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I RESUMEN 

Numerosos organismos responden al estrés osmótico sintetizando grandes cantidades 

de compuestos llamados osmolitos. Cuando éstos se acumulan en el citoplasma. ayudan a la 

célula a mantener su contenido de agua sin interferir con los procesos metabólicos y 

protegen a las macromoléculas de los efectos nocivos de los iones inorgánicos. La glicina 

betaína, que se sintetiza en las plantas a partir de la colina, es uno de los osmolitos más 

efectivos. La enzima betaína aldehído deshídrogenasa (IMM) catalina el Ultimo paso 

irreversible de su síntesis. Se sabe que la actividad de esta enzima se incrementa en respuesta 

a estrés osmótico. En este trabajo se investigaron los posibles cambios en los niveles de la 

proteina BADIL en el Amaraurhus filonehondriacin L. en respuesta a diferentes condiciones 

de estrés osmótico. Para este propósito se obtuvieron anticuerpos policlonales contra la 

enzima purificada de hojas de amaranto, que se utilizaron para explorar los siguientes 

aspectos: I) El efecto del déficit de agua y de la concentración alta de sales (NaCI) sobre la 

cantidad relativa de la proteína BADLI y 2) el posible papel mediador del ácido abscísico en 

esta respuesta. Para esto se trataron las hojas con cloruro de sodio (NaCI), polietilénglicol 

(PEG) y ácido abscisico (ABA) durante 6 h. La proteína BADIL se cuantificó por 

immmoelectrotransferencia y densitometria, mientras que la actividad enzimática se evaluó 

midiendo, mediante espectrofotometria, la transformación de NAD+ en NAD1-1. Los 

resultados de este trabajo demostraron la existencia de una cierta cantidad de proteina 

BADE( que no muestra actividad en las hojas no sometidas a déficit de agua, mientras que en 

las hojas que se hallan bajo estrés osmótico durante un plazo corto, se manifiesta un 

incremento en la proteína BADI-I menor al aumento de la actividad enzimática: En base a 



estos resultados se postula que a corto plazo el déficit de agua causa una activación de la 

enzima preexistente. Por su parte, el ácido abscísico promueve el aumento de la actividad 

embanca en menor proporción que los tratamientos causantes de estrés osmótico, lo que 

sugiere que éstos conllevan a un aumento de la actividad de BADI-1 por vías de transducción 

de señales diferentes en cada caso. Por otro lado, con el ácido abscisico no se observa un 

aumento en la cantidad relativa de proteína BAD11, por lo que es posible que esta 

fitohormona esté involucrada en la activación de la enzima, aunque puede haber otros 

mecanismos de activación. 
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II. INTRODUCCION 

I. El Agua 

El agua es la sustancia más abundante en todos los seres vivos, en la que se llevan a 

cabo la mayoría de las reacciones químicas necesarias para la vida. La importancia del agua 

en los organismos vivos resulta de sus propiedades fisicoquímicas únicas como son, entre 

otras, su alto calor específico (4.2 1/g ), su calor de vaporización, que es el más alto 

conocido (2441 J/g a 1000  C) y de fusión (333.6 J/g ). El alto calor especifico del agua 

tiende a estabilizar las temperaturas de los organismo vivos y de su medio ambiente. El alto 

calor de vaporización del agua hace que la evaporación de ésta tenga un efecto pronunciado 

de enfriamiento y su condensación de calentamiento (Kramer, 1969). 

Otra de las características muy importantes del agua es que es una molécula polar. 

Esto se debe a que la unión de dos átomos de hidrógeno con una de oxígeno no es lineal, lo 

que provoca una distribución asimétrica de las cargas. Además, el oxigeno es un átomo 

fuertemente electronegativo, por lo que atrae con gran fuerza los electrones del hidrógeno, 

dejando la región alrededor de los átomos de hidrógeno con una carga positiva neta. Esta 

característica permite al agua ser un excelente disolvente, ya que es capaz de debilitar los 

enlaces iónicos o de hidrógeno de algunos compuestos y solvatarlos. De esta manera pueden 

quedar libres átomos y moléculas con cargas eléctricas que pueden ejercer fuerzas de 

atracción y repulsión sobre otras moléculas. 

1.1. Potencial hídrico y potencial químico 

El potencial químico es el cambio en energía libre que se produce por agregar una 

cantidad unitaria de una sustancia. Para un soluto disuelto en agua, el potencial químico es 
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aproximadamente proporcional a la concentración de soluto El potencial químico se calcula 

de la siguiente manera (Fitter y Ilay, 1981) 

p¡ 	RT In a¡ 	 (1) 

en donde. p¡ = potencial químico de una sustancia i, R == constante de los gases (8.314 uhuol 

K), 	temperatura en kelvins y a¡ - actividad de la sustancia i (concentración). 

Un soluto en difusión tiende a moverse de regiones con alto potencial químico a 

regiones de bajo potencial. 

El potencial hídrico es el potencial químico del agua en un sistema o parte de un 

sistema, expresado en unidades de presión, comparado con el potencial químico del agua 

pura a la presión atmosférica y a la misma temperatura (Fitter y Hay, 1981): 

	

= (py  -1.tws)/ Vw 	 (2) 

en donde, 'Y = potencial hídrico, pw  - potencial químico del agua, pw*  - potencial químico 

del agua pura a la presión atmosférica y a la misma temperatura que el sistema y Vw  - 

volumen molar parcial del agua (18 cm3  / mol). 

Por lo tanto, • así como los solutos se difunden en respuesta a diferencias en el 

potencial químico del soluto, el agua se difunde en respuesta a diferencias en el potencial 

hídrico. Cuando el potencial hídrico es mayor en una región que en otra y no .hay barrera 

impermeable que impida la difusión, el agua se difunde desde la región con potencial elevado 

a la de bajo potencial. 

El potencial hídrico resulta de las acciones combinadas pero opuestas de los 

potenciales de presión y osmótico (Fitter y Hay, 1981): 

= 	4- Ts 	= p s) 	(3) 



en donde, `1' - potencial hidrico total, 'Fp 	potencial de presión o simplemente presión y 

`I's = potencial osmótico. 

1.2. Potencial osmótico del agua y su relación ron el estrés osmótico 

Cuando existe una barrera física formando dos compartimentos diferentes, corno es 

el caso de las membranas biológicas, en las que el paso de los iones a través de la membrana 

queda restringido debido al tamaño del ion acompañado de las moléculas de agua que lo 

solvatan, sólo es posible el flujo de moléculas de agua de un compartimento a otro. Este 

recurso es utilizado para equilibrar las concentraciones de solutos en ambos compartimentos 

(ósmosis). Así, si de un lado de la membrana hay una solución y del lado opuesto hay otra 

con diferente concentración, habrá ósmosis. La solución más concentrada tendrá el potencial 

hídrico menor (más negativo), de manera que el agua se difundirá hacia ella desde la otra 

solución hasta que aumente la presión (siempre y cuando el agua esté confinada) hasta un 

punto en que su potencial hídrico sea igual al de la solución menos concentrada. Este efecto 

es sumamente importante cuando un organismo está bajo estrés osmótico (hídrico o salino) 

Cuando una planta absorbe pocas cantidades de agua debido a su baja disponibilidad, 

las células deben ceder agua de su interior para equilibrar las concentraciones de los iones 

que se encuentran fuera de ellas. De esta manera, las células sufrirían de plasmólisis y 

muerte. Esto puede ser contrarrestado por la acumulación o la sintesis de osmolitos por la 

propia célula, que al reducir el potencial hídrico evitan la pérdida de agua y por lo tanto 

regulan la turgencia de las células. La acumulación de solutos es un aspecto importante de la 

adaptación de las plantas al déficit de agua (Morgan, 1984) y al estrés salino (Wyn Jones y 

col., 1977; Greenway y Munns, 1980). Las células deben adaptarse a potenciales hídricos del 
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exterior bajos manteniendo el volumen y la turgencia, por lo que deben mantener un 

potencial de solutos bajo. El ajuste osmótico por acumulación de solo» es una respuesta 

Rente al déficit de agua, pero cuando los solutos acumulados son iones inorgánicos. puede 

existir lesión ocasionada por su interacción con proteínas u otras estructuras 

macromolecularse (Iiochachka y Somero,1984). 

2. Estrés Hídrico 

El término "estrés" se define como cualquier factor lisicoquintico o ambiental capaz 

de producir una lesión permanente en el organismo viviente (Levitt, 1980 a,b), por lo que es 

importante distinguir entre las respuestas que representan síntomas de lesión o incidentales 

provocadas por las condiciones de estrés, de las respuestas que son realmente de adaptación, 

que favorecen el crecimiento continuo durante el estrés o durante su recuperación (Hanson y 

Hitz, 1982). 

2.1. Estrategias de Respuesta al Estrés Hídrico 

Las plantas han desarrollado diferentes mecanismos de adaptación al estrés hídrico y 

salino, los cuales pueden ser clasificados de manera general en tres niveles: escape, evasión y 

tolerancia (Levitt, 1972), El mecanismo más complejo involucra la interacción de los 

productos de muchos genes. 

A) ESCAPE 

El mecanismo de escape consiste en que el ciclo de vida de las plantas es regulado de 

manera que éstas sufren pocas veces del estrés hídrico. Para esto, las semillas germinan 



rapidainent e despues de la lluvia, crecen, se reproducen y dan semillas antes de que el agua 

se extinga Ast pueden sobrevivir los periodos de sequia en una Ibrma adecuada 

Este mecanismo se basa en asegurar la producción de la semilla, independientemente 

de la cantidad de lluvia que exista El tiempo que transcurre desde que ésta germina hasta 

que la planta madura es corto y, por lo general, el proceso se lleva a cabo durante el periodo 

de lluvia 

1 as plantas que utilizan este mecanismo deben ser poco dependientes de la cantidad 

de luz solar, ya que deben ser capaces de desarrollarse durante periodos de lluvia en los 

cuales puede ser menor la intensidad de la luz (Ludlow y Muchow. 1988). 

13) EVASION 

La evasión ocurre en plantas que tienen tejidos muy sensibles a la deshidratación, por 

lo que son capaces de almacenar grandes cantidades de agua lo que evade a los periodos de 

sequia. Este tipo de mecanismo se puede encontrar en algunas plantas desérticas con 

metabolismo ácido de las crasuláceas (metabolismo CAM). 

Aqui, las plantas desarrollan ralees muy profundas para maximizar la toma de agua 

(Sherif!' y Ludlow 1984, SherilT y col. 1986). Durante períodos de calor y sequía, los 

estomas se cierran para reducir el intercambio de gases y, por lo tanto, la pérdida de vapor 

de agua, ya que son muy sensibles a una disminución del potencial hídrico de las hojas 

(Ludlow e lharakí, 1979; Ludlow y col., 1983; Ludlow y col., 1985). Una vez que se han 

cerrado los estomas, comienza el movimiento de las hojas, lo que reduce la absorción de 

radiación solar. Esto tiene como consecuencia una baja de la temperatura de las hojas de 12 

a 15 °C, reducciones en las diferencias de presión de vapor y en la pérdida de agua. 
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TOURAMIN 

La tolerancia se lleva a cabo en plantas que tienen tejidos que pueden tolerar la 

deshidratación de manera limitada. Estas plantas tienen la capacidad de sintetizar osmolitos 

protectores no tóxicos que permiten retener agua en los tejidos. 

El ajuste osmótico contribuye a mantener la turgencia de las células, lo cual permite 

que se sigan llevando a cabo las actividades celulares normales. Con esto, se mantiene la 

adquisición de carbono para la síntesis de compuestos orgánicos. por medio de la apertura 

de los estonias. Tampoco se ve interrumpida la fotosíntesis y. por lo tanto, continúa la 

expansión de las hojas. También hay aumento en la toma de agua y se mantiene la extensión 

de las raíces como es el caso del mecanismo de evasión. Sin embargo. si la cantidad de agua 

absorbida no compensa la perdida, no se puede evitar la pérdida de agua debido a la 

continua adquisición de carbono que al consumir agua, provoca deshidratación (Ludlow y 

col., 1985; Ludlow, 1987b) (Fig. 1). 
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Fig. I. Efectos del ajuste osmótico durante el déficit de agua. 
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2.2. Respuestas bioquímicas y moleculares de adaptación al déficit de 

agua en las plantas. 

Se ha observado que una de las respuestas para controlar la pérdida de agua de las 

plantas es la regulación del intercambio gaseoso entre las hojas y la atmósfera Esto se lleva 

a cabo por la apertura o cierre de los estomas, que evitan la pérdida de vapor de agua por 

transpiración. Generalmente, los estomas no responden hasta que se alcanza un umbral con 

bajos rangos de potencial hídrico, entre -0.2 y -1.0 MPa (Begg y Turner, 1976; Ludlow, 

1980). 

Al llevarse a cabo el cierre de los estomas se corre el riesgo de incrementar la 

temperatura de las hojas cuando éstas mantienen su orientación hacia la luz y cuando la 

velocidad del viento y la presión de vapor atmosférica se mantienen constantes. Esto es 

debido a que la radiación que reciben las hojas no puede ser disipada por medio del 

enfriamiento por evaporación (Ehder y col., 1978; Rawson y col., 1978). La temperatura 

puede incrementarse entre 5-10 °C con relación a la temperatura del aire, lo que puede 

afectar las propiedades cinéticas de las enzimas (Somero y Low, 1976; Teeri, 1980) y 

provocar lesiones por calor (Berry y Bjorkman, 1980; Raison y col., 1980; Smillie y Nott, 

1979). Por lo tanto, todas las plantas tienen la capacidad, en mayor o menor proporción, de 

cambiar el ángulo de las hojas durante el estrés para evitar el sobrecalentamiento (Begg, 

1980). Estos movimientos minimizan el dallo por altas temperaturas y deshidratación 

(Ludlow y BjOrkman, 1984; Ludlow, I987c). 

Otra consecuencia del cierre de los estomas es la disminución de la velocidad de la 

fotosíntesis debido a que se reduce la adquisición de CO2 (de 40 a 16 mg de CO2 dni- Ihr-1) 

por la restricción en el intercambio gaseoso. Sín embargo, en las primeras horas del déficit 
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cronico de agua, la baja adquisicion es compensada por el carbono 	l loviere del 

transporte de los fluidos de la planta Illoeinat (Ilegg. y forner. 1076. 'toril c NIcl,heison 

1075, Johnson y Nloss. 197(. Jurgens y col., 19711 Suma y krieg. I979) 

A nivel molecular, la pérdida de agua provoca la inducción de genes que dan como 

resultado productos que protegen las estructuras celulares de los efectos nocivos de la 

reducción de la cantidad de agua en la célula. Estos genes son llamados genes kg y fueron 

identificados inicialmente COMO genes que son expresados durante las fases de maduración y 

desecación del desarrollo de la semilla (Baker y col.. 1988). La mayoria de estos compuestos 

son predominantemente hidrotilicos y se localizan principalmente en el citoplasma. Entre sus 

funciones está la de secuestrar iones, la protección de otras proteínas o membranas y la 

renaturalización de proteínas desdobladas (kay, 1993) (Fig. 2). Una de estas proteínas kg, 

cuya función es secuestrar iones que se acumulan durante la deshidratación celular, tiene una 

secuencia consenso que se repite al menos 13 veces y que forma una u-hélice antipática. La 

cara hidrofóbica es importante para formar un homodimero y la cara externa con carga está 

involucrada en el secuestro de iones (Dure, 1993). Esto da una idea de la complejidad que 

pueden tener los diferentes productos de estos genes que se expresan en respuesta al estrés 

hídrico. 

El ajuste osmótico es una respuesta a la pérdida de agua sumamente importante. Este 

ajuste se logra manteniendo el potencial osmótico durante el déficit de agua. Una reducción 

en el potencial hidrico celular por debajo del potencial hídrico externo, como resultado de 

una disminución del potencial osmótico, permite al agua entrar a la célula El potencial 

osmótico dentro de la célula es reducido por medio de la acumulación de osmolitos 

compatibles en el citoplasma. 

13 



1 
1111119;i111111 

Protección de membranas 

o suministro de agua 

H2.0  

lonuptasto 

Canal proteico para 
agua 

PO: 	POé 

wa, 	118' 
PO0 	F04. 

Secuestro de 
Iones 

Chaperonas 

/Al  

(Déricit\, 

agua ,
i 	Uhiqullina 

\ „„ 
•• • 

Proteasas 

u b nonio+ -lo. 

wtealo —s. 
Prollaa, betalia 
sacarosa, &dota 

 

elr. 

Síntesis de osmolltos 	Inhibidores de proteasas 

Fig. 2. Probables funciones de los productos de los genes que son inducidos por el 

déficit de agua. Estos productos son sintetizados para mantener las funciones celulares 

durante periodos de pérdida de agua cuando hay un ajuste osmótico. Tomado de Bray 

(1993). 

14 



1 Estrés Salino 

El estrés salino es provocado por diferentes tipos de sales, siendo la mas importante 

el NaCI, debido a su abundancia en la tierra. 

Existe una relación inseparable entre el estrés !libe() y el salino, ya que la adición de 

sal al agua disminuye el potencial osmótico y, por lo tanto, evita la difusión del agua. De 

esta manera, cuando una planta es transferida de un medio bajo en sales a uno alto, 

inmediatamente sufre una deshidratación por ósmosis. Esta deshidratación tiene 

consecuencias comparables a las observadas con el estrés hídrico. Por ejemplo, la adición de 

NaCI al medio de crecimiento de plantas de cebada da como resultado un incremento en la 

actividad de ((Nasas (Arad y Richmond, 1976). Este incremento constituye una lesión por 

estrés hídrico, lo que indica que el estrés salino induce una lesión por estrés hídrico 

(osmótico) secundario (Mercado y col., 1974). 

Otros efectos del estrés salino se deben a quo las sales pueden penetrar a las células y 

causar un daño directo. Por ejemplo, el estrés salino puede ocasionar, por la pérdida de agua 

que conlleva, el cierre de los estomas y por tanto, la reducción de la transpiración. Sin 

embargo, si la sal puede entrar a las células guarda, puede revertir el gradiente osmótico 

llevando a una apertura de los estomas y por lo tanto incrementar la transpiración (Sen y 

Chawan, 1975). 

La exposición de una planta a NaCI provoca una clara disminución en el crecimiento 

de las hojas que suele ser proporcional al potencial osmótico de la solución externa. La 

- reducción de la velocidad de expansión del área de la hoja es una respuesta de corto plazo, 

ya que se da en el transcurso de un día de exposición a la sal. Este efecto probablemente está 

gobernado por la respuesta de las raíces al potencial hídrico bajo del suelo, y esta respuesta 
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se comunica al resto de la planta por medio de reguladores de crecimiento (Mons y 

Termaat, 1)86). 

La disminución en el crecimiento debido al estrés salino también se ha explicado por 

la absorción limitada de iones nutrientes debido a la competencia del NaCI. El efecto de Na' 

en la toma de Kt  es doble. A concentraciones bajas, Na+  puede incrementar la toma de K e , 

mientras que la disminuye a altas concentraciones (Lcvitt, 1980b). También los iones cloruro 

y sulfato tienen un efecto negativo en la toma de nutrientes, causando una disminución en el 

contenido de fósforo total e inorgánico (Zhukovskaya, 1962). 

La lesión provocada directamente por los iones, y no por el estrés osmótico 

secundario, se debe a efectos tóxicos de la sal directamente sobre la membrana plasmática o, 

después de atravesar la membrana y llegar al protoplasto, sobre los sistemas bioquímicos y 

genéticos. Se ha visto que el Cl" suele ser más tóxico que el Na, ya que llega a matar o 

lesionar gravemente al arroz (Tagawa e lshizaka, 1963) y zarzamoras (Ehlig, 1964). 

El NaCI reduce la fotosintesis en algunas plantas, lo que puede tener como 

consecuencia la disminución de la velocidad de crecimiento. El Na+  disminuye, en algunas 

plantas, la velocidad de respiración, lo que altera la síntesis de carbohidratos y la obtención 

de energía. Sin embargo, se ha observado que en muy pocas plantas se ve afectada la 

fotofosforilación, por lo que no hay razón para pensar que haya una disminución en la 

síntesis de ATP. El NaCI disminuye la síntesis de proteínas e incrementa su hidrólisis en 

muchas plantas, sin embargo, aumenta la síntesis de proteínas relacionadas con la resistencia 

al estrés y de enzimas involucradas en la síntesis de osmolitos compatibles, así como la 

síntesis de proteínas encargadas del secuestro de iones. Por otra parte, estos iones 

interaccionan con los ácidos nucleicos y los desestabilizan, aunque también inducen un 
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aumento en el RNAm de las proteínas que se sintetizan en respuesta al estrés. Finalmente, 

los iones pueden tener un efecto de activación o de inbibiciO» sobre diferentes tipos de 

enzimas, por lo cual existe una alteración en la síntesis de metabolitos (Levitt. 1980b, Uunus 

y Tennaat, 1936; Weretilnyk y Hanson, 1989, Cayley y col., 1992). 

En la figura 3 se resumen los efectos del estrés con Na l.. 
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III. GENERALIDADES 

alma es una sustancia indispensable para cualquier forma de vida va que presenta 

características tisicoquinucas especiales Debido a ésto, todas los oreanismos han 

desarrollado como respuesta evolutiva, una serie de mecanismos para evitar la pérdida de 

agua, así como la adaptación a medios que presentan poca cantidad de este liquido Para 

mantener el contenido de agua en las células, se acumulan grandes cantidades de solutos en 

el citoplasma lo que reduce el potencial osmótico. La acumulación de los solutos en el 

citoplasma debe ser no tóxica, lo cual sólo se cumple a través de algunos compuestos 

orgánicos neutros. Uno de los más importantes de éstos es la glicina betaina, que se sintetiza 

por la enzima betaina aldehído deshidrogenasa (BADIL EC 1.2. 1.8). En plantas, esta enzima 

está localizada en el cloroplasto (Fig. 4), donde también se localizan la mayoría de las 

enzimas responsables de la fotosíntesis. 

El flujo de agua del suelo a la atmósfera a través de toda la planta es continuo y se da 

siguiendo un gradiente de potencial hídrico, moviéndose de un sistema de alta energía libre 

al de baja energía libre hasta llegar al equilibrio. Esto quiere decir que el agua suele fluir de 

las zonas de mayor concentración (de agua) a las de menor concentración. Asi, se mueve del 

suelo hacia la atmósfera pasando por el xilema, que es un sistema vascular que transporta 

agua y solutos a las diferentes partes de la planta (Fig. 4). Cuando la cantidad de agua que es 

cedida a la atmósfera es mayor que la que se recibe del suelo, la planta empieza a perder 

agua y sufre de un estrés hídrico. 

En la planta, uno de los mecanismos de control de la pérdida de agua es el cierre de 

los estomas que se localizan en la epidermis y sirven para controlar el intercambio gaseoso 

entre el tejido de la hoja y la atmósfera. Cada estoma consiste de dos células llainadas 
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guarda que rodean un orificio en la epidermis (Fig. .1). El tamaño de la apertura entre las 

células guarda incrementa o disminuye corno resultado de cambios en la turgencia de las 

células guarda. El incremento de la turgencia en estas células conlleva la apertura, debido a 

que al aumentar el volumen de la célula la pared celular disminuye su grosor. por lo que 

aumenta el espacio que existe entre ambas células guarda. La disminución de la turgencia 

produce el fenómeno contrario al descrito. Para evitar que continúe la pérdida de agua, la 

planta cierra los estomas para disminuir el intercambio gaseoso y. por lo tanto, la pérdida de 

agua por transpiración. 

Para que la planta pueda regular el intercambio gaseoso es necesaria la presencia de 

algunas hormonas que permitan dar la señal del cierre de los estomas. Una de estas 

sustancias es el ARA, la cual también tiene otras funciones como la de ser un inductor en la 

síntesis de proteínas, por lo que pudiera estar relacionado con el aumento de la actividad de 

las enzimas importantes en la respuesta al estrés osmótico. 

Una de las mayores preocupaciones de los paises en vías de desarrollo es el de 

solucionar los problemas de desnutrición con los bajos recursos económicos que se tienen. 

En México se cuentan con grandes extensiones de tierra de buena calidad para la agricultura, 

sin embargo no todas las regiones tienen un clima que favorezca los cultivos. Siendo los 

alimentos de origen vegetal una buena posibilidad para abastecer a la población de alimentos 

económicos, se empieza a buscar apoyo en la ciencia para poder controlar la acción negativa 

del clima. Por lo tanto es necesario conocer perfectamente los diferentes mecanismos que 

estén involucrados en dar resistencia a las plantas a las condiciones ambientales adversas. 

Así, todos los estudios deben estar enfocados a la posibilidad de realizar ingeniería genética 
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que permita el mejoramiento de las especies y, por lo tanto, el contar con mejores cultivos 

para la alimentación y para el simple mejoramiento ecológico y ambiental 
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IV. A NTECE UNTES 

I. Acido abscísico 

En los años 1950's se descubrió que el ácido ahscísico (ABA) era una fitohormona 

que afectaba la abscisión de las hojas (fenómeno de ocurrencia periódica que provoca la 

separación de las hojas de las plantas) y la !Menda de los retoños. El A13A es un 

sesquiterpeno derivado del mevalonato (Li y Walton, 1987; Zcevaart y Creelman,1988). El 

compuesto natural y activo es el isómero D(±). Su fórmula química se muestra a 

continuación: 

1-13C 	CH3 	913  

C\ C\ 
c/ \ 

CH u 

CH3  COOH 

El ABA ha sido detectado en gran cantidad de plantas. Tiene un peso molecular de 

264.31 gimo!. Normalmente se encuentra en las plantas en concentraciones de 0.01 a 1 ppm 

(0.0378-3.78 ttM) hasta 4 ppm (15 ItM). Es sensible u la luz y lentamente transformado a 

trans-ABA por la radiación ultravioleta de la luz solar. Es transportado en los peciolos de 

algodón a una velocidad de 22.4 mm/h independientemente de la concentración o del 

tamaño del peciolo (Levitt, 1972). 

Debido a que es un sesquiterpeno (por lo tanto isoprenoide), el ABA es sintetizado 

por la vía biosintética de los carotenoides y está relacionado con el carotenoide de la 

vitamina A. La 9'-cis-neoxantina es transformada a xantoxina la cual a su vez es oxidada a 
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ABA-aldehído que es convertida a ABA por la enzima ABA aldehído oxidasa. La luz parece 

estimular su formacion a partir de los productos de la fmooxidacion de la xamotila (Pan-y, 

1993). 

El ABA es una hormona que está íntimamente ligada a la función de los estomas 

(Raschke, 1975) Se sabe que para que exista sintesis de ABA inducida por la deshidratación 

se require la transcripción (Guerrero y Mullet, 1986), llevando esto a la acumulación de 

ABA debido a la pérdida de la turgencia de las células (Creelman y Zeevaart. 1985). Los 

niveles de ABA se ven incrementados en tejidos sometidos a estrés osmótico por 

desecación, salo frío (Henson, 1984, Mohapatra y col., 1988). 

Estudios realizados con hormonas animales han demostrado que el mecanismo de 

acción hormonal tiene dos aspectos principalmente, como son la regulación de la 

transcripción por la unión de hormonas esteroides a los factores de transcripción (Beato, 

1989) y la activación de factores reguladores por medio de segundos mensajeros (Deutsch y 

col., 1988). Aunque el mecanismo de acción del ABA no se conoce completamente debido a 

que no se han caracterizado sus receptores, se ha implicado la participación de segundos 

mensajeros, ya que la respuesta a ABA es dependiente de Cal + (Napier y col., 1989; 

Schroeder y Hedrích, 1989). 

El ABA actúa en el exterior de las células guardas (Hartung, 1983) provocando la 

pérdida de 1C.  y Cf con la consecuente reducción en la turgencia por pérdida de agua por 

medio de ósmosis y por lo tanto el cierre de los estomas. El ABA debe interaccionar con 

receptores membranales y/o lípidos membranales ocasionando la liberación de trifosfato de 

inositol (IP3). Se ha observado en animales que es un importante segundo mensajero 

(Berridge e Irvine, 1989) y que en plantas superiores puede inducir la liberación de Ca2+ de 
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las vacuolas (13rosnan y Sanders,1990, Drohak y Ferguson, 1985; Ranjeva y col 1988, 

Scbumaker y Sze, 1987) El Cal' puede actuar también como un segundo mensajero 

provocando la inactivación del canal de internalización de 1(1-, sin afectar el canal de 

externalizacion alían y col., 1990). Este mecanismo puede también estar relacionado con la 

producción de segundos mensajeros que permitan la activación de proteínas por 

lbsforilación, en respuesta al estimulo por ADA (Skriver y Mundy, 1990). 

Se han diseñado modelos en los que se sugiere que el estrés osmótico se percibe 

primero por las células como perturbaciones del plasmalema. Esto es ocasionado por la 

pérdida de la turgencia seguido por un incremento de ABA citosólico y apoplástico debido a 

la síntesis de novo y/o liberación de la hormona secuestrada en los organelos (Zecvaart y 

Creelman, 1988). Aunque se puede explicar la liberación de la hormona de los organelos por 

la presencia de gradientes de iones, el incremento en ABA libre depende de la síntesis 

genética de novo. Por lo tanto una serie de genes pueden ser inducidos rápidamente por la 

pérdida de la turgencia, y así regular los niveles de ABA libre en la célula (Guerrero y 

Mullet, 1986) (Fig. 5). 

Trabajos realizados con mutantes de cebada indican que enzimas como aldchldo 

oxidasas pueden controlar la acumulación de ABA en respuesta a estrés hídrico (Walker-

Símmons y col., 1989), tras lo cual los niveles acumulados de ADA inducen la expresión de 

genes específicos llamados genes rah (respuesta a ADA) (Skriver y Mundy, 1990). Las 

proteínas codificadas por los genes rab tienen como principal: característica una alta 

hidrolilicidad y un alto contenido de aminoácidos no cargados e hidroxilados. De esta 

manera, las proteínas celulares puden ser estabilizadas durante la deshidratación por medio 

de las interacciones con las proteínas roh (Dure y col., 1989). Uno de los dominios de las 
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proteínas arb que esta cargado positivamente, puede unirse a los ácidos nucleicos (!slundy 

Chua, 1988). Esta proteína se une a una cadena sencilla de DNA y permanece unida en altas 

concentraciones de sal. Esto indica que algunos genes dependientes de ABA pueden 

codificar proteínas que se unen al DNA para regular la transcripción (Skriver y Mundy. 

1990). 

Lo anterior y otras evidencias demuestran que cambios en los niveles de ABA y en la 

expresión de genes rol; incrementan la tolerancia al estrés osmótico, por mecanismos como 

pueden ser la inducción de la síntesis de osmolitos protectores como prolina y glicina betaina 

(Rhodes y col., 1986). Aún no está totalmente claro este mecanismo, ya que aunque la 

aplicación externa de ABA puede inducir la acumulación de praline y glicina betaina en 

hojas con turgencia normal, no se alcanzan los mismos niveles que se encuentran en hojas de 

plantas bajo estrés osmótico que acumulan ABA (Stewari y Voetberg,1987; lshitani y col., 

1995). 

Estudios realizados con mutantes bloqueados en la ruta biosintética de ABA y el uso 

de ABA exógeno han demostrado que existen 3 vías por las que se lleva a cabo la expresión 

de genes en respuesta al déficit de agua. Existen genes inducidos por deshidratación que 

requieren niveles altos de ADA para que se lleve a cabo su expresión, por lo que en ausencia 

de ABA no existe expresión alguna de estos genes (Cohen y l3ray, 1990; Pla y col., 1991; 

Lang y Palva, 1992). Por otro lado, existen genes que se expresan durante la deshidratación 

y que no dependen de ABA. Por lo tanto, estos genes no responden al ABA exógeno 

(Guerrero y col., 1990; Yamaguchi-Shinozaki y col., 1992). Por último, existen una serie de 

genes que responden al estímulo de ABA, pero no requieren necesariamente de éste último 

para su expresión. Estos genes son inducidos por Al3A exógeno pero también por el déficit 
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de agua (Gilmour y Thomashow, 1991; Nordin y col., 1991; Yamaguchi-Shinozaki y 

Shinozaki, 1993) (lig 5). 

El lugar de mayor almacenamiento de ABA parece ser el cloroplasto y esto es debido 

a su pH alcalino (Milborow, 1983; Walton. 1980), mientras que su liberación al citoplasma 

depende de la acidificación del estroma como respuesta al estrés osmótico (Itartung y col., 

1981). 

El ABA interactúa directamente con la bomba de K-1-  /II+  que se localiza en la 

membrana plasmática, lo que provoca la inhibición de la salida de protones y el suministro 

de potasio (Marré, 1979). 

Trabajos realizados en cebada demuestran que la adición de ABA al medio de 

crecimiento incrementa de manera importante la cantidad de RNAm de la proteína BADIL 

Sin embargo, este incremento es en menores proporciones cuando la incubación se realiza en 

presencia de NaCI. Esto indica que debe existir la participación de otro intermediario en esta 

respuesta. (McCue y Hanson, 1992; Ishitani y col., 1995). 
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2. Antecedentes del amaranto 

El amaranto es una planta muy antigua, su presencia en México data desde el año 

4000 A.C. en Tehuacan. Puebla. por lo que es uno de los cultivos para alimento mas antiguo 

que se conoce. Este grano fue un importante nutriente para las civilizaciones azteca. maya e 

inca. Se usó para preparar un pan especial utilizado en las ceremonias religiosas y por esta 

razón su cultivo fue prohibido por los españoles cuando llegaron a América (Teutonico y 

Knorr, 1985). 

El amaranto es de importancia agronómica ya que tanto la semilla como la hoja 

contienen una alta concentración de proteína de alta calidad, superior a la de soya y pescado, 

debido especialmente a su alto contenido de lisina (Downtown, 1973) y en aminoácidos con 

azufre (Segura-Nieto y col., 1992). Debido a ello, este cultivo ha recibido considerable 

atención como un suplemento de cereales y legumbres para evitar la desnutrición protéica 

(Valdés-Rodriguez y col., 1993). 

El amaranto es una planta con metabolismo C-4, mesolítica, no resistente a la sequía 

pero que muestra un uso de agua muy eficiente (300 g de agua transpirada/ g de materia 

seca producida), mientras que el trigo y la cebada, que son plantas C-3, tienen un mayor 

consumo de agua por gramo de materia seca (540 y 520 respectivamente) (Larcher, 1975). 

Dado que el amaranto no es resistente a la sequía, no presenta características 

morfológicas o fisiológicas semejantes a las que se han descrito en plantas resistentes. El 

amaranto no cuenta con un sistema radicular excepcionalmente grande, no tiene tallos 

suculentos, no cuenta con hojas pequeñas ni suberizadas, no tiene estomas sumergidos y no 

tiene vellosidades. Sin embargo, una característica que llama la atención en el amaranto es su 
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rápida toma de agua para restablecer la turgencia de sus hojas, ésta se lleva a cabo en 

aproximadamente 20 minutos. 

Dado que el amaranto es una dicotiledonea inesofilica. no resistente a sequía, es 

posible esperar cambios y reajustes en esta planta para adaptarse a la pérdida de aeua. 

Del Río Portilla (1988) encontró que el amaranto presenta un punto de marchitez 

permanente de 37% contenido relativo de agua y el punto de daño celular en 42% contenido 

reltivo de agua. 

Se ha encontrado en el amaranto que, después de ser sujeto a 6 h de estrés hídrico 

con una solución de polietilénglicol (PEG), hay un incremento en alumno, glicina betaina y 

en la actividad de la enzima glutamato sintetasa, mientras que hay una reducción en la 

cantidad relativa de agua de un 90% a un 70%. Cuando se exponen las plantas a un estrés 

más prolongado se observa que en un periodo de seis días el contenido relativo de agua 

disminuye de 90% a 60% acompañado de un incremento en amonio, glicina betaina, prolina 

y la actividad de la enzima glutamato sintetasa. Se ha sugerido que la estimulación de la 

fotorrespiración en las etapas tempranas del estrés produce el incremento de amonio para la 

subsecuente síntesis de glicina betaina (Gamboa y col., 1991). 

Valenzuela-Soto y Muñoz-Clares (1993) lograron la extracción y purificación de la 

BADH de hojas de Amaranihus hypochondricteus L. Por otro lado, demostraron que existe 

un incremento de la actividad de BADH de hojas sometidas a déficit de agua durante 4 hr., 

que coincide con un aumento de la concentración de glicina betaina, lo cual es un tiempo 

mucho más corto que el que se había encontrado para otras plantas y parece ser demasiado 

corto para pensar en la síntesis "de novo" de la proteína BADIL. 
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3. Osmolitos Compatibles 

Los solutos osmóticos compatibles son compuestos neutros excluidos de la 

superficie de las proteínas y de su esfera de hidratación inmediata, que tienden a estabilizar la 

estnictura terciaria o cuaternaria de las proteínas (Wyn Jones y col., 1977; 1.1ochachka y 

Somero, 1984; Low, 1986). Estos compuestos incluyen aminoácidos como la prolina, sales 

cuaternarias de antonio como la glicina betaina, polioles corno el glicerol, y azúcares como la 

sacarosa (Low, 1986). Estos solutos también interactúan con membranas estables o 

proteínas de unión a membranas y están implicados en fenómenos de crioprotección 

(Schwab y Ileber, 1984; Steponkus, 1984), 

Una gran cantidad de estudios apoyan la idea de que la acumulación de prolina, 

glicina betaina y otras sales cuaternarias de monja puede ser importante en la adaptación de 

las plantas a ambientes muy secos o salinos (Stewart y Lee, 1974; Stewart y col., 1979; 

Treichel y col., 1984; Public!) Jr., 1986) y tienen efectos protectores contra el estrés 

osmótico (Strom y col., 1983; Le Rudulier y col., 1984; t'anda y col., 1986). 

Se ha observado en algas marinas que los alcoholes polihídricos como el glicerol y 

sorbitol son importantes en el desarrollo de tolerancia a medios salinos (Giwzburg y col., 

1983; Gilmour y col., 1984). El sorbitol incrementa la tolerancia térmica en cloroplastos 

aislados (Seemann y col., 1986). 

Así, con la síntesis de osmolitos compatibles no tóxicos para las células, se puede 

reducir al máximo el daño a proteínas y otras macromoléculas causado por déficit de agua, 

estrés salino, estrés por altas temperaturas y deshidratación asociada con el congelamiento 

(Wyn iones y col., 1977; Steponkus, 1984; Low, 1986). 	Los solutos compatibles en 
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plantas generalmente se presentan en cantidades importantes en el citoplasma de las células 

(Hall y col., 1978; Leigh y col., 1981, Pahlich y col., 1983), ya que de no ser así no serían lo 

suficientemente efectivos para contrarrestar el estrés osmótico (Wyn iones y col., 1977). 

Para esto se requiere que estos solutos sean los principales que se acumulen en el citoplasma 

y que los solutos tóxicos no compatibles (como iones inorgánicos) sean secuestrados en 

vacuolas (Hall y col., 1978; Leigh y col., 1981, Pahlich y col., 1983). Además es necesario 

que los sistemas enzimáticos y las membranas puedan tolerar las altas concentraciones de 

los solutos compatibles (Wyn iones y col., 1977). 

3.1. Glicina Betaina 

La glicina betaína (N,N,N-trimetil glicina) es una sal cuaternaria de anionio por lo 

que tiene una carga positiva neta. Además contiene un grupo cartioxílico que también le da 

la posibilidad de tener una carga negativa dependiendo de las condiciones de pi! del medio 

en el que se encuentra, por lo que a pH fisiológico la molécula es neutra. Estas cargas 

eléctricas le confieren a la molécula actividad osmótica que le permite participar en los 

mecanismos de respuesta al estrés osmótico. Su estructura química es la siguiente: 

CH3 

CH3 - Ni-  - C112 - COO" 

CH3 

La glicina betaina es sintetizada por numerosas plantas principalmente las 

pertenecientes a las familias quenópodos y gramíneas. La capacidad de sintetizar y acumular 

glicina betaína se asocia con la adaptación a medios salinos, aunque no todas las plantas que 
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sintetizan este osmolito son halófitas, y no todas las halófitas acumulan glicina betaina (Ilitz 

y tlanson, 1980; Storey y col., 1977; Wyn hines y Storey, 1981). 

Se han encontrado concentraciones de glicina hetanct de hasta de 0.3 M (20 veces la 

concentración de toda la hoja) en cloroplastos aislados de espinacas crecidas bajo estrés 

salino (Robinson y iones, 1986; Schroppel y col., 1988). Estas concentraciones podrían 

contribuir significativamente al ajuste osmótico del cloroplasto, facilitando el mantenimiento 

de su volumen y capacidad fotosintética en bajos potenciales de agua (Rohinson y iones, 

1986). 

La glicina betaina cumple con los requerimientos necesarios para actuar como un 

soluto compatible, ya que practicamente no inhibe la actividad enzimática (Flowers y col., 

1978; Wyn iones y col., 1977) y la traducción del RNAnt in vitro (Brady y col., 1984; 

Gibson y col., 1984), comparado con las concentraciones equivalentes de iones inorgánicos. 

La glicina betaina protege a las membranas de las raíces de Beta vulgaris contra la 

inestabilidad al calor (Jolivet y col., 1982) y a los tilacoides de espinaca contra el estrés al 

congelamiento (Coughlan y Beber., 1982). Mece protección parcial contra la inhibición que 

pueden causar el NaCI y KCI a algunas enzimas de plantas superiores (Manetas y col., 1986; 

Matoh y col., 1988; Pollard y Wyn Jones, 1979; Schwab y Gaff, 1990; Wyn iones y col., 

1977), Por otro lado, se ha observado que la glicina betaina puede influir de manera directa 

o indirecta en la acumulación de Na+ en las vacuolas (Wyn Iones, 1980). 

La glicina betaina protege a la fosfoenolpiruvato carboxilasa de la inactivación en 

soluciones diluidas ya que esta enzima parece funcionar en una forma polimérica que se 

mantiene solo en altas concentraciones de la enzima, por lo que la glicina betaina excluye la 

esfera de hidratación de la enzima que le permite permanecer en su forma polimérica 
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(Manetas, 1990; Nikolopoulus y Mandas. 1991: Selinioti y col.. 1987) Protege frente a 

desnaturalización por calor a enzimas de plantas superiores (Latirle y Stewart, 1990; Nasli y 

col., 1982; Nikolopoulus y Manetas, 1991; Palcg y col., 1981; Shorner-flan y col., 1991; 

Smirnotr y Stewart, 1985). 

La glicina betaina retarda la pérdida de la actividad fotosintética de cloroplastos 

aislados (Génard y col., 1991) y protege al fotosisteina 11 de tilacoides de espinaca de los 

efectos inhibitorios del NaCI, previniendo la disociación de proteínas (Murata y col., 1992; 

Papageorgiou y col,, 1991) . 

Las concentraciones de glicina betaína que se requieren normalmente para obtener 

los resultados arriba mencionados suelen ser mayores a 0.5 M, aunque hay casos en los que 

es suficiente una concentración 10 mM (Génard y col., 1991). 

Algunos estudios realizados en Escheriehia col! (cepa K-12) crecidas en un medio 

hiperosmótico que contenía 0.5 M de NaCI demostraron que si se agregaba al medio de 

crecimiento 1 mM de glicina betaina, se incrementaba la velocidad de crecimiento en mayor 

proporción que si se agregaba prolina, demostrando así que la betaina es más efectiva que la 

prolina como osmoprotector. La colina, que es convertida a glicina betaína por E. col!, 

tenia un efecto intennedio en la velocidad de crecimiento. La acumulación tanto de prolina 

como de glicina betaína reducía las cantidades citoplasmáticas de e, glutamato y trehalosa, 

que son los principales solutos acumulados en ausencia de los osmoprotectores, lo que da 

como resultado la disminución de las interacciones negativas entre estos solutos y algunas 

moléculas como el DNA y las proteinas. La acumulación de estos osmoprotectores (glicina 

betaina y prolina) se acompaña por un incremento alto (del 20 al 50 %) en el volumen de 

agua citoplasmático por unidad de peso celular seco. Este efecto es mayor para la glicina 
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betaina que para la prolina (Caylev y col.. 1002) l'etronini y col (1992) realizaron estudios 

parecidos utilizando células S V-3T3 crecidas también en medios hiperosmóticos de 250 rillsdi 

de NaCI (0.5 osM) donde observaban una inhibición de la síntesis general de proteínas 

celulares y de la velocidad de proliferación celular. La adición de 10-25 mM de glicina 

betaina al medio de cultivo hiperosmotico prevenía en un 90 % la inhibicion de la 

proliferación. Así mismo, la adición de 25 mM de glicina betaina lograba recuperar en un 

50% a 100% la síntesis de proteínas. También se evitaba la pérdida del volumen celular en 

un 30 %. Higgins y col. (1987 y 1988) observaron que tanto en E. coli corno en Salmonellu 

typhimurium la osinolaridad externa regula la transcripsión de genes que codifican para 

transportadores de alta afinidad para 	y glicina betaina y que el mecanismo puede ser 

activado por una alta concentración de K+  por medio de una interacción directa con el 

DNA. Así, se establece que algunos organismos, como E. cok no cuentan con los genes que 

codifican para los intermediarios de la biosíntesis de la glicina betaina y por lo tanto no son 

capaces de sintetizarla. Sin embargo, si tienen la capacidad de importarla del exterior y de 

esta manera puede ejercer su efecto osmoprotector. 

Algunos miembros de la familia Chenopodiaceae pueden acumular grandes 

cantidades de glicina betaina alcanzando valores más altos de 100 µmol/ g de peso seco en 

las hojas cuando se exponen a estrés salino. También se han encontrado altos niveles de 

glicina betaina en hojas de especies de distintas familias de dicotiledóneas no relacionadas 

entre si. Utilizando la técnica de espectrometría de bombardeo rápido de átomos se 

encontraron niveles mayores a los arriba mencionados en tyciunt ferocissimnm Micra 

(Solanaceae), Hehanthus annuus L. (Astereaceae), Convohldus arvenis L. 

(Convolvulaceae) y Ansaranthus caudatus L.. (Amaranthaceac), al someter estas plantas a 
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estrés salino y pueden, además, convertir colina exógena a betaina aldehido y esta a su vez a 

glicina betaina. :tsi mismo, Niconana tahactun L y lye(persicon itcopersic•unc L 

(Solanaceae), Laciuca 	(Asteraceae) e Iponwa purpurea L. (Convolyulaceae) 

también contienen glicina betaina pero en niveles mucho menores (0.1-0.5 limalla de peso 

seco). Se encontró que todas estas especies contenían la enzima BADIL lo que indica que la 

ruta metabólica de colina 	betaina aldehido 	betaina puede haber surgido por 

descendencia vertical a partir de un ancesuo común angiosperma temprano y pudo 

dispersarse entre las plantas que florecen, aunque no en todos los casos se exprese 

fuertemente (Fig. 6) (Weretilnik y col., 1989). En este trabajo proponen que la capacidad 

para sintetizar glicina betaína está mucho más distribuida que la capacidad para acumulada 

y, si la capacidad de síntesis de la glicina betaina es común pero su acumulación ocurre sólo 

en algunas familias o géneros, podría ser que la glicina betaina tuviera otras funciones 

además de ser un importante osmolito citoplásmico. Podría ser que actuara como un 

osmolito esencial en alguna célula específica, por lo que su concentración en el tejido en 

general se mantendría baja, o que funcionara como un donador de metilos, como sucede en 

el hígado de los mamíferos (Skiba y col., 1982 ). 

Las familias de dicotiledóneas en las que se ha reportado acumulación de glicina 

betaina son: Chenopodiaceae, Amaranthaceae y Portulacaceae (Caryophyllales); Malvaceae 

(Malvales); Convolvulaceae y Cuscutaceae (Poleinoniales); Sólanaceae (Scrophulariales); 

Avicenniaceae (Lamiales); Asteraceae (Asterales); Conmositae; Plumbaginaceae, 

Gramineae; Leguminaceae (Weretilnyk y col., 1989) (Fig. 6). 

La determinación cuantitativa de la glicina betaina se ha realizado por diferentes 

métodos como espectrometría de bombardeo atómico rápido (Cotter y col., 1982), 
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fragmentación pot fisión y desorcion con laser (Schueler y Krueger. 1979). ionización 

térmica (Glish y Smith, 1983). desorcion de campo (Rrent y col., 1973; Lehmann y col.. 

1978; Sano y col., 1982), ionización química por exposición directa (Cotter y col.. 1982) y 

espectrometría secundaria de masa iónica (Day y col., 1979; Unger y col., 1981). El primero 

de ellos, la espectrometría de bombardeo atómico rápido, presenta una alta sensibilidad, 

siendo el limite más bajo de detección para el n-propil éster de la glicina betaina de 0.05 

nanomoles por microlitro de glicerol. La betaina aldehído puede ser derivada al di-n-butil o 

di-n-propil acetal que puede ser detectado en una concentración de hasta 5 y 10 picomoles 

por microlitro de glicerol, respectivamente (Rhodes y col., 1987). 

37 



*Geranlles 
Sanlatales 

7 
Anormales 

Cat astrales 
encales 

D'asuntes 

maniates 

Nclumhonales 
halles 

Eisteratej 

Calycorates 
Cucurbilates 	Salicales 	Polygataicl * 

ales owill 	»normales 	I 	Carrwanuiales 
Passilloraies 	4" . Proicales t »locales IThyriveiaeales 

Ebenales 	
* 

apparalesS Elaea vales 

ciaponsiales 

pote 

inelonales 

Ipolmainates 

sPollioales  

Nepenthales 

U f acenialei 	 Rosales  
Shifragates 

palmerales 	beatas Vótales 
«.---..,,,,,.... 

Ranunculakas 

%apindales 
lityrIales Rutales 

illoptid ale s 

Podastern 

Panortialsa 
*llenabas 

Carnales 
Cannarates 
s
'abates 

Centoriales 

[I, "vales] 

Magnoliales 

Fig. 6. Arbol filogenético de los órdenes de dicotiledóneas de acuerdo a Takhtajan 

(1969). En los cuadros se muestran los órdenes que presentan familias que acumulan glicina 

betaina. El amaranto pertenece al orden de las Caryophyllales, que se muestra en el cuadro 

sombreado. Los asteriscos denotan 14 órdenes en los que no se ha encontrado alguna 

especie que acumule glicina betalna, aunque no se han estudiado todas las especies de cada 

orden. Tomado de Weretilnyk y col. (1989). 
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3.1.1. Biosíntesis de la glicina betaina 

La síntesis de glicina betaina parece ser diferente en quenópodos y en gramíneas. Los 

estudios realizados con CU en cebada, remolacha, espinaca, microorganismos y en células 

de hígado de mamíferos, indican 3 rutas principales de síntesis de glicina betaína. una con la 

participación de intermediarios fosforilados, otra que involucra intermediarios fosfatidilicos y 

la última en la que no participan intermediarios fosforilados. En cebada, microorganismos y 

células de hígado de mamíferos la fosfatidilcolina es el precursor en la síntesis de glicina 

betaína (ilitz y col., 1981). En espinaca (Coughlan y Wyn iones, 1982) la síntesis de glicina 

betaina se lleva a cabo sin la participación de intermediarios fosforilados (etanolamina —› 

monometiletanolamina dimetiletanolamina -s colina 	betaína aldehído -4 glicina betaína) 

(Fig.7). 

En la remolacha sí participan intermediarios fosforiladas (etanolamina •-> 

fosforiletanolamina 	fosforilmonometiletanolamina 	fosforilditnetiletanolamina 

fosforilcolina -4 colina -4 betaina aldehído -4 glicina betaína) (Hanson y Rhodes, 1983) (Fig. 

8), por lo que es probable que la síntesis de glicina betaina tenga varias rutas metabólicas, 

llevándose a cabo de preferencia la que utiliza intermediarios solubles. 

Así, la fosforilcolina que es oxidada a betaina aldehldo y posteriormente a glicina 

betaina proviene de serina fotorrespiratoria, en las quenopodiaceas (Coughlan y Wyn iones, 

1982). En las gramineas proviene de la degradación de fosfolipidos (Hanson y Rhodes, 

1983; McDonnell y Wyn Iones, 1988). La oxidación de la fosforilcolina y/o de la fosfatidil-

colina hasta glicina betaina se lleva a cabo en el cloroplasto (Hanson y Scott, 1980) y es 

influenciada por la luz (Weigel y col., 1986). De ahí, la glicina betaina es exportada al 

citoplasma donde se acumula. 
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El donador de los n'etilos para la síntesis de la colina parece ser S-adenosilmetionina 

(SAM) cuando la colina es producto de intermediarios fosfatidílicos (Livesey, 1984; 

Giovanelli y col., 1985). Para los intermediarios fosforilados, el grupo donador de metilos 

parece ser el metiltetrahidrofolato, que se obtiene por reducción del formiltetrallidrofolato 

(Bowman y Rohringer, 1970). 

Mudd y Datko (1986) sugirieron que la vía más importante de síntesis de 

fosfatidilcolina en plantas superiores es a partir de fosforilcolina vía CDP-colina, aunque 

también se lleva a cabo via intermediarios tbsfatidilicos (Fig. 8). 
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Fig. 7. Síntesis de glicina betaína sin la participación de grupos fosforilados. Se 

muestran todos los intermediarios representados con sus fórmulas químicas. Esta vía de 

síntesis de glicina betaína se demostró en espinaca (Couglilan y Wyn Iones, 1982). 
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Fig. 8. Posibles rutas metabólicas para la síntesis de glicina betaina en plantas. Las 

flechas gruesas demuestran los resultados obtenidos en estudios isotópicos en cebada y/o 

remolacha . Las flechas delgadas denotan otros pasos que posiblemente se lleven a cabo en 

plantas, basados en evidencias isotópicas o enzimáticas. Las flechas discontinuas identifican 

rutas hipotéticas para las cuales hay pocas evidencias. Las estrellas muestran posibles puntos 

de control. (a) Descarboxilación de la serina por la fosfatidilserina descarboxilasa detectada 

en espinaca (Kates y Marshall, 1975). (b) Metilación de etanolamina por la fosfolípido metil 

transferasa (PMT) que utiliza S-adenosilmetionina como donador de metilos; PMT 1 

convierte la fosfatidiletanolamina a fosfatidilmonometiletanolamina (fosfatidil MME). PMT 

11 cataliza las dos metilaciones en dos pasos de fosfatidil MME pasando por 

fosfatidildimetiletanolamina (fosfatidil DME) a fosfatidilcolina (Hirata y Axelrod, 1980; 

Kates y Marshall, 1975; Waechter y Lester, 1973). (e') Hidrólisis de fosfatidilcolina por la 

fosfolipasa D (Roughan y Slack, 1976). (c") Hidrólisis de la fosforilcolina por la 

fosforilcolina fosfatasa (Tanaka y col., 1966). (d) Oxidación de la colina a betaina aldehído 

por la colina monooxigenasa (Brouquisse y col. 1989). (e) Último paso de la síntesis de 

glicina betaina con la oxidación de la betaina aldehído catalizada por la betaína aldehído 

deshídrogenasa (RADIO (Pan y col., 1981). Tomado de Hanson y Hitz (1982) 

* -2 H1 

Iletalon 	 e 
Mirlo 

e { -211 

.12 



4. Retama aldehído deshidrogenasa (BAD11) 

4.1. Reacción catalizada y propiedades cinéticas de la enzima D.ADII 

La glicina betaina se produce por una oxidación en dos pasos de la colina pasando 

por betaina aldehido (BA). En plantas, el primer paso es catalizado por la colina 

monooxigenasa (CMO) y el segundo por la betaina aldehido deshidrogenasa IBADII, EC 

1.218), siendo este último irreversible. Las dos enzimas están localizadas en el estroma del 

cloroplasto (Brouquisse y col, 1989; Weretilnyk y Ilanson 1989). 

La reacción catalizada por la BADIL es la siguiente (llanson y col.. 1985) 

betaina aldehído NAD+ 	 a glicina betaina 	NADI I 

En plantas, la BADIL es altamente específica para betaína aldehído (Nagasawa y col., 

1976; Weretilnyk y Hanson, 1989; Arakawa y col., 1990), que puede ser un inhibidor a altas 

concentraciones. Probablemente esta inhibición no tenga relevancia a nivel fisiológico, ya 

que es poco probable que se alcancen concentraciones tan altas de BA en el cloroplasto 

como para causar esta inhibición (Valenzuela-Soto y Muñoz-Ciares, 1994). La enzima de 

plantas (Weretilnyk y Hanson, 1989; Pan y col., 1981) y de bacterias (Nagasawa y col., 

1976; Falkenberg y Strom, 1990; Mori y col., 1992) puede usar corno cofactor tanto NAD+  

como NADP+  siendo más afín al primero cuando se trata de la de plantas (Valenzuela-Soto 

y Muñoz-Clares, 1993). 

La enzima de amaranto es ligeramente activada por K+ cuando las concentraciones 

de sustratos son altas, pero de manera significativa cuando las concentraciones de sustratos 

son bajas (Valenzuela-Soto y Muñoz-Clares, 1994). Esto podría tener significado 

fisiológico, ya que bajo condiciones de estrés el cloroplasto acumula altas concentraciones 

de K+ (Hanson y Hitz, 1982; Schriippel-Meier y Kaiser, 1988), por lo que este km podria 
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jugar un papel en la regulación de la actividad de la enzima. De igual manera, prolina y 

sacarosa son activadores de esta enzima, y como en el caso del le, la activación depende de 

las concentraciones de sustrato presentes en el ensayo. Se ha reportado previamente que 

bajo condiciones de estrés hídrico las hojas de amaranto acumulan prolina (Gamboa y col , 

1991) 

4.2. Mecanismo de reacción de la BADIL 

En las diferentes betaína aldehído deshidrogenasas conocidas existe un residuo de 

cisteína muy conservado (Weretilnyk y I knson, 1990; Boyd y col., 1991; McCue y Hanson, 

1992), el cual es un candidato idóneo para estar en el sitio activo de la BADIL. Igualmente 

en todas las ALDIls se ha encontrado una cisteína esencial para la actividad (Feldman y 

Weiner, 1972; Dickinson, 1989; Hempel y col., 1993), la cual se ha propuesto que está 

involucrada en la catálisis formando un tiohemicetal intermediario con el aldehído (Jakoby, 

1963). Valenzuela-Soto y Muñoz-Clares (1993) realizaron estudios con DTNB, un reactivo 

especifico para grupos sulfhidrilos, demostrando que este compuesto inactivaba a la enzima, 

por lo que se concluyó que la BADIL de hojas de amaranto tiene residuos de cisteína 

esenciales para la actividad. Aún más, el efecto protector de ambos nucleótidos solos y en 

combinación con el otro sustrato o producto apoyan la posibilidad de que estos grupos 

sulthidrilo estén en/o cerca del sitio activo, 

A partir de cDNA se dedujo la secuencia aminoácida de la enzima de hoja de 

espinaca (Weretilnyk y Hanson, 1989), de E. coli (Boyd y col., 1991) y de betabel (McCue y 

Hanson, 1992). Se encontró una región de diez aminoácidos altamente conservada, Val-Thr-

Leu-Glu-Leu-Gly-Gly-Lys-Ser-Pro, asi como también un residuo de cisteína localizado a 34 
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residuos del decapeptido (Wcretilnyk y Flanson. 1990), por lo cual se postula que estos 

residuos forman parte del sitio activo de esta proteina. 

En base a estudios cinéticos, Valenzuela-Soto y Muñoz-Clares (1993) han propuesto 

un mecanismo de reacción para la BADH de amaranto en el que dos grupos pueden estar 

involucrados en una catálisis ácido-base general. uno protonado, que será el encargado de la 

protonación del oxigeno del grupo carbonilo y otro no protonado que será el que promueva 

la desprotonación del 1120 catalítica, De esta manera, el protonado podría ser el grupo 

sulibidrilo que formaría el tiohemiacetal intermediario. El NADH es el primer producto en 

ser producido en la reacción, lo que da como resultado la formación del tioacetal que es 

atacado por una molécula de agua para permitir la formación del producto glicina betaína. 

Este Ultimo es liberado en primer lugar y después se libera el NADH. El grupo sulthidrilo 

quedaría desprotonado, hasta que la misma acidez del medio promoviera la protonación para 

regenerar la forma inicial de la enzima (Fig. 9). 
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Fig. 9. Mecanismo de reacción propuesto por Valenzuela-Soto y Muñoz-Clares 

(1993), para la BADH de hojas de Amarandlus hypochondriacus E. B es betaina aldehído. 

11.13 es glicina betaina. E es la enzima BADH. E' es la enzima con el grupo sulfilidrilo 

desprotonado. 
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4.3. Propiedades moleculares 

La BADIL de plantas es un homoditnero, compuesto de dos subunidades derivadas 

de un mismo gen nuclear (Weretilnyk y col., 1988) En esto difiere de la 13A1)11 de 

microorganismos, ya que en estos últimos la enzima es tetramerica en su forma activa (Morí 

y col., 1980; Ealkenberg y Strom, 1990; Mori y col., 1992). 

En espinaca se ha observado una isoenzima citosólica cuya actividad representa 

aproximadamente el 10-15% de la actividad total de la BADIL de las hojas, (Weretilnyk y 

col.. 1988, Weigel y col , 1986). La BADH cloroplástíca que es codificada por un solo gen 

nuclear, tiene dos alelos designados S (Slow-lento) y E (Fast-rápido). Los productos de 

estos alelos pueden híbrídizar para dar como resultado tanto homodímeros como 

heterodímeros. Estos se pueden distinguir por su desplazamiento electroforético. Las bandas 

correspondientes a los homodímeros SS y FE aparecen en diferente posición en el gel nativo, 

mientras que el heterodímero SE (o II de híbrido) se observa como tres bandas en el gel 

nativo. El alelo S es el más común dentro de las muestras de espinaca que se analizaron. El 

corrimiento en electroforesis SDS y nativa muestra que los homodimeros SS y FE difieren 

en carga, pero no en peso molecular (Fig. 10) (Weretilnyk y Hanson, 1988). 

La BADH de amaranto tiene una masa molecular de 125 kDa y cada subunidad 

tiene una masa molecular de 64 kDa (Valenzuela-Soto y Muñoz-Clares, 1993). 

En 1991 Boyd y col. lograron la donación de una región de 1476 nueleótidos del 

genoma de E coi/ que codificaba para un polipéptido de 490 o 491 aminoácidos que 

presentaba actividad de BADH. Esta secuencia primaria presentaba una homología de 39-43 

% con una aldehído deshidrogenasa (EC 1.2.1.3) encontrada en mamíferos, y era aún mayor 

(75-77%) cuando se tomaban en cuenta las regiones conservadas. También se observó una 
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homologia alta con la 13AD11 de espinaca, siendo de 38 % y 80 '1'0 respectivamente (Tabla 

I). Esto sugiere que puede existir un ancestro común para las enzimas 13ADII y ALDI' 

considerando la divergencia de procariotes a eucariotes. La secuencia primaria de la IIADI1  

de remolacha consta de 500 aminoácidos con un 83 % de identidad con la BADI I de 

espinaca (McCue y Hanson, 1992). Esto demuestra la cercanía genética que presentan las 

plantas, por lo que el funcionamiento de la BADE! de las diferentes plantas debe ser muy 

parecido. 

Debido a la gran importancia que presenta la acumulación de glicina betaína en la 

resistencia a estrés osmótico se ha intentado realizar ingeniería genética, introduciendo el 

gen que codifica para la BADI-I al tabaco (Nicotiana tabacum L). De esta manera se 

observó que una planta que no acumula glicina betaína en condiciones normales, puede ser 

transformada y expresar el gen para la BADIL En estos estudios se observó que las células 

de la planta podían transportar betaína aldehído a través de la membrana citoplasmática y del 

cloroplasto, pero al acumularse este compuesto terminaba siendo tóxico para las células, sin 

embargo, se inducía la expresión del gen de la BADIL y se lograba la transformación de la 

betaína aldehído a la glicina betaína. También se ha observado que esta planta puede ser 

transformada con el gen que codifica para la colina monooxigenasa, y por lo tanto no es 

necesario administrar de manera exógena la betaína aldehído, ya que la planta es capaz de 

sintetizarla por sí sola (Rathinasabapathi y col., 1994; Ishitani y col., 1995). Estos 

experimentos han sido muy importantes ya que demuestran que es posible realizar ingeniería 

genética para lograr una mejor adaptación de algunas plantas a medios deficientes en agua. 
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Fig 10. (A) Electrolirresis nativa de la RAM codificada por los diferentes alelos. S 

es la BADIL producto del alelo denominado S (slow), 11 es el híbrido producto de ambos 

alelos (heterocigoto) y E es el producto del alelo E (Last). (11) Electroforesis nativa de la 

BAD1-1 de los homodímeros S (S/S) y E (VE). La banda gruesa corresponde a la isoenzima 

cloroplástica (P), mientras que la banda difusa corresponde a la isoeuzima citoplásmica ( C). 

Para todos los casos que se muestran se utilizó la BAD1-1 extraida de hojas de espinaca. 

Tomado de Weretilnyk y flanson (1988): 
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Tabla I. Porcentajes de homología entre la secuencia protéica de la 11ADII de E. call y 

otras secuencias protéicas. 

Proteína % de 
aminoácidos 

idénticosh 

% de 
aminoácidos 
sinónimosh 

% total de 
aminoácidos 

c 4  

Tamaño del 
gen (í de 
amino-
ácidos 

--- 
Referencia 

BADI.1 de 
Espinaca 

38 42 80 497 Weretilnyk y 
I lanson, 1990 

AID11-2 de 
Humano 

4 18 35.3 77.1 500 liso y col., 
1988 

ALD11-2 de 
Rata 

42 35 1 77.1 500 1:tures y col., 
1989 

ALDI-1-2 de 
Caballo 

43.1 33.9 76.9 500 Johansson y 
col., 1988 

ALDI1-1 de 
Rata 

39.2 37.3 '76.9 500 Dunn y col., 
1989 

ALDH-I de 
Caballo 

40.6 35.5 76.1 500 johansson y 
col., 1988 

ALDI-I-1 de 
Humano 

39.2 36.9 76.1 500 Johansson y 
col., 1988 

ALIDEI de 
Aspergillus 
niduluns 

38.8 37.3 76.1 497 Pickett y col., 
1987 

ALDI1-2 de 
Bovino 

43.5 31.9 75.5 500 Farrés y col., 
1989 

ALDH de 
Pseudontonar 

oleovorans 

25.5 37,1 62.7 483 Kok y col., 
1989 

ALDH-3 de 
Tumor de Rata 

24.9 37.8 62.7 452 Iones y col., 
1988 

Comparaciones realizadas con programas de computación para predicciones de 

estructuras secundarias. Comparación de la secuencia primaria aminoacídica de la BADF1 de 

E. coli con la BADH de espinaca y otras aldehldo deshidrogenasas. b Para calcular el % de 

aminoácidos idénticos se utilizaron las alineaciones sobre los 491 aminoácidos totales de la 

BADIL de E. coli. c Es la suma de las dos columnas anteriores (I3oyd y col. 1991). 

* Se presentan en orden decreciente de acuerdo a su porcentaje de homología. 

Es posible que las aldehído deshidrogenasas evolucionaron a partir de la BADH debido al 

parecido proteico que presentan entre si, lo que señala la gran importancia de la enzima 

original, 
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4.4. Regulación 

Esta enzima parece ser la responsable de uno de los puntos de control y regulación 

en la síntesis de glicina betaina inducida por el estrés osmótico, ya que se ha observado en 

espinaca que la actividad de esta enzima se triplica en respuesta a medios salinos (Weigel y 

col., 1986; Pan, 1983). También se ha demostrado que en las hojas de amaranto, la 

concentración de glicina betaina se incrementa de 3 a 4 veces bajo el estrés hídrico, así como 

la actividad de la BADIL en las mismas proporciones (Valenzuela y Muñoz-Clares, 1993). 

Así, el estudio de la BADE( toma gran importancia para poder entender los mecanismos que 

se llevan a cabo corno respuestas al déficit de agua y al estrés salino. 

En espinaca, el incremento de la actividad de BAD11 producido por estrés salino es 

debido a un incremento en la proteína BADIL (Weretilnyk y nansa!), 1989). Se ha 

observado que los niveles de KNAm en las hojas se incrementa hasta cuatro veces cuando 

las plantas se colocan en un estrés salino gradual (algunos días) (Weretilnyk y lIanson, 1990; 

McCue y tlanson, 1992). 

Se ha observado en cebada que el aumento de la actividad de BADA en respuesta a 

un medio salino (200 mM IsfaCI) durante varios días (de I a 7 días) se debe a un aumento en 

la cantidad de proteína BADIL. El aumento de proteína BAD11 se detiene e incluso 

disminuye su concentración cuando las plantas son liberadas del estrés salino. También se 

observa una inducción de la síntesis de proteína BADI1 por estrés hídrico como es la adición 

de PEG 6000. La proteína BADI{ puede encontrarse en raíces, hojas que se exponen a la luz 

y en hojas que se mantienen en la oscuridad, sin embargo, no se observa un aumento de la 

proteína BADII cuando las hojas están en la oscuridad. Esto quiere decir que la síntesis de la 

proteína BAD1-1 y de glicina betaina no tiene un requerimiento absoluto por la luz, pero la 
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inducción de la proteína i3ADI1 en hojas de cebada bajo estrés salino tiene un requerimiento 

directo o indirecto por la luz (Arakawa y col., 1992) Lo anterior fue corroborado por 

lshitani y col (1995) al observar el aumento de los niveles de RNAm de la DADLI en hojas y 

raíces de plantas de cebada crecidas bajo estrés salino y que estos niveles disminuían cuando 

se liberaban del estrés. Los transcritos también se acumulaban en respuesta a estrés hídrico. 

La adición de ácido abscísico (AM) durante el crecimiento de las plantas también 

incrementaba los niveles de RNAm de la BADII aunque esta respuesta era más lenta cuando 

se comparó con las de estrés salino. Con estos hallazgos se demostró que el ALIA sólo 

podría tener una participación indirecta en la inducción del RNAm de la BADII, por lo que 

deben existir otras señales para la transcripción de este gen. Por otro lado, es posible que las 

señales provengan de las raíces, ya que la cantidad de RNAm acumulado en hojas estresadas 

sin la presencia de las raíces es menor que en las plantas completas (1shitani y col., 1995). 

Resultados similares se han observado en remolacha dulce (McCue y Harmon, 1992). 

El cloruro de sodio podría también actuar como una señal; sin embargo, si se 

colocan células de hojas de remolacha en una solución con NaCI 100 mM, que es la 

concentración apoplástica esperada para una concentración de 500 mM de NaCI en el medio 

de crecimiento de la planta completa, la cantidad de RNAm de la BADLI no sólo no 

aumenta, sino que incluso disminuye, por lo que el NaCI tampoco parece ser una señal para 

la inducción del gen de la BADII (McCue y Hanson, 1992). 

Un efecto importante en la traducción del RNAm es el tiempo en que se mantienen 

los niveles de este RNAm en la célula. Debido a que se pueden observar incrementos muy 

lentos en la cantidad de RNAm después de un estrés salino, pero una disminución muy 
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rápida después de la liberación del estrés, se concluye que la estabilidad del RNAw es un 

importante punto de control en la síntesis de la proteína BADII(McCue y Hanson, 1992). 

Como ya se mencionó, Valenzuela-Soto y Muñoz-Clares (1993) lograron la 

extracción y purificación de la BADIL de hojas de Amarandius hypoehondriaeus L. y 

demostraron que existe un incremento de la actividad de BADII de hojas sometidas a déficit 

de agua en tan solo 2 lir después de haber comenzado el estrés hídrico, lo que es un tiempo 

demasiado corto para pensar en una síntesis "de nava" de la proteína. Por lo tanto, en el 

presente trabajo se decidió investigar si este aumento de la actividad se debe a una síntesis 

"de nova" de la proteína BADEi o a la activación de la preexistente, asi como la posible 

participación del ABA como mediador de esta respuesta. Para lograr lo anterior, se purificó 

la proteína BADIl para la obtención de anticuerpos policlonales con los que se estudió la 

variación de la cantidad de proteína BADH por la técnica de Western blot. 
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V. OBJETIVOS 

1. Objetivos Generales 

Estudiar el efecto del estrés osmótico provocado por el PEG y el NaCI sobre la 

actividad y la cantidad relativa de proteína de BADIL de hojas de amaranto e investigar el 

posible papel mediador del ABA en este efecto. 

2. Objetivos Particulares 

1) Purificación de la proteína BADIL mediante crotnatogratia de exclusión molecular, 

de intercambio jónico y de afinidad. 

2) Identificación de la BADH por electroforesis en geles de poliacrilatnida bajo 

condiciones desnaturalizantes y no desnaturalizantes. 

3) Obtención de anticuerpos policlonales contra la proteína BADH purificada. 

4) Caracterización de los anticuerpos anti-BADH obtenidos. 

5) Determinación de la cantidad relativa de proteína BADH en extractos de hojas 

controles y sometidas a los diferentes tratamientos con PEG, NaCI y ABA. 

6) Correlacionar la cantidad de proteína BADH con la actividad de esta enzima 

determinada en los mismos extractos de hojas control y tratadas. 
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VI. MATERIAL Y METOL)OS 

1. Material biológico 

Hojas de A. ii.)pochomfriucifs L., cultivada en invernadero de 6-12 semanas de edad. 

Conejo New Zealand. 
Suero anti-I3ADH. 

2. Equipo, Material, Reactivos y Preparación de Soluciones. 
Se presentan en el Apendice. 

3, Metodología 

3.1. Extracción y purificación de BADII de hojas de amaranto 

Las hojas de A. hipoehondriacus L. se obtuvieron de plantas de más de 12 semanas 

de edad. Las hojas se colocaron a la luz del sol durante 5 h con el lin de someterlas a un 

déficit de agua. 

Se homogeneizaron 200 g de hojas estresadas en un mortero con arena usando un 

amortiguador de pirofosfato de potasio 100 mM, pH 8.5, EDTA 1 mM, 10% (v/v) glicerol y 

p-mercaptoetanol l0 mM (amortiguador A). El homogeneizado se filtró a través de 6 capas 

de gasa y se centrifugó a 110,000 x g durante 30 min. Se agregó sulfato de amonio sólido 

para obtener 35% de saturación. Se dejó por 30 min en agitación manteniendo el pH en 8.5. 

Se centrifugó a 27,000 x g por 30 tnin El sobrenadante se llevó a 70 % de saturación con 

sulfato de amonio y se repitió el paso anterior. El precipitado proteico se resuspendió en 10 

ml de un amortiguador de fosfatos 25 ittM, pH 7.8, conteniendo EDTA I mM, 10% (v/v) 

glicerol y P-mercaptoetanol 10 mM (amortiguador B), tras lo cual se desaló por filtración en 

gel en una columna de Sephadex G-25 que fue equilibrada y eluida con el mismo 

amortiguador de resuspensión. La solución se aplicó a una columna de sefarosa Q de flujo 

rápido (Pharmacia) de 15 ml de volumen de gel, equilibrada con el amortiguador B. Se lavó 
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la columna con este amortiguador un flujo de 0.7 ml/min durante 3 In. A continuación se 

eluyó la enzima con un gradiente lineal de 50-300 mM de cloruro de potasio en el 

amortiguador 11 y a un flujo de I nd/rnin. Las fracciones que contenían actividad se 

reunieron y se precipitaron con sulfato de amonio al 70 %. El precipitado se resuspendió en 

el menor volumen posible (2 ml) de un amortiguador fosfato de potasio 10 mM. p11 7.5, 

EDTA I mM, 10% (v/v) glicerol y 0-mercaptoetanol 10 mM (amortiguador C). 

Después de desalar en una columna Sephadex G-25 (Pharmacia) equilibrada con 

amortiguador C, se aplicó la preparación enzimática a una columna de hidroxilapatita (10 ml 

volumen de gel) equilibrada con amortiguador C, que se corrió a un flujo de 0.5 sul/min. Se 

lavó la columna con el mismo amortiguador conteniendo tbsfatos de 25 mM. La elución se 

comenzó cuando la absorbancia a 280 nm fue menor a 0.1. Se utilizó para eluir un gradiente 

lineal de concentración de 25-250 mM de fosfatos, tomando fracciones cada 3 minutos. Las 

fracciones con actividad se colocaron en una bolsa de diálisis para concentrar en sacarosa, 

durante toda la noche, tras lo cual se desalaron para quitar la sacarosa siguiendo el método 

de Penefski (1977). La preparación asi obtenida se aplicó a una columna de 5'-AMP-

Sefarosa (1 ml de volumen de gel) que fue equilibrada con amortiguador de fosfato de 

potasio 25 mM, pll 5.5, EDTA 1 mM, 10 % (v/v) glicerol y 13-mercaptoetanol 10 mM 

(amortiguador D). Al terminar de lavar, esta columna se eluyó con el amortiguador D 

conteniendo NAD+  1 mM y a pH 7. Se reunieron las fracciones que presentaron actividad y 

se guardó la alicuota a - 70 °C en solución concentrada de sacarosa. 

Todos los pasos de la purificación se realizaron a 4 °C. 
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3.2. Ensayo de la actividad enzimática 

La oxidación de la betaina aldehido por la BADIL y el NAIF  dan como resultado 

glicina betaina y NADII, por lo que al ser una reacción de estequiontetria I: I, la aparición 

de NADII es proporcional a la aparición de glicina betaína y por lo tanto a la actividad 

enzimática. Por ello, la actividad de la enzima BADIL se determinó 

espectrofotometricamente midiendo la aparición de NADII por medio del incremento en la 

extinción a 340 nm, 

La temperatura se mantuvo a 30 °C usando un bailo de agua recirculante con la 

capacidad de calentar los espacios de las celdas en el espectrofotómetro. 

El ensayo se realizó con un amortiguador trepes/KM 100 mM, pi{ 8.2, NA1).1.  

0.75 mM y betaína aldehido 0.375 mM en un volumen final de 0.4 ml. La reacción se inició 

con la adición de la enzima (20 )11) y se midió la extinción obtenida cada 20 segundos hasta 5 

minutos, 

La actividad enzimática de la BADIL fue calculada de la siguiente manera: 

A = AA x 	x 40% 

á A= incremento de la absorbancia 

A= Actividad enzimática (U/mi) 

e= Coeficiente de extinción molar del NADII a 340 nm (6.22 µmol' I ml cm-1) 

V= Volumen de enzima usado en el ensayo 

Una unidad de actividad enzimática se define como la cantidad de enzima necesaria 

para convertir 1 pinol de sustrato en producto en un minuto y a 30 'C. 
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3.3 Determinación de proteína por el método de Bradford 

El colorante azul de Coomassie se une a las proteínas por medio de enlaces 

electrostáticos con los grupos amino y enlaces no covalentes con las regiones no polares de 

la proteína. En una solución ácida, la interacción de las proteínas con el azul de Coomassie 

causa el cambio en la longitud de onda de máxima absorción del colorante de 465 mil a 595 

nm. La intensidad del color de la solución a 595 nni es directamente proporcional a la 

concentración de proteína. La estructura química del azul de Coomassie es la siguiente: 

CH2CH3  

C113C1120- - 

La concentración de proteína fue determinada por el método de Bradford (1976), 

utilizando albumina sérica bovina (BSA) como estándar. 

Se realizó una curva patrón de albúmina a diferentes concentraciones, cumpliéndose 

la linearidad . A las muestras se les realizó las diluciones necesarias hasta obtener una D.O. 

que interpolara en la curva patrón. Las absorbancias se midieron a 595 nm. 

La curva patrón se realizó de la siguiente manera: 
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corte de 

albomina 

__vol. aria 

vol. de 

albúmina 2 

mg/ml 

vol. 

Bradtbrd 

O ing/m1 

_190 pl  

O pi 

0.04 ing/nd 0.1 ingind ,I. 2 mg/mi 0.4 mg/m1 

_ _80 ul_ 

20 itl 

0.8 ingind 

_60 ni__ 

40 pl 

_lid 

2 Id 

___ 951_4___991ii____ 

5 pl 	10 pl 

5 ml 5 ml 5 ml 

- 

5 ml 5 ml 5 ml 

Agitación en vortex. Incubador 15 minutos i temperatura ambiente. Leer a 595 tan 

en el espectrofotómetro. 

Por lo general se agregó entre 1 y 10 pl de la muestra problema. 

3.4. Electroforesis 

Se realizó una electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE) , con una concentración 

de acrilamida de 10 % (p/v) de acuerdo a Laenunli (1970). El revelado se llevó a cabo por 

lindón con Cooinassie (Solución para teñir el gel, VII) durante 2 h. Se elimina la solución y 

se coloca la solución para desteñir el gel (VIII) durante 2-4 h. 

La preparación del gel para la elecroforesis SDS se realizó de la siguiente manera: 

gel separador(10 % 

acrilamida) 

gel apilador(4 % acrilamida) 

30 % acrilamida (1) 3.33 ml 0.67 ml 

Amortiguador para gel 

separador (II) 

2.50 ml 
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11) Amortiguador para$el separador pil= 8.8 

Compuesto 

Tris 

Concentración 

1.5 M 

0.5 M Tris 

111) Amortiguador para gel apilador pH=6.8 

Compuesto Concentración 

1.25 inl Amortiguador para gel 

2p:ilador (1(1) ____ 

_SUS 10 % (1V1_ 

Agua 1.0 

0.10 ml 

ml 

0.05 ml 

3.0 ml 

e elimina el oxígeno disuelto roer aplicación de vacio por 15 M'unos. 

Persulfato de amonio (V) 0 I ml 0.1 ml 

TEMED 0.013 ml 0.013 ml 

Volumen final 10 ml 5 ml 

Se aplica rápidamente el gel separador entre las placas de vidrio y se deja gelilicar. A 

continuación se coloca el gel apilador. 

1) Acrilamida 30 %, Bis-Acrilamida 2,7 % 

Compuesto Concentración 

Acrilamida 30 % p/v 

Bis-acrilamida 2.7 % p/v 

Ajustar el pH a 8.8 coi 1(C1 

IV) SDS 10 % (Dodecil sulfato de sodio 

Compuesto Concentración 

SUS 10 % p/v 
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V) Persulfato de Amonio 10 % 

Compuesto Concentración 

Persulfato de Amonio 10 % p/v 

VI) Amortiguador para la muestra 2X 

Compuesto Concentración 

Tris 0.125 M 

SDS 4 % p/v 

Glicerol 20 % v/v 

(i-mercaptoetanol 10 % v/v 

VII) Solución para teñir el aeI 

Compuesto Concentración 

Azul de Cumassie R- 

250 

0.125 % (p/v) 

Metano' 50 % (v/v) 

Ácido acético 10 % (v/v) 

VIII) Solución para desteñir el gel 

Compuesto Concentración 

Metano! 50 % (v/v) 

Ácido acético 10 % (v/v) 

IX) Amortiguador para electrodos pH= 8.3(SDS-PACE 

Compuesto Concentración 

Tris 0.025 M 

Glicina 0.192 M 

SDS 0.1 % (p/v) 
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También se reveló con plata de la siguiente maneta: 

Se incubó el gel I h con 50 % de metano'. A continuación se coloco en la solución 

del complejo de plata (solución G) y se mantuvo en agitación suave durante 15 min Se 

incubó el gel de 5-15 min. en la solución de formaldeltido (solución 1:1) hasta la aparición de 

las bandas. La reacción se detuvo lavando con agua destilada. Entre cada paso se lavó el gel 

con grandes cantidades de agua destilada. 

Se llevó a cabo también electroforesis nativa (PAGE) con una concentración de 

acrilamida de 8 % (p/v). Las bandas con actividad de BADE' se revelaron por actividad 

incubando el gel a temperatura ambiente con 100 mM [lepes/KOK p11 8, 0.5 mM betaina 

aldehído, 1 mM NAD+, 20 mg/L metosulfato fenazona y 300 inWL azul de tetrazolio de 

acuerdo con Arakawa y col. 0 99t». 

3.5. Obtención de anticuerpos anti-BADIL 

La banda obtenida en el gel de SDS-PAGE correspondiente a la BADH por peso 

molecular, se congeló en nitrógeno líquido, se trituró y se emulsiticó con adjuvante 

completo de Freund pasando varias veces la mezcla por la jeringa. Se inocularon 

aproximadamente 120 pg de proteína a un conejo New Zealand por vía intramuscular. Se 

extrajeron 5 ml de sangre antes de la inoculación para obtener suero preinmune como 

control. 

Las demás inoculaciones se realizaron con adjuvante incompleto de acuerdo al 

siguiente esquema de inmunización: 
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Día 

O 

Tratamiento Sitio de Inoculación 

vena de la oreja 

intramuscular 

Cantidad 

5 ml 

120 lig 

sangrado preinmune 

la. inoculación 

15 2a. inoculación subcutánea 200 jtg_ 

2I 3a. inoculación subcutánea 2211 

28 sangrado de prueba vena de la oreja _ 3 inl 

33 4a. inoculación intramuscular 180 i.tg 

38 sangrado final punción cardíaca 	_ 90 ml 

3,6. Purificación parcial de los anticuerpos 

El antísuero (30 ml) se centrifugó 30 minutos a 20,000 x g. Se recuperó el 

sobrenadante y se le agregó lentamente y con agitación constante sulfato de amonio 

saturado, hasta obtener un 50 % (v/v). Se dejó en agitación durante 2 I). a 4 0C para 

asegurar la precipitación total de la proteína. A continuación se centrifugó por 1 h. a 20,000 

x g. Se eliminó el sobrenadante y se resuspendió el precipitado en 3 ml de amortiguador 

TBS p11 7.4. Se prosiguió con la diálisis del resuspendido contra 100 ml de TBS (Tris 50 

mM, NaC1 200 mM) durante 60 h. con agitación constante y a 4 0C. Se cambió el 

amortiguador 8 veces durante la diálisis. 

Se realizó una SDS-PAGE con el dializado, el sobrenadante de la precipitación y el 

antisuero original, como control de la precipitación de los anticuerpos. 
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3.7. Innumoprecipitación de la proteína BADII 

Debido a que la simple adición del anticuerpo a la solución de BADLI no causa la 

inhibicion de la actividad enzimática, los complejos antígeno-anticuerpo (enzima-IgG) se 

precipitaron con la adición de proteína A Sefarosa CL: 413 al medio de reacción. 

La fracción de sulfato de amonio de 40-55 % de saturación (1.4 mU de actividad de 

BAD11) se incubó con diferentes cantidades del antisuero obtenido frente a BADLI 

purificada de amaranto durante 2 h, seguida de la adición de 40 pl de proteína A sefarosa 

(1:1 en amortiguador TUS, pH 8) con una incubación de 1 h., ambos pasos a 4 'C. Después 

se centrifugó a 12000 x g y se determinó la actividad de BADII remanente en el 

sobrenadante. 

3.8. Western blof 

Se realizó una SDS-PAGE de las muestras obtenidas de los diferentes tratamientos, 

en las condiciones ya descritas, colocando la misma cantidad de proteína total en cada carril. 

Al terminar la corrida se sumergieron en amortiguador de transferencia (Tris 20 mM, glicina 

150 mM y metano' 20 % v/v) 12 papeles filtro, el papel de nitrocelulosa y el gel de 

electroforesis durante 10 min, A continuación se transfirieron las proteínas a un papel de 

nitrocelulosa en una cámara de transferencia semihúmeda colocando 9 papeles filtro sobre el 

electrodo positivo seguido por el papel de nitrocelulosa y después el gel de la electroforesis, 

cubriéndolo por otros 3 papeles filtro. Se colocó sobre este sandwich el electrodo negativo y 

se corrió la transferencia durante 1.5 h a 70 mA. 

Una vez transcurrido el tiempo de la transferencia, la membrana con las proteínas 

transferidas se colocó en una solución de bloqueo (leche Carnation 6 % p/v en TI3ST, pH 
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7 4) durante 15 h Por otro lado se tiñó el uel cómo control de la transferencia. A 

continuación se eliminó la solución de bloqueo y la membrana se incubo con 15 ml de la 

solución conteniendo el anticuerpo anti-BADII a una dilución 1:500 en TBST (Tris 50 mM, 

NaCI 200 mM, Tween 0.05 % v/v, pi1 7.4) y se dejó a temperatura ambiente durante toda la 

noche. Se eliminó la solución con el anticuerpo y se realizaron 2 lavados con TBST de 15 

min. cada uno. Se prosiguió con la adición de la solución con el anticuerpo biotinilado 

1gG de conejo a una dilución 1:10 000 en solución TBST. Se incubó durante 30 min. a 

temperatura ambiente. Al terminar se realizaron 2 lavados con TBST durante 15 min. cada 

uno. 

Se agregó la fosfatasa alcalina conjugada con estreptavidina a una dilución 1:5000 en 

TBST y se incubó durante 30 min. a temperatura ambiente. Se realizaron 2 lavados de 15 

min. cada uno con TBS, seguidos por un tercer lavado de 15 min. con amortiguador de 

sustrato (Tris 100 mM, NaCI 100 mM, MgCl2 50 mM a p1-1 9.5). Se agregó amortiguador 

de sustrato con los sustratos NBT y BCIP y se incubó la membrana varios minutos hasta que 

aparecen las bandas de precipitado que demuestran la presencia de la proteína BADH, Se 

paró la reacción lavando la membrana de 5 a 10 veces con agua destilada. Finalmente, se 

dejó secar la rnenbrana y se guardó en la oscuridad. 

3.9. Tratamientos de estrés osmótico 

Las hojas se obtuvieron de plantas de A. hypachondriacus L. crecidas en un 

invernadero con temperatura controlada (25 °C) Se utilizaron plantas de 6-8 semanas de 

edad. Se llevaron a cabo los siguientes tratamientos incubando aproximadamente 5 g de 

hojas completas durante 6 h en presencia de luz (400 µmoles seg-1  in-2) a 27-28 °C:  
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a) Estrés lúdrico: PEG 6000. 17.2 ",'‘) (p v) (-I MPa) 

b) Estrés salino: Cloruro de sodio 500 mM. 

c) ABA 50 iiM (aplicado en la obscuridad 30 minutos antes de la incubación en luz). 

d) Control: Agua destilada. 

La proteína BADI1 se extrajo homogeneizando las hojas tratadas en un mortero con 

arena usando el amortiguador A. El homogeneizado se centrifugó a 25,000 x g durante 30 

min. Se agregó sulfato de amonio sólido para obtener 40 % de saturación. Se centrifugó de 

nuevo a 25,000 x g por 30 min. El sobrenadante se llevó a 55 % de saturación con sulfato 

de amonio y se repitió el paso anterior. El precipitado proteico se resuspendió en el menor 

volumen posible del amortiguador B, tras lo cual se desaló por la técnica de Penefski (1977). 

Se determinaron la cantidad de proteína total, la actividad enzimática y la cantidad 

relativa de proteína en todos los tratamientos. 

La cantidad relativa de proteína BADIL se puso de manifiesto por medio de un 

densitómetro modelo Ultroscan XL de Pharmacia. 



VIL RESULTADOS 

I. Purificación de la DADO 

La purificación de la BADI1 utilizada en el presente trabajo se llevo a cabo de 

acuerdo a lo publicado por Valenzuela-Soto y Mui)oz-Clares (1993) con algunas 

modificaciones, descritas en la sección de Métodos y que serán discutidas más adelante. 

Se utilizaron hojas de plantas silvestres de amaranto que se expusieron a un déficit de 

agua previo a la extracción, para incrementar la actividad de DADO Aún después del 

tratamiento de estrés hídrico no se logró detectar actividad enzimática en el extracto crudo. 

Por ello, se precipitó este extracto con suáto de amonio y posteriormente se resuspendió 

el precipitado en aproximadamente 1/10 del volumen original, con el objeto de obtener la 

enzima más concentrada. Sin embargo, se obtenían actividades muy bajas ya que el sulfato 

de amonio es un inhibidor potente de la actividad enzimática de la DADO (Valenzuela-Soto 

y Muñoz Ciares, 1993 ). Sólo después de desalar la solución se logró determinar la actividad 

de DADO En la Tabla 2 se muestra un resumen de los resultados obtenidos durante la 

purificación, a partir de 200 g de peso fresco de tejido. 

La elución de la columna de cromatogratia de intercambio iónico (Sefarosa Q de 

flujo rápido) dió como resultado dos picos de elevada actividad enzimática. El primer pico 

de actividad coincide con la mayor parte de las proteínas que se identifican a 280 mn, Se 

tomaron las fracciones 46-65 que incluyen ambos picos de actividad enzimática, con lo que 

puede eliminarse una cierta cantidad de proteínas contaminantes, recuperando la mayor 

parte de la enzima (Fig. I I). En este paso se logró purificar 13 veces la proteína BAUR 
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Con la cromatografia de hidroxilapatita se obtuvo un pico de actividad enzimatica bien 

definido, lográndose eliminar una gran cantidad de proteínas contaminantes (Fig. 12). Así se 

obtiene una purificación de la BADE! de 119 veces hasta este paso, 

La actividad total recuperada en el eluído de la columna de .5"-AMP-Selitrosa fue 

baja, lo que se refleja en un notable descenso en el rendimiento global del proceso de 

purificación. Por otro lado, la actividad específica se incrementó aproximadamente 25 

veces, resultando en alrededor de 3000 veces de purificación de la enzima (Tabla 2) y (Fig. 

13). 

Por lo tanto, con esta purificación se logró enriquecer la preparación de la enzima 

BAD11, con la eliminación de la mayor parte de las proteínas restantes, como puede 

observarse en la figura 14 en la que se muestra la SDS-PAGE de las preparaciones de 

enzima a lo largo de la purificación. El monómero de la BADH corresponde a un peso 

molecular aproximado de 64 kDa (Fig. 14). En electroforesis no desnaturalizante de la 

enzima nativa puede distinguirse la banda de actividad enzimática que corresponde a BADII 

en la fracción más purificada (Fig. 15). 

Con esta purificación se obtuvo una banda mayoritaria en el gel SDS-PAGE que se 

utilizó para la obtención de anticuerpos. Debido a que se obtuvo poca cantidad de proteína 

de la purificación mencionada se realizó una nueva purificación partiendo de 600 g de tejido, 

con lo que se obtuvo la cantidad de proteína necesaria para la inmunización. 
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Tabla 2. Resumen de la purificación de RAM 

Proteína 	Vol. 	Actividad 	Actividad 	Veces 

total 	total 	total 	específica 	purificación 

lipl) 	(ni U) 	ont2igi _int 

Rendi- 

miento 

..C(9) 

*Sephades 1415 74 1637 1.2 100 

G-25 

Sefarosa Q 

de flujo 

rápido 

183 53 2692** 14.7 13 164 

llidroül- 

apatita 

9 39 1278 137 119 78 

5'-AMP 0.099 0.5 336 3395 2935 21 

Sefarosa 

* La fracción obtenida de Sephadex G-25 es el paso inicial de la purificación y por lo tanto 

se obtiene un rendimiento del 100 %. Lo anterior es debido a que no se pueden obtener 

lecturas de actividad enzimática en extracto crudo por la alta concentración de pigmentos en 

la solución. Por otro lado, el amonio es un potente inhibidor de la actividad enzimática 

(Valenzuela-Soto y Muñoz-Clares, 1993) por lo que es necesario desalar la resuspensión de 

la fracción precipitada con sulfato de amonio. 

** El KCI es un activador de la actividad enzimática (Valenzuela-Soto y Muñoz-Clares, 

1993), por lo cual se obtiene un rendimiento mayor al inicial. Es necesario desalar la 

preparación para conocer la actividad enzimática real. 
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Fig. 11. Perfil de elución de la actividad (—e--) de 13ADI1 de una columna de 

sefarosa Q de flujo rápido. La columna se equilibró con el amortiguador 13. La elución se 

realizó con un gradiente lineal de KCI de 50-300 mM (—). El tamaño de la columna fue de 

15 ml de volumen de gel. Las fracciones recolectadas fueron de 2.5 nil c/u. La proteína se 

determinó por absorbancia a 280 nm 

70 



250 	250 

200 
200 

I 

	

150 1 	... 

_ 
, 

1.• 150 I 

	

100 1 	‘4, 
o 

	

-o 	a 
.5  100 .111 

	

50 I 	d 
c 
o 
U 

50 

40 	a) 	En 	100 

0.5 

0,4 

0.3 

0,2 

0,1 O 

N°  fracción 

Fig. 12, Perfil de clución de la actividad de BADA (—*--) de una columna de 

hidroxilapatita. Se equilibró la columna con el amortiguador C. Se aplicó la fracción con 

actividad de BADH obténida de la columna de Sefarosa Q. El tamaño de la columna fue de 

10 ml de volumen de gel. Se eluyó con un gradiente lineal de concentración de fosfatos de 

25-250 mM (--). Las fracciones recolectadas fueron de 2 ml c/u. La proteína se determinó 

por absorbancia a 280 nm (--x—) 
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Fig. 13. Perfil de elución de la columna de 5.-AMP-Sefarosa. La columna se 

equilibró con el amortiguador D. La elución se llevó a cabo con el mismo amortiguador más 

1 mM de NAD+  a p1-1 7. El tamaño de la columna fue de 1 ml de gel. Las fracciones 

recolectadas fueron de 250 µI c/u. 
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Fig. 14. SDS-PAGE de las fracciones con actividad BADH obtenidas en los diferentes pasos de la purificación. 

Carriles: (1) y (2) son 3 tg de marcadores de peso molecular (3) 120 tg de proteína total de la fracción de sulfato de amonio de 40-55 

% de saturación. (4) 40 1.1.g de proteína total de una fracción obtenida de la columna de Sefarosa Q de flujo rápido. (5) 6 uu de proteína 

total de la fracción de la columna de hidroxilapatita. (6) 4 11.g de proteína total de la fracción de 5"-AM -Sefarosa. (7) y (8) son 4 pl 2, de 

marcadores de peso molecular. El revelado se llevó a cabo por tinción con plata en todos los casos 



2 

1.3ADI I 

Fig. 15. Electroforesis de la BAD1-1 nativa. En ( I) se colocaron 7µg de proteína 

total (1 mU de actividad de BAD1-1) de la fracción de hidroxilapatita. En (2) 5 lig de 

proteína total (15 m1.1 de actividad de BADil) de la fracción de .5"-AMP-Sefarosa. El 

revelado se llevó a cabo por actividad como se mencionó en Métodos. 



2. Obtención y caracterización de los anticuerpos anti-BABII 

Se cortó cuidadosamente la banda del gel de electroforesis que correpondia a la 

proteína 13ADIT de acuerdo a su peso molecular (Fig. 14) y se utilizó para las inoculaciones 

como se describe en Métodos. Al día 28, después de 3 inoculaciones. se realizo un sangrado 

de prueba y con el antisuero obtenido se llevó a cabo una titulación del anticuerpo anti-

BADII por la técnica de dot blot utilizando como antígeno la enzima purificada. 

Se observó una reacción positiva sólo con la dilución 1:50 del suero (Fig. 16), por lo 

que se realizó una última inoculación con el objeto de lograr un incremento en el título de 

anticuerpos. Se realizó un sangrado en blanco 4 días después, obteniéndose 100 ml, de los 

cuales se extrajeron 40 ml de suero. Se repitió la titulación por la técnica de slot blot, 

encontrándose que la dilución máxima para reconocimiento del antígeno es de 1:250, lo que 

indica mejora en el titulo, pero aun una baja concentración del anticuerpo anti-BAD11. En 

ninguno de los casos se observó reacción positiva con el suero preinmune. 

A continuación se realizó un inmunoelectrotransferencia para determinar la 

especificidad del suero anti-BADIL obtenido usando la preparación de enzima obtenida tras 

precipitar con sulfato de amonio al 40-55 % extractos obtenidos de hojas de amaranto 

silvestre, tanto estresados como no estresados. También se utilizó la preparación obtenida de 

AMP-Sefarosa para compararla con la de sulfato de amonio (Fig. 17). Se detectaron 3 

bandas principales, por lo que para comprobar si alguna de estas bandas corresponde a la 

BADIL, se realizó una inmunotitulación en solución utilizando la preparación de BADIL 

obtenida tras precipitación con sulfato de amonio. Sin embargo, no se logró observar la 

precipitación de la enzima y por lo tanto la inhibición de la actividad enzimática. Por este 

motivo se utilizó proteína A sefarosa para precipitar los complejos inmunes siguiendo el 

75 



procedimiento descrito por Arakawa y col. (1987). A pesar de esto la inhibición de la 

actividad fue muy baja, por lo que decidimos purificar parcialmente y concentrar el 

anticuerpo precipitando el antisuero con sulfato de amonio. Después de la diálisis, se obtuvo 

un volumen final de 6 ml del anticuerpo. Se realizó una SDS-PACE del antisuero original, 

de la resuspención del precipitado y del sobrenadante, para confirmar la precipitación del 

anticuerpo. En esta electroforesis se observaron bandas predominantes de aproximadamente 

65, 55 y 20 klla tanto en el precipitado como en el antisuero original, que podrían 

corresponder a la albúmina, a la cadena pesada y a la ligera de los anticuerpos, 

respectivamente, mientras que en el sobrenadante sólo apareció la banda de 65 kDa de la 

albúmina. Con esta preparación del anticuerpo se realizaron de nuevo la ininunotitulación 

tanto en solución como por la técnica de Western blot. Para esto último, se sometió la 

preparación de la enzima BADH antes mencionada con una actividad de 300 mtliml a SDS-

PAGE preparativa y se transfirió a una membrana de nitrocelulosa que se colocó en una 

cámara de titulación. Con esta titulación se obtuvo una reacción positiva hasta una dilución 

1:2000 (Fig, 18). Se comprobó que el anticuerpo obtenido por Weretilnyk y Hanson (1989) 

contra la BADH de espinaca reconoce también a la enzima BADH de amaranto. 

Para la inmunotitulación de la BADH nativa en solución se usaron diferentes 

diluciones del anticuerpo para demostrar que el anticuerpo reconoce a la enzima en forma 

nativa, dando como resultado una disminución importante en su actividad enzimática (Fig. 

19), por lo que se puede asegurar que alguna de las bandas que se observan en el Western 

blot corresponde a la BADH. Para reconftrmar esto, se realizó una electroforesis nativa en la 

que se aplicó en dos carriles una muestra parcialmente purificada de BADH de amaranto. Se 

reveló un carril por actividad y el otro por la técnica de Western blot. El resultado mostró 

76 



una banda del mismo desplazamiento por ambos revelados (Fig. 20A-2 y 2013-1), lo que 

indica que el anticuerpo ami-f3ADII de amaranto reconoce a esta enzima. Por otro lado, en 

un tercer carril del mismo gel se aplicó una muestra de Pseudomonas (vertiginosa purificada 

a homogeneidad. Tras la inmunotransferencia y revelado no se observó ninguna banda, por 

lo que no hubo reconocimiento por el anticuerpo obtenido frente a la BADIL de amaranto 

(Fig. 20A-I). 
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4 	5 

Fig. lb. Titulación del suero anti-BADH, del sangrado de prueba, por la técnica de 

Dot bloc. Se utilizó como antígeno 4 lig de proteína total (aproximadamente 1.6 lig de 

proteína BAD1-1) de la fracción de AMP-Sefarosa. El revelado se llevó a cabo por la 

fosfatasa alcalina con el sistema estreptavidina-biotina. Las diluciones utilizadas del suero 

anti-BADH literam (1) 1:50 ; (2) 1:250; (3) 1:500; (4)1:1000. (5) Suero preinnume en 

una dilución 1:10. 

Una reacción positiva se identifica como un halo de precipitación. 
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Fig. 17. Western blot de una preparación con actividad 13ADH obtenida tras 

precipitación con sulfato de amonio 40-55 % de extractos crudos de hojas de plantas 

silvestres de amaranto. (1) Hojas controles y (2) hojas estresadas con PEG 6000 durante 6 

h. (3) Preparación de enzima obtenida después de la cromatogralia en AMP-Sefarosa. La 

cantidad de proteína total aplicada se indica en cada carril. En el carril 2 se aplicaron 0.2 

mU de actividad de BADIL, en (3) 13 mU. En la muestra control (1) la actividad de BADH 

fue indetectable. Para la inmunodetección, se utilizó una dilución 1:100 del suero and-

BADH. El revelado se llevó a cabo usando la fosfatasa alcalina con el sistema de 

estreptavidina-biotina, como se describe en Métodos. 
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Fig. 18. Titulación del anticuerpo anti-13ADI1 (parcialmente purificado) por la 

técnica de Western blot. Revelado con la fosfatasa alcalina, sistema estreptavidina-biotina. 

Se separaron 4.9 mg de proteína total (47.5 mU de actividad de BADU) de la fracción 

precipitada de 40-55 % con sulfato de amonio en SDS-PAGE preparativa. Para la titulación 

del anticuerpo anti-BADH parcialmente purificado se utilizó una cámara de titulación, 

usando las siguientes diluciones del anticuerpo: ( I) 1:500, (2) 1:1000, (3) 1:2000, (4) 

1:3000. (5) Se usó anticuerpo anti-BADII de espinaca (proporcionado por el Dr. A. 

Hanson) en una dilución 1:1000, (6) Marcadores de peso molecular preteñidos. 

Se observa una reacción positiva con cl anticuerpo anti-BADH de amaranto hasta 

una dilución 1:2000 (carril 3). El anticuerpo anti-BADH de espinaca reconoce a la BAD11 

de amaranto (carril 5). 
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Fig. 19. Ininunoprecipitación de la actividad de BADH de hojas de amaranto. La 

fracción de sulfato de amonio de 40-55 % de saturación (1.4 mU de actividad de BADH) se 

incubó con diferentes cantidades del anticuerpo anti-BADH de amaranto parcialmente 

purificado. Las incubaciones se llevaron a cabo durante 2 h a 4 "C. A continuación se 

agregaron 40 pi de proteína A sefarosa y se incubó durante I h a 4 "C, tras lo cual se 

determinó la actividad de BADH remanente en el sobrenadante. 
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Fig. 20. (Al) Western blot de 2.5 pg de proteína BADA purificada a homogeneidad 

de Pseudomonas aeruginosa. (A2) Western blot de 7 ttg de 1)ft-unta total 

(aproximadamente I mU de actividad de BADH) de la fracción eluída de una 

cromatografia de hidroxilapatita que presentó actividad de BADIL El Western blot se relizó 

a paritir de una electroforesis no desnaturalizante y se usó el revelado con el anticuerpo anti-

BADH de amaranto y la fosfatasa alcalina, sistema cstreptavidina-hiotina. (B1) 

Electroforesis nativa de 70 lig de proteína total (aproximadamente 10 mU de actividad de 

BADH) de la misma fracción de hidroxilapatita que en A2. La banda de proteína con 

actividad BADH se reveló por actividad como se describe en Métodos. 

La banda revelada por actividad de BADH coincide con la banda revelada por el 

anticuerpo anti-BADH de amaranto. Este anticuerpo no reconoce a la BADH de P. 

aeruginosa (Al). 
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3. Variación en la proteína 13A DII de hojas de amaranto en respuesta al 

estrés osmótico. 

Los tratamientos de estrés osmótico se realizaron sumergiendo el peciolo de las hojas 

en las soluciones respectivas durante 6 h bajo iluminación. A continuación se realizó un 

inmunoelectrotransferencia de las muestras de hojas control y sometidas a tratamiento con 

PEG con el fin de evaluar el efecto que el estrés de agua tiene sobre la cantidad relativa de 

proteína BADH (Fig. 22A). A las mismas muestras se le determinó la actividad específica de 

BADIL (Fig. 21). La cantidad de proteína BADFI (medida por densitometría, Fig. 2213) 

aumenta en las hojas estresadas en muy baja proporción cuando se compara con el aumento 

de actividad encontrado en estas mismas hojas. Esto se observa claramente cuando se 

calcula la actividad intrínseca de BADH mediante el cociente de la actividad RAM( y la 

cantidad BADH (Fig. 23). 

Después de haber obtenido el resultado anterior se repitió el experimento con los 

tratamientos restantes. Al término del tiempo de incubación, las hojas sometidas al 

tratamiento con PEG 6000 mostraron una clara pérdida de la turgencia, al igual que las 

sometidas al tratamiento con NaCI, mientras que aquellas tratadas con ABA, mostraban un 

aumento de la turgencia comparado con el control (Fig. 24). Esta se corroboró 

determinando los cambios en el peso fresco de las hojas, ya que con el tratamiento de PEG 

habían perdido alrededor de un 25 % del peso fresco original y con el de NaCI alrededor del 

15 %, mientras que con ABA las hojas ganaban alrededor de 10 % de agua con respecto a 

los controles (Fig. 25). 

Después de realizar la extracción de la actividad BADFI de las hojas tratadas y 

control, se precipitaron los extractos crudos con sulfato de amonio y se desalaron tras lo 
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cual se determino la actividad enzimática en cada uno. Se encontró un aumento de la 

actividad enzimática de 5 veces después del tratamiento con PEG con respecto al control. 

mientras que con ABA y NaCI el aumento sólo fue de alrededor de 2 veces (Fig. 26). 

También se realizó un western blot con las muestras obtenidas de los 4 tratamientos 

mencionados (Fig. 27A), Encontramos menor cantidad de proteína BADII en el tratamiento 

con ARA cuando se comparan con el control, cloruro de sodio o el de PEG (Fig. 2713). Con 

respecto al efecto de estos tratamientos sobre la actividad intrínseca de la BADIl (estimada 

mediante el cociente de la actividad de BADIL y la proteína BATA.» se observó un aumento 

provocado por ABA y l'EG, mientras que el NaCI no tuvo un efecto apreciable (Fig. 28), 
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Fig. 21 Efecto del estrés osmótico sobre la actividad de la BADVI en hojas de 

amaranto. La actividad especifica se determinó en la fracción de sulfato de amonio de 40-55 

% de saturación después de desalar en Sephadex 6-25 según el método de Penefsky (1977). 

Los datos que se muestran son el promedio de dos determinaciones tanto para el 

control como para el tratamiento con PEG. 
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Fig. 22. (A) Efecto del déficit de agua sobre la cantidad relativa de proteína BADEL 

Western blot de la fracción 40-55 % de sulfato de amonio de hojas control (carril 1 y 2) y de 

hojas tratadas con PEG (carril 3 y 4). Se aplicaron 50 lig de proteína total por carril en 

todos los casos. En este experimento se usaron 2 controles: hojas incubadas 6 h en agua 

destilada (carril 2) y hojas no sometidas a ningún tratamiento, de las que se extrajo la enzima 

inmediatamente después de ser cortadas de la planta (carril 1). El revelado se llevó a cabo 

con el anticuerpo anti-BADH de amaranto, con la fosfatasa alcalina, sistema estreptavidina-

biotina. 

(13) Densitometria de las bandas de proteína BADH obtenidas por el Western blot 

(A). El control corresponde al promedio de la densitometría obtenida para los carriles l y 2. 

PEG es un promedio de la densitometría obtenida para los carriles 3 y 4. 

Los datos que se muestran son del experimento más representativo. 
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Fig. 23. Efecto del déficit de agua sobre la cantidad de proteína BADIL 

Actividad intrínseca de BADH estimada mediante el cociente de la actividad BADIL y la 

proteína BADH determinada por densitometría, en hojas control y tratadas con PEG. 

Los datos que se muestran son el promedio de dos determinaciones tanto para el 

control como para el tratamiento con PEG. 

La actividad de la BADH se muestra en la Fig. 21. La proteína BADH se muestra en 

la Fig. 22B. 
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Fig. 24. Cambios de la turgencia de las hojas de amaranto tras 6 h de tratamiento 

(I) Flojas tratadas con KG 17.2 % (p/v). (2) Flojas tratadas con NaCI a una concentración 

de 500 mM. (3) Hojas controles mantenidas en agua destilada. (4) Flojas tratadas con ABA 

50 pivl. 

Se muestra un experimento típico. 
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Fig. 25. Efecto del estrés osmótico y del ABA sobre el contenido relativo de agua de 

las hojas. Expresado como el porcentaje en peso fresco de las hojas tras los diferentes 

tratamientos con respecto al peso fresco inicial. 

Se muestra un experimento típico. 

Los datos corresponden a los tratamientos que se muestran en la Fig. 24. 
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Fig. 26. Efecto del estrés osmótico o del tratamiento con ABA sobre la actividad de 

BADI-1 en hojas de amaranto. La actividad específica se determinó en la fracción de sulfato 

de alumno de 40-55 % de saturación después de desalar en Sephadex G-25 según el método 

de Penefsky (1977). 

Se muestra un experimento típico. 

Los datos corresponden a los tratamientos que se muestran en la Fig. 24. 
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Fig 27 A) Western blot de las fracciones de sulfato de amonio de 40-55 % de 

saturación, de extractos crudos de hojas sometidas a los diferentes tratamientos. (1) lIojas 

control. (2) Flojas tratadas con ABA 50 11M. (3) Hojas tratadas con NaCI 500 mM. (4) 

Flojas tratadas con PEG 17.2 % (p/v). A cada uno de estos carriles se aplicaron 175 tg de 

proteína total. En (5) se aplicó una fracción obtenida de hidroxilapatita (3 N de proteína 

total). El revelado se llevó a cabo con el anticuerpo anti-BADH de amaranto, con la 

fosfatasa alcalina, sistema estreptavidina-biotina. 

B) Densitometría de las bandas de proteína BADH obtenidas por el Western blot 

(A). El control es la densitometría obtenida de la proteína BADH del carril 1. ABA 

corresponde a la del carril 2. NaCI es la densitometría del carril 3 y PEG es la del carril 4. 

Los datos que se muestran corresponden a los tratamientos de la Fig. 24. 
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Fig. 28. Cociente de la actividad BAD1-1 y la proteina BADI-1 (actividad intrinseca) 

determinada por densitometria en hojas sometidas a los diferentes tratamientos. 

Se muestra un experimento típico. 

Las condiciones son las descritas en el pie de la Fig. 24. 
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VIII. DISCUSION 

I. Purificación de la BADIL 

Para lograr el objetivo general de esta investigación, que era el de conocer la 

variación de la proteína BADH en respuesta al estrés osmótico, era indispensable obtener la 

proteína DAD! I totalmente purificada para la obtención de anticuerpos policlonales 

específicos. Sin embargo, en este trabajo no se llegó a la purificación total, porque el 

rendimiento final que se obtiene en la cantidad de proteína es muy bajo y para lograr un 

título alto de anticuerpos se requiere inocular al conejo con cantidades relativamente altas de 

proteína, La BADH se encuentra en las hojas de amaranto en una proporción muy baja, aún 

después de someterlas a estrés osmótico, ya que constituye menos del 0,1 % de la cantidad 

total de proteínas que se extraen, como se discute más adelante. Por esta razón, fue 

necesario utilizar bastante tejido para lograr obtener una buena cantidad de enzima, 

considerando que después del último paso de purificación (5'-AMP-Sefarosa) se obtiene, 

cuando más, un 20 % de la proteína inicial. Aún sin haber logrado una purificación total, la 

SDS-PAGE resolvió el objetivo de este estudio de una manera muy satisfactoria, pues con 

este método fue posible obtener una banda homogénea correspondiente a la BADH en 

cantidad suficiente para obtener una inmunización eficiente. 

El desalado con la columna de Sephadex 0-25 utilizada tras el paso de precipitación 

con sulfato de amonio, tiene como ventaja que además de eliminar esta sal que inhibe la 

actividad enzimática, también elimina muchos de los pigmentos que pueden interferir con la 

determinación de la actividad enzimática debido a la alta absorbancia que le confieren a la 

solución. Además, muchos de estos pigmentos interfieren también con las columnas de 

cromatografia utilizadas en los pasos de purificación posteriores. Si la eliminación de las 
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sales se realiza por diálisis, no se eliminan estos pigmentos, y el tiempo requerido para la 

diálisis es mucho más largo, lo que podría dar lugar a pérdidas de actividad por la acción de 

proteasas posiblemente presentes en el extracto. 

1.a columna de intercambio Milico (Sefarosa Q de flujo rápido) permite una buena 

purificación, pero es necesario desalar la preparación para conocer el rendimiento real, ya 

que la elución de esta columna se realiza con KC1, el cual es un activador de la DAD! 1 

(Valenzuela-Soto y Muñoz-Clares, 1993). La columna de hidroxilapatita también permite 

una buena purificación adicional con relativamente buen rendimiento. El problema se 

encontró en la columna de Y-AMP-Sefarosa, ya que aunque mediante esta cromatografia de 

afinidad se logra eliminar una gran cantidad de proteínas también se pierde una alta 

proporción de la actividad enzimática, lo que da como resultado un rendimiento muy bajo. 

Es probable que el bajo rendimiento obtenido en el Ultimo paso (21 %), se deba a que el pll 

óptimo al cual se adhiere la enzima a la matriz de afinidad es de 5.5, y a este 01 la enzima es 

inestable. Sin embargo, el objetivo de este trabajo no era poner a punto un método óptimo 

de purificación de la enzima, sino la obtención de anticuerpos frente a ella, por lo tanto este 

procedimiento cumplió con las necesidades para continuar con la inmunización. 

Una gran limitante por no haber obtenido la BADH pura es que no se pudo conocer 

con exactitud la cantidad de proteína correspondiente a ella. Sin embargo, para realizar la 

inmunización se realizó una estimación de la proteína considerando la actividad especifica de 

esta proteína pura (2,5 U/mg) que fue reportada por Valenzuela-Soto y Muñoz-Clares 

(1993). Con esta estimación no se considera a la enzima que pueda estar inactiva, pero que 

dm así puede estimular la síntesis de anticuerpos. Por otro lado, parece ser que la 

cuantificación de proteínas por el método de Bradford no es muy efectivo para la 
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cuantificación de la BADIL, ya que al hacer la estimación mencionada encontramos que hay 

mayor cantidad de proteína BADLI que la proteína total que se detecta por Bradford Así, en 

la Tabla 2 se tiene, al final de la purificación, 99 pg de proteina total, y 336 mU de actividad 

de BADH, lo que corresponde por su actividad especifica a 134 pg de BADIT 

2. Obtención y caracterización de los anticuerpos anti-BADIL 

La banda que se decidió utilizar para la inoculación, obtenida en SDS-PAGE 

preparativa, time aquella que corresponde a aproximadamente 64 kDa y que al realizar la 

electroforesis con las fracciones obtenidas de los diferentes pasos de la purificación, 

aumentaba de intensidad conforme la purificación era mayor, lo cual se observa claramente 

en la Figura 14. Estos hallazgos significan que a medida que la banda es más intensa en 

relación al resto, la actividad específica también aumenta, indicando que ésa es la 13ADEI y 

por lo tanto la adecuada para inmunizar. 

Más aún, la obtención de anticuerpos se facilita cortando la banda del gel porque el 

gel de poliacrilamida funciona como un adyuvante, ya que evita que la proteína se difunda 

con rapidez además de que aumenta el área de contacto, lo que permite que el antígeno 

permanezca mayor tiempo en el organismo y tenga, por lo tanto, mayores posibilidades de 

estar en contacto con las células inmunocompetentes. 

En realidad, el titulo obtenido de los anticuerpos anti-BAD11 no fue muy elevado, lo 

que podría deberse en parte a que la proteína desnaturalizada es pequeña y de un peso 

molecular relativamente bajo. Por lo general, los antígenos de mayor tamaño y peso 

molecular (mayor a 100 kDa) son los que suelen dar mayores títulos de anticuerpos (Klein, 

1990). Por otro lado, se sabe que existe una BADIL en los mamíferos con alta homología 
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(entre el 75-77 % como se señala en la Tabla I) (Boyd y col., 1991). por lo que aunque el 

conejo está muy alejado tilogenéticamente de las plantas, la alta similitud de esta proteína 

inter-especie puede causar una baja respuesta inmunológica a esta enzima en el conejo. Un 

factor más que pudo influir en el titulo final del anticuerpo es la cantidad de proteína 

inoculada, ya que debido a que ésta no se obtuvo pura, no se conocía la concentración 

exacta de BADH contenida en la última fracción de la purificación. 

Aunque el dot blot y el slot blot dieron reacciones positivas, no se puede asegurar 

por estas técnicas que el reconocimiento de la BADIL por el anticuerpo es específico. Por lo 

que se realizaron inmunoelectrotransferencias usando la técnica de Western blot. Los 

resultados mostraron 3 bandas, una de las cuales tenía un peso molecular de 64 kDa que es 

lo esperado para la BADIL y las otras dos bandas con un menor peso molecular (entre 50 y 

30 kD). Estas pueden corresponder a proteínas que comparten determinantes antigénicos 

con la BADil, ya que canto los anticuerpos obtenidos son policlonales, hay una mezcla de 

ellos dirigidos contra otras proteínas, o contra epítopes que podrían estar presentes en 

diferentes proteínas, sobre todo en otras aldehído deshidrogenasas. Otra posible explicación 

es que los anticuerpos reconozcan productos de degradación de la BADIL. En SDS-PAGE 

una banda de proteína con prácticamente la mitad del peso molecular original sugiere un 

producto de degradación. A pesar de esto, se pueden utilizar estos anticuerpos porque se 

identifica sin duda alguna cual es la banda correspondiente a la BADA, como se explica a 

continuación. 

Para corroborar que el anticuerpo reconoce a la BADIL se realizó una 

inmunoprecipitación de la actividad enzimática. Para este fin es indispensable que. el 

anticuerpo reconozca la forma nativa de la enzima, ya que la inoculación al conejo con la 
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proteína desnaturalizada resulta en la sintesis de anticuerpos dirigidos contra regiones de la 

proteína que normalmente no están expuestas cuando ésta se halla en su forma nativa. Si los 

determinantes antieénicos se hallan dispuestos conformacionalmente de tal forma que no 

formen la malla necesaria para la precipitación, se requiere de un facilitador de unión. Los 

anticuerpos por si mismos no precipitaron a la BADIL, por lo que fue necesario el uso de 

proteína A sefarosa, como Me descrito por Arakawa y col. (1987). La proteína A 

estafilococcica tiene alta afinidad por la región Fe de los anticuerpos, y al estar unida en 

forma covalente a la sefarosa, lo que la hace insoluble, facilita la precipitación de los 

complejos inmunes. Aún utilizando esta metodología no se observó una disminución 

importante de la actividad enzimática después de la incubación con los anticuerpos, por lo 

que se decidió concentrar a estos últimos. Para ello, se empleó la precipitación diferencial de 

los anticuerpos con sulfato de amonio. El resultado fue muy satisfactorio observándose una 

disminución de la actividad de BADH soluble, debida a que la enzima es reconocida por los 

anticuerpos e inmunoprecipitada. La inmunoprecipitación es importante no sólo para 

confirmar el reconocimiento del antígeno por el anticuerpo, sino también porque puede 

resultar un método muy atractivo para estudios en los que se requiera obtener la proteína 

pura en un sólo paso a partir de extractos cmdos, como seria en la investigación de una 

probable modificación covalente de la enzima "in vivo". 

Otra manera de corroborar que los anticuerpos reconocen a la BADIL es sometiendo 

una preparación de enzima a electroforesis nativa y comparando las bandas obtenidas por el 

revelado por actividad con las obtenidas por inmunoelectrotransferencia de esta 

electroforesis nativa. En este experimento se observó que la banda con actividad BADII 

corre en el gel a la misma altura que la revelada por el anticuerpo (Fig. 20). En la 
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electroforesis nativa también se pusieron de manifiesto otras bandas, como ocurre en la 

electrolbresis desnaturalizante. Es posible que la banda de menor corrimiento que se observa 

en la fracción purificada separada en el gel nativo, corresponda a la isoenzima citosólica de 

la BADIL, corno reporto Weretilnyk y Hanson (1988) (Fig. 10). Esta isoenzima se encuentra 

en mucho menor proporción, por lo que no se distinguió en la electroforesis nativa revelada 

por actividad. Sin embargo, el Western blot es un método tan sensible que puede detectar la 

banda en cuestión (Figura 20). Las fracciones precipitadas con sulfato de amonio 

presentaron en estas electroforesis, un corrimiento sin ser bandas definidas, las cuales si 

podrían corresponder a productos de degradación. 

De estos estudios, es interesante resaltar la semejanza inmunológica de la enzima 

BADIL en plantas, pues los anticuerpos obtenidos contra la BADIL de espinaca reconocieron 

también a la de amaranto. Igualmente, Arakawa y col. (1992) demostraron que los 

anticuerpos obtenidos contra la BADIL de espinaca reconocen a la de la cebada, lo que 

indica que ambas tienen una gran cercana estructural, que muy posiblemente depende de la 

existencia de regiones conservadas compartidas. Esto sugiere un ancestro común 

(Weretilnyk y col., 1989) para algunas especies de plantas. Por otro lado, la BADIL de las 

plantas difiere inmunológicamente mucho de la de bacterias, ya que el anticuerpo contra 

amaranto es incapaz de reconocer a la BADIL de P. aeruginosa, tanto en su forma nativa 

como desnaturalizada. Este resultado coincide con los de Weretilnyk y col. (1989) quienes 

encontraron que el antisuero obtenido frente a BADIL de espinaca no mostraba reacción 

cruzada alguna con la BADIL de t.:. coli., demostrando la ausencia de similitud estructural 

entre estas dos BADHs. Ello los llevó a sugerir que la BADIL de plantas está 

filogenéticamente alejada de la de E. culi, debido además a las diferencias tanto en el tamaño 
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nativo como en el número de las suhunidades de una y otra enzima Boyd y col. (1991) 

mostraron un 38 % de aminoácidos idénticos entre la BAD1 1 de espinaca y la de E. coi/ 

(Tabla I) que sin embargo, por lo ya señalado, no parecen estar en sitios relevantes de 

exposición para ser reconocidos por los anticuerpos. 

3, Variación en la proteína BADIL de hojas de amaranto en respuesta al 

estrés osmótico. 

En un trabajo previo realizado por Valenzuela-Soto y Muñoz-Clares (1993), se 

encontró que en las hojas de amaranto existe un incremento de la actividad de BALO en 

respuesta a déficit de agua en tan sólo 2 h de tratamiento, el cual parece un tiempo 

demasiado codo para pensar en una síntesis de "nova' de la proteína. El aumento de la 

actividad de la enzima I3ADII cuando las hojas se sometían a un estrés hídrico con 17.2 % 

(p/v) de PEG (-1 MPa) alcanzaba su máximo a las 4 h., momento en que llegaba a un 60 % 

de contenido relativo de agua (Valenzuela-Soto y Muñoz-Clares, 1993). En este trabajo se 

le aplicaron diferentes tratamientos a las hojas de amaranto, con el objeto de analizar si los 

cambios producidoá por el estrés osmótico en actividad corresponden a cambios en la 

proteína BADIL. Los tratamientos se realizaron por 6 h, que es un tiempo suficiente para 

observar la respuesta en actividad enzimática. 

Los resultados de este trabajo indicaron en todos los casos, que los controles tienen 

proteína BADIL aunque su actividad enzimática es muy baja, lo que sugiere que las hojas de 

amaranto no estrenadas tienen cierta cantidad de enzima BADIL inactiva que se activa con 

los tratamientos de estrés osmótico. Además, las hojas sometidas a déficit de agua con PEG 

mostraron un aumento de actividad BADIL mucho mayor al aumento observado en la 



proteína BADH (Figs. 23 y 28). Esto parece indicar, que además de haber síntesis 

incrementada de proteínas, también podría haber una activación de la enzima preexistente. 

Los resultados obtenidos en este trabajo son muy interesantes y diferentes a los encontrados 

con anterioridad por otros autores (McCue y Itanson, 1992, Arakawa y col., 1992 e Ishitani 

y col., 1995) que habían observado un aumento muy importante tanto en el RNAm como en 

la proteína BADII a tiempos mayores de 24 h, lo cual justificaba el aumento en la actividad 

BADIL 

El amaranto es muy sensible a cambios osmóticos en su medio de crecimiento, tanto 

así que el mismo corte de las hojas provocaba una pérdida de la turgencia en las hojas 

control (Fig. 24). Sin embargo, tiene un uso muy eficiente del agua (Gamboa y col., 1991), 

por lo que puede recuperar la turgencia en tan sólo 20 min cuando no se han cortado las 

hojas de la planta. Por esta razón, es posible que los mecanismos de regulación de la 

actividad de la BADH se lleven a cabo en tiempos mucho más cortos que en plantas más 

resistentes al estrés osmótico. De hecho, es posible que el uso tan eficiente de agua sea 

debido a la rápida síntesis de osmolitos protectores como lo es la glicina betaína. La 

activación por modificación covalente suele ser una respuesta mucho más rápida que la 

síntesis de "novo", lo que podría explicar el aumento de la actividad enzimática en tiempos 

tan cortos observada bajo nuestras condiciones experimentales. 

Por otro lado, se determinó que las hojas controles y estresadas de plantas silvestres 

contienen mucha mayor cantidad de proteína BADH inactiva que las plantas cultivadas en. 

invernadero (Fig. 17). Incluso, las hojas sometidas al tratamiento con PEG no presentaron 

un importante aumento de la actividad de BADIL Estas plantas silvestres tienen mucho más 

pigmentos que las plantas crecidas en el invernadero, los cuales podrían interferir con la 
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determinación de actividad enzimática que de este modo podría subestimarse. Por otro lado, 

existen evidencias de que algunas plantas incrementan su capacidad de tolerancia de 

periodos de estrés debido al incremento de solutos, cuando han sido previamente expuestas 

a dicho tratamiento (Morgitn, 1984), por lo que es posible que estas plantas hayan sufrido 

previamente periodos de estrés hídrico y por lo tanto necesitan ser sometidas a tratamientos 

más fuerte para presentar una respuesta importante. Más aún, la presencia de tina alta 

cantidad de pigmentos es una señal de que estas plantas han sufrido de algún tipo de estrés. 

Al realizar el experimento con los cuatro tratamientos (control, ABA, NaCI y PEG) 

se encontró de nuevo en el tratamiento con PEG un aumento mayor en la actividad de 

BADIL que el aumento en proteína. Los controles que se tuvieron 6 h en agua también 

mostraron un ligero aumento en la proteína BADIL, sín presentar un aumento de la 

actividad, al compararse con hojas tomadas directamente de la planta. Más aún, las hojas 

controles también presentaron una pérdida de la turgencia debido al corte, por lo que la 

señal de síntesis de proteína puede ser asignada por cambios en el volumen celular, como fue 

discutido por McCue y ilanson (1992). 

Los tratamientos con NaCI y ABA dieron como resultado efectos contrarios, ya que 

con ABA se observó una disminución de la cantidad de proteína BADIL con un ligero 

aumento de actividad enzimática, lo que resulta en un aumento de la actividad intrínseca. 

Por el contrario, el tratamiento con NaCI produjo un aumento de proteína BADIL y un 

aumento ligero en la actividad, Por ello, la actividad intrínseca de BADIL con ABA se 

incrementa, así como también con PEG, mientras que disminuye con NaCI (Fig, 28). Esto 

sugiere que los mecanismos que promueven el aumento de la actividad con los tres 

tratamientos son diferentes, y que el ABA provoca la activación de la enzima sin inducir 
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síntesis de proteínas, en un corto plazo. va que otros autores han encontrado una aumento 

de RNAm a tiempos mayores de 2-1 h (MeCue y flanson. 1992 Ishitani y col , 1995) 

Mientras tanto, el NaCI genera alguna señal de síntesis de proteínas, ya que aumenta tanto 

la actividad de la BAD11 como la cantidad de proteína. Hay que recordar que la pérdida de 

agua conlleva al aumento de los niveles de ABA interno, por lo que cualquiera de los 

tratamientos con NaCI y PEG deben involucrar de alguna manera la acción de Al3A. En este 

aspecto, no se puede saber en ninguno de los tratamientos la contribución que tiene el ABA 

endógeno en esta respuesta ya que nosotros no determinamos estos niveles. Por otro lado, 

también hay que considerar que estos experimentos no se llevaron a cabo con la planta 

completa, por lo que las señales que se generan deben ser dentro de la misma hoja. Ishitani y 

col. (1995) ya habían observado con anterioridad que la respuesta de la planta a estrés 

osmótico en ausencia de las raíces es mucho menor, lo que les hizo concluir que las raíces 

deben estar involucradas en la liberación de algún mensajero, sin embargo, la respuesta no 

depende totalmente de la presencia de las raíces, como se demuestra en este trabajo. 

Múltiples estudios apoyan la idea de que el ABA provoca la liberación de segundos 

mensajeros como el trifosfato de inositol o la acumulación de Cae` que son capaces de 

provocar cambios muy rápidos por medio de la fosforilación de proteínas (Skriver y Mundy, 

1990), lo cual se puede correlacionar con nuestros resultados, ya que en este trabajo se 

observó que el ABA provoca un aumento de la actividad intrínseca de la BADR que puede 

ser debido a una modificación covalente de la enzima. La señal puede estar relacionada con 

cambios de volumen celular, ya que el ABA no provoca un déficit de agua pero si un 

aumento de la turgencia, aunque también el ABA puede ser responsable directamente de 

esta señal. Por otro lado, el tratamiento con ABA mostró una menor cantidad de proteína 
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BADF1 que incluso el control (Fig. 27), lo que estaría hablando de que el ABA provoca, por 

un lado, una inhibición de la síntesis de proteina BADIL y por otro lado la activación de la 

proteína existente antes de comenzar el tratamiento. El control con el que se compara, fue 

sometido al tratamiento con agua destilada durante las 6 h, por lo que es posible que en éste 

se diera un aumento en la síntesis de BAD1-1 debido a que las hojas no soporta el corte de la 

planta. 

El aumento de la proteína BADF1 en respuesta al tratamiento con NaCI podría 

explicarse por cambios en el potencial osmótico de la células, que pueden provocar la 

inducción de genes no dependientes de ABA (Yamaguchi-Shinozaki y Shinozaki, 1993; 

Bray, 1993). Por otro lado, McCue y Hanson (1992) demostraron que si se aplicaba NaCI a 

células de remolacha bajaban los niveles de RNAm de BADIL, mientras que si utilizaban la 

planta completa observaban un aumento en este RNAm. Esto quiere decir que la síntesis de 

proteína BADIL no es una respuesta directa a la sal, sino que debe existir algún mensaje que 

permita la síntesis de proteína. En nuestro caso puede haber alguna señal producida por el 

cambio en el potencial osmótico. 

El aumento de la actividad intrínseca de la BADII por el tratamiento con PEG debe 

tener una vía de transducción de señales diferentes a las que se producen en respuesta a 

NaCI y ABA, ya que el PEG no entra a las hojas por su tamaño molecular, por lo que su 

acción depende totalmente del déficit de agua y por lo tanto de la pérdida de la turgencia, 

mientras que el NaCI tiene la capacidad de penetrar a las células y causar cambios 

directamente dentro de la célula. Así mismo, el ABA también penetra a las hojas y puede 

causar su efecto uniéndose a receptores de membrana que provoquen la liberación de 

segundos mensajeros (Hartung, 1983). 
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Estos resultados permiten desarrollar la hipótesis de que en respuesta al esues 

osmótico exista alguna modificación covalente de la proteína BADIL Así. se abren nuevos 

caminos de estudio para lograr comprender los mecanismos que promueven la resistencia y 

la adaptación de las plantas a medios deficientes en agua o con altas concentraciones de 

sales. La fosforilación es un candidato idóneo para la activación de la enzima, ya que este 

tipo de modificación covalente es muy común en las proteínas. Además, el análisis 

estructural por programas de computación a partir de la secuencia primaria de la BADII de 

espinaca, indican que existe un sitio de muy alta hidrofilicidad que tiene la secuencia - 

consenso para fosforilación por la protein cinasa C. 

La importancia de estos estudios radica en la necesidad de obtener plantas 

transtbrmadas que resistan la sequía y por lo tanto permitan tener cultivos más productivos. 

Estudios realizados por Rathinasabapathi y col. (1994) e Ishitaiti y col. (1995) demuestran 

que es posible realizar ingenieria genética, introduciendo el gen de la BADIL a plantas que 

no lo tienen (en estos casos la planta utilizada fue el tabaco), volviéndolas más resistentes al 

estrés osmótico por la síntesis de glicina betalna, prácticamente en iguales proporciones que 

las plantas que si la producen de forma natural. Sin embargo, aún con estos hallazgos, no es 

posible todavía obtener cultivos transgénicos de mayor resistencia al estrés osmótico, ya que 

no se conocen todos los mecanismos de activación y de regulación de las enzimas 

involucradas en esta respuesta. De esta manera, es de gran importancia conocer todos los 

mecanismos de adaptaCión antes de realizar la manipulación genética, ya que de no ser así, 

se pondrían en riesgo los cultivos de interés agrícola. Así, se obtendrían plantas capaces de 

resistir ambientes extremos de manera satisfactoria y con la posibilidad de controlar esta 

respuesta. 
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Con este trabajo se comienza una nueva linea de investigación sobre la proteína 

BADH que no había sido explorada con anterioridad. El estudio de la posible activación por 

modificación covalente de la BADIL podrá poner en claro muchos de los mecanismos de 

respuesta que hasta ahora siguen siendo dudosos 

IX. CONCLUSIONES 

Con este trabajo se abre un nuevo camino en la investigación de los mecanismos de 

inducción de la enzima BADH en respuesta al estrés osmótico. A continuación se enumeran 

los resultados más destacables de este trabajo y las conclusiones que de ellos se derivan: 

I) Se obtuvieron anticuerpos policlonales frente a la enzima BADH purificada de hojas de 

amaranto. Estos anticuerpos reconocen a la BADH, por lo que lo que fueron utilizados para 

el estudio de la cantidad relativa de proteína BADIL 

2) La BADH de amaranto tiene alta homología inmunológica con la BADH de espinaca, 

mientras que no la tiene con la de P. aeniginosa. 

3) La respuesta a corto plazo de la actividad BADH a estrés osmótico parece estar dada, en 

gran parte, por un mecanismo de activación de la enzima BADH preexistente. Esto debido a 

que en las hojas de plantas controles que no han sido sometidas a ningún tratamiento de 

estrés, se encuentra proteína BADH inactiva, y que el aumento en la actividad enzimática 

que se observa como resultado de los tratamientos, es mayor que el aumento en la proteína 

RADIE 

4) El tratamiento con ABA provoca un aumento en la actividad intrínseca de la BADH, así 

como también el tratamiento con I'EG, a diferencia del tratamiento con NaCI, por lo que el 

ABA podría estar involucrado en estos mecanismos de activación. 
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5) A pesar de que tanto el ABA como el PLC; inducen un aumento de la actividad 

intrínseca de BADE en hojas de amaranto cuando son comparados con un control, las 

vías de transducción de señales que conducen al incremento en la proteína BADLI y/o 

activación de la enzima parecen ser diferentes para cada uno de ellos. 

X. PERSPECTIVAS 

Con este estudio se obtuvieron evidencias de una posible activación de la enzima que 

constituiría fundamentalmente la respuesta a corto plazo de esta actividad enzimática al 

estrés osmótico. Estos resultados difieren de los obtenidos cuando se realizan tratamientos a 

largo plazo en otras plantas. Por esta razón, creemos necesario continuar con esta vía de 

investigación para poder llegar a conocer los diversos mecanismos de respuesta a un efecto 

tan importante como es el déficit de agua, 

Los anticuerpos obtenidos en este trabajo podrán ser utilizados para realizar estudios 

"in vivo" de modificación covalente por técnicas isotópicas e inmunoprecipitación. Así, este 

trabajo pone las bases para continuar con estos estudios mencionados. Por otro lado, surge 

la necesidad de estudiar las vías de transducción de señales que pueden estar involucradas en 

esta respuesta, donde el ABA puede participar de manera importante. 
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XI. A l'EN I)ICE 

I. Equipo 

Agitador magnético Thermolyne 
Ultracentrifuga Sorvall 
Potenciómetro Beckman 
Refrigeradores a 4 0C 
Congeladores de O °C, -20 °C y -70 °C. 
Densítóinet ro Pharmacia I.,KB Ultroscan XL 
Equipo de Electroforesis Hoefer Scientific 
Equipo de ultratiltración Nalgene 
Cámara de transferencia semi-húmeda Pharmacia LKB 
Espectrofotómetro Beckman DO 7500 con baño recírculante de agua a temperatura 

controlada 
Transiltiminador de luz blanca 
Cámara para titulación BioRad 
Columnas para cromatogratia 
Colectror de fracciones Pharmacia LKB 
Bombas de flujo regulado Pharmacia LKB 
Computadoras 
Balanza analítica Ohaus 
Vortex Thermolyne 
Cámara de agitación orbital con temperatura controlada Lab Line instniments 

2. Material 

Algodón 
Cajas de petri 
Celdas de plástico para espectrofotómetro 
Embudo de filtración rápida 
Gasa 
Gradilla 
Jeringas de 3 ml 
Matraces volumétricos 
Matraces erlemneyer 
Mechero 

Microjerinjas Hamilton de 25 y 50 pl 

Micropipetas automáticas de 40-200 y 2004000 pl 
Papel filtro 
Papel de nitrocelulosa 
Papel para medir pH entre 5,5-7.2 y 7-8.5 
Pinzas 
Pipetas graduadas 
Pipetas pasteur 
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Pipetas volumétricas 
Probetas graduadas 
Tijeras 
Tubos de ensayo 
Tubos ependorf de 500 III y 1.5 ml 
Tubos'para centrífuga 
Vasos de precipitado 

3. Reactivos 

ABA (Acido abscísico) Sigma 
Acido acético Merck 
Acido cítrico Merck 
Acido clorhídrico Merck 
Acido ortofosfórico Merck 
Acrilamida Sigma 
Adyuvante completo de Freund 
Alcohol 96 % Merck 
Anticuerpo anti-IgG de conejo, conjugado con biotina (Serotec) 
Arena de mar Sigma 
Azul brillante de Coomassie G-250 Beringer 
Azul brillante de Coomassie R-250 Beringer 
Azul de tetrazolio Sigma 
Betún' aldehído Sigma 
Bis-Aerilamida Sigma 
BSA (Albúmina series bovina) Gibco 131t1. 
Cloruro de magnesio Sigma 
Cloruro de potasio Sigma 
Cloruro de sodio Sigma 
EDTA (ácido dinitrotetraacético) Merck 
Formaldehido Merck 
Fosfatasa alcalina conjugada con estreptavidina Promega 
Fosfato monobásico de potasio Sigma 
Fosfato dibásico de potasio Sigma 
Fosfato de potasio Sigma 
Glicerol Merck 
Glicina Sigma 
Hepes (N-{ 2-Hydroxyetil }piperi-zina-N'-(ácido 2-etanosulfónico)) Sigma 
Hidróxido de amonio Sigma 
Hidróxido de potasio Sigma 
Hidróxido de sodio Sigma 
Hidroxilapatita BioRad 
Leche descremada Carnation 
P-mercaptoetanol Sigma 
Metanol Merck 
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Ntetosulfato fenazona Sigma 
NAD+  (Nicotinamida-Adenina-Dinucleótido) Sigma 
Nitrato de plata Sigma 
Pirofosfato de potasio Merck 
Polietilénglicol 6000 Sigma 
Proteina A sefarosa Cl..-4B Pharmacia 
Sacarosa 
SUS (Dodecil sulfato de sodio) Sigma 
Sefarosa 5 '-AMP Pharmacia 
Sephadex G-25 E3ioRad 
Sefarosa Q de flujo rápido Pharmacia 
Sulfato de amonio ultrapuro Gibco 13RL 
Tris (Hidroximetil-aminometano) Sigma 
Tween 20 Sigma 

4. Preparación de soluciones 

A) Amortiguador de extracción de pirolbsIto de potasio p11-8.5 
Compuesto 	Concentración 	Cantidad 	 Volumen total 
Pirofosfato de 	100 mM 	 33.0348 g. 	1 1. 
potasio 
EDTA (ácido 	1 mM 	 0.3720 g. 	 1 I. 
etilendinitrilotera- 
acético) 
Glicerol 	 10 % (VN) 	100 ml 	 1 I. 
(1-mercaptoetanol 	10 mM 	 643 ml 	 1 I. 
Se ajusta el p11 a 8.5 con 1-1CI 

13) Amortiguador de fosfatos p11-7.8 para columnas G-25 y de flujo rápido 
Compuesto 	Concentración 	Cantidad 	 Volumen total 
Fosfato monobásico 25 mM 	 3.4022 g. 	 1 I. 
de potasio 
EDTA (ácido 	1 mM 	 0,3720 g. 	 1 I. 
etilendinitrilotera- 
acético) 
Glicerol 	 10 % (V/V) 	100 ml 	 1 I. 
B-inercaptoetanol 	10 mM 	 643 ml 	 1 I. 
Se ajusta el pli a 7.8 con K01.1 

B.1) Amortiguador 13 más 50 mM de KCI 
Compuesto Concentración 	Cantidad 
KCI 	50 mM 	3.7280 g. 

B 2) Amortiguador 13 más 300 mM de KCI 

I09 

Volumen total 
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Compuesto 	Concentración 	Cantidad 	 Volumen total 

KCI 	 300 mM 	 22.3680 g. 	 1 I. de amortiuuador 
13 

C) Amortiguador de fosfatos 01-7.5 para columna de hidroxilapatita 

Compuesto 	Concentración 	Cantidad 	 Volumen total 

Fosfato monobásico 	10 titM 	 1.3609 g. 	 I I. 

de potasio 
EDTA (ácido 	I mM 	 0.3720 g, 	 I I. 

etilendinitrotera- 
acético) 
Glicerol 	 10 % (V/V) 	100 ml 	 1 I. 

(1-mercaptoctanol 	10 mM 	 643 ml 	 I I. 

Ajustar 01 a 7.5 con K011 

D) Amortiguador de fosfatos pH= 5.5 para columna de 5'-AMP-Sefarosa. 

Compuesto Concentración Cantidad Volumen total 

Fosfato monobásico 
de potasio 

25 mM 3.4022 g. I 	1. 

EDTA (ácido 1 mM 0.3720 g. I 	I. 

etilendinitrilotera-
acético) 
Glicerol 10 % (V/V) 100 ml 1 	I. 

3-mercaptoetanol 10 mM 643 ml 1 	I. 

Ajustar 01 a 5.5 con K011 

D.1) Amortiguador D más 1 mM NAD+  

Compuesto Concentración Cantidad Volumen total 

NAO+  1 mM 0.6634 g. I I. de amortiguador 
D 

E) Amortiguador Hepes/KOH pH 8.2, NAD' 0.75 mM, betaina aldebido 0.375 ntM para 

ensayo de actividad 
Compuesto 	Concentración 	volumen 	 Concentración final 

Hepes/KOH pl1=8.2 400 mM 	 100 ml. 	 100 mM 

NAD+ 	 20 mM 	 15 ml 	 0.75 mM 

Betaina aldehído 	10 mM 	 15 ml 	 0.375 mM 

Agua 	 250 ml 

Enzima 	 20 µI 

incubación a 30° C 

E. I) Flepes/KOH pH 8.2 
Compuesto 	Concentración 	Cantidad 	 Volumen total 
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/lepes (N-I 2- 	400 mM 	 23.8300 g 	0.2501 

Hydroxyetil}piperi- 
zina-Nr-lácido 2- 
etanosulfónico)) 
Ajustar el pl I a 8.2 con K01-1 

E,2) NAD+  20 mM 
Compuesto 	Concentración 	Cantidad 	 Volumen total 

NAD+  ((3- 	20 mM 	 0.6634 g 	 0.05 I. 

Nicotinamida adenina 
dinucleotido) 
E.3) Betaina aldehído 10 mM 
Compuesto 	Concentración 	Cantidad 	 Volumen total 
Betaina aldehido 	10 mM 	 0.0511 g. 	 0.05 I. 

F) Bradford para cuantificación de proteínas 

Compuesto 	 Concentración 
Azul brillante de Cumassie 	0.01 % (p/v) 
G-250 
Etanol 	 4.7 % (p/v)) 
Ácido Fosfórico 	 8.5 % (p/v) 
(ortofosfórico) 

Se disuelven 100 mg de Azul brillante de Cumassie G-250 (CBB) en 50 ml de etanol 
al 96 %. Se adiciona a esta solución 100 ml de ácido fosfórico al 85 % (P/V). Se afora la 
solución a 1 I con agua. Se deja en agitación toda la noche. Se filtra y se guarda en frasco 
ambar protegiendo de la luz. 

G) Solución de complejo de plata para revelado de la electroforesis 
Se prepara una solución de 0.4 g de AgNO3 en 4 ml de agua y una solución de 21 mi de 
0.36 % de NaOH y 2.75 mi de N114011 al 30 %. A la mezcla de Na011 y N1140H se agrega 
gota a gota la solución de plata con agitación. Se aforó a 100 ml. 

11) Solución de fromaldehído para revelado de la electroforesis por tinción con plata. 

Se prepara una solución de 2.5 ml de acido cítrico al 1 % y 270 pi de formaldehído al 35 % 
llevando el volumen a 500 ml con agua. 

I) Solución para desteñir el gel 
Compuesto 	Concentración 	Cantidad 	 Volumen total 
Metanol 	 50 % (v/v) 	500 ml 	 1 I. 
Ácido acético 	10 % (v/v) 	50 ml 	 1 1. 

1) Amortiguador de transferencia 
Compuesto 	Concentración 	Cantidad 	 Volumen total 



Tris 	 20 mM 	 2.4228 g. 

Glicina 	 150 mM 	 11.2605 

Metano! 	 20 % (v/v) 	200 ml 

K) Amortiguador TBS p1-1=. 7.4 
Compuesto 	Concentración 	Cantidad 	Volumen total 
Tris 	 0.05 M 	 6.06 g. 	 1 I 
NaCI 	 0.2 M 	 11.7 g, 	 I I. 
Ajustar el pH a 7.4 con 1-1C1 

L.1) Amortiguador TBST (TBS con Tween 20) 
Compuesto 	Concentración 	Cantidad 

	
Volumen total 

Tween 20 	0.05 % (V/V) 	0.2 ml. 	 0.4 1. de solución M 

M) Amortiguador de Bloqueo 
Compuesto 	Concentración 	Cantidad 	Volumen total 
Leche descremada 	6 % (P/V) 	1.2 g. 	 0.02 I. de solución 
marca Carnation 	 N.1 (TBST) 

N) Amortiguador para el sustrato de tbsfatasa alcalina 
Compuesto 	Concentración 	Cantidad 	Volumen total 
Tris 	 0,1 M 	 1.21 g. 	 0.1 1 
NaCI 	 0.1 M 	 0,58 g. 	 0,1 1. 
Cloruro de magnesio 0.05 M 	 1.02 9, 	 0.1 I. 
(MgC12 ) 
Ajustar el 01 a 9.5 con I1C1 

O) Solución de ácido abscisico 50 mM 
Compuesto 	Concentración 	Cantidad 	Volumen total 
Mido abscisico 	50 mM 	 0,0007 g. 	0.05 I. 

Se pesan aproximadamente 0.0007 g. de ácido abscisico en un tubo ependorff y se 
adiciona 1 ml de etanol. Agitar en vortex hasta la completa disolución, La solución anterior 
se lleva a 50 ml con agua desionizada y agitar. Todos los pasos se llevan a cabo evitando el 
contacto con la luz.  

P) Solución de Cloruro de Sodio 500 mM 
Compuesto 	Concentración 	Cantidad 	Volumen total 
NaCI 	 500 mM 	 1.4610 g. 	0.051 

Q) Solución de polietilenglicol 17.2 % (p/v) 
Compuesto 	Concentración 	Cantidad 	Volumen total 
Polietilenglicol 6000 	17.2 % (P/V) 	8.6 g. 	 0.05 I. 
(PEG 6000) 
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