•ale•a de las células guarda <ver figura 19). St iwel 1 !.!.. tl 

11989>, •encionan que el efecto de la unión de ABA con los lipidos del 

plas•ale• a podría ser esta, pero que esta unión, no seria tan e s table. 

Hocking f.1. ª1_, en 1978, reportaron dos sitios de union para ABA en 

fraccione s ricas en •e•brana plas•ática de hojas de Vicia faba. Uno 

con una alta afinidad para la hor•ona, y con una constante de 

disociación de 3.5 n•ol/lt., y el otro de baja afinidad y con una 

constante de disociación de 3.5 p•ol/lt. Es posible que los si t ios con 

alta afinidad sean los proteicos, tal y co•o lo describieron Hornberg 

y Weiler <1984> por sus estudios con analogos de ácido abscisico y los 

de baja afinidad y alta disociación sean los lipídi c o s , los cuales, 

según St iwel 1 !.!.. tl ( 1989>, varian según el tipo de l ipidos. en la 

•e•brana. 

En conclusión, la •arca encontrada en la •e•brana plas•ática d• 

las células guarda de ~ faba, según los antecedentes biblográficos 

antes •encionados, pudiera tratarse de hor•ona unida a1 (1) Un 

receptor específico para la hor•ona, de co•posición proteica o 

proteica-lipídica. <2> Un translocador especifico, de co•posic i ón 

si•ilar. <3 > Do minios d• lipidos, que reconocen a ABA de •anera 

especifica. 
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b> Localización a nivel de cloroplast o . 

Como se observa en la figura 17 y 18, parte de la •arca del 

anticuerpo se encuentra a nive l del cloroplasto, al 

localizada en la envoltura del cloroplasto y no en el 

parecer ser 

estroma del 

mis•o. Este patron de distribución , ya habia sido reportado por Sotta 

en 1985, en cloroplastos de lámina foliar de Chenopodiu• 

polysper•u•, la cuales habían sido estresadas hídricamente , sin 

e•bargo, no se dio niguna eKpliación al resultado . 

Los pri•eros reportes de la relación entre los cloroplastos y ABA 

fueron dados p or Loveys, en 1977. Loveys encontró, que casi todo el 

ABA en las células del •esófi l o se encontra ba en el cloroplasto, y que 

en las células estresadas hídrica• ente, la hor•ona se liberaba, 

encontrandose por consiguiente •en or cantidad de ABA en cloroplast o 

aislados de espinacas estresadas. Por otro lado, Love~s , observo que 

cuando se l izaba el c l oroplasto , gran parte del ABA era retenido por 

el paq u ete de •e•branas y no era liberado al •edio. Loveys (1977>, 

concluyó con estos resultados , que ABA se encontraba unido a un 

especie de recepto\ · Curvetto ~ ª1_, (1988), retoma esta evidencia y 

utilizando anticuerpos 

ensayos utilizando la 

dirigidos contra ABA, realiza una 

técnica de aglutinación. Estos 

serie de 

autores, 

encue ntran que eKisten sitios de unión en la - envoltura eKterna del 

cloroplasto de Vicia faba. Por otro lado, encuentran que al estresar 

las plantas hidrica•ente, el nu•ero de estos sitios de unión, aumentan 

considerablemente hasta 10 veces más> . Ha s ta el mom ento no se sabe 

la función de e s tos sitios de unión , ni s e ha estudiado más sobre el 

asunto. 

La r elaci ón entre el cloro pl a sto y e l ác ido abscísico e s aun 
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•at ería de estudio. Durante algun tie•po se penso, por la evidencia 

encon t r ada, que el lugar de síntesis de ABA, era el cloroplasto 

<Mil borr ow, 1974, Walton, 1980>, sin e•b&rgo evidencias •as recientes 

de•ue stran que el lugar de síntesis del acido abscísico es el 

citoplas•a y no el cloroplasto <Hartung !.!.. ~,1981¡ Hartung ~ ~. 

1982; Stewar t ~ ~. 198&; Guerrero y Mullet, 198&>. De esta •anera, 

el hecho de que la •ayor cantidad de ABA en c•lulas no estresadas, s e 

encontraba en el cloroplasto <Loveys, 1977>, s e descubrió que era •as 

bien pr oducto de la distribución de ABA según el pH de los 

co•par ti•entos; esto es, la hor•ona difunde libre•ente al protonarse y 

queda atrapada co•o anión <Hartung .l!. !..!., 1981, 1982). Zeevaart, 1988, 

concluye, que la ABA es secuestrada en el cloroplasto por su pH básico 

en condiciones de lu•inosidad, 

fisiológ i co 

encontraron que la dis•inución de la fotosíntesis por la aplicac ion de 

abscisico, era un resultado del cierre e s to•ático, que a su vez 

dis•inuia los niveles de C02 intracelulares <Ci) {autor citado por 

Raschke y Hedrich, 1985>. Este punto de vista se conservo durante 

•ucho tie•po , sin e•bargo, los reportes posteriores a este indicaban 

result ado s c ontradictorios. Rascke y Hendrich, en 1985, y Fischer t.!. 

!.l.,1986 encontraron , en estudios hechos con pl a ntas C-3 y C-4, que la 

variabil i dad era producto de la historia de c r ecimiento de las plantas 

y l a s condiciones de ensayo. En estos dos reportes , se estudio el 

efect o de ABA bajo condiciones de equilibr i o fotosintético, a 

diferen te s Ci , teniendo co•o variables la tasa de asi•ilación, la 

con d uctanc i a est omát i c a , el Ci, la poza de alg uno s •etabolítos 

rel acion ados con la f i jac ión de C02 y la actividad en z i•ática de la 
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ribulosa bifosfato carboxilasa <Rubisco). Los r e sultados mostraron que 

ABA inhibe la fotosíntesis cuando se aplica al flujo transpirator i o de 

las hojas y no cuando se exponen cloroplastos aislados a la hormona. 

ABA disminuye la capacidad de carboxilación de la Rubisco in. vivo y no 

in ~. Se desconoce el •ecanismo por medio del cual ABA inhibe la 

carboxilación. 

Las células guarda de casi todas las plantas poseen cloroplastos 

funcionales, comparatíva•ente con los cloroplastos de las células del 

•esófilo <Zeiger et ª1_, 1987>, y a pesar de que poseen •enor cantidad 

de clorofila por célula, se ha encontrado que poseen todos los 

componentes estructurales del fotosite•a I y II ( Outlaw !!. ª1_, 1981; 

Ze•el !!. al, 1988>, llevan a cabo fotofosforilación cíclica y no­

cíclica <Shi•azaki y Zeiger, 1985>, poseen la enzí•a fijadora de C02 

<Madhavan !!. ª1_, 1982> y llevan a cabo f~jación de C02 <Zeiger !!. al, 

1987; Gotow, Taylor y Zeiger, 1988>. Zeiger !!. ª1_, <1987>, •enciona que 

la función fotosintética de los cloroplasto de las células guarda, no 

es de exportación de compuestos carbonados, sino •As bien la función 

esta dada en la producción de energía y co•puestos carbonados, 

involucrados en los mecanismos de apertura y cierre estomático . 

Por lo anterior, pode•os decir que lo encontrado en los 

cloroplastos de las células guarda de Vicia faba, podría ser comparado 

con lo que sucede en los cloroplastos de las células del •esófilo. 

Al igual que lo encontrado por Curvetto !.1_ el_, en 1988, los sitios de 

unión para ABA en la •••brana interna del cloroplasto se 

incrementarían durante un estres hídrico, lo que directa•ente habla 

del nú•ero de •oléculas de ABA asociadas a la •embrana del 

cloroplasto. ¿ Cuál podría ser la función de estas sitios de unión ?. 
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Si considera•os que las funciones del cloroplasto de la célula guarda 

es casi si•ilar al de los de una célula del •esófilo, entonces 

podria•os decir que el efecto de ABA sobre estos seria el •is•o. De 

esta •anera, la inhibición de la fotosíntesis por ABA, producto de la 

inhibición de la carboxilación, podría ser equiparable al de los 

cloroplastos de las células guarda. Considerando esto , podria•os 

especular que los sitios de unión podrían estar involucrados en la 

acción de ABA. Estos sitos de unión en la •e•brana del c l oroplasto, 

cabria la posibilidad de que estuvieran constituidos por un dominio 

proteico-lipídico, ya que, co•o se •enciono antes , St iwel l 

al, (1989>, encuentran que la •ayor asociación de ABA a lípidos se daba 

en co•binaciones de lipidos con cadenas de tipo acil, y esta clase de 

cadenas son el •ayor constituyente de fosfolipidos en las •e•branas de 

los cloroplastos <Mader y Barber, 1989> . La proteína . de este do•ínio 

se encontraría en la •e•brana interna del cloroplasto de •anera 

e>etrínseca 

concordaría, 

y de faci l liberación < ver figura 19> . Esto 

con los resultados de •icroscopía encontrados por Sotta 

!.1_ !!..!. en 1985 y Curvetto !..!. !!..!., en 1988. Por otro lado, no se ha 

encontrado nigun efecto inhibitorio de ABA en la fotosíntesis de 

cloroplasto aislado de células de •esófilo, la posible raz ón de esto, 

apuntan Fischer !.1_ !!..!., en 198&, es que durante el aisla• ento se pierde 

o eli•ina algun factor necesario para el efecto de la hor•ona. Este 

factor podría ser el sitio de unión proteico del que esta•os hablando. 

Por lo anterior, la inhibición de fotosíntesis por ABA estaría 

dada pri•era•ente por la unión de esta a su receptor, en la •embrana 

del cloro p lasto (ver figura 19>; cabe recordar que debido al estres 

hidrico, ABA estaría siendo sintetiz~da activa•ente en el citoplas•a, 
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a um entando su concentración. La unión de ABA a su r eceptor prov ocarí a 

l a sal ida de potasio del cloroplasto , de man e r a s imi lar como suced e a 

nivel mem brana. En condiciones de estres hidr ico la s a lida de potasio 

en el estroma esta asociada a la inhibición de l l a fot os íntesis, 

produc to de una acidificación del est roma, lo q ue conlleva a una 

di sm inución de l a carboxilación <Weihua y Berkowitz , 1992>, y que a 

su ve z induciría la sali da de ABA del cloroplasto <Hartung, 1981). La 

inhibición de la carboxilación, provocaria un au•ento en la poza de 

NADPH, lo que desencadenaría un a u•ento del flujo electróni co cí c lico, 

aumentando las pozas de ATP d isponible <Melis, 1991). Esto ulti•o , 

concordaría con el hecho de que el efecto de ABA sobre el cierr e 

estomático es un feno•eno dependiente de energía •etabólica ( Wey ers 

~ ª1_, 1982). 

En conclusión, la •arca e ncontrada en la envoltura del 

cloroplasto, podria estar r elacionada con receptores involucrados e n 

el efecto de ABA sobre la fotosíntesis de la s células guarda. 

b) Localización a nivel de la •e mbrana nuc lear . 

Co•o se obs erva en las figuras 18, parte d e la marca encontrada, 

esta dada en el núcleo de la célula guarda, que en este caso aparece 

co•o una est r uct ura de tipo vacuolar en uno de los extre•os de la 

cél ula. Se confirmó la naturaleza nuc lear de d icha e st ructura por 

observaci on es a micr oscópia de contraste de fases , donde se obse rvó 

como u na estructura óptica•ente densa y no hialina, co mo en el caso d e 

una vacuola. Por otro lado, en lo s ensayos real i zados con anteriorida d 

con acetocarmin, se hab ía locali zado al núcleo en la part e •edia d e la 

célula o ligeramente desplazado hacia alguno s de los ex tre mos, como en 
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este caso. 

El h e cho que •oléculas de ABA se encuent r e asociadas al núcleo , 

ya ha bí a sido reportado por Sotta et ª1._, en 1985, en células del 

mesófil o de hojas de plantas de Chenopodiu • polyspermum estresadas 

hídrica•ent e , encont randose un patron d e d i stribución si•ilar al del 

presente estudio ; no se dió niguna explicac ión del hallazgo . 

Sossountzov , L. et ª1._, (1986> trabajando con yemas foliares de plantas 

no e stresadas , encont r ó que ABA se unia e s pecífica•ente a la •embrana 

nuc lear , ademas de localizarse en gran pro porción sobre la región 

nuc leolar. Tampoco se dio una explicac ión ha e st e hecho, sin e•bargo , 

aun c uando son modelos dist i ntos, inferir, por estos 

res u ltados , que ABA de alguna manera esta interactuando c o n el núc leo, 

e n l a respuesta fis iológica espec ífica requer ida . 

Se h a demostrado p or técnica s moleculares , que uno de los 

intermediari os de la respuest a en c adena de •uchas de las hor monas 

veg e tales son los RNA •ensajeros <RNAml específicos , los cual es 

cod if i can productos génicos involucrado s e n l a respuest a fisiológi ca 

particular . Aun cuando ex i st en muchos reportes, donde se describe el 

incremento de RNAm co•o respuesta a la a plicación de ABA o a l 

incre mento na tural de ABA, no se sabe co• o se lleva a c a bo est e 

contro l de la transcri pc i ón a n i vel nuclear <Hetherington y Quant~o , 

1991). 

Lo s estudios con h orm onas ani•ále s , han def inido dos •ec anismos 

de control de las res puestas , a mbos conver gen a nivel de la modulación 

del gen , a través de la activación de proteínas re g u ladoras , las 

cuales s e unen a la s r egiones del gen con función de regu lación de la 

transcripción. Uno de l os mecanis•os invo lucra la directa ac tivación , 
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por parte de la hormona, sobre la proteína reguladora. Este es el caso 

de las hormonas de tipo esteroide, donde reciente•ente se ha 

identificado un receptor citoplas•ático, el cual resulto ser la 

proteína reguladora de la transcripción. El segundo •ecanismo 

involucra la activación de las proteínas reguladoras por segundos 

mensajeros. Este caso es el de las hormonas de tipo peptídico. Se ha 

encontrado, que los principales •ediadores en esta respuesta son, 

calcio , y el AMP cíclico, los cuales estimulan una cierta fa•ilia de 

proteínas cinasas, las cuales fosforilan la proteína reguladora y la 

activan. <Mundy, 1990¡ Hetherington y Quantro,199>. 

En las plantas , como ya se ha mencionado, el incremento natural 

de ABA o la aplicación directa de esta a los tejidos, lleva a la 

expresión específica de algunos genes. Estos genes y sus productos se 

encuentran en su mayoria relacionados con la adaptación de la planta o 

semilla al estres osmótico <Skriver y Mundy, 1990). 

Los genes que responden a la acumulación del ácido abscísico, son 

los de la familia denoainada LEA <de las siglas en ingles Late 

E•bryo Abundant Proteins "> y los de la familia RAB ( de las siglas en 

ingles Responsive to ABA "l . La mayoria de estos genes se ha 

encontrado que se activan cuando ABA se incrementa, durante la 

deshidratación de la semilla y la entrada en latencia del embrión. Sin 

e•bargo, en tejido veg e tativo so•etido a estres hídrico u osmótico , se 

ha la acumulación de los RNAm de los genes LEA 

<Hetherington y Quantro, 1991). Ademas, recientement e , Renwick ~ !!.!.. 

(1992 >, utilizando anticuerpos dirigidos contra varios 

los genes LEA, encontraron los productos de estos genes 

guarda de Commelina communis cuando s e les a p licaba ABA. 

88 

productos de 

en las células 



El •ecanis•o por el •edio del cual ABA regula la eKpresión de 

estos genes , se ha co•probado esta a nivel transcripcional. En 

estudios hechos con plantas t ransgénicas, donde se transfor•ó 

incertando un gen qui•érico con la region reguladora 5' del gen EM 

<fa•ilia LEA> , un gen est ructural reportero de la B-glucoronidasa 

<GUS> y la parte ter•inadora 3' del gen del virus del tabaco , se 

encontró que ABA es capaz de regular la eKpresión de dicho gen 

<Marcotte f1. ª1._, 1988> . La region reguladora 5' de 646 pares de bases 

<pb) del gen EM fue estudiada para det er•inBr las secuencias 

responsable s de la respuesta a ABA <Regione s ABRE, de las siglas en 

ingles Abscisic Acid Response Ele•ents " >. Se encontró que la 

region co•prendida entre -168 a + 92pb contenía la regiones de 

respuesta a ABA <Marcotte et ª1._, 1989) . El análisis de esta región 

de•ostró que eKiste un n6cleo de respuesta co•6n, el cual s~ repit e 

con gran ho•ología en las region es pro•otoras 5' de los genes LEA y 

RAB. Este n6cleo esta constituido de 6 pb en el siguiente orden: 

CACGTG <Hetherington y Quantro, 1991> . 

El •ecanis•o por el cual estas regiones en c i s son reguladas aun 

es desconocido. Guiltiman , en 1990, encontró una proteína que se unia 

especifica•ente a la región ABRE, cubriendo una secuencia de 8 pb. El 

análisis de esta proteína reveló que su estructura era del tipo de 

cierre de leucina, fa•ilia de proteínas involucradas en la regulación 

de la transcripción a nivel del gen <Autor citado por Hether i ngton y 

Quantro, 1991 >. 

Considerando todo lo anterior, se puede especular, por la 

posición del ácido abscisico sobre la •e•brana nuclear <ver figura 

19). que la regulación pudiera ser del tipo de las hor•onas 
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esteroides, esto es , que ABA se uniría a la proteína reguladora y la 

activaría, transportandola directamente hasta el núcleo; en el núcleo 

ABA liberaría 

entonces la 

la proteína a nivel del complejo del poro 

proteína se uniría específicament e a las 

núclear, y 

regiones 

reguladoras s• y activaría o desactivaría la transcripción de los 

genes involucrados en la respuesta al estres hídrico. 
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CONCLUSIOflES 

1.- Se real izo un acoplamiento entre ABA y HSA, obteniendose un 

conjugado vía el 

prote ína. 

carbono 1 de la hor•ona y los grupo amino de la 

2.- Se estandari zo, en conejos , el protoc olo de . in•unizaciOn para la 

obtención da anticuerpos contra ABA libre, encontrandose que los 

•ejores result ados estan dados cuando las dos pri•eras in•unizaciones 

se realizan subcutanea•ente y en sitios •ultiples, y los refuerzos de 

for•a intra•uscular . El tie•po Opti•o encontrado entre cada refuerzo 

~ue d• 10 días. 

3 . - A los cuarenta días del esque•a de in•unizaciOn, se 

un anticuerpo policlonal contra la •ezcla racé•ica 

sem ipurificO 

de ABA , por 

precip i tación con sulfato de a•onio. Se enc ontró , por pruebas de 

inhibicion por hapténo , que 100µ1 del anti c uerpo aislado, son capaces 

de unir 20 ng de ABA libre. 

4. - El análisis de la posición de ABA en las células guarda abaKiales 

de ho jas de Vicia faba en condiciones de turgencia o estres hídrico 

<88~ pes o fresco> , •ostro lo siguiente: 

a> En las células no estresadas, no se detecto h or• ona libre. 

Posible•ente en condic iones de no estres, las cantidades son tan bajas 

que no son detectadas . Por otro lado, eK i ste la posibilidad de que la 

hor•ona se liberé al •edio de ensayo, dis•inuyendo aun •ás su 

concentración intracelular. 

bl En cond iciones de estres hídrico <88~ pe so fresco>, durante 12 

horas, la hormona se encontro unida al plas•ale•a, la envoltura del 

cloroplasto y la envoltura nuclear. 
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5 . - Según 

que: 

los antecedentes biblográficos , eMiste la posibilidad de 

al ABA se encuentre unida a un receptor en el plasmalema, como 

parte del mecanism o de regulación de la permeabilidad de la membrana a 

los iones , durante el cierre estomático . 

bl ABA se encuentre unida a un receptor en la envoltura del 

cloroplasto, el cual •edifique la permeabilidad de la membrana y 

regul e la actividad fotos i ntética. 

el ABA se encuentre unida a la envoltura nuclear , participando 

en la regulación de la eMpresión gen é tica en condiciones de estres 

hidrico . 
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