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Abreviaturas

ABA- Acido abscisico.

ASB- Albumina de sucro bovino.

ALDH- Aldehido deshidrogenasa

ATP- Trifostato de adenosina.

BA- Betaina aldehido.

BADH- Betaina aldehido deshidrogenasa.

BCIP- Sal de 5-bromo-4-cloro-3-indolilfostato p-toluidina,

C3- Plantas que fijan CO7 exclusivamente por via ciclo de Kalvin.

C4- Plantas que poseen ¢ ciclo de acidos dicarboxilicos C4 ademas del ciclo de
Kalvin.

CAM- Metabolismo dcido de las crasuldceas.

CMO- Colina monooxigenasa.

CTP- Trifosfato de citidina.

¢DNA- DNA complementario.

DNA- Acido desoxiribonucléico.

DTNRB- Acido 5-5'-ditio-bis (2-nitrobenzoico).

EDTA- Acido etilendinitrotetraacético.

g- Gravedad.

GB- Glicina betaina.

1gG- Inmunoglobulina G.

kDa- Kilodalton.

MgCly- Cloruro de magnesio.

MPa- Megapascal.

NaCl- Cloruro de sodio.

NBT- Cloruro de nitroazul de tetrazolio

PAGE- Electroforesis en gel de poliacrilamida.

PEG- Polietilénglicol.

PM- Peso molecular.

RNAm- acido ribonucléico mensajero.

SDS- Dodecil sulfato de sodio.

TBS- Amortiguador tris-salino (Tris 50 mM, NaCl 200mM)

TBST- TBS mds Tween 20 al 0.05 % (v/v)

TEMED- N.N,N’,N'-tetrametiletilendiamina.

U- Unidades de actividad enzimatica



1 RESUMEN

Numerosaos organismos responiden al esteés asmatico sintetizando erandes cantidades
de compuestos Hlamados osmolitas. Cuando éstos se acumulan en el citoplasma. ayudan a la
célufa a mantener su contenido de agua sin interferir con los procesns metaholicos y
protegen a las macromoleculas de las efectos nacivos de los iones inarganicos. La glicina
betaina, que se sintetiza en las plantas a partir de la colina, es uno de los osmolitos mas
efectivos. La enzima betaina aldehido deshidrogenasa (BADH) cataliza ef ultimo paso
irreversible de su sintesis. Se sabe que la actividad de esta enzima se incrementa en respuesta
a estrés asmotico. En este trabajo se investigaron fos posibles cambios en los niveles de la
proteina BADH en el Amaranthus hypochondriacus L. en respuesta a difeventes condiciones
de estrés osmatico. Para este propésito se obtuvieron anticuerpos policlonales contra la
enzima purificada de hojas de amaranto, que se utilizaron para explorar los siguientes
aspectos: 1) El efecto del déficit de agua y de la concentracion alta de sales (NaCl) sobre la
cantidad relativa de la proteina BADH vy 2) el posible papel mediador del dcido abscisico en
¢sta respuesta. Para esto se trataron las hojas con cloruro de sodio (NaCl), polietilénglicol
(PEG) y acido abscisico (ABA) durante 6 h. La proteina BADH se cuantifico por
inmunoelectrotransferencia v densitometria, mientras que fa actividad enzimdtica se evalud
midiendo, mediante espectrofotometcia, la transformacion de NAD' en NADH. Los
resultados de este trabajo demostraron la existencia de una cierta cantidad de proteina
BADH que no maestra actividad en fas hojas no sometidas a déficit de agua, mientras que en
las hojas que se hallan bajo estrés osmdtico durante un plazo corto, se manifiesta un

incremento en fa proteina BADH menor al aumento de la actividad enzimatica. En base a



estos resultados se postula que a corto plazo el déficit de agua causa una activacion de la
enzima preexistente. Por su parte, el acido abscisico promueve el aumento de la actividad
enzimitica en menor proporcion que los tratamientos causantes de estrés osmotico, 1o yue
sugiere gue éstos conllevan a un aumento de fa actividad de BADH por vias de transduccion
de sefales diferentes en cada caso. Por otro lado, con el dcido abscisico no se observa un
aumento en la cantidad relativa de proteina BADH, por lo que es posible que esta
fitohormona esté involucrada en la activacion de la enzima, aunque puede haber otros

mecanismos de activacion.



11 INTRODUCCION
1. EY Agua

El agua e¢s la sustancia mds abundante en todos los seres vivos, en la que se llevan a
cabo la mayoria de las reacciones quimicas necesarias para la vida. La importancia del agua
en los organismos vivos resulla de sus propiedades fisicoquimicas 1inicas como son, entre
otras, su alto calor especifico (4.2 J/g ), su calor de vaporizacion, que es el mis alta
conocido (2441 J/g a 1000 C) y de fusion (333.6 Jg ). Elalto calor especifico del agua
tiende a estabilizar las temperaturas de los organismo vivos y de su mediv ambiente. El alto
cator de vaporizacion del agua hace que la evaporacion de ésta tenga un efecto pronunciado
de enfiiamiento y su condensacion de calentamiento (Kramer, 1969).

Otra de las caracteristicas muy importantes del agua es que es una molécula polar.
Esto se debe a que la unidn de dos atonios de hidrogeno con una de pxigeno no es lineal, lo
que provoca una distribucién asimétrica de las cargas. Ademds, el oxigeno es un dtomo
fuerteniente electronegativo, por lo que atrac con gran fuerza los clectrones del hidrogeno,
dejando la region alrededor de los dtomos de hidrogeno con una carga positiva neta. Esta
caracteristica permite al agua ser un excelente disolvente, ya que es capaz de debilitar los
enlaces ionicos o de hidrogeno de algunos compuestos y solvatarlos. De esta manera pueden
quedar libres dtomos y moléculas con cargas eléctricas que pueden ejercer fuerzas de

atraccion y repulsion sobre otras moléculas.

1.1, Potencial hidrico y potencial quimico
El potencial quimico es el cambio en energla libre que se produce por agregar una

cantidad unitaria de una sustancia. Para un soluto disuelto en agua, el potencial quimico es



aproximadamente proporcional a la concentracion de soluta. El potencial quimico se caleul
de la siguiente manera (Fitter y Hay, 1981)

pi= R Ingg (H
en donde. pj = potencial quimico de una sustancia i, R = constante de los gases (8.314 J/mol
K), T = temperatura en kelvins y a; = actividad de la sustancia i (concentracion).

Un soluto en difusion tiende a maverse de regiones con alto potencial quimico a
regiones de bajo potencial.

E! potencial hidrico es et potencial quimico del agua en un sistema o parte de un
sistema, expresado en unidades de presidn, comparado con el potencial quimico del agua
pura a la presion atmosférica y a la misma temperatura (Fitter y Hay, 1981):

W= (hy ‘Nw‘)/ Vw 2
en donde, ¥’ = potencial hidrico, py, = potencial quimico del agua, “w‘ = potencial quimico
del agua pura a la presion atmosférica y a la misma temperatura que el sistema y Vy, =
volumen molar parcial del agua (18 cm3 / mol).

Por lo tanto, asi como los solutos se difunden en respuesta a diferencias en el
potencial quimico del soluto, ¢l agua se difunde cn respuesta a diferencias en €l potencial
hidrico. Cuando el potencial hidrico es mayor en una regién que en otra y no-hay barrera
impermeable que impida la difusion, el agua se difunde desde la region con potencial elevado
a la de bajo potencial,

El potencial hidrico resulta de las acciones combinadas pero opuestas de los
potenciales de presion y osmético (Fitter y Hay, 1981):

W=Y¥p+\¥s (W=p+s) 3)

6



en donde, ¥ = potencial hidrico total, ‘Wp = potencial de presion o simplemente presion y

'Hs = potencial osmatico

1.2. Potencial osmético del agua y su relacion con el estrés osmotico

Cuando existe una barrera fisica formando dos compartimentos diferentes, como es
el caso de las membranas biolagicas, en las que el paso de los iones a través de la membrana
queda restringido debido al tamafio del ion acompaiiado de las moléculas de agua que lo
solvatan, sélo es pusible el flujo de moléculas de agua de un compartimento a otro. Este
recurso es utifizado para equilibrar las concentraciones de solutos en ambos compartimentos
(0smosis). Asi, si de un lado de la membrana hay una solucion y del lado opuesto hay otra
con diferente concentracion, habra dsmosis. La salueidn mis concentrada tendrd el potencial
hidrico menor (mds negativo), de manera que el agua se difundird hacia ella desde la otra
solucion hasta que aumente la presion (sicmpre y cuando el agua esté confinada) hasta un
punto en que su potencial hidrico sea igual al de Ia solucion menos concentrada. Este efecto
es sumamente importante cuanda un organismo estd bajo estrés osmotico (hidrico o salino)

Cuando una planta absorbe pocas cantidades de agua debido a su baja disponibifidad,
las células deben ceder agua de su interior para equilibrar las concentraciones de los iones
que se encuentran fuera de ellas. De csta manera, las céulas sufririan de plasmolisis y
muerte. Esto puede ser contrarrestado por la acumulacion o la sintesis de osmolitos por la
propia célula, que al reducir el potencial hidrico evitan la pérdida de agua y por lo tanto
regulan la turgencia de las células. La acumulacion de sofutas es un aspecto importante de la
adaptacion de las plantas al déficlt de agua (Morgan, 1984) y al estrés salino (Wyn Jones y

col., 1977, Greenway y Munns, 1980). Las células deben adaptarse a potenciales hidricos del



exterior bajos manteniendo el valumen v la turgencia, por o que deben mantener un
potencial de solutas bajo. El ajuste osmatico por acumulacion de sofutos es una respuesti
frente al deficit de agua, pero cuando fos sofutos acumlados son jones inorganicos. puede
existir lesion ocasionada  por suinteraccion  con  proteinas uo otras  estructuras

niacromolecularse (Hochachka y Somero, 1984),

2. Estrés Hidrico
El térming "estrés" se define como cualquier factor lisicoquimica 0 ambiental capaz
de producir una lesion permanente en ¢l organismo viviente (Levitt, 1980 a,b), por lo que s
importante distinguir entre jas respuestas que representan sinfomas de lesion o incidentales
provacadas por las condiciones de estrés, de las respuesias que son realmente de adapiacion,
que favorecen el crecimiento continuo duranie el esirés o durante su recuperacion (Hanson y

Hitz, 1982).

2.1, Estrategias de Respuesta al Estrés Hidrico
Las plantas han desarrollado diferentes mecanismos de adaptacion al estrés hidrico y
safino, los cuales pueden ser clasiticados de manera gencral en tres niveles: escape, evasion y
tolerancia (Levitt, 1972). El mccanismo més complejo involucra la interaccién de Io.s
productos de muchos genes.
El mecanismo de escape consiste en que ¢l ciclo de vida de las plantas es regulado de

manera que ¢stas sufren pocas veces del estrés hidrico. Para esto, las semillas germinan



rapidamente despues de Ja Juvia, crecen, se yeproducen v din semillas antes de que ef agua
se extinga Ast pueden sobrevivir fos periodos de sequia en una forma adecuada

Este mecanismo se basa en asegurar la produccion de la semilla, independientemente
de fa cantidad de luvia que exista El tiempo que wranseusse desde que ésta germina hasta
que la planta madura es corto y, por lo general, ef praceso se Hleva a cabo durante el perindo
de tuvia

Las plantas que utilizan este mecanismo deben ser poco dependientes de fa cantidad
de luz solar, ya que debien ser capaces de desarvollarse durante periodos de lluvia en los
cuales puede ser menor la intensidad de [a luz (Ludtow y Muchow. 1988).

La evasion ocurre ¢n plantas que tienen tejidos muy sensibles a la deshidratacion, por
fo 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 acido de las crasuliceas (metabolismo CAM).

Aqui, las plantas desarrollan raices muy profundas para maximizar fa toma de agua
(Sheriff y Ludlow 1984, Sheriff y col. 1986). Durante periodos de calor y sequia, 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 disminucién del potencial hidrico de las hojas
(Ludlow e Ibaraki, 1979; Ludlow y col.,, 1983; Ludlow y col., 1985). Una vez que se han
cerrado los estomas, comienza el movimicnto de las hojas, lo que reduce la absorcion de
radiacion solar. Esto tiene como consecuencia una baja de fa temperatura de las hojas de. 12

9 . " . Yy -
a 15 C, reducciones en las diferencias de presion de vapor y en la pérdida de agua.



() TOLERANCIA

La tolerancia se Hleva a cabo en platas que tienen tejidos que pueden tolerar fa
deshidraracion de manera imitada. Estas plantas tienen la capacidad de sintetizar asmolitos
protectores nv toxicas que permiten retener agua en 1os tejidos.

[l ajuste osmatico contribuye a mantener la turgencia de las células, lo cual permite
que se sigan llevando a cabo las actividades celulares nommales. Con esto, se mantiene la
adquisicion de carbono para la sintesis de compuestos organicos. por medio de fa apertura
de los estomas. Tampoco se ve terrumpida la fotosintests v, por lo tanto, continda fa
expansion de las hojas. También hay aumento en la toma de agua v se mantiene ka extension
de las raices como ¢s el caso del mecanismo de evasion. Sin embargo. si la cantidad de agua
absorbida no compensa la perdida, no se puede evitar la pérdida de agua debido a la

continua adquisicion de carbono que al consumir agua, provoca deshidratacion (Ludlow y

col., 1985; Ludlow, 1987b) (Fig. 1).

{4
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Fig. I. Efectos del ajuste osmolico durante el déficit de agua.



2.2, Respuestas bioquimicas y maoleculares de adaptacién al déficit de
aguit en las plantas.

Se ha observado que una de las respuestas para controlar la pérdida de agua de fas
plantas es la regulacion del intercambio gaseaso entre las hajas y la atmostera Esto se lleva
a cabo por la apertura o cierre de los estomas, que evitan la pérdida de vapor de agua por
transpiracion. Generalmente, los estomas no responden hasta que se alcanza un umbral con
bajos rangos de potencial hidrico, entre -0.2 y -1.0 MPa (Begg y Turner, 1976; Ludlow,
1980).

Al llevarse a cabo el cierre de los estomas se corre ¢ riesgo de incrementar ly
temperatura de las hojas cuando éstas mantienen su orientacion hacia la hiz y cuando la
velocidad del viento y la presion de vapor atmosférica se mantienen constantes. Esto es
debido a que la radiacién que reciben las hojas no puede ser disipada por medio del
enfriamiento por evaporacion (Ehder y col., 1978; Rawson y cal., 1978). La temperatura
puede incrementarse entre 5-10 9C con relacion a la temperatura del aire, lo que puede
afectar las propicdades cinéticas de las enzimas (Somero y Low, 1976, Teeri, 1980) y
provocar lesiones por calor (Berry y Bjorknan, 1980; Raison y col.,, 1980; Smillie y Nott,
1979). Por lo tanto, todas fas plantas tienen la capacidad, en mayor o menor proporcion, de
cambiar el angulo de las hojas durante el estrés para evitar el sobrecalentamiento (Begg,
1980). Estos movimientos minimizan el daflo por altas temperaturas y deshidratacidn
(Ludlow y Bjorkman, 1984; Ludlow, 1987c).

Otra consecuencia del cierre de los estomas es la disminucion de la velocidad de la
fotasintesis debido a que se reduce la adquisicion de CO7 (de 40 a 16 mg de COy dm-Thr)

por la restriccion en el intercambio gaseoso. Sin embargo, en las primeras horas del déficit

12



cronico de agua, la baja adquisicion es compensadi por el carbono gie proviene del
transporte de fos fluidos de la planta (floemay (Bege v Turner. 1476, Boyver v McPherson
1975, Johnson y Noss, 1976 Jurgens y col., 1978, Sung v Krieg, 1979)

A nivel molecular, la pérdida de agua provoca la induccion de genes que dan comu
resultado praductos que protegen las eshructuras celulares e los efectos nocivos de la
reduccion de la cantidad de agua e la célula. Estos genes son lamadas genes fea v tueron
identificados inicialimente como genes que son expresados durante fas lases de maduracion y
desecacion det desarrolfa de ta semilfa (Baker y col., (988). La mayoria de estos compuestos
son predominantemente hidrofilicos y se localizan principalmente en ¢f citoplasma. Entre sus
funciones esta la de secuestrar iones, la proteccion de otras proteinas o membranas y la
renaturalizacidn de protefnas desdabladas (Bray, 1993) (Fig. 2). Una de estas proteinas lew,
cuya funcion es secuestrar iones que se acumulan durante la deshidratacion celular, tieue una
secuencia consenso que se repite al menos 13 veces y que forma una w-hélice anfipatica. La
cara hidrofobica es importante para formar un homodimero y 1a cara extenst con carga estd
involucrada en el secucstro 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
hidrico.

Ef ajuste osmotica es una respuesta a la pérdida de agua summncﬁtc importante, Este
ajuste se logra manteniendo el potencial osmotico darante el déficit de agua. Una reduccién
en ¢l potencial hidrico celular por debajo del potencial hidrico externo, como resultado de
una disminucion del potencial asmdtico, permite al agua entrar a la célula. El potencial
osmdtico dentro de la célula es reducido por wedio de la acumulacion de osmolitos

compatibles en el citoplasma.
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3. Estrés Salino

El estrés salino es provocade por diferentes tipos de sales, siendo la mas importante
el NaCl, debido a su abundancia en fa tierra

Existe una relacion inseparable entre el estrés hidrico v ef salino, ya que ki adicion de
sal al agua disminuye el potencial osmotico y, por lu tanto, evita la difusion del agua. De
esta mancra, cuando una planta es transferida de un medio bajo en sales a uno alto,
inmediatamente sufre una deshidratacion por Osmosis. Esta  deshidratacion tiene
consecuencias comparables a las observadas con el estrés hidrico. Por ejemplo, Ia adicién de
NaCl al medio de crecimiento de plantas de cebada da como resultado an incremento en fa
actividad de RNasas (Arad y Richmond, 1976). Este incremento constituye una lesion por
estrés hidrico, lo que indica que ¢l estrés salino induce una lesion por estrés hidrico
{osmético) secundario (Mercado y col., 1974).

Otros efectos del estrés salino se deben a que las sales pueden penetrar a fas célufas y
causar un daiio directo. Por ejemplo, el estrés salino puede ocasionar, por Ia pérdida de agua
que conlleva, ¢l cierre de los estomas y por tanto, Ia reduccion de la transpiracion. Sin
embargo, si la sal puede entrar a las células guarda, puede revertir ¢l gradiente osmético
llevando a una apertura de los estomas y por lo tanto incrementar la trauspiracion (Sen y
Chawan, 1975).

La exposicion de una planta 2 NaCl provoca una clara disminucion en ef crecimicato
de las hojas que suele ser proporcional al potencial osmético de la solucion externa. La
reduccion de Ia velocidad de expansion del drea de Ia hoja es una respuesta de corto plazo,
ya que se da en el transcurso de un dia de exposicion a la sal. Este efecto probablemente estd

gobernado por fa respuesta de las raices af potencial hidrico bajo del suelo, y esta respuesta



se comunica al resto de la planta por medio de reguladares de crecimiento (Munns y
Termaat, 1986).

La disminucion en el crecimiento debido al estrés salino también se ha explicado por
la absorcion limitada de ones nutrientes debido a fa competencia del NaCl. El efecto de No™
enla toma de K es doble. A concentraciones bajas, Nat puede incrementar fa toma de K t
mientras que la disminuye a altas concentraciones (Levitt, 1980b). Tambica los iones cloruro
y sulfato tienen un efecto negativo en ta toma de nutrientes, causando una disminucion en el
contenido de fosforo lotal € inorganico (Zhukovskaya, 1962).

La lesion provocada dircctamente por los iones, y no por ¢l estrés osmético
secundario, se debe a efectos 10xicos de fa sal directamente sobre la membrana plasmitica o,
después de atravesar la membrana y liegar al protoplasto, sobre los sistemas bioquimicos y
genéticos. Se ha visto que el CI” suele ser mas 1oxico que el Na¥, ya que llega a matar o
lesionar gravemente al arroz (Tagawa e Ishizaka, 1963) y zarzamoras (Ehlig, 1964).

E! NaCl reduce In fotosintesis en algunas plantas, lo que puede tener como
cansectiencia la disminucion de la velocidad de crecimiento, EI Na™ disminuye, en algunas
plantas, la velocidad de respiracion, lo que altera la sintesis de carbohidratos y la obtencion
de energia. Sin embargo, se ha observado que en muy pocas plantas se ve afectada la
fotofosforitacion, por o que no hay razon para pensar que haya una disminucién en la
sintesis de ATP. El NaCl disminuye la sintesis de proteinas e incrementa su hidrolisis en
muchas plantas, sin embargo, aumenta la sintesis de proteinas relacionadas con la resistencia
al estrés y de enzimas involucradas en ln sintesis de osmolitos compatibles, asi como la
sintesis de proteinas encargadas del sccuestro de fones. Por otra parte, estos fones

interaccionan con los dcidos nucléicos y los desestabilizan, aungue también inducen un
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aumento en el RNAm de las proteinas que se sintetizan en respuesta al estrés. Finalmente,
los iones pueden tener un efecto de activacion o de inhibicion sobre diferentes tipos de
enzimas, por lo cual existe una alteracion en la sintesis de metabolitos (Levitt, 1980b; Munns
y Tenmaat, 1986, Weretilnyk y Hanson, 1989, Cayley y col., 1992).

Enla figura 3 se resumen los efectos del estrés eon Na™
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Fig. 3. Posibles efectos del estrés salino.



L. GENERALIDADES

i1 agua es una sustancia indispensable para cualquier forma de vida ya que presenta
caracteristicas fisicoquimeas especiales Pebido a ésto, todos Jos organismos  han
desarrallado camo respuesta evolutiva, una serie de mecanismos para evitar la pérdida de
agua, asi como la adaptacion a medios que presentan poca cantidad de este liquido  Para
mantener el contenido de agua en las célufas, se acumulan grandes cantidades de solutos en
el citoplasma fo que reduce el potencial osmotico. La acumulacion de los solutos en el
citoplasma debe ser no toxica, lo cual solo se cumple a través de algunos compuestos
organicos neutros. Uno de fos mas importantes de €stos es la glicina betaina, que se sintetiza
por la enzima betaina aldehido deshidrogenasa (BADH, EC 1.2.1.8). En plantas, esta enzima
esta localizada en ¢l cloroplasto (Fig. 4), donde también se localizan la wayoria de las
enzimas responsables de la fotosintesis.

El flujo de agua del suelo a la atmosfera a través de toda la planta es continuo y se da
siguiendo un gradiente de potencial hidricu, moviéndose de un sistema de alta energia libre
al de baja energia libre hasta Hegar al equilibrio. Esto quiere decir que el agua suele fluir de
las zonas de mayor concentracion (de agua) a las de ntenor concentracion. Asi, se mueve del
suelo hacia la atmosfera pasando por el xilema, que es un sistema vascular que transporta
agua y solutos s las diferentes partes de la planta (Fig. 4). Cuando la cantidad de agua que es
cedida a la atmosfera es mayor que la que se recibe del suelo, la planta empieza a perder
agua y sufre de un estrés hidrico.

En la planta, uno de los mecanismos de control de la pérdida de agua es el cierre de
los estoinas que se localizan en la epidermis y sirven para controlar el intercambio gaseoso

entre el tejido de la hoja y la atmosfera. Cada estoma consiste de dos células Hamadas
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guarda que rodean un orificio en la epidermis (Fig. 4). El tamano de la apertura enire las
células guarda incrementa o dismintve como resultado de cambios en la turgencid de las
células guarda. El incremento de Ja turgencia en estas celulas conlleva la apertura, debido a
que al aumentar el volumen de la ceélula la pared celular dismuutye su grosor. por lo que
aumenta ¢l espacio que existe entre tmbas eélulas guarda. La disminucion de la turgencia
produce el fendmeno contrario al descrito. Para evitar que continge la pérdida de agua, la
planta cierra los estomas para disminuir el intercambio gaseaso v. por Io tanto, la pérdida de
agua por transpiracion.

Para que fa planta pueda regular el intercambio gaseoso es necesaria la prestncia de
algunas hormonas que permitan dar la seflal del cierre de los estomas. Una de estas
sustancias es el ABA, Ia cual también tiene otras funciones como la de ser un inductor en la
sintesis de proteinas, por lo que pudiera estar relacionado con el aumento de la actividad de
las enzimas importantes en la respuesta al estrés osmético.

Una de las mayores preocupaciones de los paises en vias de desarrolio es el de
solucionar los problemas de desnutricidn con los bajos recursos econdmicos 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 favorezea los cultivos. Siendo os
alimentos de origen vegetal una buena posibilidad para abastecer a Ia poblacion de alimentos
econdmicos, se empieza a buscar apoyo en la ciencia para poder controlar la accion 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.

Asi, todos los estudios deben estar enfocados a la posibilidad de realizar ingenieria genética
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que permita el mejoranuento de fas especies y, por lo tanto, ef contar con mejores cultivos

para la alimentacion y para ef simple mejoramiento ecologico y ambiental
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IV. ANTECEDENTES
f. Acido abscisico
En los afos 1950's se descubrio que el acido abscisico (ABA) era una fitohormona
que afectaba la abscision de las hojas (fendmena de acurrencia periodica que provoca la
separacion de fas hojas de fas plantasj y fa latencia de los retofos. EI ABA es un
sesquiterpeno derivado del mevalonato (Li y Walton, 1987, Zeevaart y Creelman.1988). El
compuesto natural y activo es el isomero D(+). Su formula quimica se muestra «

continuacion:

HC_ CHy  CH,

. €
T \CH
H l
0 CH,  COOH

Ei ABA ha sido detectado en gran cantidad de plantas. Tiene un peso molecular de
264.31 g/inol. Normalmente sc encuentra en fas plantas en concentraciones de 0.01 a 1 ppm
(0.0378-3.78 uM) hasta 4 ppm (15 tM). Es sensible a la fuz y lentamente transformado a
trans-ABA por la radiacion ultravioleta de la luz solar. Es transportado en los peciolos de
algodon a una velocidad de 22,4 mm/h independientemente de lfa concentracion o del
tamafio del peciolo (Levitt, 1972).

"Debido a que es un sesquiterpeno (por lo tanto isoprenoide), el ABA es sintetizado
por fa via biosintética de los carotenoides y esta relacionado con el carotenoide ‘de la

vitamina A. La 9'-cis-neoxantina es transformada a xantoxina Ia cual a su vez es oxidada a
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ABA-aldehido que es conventida a ABA por la enzima ABA aldebido oxidasa. La fuz parece
estimular su formacion a partir de fos productos de fa fotooxidacion de fa xantofila (Parsy,
1993).

El ABA es una hormona que esta imimamente ligada a fa fincion de los estomas
(Raschke, 1975). Se sabe que para que exista sintesis de ABA inducida por la deshidratacién
se require la transeripcion (Guerrero y Mullet, 1986), levando esto a la acumlacion de
ABA debido a la pérdida de la turgencia de las células (Creelman y Zeevaart. 1985). Los
niveles de ABA se ven incrementados en f(gjidos sometidos a estrés osmdtico par
desccacion, sal o frio (Henson, 1984, Mohapatra y col., [988).

Estudios realizados con hormonas animales han demostrado que ¢l mecanismo de
accién hormonal tiene dos aspectos principalmente, como son la regulacion de la
transcripeion por la union de hormonas esteroides a los factores de transcripcion (Beato,
1989) y la activacion de factores reguladores por medio de segundos mensajeras (Deutsch y
col, 1988). Aunque el mecanismo de accion del ABA no se conoce completamente debido a
que no se han caracterizado sus receptores, se ha implicado la participacion de segundos
mensajeros, ya que la respuesta a ABA es dependiente de Ca?t (Napier y col., 1989,
Schroeder y Hedrich, 1989).

El ABA actua cn el exterior de las células guardas (Hartung, 1983) provecando la
pérdida de K™ y CI' con la consecuente reduccion en la turgencia por pérdida de agua por
medio de dsmosis y por lo tanto ef cierre de los estomas. El ABA debe interaccionar con
receptores membranales y/o lipidos membranales ocasionando fa liberacion de trifosfato de
inosital (1P3). Se ha observado en animales que es un importante segundo mensajero

(Berridge e Irvine, 1989) y que en plantas superiores puede inducir Ia fiberacion de Calt de
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las vacuolas (Brosnan vy Sanders, 1990, Drobak y Ferguson, 1985, Ranjeva vy col, 1988,
Schumaker y Sze. 1987) El Ca2* puede actuar también como un segundo mensajero
provocando la inactivacion del canal de internalizacién de K*, sin afectar ¢l canal de
externalizacion (Blatt y col., 1990). Este mecanismo puede también estar relacionado con la
produccion de segundos mensajeros que permitan la activacion de proteinas por
fosforilacion, en respuesta al estimulo por ABA (Skriver y Mundy, 1990).

Se han disefado modelos en los que se sugicre que el estrés osmotico se percibe
primero por las célufas como perturbaciones def plasmalema. Esto es ocasionado por la
pérdida de la turgencia seguido por un incremento de ABA citosélico y apoplastico debido a
la sintesis de novo y/o liberacion de fa hormona secuestrada en los organelos (Zeevaart y
Creelman, 1988). Aunque se puede explicar la liberacion de la hormona de los organelos por
la presencia de gradientes de iones, el incremento en ABA libre depende de la sintesis
genética de navo. Por lo tanto una serie de genes pueden ser inducidos répidamente por la
perdida de la turgencia, y ast regular los niveles de ABA libre en la célula (Guerrera y
Mullet, 1986) (Fig. 5).

Trabajos realizados con mutantes de eebada indican que enzimas como aldchido
oxidasas pueden controlar la acumulacion de ABA en respuesta a estrés hidrico (Walker-
Simmons y col., 1989), tras lo cual los niveles acunulados de ABA inducen Iagxprcsién de
genes especificos llamados genes rab (respuesta a ABA) (Skriver y Mundy, 1990). Las
proteinas codificadas por los genes rab tienen como principal caracteristica una alta
hidrofilicidad y un alto contenido de aminoicidos no cargados e hidroxilados. De esta
mancra, las proteinas celulares puden ser estabilizadas durante la deshidratacion por medio

de las interacciones con las proteinas rah (Dure y col,, 1989). Uno de los dominios de las

25



proteinas rub que esta cargado positivamente, puede upirse a os acidos nucleicos (Mundy y
Chua, 1988). Fsta proteina se une a una cadena sencilla de DNA y pesmanece unida en altas
concentraciones de sal. Esta indica que algunas genes dependientes de ABA pueden
codificar proteinas que se unen al DNA para regular la transcripcion {Skriver y Mundy.
1990).

Lo anterior y otras evidencias demuestran que cambios en los niveles de ABA y ea la
expresion de genes rah incrementan Ja tolerancia al estrés osmotico, por mecanismos como
pueden ser fa induccion de la sintesis de osmolitos protectores coma prolina y glicina betaina
(Rhodes y col,, 1986). Aiin no esta totalmente claro este mecanisio, ya que aunque 13
aplicacion externa de ABA puede inducir la acumulacion de prolina y glicina betaina en
hojas con turgencia normal, no se alcanzan los mismos niveles que se encuentran en hojas de
plantas bajo estrés osmotico que acumulan ABA (Stewart y Voetberg, 1987, Ishitani y col.,
1995).

Estudios realizados con mutantes bloqueados en fa ruta biosintética de ABA y el uso
de ABA exdgeno han demostrado que existen 3 vias por las que se Heva a cabo la expresion
de genes en respuesta al déficit de agua Existen genes inducidos por deshidratacion que
requieren niveles altos de ABA para que se lleve a cabo su expresion, por o que en ausencia
de ABA no existe expresion alguna de estos genes (Cohen y Bray, 1990; Pla y col., 1991,
Lang y Palva, 1992). Por otro fado, existen genes que se expresan durante fa deshidratacion
y que no dependen de ABA. Por lo tanto, estos genes no responden al ABA exdgeno
(Guerrero y col., 1990, Yamaguchi-Shinozaki y col., 1992). Por tltimo, existen una serie de
genes que responden al estimulo de ABA, pero no requieren necesariamente de éste Gltimo

para su expresion. Estos genes son inducidos por ABA exdgeno pero también por el déficit
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de agua (Gilmour y Thomashow, 1991; Nordin v col, 1991 Yamaguchi-Shinozaki y
Shinozaki, 1993) (Fig 5).

Ellugar de mayor almacenamicnto de ABA parece ser ¢t cloroplasto y esto es debido
a su pH alcalino (Milborow, 1983, Walton. 1980), mientras que su liberacion at citoplasma
depende de ta acidificacion del estroma como respuesta al estrés osmético (Hartung y col
1981).

El ABA interactia directamente con la bomba de K¥' /HY que se localiza en la
membrana plasmatica, lo que provoca fa inhibicion de fa salida de protones y el suministro
de potasio (Marre, 1979).

Trabajos reatizados en cebada demuestran que la adician de ABA al medio de
crecimiento incrementa de manera importante fa cantidad de RNAm de la protefna BADH.
Sin embargo, este incrementa es en menores proporciones cuando la incubaci6|1 se reatiza en
presencia de NaCl. Esto indica que debe existir la participacion de otro intermediario en esta

respuesta, (McCue y Hanson, 1992; Ishitani y col., 1995).

27



[ Défcit de agua |
gu

Reconocimiento del déficit de agua
( turgencia cercana a cero)

l
[aBA] t
)

Reconocimiento
de ABA

!
AU

)

B eA (<X HH@-XX

mes Genes Genes
que requiered que responden que no responden
de ABA a ABA a ADA

~
N

Leyenda:

Elemento de
respuesta al desarollo

g
/

Adaptacion al déficit de
agua y tolerancia a la
deshidratacion

Elemento de
respuesta ala deshidratacién

PV
_—

Elemento de
respuestaa ABA

A

Fig. 5 Vias por las que se lleva a cabo la expresidn de genes en respuesta al déficit
de agua. Se muestran los genes que requieren de ABA para su expresidn, los genes

independientes de ABA y los que responden a ABA.
24



2. Antecedentes del amaranto

I amaranto s una planta muy antigua, su presencia en México data desde ef o
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 uso para preparar un pan especial utilizado en las ceremonias religiosas y por esta
razon su cultivo fue prohibido por los espaftoles cuando Hegaron a América (Teutonico y
Knorr, 1985),

El amaranto es de importancia agronémica ya que tanto la semilla como la hoja
contienen una alta concentracion de proteina de alta calidad, superior a la de soya y pescado,
debido especialmente a su alto contenido de lisina (Downtown, 1973) y en aminoacidos con
azufre (Segura-Nieto y col., 1992). Debido a ello, este cultivo ha recibido considerable
atencion como un suplemento de cereales y legumbres para evitar la desnutricion protéica
(Valdés-Rodriguez y col,, 1993).

El amaranto es una planta con metabolismo C-4, mesofitica, no resistente a la sequia
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 sequia, no presenta caracteristicas
morfologicas o fisiologicas semejantes a las que se han descrito en plantas resistentes. E)
amaranto no cuenta con un sistema radicular excepcionalmente grande, no tiene tallos
suculentos, no cuenta con hojas pequefias ni suberizadas, no tiene estomas sumergidos y no

tiene velosidades. Sin embargo, una caracteristica que llama la atencion en el amaranto es su
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riapida toma de agua para restablecer la turgencia de sus hojas, ésta se lleva a cabo en
aproximadamente 20 minntos.

Dado que el amaranto es una dicotiledonea mesofilica. na resistente a sequia, es
posible esperar cambios y reajustes en esta planta para adaptasse a la pérdida de agua.

Del Rio Portilla (1988) encontré que el amaranto presenta un punto de marchitez
permanente de 37% contenido relativo de agua y el punto de daio celular en 42% contenido
reltivo de agua.

Se ha encontrado en el amaranto que, después de ser sujeto a 6 h de estrés hidrico
con una solucion de polietilénglicol (PEG), hay un incremento en amonio, glicina betaina y
en la actividad de la enzima glutamato sintetasa, mientras que hay una reduccion en la
cantidad relativa de agua de un 90% a un 70%. Cuando se exponen las plantas a un estrés
mis prolongado se observa que en un periodo de seis dias el contenido relativo de agua
disninuye de 90% a 60% acompaiiado de un incremento en amonio, glicina betaina, prolina
y la actividad de la enzima glutamato sintetasa. Se ha sugerido que la estimulacion de fa
fotorrespiracion en las etapas tempranas del estrés produce ¢l incremento de amonio para la
subsecuente sintesis de glicina betaina (Gamnboa y col., 199{).

Valenzuela-Soto y Mufioz-Clares (1993) lograron la extraccion y purificacion de la
BADH de hojas de Amaranthus hypochondriacus L. Por otro lado, demostraron que existe
un incremento de la actividad de BADH de hojas sometidas a déficit de agua durante 4 br.,
que coineide con un aumento de la concentracion de glicina betaina, lo cual es un tiempo
mucho mis corto que ¢l que se habia encontrado para otras plantas y parece ser demasiado

corto para pensar en la sintesis "de nove” de la proteina BADH.
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3. Osmolitos Compatibles

Los solutos osmdticos compatibles son compuestos neutros excluidos de
superticie de las proteinas y de su esfera de hidratacion inmediata, que tienden a estabilizar la
estructura terciaria o cuaternana de las proteinas (Wyn Jones y col., 1977, Hochachka y
Somero, 1984, L.ow, 1986). Estos compuestos incluyen aminoacidos como fa prolina, sales
cuaternarias de amonio como la glicina betaina, polioles como el glicerol, y azicares como la
sacarosa (Low, 1986). Estos solutos también interactiian con membranas estables o
proteinas de unién a membranas y estan implicados en fenomenos de crioproteccion
(Schwab y Heber, 1984; Steponkus, 1984).

Una gran cantidad de estudios apoyan fa idea de que fa acumulacion de proling,
glicina betaina y otras sales cuaternarias de amonio puede ser importante en la adaptacion de
fas plantas a ambientes muy secos o salinos (Stewart y Lee, 1974; Stewart y cal., 1979;
Treichel y col, 1984, Puhfich Jr., 1986) y tienen efectos protectores contra el estrés
osmoético (Strom y col., 1983; Le Rudulier y col.,, {984; Handa y col., 1986).

Sc ha observado en algas marinas que los alcoholes polihidricos como el glicerol y
sorbitol son importantes en el desarrollo de tolerancia a medios salinos (Ginzburg y col,
1983; Gilmour y col,, 1984). E! sorbito! incrementa la tolerancia térmica en cloroplastos
aistados (Seemann y col., 1986).

Asi, con la sintesis de osmolitos compatibles no toxicos para las células, se puede
reducir al maximo el dafio a proteinas y otras macromoléculas causado por déficit de agua,
estrés salino, estrés por altas temperaturas y deshidratacion asociada con el congelamiento

(Wyn Jones y col., 1977; Steponkus, 1984; Low, 1986). Los solutos compatibles en
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plantas generalmente se presentan en cantidades importantes cn el citoplasma de las células
(Hally col,, 1978; Leighy col., 1981, Pahlich y col., 1983), ya que de no ser asi no serian lo
suficientemente efectivos para contrarrestar ¢l estrés osmotico (Wyn Jones y col., 1977).
Para ¢sto se requiere que estos solutos sean los principales que se acumulen en el citoplasma
y que los solutos toxicos no compatibles (como iones inarganicos) sean secuestrados en
vacuolas (Hall y col,, 1978, Leigh y col., 1981, Pahlich y col., 1983). Ademas ¢s necesario
que los sistemas enzimaticos y las membranas puedan tolerar las altas concentraciones de

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

3.1. Glicina Betaina
La glicina betaina (N,N,N-trimetil glicina) es una sal cuaternaria de amonio por lo
que tiene una carga positiva neta, Ademds contiene un grupo carboxilico que también le da
la posibilidad de tener una carga negativa dependiendo de las condiciones de pH del medio
en el que se encuentra, por lo que a pH fisiologico la molécula es neutra. Estas cargas
eléctricas le confieren a la molécula actividad osmatica que le pennite participar en los
mecanismos de respuesta al estrés osmotico. Su estructura quimica es la siguiente:
Cly
CHj -r|q+-cuz -Coo"
(l,‘llj
La glicina betaina es sintetizada por numerosas plamas principalmente las

pertenecientes a las familias quendpodos y gramineas. La capacidad de sintetizar y acumular

glicina betaina se asocia con la adaptacion a medios salinos, aunque no todas las plantas que

3



sintetizan este osmolito son halofitas, y no todas las halofitas acumulan glicina betaina (Hitz
y Hanson, 1980, Storey y col., 1977, Wyn Jones y Storey, 1981).

Se han encontrado concentraciones de glicina betaina de hasta de 0.3 M (20 veces la
concentracion de toda la hoja) en cloroplastos aislados de espinacas crecidas bajo estrés
salino (Robinson y Jones, 1986, Schroppel y col., 1988). Estas concentraciones podrian
contribuir significativamente al ajuste osmotico def cloroplasto, facilitando el mantenimiento
de su volumen y capacidad fotosintética en bajos potenciales de agua (Robinson y Jones,
1986).

La glicim betaina cumple con los requerimicntos necesarios para actuar como un
soluto compatible, ya que practicamente no inhibe la actividad enzimatica (Flowers y col.,
1978; Wyn Jones y col., 1977) y la traduccién del RNAm in vitro (Brady y col., 1984;
Gibson y col., 1984), comparado con las concentraciones equivalentes de iones inorganicos,

La glicina betaina protege a las membranas de fas raices de Beta vwlgaris contra la
inestabilidad al calor (Jolivet y col,, 1982) y a los tilacoides de espinaca contra el estrés al
congelamiento (Coughlan y Heber., 1982). Ofrece proteccion parcial contra la inhibicion que
pueden causar €] NaCl y KCl a algunas enzimas de plantas superiores (Manetas y col., 1986;
Matoh y col., 1988; Pollard y Wyn Jones, 1979; Schwab y Gaff, 1990, Wyn Jones y col.,
1977). Por otro lado, se ha observado que la glicina betaina puede influir de manera directa
o indirecta en la acumulacion de Na* en las vacuolas (Wyn Jones, 1980).

La glicina betaina protege a la fosfoenolpiruvato carboxilasa de la inactivacion 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 hidratacion de la enzima que le permite permanecer en su forma polimérica
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(Manetas, 1990; Nikolopoulus y Manetas. 1991: Selinioti y col.. 1987) Protege frente
desnaturalizacion por calor a enzimas de plantas superiores (Laurie v Stewart, 1990; Nash y
cal,, 1982; Nikolopoulus y Manetas, 1991; Paleg y col., 1981; Shomer-llan y col., 1991,
Smimoff'y Stewart, 1985)

La glicina betaina retarda Ja pérdida de la actividad fotosintética de cloroplastas
aistados (Génard y col., 1991) y protege al fotosistema 11 de tilacoides de espinaca de los
efectos inhibitorios del NaCl, previniendo Ja disociacion de proteinas (Murata y col., 1992,
Papageorgiou y col., 1991) .

Las concentraciones de glicina betaina que se requieren normalmente para obtener
los resultados arriba mencionados suelen ser mayores a 0.5 M, aunque hay casos en los que
¢s suficiente una concentracion 10 mM (Génard y col., 1991).

Algunos estudios realizados en Escherichia coli (cepa K-12) crecidas en un medio
hiperasmético que contenia 0.5 M de NaCl demostraron que si se agregaba al medio de
crecimiento | mM de glicina betalna, se incrementaba la velocidad de crecimiento en mayor
proporcidn que si se agregaba prolina, demostrando asi que la betaina es més efectiva que la
prolina como osmoprotector. La colina, que es convertida a glicina betaina por £. coll,
tenia un efecto intennedio en la velocidad de crecimiento. La acumulacion tanto de prolina
como de glicina betaina reducia las cantidades citoplasmaticas de K¥, ghitamato y trehalosa,
que son los principales solutos acumulados en ausencia de los osmoprotectores, lo que da
como resultado la disminucion de las interacciones negativas entre estos solutos y algunas
moléculas como el DNA y las proteinas. La acumulacion de estos osmoprotectores (glicina
betaina y prolina) se acompafa por un incremento alto (del 20 al 50 %) cn e} volumen de

agua citoplasmatico por unidad de peso celular seco. Este efecto es mayor para la glicina
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betaina que para la protina (Caylev y col.. 1992) Petronini y col (1992) realizaron estudios
parccidos utilizando células SV-3T3 crecidas tambien en medios hiperosmaticos de 250 mM
de NaCl (0.5 osM) donde observaban una inhibicion de la sintesis general de proteinas
celulares y de la velocidad de proliferacion celular. La adicion de 10-25 mM de glicina
betaina al medio de cultivo hiperosmdtico prevenia en un 90 % la inhibicion de la
proliferacion. Asi mismo, la adicion de 25 mM de glicina betaina lograba recuperar en un
50% a 100% la sintesis de proteinas. También se evitaba la pérdida del volumen celular en
un 30 %. Higgins y col. (1987 y 1988) abservaron que tanto en £. coli como en Salmonella
yyphimurium la osmolaridad externa regula la transcripsion de genes que codifican para
transportadores de alta afinidad para K* y glicina betaina y que el mecanismo puede ser
activado por una alta concentracion de K por medio de una interaccién directa con el
DNA. Asi, se establece que algunos organismos, como L. coli, no ctientan con los genes que
codifican para los intermediarios de la biosintesis de la glicina betaina y por lo tauto 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 Chenopodiaceac pueden acumular grandes
cantidades de glicina betaina alcanzando valores mas altos de 100 pmol/ 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 dicotiledoneas no relacionadas
entre si. Utilizando la técnica de espectrontetria de bombardeo ripido de atomos se
encontraron niveles mayores a los arriba mencionados en Lycium ferocissimum Micrs
(Solanaceae), Helianthus ammeus L. (Astercaccae), Convolvulus — arvenis L.

(Convolvulaccae) y Amaranthus caudatus L. (Amaranthaceae), al someter estas plantas a
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estres saling y pueden, ademas, convertir calina exogena a betaina aldehido v esta a su vesza
glicing betaina. Asi mismo, Nicotiana ahacam L.y Lycopersieon fcopersicum .
(Solanaceae), Lactuca sativa L. (Asteraceae) e fpomea puipuren L. (Convolvulaceae)
también contienen glicina betaina pero en niveles mucho menores (0.1-0.5 pmol/g de peso
seco). Se encontrod que todas estas especies contenian fa enzima BADIH, lo que indica que la
ruta metabolica de colina —» betaina aldehido - glicioa betaina puede haber surzido por
descendencia vertical a partir de un ancestro comin angiosperma temprano y pudo
dispersarse entre las plantas que florecen, aunque no en todos los casos se exprese
fuertemente (Fig. 6) {Weretitnik y col., 1989). En este trabajo praponen que la capacidad
para sintetizar glicina betaina estd mucho mas distribuida que Ia capacidad para acumularia
y, si la capactdad de sintesis de la glicina betaina es comin pero su acumulacion ocusre sélo
en algunas familias o géneros, podria ser que la glicina betaina tuviera otras funciones
ademds de ser un importante osmolito citopldsmico. Podria ser que actuara como un
osmolito esencial en alguna célula espeeifica, por lo que su concentracton en el tejido en
general se mantendria baja, o que funcionara como un donador de metilos, como sucede en
el higado de fos mamiferos (Skiba y col., 1982 ).

Las familias de dicotiledoneas en las que se ha reportado acumulacion de glicina
betaina son: Chenopodiaceae, Amaranthaceae y Portulacaceae (Caryophyilales), Malvaceae
(Malvales), Convolvulaceae y Cuscutaceae (Polemoniales); Solapaccae (Scrophulariales),
Avicenntaceae  (Lamiales), Astcraceac  (Asterales); Compositae;  Plumbaginaceae;
Gramineae; Leguminaceae (Weretinyk y col., 1989) (Fig. 6).

La determinacion cuantitativa de la glicina betaina s¢ ha realizado por diferentes

métodos como espectrometria de bombardeo atdmico rapido (Cotter y col, 1982),
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fragmentacion por fision v desorcion con laser (Schueler y Krueger. 1979). tonizacion
térmtica (Glish y Swith, 1983), desorcion de campo (Breat y col., 1973 Lehmuann y col.,
1978: Sana y col., 1982), ionizacion quimica por exposicion directa (Cotter y col.. 1982) y
espectrometria secundaria de masa ionica (Day y col., 1979; Unger y col., 1981). El primero
de ellos, la espectrometria de bombardeo atdmico ripido, presenta una alta sensibilidad,
siendo el limite mas bajo de deteccion para el n-propil éster de la glicina betaima de 0.05
nanomoles por microlitro de glicerol. La betaina aldehido puede ser derivada al di-n-buti! 0
di-n-propil acetal que puede ser detectado en una concentracion de hasta 5 y 10 picomoles

por microlitro de glicerol, respectivamente (Rhodes y col.,, 1987).
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Fig, 6. Arbol filogenético de los érdenes de dicotileddneas de acuerdo a Takhtajan
(1969). En los cuadros se muestran los 6rdencs 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 érdenes en los que no se ha encontrado alguna
especie que acunwle glicina betaina, aunque no se han estudiado todas lag especies de cada

orden. Tomado de Weretilnyk y col. (1989).

38



3.1.1. Biosintesis de 1a glicina betaina

La sintesis de glicina betaina parece ser diferente en quendpodos y en gramineas. Los
estudios realizados con M en cebada, remolacha, espinaca, microorganismos v en células
de higado de mamiferos, indican 3 rutas principales de sintesis de licina betaina. una con la
participacion de intermediarios fosforifados, otra que involucra intermediarios fostatidilicos y
la dltima en la que no participan intermediarios fostorilados. En cebada, microorganismos y
células de higado de mamiferos la fosfatidilcolina es el precursor en la sintesis de glicina
betaina (Hitz y col., 1981). En espinaca (Cougllan y Wyn Jones, 1982) la sintesis de glicina
betaina se fleva a cabo sin fa participacion de intermediarios fosforilados (etanokimina —
monometiletanolamina — dimetiletanolamina -+ colina -» betaina aidchido — glicina betaina)
(Fig.7).

En la remolacha si participan intermediarios fosforiladas (etanolamina -~
fosforiletanolamina — fosforiimonometiletanolamina —  fosforildimetiletanolamina
fosforilcolina - colina ~ betaina aldehido — glicina betaina) (Hanson y Rhodes, 1983) (Fig,
8), por lo que es probable que la sintesis de glicina betaina tenga varias rutas metabolicas,
llevandose a cabo de preferencia la que utiliza intermediarios solubles.

Asi, la fosforilcolina que es oxidada a betaina aldehido y posteriormente a glicina
betaina proviene de serina fotorrespiratoria, en las quenopodiaceas (Coughlan y Wyn Jones,
1982). En las gramineas proviene de la degradacion de fosfolipidos (Hanson y Rhodes,
1983; McDonnell y Wyn Jones, 1988). La oxidacion 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 ahi, la glicina betaina es exportada al

citoplasma donde se acumula.
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El donador de los metilos para la sintesis de la colina parece ser S-adenosilmetionina
(SAM) cuando la colina es producto de intermediarios  fosfatiditicos (Livesey, 1984,
Giovanelli y col., 1985). Para los intermediarios fosforilados, ¢l grupo donador de metilos
parece ser el metiltetrahidrofolato, que se obticne por reduccion del formiltetrahidrofolato
(Bowman y Rohringer, 1970).

Mudd y Datko (1986) sugirieron que la via mas importante de sintesis de
fosfatidilcolina en plantas superiores es a partic de fosforilcolina via CDP-colina, aunque

también se Heva a cabo via intermediarios fosfatidilicos (Fig. 8).

40



Monometil

Serina
COOH Etanolamina etanolaming
v g oy Wy 4
H3N—-(|1}{ -y HN— (|:1[2 o | Hzl?—-(f}{z
FHI .CH? C}{3 F}{z
OH OH OH

o
+1 3 41 3 +CHy +

o g
i |
CHy cH CHy ciy CHy cH
R ]
Betaina \2“ 0K 0K
aldehido CHy Dimetiletanolamina

N

é“s COOH. Giieing Betaina

Fig. 7. Sintesis de glicina betaina sin la participacion de grupos fosforilados. Se
muestran todos los intermediarios representados con sus formulas quimicas. Esta via de

sintesis de glicina betaina se demostré en espinaca (Coughlan y Wyn Jones, 1982).
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Fig. 8. Posibles rutas metabolicas para ta sintesis de glicina betaina en plantas. Las
flechas gruesas demuestran los resultados obtenidos en estudios isotdpicos en cebada y/o
remolacha . Las flechas delgadas denotan otros pasos que posiblemente se lleven a cabo en
plantas, basados en evidencias isotdpicas o enzimaticas. Las flechas discontinuas identifican
rutas hipotéticas para las cuales hay pocas evidencias. Las estrellas muestran posibles puntos
de control. (a) Descarboxilacion de la serina por la fosfatidilserina descarboxilasa detectada
en espinaca (Kates y Marshall, 1975). (b) Metilacion de etanolamina por la fosfolipido meti!
transferasa (PMT) que utiliza S-adenosilmetionina como donador de metitos; PMT 1
convierte la fosfatidiletanolamina a fosfatidilmonometiletanolamina (fosfatidit MME). PMT
Il cataliza las dos metilaciones en dos pasos de fosfatidii MME pasanido - por
fosfatidildimetiletanolamina (fosfatidit DME) a fosfatidilcolina (Hirata y Axelrod, 1980,
Kates y Marshatl, 1975; Waechter y Lester, 1973). (¢') Hidrolisis de fosfatidilcolina por la
fosfolipasa D (Roughan y Slack, 1976). (c¢”') Hidrolisis de la fosforilcotina por la
fostorilcolina fosfatasa (Tanaka y col., 1966). (d) Oxidacion de la colina a betaina aldehido
por 1a colina monooxigenasa (Brouquisse y col. 1989). (e) Ultimo paso de la sintesis de
glicina betaina con la oxidacion de la betaina aldehido catalizada por la betaina aldehido

deshidrogenasa (BADH) (Pan y col,, 1981).  Tomado de Hanson y Flitz (1982)



4. Betaina aldehido deshidrogenasa (BADI)
4.1, Reaccion catalizada y propiedailes cinéticas de la enzima BADH

La glicina betaina se produce por una oxidacion en dos pasos de fa colina pasando
por betana aldehido (BA). En plantas, el pritner paso es catalizado por la colina
monooxigenasa (CMO) y el segundo por la betaina atdehido deshidrogenasa (BADH, EC
1.2.1.8), stendo este udtimo irreversible. Las das enzimas estan focutizadas en el estroma del
cloroplasto {Brouquisse y col, 1989; Weretilnyk y Hanson 1989).

La reaccion catalizada por la BADH es la siguiente (Hanson y col., 1985)

betaina ajdehido + NADY ————y  glicina betaina + NADII

En plantas, la BADH es aftamente especifica para betaina aldehido (Nagasawa y col.,
1976; Weretiluyk y Hanson, 1989; Arakawa y col., 1990), que puede ser un inhibidor a altas
concentraciones. Probablemente esta inhibicidn no tenga relevancia a nivel fisiologica, ya
que es poco probable que se alcancen concentraciones tan alias de BA en ¢l cloroplasto
como para causar esta inhibicion (Valenzuela-Soto y Mufioz-Clares, 1994). La enzima de
plantas (Weretilnyk y Hanson, 1989; Pan y col,, 1981) y de bacterias (Nagasawa y col,
1976, Fatkenberg y Strom, 1990; Mori y cal., 1992) puede usar como cofactor tanto NAD*
como NADP* siendo mis afin al primero cuando se trata de fa de plantas (Valenzucla-Soto
y Muiioz-Clares, 1993).

La enzima de amaranto es ligeramente activada por K* cuando las concentraciones
de sustratos son altas, pero de manera significativa cuando las coneentraciones de sustratos
son bajas (Valenzuela-Soto y Mufioz-Clares, 1994). Esto podria tener significado
fistoldgico, ya que bajo condiciones de estrés el cloroplasto acumula altas cancentraciones

de K* (Hanson y Hitz, 1982; Schrappel-Meier y Kaiser, 1988), por fo que este ian podria
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jugar un papel en la regulacion de la actividad de la enzima. De igual mancra, prolina y
sacarosa son activadores de esta enzima, y como en el caso del K™, la activacion depende de
las coneentraciones de sustrato presentes cn el ensayo. Se ha repottado previamente que
bajo condiciones de estrés hidrico las hojas de amaranto acumulan prolina (Gambaa v cal

1991)

4.2. Mecanismo de reaccién de Ia BADH

En las diferentes betaina aldehido deshidrogenasas conocidas existe un residuo de
cisteina muy conservado (Weretilnyk y Hanson, 1990; Boyd y cal., 1991; McCue y Hanson,
1992), el cual es un candidato idoneo para estar en el sitio activo de Ja BADH. Igualmente
eit todas las ALDHs se ha encontrado una cisteina esencial para la actividad (Feldman y
Weiner, 1972; Dickinson, 1989; Hempel y col., 1993), la cual se ha propuesto que esta
involucrada en la catalisis formando un tichemicetal intermediario con el aldehido (Jakoby,
1963). Valenzuela-Soto y Muftoz-Clares (1993) realizaron estudios con DTNB, un reactivo
especifico para grupos sulfhidrilos, demostrando que este compuesto inactivaba a la enzima,
por lo que se concluyo que la BADH de hojas de amaranto tiene residuos de cisteina
csenciales para la actividad. Aldn mas, el efecto protector de ambos nucledtidos solos y en
combinacion con ¢l otro sustrato o producto apoyan la posibilidad de que estos grupos
sulfhidrilo estén en/o cerca del sitio activo,

A partir de cDNA se dedujo la secuencia aminodcida de la enzima de hoja de
espinaca (Weretilnyk y Hanson, 1989), de £. coli (Boyd y col,, 1991) y de betabel (McCue y
Ianson, 1992). Se encontrd una region de diez aminodcidos altamente conservada, Val-Thr-

Leu-Glu-Leu-Gly-Gly-Lys-Ser-Pro, asi como también un residuo de cisteina localizado a 34
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residuos del decapépido (Weretilnyk y Hanson. 1990), por lo cual se postula que estos
residuos forman parte del sitio activo de esta proteina.

En base a estudios cinéticos, Valenzuela-Sato y Mufioz-Clares (1993) han prapuesto
un mecanismo de reaccion para la BADH de amaranto en el que dos grupos pueden estar
involucrados en una catalisis acido-base general. uno protonado, que sera el encargado de fa
protonacion del oxigeno del grupo carbonilo v otro no pratonado que sera el que promueva
la desprotonacion del HyO catalitica. De esta manera, ¢ protonado podria ser el grupo
sulfhidrilo que formaria el tiohemiacetal intermediario. EI NADEH es el primer producto en
ser producido en la reaccion, lo que da camo resultado la formacion del tioacetal que es
atacado por uma molécula de agua para permitir la formacion del producto glicina betaina.
Este (ltimo es liberado en primer lugar y después se libera el NADH. El grupo sulthidrilo
quedaria desprotonado, hasta que fa misma acidez del medio promoviera la protanacion para

regenerar fa forma inicial de la enzima (Fig. 9).
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Fig. 9. Mecanismo de reaccion propuesto por Valenzuela-Soto y Muiiaz-Clares
(1993), para la BADH de hojas de Amaranthus hypochondriacus L. B es betaina aldehido.
HB es glicina betaina. E es la enzima BADH. E’ es la enzima con el grupo sulfhidrilo

desprotonado.
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4.3. Propiedades moleculares

La BADH de plantas ¢s un homodimero, compuesto de dos subunidades derivadas
de un mismo gen nuclear (Weretilnyk v col,, 1988) En esto difiere de la BADH Je
microorgatismos, ya que en estos Gltimos la enzinia es tetramérica en su forma activa (Mon
y col., 1980; Falkenberg y Strom, 1990; Mari y col,, 1992)

En cspinaca se ha observado una isoenzima citosolica cuya actividad representa
aproximadamente el 10-15% de la actividad total de Ja BADH de las hojas. (Weretilnyk y
col.. 1988, Weigel y col , 1986). La BADH cloroplastica que es codificada por un solo gen
nuclear, tiene dos alelos designados S (Slow-lento) y F (Fast-ripido). Los productos de
estos alelos pueden hibridizar para dar como resultado tanto homodimeros como
heterodiineros. Estos se pueden distinguir por su desplazamiento electroforético. Las bandas
correspondientes a los homodimeros S8 y FI' aparecen en diferente posicion en el gel nativo,
mientras que el heterodimero SF (6 H de hibrida) se observa como tres bandas en el gel
nativo. El alelo S es el mas comdn dentro de las muestras de espinaca que se analizaron. El
corrintiento en electroforesis SDS y nativa muestra que los hamodimeros SS y FF  dilieren
en carga, pero no en peso molecular (Fig. 10) (Weretitnyk 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 Muftoz-Clares, 1993).

En 1991 Boyd y col. lograron la clonacion de una region de 1476 nucledtidos del
genoma de k. coli que codificaba para un polipéptido de 490 o 49t aminoicidos que
presentaba actividad de BADH. Esta secucncia primaria presentaba una homologia de 39-43
% con una aldehido deshidrogenasa (EC 1.2.1.3) encontrada en mamiferos, y era ain mayor

(75-77%) cuando se tomaban en cuenta las regiones conservadas. También se observo una
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homologia alta con la BADIL de espinaca, siendo de 38 % y 80 % respectivamente (Tabla
1). Esto sugierc que puede existir un ancestro comin para las enzimas BADH y ALDH
considerando la divergencia de procariotes a eucariates. La secuencia primaria de la BADH
de remolacha consta de 500 aminoacidus can un 83 % de identidad con fa BADIH de
espinaca (McCue y Hansan, 1992). Esto demuestra la cercania genética que presentan las
plantas, por lo que ef funcionamiento de la BADFH de las diferentes plantas debe ser nmy
parecido.

Debido a la gran importancia que presenta la acumulacion de glicina betaina en la
resistencia a estrés osmotico se ha intentado realizar ingenieria genética, introduciendo ef
gen que codifica para la BADH al tabaco (Nicotiana tabacum L). De esta manera se
observo que una planta que no acumula glicina betnina en condiciones normales, puede ser
trangformada y expresar ¢! gen para fa BADH. En cstos estudios se abservo que las células
de la planta podian transportar betaina aldehido a través de la membrana citoplasmatica y del
cloroplasto, pero al acumularse este compuesto terminaba siendo toxico para fas células, sin
embargo, se inducia la expresion def gen de la BADH y se fograba la transformacion de fa
betaina aldehido a la glicina betaina. También se ha observado que esta planta puede ser
transformada con el gen que codifica para la colina monooxigenasa, y por lo famo 1o es
necesario adiinistrar de manera exogena la betaina aldehido, ya que la planta es capaz de
sintetizarla por si sola (Rathinasabapathi y col., 1994; Ishitani y col., 1995). Estos
experimentos han sido muy importantes ya que demuestran que es posible realizar ingenieria

genética para lograr una mejor adaptacion de algunas plantas a medios deficientes en agua.
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Fig. 10. (A) Electroforesis nativa de fa BADH codificada por los diferentes alelos. S
es la BADH producto del alelo denominado § (slow), H es ¢l hibrido producte de ambios
alelos (heteracigoto) y I es ¢f producto def alelo F (fast). (B) Electroforesis nativa de la
BADH de los homodimeros S (S/S) y F (F/F). La banda gruesa corresponde a la isoenzima
cloroplastica (P), mientras que ta banda difusa corresponde a fa isoenzima citoplismica ( ().
Para todos los casos que se muestran se wilizo fa BADH extraida de hojas de espinaca,

Tomado de Weretilnyk y Hanson (1988).



Tabla 1, Porcentajes de homologia entre la secueacia protéica de la BADH de £ coli'y

otras secuencias protéicas,

Proteina % de % de % toral de | Tamaio del) Referencia
aminoacidos | aminodcidos | aminoacidos | gen (# de
idénticos? | sinonimos? ¢t amino-
acidos)
BADH de 38 42 80 497 Weretilnyk y
Espinaca Hanson, 1990
ALDH-2 de 418 353 771 500 Hsu y col,
Humano 1988
ALDH-2 de 42 351 77.1 500 Farrés y col.,
Rata 1989
ALDH-2 de 43.1 339 76.9 500 Johansson y
Caballo col., 1988
ALDH-1 de 39.2 373 76.9 500 Dumn y col,,
Rata 1989
ALDH-| de 40.6 35.5 76.1 500 Johansson y
Caballo col., 1988
ALDH-1 de 39.2 36.9 76.1 500 Johansson y
Humano col., 1988
ALDH de 388 373 76.1 497 Pickett y cal,,
Aspergillus 1987
nidulans
ALDH-2 de 43.5 319 75.5 500 Farrésy col.,
Bovino 1989
ALDH de 255 37.1 62.7 483 Kok y col,,
Pseudomonas 1989
oleovorans
ALDH-3 de 249 378 62.7 452 Jones y col.,
Tumor de Rata 1988

Comparaciones realizadas con programas de computacion para predicciones de
estructuras secundarias, Comparacion de la secuencia primaria aminoacidica de la BADH de
E. coli con la BADH de espinaca y otras aldehido deshidrogenasas. b para calcular el % de
aminoacidos idénticos se utilizaron las alineaciones sobre los 491 aminoacidos totales de la
BADH de £. coli. € Es la suma de las dos columnas anteriores (Boyd y col. 1991).

* Se presentan en orden decreciente de acuerdo a su porcentaje de homologia.
Es posible que las aldehido deshidrogenasas evolucionaron a partir de fa BADH debido al
parecido protéico que presentan entre si, lo que seflala la gran importancia de la enzima

original,
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4.4, Regulacion

Fsta enzima parcce ser la responsable de uno de fos puntos de control y regulacion
en la sintesis de glicina betaina inducida por el estrés osmotico, ya que se ha observado en
espinaca que fa actividad de esta enzima se triplica en respuesta a medios safinos (Weigel y
col, 1986; Pan, 1983). También se ha demostrado que en las hojas de amaranto, la
concentracion de glicina betaina se incrementa de 3 a4 veces bajo ef estrés hidrico, asi como
la actividad de la BADE en las mismas proporciones (Valenzuela y Muiioz-Clares, 1993),
Asi, el estudio de la BADH tama gran importancia para poder entender los mecanismos que
se levan a cabo como respuestas al déficit de agua y al estrés salino.

En espinaca, el incremento de fa actividad de BADH producido por estrés safino es
debido a un incremento en la proteina BADH (Weretinyk y Hanson, 1989). Se ha
observado que fos niveles de RNAm en fas hojas se incrementa hasta cuatro veees cuando
las plantas se colocan en un estrés salino gradual (algunos dlas) (Weretilnyk y Hanson, 1990;
McCue y Hanson, 1992).

Se ha observado en cebada que el aumento de la actividad de BADH en respuesta a
un medio safino (200 mM NaCl) durante varios dias (de U a 7 dias) se debe a un aumento en
la cantidad de proteina BADH. E! aumento de protcina BADH se detiene ¢ incluso
disminuye su concentracién cuando las plantas son liberadas del estrés salino. También se
observa una induccion de ia sintesis de proteina BADH por estrés hidrico como es la adicion
de PEG 6000. La proteina BADH puede encontrarse en raices, 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
proteina BADH cuando las hojas estan en la oscuridad. Esto quiere decir que fa sintesis de fa

proteina BADH y de glicina betaina no tiene un requerimiento absoluto por la luz, pero la
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induccion de fa proteina BADEH en hojas de cebada bajo estrés salino tiene un requerimiento
directo o indirecto por la luz (Arakawa vy cob, 1992) Lo anterior fue corroborado por
Ishitani y col. (1995) al observar el aumento de os niveles de RNAm de Ja BADH en hojas y
raices de plantas de cebada erecidas bajo estrés salino y que estos niveles disminvian cuando
se liberaban del estrés. Los transcritos también se acumulaban en respuesta a estres hudrico.
La adicion de dcido abscisico (ABA) durante ef crecimiento de las plantas tambicn
incrementaba los niveles de RNAm de la BADH aunque esta respuesta era mas lenta cuando
se compard con fns de estrés salino. Con estos hallazgos se demostrd que el ABA solo
podria tener una participacion indirecta en la induccion del RNAm de la BADE, por lo que
deben existir otras sefiales para f2 transcripcion de este gen. Por otro lado, es posible que las
sefiales provengan de las raices, ya que la cantidad de RNAm acumulado en hojas estresadas
sin la presencia de las raices es menor que en las plantas completas (Ishitani y col., 1995).
Resultados similares se han observado en remolacha dulce (McCue y Hanson, 1992).

El cloruro de sodio podria también actuar como una sefial; sin embargo, si se
colocan células de hojas de remolacha en una solucion con NaCl 100 mM, que ¢s la
concentracion apoplastica esperada para una concentracion de 500 mM de NaCl en ¢l medio
de crecimicnto de la planta completa, la cantidad de RNAm de la BADH no solo no
aumenta, sino que incluso disminuye, por lo que el NaCl tampoco parece ser una sefial para
la induccian del gen de la BADH (McCue y Hanson, 1992).

Un efecto importante en la traduccion del RNAm es el tiempo en que se mantienen
los niveles de este RNAm en fa célula. Debido a que se pueden observar incrementos muy

lentos en la cantidad de RNAm después de un estrés salino, pero una disminucion muy
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rapida después de fa liberacion del estrés, se concluye que la estabitidad det RNAm es un
importante punto de control en la sintesis de la proteina BADH (McCuc y Hanson, 1992)
Como ya se menciond, Valenzueta-Soto y Mufioz-Clares (1993) lograron la
extraccion y purificacion de la BADH de hojas de dmarauthus hypochondriacus L.y
demastraron que cxiste un increniento de fa actividad de BADH de hojas sometidas a déficit
de agua en tan solo 2 hr después de haber comenzado el estrés hidrico, lo que es un tiempo
demasiado corto para pensar en una sintesis “de nove” de fa proteina. Por lo tanto, en ef
presente trabajo se decidio investigar si este aumento de la actividad se debe a una sintesis
“de neva"” de la prateina BADH o a la activacion de la preexistente, asi comio la posible
participacion de! ABA comio mediador de esta respuesta. Para lograr lo anterior, se purifico
la proteina BADIH para la obtencion de anticuerpos policlonales con los que se estudio la

variacion de la cantidad de proteina BADH por la técnica de Western blot.
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V. OBIETIVOS
1. Objetivos Generales
Estudiar el efecto del estrés osmatico provocado por el PEG y ¢l NaCl sobre la
actividad y la cantidad relativa de proteina de BADH de hojas de amaranto e investigar el

posible papel mediador del ABA en este efecto.

2. Objetivos Particulares

1) Purificacion de la proteina BADH mediante cromatografia de exclusion molecular,
de intercambio ionico y de afinidad.

2) Identificacion de la BADH por clectroforesis en geles de poliacrilamida bajo
condiciones desnaturalizantes y no desnaturalizantes.

3) Obtencion de anticuerpos policlonales contra la proteina BADH purificada.

4) Caracterizacion de los anticuerpos anti-BADH obtenidos.

5) Determinacién de la cantidad relativa de proteina BADH en extractos de hojas
controles y sometidas a los diferentes tratamientos con PEG, NaCly ABA.

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

determinada en los misimas extractos de hojas control y tratadas.
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V1. MATERIAL Y METODOS
1. Material hiolagico

Hojas de A. lypochondriacus 1... cultivada en invernadero de 6-12 semanas de edad.

Concjo New Zealand.

Suero anti-BADH.

2, Equipo, Materia), Reactivos y Preparacion de Soluciones.
Se presentan en el Apendice.
3, Metodologin
3.1, Extraccién y purificacion de BADH de hojas de amarants

Las hojas de A. hipochondriacus L. se obluvieron de plantas de mas de 12 semanas
de edad. Las hojas s¢ colocaron a Ja luz del sol durante 5 h con el fin 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 | mM, 10% (v/v) glicerol y
p-mercaptoetancl 10 mM (amortiguador A). El homogeneizado se filtro a través de 6 capas
de gasa y se centrifugd a 110,000 x g durante 30 min. Se agregd sulfato de amonio solido
para abtener 15% de saturacion. Se dejo por 30 min en agitacion manteniendo ¢l pH en 8.5,
Se centrifugd a 27,000 x g por 30 min. El sobrenadante se lievé a 70 % de saturacion con
sulfato de amonio y se repitio el paso anterior. El precipitado protéico se resuspendio en 10
ml de un amortiguador de fosfatos 25 mM, pH 7.8, conteniendo EDTA | mM, 10% (v/v)
glicerol y f-mercaptocetanol 10 mM (amortiguador B), tras lo cual se desalé por filtracian en
gel en una columna de Sephadex G-25 que fue equilibrada y eluida con ¢l mismo

" amortiguador de resuspension. La solucion se aplicd a una colunina de sefarosa Q de flujo

rapido (Pharntacia) de 15 mi de volumen de gel, equilibrada con el amortiguador B. Se favé
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la columna con este amortiguador un flujo de 0.7 ml/min durante 3 hr. A continuacion se
eluyo la enzima con un gradiente lineal de 50-300 mM de cloruro de potasio en ¢l
amortiguador B y a un flujo de | mVmin. Las fracciones que contenian actividad se
reunieron y se precipitaron con sulfato de amonio al 70 %. El precipitado se resuspendio en
¢l menor volumen posible (2 ml) de un amortiguador fosfato de potasio 10 mM. pH 7.5,
EDTA | mM, 10% (v/v) glicerol y -mercaptoetanol 10 mM (amortiguador C).

Después de desalar en una columna Sephadex G-25 (Pharmacia) cquilibrada con
amortiguador C, se aplico la preparacion enzimitica a una columua de hidroxilapatita (10 m
volumen de gel) equilibrada con amortiguador C, que se corrio a un flujo de 0.5 mb/min. Se
lavo la columna con el mismo amortiguador conteniendo fosfatos de 25 mM. La elucion se
comenzo cuando 1a absorbancia 4 280 nm fue menor a 0.1. Se utilizo para eluir un gradiente
lineal de concentracion de 25-250 mM de fosfatos, tomando fracciones cada 3 minutos. Las
fracciones con actividad se colocaron en una bolsa de dilisis para concentrar en sacarosa,
durante toda la noche, tras lo cual se desalaron para quitar la sacarosa siguiendo el método
de Penefski (1977). La preparacion asi obtenida se aplico a una columna de 5'-AMP-
Sefarosa (1 ml de volumen de gel) que fue equilibrada con amortiguador de fosfato de
potasia 25 mM, pil 5.5, EDTA 1 mM, 10 % (v/v) gliceral y B-mercaptoetanol 10 mM
(amortiguador D). Al terminar de lavar, esta columna se eluyd con el amortiguador D
conteniendo NAD™ 1 mM y a pH 7. Se reunieron las fracciones que presentaron actividad y
se guardd la alicuota a - 70 °C en solucion concentrada de sacarosa.

‘Todos los pasos de la purificacion se realizaron a 4 °C.
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3.2. Ensayo de la actividad enzimatica

La oxidacion de la betaina aldehido por la BADH y ¢l NADY dan como resultado
glicina betaina y NADII, por lo que al ser una reaccion de estequiometria 1:1, la aparicion
de NADH es proporcional a la aparicion de glicina betaina y por lo tanto a la actividad
enzimitica. Por ello, la actividad de la enzima BADH se determing
espectrofotoméuiicamente midiendo la aparicion de NADH por medio del incremento en la
extincion a 340 nm,

La temperatura se mantuvo a 30 °C usando un bafio de agua recirculante con la
capacidad de calentar los espacios de las celdas en el espectrofotometro.

El ensayo sc realizd con un amortiguador Hepes/KOH 100 mM, pH 8.2, NAD*
0.75 mM y betaina aldehido 0.375 mM en un volumen final de 0.4 ml. La reaccion se inicio
con la adicion de la enzima (20 ul) y se midio la extincién obtenida cada 20 segundas hasta 5
minutos,

La actividad enzimatica de la BADIH Tue calculada de la siguiente manera:
A=AaAx Y x 4004
A A= incremento de la absorbancia
A= Actividad enzimatica (U/ml)
e= Coeficiente de extincion molar del NADH a 340 nm (6.22 pmol” Il cnrrh
V= Volumen de enzima usado en el ensayo

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

para convertir | pmol de sustrato en producto en un minuto y a 30°C.
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3.3 Determinacion de prateina por el método de Bradford
El colorante azul de Coomassic se une a las proteinas por medio de enlaces
clectrostaticos con los grupos amino y enfaces no covalentes con las regiones no polares de
la proteina. En una solucidn acida, la interaccian de las proteinas con el azul de Coamassie
causa ¢l cambio en la Jongitud de onda de maxima absorcion del colorante de 465 nm a 595
nm. La intensidad del color de la solucton a $95 nm es directamente proparcional a la

concentracion de proteina. La estructura quimica del azu} de Coomassie es 1a siguiente:

Ic1{2<:H3
N
CH,y I\CHZQ
SOgNa
CH3CH 0 & _S~NH-_>~C
N-cH
-C
CHy | 2 S
CHoCH,

La concentracion de proteina fue determinada por el método de Bradford (1976),
utilizando albumina sérica bovina (BSA) como estandar.

Se realizo una curva patron de albimina a diferentes concentraciones, cumpliéndose
la linearidad . A las muestras se les realizé las diluciones necesarias hasta obtener una D.O.
que interpolara en la curva patron. Las absorbancias se midieron a 595 nm.

La curva patrén se realizé de la siguiente manera:



cone. de 0 mg/mi

albiimina

0.0+ mg/mi| 0.1 mgiml | & 2mgnl | 0.4 mg/ml | 0.8 mg/ml

vol. agua 100 i 98 pl 95 i ! 90 il 80 nl 60 pl

vol. de Ol 2l sul ; 10l 20l 40 pl
albumina 2 :
mg/ml ;

vol. 5ml Smi S mi Sml 5wl 5ml
Bradtord i

Agitacion en vortex. Incubacion 15 minutos a temperatura ambiente. Leer a 595 nm

en el espectrofotometro.

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

3.4. Electroforesis

Se realizd una electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE) , con una concentracion

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

tincion con Coomassie (Solucion para teilir el gel, VII) durante 2 h. Se elimina la solucion y

se coloca la solucion para destedir el gel (VII) durante 2-4 h,

La preparacion del gel para la elecroforesis $DS se realizo de la siguiente manera:

gel separador(10 %

gel apilador(4 % acrilamida)

actilamida)
30 % acrilamida (1) 3.33ml 0.67 m}
Amortiguador para gel 2,50 mi

separador ()
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Amortiguador para gel 125 ml

apilador (101)
SDS 10 % (1V) 010 ml 0.05 m!
Agua 4.0m 3.0 ml

Se elimina el oxigeno disuelto por aplicacion de vacio por 15 minutos.

Persulfato de amonio (V) 01 ml 0.1 ml
TEMED 0013 ml 0.013 ml
Volumen final 10 ml 5ml

Sc aplica rapidamente el gel separador entre las placas de vidrio y se deja gelificar. A

continuacion se coloca el gel apilador.

1) Acrilamida 30 %, Bis-Acrilamida 2.7 %

Compuesto Concentracion
Acrilamida 30 % plv
Bis-acrilamida 2.7 % plv

11) Aimortiguador para gel separador ptl= 8.8

Compuesto Concentracion

Tris 15M

Ajustar ¢l pH a 8.8 con HCI

11§) Amortiguador para gel apilador pH=6.8

Compuesto Concentracion

Tris 05M

1V) SDS 10 % (Dodecil sulfato de sadio)

Compuesto Concentracion

sDs 10 % plv

o0




V) Persulfato de Amonio 10 %

Compuesta

Concentracion

Persulfato de Amonio

10 % piv

V1) Amortiguador par

ala muestra 2X

Compuesto Concentracion
Tris 0.125M
SDS 4% plv
Gliceral 20% viv
[-mercaptoetanol 10 % viv
VII) Solucion para tefiir el gel
Compuesto Concentracion
Azul de Cumassie R- 0.125 % (p/v)
250
Metanol 50 % (viv)
Acido acético 10 % (v/v)
VII) Solucion para destediir el gel
Compuesto Concentracion
Metanol 50 % (viv)
Acido acético 10 % (viv)

1X) Amortiguador para ¢lectrodos pH= 8.3 (SDS-PAGE)

Compuesto Concentracion
Tris 0.025M
Glicina 0.192 M
SDS 0.1 % (piv)
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También se reveld con plata de la siguiente manera:

Se incubo el gel 1 h con 50 % de metanol. A continuacion se coloca en la solucion
del complejo de plata (solucion G) y se mantuvo en agitacion suave durante 15 min.. Se
incubo el gel de 5-15 min. en la solucian de formaldehido (solucian H) hasta la aparicion de
las handas. La reaecion se detuvo lavanda con agua destilada. Entre cada paso se lavo el gel
con grandes cantilades de agua destilada.

Se llevo a cabo también electroforesis nativa (PAGE) con una concentracion de
acrilamida de 8 % (p/v). Las bandas con actividad de BADH se revelaran por actividad
incubando el gel a temperatura ambiente con 100 mM Hepes/KOH, pH 8, 0.5 mM betaina
aldehido, 1 mM NAD*, 20 mg/L. metosulfato fenazona y 300 mg/L. azul de tetrazolio de

acuerdo con Arakawa y col. (1990).

3.5. Obtencion de anticuerpos anti-BADH

La banda obtenida en el gel de SDS-PAGE correspondicnte a la BADH por peso
molecular, se congelo en nitrogeno liquido, se triturd y se emulsifico con adjuvante
completo de Freund pasando varias veces la mezcla por la jeringa. Se inocularan
aproximadamente 120 pg de proteina a un conejo New Zealand por via intramuscular. Se
extrajeron S m! de sangre antes de la inoculacion para obtener suero preinmune como
contral.

Las demas inoculaciones se realizaron con adjuvante incompleto de acuerdo al

siguiente esquema de inmunizacion:
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Dia Tratamiento Sitio de Inoculacion Cantidad
0 sangrado preinmune | vena de la oreja 5ml

la. inoculacion intramuscular 120 pg

15 24. moculacion subcutanea 200 ug

21 3a. inoculacion subcutinea 270 pg
28 sangrado de prueba vena de la oreja 3mi

33 4a. inoculacion intramuscular 180 pg
38 sangrado final puncion cardiaca 90 m|

3.6. Purificacién parcial de los anticuerpos

El antisuero (30 mi) sc centrifugd 30 minutos a 20,000 x g. Se recuperd el
sobrenadante y se le agregd lentamente y con agitacion constante sulfato de amomio
saturado, hasta obtener un 50 % (v/v). Sc dejo en agitacion durante 2 h. a 4 OC para
asegurar la precipitacion total de fa proteina. A continuacién se centrifugd por | h. a 20,000
x g. Se elimind ¢l sobrenadante y se resuspendic el precipitado en 3 ml de amortiguador
TBS pH 7.4. Se prosigui6 con la dialisis del resuspendido contra 100 mi de TBS (Tvis 50
mM, NaCl 200 mM) durante 60 h. con agitacién constante y a 4 OC. Se cambié el
amortignador 8 veces durante la dialisis.

Se realizd una SDS-PAGE cou el dializado, el sobrenadante de la precipitacion y ¢f

antisuero original, como control de la precipitacion de los anticuerpos.
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3.7. lnmunoprecipitacion de la proteina BADH

Debido a que la simple adicion del anticuerpo a la solucion de BADH no causa la
inhibicion de la actividad enzimitica, los complejos antigeno-anticuerpo (enzima-lgG) se
precipitaron con fa adicion de proteina A Sefarosa CL-48 al medio de reaccion.

La fraccion de sulfato de amonio de 40-55 %5 de saturacion (1.4 mU de actividad de
BADH) se incubo con diferentes cantidades del antisuero obtenido frente a BADII
purificada de amaranto durante 2 h, seguida de la adicion de 40 pl de proteina A sefarosa
(1:1 en amortiguador TBS, pH 8) con una incubacion de | h., ambos pasos a 4 °C. Despuds
se centrifugd a 12000 x g y se determind fa actividad de BADH remanente en el

sobrenadante.

3.8. Western blot

Se realizo una SDS-PAGE de las muestras obtenidas de los diferentes tratamientos,
en las condiciones ya descritas, colocando fa misma cantidad de proteina total en cada carril.
Al terminar la corrida se sumergieron en amortiguador de transferencia (Tris 20 mM, glicina
150 mM y metanol 20 % viv) 12 papeles filtro, el papel de nitrocelulosa y el gel de
electroforests durante 10 min, A continuacion se transfirieron las proteinas a un papel de
nitrocelulosa en una chmara de transferencia semihtimeda colocando 9 papeles filtro sobre el
clectrodo positivo seguido por el papel de nitrocelulosa y después el gel de la electroforesis,
cubriéndolo por otros 3 papeles filtro. Se colocd sobre este sandwich el electrodo negativo y
se corrio la transferencia durante 1.5 h a 70 mA,

Una vez transcurrido ¢l tiempo de la transferencia, 1a membrana con las proteinas

transferidas se colocod en una solucion de bloqueo (leche Carnation 6 % piv en TBST, pH
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74) durante 1§ h Por atro lado se tind ¢l gel como control de fa transterencia. A
contintacion se elimind 1a solucion de bloqueo y la membrana se incubo con 15 mi de la
solucion conteniendo el anticuerpo anti-BADI a wna dilucion 1:500 en TBST (Tris 50 mM,
NaCl 200 mM, Tween 0.05 % viv, pH 7.4) y se dejo a temperatura ambiente durante toda la
noche. Se elimind la solucion con el anticuerpo y se reafizaron 2 favados con TBST de 15
min. cada uno. Se prasiguid con la adicion de fa sofucién con el anticuerpo biotinilado anti-
IgG de conejo a una dilucion 1:10 000 en solucion TBST. Se incubd durante 30 min. a
temperatura ambiente. Al terminar se realizaran 2 favados con TBST durante 15 min. cada
uno.

Se agrego la fosfatasa alcalina conjugada con estreptavidina a una dilucion 1:5000 en
TBST y se incubd 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, NaCl 100 mM, MgCly 50 mM a pH 9.5). Se agregd amortiguador
de sustrato con los sustratos NBT y BCIP y se incubo la membrana varios minutas hasta que
aparecen las bandas de precipitado que demuestran la presencia de fa proteina BADH. Se
pard la reaccion favando la membrana de 5 a 10 veces con agua destilada. Finalmente, se

dejo secar la menbrana y se guardo en fa oscuridad.

3.9, Tratamientos de estrés osmético
Las hojas se obtuvieron de plantas de A. hypochondriacus 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 aproxitmadamente § g de

hojas completas durante 6 h en presencia de luz (400 pmoles seg" m'z) 22728 °C:
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a) Estrés hidrico: PEG 6000, 172 % (p/v) (-1 MPa)

b) Estrés salino. Cloruro de sodio 500 mM,

¢) ABA 50 pM (aplicado en fa obscuridad 30 minutos antes de la incubacion en luz).

d) Control: Agua destilada.

La proteina BADH se extrajo homogeneizando las hojas tratadas en un mortero con
arena usando el amortiguador A. El homogeneizado se centrifugd a 25,000 x g durante 30
min. Se agrego sulfato de amonio solido para obtener 40 % de saturacion. Se centrifugd de
nuevo a 25,000 x ¢ por 30 min. El sobrenadante se levo a 55 % de saturacién con sulfato
de amanio y se repitio el paso anterior. Bl precipitado protéico se resuspendio en el menor
volumen posible del amortiguador B, tras to cual se desalo por a técnica de Penefski (1977).

Se determinaron la cantidad de protelna total, 1a actividad enzimatica y fa cantidad
relativa de proteina en todos los tratamientos.

La cantidad relativa de proteina BADH se puso de manifiesto por medio de un

densitometro modelo Ultrosean XL de Pharmacia.
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VI RESULTADOS
1. Purificacién de Ia BADU

La purificacion de la BADH utilizada en ¢l presente trabajo se llevo a cabo de
acuerdo a lo publicado por Valenzuela-Soto y Mudoz-Clares (1993) con algunas
modificaciones. descritas en [a seccion de Métodos y que seran discutidas mas adelante.

Se utilizaron hojas de plantas silvestres de amaranto que se expusieron a un déficit de
agua previo a fa extraccion, para incrementar la actividad de BADH. Ain después del
tratamiento de estrés hidrico no se fogro detectar actividad enzimitica en el extracto crudo.
Por ello, se precipito este extracta con sulfato de amonio y posteriormente se resuspendio
el precipitado en aproximadamente 1/10 def volumen original, con el objeto de obtener la
enzima mis concentrada. Sin embargo, se obtenian actividades muy bajas ya que el sulfato
de amonio es un inhibidor potente de la actividad enzimatica de la BADH (Valenzucla-Soto
y Muiloz Clares, 1993 ). Solo después de desalar la solucion se logré determinar la actividad
de BADH. En la Tabla 2 se muestra un resumen de los resultados obtenidos durante fa
purificacion, a partir de 200 g de peso fresco de tejido.

Ln elucion de 1a columna de cromatografia de intercambio ionico (Sefarosa Q de
flujo répido) di6 como resultado dos picos de elevada actividad enzimatica. E primer pico
de actividad coincide con la mayor parte de las proteinas que se identifican a 280 nm, Se
tomaron las fracciones 46-65 que incluyen ambos picos de actividad enzimatica, con lo que
puede eliminarse una cierta cantidad de proteinas contaminantes, recuperando la mayor

parte de la enzima (Fig. 11). En este paso se logro purificar 13 veces la proteina BADH.
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Con la cromatografia de hidroxilapatita se obtuwvo un pico de actividad enzimatica bien
definido, lograndose eliminar una gran cantidad de proteinas contaminantes (Fig. 12). Asi se
obtiene una purificacion de fa BADH de 119 veces hasta este paso.

La actividad total recuperada en et eluido de fa cofumna de 5'-AMP-Sefarosa fue
baja. lo que se refleja en un notable descenso en el rendimiento global del proeeso de
purificacion. Por otro lada, la actividad especifica se incrementd  uproximadamente 25
veces, resultando en alrededor de 3000 veces de purificacion de la enzima (Tabla 2) y (Fig.
13).

Por lo tanto, con esta purificacion se logro enriquecer la preparacion de la enzima
BADH, con la eliminacién de la mayor parte de las protelnas restantes, como puede
observarse en fa figura 4 en Ia que se muestra la SDS-PAGE de las preparaciones de
enzima & lo largo de fa pusificacion. El mondmero de la BADH corresponde a un peso
molecular aproximado de 64 kDa (Fig. 14). En clectroforesis no desnaturalizante de fa
enzima nativa puede distinguirse la banda de actividad enzimatica que carresponde a BADH
en la fraccion mas purificada (Fig. 15).

Con esta purificacion se obtuvo una banda mayoritaria en el gel SDS-PAGE que se
utilizo para la obtencion de anticuerpos. Debido a que se obtuvo poca cantidad de proteina
de la purificacion mencionada se realizo una nueva purificacion partiendo de 600 g de tejido,

con lo que se obtuvo la cantidad de proteina necesaria para la inmunizacion.
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Tahla 2, Resumen de la purificacion de BADH

Proteina Vol  Actividad  Actividad Veces Reudi-
total total total especifica  purificacion  miento
(mg) (mb) {(mU) (mU/mg) (%)
*Sephadex 1415 74 1637 1.2 _ 100
G-25
Sefarosa Q 183 53 2692%* 14.7 13 164
de flujo
ripido
Hidroxil- 9 39 1278 137 119 18
apatita
5-AMP 0.099 0.5 336 3395 2935 21
Sefarosa

* La fraccion obtenida de Sephadex G-25 es et paso inicial de la purificacién y por lo tanto
se obtiene un rendimiento del 100 %. Lo anterior es debido a que no se pueden obtener
lecturas de actividad enzimética en extracto crudo por la alta concentracion de pigmentos en %
la solucién. Por otro lado, el amonio es un polente inhibidor de la actividad enzimatica

(Valenzuela-Soto y Muiioz-Clares, 1993) por lo que es necesario desalar la resuspension de

la fraccion precipitada con sulfato de amonio. |

** EI KCl es un activador de la actividad enzimética (Valenzuela-Soto y Mufioz-Clares,

1993), por lo cual se obtienc un rendimiento mayor al inicial. Es necesario desalar la

preparacion para conocer la actividad enzimatica real.
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Fig. 1. Perfil de elucion de la actividad (—e--) de BADH de una columna de
sefarosa Q de flujo rdpido. La columna se equilibr con el amortiguador B. La elucion se
realizo con un gradiente lineal de KC! de 50-300 mM (—). El tamafio de la columna fue de
15 mi de volumen de gel. Las fracciones recolectadas fueron de 2.5 m} ¢/u. La proteina se

determing por absorbancia a 280 nm (~x—).
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Fig. i2. Perfil de elucion de in actividad de BADH (—e—) de una columna de
hidroxilapatita. Se equilibro la columna con el amortiguador C. Se aplico ia fraccion con
actividad de BADH obténida de la columna de Sefarosa Q. El tamafio de la columna fue de
10 mi de volumen de gei. Se eluyd con un gradiente lineal de concentracion de fosfatos de
25-250 mM (—). Las fracciones recolectadas fueron de 2 mi c/u. La proteina se determind

por absorbancia a 280 nm (—x—).
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Fig. 13. Perfil de elucion de la columna de 5'-AMP-Sefarosa. La columna se
equilibro con ¢f amortiguador D. La elucion se flevo a cabo con el mismo amortiguador mas

I mM de NAD' a pH 7. El tamafio de la columna fue de | mi de gel. Las fracciones

recolectadas fieron de 250 pl c/u.
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Fig. 14. SDS-PAGE de las fracciones con actividad BADH obtenidas en los diferentes pasos de la purificacion.
Carriles: (1) y (2) son 3 ug de marcadores de peso molecular (3) 120 ug de proteina total de la fraccién de sulfato de amonio de 40-53
% de saturacion. (4) 40 pg de proteina total de una fraccidn obtenida de la columna de Sefarosa Q de flujo rapido. (5) 6 ug de proteina

total de la fraccién de la columna de hidroxilapatita. {(6) 4 pug de proteina total de la fraccion de 5'-AMP-Sefarosa. (7) y (8) son 4 ug de

marcadores de peso molecular. El revelado se llevé a cabo por tincion con plata en todos los casos.
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Fig. 15. Electroforesis de la BADH nativa. En (1) se colocaron 7 pg de proteina
total (1 mU de actividad de BADH) de la fraccion de hidroxilapatita. En (2) 5 pg de
proteina total (15 mU de actividad de BADH) de la fraccion de 5'-AMP-Sefarosa. El

revelado se llevo a cabo por actividad como se menciond en Métodos.
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2. Obtencién y caracterizacion de los anticuerpos anti-BADH

Se cortd cuidadosamente la banda del gel de clectroforesis que correpondia a la
protcina BADH de acuerdo a su peso malecular (Fig. 14) y se utilizo para las inoculaciones
como se describe en Mctodos. Al dia 28, después de 3 inoculaciones. se realizo un sangrado
de prucba y con el antisuero obtenido se Hevo a cabo una titulacion del anticuerpo anti-
BADI por la técnica de dot blot utitizando como antigeno la enzima purificada.

Se observo una reaccion positiva sola con la dilucion 1:50 del suero (Fig. 16), par lo
que se reatizd una dltima inoculacion con el objeto de lograr un incremento en el titulo de
anticuerpos. Se realizo un sangrado en blanco 4 dias después, obteniéndose 100 ml, de los
cuales se extrajeron 40 ml de suero. Se repitio 1a titulacion por la téenica de slot blot,
encontrandose que la dilucion maxima para reconocimiento del antigeno es de 1:250, lo que
indica mejora en el titulo, pero aun una baja concentracion del anticuerpo anti-BADH. En
ninguno de los casos se observo reaccion positiva con el suero preinmune.

A continuacion se realizd un inmunoclectrotransferencia para determinar fa
especificidad det suero anti-BADH obtenido usando fa preparacion 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 utilizo la preparacion 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 4 la
BADH, se realizo una inmunotitulacion en solucion utilizando la preparacion de BADH
obtenida tras precipitacion con sulfato de amonio. Sin embargo, no se logro observar la
precipitacion de 1a enzima y por lo tanto la inhibicion de la actividad enzimatica. Por este

motivo se utilizd proteina A sefarosa para precipitar los complejos inmunes siguiendo el
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procedimiento descrito por Arakawa y col. (1987). A pesar de esto la inhibicion de la
actividad  fue muy baja, por lo que decidimos purificar parcialmente y concentrar el
anticuerpo precipitando el antisuero can sulfato de anonio. Despudés de la didlisis, se obtuvo
un volumen final de 6 m! del anticuerpo. % realizo una SDS-PAGE del antisuero original,
de la resuspencion de) precipitado y det sobrenadante, para contirmar la precipitacion del
anticuerpo. En esta electroforesis se observaron bandas predominantes de aproximadamente
65, 55 y 20 kDa tanto en e precipitado como en el antisuero original, que podiian
corresponder a fa albimina, a la cadena pesada y a la ligera de los anticuerpos,
respectivamente, mientras que en el sobrenadante sélo aparecio la banda de 65 kDa de la
albiimina. Con esta preparacion del anticuerpo se realizaron de nuevo la inmunotitulacion
tanto cn solucidbn como por la técnica de Western blot. Para esto ultimo, se sometio la
preparacion de la enzima BADH antes mencionada cont una actividad de 300 mU/ml a SDS-
PAGE preparativa y se transfirid a una membrana de nitrocelulosa que se colocd en una
cimara de titulacién. Con esta titulacion se obtuvo una reaccién positiva hasta una dilucion
1:2000 (Fig, 18). Se comprobé que ¢l anticuerpo obtenido por Weretilnyk y Hanson (1989)
contra la BADH de espinaca reconoce también a la enzima BADH de amaranto.

Para la imnunotitulacion de la BADH nativa en solucion se usaron diferentes
diluciones del anticuerpo para demostrar que el anticuerpo reconoce a la enzima en forma
nativa, dando como resultado una disininucion importante en su actividad enzimdtica (Fig.
19), por lo que se puede asegurar que alguna de las bandas que se observan en ¢l Western
blot corresponde a la BADH. Para reconfirmar esto, se realizo una electroforesis nativa en Ia
que se aplico en dos carriles una muestra parcialmente purificada de BADH de amaranto. Se

reveld un carril por actividad y el otro por la técnica de Western blot. E! resultado mostrd
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una banda del mismo desplazamiento por ambos revelados (Fig. 20A-2 y 20B-1), lo que
indica que el anticuerpo anti-BADH de amaranto reconoce a esta enzima. Por otro lado, en
un tercer carril del mismo gel se aplico una muestra de Psendomonas aeruginosa purificada
a homogeneidad. Tras la innmotransferencia y revelado no se observo ninguna banda, por
lo que no hubo reconocimiento por el anticuerpo obtenido frente a la BADH de amaranto

(Fig. 20A-1).
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Fig. 16. Titulacion del suero anti-BADH, del sangrado de prueba, por la técnica de
Dot blot. Se utilizo como antigeno 4 pg de proteina total (aproximadamente 1.6 pg de
proteina BADH) de la fraccion de AMP-Sefarosa. El revelado se Hevo a cabo por la
fosfatasa alcalina con el sistema estreptavidina-biotina. Las difuciones utilizadas def suero
anti-BADH fueron: (1) 1:50; (2) 1:250; (3) 1:500; (4)1:1000. (S5) Suero preinmune en
una dilucion 1:10.

Una reaccion positiva se identifica como un halo de precipitacion,
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Fig. 17. Western blot de uma preparacion con actividad BADH obtenida tras
precipitacion con sulfato de amonio 40-55 % de extractos crudos de hojas de plantas
stivestres de amaranto. (1) Hojas controles y (2) hojas estresadas con PEG 6000 durante 6
h. (3) Preparacion de enzima obtenida después de fa cromatografia en AMP-Sefarosa. La
cantidad de proteina total aplicada se indica en cada carril. En el carril 2 se aplicaron 0.2
mU de actividad de BADH, en (3) 13 mU. En la muestra control {1) Ia actividad de BADH
fue indetectable. Para la inmunodeteceion, se utilizd una dilucidn 1:100 del suero anti-
BADH. Fi revelado se llevo a cabo usando la fosfatasa alcalina con el sistema de

estreptavidina-biotina, como se describe en Métodos.

T TESS RO DE

mo e BE LA BIUGT

posc



1o kDa
84

BADH oy ¢ BADIL 64 kDa

Fig. 18. Titulacion del anticuerpo anti-BADH (parcialmente purificado) por la
técnica de Western blot. Revelado con la Tosfatasa alcalina, sistema estreptavidina-bioting
Se separaron 4.9 mg de proteina total (47.5 mU de actividad de BADH) de la Traccion
preeipitada de 40-55 % con sulfato de amanio en SDS-PAGE preparativa. Para la titulacian
del anticuerpo anmti-BADH piarcialmcnlc purificado se utilizd una camara de titulacion,
usando las siguientes diluciones del anticuerpo: (1) 1:500, (2) 1:1000, (3) 1.2000, (1)
1:3000. (5) Se uso anlicuerpo anti-BADH de espinaca (proporcionado por ¢l Dr. A
Hanson) en una dilucion 1:1000. (6) Marcadores de peso molecular pretefiidos.

Se observa una reaccion positiva con el anticuerpo anti-BADH de amaranto husta
una dilucién 1:2000 (carril 3). El anticuerpo anti-BADH de espinaca reconoce a Ja BADH

de amaranto (carnil 5).
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Fig. 19. Inmunoprecipitacion de la actividad de BADH de hojas de amaranto. La
fraccion de sulfato de amanio de 40-55 % de saturacion (1.4 mU de actividad de BADH) se
incubd con diferentes cantidades del anticuerpo anti-BADH de amaranto parcialmente
purificado. Las incubaciones se llevaron a cabo durante 2 h a 4 °C. A continuacion se
agregaron 40 pl de proteina A sefarosa y se incubd durante 1 ha 4 °C, tras lo cual se

determind la actividad de BADH remanente en ¢l sobrenadante.
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Fig. 20. (A1) Western blot de 2.5 pg de proteina BADH puriticada a homogeneidad
de  Psendomonas aeruginosa. (A2) Western blot de 7 pg de proteina total
(aproximadamente | mU de actividad de BADH) de la [raccion eluida de una
cromatografia de hidroxilapatita que presentd actividad de BADH. El Western blot se relizo
a paritir de una electroforesis no desnaturalizante y se uso ¢f revelado con el anticuerpo anti-
BADH de amaranto y la fosfatasa alcalina, sistema estreptavidina-biotina. (Bl)
Electroforesis nativa de 70 g de proteina total (aproximadamente 10 mU de actividad de
BADH) de la misma fraccion de hidroxitapatita que en A2. La banda de protcina con
actividad BADH se revelo por actividad coma se deseribe ecn 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. Variacion en la proteina BADH de hojas de amaranto en respuesta al
estrés osmatico.

Los tratamientos de estres osmotico se realizaron sumergiendo el peciolo de las hojas
en las soluciones respectivas durante 6 h bajo iluminacion. A continuacion se vealizd un
inmunoelectrotransferencia de las muestras de hojas control y sometidas a tratamiento con
PEG con cl fin de evaluar el efecto que el estrés de agua tiene sobre la cantidad relativa de
proteina BADH (Fig. 22A). A las mismas nuestras se le determiné la actividad especifica de
BADH (Fig. 21). La cantidad de proteina BADH (medida por densitomelria, Fig. 22B)
aumenta en las hojas estresadas en muy baja proporcion cuando se compara con el aumento
de actividad encontrado en estas mismas hojas. Esto se observa claramente cuando se
calcula la actividad intrinseca de BADH mediante e} cociente de la actividad BADH y la
cantidad BADH (Fig. 23).

Después de haber obtenido el resultado anterior se repitio el experimento con los
tralamientos restantes. Al término del tiempo de incubacion, las hojus sometidas al
tratamiento con PEG 6000 mostraron una clara pérdida de la turgencia, al igual que las
sometidas nl tratamiento con NaCl, mientras que aquellas tratadas con ABA, mostraban un
aumento de la turgencia comparado con el control (Fig. 24). Esto se corrobord
determinando los cambios en el peso fresco de las hojas, ya que con el tratamiento de PEG
habian perdido alrededor de un 25 % de! peso fresco original y con el de NaCl alrededor del
15 %, mientras que con ABA las hojas ganaban alrededor de 10 % de agua con respecto a
los contrales (Fig. 25).

Después de realizar la extraccion de la actividad BADH 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 enzimatica en cada uno. Se encontro un aumento de la
actividad enzimatica de 5 veces después del tratamienty con PEG con respecto al contral,
mientras que con ABA vy NaCl el aumento salo fue de alrededor de 2 veces (Fig. 26)
También se realizd un western blot con las muestras obtenidas de los 4 tratamientos
mencionados (Fig. 27A). Encontramos menor cantidad de proteina BADH en el tratamiento
con ABA cuando se comparan con el control, cloruro de sodio o ef de PEG (Fig. 27B). Con
respecto al efecto de estos tratamientos sobre la actividad intrinseca de 1a BADH (estimada
mediante el cociente de la actividad de BADH y la prateina BADH) se observé un aumento

provocado par ABA y PEG, mientras que el NaCl no tuvo un efecto apreciable (Fig. 28).
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Fig. 21 Gfecto del estrés osmotico sobre la actividad de la BADH en hojas de
amaranto. La actividad especifica se determing en la fraccion de sulfato de amonio de 40-55
% de saturacion después de desalar en Sephadex G-25 segin el método de Penefsky (1977)

Los datos que se muestran son el promedio de dos determinaciones tanto para el

control como para el tratamienta con PEG.
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Fig. 22. (A) Efecto del déficit de agua sobre la cantidad relativa de proteina BADH.
Western blot de la fraccion 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 pg de proteina 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 ningiin tratamiento, de las que se extrajo la enzima
inmediatamente después de ser cortadas de la planta (carril 1). El revelado se llevo a cabo
con ef anticuerpo anti-BADH de amaranto, con la fosfatasa alcalina, sistema estreptavidina-
biotina,

(B) Densitometria de las bandas de proteina BADH obtenidas por el Western blot
(A). E! control corresponde al promedio de la densitometria obtenida para los carriles | y 2.
PEG es un promedio de la densitometria obtenida para los carriles 3 y 4.

Los datos que se muestran son del experimento més representativo.
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Fig. 23. Efecto del déficit de agua sobre la cantidad de proteina BADIL
Actividad intrinseca de BADH estimada mediante el cociente de la actividad BADIt y la
proteina BADH determinada por densitometria, en hojas control y tratadas con PEG.

Los datos que se muestran son el promedio de dos determinaciones tanto para el
control coma paya el tratamiento con PEG. |

La actividad de la BADH se muestra en la Fig. 21, La proteina BADH se muestra en

I Fig, 228,
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Fig. 24. Cambios de Ia turgencia de las hojas de amaranto tras 6 h de tratamiento
(1) Hojas tratadas con PEG 17.2 % (p/v). (2) Hojas tratadas con NaCl a una concentracion
de 500 mM. (3) Hajas controles mantenidas en agua destilada. (4) Hojas tratadas con ABA
50 uM.

Se muestra un experimento tipico.
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Fig. 25. Efecto del estrés osmotico y del ABA sobre el contenido relativa 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 tipico.

Los datos corresponden a los tratamientos que se muestran en la Fig. 24.
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Fig. 26. Efecto del estrés osﬁ\()tico o del tratamiento con ABA sobre Ja actividad de
BADH en hojas de amaranto. La actividad especifica se determiné en Ja fraccion de sulfato
de amonio de 40-55 % de saturacion después de desalar en Sephadex G-25 segin el método
de Penefsky (1977).

Se muestra un experimento tpico.

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
saturacion, de extractos crudos de hojas sometidas a los diferentes tratamientos. (1) Hojas
control. (2) Hojas tratadas con ABA 50 uM. (3) Hojas tratadas con NaCl 500 mM. (4)
Hojas tratadas con PEG 17.2 % (p/v). A cada uno de estos carriles se aplicaron 175 pg de
proteina total. En (5) se aplica una fraccion obtenida de hidroxilapatita (3 pg de proteina
total). El revelado se llevé a cabo con el anticuerpo anti-BADH de amaranto, con la
fosfatasa alcalina, sistema estreptavidina-biotina.

B) Densitometria de las bandas de proteina BADH obtenidas por el Western blot
(A). El control es la densitometria obtenida de la proteina BADH del carril 1. ABA
corresponde a la del carril 2. NaCl es la densitometria del carril 3 y PEG es la del carril 4.

Los datos que s¢ muestran carresponden a los tratamientos de la Fig. 24,
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Fig. 28. Cociente de la actividad BADH y la proteina BADH (actividad intrinseca)
determinada por densitometria en hojas sometidas a los diferentes tratamientos
Se muestra un experimento tipico.

Las condiciones son las descritas en el pie de la I'ig, 24.
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VIIL DISCUSION
1. Purificacion de 1a BADII

Para lograr ¢l objetivo general de esta investigacion, que era el de conocer la
variacion de la proteina BADH en respuesta al estrés osmotico, era indispensable obtener la
proteina BADII totalmente purificada para la obtencion de anticuerpos policlonales
especificos. Sin embargo, en este trabajo no se llegd a la purificacion total, porque el
rendimiento final que se obliene en la cantidad de proteina es muy bajo y para lograr un
titulo alto de anticuerpos se requiere inocular al conejo con cantidades relativamente altas de

proteina, La BADH sc encuentra en las hojas de amaranto en una proporcién muy baja, ain

después de someterlas a estrés osmdtico, ya que constituye menos del 0.1 % de la cantidad

total de proteinas que se extraen, como se discute mas adelante. Por esta razon, fue
necesario utilizar bastante tejido para lograr obtener una buena cantidad de enzima,
considerando que después de! ultimo paso de purificacion (5'-AMP-Sefarosa) se obticne,

cuando ms, un 20 % de la proteina inicial. Aun sin haber logrado una purificacion total, la

SDS-PAGE resolvi6 el objetivo de este estudio de una manera muy satianctoﬁa, pues con

este método fue posible obtener una banda homogénea correspondiente a la BADH én

cantidad suficiente para obtener una inmunizacién eficiente.

El desalado con Ia columna de Sephadex G-25 utilizada tras el paso de préqipitacié'n .

con sulfato de amonio, tiene como ventaja que ademds de eliminar esta sal que inhibe la
actividad enzimética, también elimina muchos de los pigmentos que pueden interferir con la

determinacion de la actividad enzimatica debido a la alta absorbancia que le conficren a la

solucion. Ademds, muchos de estos pigmentos interfieren también con las columnas de '

cromatografia utilizadas en los pasos de purificacion posteriores. Si la eliminacion de las
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sales se reatiza por didlisis, no se climinan estos pigmentos, y ¢l tiempo requerido para la
didlisis ¢s mucho mis largo, lo que podria dar lugar a pérdidas de actividad por fa accion de
proteasas posiblemente presentes en el extracto.

La columna de intercambio ionico (Setaross Q de flujo rapido) permite una buena
purificacion, pero es necesario desalar la preparacion para conocer el rendimiento seal, ya
que 1a clucion de esta columna se realiza con KCI, el cual es un activador de la BADH
(Valenzuela-Soto y Muioz-Clares, 1993). La columna de hidroxilapatita también permite
una buena purificacion adicional con relativamente buen rendimiento. El problenm se
encontro en la columna de 5-AMP-Sefarosa, ya que aunque mediante esta cromatografia de
afinidad sc logra climinar una gran cantidad de proteinas también se pierde una alta
proporcton de la actividad enzimatica, lo que da como resultado un rendimiento muy bajo.
Es prabable que el bajo rendimicnto obtenido en ¢l tltina paso (21 %), se deba a que et pH
optimo al cual se adhiere la enzima a la matriz de afinidad es de 5.5, y a este pH la enzima es
inestable. Sin embargo, ef objetivo de este trabajo no era poner a punto un método Sptimo
de ;;uriﬁcacién de la enzima, sino la obtencian de anticuerpos frente a ella, por lo tanto este
procedimiento curmplié con fas necesidades para continuar con la inmunizacion,

Una gran limitante por no haber obtenido fa BADH pura es que no se pudo conocer
con exactitud la cantidad de proteina correspondiente a ella. Sin embargo, para realizar la
inmunizacion se realizd una estimacion de 1a proteina considerando la actividad especitica de
esta proteina pura (2.5 U/mg) que fue reportada por Valenzuela-Soto y Muiloz-Clares
(1993). Con esta estimacion no se considera a fa enzima que pueda estar inactiva, pero que
aun asi puede estimular la sintesis de anticuerpos. Par otro lado, parece ser que la

cuantificacion de proteinas por el método de Brudford no es muy cfectivo para fa
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cuantificacion de la BADH, ya que al hacer la estimacion mencionada encontramos que hay
mayor cantidad de proteina BADH que la proteina total que se detecta por Bradford Asi, en
la Tabla 2 se tiene, al final de la purificacion, 99 pg de proteina total, y 336 mU de actividad

de BADH, lo que corresponde por su actividad especifica a 134 pug de BADIL

2, Obtencién y caracterizacion de los anticuerpos anti-BADH

La banda que se decidio wilizar para la inoculacién, obtenida en SDS-PAGE
preparativa, fue aquella que corresponde a aproximadamente 64 kDa y que al realizar la
electroforesis con las fracciones obtenidas de los diferentes pasos de la purilicacion,
aumentaba de intensidad conforme la purificacion era mayor, lo cual se observa claramente
en la Figura 14. Estos hallazgos significan que a medida que la banda es mas intensa en
relacion al resto, la actividad especifica también aumenta, indicando que ésa es la BADH y
por lo tanto la adecuada para inmunizar.

Muis adn, la obtencion de anticuerpos se facilita cortando la banda del gel porque el
gel de poliacrilamida funciona como un adyuvante, ya que evita que la proteina se difunda
con rapidez ademas de que aumenta el area de contacto, lo que permite que el antigeno
permanezca mayor tiempo en el organismo y tenga, por lo tanto, mayores posibilidades de
estaren contacto con las células inmunocompetentes.

En realidad, el titulo obtenido de los anticuerpos anti-BADH no fue muy elevado, lo
que podria deberse en parte a que la proteina desnaturalizada es pequefia y de un peso
molecular relativamente bajo. Por lo general, las antigenos de mayor tamaio y peso
molecular (mayor a 100 kDa) son los que suelen dar mayores titulos de anticuerpos (Kiein,

1990). Por otro lado, se sabe que existe una BADH en los mamiferos con alta homologia
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(entre el 75-77 % como se sefiala en la Tabla 1) (Boyd y col., 1991). por lo que aunque ¢l
congjo esta muy alejado filogenéticamente de las plantas, la alta similitud de esta proteina
inter-cspecie puede causar una baja respuesta inmunologica a esta enzima en el conejo. Un
factor mas que pudo influir en cl tiwo final del anticuerpa es la cantidad de proteina
inoculada, ya que debido a que ésta no se obtuvo pura, no se conocia la concentracion
exacta de BADH contenida en la dltima fraccion de fa purificacion.

Aunque el dat blot y ¢l slot blot dieron reacciones positivas, no se puede asegurar
por estas téenicas que ¢l reconocimiento de la BADH por el anticuerpo es especifico. Por lo
que se realizaron inmunoelectrotransferencias usando la técnica de Western blot. Los
resultados mostraron 3 bandas, una de las cuales tenia un peso molecular de 64 kDa que cs
lo esperado para la BADH y las otras dos bandas con un menor peso molecular (entre 50 y
30 kD). Estas pueden corresponder a proteinas que comparten determinantes antigénicos
con la BADH, ya que como los anticuerpos obtenidos son policlonales, hay una mezcla de
cllos dirigidos contra otras proteinas, o contra epitopes que podrian estar presentes en
diferentes proteinas, sobre todo en otras aldehido deshidrogenasas. Otra posible explicacion
es que fos anticuerpos reconozean productos de degradacion de la BADH. En SDS-PAGE
una lisnda de proteina con practicamente la mitad del peso molecular original sugiere un
producto de degradacion. A pesar de esto, se pueden utilizar estos anticuerpos porque se
identifica sin duda alguna cual es la banda correspondiente a la BADH, como se explica a
continuacion.

Para corroborar que el anticuerpa reconoce a la BADH se realizo um
inmunoprecipitacion de la actividad enzimética. Para este fin es indispensable que el

anticuerpo reconozca la forma nativa de la enzima, ya que la inoculacion al concjo con la
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proteina desnaturalizada resulta en la sintesis de anticuerpos dirigidos contra regiones de la
proteina que nonmalmente no estan expuestas cuando ésta se halla en su forma nativa. Si los
determinantes antigénicos se hallan dispuestos conformacionalmente de tal forma que no
formen la malla necesaria para la precipitacion, se requiere de un facilitador de union. Laos
anticuerpos por si mismos no precipitaron a la BADH, por lo que fue necesario el uso de
proteina A sefarosa, como fue descrito por Arakawa y col. (1987). La proteina A
estafifocdceica tiene alla afinidad por la region Fo de los anticuerpns, y al estar unida en
forma covalente a la sefarosa, lo que fa hace insoluble, facilita la precipitacion de las
complejos inmunes. Aun utilizando esta metodologia no se observo una disminucion
importante de la actividad enzimatica después de la incubacion con los anticuerpos, por lo
que se decidio concentrar a estas ltimos. Para ello, se empled la precipitacion diferencial de
los anticuerpos con sulfato de amonio. El resultado fue muy satisfactorio observandase una
disminucion de la actividad de BADH soluble, debida a que la enzima es reconocida por los
anticuerpos ¢ inmunoprecipitada. La inmunoprecipitacion es importante no solo para
confirmar el reconocimiento del antigeno por el anticuerpo, sino también porque puede
resultar un método muy atractivo para estudios en las que se requiera obtener ta proteina
pura en un s6lo paso a partir de extractos crudos, como seria en la investigacion de una
probable modificacion covalente de la enzima *in vivo”.

Otra manera de corroborar que los anticuerpos reconocen a la BADH es somictiendo
una preparacion de enzima a electroforesis nativa y comparando las bandas obtenidas por el
revetado por actividad con las obtenidas por inmunoelectrotransferencia de esta
electroforesis nativa. En este experimento se observd que la banda con actividlad BADH

corre en ¢ gel a la misma altura que 1a revelada por ¢l anticuerpo (Fig. 20). En la
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clectroforesis nativa también se pusieron de manifiesto otras bandas, como ocurre en
electroforesis desnaturalizante. Es posible que 1a banda de menor corimiento que se observa
en la fraccion purificada separada en el gel nativo, corresponda a la isoenzima citosolica de
la BADH, como reporto Weretilnyk y Hanson (1988) (Fig. 10). Esta isoenzima se encuentra
en mucho menor proporcion, por lo que no se distinguio en la electroforesis nativa revelada
por actividad. Sin embargo, ¢l Western blot es un método tan sensible que puede detectar la
banda en cuestion (Figura 20). Las fracciones precipitadas con sulfato de amonio
presentaron en estas electroforesis, un corrimiento sin ser bandas definidas, las cuales si
podrian corresponder a productos de degradacion.

De estos estudios, es interesante resaltar la semejanza inmunologica de la enzima
BADH en plantas, pues tos anticuerpos obtenidos contra Ia BADH de espinaca reconocieron
también a la de amaranto. lgualmente, Arakawa y col. (1992) demostraron que los
anticuerpos obtenidos contra fa BADH de espinaca reconocen a la de fa cebada, lo que
indica que ambas tienen una gran cercania estructural, que muy posiblemente depende de ta
existencia de regiones conservadas compartidas. FEsto sugiere un ancestro comin
(Weretilnyk y col., 1989) para algunas especies de plantas. Por otro lado, la BADH de las
plantas difiere inmunologicamente mucho de la de bacterias, ya que el anticuerpo contra
amaranto es incapaz de reconocer a la BADH 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 BADH de espinaca no mostraba reaccion
cruzada alguna con la BADH de L. coli., demostrando la ausencia de similitud estructural
entre estas dos BADHs. Ello los llevo a sugerir que la BADH de plantas estd

filogenéticamente alejada de la de £. coli, debido ademas a las diferencias tanto en el tamaiio
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nativo como en ¢l nimero de las subunidades de una y otra enzima Boyd y col. (1991)
mostraron un 38 % de aminoacidos idénticos entre fa BADH de espinaca v [a de L. coli
(Tabla 1) que sin embargo, por lo ya sefalado. no parecen estar en sitios relevantes de

exposicion para ser reconocidos por los anticuerpos.

3. Variacién en la proteina BADII de hojas de amaranto en respuesta al
estrés nsmaoticn,

En un trabajo previo realizado por Valenzucla-Soto y Muioz-Clares (1993), se
encontrd que en las hojas de amaranto existe un incremento de la actividad de BADH en
respuesta a déficit de agua en tan solo 2 h de tratamiento, el cual parece un tiempo
demasiado corto para pensar en una sintesis de “nove” de la proteina. El aumento de la
actividad de la enzima BADH cuando fas hojas se sametian a un estrés hidrico con 17.2 %
(p/v) de PEG (-1 MPa) alcanzaba su méaximo a las 4 h., momento en que legaba a un 60 %
de contenido relativo de agua (Valenzuela-Soto y Mufioz-Clares, 1993). En este trabajo se
le aplicaron diferentes tratamientos a las hojas de amaranto, con el objeto de analizar si los
cambios producidos por el estrés osmotico en actividad corresponden a cambios en la
proteina BADH. Los tratamientos se realizaron por 6 h, que es un tiempo suficiente para
observar la respuesta en actividad enzimatica.

Los resultados de este trabajo indicaron en todos los casos, que los controles tienen
proteina BADE, aunque su actividad enzimética es muy baja, lo que sugiere que las hojas de
amaranto no estresadas tienen cierta cantidad de enzima BADH inactiva que se activa con
los tratamientos de estrés osmatico. Ademas, las hojas sometidas a déficit de agua con PEG

mostraron un aumento de actividad BADH mucho mayor al auntento observado en la
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proteina BADEE (Figs. 23 y 28). Esto parece indicar, que ademds de haber sintesis
incrementada de proteinas, también podria haber una activacion 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 Hanson, 1992, Arakawa y col,, 1992 ¢ Ishitam
y col.,, 1995) que habian observado un aumento muy importante tanto en el RNAm como en
la proteina BADH a tiempos mayores de 24 h, {o cual justificaba ef aumento en la actividad
BADH.

El amaranto es ny sensible a cambios osmoticos en su medio de crecimiento, tanto
asi que ¢l 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 Ia turgencia en tan sélo 20 min cuando no se han cortado las
hojas de la planta. Por esta razon, es posible que los mecanismos de regulacion de la
actividad dc fa BADH se lleven a cabo en tiempos mucho mis cortos que en plantas mas
resistentes al estrés osmético. De hecho, es posible que ef uso tan eficiente de agua sea
debido a fa répida sintesis de osmolitos protectores como lo es la glicina betaina. La
activacion por modificacion covalente suele ser una respuesta mucho mas répida que la
sintesis de “novo", lo que podria explicar ef aurnento de fa actividad enzimitica en tiempos
tan cortos observada bajo nuestras condiciones experimentales.

Por otro lado, se determind que las hojas controles y estresadas de plantas silvestres
contienen mucha mayor cantidad de proteina 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 BADH. Estas plantas silvestres tienen mucho mds

pigmentos que las plantas crecidas en el invernadero, los cuales podrian interferir con fa



determinacion de actividad enzimatica que de este modo podria subestimarse. Por otro tado,
existen evidencias de que algumas plantas incrementan su capacidad de tolerancia de
periodos de estrés debido al incremento de solutos, cuando han sido previamente expuestas
a dicho tratamiento (Morgan, 1984), por lo que es posible que estas plantas hayan sufrido
previamente periados de estrés hidrico y por lo tanto necesitan ser sometidas a tratamientos
mas fuerte para presentar una respuesta importante. Mas ain, la presencia de una alta
cantidad de pigmentos es una sefial de que estas plantas han sufrido de algan tipo de estrés.

Al realizar el experimento con los cuatro tratamientos (control, ABA, NaCl y PEG)
se encontrd de nuevo ¢n el tratamiento con PEG un aumento mayor en la actividad de
BADH que el aumento en protefna. Los controles que se tuvieron 6 h en ngua tambicn
mostraron un ligero aumento en la protefna BADH, sin presentar un aumenio de la
actividad, al compararse con hojas tomadas directamente de la planta. Mas ain, las hojas
controles también presentaron una pérdida de la turgencin debido al corte, por lo que {a
sefal de sintesis de proteina puede ser asignada por cambios en el volumen celular, como fue
discutido por McCue y Hanson (1992).

Las tratamientos con NaCl y ABA dieron como resultado efectos contrarios, ya que
con ABA se observd una disminucién de la cantidad de proteina BADH con un ligero
aumento de actividad enzimdtica, lo que resulta en un auntento de la actividad intrinseca.
Por el contrario, el tratamiento con NaCl produjo un aumento de proteina BADH y un
aumento ligero en la actividad. Por ello, [a actividad intrinseca de BADH con ABA se
incrementa, asi como también con PEG, mientras que disminuye con NaCl (Fig. 28). Esto
sugiere que los mecanismos que promueven el aumento de la actividad con los tres

tratamientos son diferentes, y fque el ABA provoca la activacion de [a enzima sin inducir
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sintesis de proteinas, en un corto plazo. va que otros autores han encontrado una aumento
de RNAm a tiempos mayores de 24 b (McCue y Hanson, 1992, Ishitani y col, 1995)
Micntras tanto, el NaCl genera alguna seial de sintesis de proteinas, ya que aumenta tanto
la actividad de la BADH como la cantidad de proteina. Hay que recardar que la pérdida de
agua conlleva al aumento de los niveles de ABA interno, por lo que cualquiera de los
tratamientos con NaCl y PEG deben involucrar de alguna manera la accion de ABA. En este
aspecto, no se puede saber en ninguno de los tratamientos la contribucion que tiene ef ABA
enddgeno en esta respuesta ya que nosotros no determinamos estos niveles.  Por otro lado,
también hay quc considerar que estos experimentos no se llevaran a cabo con la planta
completa, por lo que las sefiales que se generan deben ser dentro de Ja misma hoja. Ishilani y
col. (1995) ya habian observado con anteroridad que la respuesta de la planta a esteés
osmoético en ausencia de las raices es mucho menor, lo que les hizo concluir que las raices
deben estar involucradas en la liberacion de algin mensajero, sin embargo, {a respuesta no
depende totalmente de la presencia de las raices, como se demuestra en este trabajo.
Multiples estudios apoyan la idea de que e} ABA provoca la liberacion de segundos
mensajeros como e trifosfato de inositol o la acumulacion de Ca®* que son capaces de
provocar cambios muy répidos por medio de la fosforilacion de proteinas (Skriver y Mundy,
1990), lo cual se puede correlacionar con nuestros resultados, ya que en este trabajo se
observo que e} ABA provoca un aumento de la actividad intrinseca de la BADH que puede
ser debido a una modificacion covalente de la enzima. La seffal 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 sefial. Por otro lado, el tratamiento con ABA mostré una menor cantidad de proteina
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BADH que incluso el control (Fig. 27), lo que estaria hablando de que el ABA provoca. por
un lado, una inhibicion de la sintesis de proteina BADEE y por otro lado la activacion de la
proteina 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 sintesis de BADH debido a que las hojas no soporta el corte de la
planta.

El aumento de la proteina BADH en respuesta al tratamiento con NaCl podria
explicarse por cambios en el potencial osmético de fa células, que pueden provocar la
induccion 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 NaCl a
células de remolacha bajaban los niveles de RNAm de BADH, mientras que si utilizaban la
planta completa observaban un aumento en este RNAm. Esto quiere decir que la sintesis de
proteina BADH no es una respuesta directa a la sal, sino que debe existir algin mensaje que
permita la sintesis de proteina. En nuestro caso puede haber alguna sefial producida por el
cambio cn el potencial osmético.

El aumento de la actividad intrinseca de la BADH por el tratamiento con PEG debe
tenter una via de transduccion de seiales diferentes a las que se producen en respuesta a
NaCl y ABA, ya que ¢l PEG no entra a las hojas por su tamaiio molecular, por lo que su
accion depende totalmente del déficit de agua y por lo tanto de la pérdida de la turgencia,
mientras que el NaCl tiene la capacidad de penctrar a las células y causar cambios
directamente dentro de Ja célula. Asi mismo, ¢l ABA también penetra a las hojas y puede
causar su efecto uniéndose a receptores de membrana que provoquen la liberacion de

segundos mensajeros (Hartung, 1983).
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Estos resultados permiten desarrollar la hipotesis de que en respuesta al estres
osmatico exista alguna modificacion covalente de ta proteina BADH. Asi. se abren nuevos
caminos de estudio para lograr comprender fos mecanismos que promucven fa resistencia y
la adaptacion de las plantas a medios deficientes en agua o con altas concentraciones de
sales. La fosforilacion es un candidato idonco para fa activacion de ta enzima, ya que este
tipo de modificacion covalente es muy comin en las proteinas. Ademds, el analisis
estructural por programas de computacion a partir de la secuencia primaria de fa BADH de
espinaca, indican que existe un sitio de nuy alta hidrofilicidad que tiene la secuencia
consenso para fusforifacion por la protein cinasa C.

La importancia de estos estudios radica cn la necesidad de obtener plantas
transformadas que resistan la sequia y por lo tanto permitan tener cultivos mas productivos.
Estudios realizados por Rathinasabapathi y col. (1994) ¢ Ishitani y col. (1995) demuestran
que es posible realizar ingenieria genética, introduciendo el gen de fa BADH a plantas que
mo lo tienen (en estos casos la planta utilizada fue el tabaco), volviéndolas mas resistentes al
estrés osmotico por la sintesis de glicina betaina, practicamente en iguates proporciones que
las plantas que si fa producen de forma natural. Sin embargo, atin con estos hallazgos, no es
posible todavia obtener cultivos transgénicos de mayor resistencia al estrés osmotico, ya que
no se conocen todos los mecanismos de activacion y de vegulacion de las enzimas
involucradas en esta respuesta. De esta manera, es de gran importancia conocer todos los
mecanismos de adaptacion antes de realizar la manipulacion genética, ya que de no ser asi,
se pondrian en riesgo los cultivos de interés agricola. Asi, se obtendrian plantns capaces de
resistir ambientes extremos de manera satisfactoria y con la posibilidad de controlar esta

respuesta.



Con este trabajo se comienza una nueva linea de investigacion sobre fa proteina
BADH que no habia sido explorada con anterioridad. El estudio de ta posible activacion por
modificacion covalente de la BADH podra paner en claro muchos de los mecanisinos de

respuesta que hasta ahora siguen siendo dudosos

IX. CONCLUSIONES

Con este trabajo se abre un nuevo camino en la investigacion de los mecanismos de
induccion de la enzima BADH en respuesta al estrés osmotico. A continuacion se enumeran
los resultados s destacables de este trabajo y las conclusiones que de ellos se derivan:
1) Se obtuvieron anticuerpos policlonales frente a ta enzima BADH purificada de hojas de
amaranto. Estos anticuerpos reconocen a la BADH, por fo que lo que fueron utilizados para
¢l estudio de 1a cantidad relativa de proteina BADH.
2) La BADH de amaranto tiene alta homologia inmunologica con la BADH de espinaca,
mientras que no la ticne con la de P, aem&.rinosa.
3) La respuesta a corto plazo de la actividad BADH a estrés osmotico parece estar dada, en
gran parte, por un mecanismo de activacion de la enzima BADH preexistente. Esto debido a
que en las hojas de plantas controles que no han sido sometidas a ningln tratamiento de
estrés, se encuentra proteina BADH inactiva, y que el aumento en la actividad enzimatica
que s¢ observa como resultado de los tratamieutés. es mayor que ¢l aumento en la proteina
BADH,
4) Fl tratamiento con ABA provoca un aumento en la actividad intrinseca de la BADH, asi
como también el tratamiento con PEG, a diferencia del tratamiento con NaCl, por lo que el

ABA podria estar involucrado en estos mecanismos de activacion,
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S) A pesar de que tanto e} ABA como el PEG inducen un aumento de la actividad
intrinseca de BADE en hojas de amaranto cuando son comparados con un control, las
vias de transduccion de sefiales que conducen al incremento en la prateina BADH y/o

activacion de la enzima parecen ser diferentes para cada uno de ellos.

X. PERSPECTIVAS

Con este estudio se obtuvieron evidencias de una posible activacion de la enzima que
constituirfa fundamentalmente la respuesta a corto plazo de esta actividad enzimdtica al
estrés osmatico. Estos resultados difieren de los obtenidos cuando se realizan tratamientos a
largo plazo en otras plantas. Por esta razon, creemos necesario continuar con esta via de
investigacion 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 podran ser utilizados para realizar estudios
“invivo" de modificacion covalente por técnicas isotopicas e inmunoprecipitacion. Asi, este
trabajo pone las bases para continuar con estos estudios mencionados. Por otro lado, surge
la necesidad de estudiar las vias de transduccion de sefiales que pueden estar involucradas en

esta respuesta, donde el ABA puede participar de manera importante.
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XL APENDICE
1. Equipo

Agitador magnético Thermolyne

Ultracentrifuga Sorvall

Potenciometro Beckman

Refrigeradores a 4 C

Congeladores de 0 °C, -20°C y -70 °C.

Densitometro Pharmacia KB Ultroscan XL.

Equipa de Electroforesis Hoefer Scientific

Equipo de ultrafiltracion Nalgene

Cimara de transferencia semi-himeda Pharmacia LKB

Espectrofotometro Beckman DU 7500 con bailo recirculante de agua a temperatura
controlada

Transtluminador de fuz blanca

Céamara para titulacion BioRad

Columnas para cromatografia

Calectror de fracciones Pharmacia LKB

Bombas de flujo regulado Pharmacia LKB

Computadoras

Balanza analitica Ohaus

Vortex Thermolyne

Chmara de agitacidn orbital con temperatura controlada Lab Line instruments

2, Material

Algodon

Cajas de petri

Celdas de plastico para espectrofotometro
Embudo de filtracidn rapida

Gasa

Gradilla

Jeringas de 3 ml

Matraces volumétricos

Matraces erlenmeyer

Mechero

Microjerinjas Hamilton de 25 y 50 pt
Micropipetas automaticas de 40-200 y 200-1000 p!
Papel filtro

Papel de nitrocelutosa

Papel para medic pH entre 5.5-72y 7-8.5
Pinzas

Pipetas graduadas

Pipetas pasteur
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Pipetas volumétricas

Probetas graduadas

Tijeras

Tubos de ensayo

Tubos ependorf de 500 ptly 1.5 ml
Tubos para centrifuga

Vasos de precipitado

3. Reactivos

ABA (Acido abscisico) Sigma

Acido acético Merck

Acido citrico Merck

Acido clorhidrico Merck

Acido ortofosforico Merck

Acrilamida Sigma

Adyuvante completo de Freund

Alcoliol 96 % Merck

Anticuerpo anti-IgG de conejo, conjugado con biotina (Serotec)
Arena de mar Sigina

Azul brillante de Coomassie G-250 Beringer
Azul brillante de Coomassie R-250 Beringer
Azul de tetrazolio Sigma

Betaina aldehido Sigma

Bis-Acrilamida Sigma

BSA (Albamina sérica bovina) Gibco BRL.
Cloruro de magnesio Sigma

Cloruro de potasio Sigma

Cloruro de sodio Sigma

EDTA (acido dinitrotetraacético) Merck
Formaldehido Merck

Fosfatasa alcalina conjugada con estreptavidina Promega
Fosfato monobasico de potasio Sigma
Fosfato dibasico de potasio Sigma

Fosfato de potasio Sigma

Glicerol Merck

Glicina Sigma

Hepes (N-{2-Hydroxyetil} piperi-zina-N'-{ &cido 2-ctanosulidnico}) Sigma
Hidroxido de amonio Sigma

Hidroxido de potasio Sigma

Hidroxido de sodio Sigma

Hidroxilapatita BioRad

Leche descremada Carnation
f-mercaptoctanol Sigma

Metanol Merck
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Metosulfato fenazona Sigma

NAD' (Nicotinamida-Adenina-Dinucledtido) Sigma
Nitrato de plata Sigma

Pirofostato de potasio Merck
Polietilénglicol 6000 Sigma

Proteina A sefarosa CL-4B Pharmacia
Sacarosa

SDS (Dodecil sulfato de sodio) Sigma
Sefarosa 5'-AMP Pharmacia

Sephadex G-25 BioRad

Sefarosa Q de flujo rapido Pharmacia
Sulfato de amonio ultrapuro Gibco BRL
Tris (Hidroximetil-aminometano) Sigma
Tween 20 Sigma

4. Preparacion de soluciones

A) Amortiguador de extraccion de pirofosfato de potasio pH=8.5

Compuesto Concentracion Cantidad Volumen total
Pirofosfato de 100 mM 330348 g 1L

potasio

EDTA (acido I mM 0.3720 8. Pl
etifendinitritotera-

acético)

Glicero! 10 % (V/IV) 100 ml

B-mercaptaetanol 10 mM 643 mi

Se ajusta el pt a 8.5 con HCI

B) Amortiguador de fosfatos pt=7.8 para columnas G-25 y de flujo rapido

Compuesto Concentracion Cantidad Volumen total
Fosfato monobasico 25 mM 34022 11

de potasio

EDTA (dcido I mM 03720 1L
etilendinitrilotera-

acético)

Glicerol 10 % (VIV) 100 mi 11,
B-mercaptoctanol 10 mM 643 ml HE

Se ajusta el pH a 7.8 con KOH

B.1) Amortiguador B mas 50 mM de KCl

Compuesto  Concentracion Cantidad Volumen total
KCl 50 mM 3.7280 ¢, I 1.de amortiguador B

B.2) Amortiguador B mas 300 mM de KCI
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Compuesto Concentracion Cantidad Volumen total
KCI 300 mM 22.3680 g, 1 1. de amortiguador
B

C) Amortiguador de fosfatos pH=7.5 para columna de hidroxilapatita

Compuesto Concentracion Cantidad Volumen total
Fosfato monobasico 10 mM 1.3609 g. 1L

de potasio

EDTA (4cido I1mM 03720 g. I L
etilendinitrotera-

acético)

Glicerol 10% (V/V) 100 ml 1L
B-mercaptoctanol 10 mM 643 ml 1.

Ajustar pH a 7.5 con KOH

D) Amortiguador de fosfatos pH= 5.5 para columna de 5'-AMP-Sefarosa.

Compuesto Concentracion Cantidad Volumen total
Fosfato monobdsico 25 mM 3.4022 g, 1l

de potasio

EDTA (4cido I mM 0.3720 g 1L
ctilendinitrilotera-

acético)

Glicerol 10% (V/V) 100 mi 11
f-mercaptoetanol 10 mM 643 ml T

Ajustar pi{a 5.5 con KOH

D.1) Amortiguador D mas 1 mM NAD*

Compuesto Concentracion Cantidad Volumen total
NAD* I mM 0.6034 g. 1 1. de amortiguador
D

E) Amortiguador Hepes/KOH pH 8.2, NAD' 0.75 mM, betaina aldehido 0.375 mM para
ensayo de actividad

Compuesto Concentracion voluten Concentracion final
Hepes/KOH pH=8.2 400 mM 100 ml. 100 mM

NAD* 20 mM 15 ml 0.75 mM

Betaina aldehido 10 mM 15ml 0.375 mM

Agua 250 ml

Enzima 20

incubacion a 30° C

E.1) Hepes/KOH pH 8.2
Compuesto Concentracion Cantidad Volumen total
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Hepes (N-{2- 400 mM 23.8300 ¢ 0.2501
Hydroxyetil} piperi-

zina-N'-{acido 2-

etanosulfonico})

Ajustar el pH a 8.2 con KOH

E2)NAD" 20 mM

Compuesto Concentracion Cantidad Volunten total
NAD* (p- 20 mM 0.6634 g 0051
Nicotinamida adenina

dinucleotido)

E.3) Betaina aldchido 10 mM

Compuesto Concentracion Cantidad Volumen total
Betaina aldehido 10 mM 0.05t1 g 0.051.

F) Bradford para cuantificacion de proteinas

Contpuesto Concentracian
Azul brillante de Cumassie  0.01 % (p/v)
G-250

Etanol 4.7 % (p/v))
Acido Fosforica 8.5 % (p/v)
(ortofostorico)

Se disuclven 100 mg de Azul brillante de Cumassie G-250 (CBB) en 50 ml de etanol
al 96 %: Se adiciona a esta solucion 100 ml de acido fosforico al 85 % (P/V). Se afarala
solucion a 1 | con agua. Sc deja en agitacion toda la noche. Se filtra y s¢ guarda en frasco
ambar protegiendo de la luz.

G) Solucion de complejo de plata para revelado de la electroforesis

Se prepara una solucion de 0.4 g de AgNO3 ¢én 4 mi de agua y una solucion de 21 mi de
0.36 % de NaOH y 2.75 ml de NH4OH al 30 %. A fa mezcla de NaOH y NH4OH se agrega
gota a gota la solucion de plata con agitacion. Se aford a 100 ml.

H) Solucion de fromaldehido para revelado de la electroforesis por tincion con plata,
Se prepara una solucion de 2.5 ml de acido citrico al | % y 270 pl de formaldehido al 35 %
llevando el volumen a 500 ml con agua.

1) Solucion para desteiir el gel

Compuesto Concentracion Cantidad Volumen total
Metanol 50 % (v/v) 500 mi 1L
Acido acético 10 % (viv) 50 ml 1L

J)y Amortiguador de transferencia .
Compuesto Concentracion Cantidad Volumen total



Tris 20 mM 24228 ¢

Glicina 150 mM 11.2605 g
Metanol 20 % (viv) 200 ml
K) Amortiguador TBS pH=74

Compuesto Concentracion Cantidad
Tris 0.05M 6.06 g
NaCi 02M 117g

Ajustar el pH a 7.4 con HCI

L.1) Amortiguador TBST (TBS con Tween 20)

Compuesto Concentracion Cantidad
Tween 20 0.05 % (VIV) 0.2 ml
M) Amortiguador de Blogqueo

Compuesto Concentracion Cantidad
Leche descremada 6 % (P/V) 128
marca Carnation

N) Amortiguador para el sustrato de fosfatasa alcalina

Compuesto Concentracion Cantidad
Tris 0.1 M 121g.
NaCl 0.1M 058g.
Cloruro de magnesio  0.05M 1.02g.
(MgCiz )

Ajustar el pH a 9.5 con HCL

0) Solucion de acido abscisico 50 nM
Compuesto Concentracion Cantidad
Acido abscisico 50 mM 0.0007 g,

H
M

Volumen total
H
.

Volumen total
0.4 1. de solucion M

Volumen total
0.02 1. de solucion
N.l (TBST)

Volumen total
0.11
0.1
0.1

Volumen total
0.051

Se pesan aproximadamente 0.0007 g. de dcido abscisico en un tubo ependorfT y se
adiciona } ml de etanol. Agitar en vortex hasta la completa disolucion, La solucion anterior
se {leva a 50 ml con agua desionizada y agitar. Todos los pasos se flevan a cabo evitando el

contacto con la luz.

P) Solucion de Cloruro de Sodio 500 mM

Compuesto Concentracion Cantidad
NaCl 500 mM 14610 g
Q) Solucion de polietilenglicol 17.2 % (p/v)

Compuesto Concentracion Cantidad
Polietilenglicol 6000  17.2 % (P/V) 868
(PEG 6000)

[§¥]

Volumen total
0.05)

Volumen total
0051
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