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ABAGE: Ester glucosa del acido abscisico

ABAGS: Ester glucosa del acido abscisico en forma pirandsica
ABAH: Forma no disociada de la molécula de acido abscisico
Aczﬂg: Acetato magnésico

AF: Acido faseico

ADF: Acido dihidrofaseico

ADFGS: Ester glucosa del Acido dihidrofaseico

ADN: Acido desoxirribonucleico
AIA: Acido indolacético

AMV: Acido mevalédnico

ANA: Acido naftalenacético

ARN: Acido ribonucleico

ARNm: Acido ribonucleico mensajero

ARN-poli (A): Acido ribonucleico mensajero

ARNr: Acido ribonucleico ribosédémico
ARNt: Acido ribonucleico transferente
ATC: Acido tricloroacético

ATP: Adenosin trifosfato

ATPasa: Enzima hidrolitica del ATP
AZSO: Absorcidén a 260 nm

AZSO: Absorcién a 280 nm

Cald: Caldmodulina

CD: Cadaverina

CH: Cicloheximida

poliadenilado



Cols.: Colaboradores

CPHM: Cuentas por minuto

d: daltons

DO: Densidad éptica

ADO: Incremento densidad éptica

DSS: Dodecil sulfato sédico

DTT: Ditiotreitol

EDTA: Etilen-diaminotetra-acético

EGTA: Etilenglicol-bis—(B-aminoacilester)-N,N,N’,N’-tetra acético
Epi—ADF: Epimero del acido dihidrofaseico

FC: Fusicoccina

FPP: Farnesisl pirofosfato

FU: Fluoruracilo

GA(s): Giberelinas

GAS: Acido giberélica

GTP: Guanosin trifosfato

h: Horas

HEPES: Acido N-2-hidroxietilpiperazina—-N’-2-etanosulfonico
HPLC: Cromatografia liquida de alta resolucién

Kd: Kilodaltons

mA: Miliamperios

Malato-DH: Halato deshidrogenasa

MeABA: Ester metilico del ABA

min.: minutos

mS: MHilisegundos

NADPH: Nicotinamida—-adenil-dinucleétido-fosfato reducido

ORD: Espectro de dispersién rotatoria



PAs: Poliaminas

PEP-Casa: Fosfoenolpiruvato carboxilasa
PEG: Polietilenglicol

Pi: Fosfato inorganico

pnPP: Para-nitro-fenilfosfato

POPOP: 1,4-bis-2,4-metil-5-fenil-oxazolil-benceno
PPO: 2,5-dimetiloxazol

RNasa: Ribonucleasa

rpm: Revoluciones por minuto

RuDPCasa: Ribulosa difosfato carboxilasa
S: Coeficiente de sedimentacidn

SP: Espermina

SPD: Espermidina

t: Tiempo

TEMED: N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamina
TRIS: Hidroximetil aminometano

TU: Tiourea

UT: Unidades totales

pC: Microcurios

v: Velocidad

VMT: Virus del mosaico del tabaco



INDICE



INTRODUCCION

1.

PAPEL DEL ABA EN EL CRECIMIENTO Y DESARROLLO DE PLANTAS

EUCRARIDTBE .« vvwn s sns 6 0ma & G5 9 6 55005 B B Rk ¥ bk & pow s m o & e
1.1. IntroducCidn v vi ittt it e e e e
1.2. Generalidades de las fitohormonas ...............
1.3. Los receptores hormonales en plantas ............
1.4. El 4cido abscisico (ABA) ........................

1.4.1 Caracteristicas generales ...............
1.4.2. Biosintesis en plantas superiores .......
1.4.3. Lugares de biosintesis ............cco0....
1.4.4. Control de la biosintesis ...............
1.4.5. Metabolismo del ABA y su localizacién ...
1.5. Fisiologia del 4cido absciSiCO ..................
1.5.1. Transporte iénico y propiedades del plas-
MALOMA v ucromswmme %576 s amassdEsiss boswnes
1.5.2. EsStrés hidrico .......ceeeeeeennonsnnoses
1.5.3. Accidén sobre la expresién génica ........
1.6. Mecanismo de accién del ABA durante la germinacidn

1.6.2.

1.6.3.

1.6.4.

ABB covmm s wme s s mams 55 s & 0om 6oisoisiois s oy
Caracteristicas de la germinacidén .......
El ABA y el desarrollo de la semilla ....

Relaciones con la dormicién y germinacién

Efecto sobre actividades enzimiticas

1.6.4.1.

1.6.4.2.

RIBONUCLEASAS .................

FOSFATASAS

....................

N

o o 0 »

13

16

17

20

27

27

36

44

49

48

55

66

77

77

87



PLANTEAMIENTO DEL TRABAJO

2. PLANTEAMIENTO DEL TRABAJO . .oovvinemne e 85

HATERIAL Y METODOS

3.1. Matersial biolégico empleado ..................... 98
3.2. Siembra y BTMIiNACION . vt vt it i e et ettt e e eeeesee o 98
3.2.1. Siembra de ejes embrionarios ............ 98
3.2.2. Siembra de semillas enteras ............. S8
3.3. Determinacién del pPeso fresco ................... 100

3.4. Determinacién del PE€sSQ sSeco y porcentaje en agua. 100

3.5. Mineralizacién vy determinacién de elementos

BIDOTALGE .o vvmesvmacsiosransnmonssscssssassse s 101
3.86. Valoracién de la actividad ribonucleisica ....... 103
3.6.1. Obtencién del sobrenadante .............. 103
3.6.2. Fundamento de la reaccién ............... 104

3.6.3. Reaccidn enzimAtiCa . ..o vvmeeemmnnnnnnn., 104

3.6.4. Definicidn de actividad ribonucledsica .. 105

3.68.5. Efecto del PH ... 105
3.6.6. Efecto de la temperatura ................ 105
3.6.7. Concentracién de sobrenadante ........... 105
3.6.8. Empleo de diferentes sustratos .......... 108
8.8.9.  DiAliSisS ..ttt e 108
3.7. Valoracién de la actividad fosfatasa icida ...... 107
3.7.1. Obtencién del sobrenadante .............. 107
3.7.2. Fundamento de la reaccidn ............... 107
3.7.3. Reaccidn enzimAtiCa ............ouumuu... 108
3.7.4. Concentracién de SuStrato ............... 108

3.7.5. Efecto del PH ..........oiuuummuunnnnn... 108



3.8.

3.8.

3.7.6. Efecto de la temperatura ................

3.7.7. Efecto del tiempo de reaccidn ...........
3.7.8. Efecto de la concentracién de p-nitro-

fenil-fosfato .......ciiiiiitennnann..
3.7.9 Efecto del calcio ... it i e inennn..

3.7.9.1. EN EXTRACTO DIALIZADO .........

3.7.9.2. EN EXTRACTO SIN DIALIZAR ......
3.7.10. Definicidén de actividad fosfatisica .....
Valoracién de proteinas totales .................
Valoracién de aminQ&cidos ..........covuuunnn....
Valoracion de azGcares ......c.ceceveevvvonennsnn
Medida de la conductividad ..........conuuunnnn..
Obtencién de pOlisSOmas ........c..ovvevunennnnnnnn

Extraccién y fraccionamiento del ARN (poly A)
3.13.1. ARN polisomal .....civiimnennennnnnnnnnenn
3.13.1.1. ARN-poly (AYY ... ... ... .......
3.13.1.2. ARN-poly (A7) .......euuunnn..
3.13.2. Cuantificacién de ARN-poly (AY) .........

Sistema de traduccién derivado de germen de trigo

3.14.1. Preparacién del germen de trigo .........
3.14.2. Ensayo de traducCCidn .. .....uueuueeeeeennn.
3.14.3. Traduccidén de ARNm ............¢c.uuviuu...

3.15.1. Electroforesis unidimensional ...........
3.15.1.1. PREPARACION DE LAS MUESTRAS ...
3.15.1.2. PREPARACION DE LOS GELES ......

3.15.1.3. ELECTROFORESIS ...cccoss5scwses

108

108

108

110

110

110

110

111

112

113

113

115

116

116

117

119

118

118

119

121

122

122

122

122

123

124



RESULTADOS

4.

4.

1

2

3.15.1.4. AUTORRADIOGRAFIA ..............

4.1.1. Crecimiento de ejes embrionarios ........
4.1.2, Contenido en ABUA ..wsssows samss s sms s s 0o s
4.1.3. Contenido endégeno de iones en ejes em-—

brioNarion sssceitssuomes s nme smma & & 08 5 5 550

4.1.3.a. CONTENIDO EN POTASIO (K*) .....
4.1.3.b. CONTENIDO EN POTASIO EN EL MEDIO
DE INCUBACION .................

4.1.3.c. CONTENIDO ENDOGENO DE ca**, Nat,

Hg++ Yy Mntt o
4.1.4. Efecto de poliaminas sobre el crecimiento
inducido por ABA .. .. ... ... i

4.1.4.a. EFECTO DE LAS POLIAMINAS SOBRE
EL CRECIMIENTO .:.ocusescasinss

4.1.4.b. EFECTO DE POLIAMINAS + ABA SOBRE
EL CRECIMIENTO :.s6essus«uscnss

4.1.4.c. EFECTO DE LAS POLIAMINAS SOBRE
EL CRECIMIENTO Y SOBRE EL CONTE-
NIDO IONICO EN EJES EMBRIONARIOS
DE SEMILLAS ENTERAS ...........

Efecto del 4cido abscisico sobre la actividad

4.2.1. Caracteriaticas de la actividad RNAsica

125

130
130

131

134

134

137

137

140

140

145

145

151

158



4.2.3.

4.2.4.

4.2.5.

ol el

Efecto del ABA sobre la actividad RN&sica
en ejes aislados ....... ittt
Efecto de las poliaminas sobre la activi-
dad RN&sica soluble ........... ...
4.2.3.a. EFECTO DE LA CONCENTRACION DE

POLIAMINAS . ... ... ..

4.2.3.b. POSIBLES ACCIONES DE LAS POLIA-

4.2.3.c. EFECTOS DE LAS POLIAMINAS + CH.
Efecto del ABA + poliaminas sobre la RNasa
Actividad RN&sica en semilla entera:

efecto de PAS .ircisisvsscicsssovinsss snesoi

Efecto del ABA sobre la actividad fosfatasa acida

W

NN

S

=N

Efecto del calCio ississsvnvssmscessssssns

Efecto del Pi sobre la actividad fosfata-

Fosfatasa acida y expresidn génica ......
Variaciones en fésforo durante la germi-
0 1= W o2 1 ¢

Actividad fosfatasica durante la germina-

El 4cido abscisico y la fosfatasa &acida
Poliaminas y fosfatasa acida ............
Efecto del Acido abscisico y poliaminas,
anadidas conjuntamente, sobre la actividad

fosfatasa ACIAA .ccvssss i osssmssssnmaes s

161

170

170

170

173

173

1786

180

180

182

185

187

189

189

191

194

194



4.4 Permeabilidad celular ........coiitiiieenennennnn
4.4.1 Poliaminas y germinacidn ........ccccu0...
4.4.2 Efecto de poliaminas sobre la conductivi-
e = T
4.4.3 Contenido de aminodcidos en el medio
4.4.3.1. EFECTO DEL ACIDO ABSCISICO
4.4.3.2. EFECTO DE LAS POLIAMINAS ......
4.4.4 Contenido de azucares en el medio .......
4.4.4.1. EFECTO DEL ACIDO ABSCISICO ....
4.4.4.2. EFECTO DE POLIAMINAS ..........
4.4.5. Contenido en polipéptidos en el medio ...
4.4.6. Efecto del ABA sobre la conductividad ...
4.5. Efecto del ABA sobre la sintesis proteica 'in
VALTOM cvvini s ssosd s i eess s saes s s bas e smns s svwess so
4.5.1 Variaciones de ARN polisomal ............
4.5.2 Extraccién y cuantificacién de ARN-
poly e S U,
4.5.3 Actividad bioldégica del ARNm (poly at)
DISCUSION ..t ittt ittt eeeeeesneoeanoncsosnannnnnns
CONCLUSIONES ..ttt it ittt it e e ettt et eeeeeeeneeeenens
DIBLIOGRAFIA v ovnssicrsssnice s oo sctissasts s ioss e s eaess s

197

187

198

201

201

201

201

204

204

204

208

211

211

213

213



INTRODUCCION



INTRODUCCION

1. PAPEL DEL ABA EN EL CRECIMIENTO Y DESARROLLO DE

PLANTAS EUCARIOTICAS

1.1, Introduccién

En el desarrollo de las plantas eucariéticas, se pueden
considerar tres niveles:

1) Crecimiento celular: son todos aquellos cambios
cuantitativos que tengan lugar a nivel celular. Estos cambios se
producen por medio de dos procesos, el de elongacidén celular que

es el crecimiento de la célula en un sentido, y el de divisién

celular.
2) Diferenciacién celular: Las células evolucionan de
determinada forma y se agrupan formando los tejidos. Este

proceso ocurre simultianeamente con el crecimiento celular.

3) Desarrollo: Es el crecimiento y la diferenciacidén, pero
abarcando un érgano o un organismo completo.

Estos procesos, aparentemente tan sencillos, son de una gran
complejidad y ademids, de ellos depende la vida vegetal en la
Tierra. Esto explica la gran importancia que siempre ha tenido
el estudio de aquellos factores que puedan controlar los
procesos de crecimiento y desarrollo. Sin embargo, en la
actualidad, los conocimientos que sSe tienen sobre el tema son mas
bien escasos.

¢Cémo se realiza el control de los procesos de crecimiento y

desarrollo?



En términos bioquimicos, lo que determina aquello que va a
ocurrir en una célula, es la presencia o ausencia de determinados
enzimas especificos, dependiendo de distintos factores. Por un

lado, la diferenciacién se puede considerar como una expresién

diferencial de los genes. Por otro lado, no todos los procesos
morfogenéticos van a estar controlados genéticamente. Por
ejemplo, algunos procesos se controlan por activacién o
inactivacién de enzimas ya existentes, regulacién de tipo

alostérico, etc.

Los procesos morfogenéticos dependen también, en gran medida
de los factores ambientales, sobre todo de la 1luz y de la
temperatura.

Se sabe que las hormonas vegetales estan implicadas en la
regulacién de estos procesos. Su actuacién puede ocurrir sobre
la proteinosintesis del enzima, desde la autoduplicacién ¥y
transcripcién del ADN, hasta la traduccién del ARNm, formacién de
polisomas, etc. O, controlando la actividad del enzima. Parece
ser, por lo que se conoce hasta el momento, que actuan
principalmente sobre el ADN y sobre la permeabilidad de las
membranas.

En d4ltima instancia, los factores ambientales son los que
controlan 1la formacién de las hormonas y a través de ellas, los
procesos morfogenéticos.

Actualmente, se conocen varios grupos de hormonas vegetales

naturales. Se clasifican en promotoras e inhibidoras. Entre las
Primeras se incluyen auxinas, giberelinas y citoquininas. La
hormona tipicamente inhibidora es el ABA, aunque dltimamente se

tiende a pensar en ella como un regulador del crecimiento, ya que



segin los lugares de actuacién y las condiciones, promueve o
inhibe determinado proceso. Otra hormona de este tipo es el

etileno que se encuentra en estado gaseoso en la planta.

1.2. Generalidades de las fitohormonas

Como hemos expresado anteriormente, las sustancias
reguladoras del crecimiento (hormonas vegetales) juegan un papel
muy importante en el desarrollo de las plantas, afectando a gran
cantidad de procesos morfogenéticos, todos ellos mnuy
significativos a lo largo de la vida de la especie en cuestidn.
Aunque su estudio se inicié hace mds de 50 afios y, en la WGltima
década, se ha avanzado mucho, todavia no se puede decir que
exista un mecanismo de accidén conocido para una fitohormona
concreta, ni siquiera para la auxina, la hormona que mi&s se ha
estudiado por sus implicaciones en el crecimiento celular. A
ésto se debe afadir que todavia no se ha aclarado cémo las
sustancias reguladoras del crecimiento afectan al desarrollo de
la planta puesto que, si bien, algunos investigadores opinan que
los cambios en la concentracién hormonal es lo mas importante
(CLELAND, 1983), otros scstienen que lo principal es la
sensibilidad que tenga el tejido frente a una fitohormona
concreta (TREWAVAS, 1983). Existe un tercer grupo de
investigadores que piensan que las fitohormonas no son las
responsables de ciertos p "cesos del desarrollo de 1la planta,
particularmente aquellas respuestas muy rapidas ( < 300 ns) a
estimulos ambientales, 1o que inicia una tercera dimensién en el

control del desarrollo de las plantas, segin calificacién de los



autores FIRN y DIGBY (1984).

Nos referiremos en este Trabajo a una fitohormona a la que,
en la actualidad, se dedica gran atencidén ya que afecta a muchos
procesos fisioldégicos, todos ellos de gran importancia en el
desarrollo de la planta y que, en 1968 ADDICOTT nombrdé como &acido
abscisico (ABA). Aunque el descubrimiento de esta fitohormona
estid relacionado con el reposo y la abscisién, se ha demostrado
que es un regulador del crecimiento con un papel importante en

gran numero de procesos de la fisiologia de la planta.

1.8, Los receptores hormonales en plantas

La actividad de cada hormona vegetal viene determinada por
sSu estructura y por la esterecespecificidad de la molécula. Por
ello, es razonable pensar que cada molécula posea un receptor que
la reconozca y como consecuencia de esta unién se produzca el
mecanismo de accidén de la sustancia reguladora de crecimiento
considerada. De este modo, seria 1légico el comprender la
exXistencia de diferencias entre las hormonas y sus analogos, que
a veces son tan sutiles.

Las hormonas en general, tanto animales como vegetales,
ejercen efectos fisioldédgicos o bioquimicos que son especificos
para cada caso. Asi, las moléculas hormonales deben de ser

reconocidas por la célula y discriminadas de alguna manera de

otros compuestos. Los receptores pueden ser los responsables de
este reconocimiento; pero, asi como en animales el problema esta
relativamente claro, en plantas, aunque han sido identificados
para la mayoria de las fitohormonas lugares de unién ("binding



sites"), en ningin caso esta unidén es la respuesta primaria del
mecanismo de accidn. En otras palabras, no se ha comprobado que
estos lugares de unidén sean los verdaderos receptores, los cuales
podrian estar implicados en el control de la sensibilidad del
tejido afectado.

TREWAVAS (1882) sugiere que las fitohormonas actian
modificando el plasmalema, ya sea en su estructura o en sSu
funcién, con un receptor implicado en el proceso; pero
modificaciones similares pueden realizarlas otras sustancias o
estimulos. En realidad, esta hipdétesis puede ser valida si
tenemos en cuenta lo que sucede con la auxina, fitohormona que ha
sido, por las razones apuntadas anteriormente, ampliamente
estudiada. Asi, se sabe que en coledéptilos de maiz, la localiza-
cién del mayor ndimero de lugares de unidén se encuentra en el
reticulo endoplasmatico, el cual Dbombea H+, incluidos en
vesiculas que son desprendidas en el entorno de la pared celular
(RAY, 1877) causando el crecimiento aAcido (RAYLE y CLELAND,
1970). Sin embargo, la toxina fungica fusicoccina puede causar
una respuesta similar, también por una estimulacién del flujo de
H* debido a una ATPasa localizada en el plasmalema (MARRE, 1979).
Parece obvio que dos compuestos pueden causar idéntica respuesta,
aunque por diferentes mecanismos. Ahora bien, la presencia para
la auxina de tres lugares de unién relacionados con las membranas

y uno con el citoplasma, respecto a uno sélo para la fusicoccina,

nos lleva a pensar que la auxina regula el desarrollo
morfogenético, cosa que la fusicoccina no puede, obviamente,
realizar.



Quizds en este momento sea obligatorio preguntarse qué
factores pueden regular la sensibilidad del tejido a la
fitohormona: ¢es la concentracidén de receptores? o <es la propia
hormona la que regula la concentracién de los receptores como
sucede en muchos sistemas de mamiferos?. R. STARLING ha
publicado que la concentracién de lugares de unién para el ANA en
callo de tabaco aumenta 10v. si se incrementa 1000v. la
concentracién de ANA en el medio de cultivo. TREWAVAS demostréd
que la aplicacién de 2,4-D a tejidos de alcachofa produce un
aumento del namero de sitios de unién ("binding") en estos
tejidos (TREWAVAS, 1880). Recientemente, se ha demostrado que,
sSi se incuban raices de avena con AIA, incrementa el niumero de
lugares de wunién de alta afinidad para este compuesto; Sin
embargo, este aumento puede impedirse utilizando un tratamiento
con cicloheximida, lo que parece indicar que la auxina eleva la
sintesis o la actividad de sSus propios lugares de unioén
(BHATACHARYA y BISVAS, 1882).

El caracter proteico de los receptores que parece demostrar
el Prof. BISVAS todavia no estid claro en el mundo vegetal, aunque
debido a que el primer lugar de accidén de algunas fitohormonas
son las membranas, parece légico pensar en su caracter proteico.

Centrandonos sobre los receptores del ABA, debemos asumir
que la célula vegetal sensible a esta fitohormona posee
receptores capaces de responder a esta sustancia reguladora del
crecimiento. Sin embargo, todavia no se conocen. Los estudios
han comenzado a cobrar importancia debido a la participacién del
ABA en el proceso de apertura y cierre de estomas en el que el

ABA exégeno induce en un tiempo muy corto el cierre del ostiolo,

7T



lo que parece indicar que la fitohormona alcanza pronto el lugar
de accién. En el afio 1878 HOCKING y cols. fueron capaces de
detectar lugares de wunién saturables de 3H—ABA en fracciones
membranosas de hojas de Vicia faba; en principio, esto parece
indicar que es una adsorcién especifica del ABA por parte de la
célula sensible a él1 (target tissue). Este equipo investigador
llega a la conclusién de que existen dos lugares de unién en la
célula.

HORNBERG y WEILER (1984) han encontrado, localizadas en el
plasmalema de 1las células guarda de Vicia faba, proteinas
especificas de alta afinidad al ABA, que presentan las

caracteristicas de los receptores del inhibidor. Ademas, ASTLE y

RUBERY (1985) han confirmado la existencia de dos formas de
transporte del ABA, en cultivos celulares en suspensién de
Phaseolus coccineus: una forma mediada por un transportador

saturable y wun transporte por difusidén pasiva (no saturable),
debido a que la forma no disociada del ABA (ABAH) es soluble en
la fraccién lipidica de la membrana.

En la actualidad se conocen dos tipos de respuestas del
tejido vegetal al ABA afiadido exégenamente: una respuesta rapida,
por la que en pocos minutos se consuma el efecto de la
fitohormona; y wuna respuesta lenta, cuya accién se detecta
después de varias horas e incluso dias. Si analizamos
detenidamente el porqué de la primera respuesta, de la que el
ejemplo mas conocido es el transporte de K'* en 1las células
guarda, llegamos a la conclusién de que estin implicados procesos
de membhrana, ya que, en tan corto espacio de tiempo, no se puede

realizar sintesis de 4cidos nucleicos o proteinas. Sin embargo,



parece mas razonable pensar esto en el segundo tipo de respuesta
cuyo ejemplo mds conocido es el proceso de abscisién y
senescencia de la hoja. A lo que debemos afiadir que la toxina FC
puede revertir las respuestas rapidas del ABA, pero no las lentas

(GALLI y cols., 1979).

1.4. El 4cido abscisico (ABA)

1.4.1. Caracteristicas generales

La presencia de sustancias inhibidoras del crecimiento se
conoce desde hace mucho, pero no empezaron a ser bien estudiadas
hasta que BENNET-CLARK y cols. encontraron las auxinas A y B.
TAMBIAH y KEFFORD (1952) cromatografiaron la fraccién Acida de
extractos alcohélicos de distintas plantas y de fragmentos de
coleéptilos de avena, encontrando una banda donde existia un
acelerador del crecimiento, y otra con una potente actividad
inhibidora del crecimiento que fue llamada inhibidor/g (BENNET-
CLARK Y KEFFORD, 1953).

A partir de aqui, y durante la década de los 50, se estudid
bioquimica y fisiolégicamente este ﬂ—dnhibidor. ROBINSON vy
WAREING (1964) encontraron un inhibidor en yemas durmientes de
Acer pseudoplatanus y Betula pendula, cuya cantidad estaba
correlacionada con el vigor de la dormancia de la yema. Este
inhibidor al que llamaron "dormina" fue aislado de hojas de
sicomoro por CORNFORTH y cols. (1865). Por otra parte, se habia
podido aislar un acelerador de la abscisién llamado "abscisina

II" (OKHUMA y cols., 1863). Comparando los espectros de



resonancia magnética de ambos compuestos se 1legé a la conclusién
de que eran la misma.sustancia. La abscisina II que fue llamada
acido abscisico (ABA) fue sintetizada en 1965 por CORNFORTH vy
cols. (CORNFORTH y cols., 1865). La molécula épticamente activa

(+)-(s8)-ABA presenta la estructura:

(+)-2-cis-ABA

También se vidé que el ABA jugaba un importante papel en gran
nimero de procesos fisiolégicos que tienen lugar en la planta.
Por ejemplo, sSu descubrimiento estuvo relacionado con la entrada
en reposo de las yemas de plantas lefiosas y con la abscisién de
las capsulas de algodén. Asi mismo, se ha visto que es un
potente inhibidor de la apertura estomdtica (MITTELHEUSER y VAN
STEVENICNCK, 1868), y que su contenido aumenta ridpidamente en
hojas sometidas a un moderado estrés hidrico (WRIGHT, 1969).

Aunque no se ha encontrado una relacién directa entre el
estado fisiolégico de una planta y el contenido de ABA, si se
conoce algo respecto a 1los efectos de esta hormona en el
crecimiento.

Cuando el ABA se aplica a érganos en crecimiento, se observa

una accién inhibidora del mismo. Su presencia, parece actuar como
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un débil freno del crecimiento normal (MILBORROW, 1974a; WALTON,
1880). El papel del ABA sobre la inhibicién correlativa es
incierto (DURFFLING, 1976), ya que aunque esti presente en las
yemas laterales inhibidas, no sSe encuentra variacién en su
contenido cuando dichas yemas estian libres de la dominancia
apical (WHITE y HANSFIELD, 1977). Ademas, algunos autores
sugieren que el ABA puede tener efectos promotores en el
crecimiento de las yemas laterales, bajo ciertas condiciones.

Hay pocos experimentos en los que el ABA actde como promotor
del crecimiento. Entre ellos, la estimulacién del desarrollo de
semillas partenocarpicas, arraigamiento de cortes, crecimiento de
callos de soja en presencia de quinetina, Yy la elongacion de
hipocdtilos de pepino y de raices excindidas de algunos tipos de
guisantes. McWHA y JACKSON (1976), han sugerido que este efecto
estimulador del ABA es mas frecuente si se aplica a muy bajas
concentraciones (10°°2 M).

Sin embargo, cuando se aplica ABA a 4rganos sin crecimiento,
se encuentra que inhibe la sintesis de proteinas y de 4cidos
nucleicos, afecta a las membranas, a la cantidad de otras
fitohormonas presentes, y puede inducir cambios degenerativos
como la abscisién y la senescencia.

También hace tiempo que se conoce la presencia de sustancias
inhibidoras, formadas en respuesta a la gravedad y a la luz en la
raiz. Por ejemplo, WILKINS y WAIN (1974) demostraron que el ABA
esta presente en raiz de Zea mays, pero sélo después de un
tratamiento con luz; éste es necesario para que se produzca una

respuesta geotrépica. PILET (1970), al aplicar ABA exdégeno, que
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inhibe la elongacién de la raiz, a raices mantenidas en posicién
horizontal, encontré que el inhibidor se movia basipétalamente y
que daba lugar a una respuesta geotrdépica positiva.

Como su nombre indica, el ABA fue aislado originariamente
como una sustancia aceleradora de la abscisién (OHKUMA y cols.,
1965), aunque en otros trabajos se ha visto que tiene poca accidn
sobre plantas intactas. Este efecto se encontré por primera vez
en capsulas de algodén, aunque posteriormente se han encontrado
respuestas al ABA similares en otras plantas.

Asi mismo, se ha sugerido que el ABA esti implicado en la
induccién y el mantenimiento de la dormancia. Esta sugerencia se
basé en que los tubérculos durmientes de patata y las yemas en
reposo de arboles de hoja caduca, contenian mids ABA que los que
germinaban Yy crecian. Adenas, las citoquininas y las
giberelinas, que antagonizaban la accién del ABA en muchos
ensayos, rompian la dormancia. Actualmente se piensa que el ABA
tiene una importante funcién en los fendémenos de dormancia, pero
como componente necesario de un sistema y no como desencadenante
directo de la misma. El papel del ABA en el caso de dormancia de
semillas estd mejor establecido que para las yemas, pero la
correlacién ABA-dormicién tampoco es exacta (WAREING y SAUNDERS,
1971).

Por otro lado, se sabe que la aplicacién de ABA en frutos
tiene poco efecto, excepto en el caso de la maduracién del grano
de uva (COOMBE y HALE, 1973), aunque el tejido del fruto madur:
es una fuente de ABA. En cuanto a la semilla, el ABA esta
presente en cantidades medianamente constantes en el desarrollo

de la misma, aunque 3se ha detectado una pequefia elevacién,
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seguida de una <caida en el contenido de ABA a la mitad del
desarrollo, con una amplia elevacién final en la semilla madura
(DAVIS y ADDICOTT, 18972).

Los descubrimientos de que el ABA se acumulaba en hojas de
plantas mesofiticas sometidas a estrés hidrico (WRIGHT, 1868) vy
de que el ABA exdégeno, aplicado a hojas intactas o a fragmentos
epidérmicos aislados, puede iniciar el proceso de cierre de los
estomas (HORTON, 18715 LITTLE, 1968), indujo a elaborar la
hipétesis de que el ABA estid implicado en la regulacién de la
apertura estomatica en plantas con estrés hidrico (JONES vy
MANSFIELD, 1970; WRIGHT, 19869).

Por otra parte, parece ser que el ABA protege a las plantas

de la toxicidad y las hace mas resistentes al dano.

1.4.2. Biosintesis en plantas superiores

Hay diversos factores que dificultan el estudio de 1la
biosintesis del ABA. Al igual que ocurre con otros reguladores
del crecimiento en plantas, el ABA esta presente en los tejidos
vegetales, a muy bajas concentraciones (20-1000 ng/g peso fresco,
lo que equivale a 10" 7—s5x10"8 M), en hojas marchitas. Por
consiguiente, las concentraciones de los intermediarios son
todavia mas bajas. El descubrimiento en 1877 del hongo
Deuteromycete Cercospora rosicola, que produce grandes cantidades
de ABA (mas de 60 mgs/l) y de otros intermediarios, como
metabolitos secundarios (ASSANTE y cols., 1877), ha provisto a
los investigadores de un excelente medio para estudiar _ la ruta

biosintética del ABA, aunque los conocimientos que sSe tienen
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hasta el momento, no son totalmente extrapolables a plantas
superiores.

Otro importante problema que se encuentra al estudiar la
biosintesis del ABA, es conocer la fase del desarrollo exacta en
la que se sintetiza este regulador del crecimiento.

La estructura quimica del ABA, sugiere que es un
sexquiterpeno, derivado del precursor general de todos los
terpenoides, un compuesto de B8C llamado acido mevalédénico (AMV).
La ruta biosintética del ABA parece ser distinta en hongos vy
plantas superiores. En estas Gltimas, se han propuesto dos rutas
para la biosintesis del ABA a partir del AMV:

1)Ruta directa "C15": El ABA se formaria directamente a
partir de un precursor de 15C, el farnesilpirofosfato (FPP).

2)Ruta indirecta "C40": Implica la existencia de un
intermediario de 40C, la violaxantina (NEILL y cols., 1984).

Se han 1llevado a cabo muches trabajos para tratar de
determinar cual es la via de biosintesis "in vivo" del ABA, en
plantas superiores. Se han encontrado algunas evidencias a favor
de cada una de las vias sin que, hasta el momento, se puedan dar
conclusiones definitivas.

ROBINSON (19868), utilizando fitoeno (precursor de los
carotenoides) marcado con 14C y 3H—AHV, encontaba que el 140 sélo
aparecia en el ‘ﬂ—caroteno formado, mientras que el 3H aparecia
tanto en el [?—caroteno como en el ABA, lo que evidenciaba que la
biosintesis del ABA se llevaba a cabo via directa por la ruta
C15. FIRN y cols. (1872) y BEARDER (1980), 1llevaron a cabo
distintas observaciones que les permitieron sugerir que, “in

vivo", la oxidacién de la violaxantina podria dar 1lugar a
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Xantoxina y, presumiblementse, a ABA. Hay otras evidencias a favor
de la ruta indirecta. En este sentido estan los trabajos llevados
a cabo con inhibidores de la biosintesis de carotenos, fluridona
(FONG vy cols., 1983) y norflurazona (QUARRIE y LISTER, 1984
HENSON, 1984). Estos compuestos, aplicados a plantas, inhiben

tanto la sintesis de carotenos como de ABA.

Acido mevalédnico C 6

IPP

GPP
4 | N ? NN

OPP + E
Z OH 02H
0

Farnesilpirofosfato (C 15 Acido Abscisico C 15

GGPP < 2

CAROTENOIDES

Xanteoxina C15§

~

Violaxantina C 40

Esquema [ . Ruta biosintética del Acido Abscisico: Vias
C 15y C 40 (NEILL y col., 1984).
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1.4.3. Lugares de biosintesis

El ABA se ha detectado en todas las plantas investigadas,
tanto Angiospermas como Gimnospermas y en algunos Pteridéfitos,
y en todos los tejidos. Pero su presencia en ellos, no debe hacer
pensar que se hayan sintetizado alli.

Asi, en 1la hoja parece llevarse a cabo biosintesis de ABA,
ya que se ha visto que los niveles de este aumentan cuando las
hojas se marchitan. Por otras parte, tanto en tallos como en
yemas aisladas y en raices (KNOX, 1982; WALTON y cols., 1876),
los niveles de ABA aumentan en respuesta al estrés.

En varios tejidos como semillas, raices, hojas y tallos, se
ha podido demostrar la incorporacion de AMV marcado en el ABA
(MILBORROW y ROBINSON, 1973). Esto parece indicar que son
diversos los lugares de sintesis del ABA, dentro de la planta.

El tejido epidérmico, por los datos que se conocen hasta el
momento, parece que es incapaz de sintetizar ABA. Por ejemplo,
LOVEYS (1877) comprobé que, epidermis aislada de Vicia faba antes
del estrés osmético, no respondia a éste aumentando los niveles
de ABA, mientras que, si la epidermis se separa del meséfilo
después del estrés, presentaba un aumento en la cantidad del
inhibidor. Hay experimentos parecidos en Commelina communis
(DORFFLING y cols., 1880), etc.

Sin embargo, esto podria deberse también a que durante el
proceso de aislamiento de la epidermis, se produzcan dafios en las
células, o0 a que se requiera algun factor o factores mesofilicos
para la sintesis del ABA. Ademas, en algunas experiencias

semejantes si se ha conseguido sintetizar ABA.
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En cuanto al lugar de sintesis dentro de la célula, hay
distintas hipétesis. Asi, segin MILBORROW (1874b), la

biosintesis del ABA debe tener lugar dentro del cloroplasto (o

leucoplasto, en tejido no fotosintético), de 1lo que obtuvo
evidencias, utilizando AMV marcado. Asi mismo, combinando
cromatografia de gas—-espectrofotometria de masas, se ha podido

localizar al ABA en cloroplastos de guisante (RAILTON y cols.,
1974). Aunque esto no indica que, necesariamente, sSe haya
producido en ellos. Por el contrario, podria haber entrado en el
cloroplasto ayudado por el gradiente de pH entre el citoplasma vy
el estroma del cloroplasto. En algunos casos se ha encontrado
que la envuelta del cloroplasto es impermeable al AMV, o si es
permeable, no puede usarlo.

Actualmente, 1la hipdtesis mis aceptada es que el ABA se
formaria en el cloroplasto, a partir del isopentenil pirofosfato
que es un producto intermediario clave, en la sintesis de 1los
terpenos. Este se formaria en el citoplasma y entraria en 1los

plastidios antes de su conversién en terpenos de mayor tamafio.

1.4.4. Control de la biosintesis

A pesar de 1la abundancia de trabajos que estudian la
biosintesis del ABA, como hemos visto anteriormente, adn no se
pueden hacer hipétesis firmes al respecto. Algo parecido ocurre
con el conocimiento de los mecanismos de control que regulan el
proceso biosintético del ABA: sélo se tienen algunos datos al
respecto.

En principio se pensaba que la transicién de dias largos a
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dias cortos, podia inducir cambios en los niveles de ABA vy
dirigir la dormancia de las yemas. Pero, en trabajos recientes,
no se ha conseguido correlacionar los niveles de ABA con la
duracién del dia (WALTON, 1980).

También puede haber variacién en los niveles de ABA segin el
estadio fisiolégico de la planta, sin que se conozca como se
lleva a cabo la regulacién de este proceso.

Se han conseguido mutantes vivipéros de centeno que germinan
precozmente en la espiga y que contienen bajos niveles de ABA
(SHITH y cols., 1978). Estos mutantes constituyen un material
adecuado para el estudio de la biosintesis del ABA.
El mejor ejemplo de que un factor ambiental afecta a la sintesis
del ABA lo aportaron HIRON y WRIGHT (1973). Comprobaron que el
estrés hidrico inducia un aumento de los niveles de ABA en hojas
y tallos, aunque no tenia este efecto en frutos, lo que les hizo
pensar que debian existir diferentes mecanismos reguladores en
los distintos tejidos. Otros autores han demostrado que debe
existir un umbral inicial de potencial hidrico (4)) para que se
inicie la sintesis de ABA (WALTON y cols., 1977).

Posteriomente, PIERCE y RASCHKE (1980) presentaron
evidencias de que la clave para que se dispare la sintesis del
ABA, esta en la disminucién del turgor. En especial, al hallar
que en hojas sometidas a condiciones de estrés, el potencial
hidrico necesario para inducir la sintesis de acido abscisico era
mas bajo que en las hojas control. Las hojas sometidas a estrés
incrementan su potencial osmético, por la produccién de solutos,
con el resultado de que pueden mantener disminuido su turgor a

valores mas bajos del potencial hidrico. Mis recientemente, se
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ha sugerido que la disminucién de la presién "per se" no puede
ser el desencadenante de la produccién de ABA (ACKERSON y RADIN,
1983). Sin embargo, no se sabe cémo estos estimulos se traducen
en el aumento de la produccién del ABA. Aunque, aparentemente, el
ABA producido como consecuencia del estrés, procede de sintesis
"de novo".

Otra forma de control de la produccién de ABA parece ser el
elevado nivel que éste alcanza, durante el estrés hidrico.
Segaun MILBORROW (1878), la alta concentracidén del ABA opera como
un inhibidor “"feedback" negativo, impidiendo su posterior
sintesis. Pudo comprobarse, que sometiendo brotes de tomate

tratados con ABA exdégeno a condiciones de estrés, los niveles del

ABA endégeno no aumentaban. Por tanto, dedujo que el ABA exdégeno
habia inhibido la sintesis posterior de nuevo ABA. Sin embarsgo,
en otros experimentos anteriores (MILBORROW, 1974c), se ha

comprobado que al aplicar ABA 2x10-4 M a preparaciones de
cloroplastos, se estimula la sintesis de ABA a partir de AMV
marcado.

HARRISON y WALTON (1975) piensan que una proporcién alta
entre sintesis y metabolismo, conduce a un constante aumento de
los niveles de ABA.

La sintesis de ABA se detiene rapidamente cuando cesa el
estrés hidrico, pero no se sabe cémo la restauracién del turgor

se transforma en una reduccidn de la actividad biosintética.
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1.4.5. Hetabolismo del ABA y su localizacidén

El gran interés que ha despertado en los ultimos afios el
estudio del ABA, se ha extendido también a sSu metabolismo.

Se puede considerar que en el metabolismo del acido
abscisico estan implicados dos mecanismos: inactivacién de la
hormona activa (por destruccién de la misma o por enmascaramiento
de una funcién esencial), y por la modificacién de las
propiedades hidrofilicas para hacerla altamente polar (lo que
puede ocurrir por combinacién de la molécula con un residuo
glucosil o similar).

El metabolismo del A4cido abscisico libre es un balance
continuo entre su biosintesis y su degradacién. La degradacién
del ABA ocurre, como en las demis hormonas vegetales, por dos
procesos: oxidacidén y conjugacién. La conjugacién consiste,
segin SEMBDNER y cols. (1972), en la formacién de un enlace

covalente especial, de tipo glucésido o ester, entre la hormona

y otra molécula como, por ejemplo, un monosacarido o un
aminoacido. También pueden formarse enlaces no covalentes con
otras moléculas. Estos procesos dan lugar a la formacién de

isémeros y enantiémeros del ABA.

Los primeros experimentos sSobre el tema los realizd
MILBORROW (1967), aplicando (+)-[2-1%C1ABA a segmentos de peciolo
de haba y de sicomoro. Después de doce horas en contacto con el
tejido, se detectaron tres compuestos marcados en un extracto con
metanol: un compuesto neutro soluble en éter, otro compuesto
insoluble en éter y altamente polar y, un tercer compuesto &acido,

soluble en éter y algo mas polar que el ABA. Se han encontrado
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compuestos similares en brotes de tomate tratados con ABA marcado
(MILBORROW, 1870).

El compuesto polar, soluble en agua, se identificé como
(+)—abscisil-/3 -D-glucopiranosido (ABAGE), habiendo sido
encontrado con anterioridad en frutos de Lupinus luteus, actuando
como un inhibidor (KOSHIMIZU y cols., 1868).

El compuesto neutro era un metil ester ABA (MILBORROW, 1971)
y Se considerdé como un artefacto producido por la extraccién por
metanolisis, en solucién neutra o bisica, del ABAGE (MILBORROW y
MALLABY, 1975). También se pueden formar compuestos de este tipo
a partir de conjugados del ABA, por un proceso de metanolisis.

El tercer compuesto marcado, formado en brotes de tomate,
fue aislado como un sélido cristalino, con un espectro rotatorio
de dispersién éptica (ORD) similar al del ABA, pero es un 8°-
hidroximetil—-ABA (MILBORROW, 1969). Este compuesto se isomeriza
pPor un tratamiento con diazometano, dando lugar a acido faseico
(AF). El AF habia sido aislado, previamente, por McMILLAN vy
cols. (1960) de semillas de haba. Posteriomemte se descubrié un
conjugado del 6°'-hidroximetil—-ABA, el 3’-hidroxi-3-metil-glutaril
hidroxi-ABA (HIRAI y cols., 1978).

Se ha comprobado la presencia del 6°’-hidroximetil-ABA en
numerosas especies vegetales y, también, que el AF es un
metabolito natural del ABA, que normalmente es reducido a acido
dihidrofaseico en plantas. La presencia de estos metabolitos fue
puesta de manifiesto por WALTON y SONDHEIMER (1872) al aplicar
ABA marcado a ejes excindidos de haba y comprobar que se formaba
AF y ADF. El ADF era el producto de desactivacién del ABA mas

abundante. Otro compuesto que se forma de manera natural en
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brotes de haba es un epimero del ADF: el epi-ADF. Tanto el AF,
ADF y epi—-ADF, pueden formarse también como conjugados basicos
libiles (ZEEVAART y MILBORROW, 1978).

Aunque el ADF sea la forma de desactivacién del ABA mas
abundante, no es el Gltimo metabolito de éste. MILBORROW vy
VAUGHAN (1882), asi como HIRAI y KOSHIMIZU (1983), han demostrado
recientemente la presencia del ADF-4’-0- ﬁ -D-glucopiranésido
(ADFGS), en brotes de tomate y, probablemente, también sea el
compuesto que caracterizdé parcialmente SETTER y cols. (1981) en
hojas y vainas de soja.

El aumento del contenido de ABA libre en extractos obtenidos
de plantas, a 1los que sigue una hidrélisis alcalina, ha sido
utilizado como una técnica para medir el llamado ABA conjugado,
pero existe el peligro de que se piense que todos los conjugados
son ABAGE.

Estudiando el metabolismo del ABA, a largo plazo, en semillas
de manzana (MILBORROW y VAUGHAN, 1878) y el efecto del tipo de
luz sobre el metabolismo del ABA (LOVEYS, 1979), se ha obtenido
el compuesto 1’-0-acido abscisico- ﬁ -D-glucopiranésido (ABAGS)
(LOVEYS y MILBORROW, 1981). El1 ABAGE se produce en la naturaleza
Yy es el metabolito mas abundante del (i)—[2—14C] ABA en nmuchas
plantas.

Se han descrito numerosos compuestos naturales, relacionados
estructuralmente con el ABA, aunque no hay razones para afirmar
que sean productos del metabolismo del ABA. Asi, por ejemplo,
MARTIN y cols. (1977) han demostrado la existencia del Acido

hidroxifaseico u oxodihidrofaseico en semillas de pera; HOAD vy
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GASKIN (1880), han encontrado 2-transABA y ADF en exudados del
floema del coco. Otro compuesto que se ha descrito como un
metabolito del ABA es el 1°’,4°’-trans-diol del ABA (MILBORROW,
1983). Sin embargo, no se ha podido probar, hasta el momento,
que estos compuestos ge formen naturalmente durante la
desactivacién del ABA.

En resumen, el patrén general que describe el metabolismo del
ABA, sugiere que esta hormona es inicialmente oxidada a la forma
6’-hidroximetil—-ABA y posteriormente se isomeriza en AF. El1 AF
es reducido a ADF y epi-ADF, nmientras que la combinacién del ABA
con glucosa forma ABAGE y ABAGS. Todos 1los metabolitos
acidéfilos son sometidos a un proceso de conjugacién en el que
puede ser liberado un grupo 4cido, por una hidrélisis basica
(ZEEVAART y MILBORROW, 1976), o &acida (MILBORROW y VAUGHAN,
18982). Las formas conjugadas se formarian porque son mas estables
que las formas acidicas, mais sensibles estas dltimas a la luz,
enzimas, etc., y con una vida media muy corta. Se puede

representar este patrén general por medio del siguiente esquema:

ABAGE
1’,4’-transDIOL & ABA
ABAGS
WV
6'-HO-ABA — HMG-HO-ABA
N \
AF 3 CONJUGADO
N g
ADF — ADFGS =~——) POLAR
L \
epi—AD —) CONJUGADO
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GUILLARD y WALTON (1976) han demostrado que el enzima que
degrada el ABA a AF es una hidroxilasa (monooxigenasa dependiente
de NADPH y de gran afinidad por 02) que se encuentra asociada a
membranas, es inhibida pér CO y tiene alta especificidad por el
sustrato [(+)-ABA]. El enzima que degrada el AF a ADF es soluble.
Esto parece indicar que la degradacién del ABA tiene lugar en el
citoplasma celular.

En cuanto a los lugares donde se lleva a cabo el metabolismo
del ABA, parece que ocurre en todos las partes de la planta, e
incluso en el xilema y el floema. Sin embargo, como hemos
apuntado en otras ocasiones, la presencia del ABA y de sus
metabolitos en wun o4érgano determinado, no demuestra que la
sintesis y el metabolismo del mismo, se produzcan en él.

Se han hecho numerosos estudios sobre el metabolismo del ABA
en partes aisladas de la planta. Por ejemplo, parece ser que el
ABA es metabolizado en raiz de plantas de haba (WALTON y cols.,
1876), ya que se han encontrado AF, ADF y otros metabolitos

polares del ABA.

En semillas, ha sido muy estudiado este metabolismo, debido
a la influencia del ABA sobre la dormancia de las mismas. Asi,
los altos niveles iniciales de ABA en grano de trigo, previenen
la germinacién precoz (KING, 1976). La disminucién de 1los

niveles de ABA y la maduracién del grano de trigo estan asociados
con un aumento de los metabolitos del ABA, principalmente AF, ADF
y otros compuestos polares (KING, 1879).

También se han encontrado metabolitos del ABA en semillas de
lechuga (McWHA y HILLMAN, 1973), Vigna unguiculata (ADESOMUJO y

cols., 1880), guisante (McMILLAN y cols., 1960), Robinia (HIRAI y
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cols., 1978), altramuz (KOSHIMIZU y cols., 1868), Echinocystis
lobata (WALTON y cols., 1976) y cebada (DASHEK y cols., 1979).
Parece ser que el ABA esti compartimentalizado en la
planta entera. A este respecto, DAIE y cols. (1984) pPropusieron
que la presencia del inhibidor o de sSus metabolitos es distinta
segun el tejido sea formador o almacenador de ABA. En los tejidos
formadores existe, preferentemente, sintesis "de novo" de la
hormona, y una cierta conjugacién de ABA. Sin embargo, en los
tejidos almacenadores tiene mayor importancia el catabolismo.

La mayor actividad, tanto en la sintesis como en la
degradacién del ABA, parece ocurrir en las hojas, debido al
importante papel de éste comc regulador de la conductancia
estomatica (HIRON y WRIGHT, 19733 ASPINALL, 1880). El mecanismo
de control de los estomas responde a los cambios en el potencial
hidrico. La respuesta de los estomas en un periodo de estrés
hidrico puede depender de un agotamiento del ABA por su
metabolismo o0 por su secuestro a un Sitio inactivo (CUMMINS,
19733 RASCHKE, 1975). Como el sitio de accién del control
estomatico debe ser la epidermis y, principalmente, las células
guarda, es légico pensar que aqui exista un metabolismo activo
del ABA. Sin embargo, experimentalmente se ha encontrado que el
metabolismo existente en el resto de la hoja es mayor que el de
la epidermis. El lugar de la hoja donde el metabolismo del ABA
parece mayor, es el meséfilo. Y, concretamente, el citoplasma de
las células mesofilicas.

Aunque, casi el 80% del ABA total de la hoja se almacena en

el cloroplasto y, desde aqui, se distribuye a los distintos
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compartimentos celulares, segin los gradientes de pH entre el
citoplasma y el estroma del cloroplasto , ya que el ABAH (no
disociado) atraviesa las membranas por difusién (BRAY y ZEEVAART,
1986). Sin embargo, en éste orgianulo no se produce metabolismo
del ABA

El metabolismo de una sustancia con actividad biolégica,
usualmente se considera como un mecanismo de inactivacién. Sin

embargo, por la sSemejanza estructural entre el ABA y sus

metabolitos inmediatos, sSe espera que estos tengan alguna
actividad biolégica residual. Se han determinado los
requerimientos estructurales necesarios para ello (MILBORROW,

1974a, 1878). Se sabe que es necesario el grupo carboxil del ABA,
asi como la presencia de enlaces 2-cis y 4-trans en el extremo de
la cadena dienoica.

En Bacterias, tanto la sintesis como la degradacién del ABA
son distintas. Por ejemplo, HASEGAWA y cols. (1884) han
encontrado, en Corynebacterium, como producto de la degradacidn

del ABA, un compuesto llamada dehidrovomifoliol que no se ha

visto en plantas.
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1.5, Fisiologia del &acido abscisico

1.5.1. Transporte idénico y propiedades del plasmalema
En los dGltimos anos se han realizado muchos trabajos
experimentales para demostrar que la comprensién del mecanismo

de accidén de las fitohormonas pasa por el conocimiento de las
alteraciones que producen en las membranas celulares; sobre todo
a raiz del descubrimiento de que, en ellas, aparecian lugares de
unidén para algunas sustancias de caracter hormonal. Con ABA, se
han realizado algunos trabajos, que apuntan a que uno de sus
lugares de accidén sean también las membranas celulares.
Recientemente, incluso, se ha llegado a relacionar el incremento
de la permeabilidad, en respuesta al ABA, con un componente
membranoso: la fosfatidiletanolamina.

Aunque el conocimiento de la membrana plasmitica de los
vegetales es muy incompleto, de la informacién disponible se
pueden deducir tres funciones principales:

1. Transporte. La membrana plasmatica estid altamente
especializada en el transporte de gran variedad de sSustancias
hacia el interior de la célula y, de ésta, al exterior.

2. Recepcién y traduccién de sefiales. Recibe sefales
hormonales y del medio, que traduce en respuestas quimicas y
fisioldégicas.

3. Sintesis de microfibrillas de pared celular. Dirige vy
controla tanto la sintesis como el ensamblaje de las

microfibrillas que van a formar la pared celular vegetal.

En cuanto al transporte, la membrana debe mantener y/o
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establecer un gradiente de material celular entre el interior vy
el exterior, impidiendo la pérdida pasiva de metabolitos, asi
como la entrada de una amplia variedad de sustancias del medio.
El conocimiento actual de la estructura de la membrana plasmitica
indica que es la mas apropiada para esta funcién.

La bioquimica del transporte a través de la membrana en
plantas, no se conoce en profundidad. Quizds, de lo que se tiene
mas informacién es del bombeo activo de iones inorganicos. Este
debe jugar un papel fundamental en la fisiologia de la célula
vegetal (MacROBIE, 1977). El transporte de iones tiene una gran
importancia por dos razones:

1. Es necesario para establecer y mantener el entorno
iénico apropiado para el metabolismo celular. Esto incluye,
ademds del transporte de nutrientes minerales esenciales, el
transporte de protones, implicado en 1la regulacién del pH
citoplasmatico y en la formacién de la diferencia de potencial
eléctrico a través de la membrana plasmatica.

22, La acumulacién en la célula de iones en alta
concentracién (respecto a la del medio), provoca un potencial
osmético bajo, requerido para el crecimiento celular y otras
respuestas de la planta relacionadas con la turgencia, como el
movimiento de las hojas y de los estomas. Por ello, la regulacidn
del transporte idénico, permite controlar muchas caracteristicas
celulares, como el entorno iénico, el pH, las propiedades
eléctricas y 1los niveles de crecimiento, todas ellas de gran
importancia en la forma y funcidén de la célula.

Por 1o que se refiere a la recepcién de senales, la

membrana recibe senales tanto hormonales como del medio,
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relacionadas con la iniciacién de los procesos de crecimiento, la
diferenciacién y otros aspectos del metabolismo vegetal. Por
ejemplo, parece demostrado que, la iniciacién de respuestas
promovidas por el fitocromo, se debe a que la proteina en forma
activa se une a la membrana y esta unién es la senal o estimulo.
No se sabe bien qué es lo que ocurre a continuacioén, pero estan
implicados cambios en la permeabilidad y/o en las propiedades
eléctricas de la membrana ( MARME, 1877). Parece posible que el
fitocromo regule varias caracteristicas del transporte en la
menbrana plasmatica y, que los cambios en las funciones de ésta,
traduzcan la sefial del medio —-calidad de luz- en una respuesta
fisioldgica. En cuanto a la recepcidén de senales hormonales, la
accidén de las auxinas en el alargamiento celular, es un ejemplo.
Se ha sugerido, que para algunas respuestas la auxina se une a la
membrana plasmiatica para iniciar la accién hormonal. Se activa
en la membrana la bomba de protones que acidifica el medio. Esta
acidificacién provoca relajamiento en la pared celular, lo que
permite que la célula crezca. Hay sin embargo, ciertas evidencias
que indican que el primer sitio de unién de la auxina es el
reticulo endoplasmatico (ANDERSON y RAY, 1978), siendo la funcién
de la membrana plasmiatica tomar parte en la accién de la hormona
en la induccién del alargamiento celular, y no la de actuar como
sitio receptor de la misma. Otro ejemplo, es el aumento del
calcio citoplasmatico debido a que alguna senal modifica
propiedades de la membrana, lo que provoca cambios en la
permeabilidad al calcio, disminucién de la actividad de la bomba

de este ién, que sSe encuentra en la membrana plasmatica (MARME y
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DIETER, 1983) y/o liberacién el calcio ligado (DIETER, 1984).

Por otro lado, el comienzo de la imbicién de las semillas
viables, estid acompafiado por la salida de gases, iones y
sustancias organicas como ac:dos organicos, azicares y
aminoacidos, a través de la membrana mitocondrial, ¥y no se
completa hasta varias horas después del comienzo de la toma de
agua. Este fenémeno, se debe en parte, a la sensibilidad de las
células al agua, lo que provoca que durante la imbicién estén
sometidas a estrés (HEGARTHY y ROSS, 1880,/81).

La situacidén puede revertir con el tiempo; las membranas se
reestructuran, hasta alcanzar una configuracién estable, bien
fisicamente, bien por algin mecanismo enzimitico de reparacién,
que es mas rapido a temperaturas relativamente altas (VILLIERS,
1974).

Parece ser que la desorganizacién de las membranas tiene
lugar durante el Gltimo periodo de la formacién de la semilla,
cuando ésta empieza a deshidratarse. Estudios de difraccién de
rayos X y analisis térmicos (LUZZATTI y HUSSON, 1962; LADBROOKE vy
col., 1968), revelan que con niveles de agua inferiores al 20%
la bicapa lipidica es inestable, formandose estructuras
hexagonales. Basiandose en estos resultados, SIMON (1981) postula
que durante este periodo, las membranas celulares de las semillas
se desorganizan. Esta desorganizacién puede deberse a la ruptura
de las membranas por colapso celular, formidndose grandes
discontinuidades en la bicapa lipidica, o bien a que los cambios
que se han inducido durante la desecacién, no son perfectamente
corregidos por una posterior hidratacién.

La pérdida de sustancias de la semilla, en los Primeros
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momentos de la imbibicién, puede provocar deficiencias en la
germinacidn; asi, la pérdida de azicares representa una
disminucién de los sustratos respiratorios, lo que podria impedir
que la semilla alcanzase los niveles energeticos necesarios para
germinar. Ademas, se ha observado que la disminucién de los
electrolitos tiene una correlacidn negativa con la capacidad de
germinacion en el campo.

Esta salida de sustancias desde la semilla al medio parece
ser parcialmente selectiva. En Lotus corniculatus, donde 1la
estructura de la membrana permanece lamelar Yy no hexagonal,
incluso con niveles de agua del 5%, durante dos horas de
hidratacién, se pierde el 32% del_potasio, aproximadamente el 18%
del fosfato y aminoaicidos, pero sélo un 14% de proteinas solubles
y un 8% del contenido en azicares (MacKERSIE y STINTON, 1980).

Una imbibicién rapida, conlleva la reconstitucién espontanea
de la configuracién de bicapa, una vez que se alcanza el grado de
hidratacién critico, pero los componentes de la membrana pueden
ser desplazados por el flujo rapido de agua hacia el interior
(BEWLEY y BLACK, 1882). Hasta que este desplazamiento sea
revertido (bien por deformacién espontanea, bien por un mecanismo
de reparacién molecular) se estara produciendo pérdida, y, cuanto
mayor sea el tiempo que tarde en completarse esta reconstitucidn,
mayor serid la pérdida de sustancias, con el consiguiente riesgo
para la germinacién y posterior crecimiento de la plantula. La
reconstitucién de las membranas debe ocurrir, por tanto, antes
que la mayoria de los demas procesos germinativos (MAYER y SHAIN,

1874).
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MAYER y MARBACH (1981) Propusieron que las membranas eran
los sensores de los cambios de temperatura en la germinacidén de
las semillas. Posteriorente, comprobaron que la salida de
sustancias al medio varia con la misma (MARBACH y MAYER, 1985).

Desde otro punto de vista, tampoco es conveniente para las
semillas la pérdida de solutos durante la hidratacién, ya que, en
el suelo, pueden estimular la germinacién y el crecimiento de
patégenos fdngicos o microbianos (SCHROTH y COOK, 1964) que
Pueden interferir con la germinacién y desarrollo de la plantula.

También parece indiscutible que las respuestas rapidas deben
estar relacionadas con procesos llevados a cabo en las membranas;
por ejemplo, el cierre estomatico. En respuesta a condiciones de
estrés hidrico, las células estomaticas pierden solutos
osméticamente activos y, por tanto, la presidén de turgencia sufre
un descenso. En este proceso interviene el ABA acelerando 1la
salida de K+, ién osméticamente activo, aunque no se sabe
mediante qué mecanismo (BRADFORD y HSIAO, 1982). A este respecto,
algunos autores opinan que el estrés lo que induce es una
alteracién en el gradiente de distribucién del ABA en la célula
del meséfilo (mixima concentracién en el cloroplasto y minima en
la vacuola). Segin otros autores, este gradiente se deberia a una
alteracién en la permeabilidad de las membranas del cloroplasto,
donde se sintetiza, en mayor grado, el ABA, y a una subsiguiente
salida hacia las células guarda. Ademas, RASCHKE (1982) demostré
que, bajo ciertas condiciones de estrés hidrico Yy en la epidermis
de la hoja, la concentracién de ABA es muy baja en comparacién
con la existente en el meséfilo. Esto lleva a la hipétesis de que

hay wuna aceleracién del transporte apoplastico de la hormona
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hacia 1la célula estomatica. Una vez que la concentracién de ABA
en las células guarda es suficiente (aproximadamente 8.9
pmol/cc), el estoma se cierra al instante o al cabo de pocos
segundos. La reversibilidad del acto también es casi automatica,
cuando desaparecen las condiciones que provocaron el estrés, yva
que disminuye la concentracién de ABA libre por aumento en su
conjugacién o en su metabolismo (RASCHKE, 1878).

Actualmente, se acepta que existe un mecanismo
electronegativo de expulsién de protones localizado en el
plasmalema y dependiente de energia. Este bombeo de protones
hacia las células epidérmicas es retrasado o inhibido por ABA, al
igual gque la entrada de K*(Rbt). La FC revierte este proceso de
apertura del ostiolo, lo que sugiere que el ABA altera la
funcionalidad de la ATPasa, mediante un mecanismo no conocido.
Pero no se sabe cémo se provoca el intercambio HY/K* inducido por
FC. SERRANO (1984) propone que, o bien es un intercambio
electroneutro (H'/K™) acoplado directamente, o es un bombec de
protones, de forma que el gradiente electroquimico producido
permita, indirectamente, la entrada de i a través de un
transportador no acoplado. El1 propio SERRANO, al reemplazar el Kkt
" por cationes lipofilicos permeables pasivamente, logra que
penetren éstos en presencia de FC, como respuesta a la salida
activa de H+, sSin que exista una entrada subsecuente de K*; esto
hace que la segunda hipdétesis pueda ser la real.

En definitiva, aunque el ABA parece afectar de forma casi
inmediata a la bomba de protones, los pasos intermedios para esta

accidén se desconocen. Son, quizas, estos pasos lo mas importante
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del mecanismo de acciéon del ABA a nivel de las membranas
biolégicas.

Respecto al transporte iénico, hay que decir que esta
afectado por ABA, sobre todo en raices, donde ha sido mas
estudiado. Su capacidad de promover o inhibir el transporte
depende, entre otras razones, de la especie y de las condiciones
de crecimiento. Asi, en raices de Phaseolus vulgaris lo estimula
(VAN STEVENICK y KARMOKER, 1978), mientras que en raices de
remolacha (VAN STEVENICK, 1972) y maiz (SHANER y cols., 1875) lo
inhiben. Sin embargo, existen pocos datos acerca del papel del
ABA sobre otros iones distintos a H+, Kt y Cl .

En las semillas, son transportadas importantes cantidades
de iones desde los cotiledones o el endospermo hacia el eje
embrionario, durante la germinacién. Estos elementos minerales se
acumulan en la semilla durante el proceso de maduracién. Y son
transportados hacia el eje, ya desde el comienzo de la
germinacién, especialmente el potasio por sSu gran importancia en
los procesos osméticos y de transporte en las células.

2+ y Mg2+, pParece ser gque se acumulan en las

Los iones Ca
fitinas (sales de calcio y magnesio del mioinositol hexafosfato).
Su movilizacién y utilizacién en el embridén parecen mas lentas
que las del potasio, y su contenido menor (SUTCLIFFE, 1980). Las
necesidades de calcio y magnesioe%ste, estan relacionadas con la
actividad de enzimas dependientes de dichos iones, con la
sintesis de clorofila (Hg2+), con la formacién de paredes
celulares (Ca2+) y con la respuesta a estimulos externos (Ca2+).

El potasio, como se ha visto anteriormente, es indispensable

para el mantenimiento del potencial osmético y del intercambio
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H*/K* en el plasmalema (MARRE, 1979).

En las primeras horas de la germinacioén, hay gran pérdida de
cationes (K+, Na+, Mg2+, Ca2+) al medio (COCUCCI y COCUCCI, 19773
MULLET y CONSIDINE, 1980; HERNANDEZ-NISTAL y cols., 1983). Al
cabo de cierto tiempo, el potasio practicamente no se detecta; en
Cicer arietinum, a las 36 horas del comienzo de la imbibicidén, se
ha recuperado el 60% del Kt excretado inicialmente (HERNANDEZ-
NISTAL y cols., 1983), por la actuacién de wuna ATPasa de
membrana, siendo la activacién de ésta, el suceso clave en la
regulacién de la germinacién. Como se indica mas arriba, la bomba
de protones activada transforma la energia de los enlaces fosfato
en energia metabdélica (SERRANO, 1984) y excreta protones al
exterior de la célula. Esto lleva al relajamiento de la pared
celular y a la alcalinizacién del citoplasma, lo que aumenta la
actividad de la fosfoenolpiruvato carboxilasa que forma malato.
La unién de éste con el potasio y, su paso a las vacuolas,
pProvocan un potencial osmético mas negativo y, por tanto, el
aumento de la turgencia celular por la toma de agua. Esto permite
el crecimiento de la célula.

El gradiente de protones dirige la toma de tres tipos de
nutrientes (MITCHEL, 1974). E1 potencial de membrana y el
gradiente de pH pueden conducir al cotransporte de aminoacidos
neutros y azucares con HY. E1l cotransporte de aniones como Cl ,
P043—, 8042—, y aminoadcidos aniénicos con H+, puede ser dirigido
por el gradiente de pH, o por éste y el potencial de membrana que
depende del ©balance estequiométrico H*/sustrato. La toma

2+ Ca2+

electroforética de catioes (Na+, K+, Mg~ , . NH4+), y

aminoacidos catiénicos, es conducida por el potencial de membrana
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pero existe la posibilidad de que sean cotransportados con H+, en
cuyo caso esta implicado también el gradiente de pH. En plantas
superiores, la activacién de la bomba de protones por las
sustancias reguladoras del <crecimiento, podria explicar la
capacidad de los tejidos en crecimiento para extraer nutrientes
de otras partes de la planta (LUETTGE y HIGINBOTHAM, 18979).
Después de lo dicho respecto al efecto del ABA sobre el
movimiento de <ciertos cationes, se puede sSugerir gque esta
fitohormona afecta a las funciones del plasmalema, la barrera mas
importante de entrada de iones en la célula vegetal. No se
descarta, por otra parte, que el ABA pueda modificar
especificamente algin mecanismo relacionado con el transporte

iénico que precisa de "transportadores"”.

1.5.2. Estrés hidrico

Cuando se someten las plantas a condiciones de estrés, como
falta de agua, salinidad o inundacién, sus niveles endégenos de
hormonas sufren cambios rapidos e importantes. El aspecto mas
interesante del estudio de estos fenémenos es la posibilidad de
que la regulacién hormonal esté envuelta en el control del
potencial hidrico y en la permeabilidad de las membranas, en
plantas, asi como en el control del deéficit hidrico.

Si comparamos las respuestas al estrés hidrico de una amplia

variedad de géneros, vemos que son muy similares. Esto se debe a
que se trataria de especies del grupo ecolégico de las
mesofitas. Este grupo, excepto las xerofitas, no poseen

adaptaciones anatémicas especiales que lepermitan sobrevivir en
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condiciones extremas de estrés hidrico. Cuentan con controlar la
pérdida de agua, regulando la apertura de sus estomas,
debilitando la resistencia de sus raices y sacrificando las hojas
viejas.

Se sabe que el estrés hidrico o déficit hidrico ocurre en
plantas, cuando sus células y tejidos estan por debajo del nivel
de turgencia. Esta situacidn se alcanza cuando la transpiracién
en la superficie de la planta, excede a la cantidad de agua
absorbida por las raices.

El estrés hidrico puede variar gradualmente, desde wuna
pequeinia bajada del potencial hidrico, no detectable a simple
vista, debido al marchitamiento ridpido de mediodia que se produce
cuando el tiempo es caluroso, al marchitamiento permanente y a la
muerte por desecacién. A lo largo del tallo hay diferentes
niveles de déficit hidrico y de potencial hidrico. Asi mismo, hay
varias etapas del crecimiento asociadas con diferencias en su
"habilidad" al competir por el agua. Las hojas jévenes y los
frutos son, usualmente, mids susceptibles que las hojas viejas vy,
éstas son las primeras que entran en senescencia, cuando las
pPlantas estian sometidas a estrés hidrico severo. Se han estudiado
las fluctuaciones del potencial hidrico de hojas ( %Jhoja) de
plantas de pimienta expuesta a sequia (que es funcidén de la
turgencia de las células de la misma), en relacién al ©potencial
hidrico del suelo (\V suelo)’ encontrandose fluctuaciones diurnas
en el potencial hidrico de la hoja. Esto se debe a que la hoja es
mas turgente, durante los periodos de oscuridad que en los de

luz, debido al cierre de los estomas y a la disminucién de Ila
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transpiracién, al anochecer. Hay gran namero de plantas que
reducen el contenido de agua del suelo hasta niveles préximos al
punto de marchitez permanente. El valor de este punto de
marchitez permanente, depende del tipo de suelo, aunque el
\V suslo®* ©0 el punto de marchitez, estid comprendido entre -10 y
—-20 bares.

La pérdida de turgor celular que acompafia al estrés hidrico,
es uno de los factores responsables del "disparo" de los cambios
en el balance hormonal de la planta. Estos cambios, al promover
el cierre de los estomas, reducir la resistencia de 1la raiz,
inducir la senescencia de la hoja, etc., ayudan a disminuir vy
aliviar los efectos producidos por dicho estrés.

Como hemos dicho, durante el estrés hidrico se modifican los
niveles hormonales en plantas. Por ejemplo, disminuyen los
niveles de citoquininas y giberelinas, aumenta la biosintesis de
etileno, afecta a los niveles de auxinas e induce la acumulacién
del ABA. Las plantas al marchitarse, acumulan ridpidamente ABA en
sus raices. Este descubrimiento se hizo de forma fortuita, al
estudiar la posible existencia, en hojas excindidas de trigo
(Triticum aestivum), de un inhibidor del crecimiento inducido por
la luz. Se encontrdé un omnipresente inhibidor—ﬂ que después se
identificaria como ABA. Posteriormente, se comprobé que el
aumento en el nivel de inhibidor era estimulado por el déficit
hidrico de la hoja.

Otros experimentos establecieron que la cantidad de
inhibidor acumulado en las hojas de trigo, también dependia del
periodo en las condiciones de sequia, de la temperatura y del

grado de déficit hidrico de la hoja.
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Hay evidencias de que la produccion de ABA en respuesta a la
falta de agua, no se restringe a las hojas excindidas, Sino que
también ocurre en yemas. Raices estresadas osméticamente por
C1Na, manitol (MIZRAHI y cols., 1870) y polietilenglicol (WRIGHT,
1978), aumentan los niveles de ABA en raices de tabaco (Nicotiana
tabacum) y plantas de trigo, respectivamente. El primer efecto
observado al afdadir ClNa al medio nutritivo fue el aumento del
déficit hidrico de la hoja. Y, éste, probablemente, era el
estimulo iniciador del aumento del contenido de ABA en hojas de
tabaco.

Se han encontrado mas evidencias al respecto en cafa de
azacar, guisante, tomate, aguacate, etc. Sin embargo, plantas por
debajo de los musgos, evolutivamente hablando, no tienen esta
posibilidad. Esto es l6gico ya que los musgos parecen Ser un
punto de transicién en la evolucién de las plantas.

Por otra parte, seria de gran interés saber si hay un umbral
de potencial hidrico de la hoja que inicie la acumulacién de ABA.
A este respecto, ZABADAL (1974), sugiridé que el potencial hidrico
de la hoja podria ser el detonante de la biosintesis de ABA.
Trabajando con Ambrosia artemisiifolia y A. trifida, sometidas a
condiciones de desecacién, encontrd que el sistema de acumulacidén
del ABA es "activado" por un rango critico de potencial hidrico
de la hoja, comprendido entre —-10 a —-12 bares. Se han encontrado
resultados similares en abeto Douglas (BLAKE y FERRELL, 1979) vy

Euonymus (HEMPHILL y TUKEY, 19795).

Sin embargo, hay otros muchos resultados en favor de la
interpretacién de que se produce un aumento gradual de la
cantidad de ABA, conforme disminuye el potencial hidrico de la
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hoja, hasta cierto valor éptimo. Parece ser que el potencial
hidrico que inicia la acumulccién de ABA varia de unas especies a
otras.

En general, el ABA debe empezar a acumularse en plantas (por
ejemplo por una biosintesis mayor que el metabolismo), cuando el
potencial hidrico de la hoja disminuye -2 bares con respecto al
potencial hidrico diurno normal.

El aumento del ABA en respuesta al estrés hidrico, puede
deberse, mas probablemente, a que se induzca su biosintesis a
partir del Aacido mevaldnico, que a la liberacién de formas
ligadas (p.e. ester glucosa, MILBORROW y NODDLE, 1870).

En la mayor parte de los casos, el nivel de ABA ligado es
relativamente pequefio, en comparacién con el ABA libre. Sélo se
ha encontrado un aumento del nivel de la forma ligada bajo
condiciones de estrés hidrico frecuente, o durante un breve
periodo después de la mejora de plantas sometidas a sequia.

Cuando no se le suministra agua a plantas de tomate, hay un
rapido incremento del ABA en las 24 horas previas a la aparicién
de los sintomas de marchitez. Sin embargo, al establecerse ésta,
disminuian los niveles de ABA. Esto puede deberse al dano que
sufre la hoja como consecuencia del aumento del estrés o a un
déficit hidrico éptimo en la hoja para la acumulacién del ABA,
que ocurriria antes o préxima al punto de marchitez visual. En
todo caso, la disminucidén de la acumulacién de ABA puede ser
explicada en términos de un sistema “feedback" negativo.
MILBORROW y NODDLE (1870), nutrieron hojas de trigo turgentes con

(2—14C)diol racémico del ABA, y dedujeron que el exceso de ABA,
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formado a partir de los dioles, operaba como una onda "feedback"
negativa que paraba supropia sintesis.

MILBORROW (1974a) propuso tres mecanismos distintos,
operantes en el sindrome ABA-estrés: a) una rapida sintesis del
ABA, cuyo "disparo" se evita por marchitamiento; b) un mensaje de
“stop", cuando se forma suficiente ABA y c) el comienzo de la
destruccién o cese de la sintesis rapida del ABA cuando se
recupera el turgor.

El proceso de acumulacién del ABA en plantas sometidas a
estrés hidrico, pero este proceso se revierte, tan pronto como el
estrés disminuye. La longitud del periodo de restablecimiento,
necesario para restaurar los niveles de ABA al nivel anterior al
estrés, es proporcional al nivel final de ABA, alcanzado como
resultado del estrés hidrico impuesto. Y, probablemente, también
estd influido por la temperatura, humedad, dafio causado en la
raiz por el estrés, etc., asi como otros factores no conocidos.

El ABA es metabolizado, en plantas, hacia ester glucosa o
via 4cido faseico y dihidrofaseico. HIRON y WRIGHT (1973) han
visto que habia conversién del ABA libre (aprox. 50%) a la forma
ligada y, posteriormente, ésta también disminuia. E1 ABA libre
que quedaba, era metabolizado via acido faseico. Se ha comprobado
que estos procesos ocurren realmente en vid, cerezo, etc., al
final del periodo de dormicién invernal, cuando descienden las
condiciones de estrés hidrico en ramas, al aumentar la savia en
primavera (WRIGHT, 1975).

Sin embargo, en guisantes, la mayor parte del ABA era
metabolizado, primero a acido faseico y después a 4cido

dihidrofaseico y, el aumento del ABA ligado, durante el periodo
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de restablecimiento, no era significativo.

Se ha estudiado el sindrome de ABA-estrés en hgjas y raices
de plantas superiores, del grupo ecoldégico de las mesofitas.
Pero, hay otros érganos de la planta, y también, otras especies
de hidréfitas y xerdéfitas que son capaces, €n mayor o menor
grado, de responder al estrés. En general, las raices no pueden
alcanzar niveles de ABA tan altos como las hojas y tallos,
frente al estrés, ya que estos son capaces de sintetizar ABA
(WALTON y cols., 18768). En Apices los niveles de ABA son mas
altos que en hojas. Esto puede ser debido a que 1los valores
exXxistentes son expresados en base al peso fresco, en lugar de por
célula o por peso seco. El ABA también puede inhibir el cambio de
actividad, durante el estrés hidrico (LITTLE, 1975).

Las especies acuiaticas, que crecen enteramente sumergidas,
contienen valores muy bajos de ABA control y aumenta sdélamente
1.7 veces con la falta de agua, aunque esto varia segiun la parte
de la planta de que se trate. Asi, en la roseta aérea, se alcanza
un aumento de 6 veces. Esto se explica porque las hojas aéreas
estan expuestas a este tipo de estrés. Todas las especies
higréfitas muestran aumentos del ABA de 5 veces, en sequia, lo
que sugiere una limitada confianza en el sistema ABA-estrés, en
este grupo ecoldgico. Las especies xerofiticas, que estan
estructuralmente adaptadas a la sequia, presentan aumentos del
ABA de sé6lo 4 veces después del desecamiento.

En plantas sometidas a estrés hidrico, sSe ha intentado
determinar si el ABA se forma en el propio d4érgano, O es

transportado desde otras regiones de la planta. HOAD (1873)
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determindé los niveles de ABA, en respuesta al estreés, en varias
partes de las plantas de ricino (Ricinus communis). Con los
resultados obtenidos concluyé que, por ejemplo, el aumento en el
nivel de ABA ncontrado en &apices, probablemente se debia al ABA
transportado desde las hojas maduras mas que a su produccién "in
situ". Estas conclusiones estan apoyadas por los resultados de
HOCKING y cols. (1872), que aplicaron (2—14C)ABA, en un bloque de
agar, a una hoja primaria de 15 dias de plantas enanas de judia,
durante 24 horas y, encontraron que la radiactividad estaba
distribuida por toda la planta, con la excepcién de la hoja
primaria opuesta. Con estos resultados y con los de otros autores
se vidé que, una vez que el ABA llega al punto de <crecimiento
apical, ya no se mueve. Por otro lado, no se puede concluir, que
el 14C encontrado en los puntos de crecimiento, indique la
presencia de ABA libre, sino que, el ABA que se acumula en las
hojas como consecuencia del déficit hidrico de la misma, se puede
transportar desde otras regiones de la planta, en crecimiento.

Puesto que el ABA es un potente inhibidor del crecimiento,
puede tener efecto en la induccién del estado de dormicidn
temporal que se produce durante el estrés hidrico. Este efecto
puede ser intensificado por el cierre de los estomas, inducido
por el ABA remanente en hojas.

¢Por qué se acumula ABA durante el estrés hidrico?. Todos
los enzimas necesarios ©para sintetizar ABA desde el Acido
mevalénico, residen en los cloroplastos o leucoplastos de las
células vegetales (MILBORROW, 1974b; RAILTON y cols., 1974) y, de

aqui, migra a otras partes de la planta (LOVEYS, 1877). Se ha

demostrado que el ABA se sintetiza a partir de mevalonato, en
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condiciones de estrés, y que se acumula rapidamente en los
tejidos (MILBOROW y NODDLE, 1970). Por tanto, la acumulacidén de

ABA puede deberse a que: 1) el ABA puede ser sintetizado mucho
mas rapido de lo normal, y mids rapido de lo que su metabolismo es
capaz de degradarlo 3 o, 2) la degradacidén del ABA es disminuida
0o inhibida durante el estrés.

Los resultados de HARRISON y WALTON (1875), parecen
favorecer la primera hipdédtesis ya que han demostrado que, tanto
la sintesis de ABA como su metabolismo a 4cido faseico vy
dihidrofaseico, aumentan rapidamente en las hojas de plantas
enanas de judia, sometidas a estrés, pero la cantidad de sintesis
del ABA es mucho mas grande que su metabolismo. Sin embargo, los
resultados de otros autores estian mas de acuerdo con la segunda

proposicién.

1.4.3. Accion sobre la expresidén génica

Los efectos fisiolégicos del ABA sobre la sintesis de ADN
estian poco estudiados, existiendo resultados poco aclaratorios
para esbozar una forma de actuacidén determinada. Experimentos con
fluorodeoxiuridina, un inhibidor de la sintesis de ADN, indica
que la inhibicién de esta sintesis debe conducir a la supresién
de la divisién celular de plantulas de rabano (STEWART y SHMITH,
1972). Por tanto, es posible que los efectos del ABA en Ila
sintesis del ADN y en la divisién celular estén relacionados. Sin
embargo, no estid claro si es la inhibicidn, por ABA, de la
sintesis de ADN la que causa la disminucién de la divisién

celular o viceversa.
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En segundo lugar, el ABA afecta a la actividad codificante
de la cromatina y a la sintesis de ARN.

Los datos obtenidos no demuestran que el ABA afecte
directamente a esta actividad en la cromatina aislada del tejido
vegetal. Pero, anadiendo ABA al medio de homogenizacidn,
PEARSON y WAREING (1968), observaron que la transcripcién "in
vitro" dirigida por la cromatina aislada, era significativamente
menor. La posible interpretacidén de estos resultados, es que el
ABA reacciona con un factor, que puede estar asociado con la
cromatina, o localizado en alguna otra parte de la célula, y que
se pierde durante la separacién de la misma. Por tanto, el ABA no
puede afectar directamente a la actividad de la cromatina
aislada, sino que, como se ha-observado, en entrenudos de
guisante enano tratados con GA (JOHRI y VARNER, 1968), y en
hipocétilos de soja tratados con auxinas (HARDIN y cols., 1972),
requiere un cofactor desconocido que alteraria la actividad
codificante de la cromatina aislada. No se ha intentado aislar ni
identificar este cofactor. Algo similar ocurre en el estudio de
las hormonas animales.

En guisante, se han llevado a <cabo otros trabajos
relacionados con el efecto del ABA en la actividad de 1la
cromatina, y se ha encontrado que, tratando con ABA los embriones
intactos no durmientes, se reducia la capacidad transcripcional
de la cromatina aislada (KHAN, 1972). Puesto que la dormicidn
estd asociada con la reduccién de la actividad de la cromatina
(TUAN y BENNER, 1969), se puede pensar que la mayor parte de los
eventos bioquimicos, probablemente, también estén relacionados

con el efecto regulador del ABA en la dormicién.
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Se han visto pocas evidencias sobre el efecto del ABA en el
enzima responsable de la transcripcidn, la ARN polimerasa. EIl
tratamiento coledéptilos de maiz con ABA, reduce la actividad
de este enzima (BEX, 1972a) y, también disminuye, indirectamente,
la cantidad de transcripcién (BEX, 1872b). Hay, al menos, tres
ARN polimerasas en tejidos vegetales (DUDA, 1976) de las que
sé6lamente la ARN polimerasa Il es la responsable de la sintesis
de ARNm.

La ARN polimerasa aislada por BEX no estid asociada con la
cromatina (soluble), por tanto, probablemente sea la ARN
polimerasa II.

El ABA tiene importantes efectos inhibidores en la sintesis
de ARNr y ARNt, en numerosos sistemas vegetales, incluyendo hojas
de cebada (POULSON y BEEVERS, 1970), <coledéptilos de maiz (BEX,
1972b) y hojas de rabano (WAREING y cols., 1968). También induce
senescencia en hojas de rabano, y reduce el crecimiento en ejes
de judia. No obstante, el tratamiento de los tejidos con 5-fluor-
uracilo, un potente inhibidor de la sintesis de ARNr y ARNt, no
imita los efectos fisioldégicos del ABA descritos antes. Esto
indica que no es suficiente una simple inhibicién del ABA sobre
el ARNr y el ARNt, para mostrar los efectos fisioldgicos del
inhibidor, o que estos dos procesos (inhibicidén de ARNr y ARNt e
induccién de la senescencia)l), no estian totalmente relacionados.

Dos técnicas recientes han ampliado el campo de conocimiento
sobre el efecto de los reguladores vegetales del crecimiento, en
el metabolismo del mARN: 1°, el descubrimiento de que la mayor
parte del ARNnm, contiene una regidén poli(A), vy 2°, la buena

traduccién del ARNm en extractos libres de células. En capas de
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aleurona de cebada aisladas, ZWAR y JACOBSEN (1872) han observado
que el ABA puede revertir la sintesis de ARN polidisperso (ARNm),
inducida por GA3.

Estos trabajos fueron confirmados por los de HO y VARNER
(1974), al encontrar que el ABApodia inhibir la sintesis de

poly(A)—-ARN inducida por GAS. Asimismo, HIGGINS y cols. (1878) y

MOZER (1980) observaron, en un sistema de traduccién "in vitro",
empleando germen de trigo, que el ABA puede reducir parcialmente
los niveles del mARN para la Cﬂramilasa inducida por GA3.

Los niveles de mARN pueden estar regulados por una serie de
etapas de un procesamiento post—-transcripcional, como la wunidn
del ARNm a precursores nucleares, poliadenilacién y formacién de
"cap". Pero no hay evidencias al respecto.

En semillas de garbanzo, el ABA reduce la sintesis de ARN-
poli(A), aunque su capacidad de traduccidén "in vitro" es similar
a la obtenida a partir de ARN-poli(A) en condiciones normales
(RODRIGUEZ y cols., 18985).

En relacién directa con los A&Acidos nucleicos, esta la
sintesis de proteinas, que también estid afectada por el ABA.

Hay muchas evidencias que sugieren gque el ABA es capaz de

regular la formacién de distintos enzimas (proteinas) en tejidos

vegetales. Por ejemplo, la PEPCasa, malato-DH y RuDPCasa en la
fotosintesis; invertasa y ekfamilasa en el nmetabolismo de
carbohidratos; peptidasa y transaminasa en el metabolismo del

nitrégeno; fosforil-citidil colina y fosforil-gliceril colina
transferasa en el metabolismo de 1los 1lipidos; peroxidasa vy

fenilalanina—-amonio liasa en el metabolismo de productos
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secundarios; la ribonucleasa y la fosfastasa acida en hojas o

frutos senescentes; y las proteinas de almacenamiento en la
embriogénesis. Sin embargo, no se ha visto que, en plantas
superiores, haya una regulacién directa de 1la actividad

enzimatica, sino que parece actuar a otros niveles de regulacién.
Probablemente, con un efecto de supresién, de la que se han

descrito algunos casos (por ejemplo, la supresién de la sintesis

de ocramilasa en capas de aleurona de cebada), o induciendo la
sintesis de nuevas proteinas, probablemente a nivel
transcripcional. Por ejemplo, HO (1982) ha identificado wuna

proteina inducida por ABA en capas de aleurona de cebada.
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1.6. Mecanismo de accién del ABA durante la germinacién d

1.6.1. Caracteristicas de la germinacidn
Las plantas superiores son capaces de asegurar su
perpetuidad mediante la semilla. Esta se desprende de la planta

madre y se transforma en un nuevo individuo por el proceso de la
germinacién. Por tanto, la semilla es el método que wusan las
espermatofitas para la perpetuacién de la especie (BEWLEY y
BLACK, 1978).

Las <células de casi todas las semillas estadn adaptadas a
sobrevivir en condiciones de deshidratacién. En este estado de
sequedad (menos del 10% de agua), los embriones permanecen
inactivos, pero poseen organulos funcionales y macromoléculas
citoplasmaticas como medio de subsistencia (HEGARTY, 1978),
(MAYER y POLJAKOFF-HMAYBER, 1975).

En determinado momento de la vida de la planta tiene lugar
una etapa llamada embriogénesis en la que se desarrollan una
serie de procesos de fertilizacidén y diferenciacidén encaminados
a la formacién de la semilla. Con la excepcién de algunos casos
de apomixis, el desarrollo de las semillas comienza
inmediatamente después de la fertilizacidén del évulo. En las
Gimnospermas, la ovocélula se sitda dentro del gametofito

femenino donde tiene lugar la fertilizacidén por su unidén con un

gameto mévil liberado del tubo polinico. El desarrollo posterior
del zigoto implica, en primer lugar, la formacién de varios
nicleos 1libres, alrededor de 1los cuales sSe constituyen las
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paredes celulares, formando el proembrién. Posteriormente hay una
serie de divisiones celulares que dan lugar a las células
embrionales y al suspensor, érgano de vital importancia para la
nutricién del embridn. Cuando éste estid formado, la porcién
central del gametofito femenino se transforma en una cavidad
hacia la que es empujado el embridn por la elongacién del
suspensor. En las partes persistentes del gametofito femenino se
depositan carbohidratos, proteinas y lipidos de reserva que seran
utilizados durante la germinacidén de la semilla.

La embriogénesis en Angiospermas es algo distinta. Se inicia
con wuna doble fertilizacién en el saco embrionario: uno de los
gametos masculinos, liberados del tubo polinico, se une a la
ovocélula, formandose el zigoto diploide que suele entrar en
reposo. El otro nicleo espermidtico se une a los ndcleos polares,
dando lugar a una célula triploide que, por sucesivas divisiones,
constituye el endospermo.

Tras la primera divisién del zigoto se originan dos células,
la célula basal y la célula distal. En las dicotiledéneas 1la
célula basal se transforma en el suspensor y la distal en el
embrién. En la monocotiledoneas, la célula basal se va a
diferenciar en la célula terminal del suspensor; el embridén y las
otras células del suspensor se forman a partir de la célula
distal.

El saco embrionario estd rodeado por la nucela y envuelto
por el tegumento, y se une a la placenta del ovario por el
funiculo. Después de la doble fertilizacién, se desarrollan los
tejidos circundantes y el endospermo, que se dispone rudeando al

embridén. La cubierta seminal se produce por la diferenciacién de
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los tegumentos.

Por G4ltimo, se produce la desecacidén del dévulo por pérdida
de agua, quedando la semilla rodeada por la cubierta
esclerificada y protectora (DENFFER, 1986).

La embriogénesis es una fase de preparacién de la semilla
para la germinacién. Esto hace que durante este periodo exista un
acopio de nutrientes, ya que se sintetizan grandes can- tidades
de proteinas, carbohidratos, lipidos y acidos nucleicos. Existe
un predominio del anabolismo. Sin embargo, durante la germinacién
ocurre todo lo contrario, pues se inicia la actividad de enzimas
hidroliticos para degradar los materiales de reserva y nutrir al
embridn.

Aunque, durante la germinacién existe un predominio del
catabolismo, también se produce sintesis de nuevas moléculas
(Acidos nucleicos, entre otras).

El fenémeno de la embriogénesis no estia acompanado de
divisién celular, pero si de una activacién/desactivacién génica
en el ADN.

Virginia WALBOT y cols., trabajando «con leguminosas,
demostraron que durante la embriogénesis se sintetizan todas las
especies de ARN que actdian luego en la sintesis de proteinas, en
las primeras fases de la germinacién.

Existen datos experimentales que indican que la sintesis "de
novo" del ARN se produce incluso antes de la acumulacidén de
proteinas de reserva. La sintesis proteica en las primeras fases
de la germinacidén se lleva a cabo con los ribosomas no degradados

durante la germinacidn.
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Al estudiar la desecacién de semillas de Vicia faba L.
BOULTER encontrdé que la divisién celular cesa a partir de los 35
dias de desecacién; pero el ADN y el ARN siguen aumentando hasta
los 50 dias. Esto explicaria la existencia de células poliploides
por un mecanismo de ampliacidén génica o endorreduplicacién. En
estas células, con dotacién cromosédémica superior a la normal,
habria una mayor sintesis de moléculas de ARN y, por tanto, de
proteinas estructurales y de reserva.

Una vez formado el embrién, como anteriormente se ha
descrito (embriogénesis), va a sufrir una serie de procesos
sincrénicos hasta originar una nueva planta. El conjunto de
fenémenos fisico-quimicos, bioquimicos y de morfogénesis que
ésto conlleva, se denomina germinacidén.

Una semilla madura se caracteriza por estar en un estado de
reposo metabélico, o al menos de actividad no detectable, que se
ve favorecido por el bajo contenido en agua. La semilla, en
contacto con el agua, duplica su peso (Cicer arietinum pasa, en
doce horas, del 8-8% al 68% de agua) (RODRIGUEZ y cols., 1983) vy,
automaticamente, reanuda la respiracién

Se considera que la germinacidén se inicia con la toma de
agua por la semilla o imbibicién, a continuacién hay una
hidratacién de organulos, seguida de una divisién y extensidén
celular que se continda con la emergencia fisica del embrién vy
morfogénesis hasta completar la plantula. Asi pues, se considera
que la germinacidén finaliza cuando surge una plantula capaz de
sobrevivir por si sola y transformarse en una planta adulta.

En muchas semillas 1los cotiledones y el A4Apice caulinar

emergen cuando el hipocdétilo se alarga, como resultado de wun
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crecimiento intercalar; este tipo de germinacidn se denomina
epigea. En otras plantas, los cotiledones, que contienen las
Sustancias de reserva, permanecen dentro de la testa y bajo el
suelo y el hipocétilo apenas si se alarga; este tipo de
geérminacidon se llama hipogea.

Durante el periodo de imbibicién se inicia la sintesis de
Proteinas y de ARN (CHEUNG y SUHADOLNIK, 1878); paralelamente,
los materiales almacenados durante la formacién de la semilla,
entran a formar parte de las rutas metabdlicas. Se ha observado
que el tiempo requerido para la iniciacién de la sintesis de
Proteinas es menor que el empleado por la célula para la sintesis
en el nicleo, maduracién Y transporte hasta el citoplasma de los
ribosomas. Por tanto, para gran parte dela sintesis inicial de
Proteinas se utilizan ribosomas pPreexistentes en la semilla seca
(SPIEGEL y MARCUS, 1975).

Algunos componentes de vida corta de las células hidratadas,
deben ser sintetizados en periodos pregerminativos o durante la
lmisma germinacidn.

Progresivamente, S€é van sustituyendo las moléculas de ARNm
preexistentes por otras idénticas Y, ademas, van apareciendo
nuevas especies de ARNm, a partir de genes que se activan durante
el proceso germinativo, que codifican a proteinas especificas, en
Su  mayor parte hidroliticas, relacionadas con la germinacidén.
En capas de aleurona de cereales y en cotiledones de leguminosas,
se han detectado varias ribonucleasas cuya funcién es la de
degradar el ARN en nucledétidos que seran transportados al embridn

pPara la sintesis de ARNs propios. Sin embargo, tanto en cebada
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como en Pisum sativum, se ha demostrado que los nucledétidos que
llegan al embridn, no son suficientes ©para mantener su
crecimiento, lo que hace suponer que en los embriones existe
sintesis de nucledétidos, utilizando, probablemente, el nitrégeno
de las reservas proteicas.

Parece aceptable que la replicacién del ADN sea un fenémeno
relativamente tardio en la germinacion, iniciandose después de
que haya tenido lugar una considerable sintesis de proteinas, lo
que demuestra la presencia, en semillas, de un ADN preformado
durante la Gltima fase de la maduracién de las mismas.

En la naturaleza, la formacién de la semilla no siempre va
seguida de la germinacién de la misma, aunque sea viable. Por
ejemplo, hay gran nuamero de sustancias capaces de inhibir la
germinacién. Algunos de estos compuestos son téxicos para la vida
del organismo y, a concentraciones elevadas, provocan la muerte
de la semilla. Hay otras sustancias de gran interés que inhiben
la germinacidén, pero sin danar irreversiblemente a la semilla.

Los inhibidores pueden ser de varios tipos:

— Inhibidores osméticos. Son sustancias capaces de producir
una elevada presidén osmética en el medio de germinacidén de la
semilla. Por ejemplo, azicares, sales orgéanicas, etc. Esta
inhibicidén es reversible ya que si se sustituye esta solucién por
agua, la semilla puede germinar.

- Inhibidores metabdélicos. Seran todas las sustancias que
interfieran en el metabolismo normal de la semilla, por ejemplo,
los inhibidores de la respiracidén como el cianuro, dinitrofenol,
azida, etc. 0, aquellas que afecten a la sintesis de Acidos

nucleicos y proteinas como el S-fluor-uracilo que inhibe la
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sintesis de ARNr y ARNt (KEY y cols., 1972); lacA\-amanitina que
inhibe la sintesis de ARNm (JENDRISACK y GUILFOYLE, 1978), etc.

- Inhibidores fisiolégicos, el mas importante de los cuales
es el ABA, vya que se ha comprobado que existe relacidn entre sus
niveles y la incapacidad de germinar (MILBORROW, 1974a).

Ademas de las sustancias inhibidoras hay un proceso natural
qde puede impedir o retrasar la germinacién. Se trata de la
dormicidn. Esta hace que, semillas consideradas viables , no
germinen aunque se encuentren en condiciones favorables para
ello. Las semillas en dormicién, mediante tratamientos especiales
pueden germinar.

Segin NIKOLAEVA (1877), se pueden distinguir dos tipos de
dormicién: dormicidn organica o primaria, debida a
caracteristicas intrinsecas de la propia semilla y dormicién

secundaria, conceptos que se aclararin posteriormente.

1.6.2. El ABA y el desarrollo de la semilla

El ABA fue descubierto primeramente como una sustancia que
aceleraba la abscisién de las hojas (OHKUMA y cols., 1963), la
dormicién en yemas de arboles (ROBINSON y WAREING, 1864) y la
pérdida de la flor, en algunas especies vegetales (CORNFORTH vy
cols., 19686) . Posteriormente, se han encontrado evidencias que
indican que el ABA también es uno de los mas importantes factores
fisiolégicos que regulan la dormancia y la germinacién de la
semilla. Primeramente, porque el ABA estid presente en todos los
tejidos esenciales de la planta. Ademas, los frutos en maduracién

y las semillas constituyen una importante fuente de esta
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hormona. En segundo lugar, porque la rotura de la dormicidén de
la semilla, a veces, esta precedida por una disminucidén del nivel
de ABA. Tercero, el ABA aplicado exégenamente, usualmente tiene
un importante efecto inhibidor en la germinaciénde la semilla.
Y, cuarto, los mutantes genéticos que no producen ABA o no
responden a é1 son, a menudo, viviparos.

Como un regulador del crecimiento de plantas, el ABA tiende
a activar aquellos procesos que conducen al desarrollo de la
dormancia de la semilla e inhibe los que estan asociados con la
germinacién de la misma.

El d4nico caso natural que puede ser similar a los disenados,
es cuando las semillas germinan bajo condiciones de estrés
hidrico, ya que éste 1induce un aumento significativo en los
niveles del ABA endégeno. Hay dos alternativas principales para
llevar a cabo estos estudios: investigar la germinacidén precoz de
los embriones, cuyo ABA ha sido extraido por lavado. Y, el uso
de mutantes viviparos que existen en gran namero en la
Naturaleza. Algunos de ellos no producen ABA y parecen carecer de
dormicién vy, sé6lo pueden germinar cuando estian en la planta
madre.

El ABA actia sobre distintos procesos fisioldgicos durante

la germinacién de la semilla. Usualmente, tiene efectos
importantes, tanto en tejidos de origen embrionario: raices,
coledptilos y cotiledones, como en tejidos no embrionarios (el
endospermo). Aunque los dos tipos de tejidos son parte integral

de las semillas en germinacidén, sSus respuestas al ABA no estan

relacionadas necesariamente. La cinética de los efectos del ABA
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en los tejidos embrionarios es, a menudo, diferente de la de
tejidos no embrionarios.

El efecto comin del ABA en el tejido embrionario es, o una
lenta inhibicién del crecimiento, o ningan efecto. Hay estudios
al respecto en tejidos embrionarios de distinta procedencia. Asi,
el embrién de trigo es un buen sistema para el estudio de la
germinacién de la semilla, por la gran cantidad de embriones
viables que pueden ser aislados facilmente. Los cambios
bioquimicos asociados con el comienzo de la germinacidn, como
reactivacion de la sintesis de proteinas y de acidos nucleicos vy
formacién de ATP, han sido bien caracterizados (RODAWAY y MARCUS,
1880). El nivel de ABA comienza a aumentar hacia la mitad del
periodo de desarrollo vy, disminuye cuando las semillas estan
maduras y preparadas para la germinacién (KING, 1978).

También hay wun sistema de estudio en embriones de haba vy
algodén. Este ultimo sistema presenta varias ventajas: que los
embriones pueden ser cultivados en las primeras etapas del
desarrollo Yy que los embriones inmaduros pueden germinar
precozmente, después de la extraccién de los inhibidores
endégenos de la germinacién como el ABA. Leon DURE y cols. han
estudiado extensamente la embriogénesis y la germinacién, en
semillas de algodén. La embriogénesis puede dividirse en tres
fases que podrian ser aplicables a otras semillas:

- En la primera tiene lugar la sintesis rapida de ADN y la
divisién celular. Se mantienen las conexiones vasculares entre la
semilla en desarrollo y la planta madre. Parece probable que
hormonas vegetales del tipo auxina o citoquinina, regulen el

crecimiento del embridn.
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- En la segunda fase del desarrollo, la sintesis de ADN y la
divisién celular cesan y, se sintetizan proteinas de reserva vy
otras especificas, propias de la semilla madura. También se
sintetizan algunos mensajeros especificos de la germinacién,
siendo su traduccidn inhibida por ABA, uyo nivel aumenta
marcadamente en esta fase. Por tanto, la funcién del ABA es
prevenir el wviviparismo que podria llevar a la muerte de la
semilla. Los embriones en esta fase del desarrollo, separados de
la planta madre, ©pueden germinar precozmente si se elimina el
ABA. Esta hormona, anadida después del lavado , bloquea de forma
efectiva la germinacién, lo que indica que es el principal, si
no el dnico, inhibidor de la germinacidén "in situ".

- La Gltima fase del desarrollo de la semilla es el proceso
de desecacién. Los niveles de ABA disminuyen en esta fase y las
semillas estidn preparadas para germinar, sin necesidad de
tratamientos especiales.

Todos estos datos han dirigido los trabajos sobre el estudio
de los efectos del ABA, en semillas inmaduras, a numerosos
procesos, principalmente:

1) La maduracién de la semilla, prevencién de la precocidad
de la germinacién e induccidén de la dormicién (por ejemplo,
"detencidén" del desarrollo).

2) La abscisién y senescencia de semillas y frutos y las
respuestas de otras partes de la planta, inducidas por la
semilla.

3) El crecimiento de la semilla, incluyendo los efectos en
la tasa y duracidén del crecimiento y la composicién de las

sustancias de reserva de la misma.
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En relacidén a la presencia del ABA en semillas inmaduras, se
sabe que los niveles de éste aumentan durante el desarrollo de la
misma. En algunos casos, la acumulacidén alcanza el maximo, al
final de la deposicién de materia seca, generalmente paralela al

aumento de peso seco de la semilla (trigo y guisante).

Generalmente, hay un pequefio transporte de ABA desde la
semilla inmadura hacia la semila seca. No se conoce la extensidn
de este transporte, que estid influido por el aumento de los

niveles de ABA, como se ha encontrado en semillas que crecen bajo
condiciones restricitivas de temperatura, nutricidén o
disponibilidad de agua. Por otra parte, la rapidez de la
disminucién del ABA puede depender de la pérdida de agua por la
semilla, al madurar.

El contenido total de ABA depende de la entrada de éste al
tejido, del intercambio y del "pool" medido en el mismo. Las
maximas concentraciones de ABA, encontradas en semillas, oscilan
desde 10—4 M, en soja, a ‘leo—7 M en cereales. En semillas

inmaduras de legumbres, la concentracién y el contenido total de

ABA son mas altos que en cereales. Lo mismo ocurre con los
metabolitos del ABA, en semillas secas maduras de legumbres vy
cereales. En éstas también existe ABA ligado con un

comportamiento similar al libre.
Parece ser que las diferencias en los contenidos de ABA son
hereditarias. Por ejemplo, el contenido de ABA en lineas

isogamicas de tomate, esta controlado por un gen.

También pueden tener importancia, las condiciones
ambientales, sobre el contenido hormonal de la semilla. Por
ejemplo, el estrés hidrico, durante el desarrollo de semillas de
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altramuz y cebada, induce un aumento de los niveles de ABA.

Como se ha dicho anteriormente, al encontrar el continuo
aumento del contenido del ABA, durante el desarrollo de la
semilla, y su rapido descenso al madurar ésta, se han estimulado

los estudios acerca del papel de dicho inhibidor en el control
del desarrollo. Los primeros trabajos sobre el cambio en el
contenido de ABA, en tallos de algodén en desarrollo (ADDICOTT y
LYON, 1968; DAVIS y ADDICOTT, 1972), implican al ABA en el
control de la geminacién de embriones inmaduros Yy en la
senescencia y abscisién de tallos. Las evidencias recopiladas por
estos autores, en gran numero de fuentes, indicaban que la
semilla inmadura germinaba, realmente, cuando procedia de tallos
que contenian poco ABA. Sin embargo, la germinabilidad era menor
en semillas viejas, procedentes de frutos maduros, con niveles
mas altos de ABA.

Los autores anteriores, también examinaron la relacién entre
ABA, germinacién de semillas inmaduras de algodén y la produccién
de los enzimas formados en la germinacién normal. Y, han sugerido
que los mensajeros para estos enzimas son producidos durante la
embriogénesis, pero que el ABA bloquea su subsecuente traduccién,
hasta la madurez. Esta posible accién del ABA aplicado, a nivel
molecular, fue considerada una evidencia para asignar un papel al
ABA enddgeno en el control de la germinacién precoz.

Pero, en trabajos posteriores (RADIN y TRELEASE, 1876) ,
dudaron acerca del uso de los inhibidores de la transcripcién
empleados por DURE y cols. Por otra parte, la correlacién entre
ABA enddégeno y respuesta de la semilla, no ha sido examinada

adecuadamente, en algoddn.
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IHLE y DURE (1972) indicaron que el ABA era transportado
hacia la semilla, donde tenia un importante papel regulador, en
el metabolismo inicial. Sin embargo, éste no se ha visto apoyado
POor experimentos posteriores. A pesar de la necesidad de un nuevo
examen de los datos encontrados en algodén, hay algunas
evidencias, en otros sistemas, de cambios dependientes del tiempo
en el control de la sintesis de otras proteinas y enzimas por ABA
Hay dos ejemplos al respecto, la produccidén del enzima d-amilasa
durante el desarrollo de los granos de cereal y la sintesis de
proteinas de reserva en haba.

SUSSEX y DALE (1879), Pusieron de manifiesto que la
aplicacién de ABA a cotiledones inmaduros de haba, favorecia la
sintesis de una proteina de reserva especifica. Normalmente, esta
Proteina especifica se acumulaba en la semilla intacta, al mismo
tiempo que aumentaba el contenido de ABA en la misma, pPor lo que
pensaron que el aumento de esta hormona en cotiledones de haba,
regulaba la sintesis de proteinas de reserva.

Se ha intentado encontrar una relacién entre el ABA, en
semillas de cereales, y el control de la produccién del enzima
K -amilasa. Es bien conocida la inhibicién por este inhibidor, de
la sintesis de C(-amilasa inducida por GAB’ en el endospermo de
los granos maduros en germinacién (HO, 1982). La cuestidn esta en
comprobar si existe una relacidén continuada, a través del periodo
de desarrollo del grano. Hay evidencias acerca de este aspecto ya
que, a medida que desciende el contenido de ABA, y con la
desecacién del grano de cereal al madurar, es mas posible la
produccién de {-amilasa inducida por GAS. La desecacidén prematura

del grano inmaduro, no sélo produce induccién de la produccidn de
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A-amilasa, en respuesta a la GAg (EVANS y cols., 1975; KING, 1976;
KING y GALE, 1880), sino que también se prodce un aumento de la
degradacién del ABA aplicado (KING 1979) y la pérdida en el
contenido de ABA endégeno del grano (KING, 1976).

Se ha sugerido que la perdida de agua induce cambios sutiles
en la membrana, que pueden ser esenciales pPara que las células de
la capa de aleurona, respondan a la adicién de GA3. Pero, la
desecacién no es el dnico requerimiento, sino que hay otros
cambios evidentes en el crecimiento del grano y, en la pérdida de
agua de éste, lo que incluye el secuestro de compuestos claves
como fosfato, que puede influir en la wutilizacién del ATP
(WILLIANS, 1970; WALBOT, 1971).

El nivel de sacarosa y otros sustratos, también pueden
disminuir. Estos cambios pueden ser los resposables de 1la
alteracién de la sensibildad a las giberelinas después del
desecamiento.

Aunque la disminucién en el contenido en ABA en el grano seco,
parece correlacionada con el aumento de la sensibilidad a 1la
induccién por GA3 de la d\-amilasa, no es cierto que las
variaciones del ABA, actualmente controle esta respuesta.

En la semilla madura, la aplicacidén de ABA, puede inhibir la
germinacion. Hay evidencias directas acerca del papel del ABA en
la prevencidén de la germinacién precoz de semillas inmaduras, en
la correlacidén inversa entre el contenido en ABA de la semilla y
la germinacién que se ha encontrado, por ejemplo, en guisante,
soja, trigo, cebada y haba.

Pero, la mayor parte de la semilla de haba es degradado en
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la etapa tardia del desarrollo, antes del comienzo de la
germinacién (VAN ONCKEKEN y cols., 1881). Una forma de evitar
esta complicacién puede ser, someter, Prematuramente, a la
semilla a distintos "niveles de secado" vy, asi, establecer
semillas que contengan distintos niveles de ABA. En estos
experimentos, la germinabilidad del embrién, asi como la
induccién de ™K-amilasa, estan correlacionadas inversamente con
el contenido de ABA.

Otra evidencia del papel del ABA en la prevencién de la
germinacidén precoz, se ha obtenido al estudiar mutantes viviparos
de maiz. No se sabe si el contenido de ABA disminuye en las
semillas inmaduras de mutantes de Arabidopsis thaliana aisladas
por KOORNNEEF y cols. (1882), cuya germinacidén es insensible al
ABA, o0 en los mutantes de cebada con amilasa sensible al ABA,
(con poco inhibidor en sus semillas maduras).

Los estudios con embriones aislados, también aportan
informacién sobre el papel del ABA en 1la prevencién de la
germinacién precoz. En embriones jévenes (de 5 dias 4 menos),

algunos autores han encontrado que el <crecimiento normal en

cultivos, sSdélo es posible en presencia de ABA. En ausencia de
éste, el desarrollo es aberrante y se produce la germinacién
precoz de la semilla. Cerca de la madurez, puede haber un
periodo breve de quiescencia o dormicién, como se ha visto en

trigo y algodén. Pueden resaltarse dos aspectos de la aparicién
de dormicién en embriones: 19, puesto que el embridén joven puede
germinar completamente (por ejemplo, el trigo), entonces, la
dormicién presente en los embriones maduros, no es la que esta

implicada en la inmadurez. Y, 2°, la dormicidén reside en el
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embrién aislado. Por tanto, no esti impuesta por barreras fisicas
a la germinacién. La causa de esto y lade la imposicién de la
dormicién, asi como su pérdida al madurar, estan correlacionadas
con el aumento y disminucién del ABA, Por lo que es posible que
éste sea el encargado de impedir la germinacién precoz.

También deben influir otros compuestos en la regulacidn
quimica de la germinacién, en contra o en concierto con el ABRA.
Comparando el desarrollo de dos especies, BERRIE y cols. (1979),
concluyeron que la pérdida de la dormicién no estaba relacionada
con los cambios en los niveles de ABA, sino con el contenido de
acidos grasos volatiles; en tomate, se deberia a la exisfencia de
solutos osméticamente activos y al nivel de ABA, etc.

Por otra parte, como ya se ha dicho antes,en algunos frutos
en desarrollo y en semillas, hay correlacién entre la acumulacién
de materia seca y su contenido en ABA. Por ejemplo, en grano de
uva, se ha encontrado correlacién entre el contenido de ABA y el
de azucar. HSU (1979) demostré que el contenido en ABA de las

semillas de dos cultivos de habas, aumentaban por un pPatrédn

bifidsico, paralelo al crecimiento, también bifidsico, de estas
semillas. Sin embargo, esto es infrecuente. El ABA influye en la
distribucién de los asimilados en trigo. A su vez, DEWDNEY vy
McWHA (1873) encontraron que el ABA inyectado al grano en

maduracidén causa un rapido aumento (< 10.5 h) de los asimilados
fotosintéticos en el pedunculo. Pero, estos datos no se pueden
considerar como una base adecuada que permita afirmar que el ABA
promueve el transporte de asimilados hacia la semilla, aunque se
ha comprobado que aumenta la entrada de materia seca.

En contraste con las evidencias acerca del ABA como promotor
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del <crecimiento de semillas y de la entrada de asimilados en las
mismas, hay muchos trabajos sore la carencia de efectos y sobre
una inhibicién del crecimiento. En espigas cortadas de trigo,
cultivadas en solucién de sacarosa y en oscuridad, se produce un
rapido crecimiento. Sin embargo, la adicién de ABA al medio, no
tiene efecto promotor en el crecimiento del grano, durante un
periodo de «cinco dias. De hecho a las dosis requeridas para
aumentar 1los niveles endégenos de ABA, el crecimiento del grano
era inhibido.

En cebada, el ABA aplicado reduce el crecimiento del grano
(WAGNER, 1874), pero no se sabe si actua directamente sobre él1 o
indirectamente, en la provisién de asimilados por las hojas y por

la fotosintesis en la espiga.

En cuanto a la actuacidén bioquimica del ABA en la semilla y
en otros tejidos, hay basicamente dos tipos de respuesta, cuando
son tratados con el inhibidor:

1) Una respuesta muy rapida que tarda pocos minutos en
expresarse; usualmente menos de una hora para una accién
completa. Por ejemplo, el efecto del ABA en 1los procesos
relacionados con la membrana, como el transporte de K* en las
células guarda (alteracién de la permeabilidad). La rapidez de
esta respuesta indica que el ABA, probablemente, no induce
ninguna alteracién en la sintesis de proteinas y/o Aacidos
nucleicos.

2) Una respuesta lenta, que usualmente tarda horas e
incluso dias en expresarse. Por ejenplo, la induccidén de

dormicién en semillas y yemas, la formacién de la capa de
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abscisidén del fruto y la regulacidn de la senescencia de la hoja.
Todas estas respuestas estdn relacionadas con la diferenciacién

celular y, de esta forma, dependen de la sintesis de nuevas
proteinas y de &acidos nucleicos.

Pero, <J{tienen lugar estos dos tipos de accién del ABA en la
germinacion de semillas?. GALLI y cols. (1979), observaron que el
ABA a 10'5 M inhibia completamente la emergencia de la radicula
de semillas de Haplopappus gracilis, Yy este efecto no era
revertido con efectividad por fusicoccina, una toxina fingica que
promueve el intercambio HY/K' en membranas vegetales. En todo
caso, la FC tiene efecto limitado en la reversién de la
inhibicién del ABA sobre el crecimiento postgerminativo. EIl ABA,
en esta etapa tardia de la germinacién, inhibe la sintesis de ADN
como se ha demostrado por la incorporacién de 3H—timidina en los
nicleos, y la FC no puede revertir esta inhibicién. Por tanto,
estos autores han sugerido que hay dos mecanismos diferentes por
los que el ABA puede inhibir la germinacién en H. gracilis: un
mecanismo que interfiere con el intercambio de K' a nivel de la
membrana celular, que es revertido por FC, y otro mecanismo que
influye en la sintesis de acidos nucleicos y que no es efectado

por FC.

1:.6.3. Relaciones con la dormicién y germinacién

La germinacién y la dormicién son dos procesos de gran
importancia para el desarrollo y propagacién de las especies

vegetales.

El desarrollo de la semilla comienza inmediatamente después
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de la fertilizacidén del dévulo y, por un proceso de maduracidén, da
lugar a la semilla fértil y preparada para germinar. Esto ocurre
de forma general. Pero la semilla también puede entrar en
dormicién. omo se habia citado anteriormente, segun NIKOLAEVA
(1977) se pueden distinguir dos tipos de dormicidn:

- Dormicién organica, también llamada primaria. Se debe a
caracteristicas intrinsecas de la propia semilla. Puede estar
provocada por diversas causas como, inmadurez del embrién,
impermeabilidad de la cubierta seminal al agua o a los gases,
resistencia mecanica al desarrollo del embridn, requerimientos
especiales de luz y temperatura, O presencia de sSustancias
inhibidoras de la germinacidn.

- Reposo o dormicidén secundaria. La presentan las semillas
que son capaces de germinar perfectamente en condiciones
favorables, pero que, por cualquier causa, pierden esta capacidad
para germinar. La dormicién secundaria se puede desarrollar
espontianeamente debido a cambios internos en la semilla o, si las
semillas tienen todas las condiciones éptimas para germinar,
excepto una, que podria ser la luz, la temperatura o la
concentracidén de 002. En estas condiciones, se producen cambios
metabdlicos que pueden afectar a la permeabilidad, al fitocromo,
a la relacién entre inhibidores y activadores, etc.

Los procesos de maduracién, germinacién y dormicién de la
semilla, estan controlados por los reguladores del crecimiento,
principalmente citoquininas, giberelinas y acido abscisico, como

puede verse en el 3iguiente esquema:
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Germinacidén

precoz

Inhibidores

P.e. ABA
SEMILLA
> > QUIESCENTE
EMBRIOGENESIS
Promotores
CK, GAs
Inhibidores
\V4
p.e. ABA——> GERMINACION
Promot.
CK, GAs
Inhibidores
A\
SEMILLA > SEMILLA
DURMIENTE NO DURMIENTE

Promotores

p.e. GA, CK

Durante el desarrollo de la semilla hay inhibidores que

limitan el crecimiento del embrién o la germinacién. Si la
inhibicidén no se produce, el embrién germina precozmente, cuando
la semilla esta todavia en la planta madre. Para evitar la

germinacién precoz, la planta posee un sistema inhibidor. Asi, en
algodén, el agente que mantiene reprimido el crecimiento del

embridén es el ABA.

En este sentido, poco después del descubrimiento del ARA,
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empezaron a realizarse experimentos para relacionarlo con la
regulacién de la germinacién y dormicién. Estos estudios se
apoyaron en su demostrada presencia en semillas (ADDICOTT y LYON,
1869), en sSu actuacidén, en ciertos casos, como inhibidor del
crecimiento Yy, quizas, debido a su probable relacién con la
entrada en dormicién de yemas. Por tanto, fue a partir de los
anos sesenta cuando se iniciaron los estudios del posible papel
de esta fitohormona en los procesos de embriogénesis, maduracidn
y germinacién de las semillas, destacando sobre todo los trabajos
realizados en semillas de algodédn.

Hay un gran peligro en la interpretacidén de los resultados
de experimentos en 103 que se usan concentraciones muy altas (no
fisiolégicas) del regulador. Por tanto, aunque los
descubrimientos no pueden ser desdefiados, deben tratarse con
precaucidn.

Aunque, plantas vy semillas responden a las aplicaciones de
reguladores del crecimiento, tanto naturales como sintéticos, es
relativamente facil analizar el ABA en tejidos vegetales y hay
mucha informacién sobre las cantidades endégenas de éste, en
diferentes érganos y en distintos periodos del desarrollo, no es
posible correlacionar el estado fisiolégico de una semilla con su
contenido hormonal, por ejemplo de giberelinas (BLACK, 1980/81) y
ABA (WALTON, 18980/81).

La germinacién de la mayoria de las semillas no durmientes

se inhibe <con ABA exégeno, al igual que el crecimiento de los

ejes embrionarios aislados. La concentracién inhibidora varia
dependiendo de la especie. Por ejemplo, Lactuca sativa es
sensible a concentraciones de 3 pH, mientras que Acer
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Pseudoplatanus lo es a 40 nH. En realidad, no se sabe si estas
distintas respuestas se deben a una diferencia de permeabilidad
frente a la sustancia reguladora o a una sensibilidad especifica,
por parte del érgano o tejido, al ABA. En algunos casos, la
inhibicién puede ser revertida por citoquininas, etileno o
fusicoccina (GALLI y cols., 1979).

El ABA inhibe ciertos enzimas asociados con la germinacidn.
Por ejemplo, la endo-(}—mananasa en lechuga, aunque la reduccién
de la actividad enzimatica podria ser debida a la reduccién de
la germinacién y no a la accién directa del ABA (HALMER y <cols.,
1976). Segin HMILBORROW (1974), el ABA exdégeno puede inhibir 1la
germinacién de semillas no durmientes, afectando a los procesos
de transcripcién o traduccién. En este sentido, HIGGINS y cols.
(1878) han demostrado que el ABA inhibe la produccién de A-
amilasa en capas de aleurona de cebada inducida por giberelinas,
actuando principalmente sobre el procesos de transcripcidn.

El ABA, aplicado exégenamente, también afecta al movimiento
de protones y del potasio en semillas en germinacidn, inhibiendo
la salida de protones y el intercambio de pPotasio en semillas de
Raphanus sativus, Zea mays, etc. Esta inhibicién Puede ser
revertida por fusicoccina (FC) (LADO y col., 18755 COCUECCYI &
cocuccr, 1977; BALLARIN-DENTI & COCUCCI, 19795 GALLI y cols.,
1879). Segun estos autores, la inhibicién del ABA sobre células
en expansién, en las primeras etapas de la germinacién, es
reversible por FC. En las fases mas tardias, el ABA actuaria
sobre los 4Acidos nucleicos y la sintesis de proteinas, con un

efecto no revertido por FC.
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De los resultados obtenidos por una serie de xgvestigadores
Yy POr nosotros mismos, parece deducirse que el ABA impide wuna
toma de agua normal por parte de los tejidos de la semilla,
debido a su accién sobre la bomba de protones; esto impide que el
eje embrionario pueda romper la cubierta seminal vy, por tanto, la
germinacidén (considerando ésta como emergencia radicular). Es
decir, el ABA afectaria a la permeabilidad de las membranas de
las semillas afectadas.

El papel que pueda jugar el ABA residual u otro que pudiera
sintetizarse durante la imbibicién, todavia no se conoce, aunque
hay algunos estudios al respecto. En este sentido, se sabe que el
contenido de ABA enddégeno aumenta durante el proceso de
maduracién de la semilla, alcanzando la mayor concentracidén
cuando el peso seco incrementa riapidamente. Se ignora ain sSi este
aumento se debe a la sintesis "de novo" del regulador, a partir
del mevalonato, o a un aporte de 1la fitohormona, de forma
conjugada, desde otras partes de la planta.

Hay algunos datos que sugieren que es la sintesis la que
predomina. En este sentido, DURE (197S5) ha propuesto que, en
algodén, el ABA se forma en el évulo y posteriormente es
trasladado al embridén donde lleva a cabo sus funciones.

Como ya se ha indicado, durante el proceso de embriogénesis
se sintetizan grandes cantidades de acidos nucleicos y proteinas,
fundamentales en la germinacién. Por otra parte, se sabe que el
ABA alcanza altas concentraciones durante dicho proceso. Estos
hechos han inducido a ciertos autores a intentar relacionar al

ABA con los procesos de traduccién y transcripcién.
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Segun Dure, durante el proceso de maduracién de la semilla
el ABA estaria bloqueando la expresion de ciertos ARNms que
codificarian proteinas de gran importancia germinativa, y sélo
pPermitirian su traduccién cuando la semilla se encontrara en
condiciones éptimas de germinacién. Por tanto, el papel del ABA
consistiria en wevitar la germinacién precoz de la semilla
inmadura o dicha germinacién cuando la semilla esté frente a
condiciones adversas. Pero, como ya se apunts anteriormente, no
se puede afirmar taxativamente que sea el ABA el que impida la
traduccién de los ARNms ya que también podria deberse a algun

factor inherente al propio ARNm.

Un proceso clave controlado por los reguladores del
crecimiento, es la dormicién. Esta es un estado especial de
inactividad, durante un tiempo determinado, en el que la
actividad metabdélica estid inhibida de forma reversible.

La dormicién se produce frente a condiciones, tanto internas

como ambientales, especificas. Se puede presentar en distintos
érganos y partes del vegetal, aunque tiene mayor importancia la
producida en yemas y semillas. En el caso de la semilla, la

dormicién es la posibilidad de mantener la viabilidad cuando la
actividad metabdlica esté restringida y el crecimiento no sea
observable (BERRIE, 1875).

En este sentido se podria decir que, si la dormicién no
existiera, deberia ser inventada ya que es un mecanismo que
permite la supervivencia de la planta, en condiciones adversas,
reduciendo al minimo posible la actividad metabdlica. En

semillas, esto se consigue por desecacidén o manteniendo el
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metabolismo en niveles muy bajos. En yemas, este estado se puede
inducir exponiendo la planta a dias cortos (verano tardio vy
otofio). El crecimiento de los brotes se detiene antes de la caida
de la hoja vy, sélo cuando el érgano durmiente reciba la
informacién de que las condiciones climiaticas son las adecuadas,
volvera a crecer.

En 1la induccidén y mantenimiento de la dormicién , parece
tener gran importancia el ABA. En semillas durmientes, se ha
observado una concentracién endégena de ABA mayor que en las no
durmientes. Podria ser que el mantenimiento de altas
concentraciones de ABA, durante el proceso de maduracién de la
semilla, indujera dicho estado. Sin embargo, no se puede afirmar
nada de manera evidente. A este respecto, algunos trabajos con
tratamientos de ABA, han demostrado que se puede reproducir

dormicién en embriones en que ésta haya sido rota previamente.

Por ejemplo en Taxus baccata (LE PAGE-DEGIVRY, 1973). Segun

KARSSEN, en esta dormicién sSecundaria, el efecto del ABA
probablemente no es especifico. Este estado de reposo puede ser
conservado, al menos en melocotdén, manzana, cana de azdacar y

sicomoro, aun cuando la concentracidén del inhibidor disminuya en
la semilla. El1 ABA estia envuelto en el comienzo y mantenimiento
de la dormicidén, pero su continua presencia es claramente
innecesaria, ya que este estado se mantiene aun después de que se
pierda el inhibidor. Parece que se rompe por un aumento en los
niveles de promotores endégenos como giberelinas y/o citoquininas
mids que por la disminucién del inhibidor.

Por otra parte, el proceso de estratificacidén, aplicado a

semillas durmientes, hace que la concentracidén de ABA descienda vy
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que éstas aumenten su capacidad germinativa. Sin embargo, no
siempre exXiste una correlacién entre la disminucidn en el

contenido de ABA y la salida de la dormicién, 1o que complica el
significado de la fitohormona en su relacidén con otras etapas en
el desarrollo de la semilla. No obstante, experimentos recientes
con mutantes de Arabidopsis thaliana, deficientes en ABA, han
permitido probar el papel de la hormona en la induccién de la
dormicién primaria. Estos mutantes tienen una gran transpiracién
y carecen de dormicién en sus semillas, siendo un dnico gen el
responsable de tales respuestas. La dormicién sélamente se
desarrolla si existe ABA anadido exdégenamente en el eje
embrionario (KARSSEN y cols., 1983; KOORNNEFF y cols., 1982). El
empleo de mutantes deficientes en ABA abre una puerta de gran
importancia para el estudio de esta fitohormona; sSu empleo
comenzé hace relativamente pocos afos (McDANIEL y cols., 19775
ROBICHAUD y cols., 18980) y, en la actualidad, los usan varios
investigadores como una herramienta mas de trabajo en la
Fisiologia de las fitochormonas, va que, entre otras causas, A.
thaliana posee un genoma muy corte, facil de estudiar.

En el ano 1978, el prof. SCHOPFER y sus colaboradores
publicaron un trabajo que refleja claramente uno de los probables
papeles del ABA en la dormicidén. En semillas de Sinapis alba,
esta fitohormona, anadida exégenamente, impide la emergencia
radicular y provoca una induccién de la dormicién, la cual se
evita cuando el ABA se elimina del medio, volviendo la semilla a
tomar agua con normalidad y continuando el proceso germinativo.

Sin embargo, las semillas que eran preincubadas con agua, perdian
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la sensibilidad al ABA Yy no entraban en dormicién, si previamente

no se sometian a una desecacién suave. Estos investigadores
concluyeron que: "la accién primaria del ABA en la inhibicién de
la germinacién es controlar la toma de agua por el eje
embrionario mas que controlar la sintesis de ADN, ARN vy
proteinas" (SCHOPFER y cols., 1979).

Segin algunos autores (REYNOLDS y THOMPSON, 1971; ALDASORO y
cols., 1981), la efectividad del ABA como inhibidor pPuede
aumentar con la temperatura, mientras que el nivel de ABA '"per
se", no debe ser un factor importante Lo que se ha comprobado en
experimentos con ABA exdégeno, mientras que con ABA endégeno no
esta bien estudiado. Este fenémeno esta relacionado  con el
proceso de termodormicidén: a temperaturas ligeramente altas,
ciertas semillas no son capaces de germinar. Esto, probablemente,
no se deba al aumento de los niveles de ABA con la elevacién de
la temperatura. Ejes embrionarios aislados de Cicer arietinunm,
incubados en agua, crecen normalmente a 30°c; cuando se anade ABA
a concentraciones bajas (25 uM), a 25°C (temperatura éptima de
crecimiento) apenas tiene efecto, pero a 30°C se produce una
notable inhibicién del crecimiento. Sin embargo, BALBOA-ZAVALA y
DENNIS (1877), encontraron que, semillas de manzana sometidas a
5-20°C no presesntan grandes diferencias en la disminucién del
contenido de ABA, mientras que la dormancia sélo se rompe a 5°C.

Se puede concluir que la reduccién del contenido en ABA en
semillas, no suficiente para romper la dormicién, sino que
esto se deberia al balance entre este inhibidor Y otras hormonas
como citoquininas y giberelinas.

BRAUN y KHAN (1975) y BERRIE y ROBERTSON (1978) han indicado
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que la aparente correlacién entre los niveles de ABA y la
germinabilidad, varia con el tipo de semilla estudiado. Por otra
parte, la sensibilidad al ABA cambia segun las circunstancias;
por ejemplo, las semillas germinadas en ausencia de ABA hasta la
emergencia radicular, son insensibles al inhibidor si se lo
administramos con posterioridad (GALLI y cols., 1980). Esto se
podria explicar con los estudios realizados por BEX (1972) en
semillas de lechuga, que han permitido que en su Proceso de
gérminacién se puedan distinguir tres estadios de crecimiento:

- Un primer estadio en el que tiene lugar la extensién de la
radicula, produciendo la rotura sélo de la testa externa.

- En  una segunda etapa, la radicula inicia su elongacién,
Sin que llegue a romper completamente la testa interna ni el
endospermo.

- Un tercer estadio, en el que aparece la radicula desnuda.

Cuando a las semillas se les administra ABA exégeno, casi
todas son capaces de pasar al estadio 2 Y muy pocas al 3.

Utilizando 14

C-ABA se ha deducido que el inhibidor, que puede
entrar facilmente a través de la cubierta seminal, no afecta a la
fase inicial de la elongacién celular, sino que estara implicado
€n posteriores procesos del crecimiento (BLACK, 1983).

Ademas, en tejidos diferentes, el ABRA puede causar efectos
totalmente opuestos debido, pProbablemente, a las diferentes
caracteristicas del sistema biogquimico relacionado con el
receptor hormonal, lo que estaria de acuerdo con el modelo
propuesto por TREWAVAS, en el que las respuestas de la células

vegetales a las diferentes fitohormonas, no son rigidas sino

Plasticas (TREWAVAS, 1879).
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1.6.4. Efecto sobre actividades enzimaticas

1.6.4.1. RIBONUCLEASAS

Es probable que la regulacidén del metabolismo del ARN sea
importante durante el desarrollo vy, particularmente, en la
germinaciodn.

Los 4&cidos nucleicos son moléculas que necesitan reponerse
durante el proceso germinativo, debido a su agotamiento en las
primeras etapas de la germinacidén y, su demostrada relacién con
la sintesis proteica existente. CHEUNG (1978) demuestra, por
Primera vez, que durante lso minutos iniciales de la geminacién,
hay sintesis "de novo" de ARN. Parece que no hay duda en aceptar
que la replicacién del ADN es un fenémeno tardio en la
germinacién, iniciandose después de que tenga lugar una
considerable sintesis de proteinas (CHEN y OSBORNE, 1970; REJMAN,
19715 etc.).

VILLIERS (1874), coincide en proponer que durante los
primeros momentos de la germinacidén hay fendémenos de reparacién
nuclear y <citoplasmatica, durante la cual, la sintesis de
proteinas, lipidos y membranas restaura la integridad celular,
previamente alterada. Se conocen estos procesos en animales; sin
embargo, en semillas no hay evidencias directas al respecto.

Hay abundantes datos sobre la sintesis "de novo" de ARN en
los primeros momentos de la germinacién (CHEUNG, 1879). No esta
del todo <claro el orden, =si existe, de la sintesis de los
distintos ARNs y sus precursores, tanto en semillas enteras como
en embriones.

En la semilla seca no hay sintesis apreciable de proteinas
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Vs normalmente, no existen polisomas, aunque si se ha detectado
la presencia de ribosomas (MARCUS y <cols., 19735 FOUNTAIN vy
BEWLEY, 1973) yARNm (PAYNE, 1976). Durante la imbibicién, estos
ribosomas se unen al ARNm Y, en presencia de otros componentes
citoplasmaticos pPreexistentes (factores de iniciacidn y
elongacién, ARNt, aminoacidos, ATP, GTP, aminoacil-ARNt,
Sintetasas, etc.) comienzan la sintesis de proteinas.

La sintesis pProteica es un proceso muy temprano en la
germinaciodén, comenzando en los primeros momentos de la imbibicién
(MARCUS y cols., 1875), pero no esti muy claro que esta sintesis
inicial de proteinas se haga totalmente a expensas del material
preexistente. Hay distintas opiniones al respecto, Pero parece
Seér que existen evidencias razonables de que los componentes del
complejo de sintesis proteica estin almacenados en la semilla
seca madura, Yy parecen estar en cantidades suficientes, al menos
bpara que comience la sintesis de proteinas.

El metabolismo del ARN esta regulado por las ribonucleasas.
Las moléculas de ARN son estables bajo condiciones fisioldgicas y
pueden romperse "in vivo" sélo por una hidrélisis enzimatica, lo
que hace posible su metabolismo y el proceso de la nueva sintesis
de ARN, tan importante en la germinacién de las semillas.

Esto hace que el conocimiento de los enzimas que degradan el
ARN sea importante, no sélo para la propia semilla, sino para
conocer 1l0sS numerosos procesos de regulacién y de desarrollo en
los que este acido nucleico esta implicado.

Existe gran nuamero de'enzimas que rompen el ARN con un modo
de accidén muy variable por lo que siempre ha sido dificil

proponer una nomenclatura correcta y légica. Sin embargo, podemos
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dividirlas en endo Y exonucleasas, segun ataquen enlaces diester
internos o terminales de la cadena nucleotidica.
Algunos de estos enzimas pueden atacar enlaces del ARN o de

ADN indistintamente, tal es el caso de la endonucleasa S de

1
Aspergillus oryzae (E.C. 3.1.30.1.) (VOGT. V.M., 1973). Otros
énzimas son especificos de cada tipo de 4cido nucleico.

Las ribonucleasas han sido estudiadas desde tres Puntos de
vista: a) propiedades enzimoldégicas, incluyendo su modo de
accion; b) posible uso en estudios de la estructura del ARN; ©c©)
funcidén fisioldgica. Pero, sélo los puntos a) y «c¢) pueden
considerarse bien estudiados.

WILSON (1975), Publicé una revisidn muy completa acerca de las
caracteristicas y Problemas relacionados con las enzimas
nucleotidicas de plantas.

En plantas se encuentran, al menos, tres familias de
eénzimas, cada una de las cuales ha sido bien caracterizada: RNasa
endonucleasa y exonucleasa con un sustrato especifico, modo de
accién, localizacién, pH, peso molecular, etc. determinados para
cada una de ellas.

- Ribonucleasa: soluble, modo de accién endonucleotidico y
una preferencia muy marcada Por los enlaces diester adyacentes a
guaninas; su producto final son nucledtidos-3' aunque los primeros
productos (intermediarios) sean 2’-3’ciclo nucleétidos.

- Endonucleasa: esta ligada y rompe tanto ARN como ADN
(preferentemente ADN de cadena sencilla); preferncia pPor enlaces
fosfodiester adyacentes a adenina; el producto final son

nucledétidos-5".

- Exonucleasa: es soluble, rompe ARN y ADN (con preferencia
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sobre ADN de doble banda) de forma exonucleotidica Yy produce
nucleétidos-5°. Alto peso molecular (100.000).

Los tres tipos de familias de nucleasas han sido descritos en
gran variedad de plantas: haba (PIETRZAK y cols., 1980); Petunia
(PLISCHKE y HESS, 1980); trigo (KROEKER y cols., 1975); Chlorella
(BROWN y MARSHALL, 1977), etc.

Segin su localizaciém subcelular se pueden diferenciar en:

- Solubles. Aunque con grandes diferencias individuales, la
mayor parte (80-80%) de la actividad nucleotidica en extractos
crudos puede valorarse en la fraccién soluble. Sin embargo, el
término "soluble" no es del todo exacto.

- Ligados. La actividad total de un enzima nucleotidico en
extractos vegetales se reparte, normalmente, en la fraccidén
soluble y en la particulada. El mayor interés, por supuesto, esta
en saber la naturaleza de los organulos celulares implicados.
Desgraciadamente, en 1la actualidad, esto no esti muy claro en
plantas ya que, en los pocos casos en que lo parece, el organulo
no estaba suficientemente caracterizado, aunque hay algunos
datos, por ejemplo en:

-Nucleo. El procesamiento del ARN en el nicleo es conocido
desde hace varios afos, pero se sabe poco acerca de las nucleasas
que lo llevan a cabo en plantas. Asi, LYNDON (1966) encontré una
actividad residual muy baja (4%) en nicleos de guisante, mientras
que BORUCKA-MANKIEWICZ y SZARKOWSKI (1977) consiguieron purificar
una nucleasa en los de centeno, aunque con poca certeza de la

pureza del nicleo. SRIVASTAVA (1971), purificd una nucleasa unida

a cromatina de ceada.
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-Cloroplastos. Estos contienen enzimas nucleotidicos para
Procesar el ARNm y ARNr, ©pero existe poca bibliografia acerca de
ellas, debido principalmente a Pérdidas enzimiticas en el
aislamiento del cloroplasto. Actualmente, se usa como herramienta
de trabajo el protoplasto Y, recientemente, se ha encontrado una
RNasa en Anacystis nidulans, una Ccianobacteria, que puede existir
también en plantas superiores (SCHMAN y cols., 1979).

-Ribosomas. Todas las preparaciones ribosomales contienen
eénzimas nucleotidicos, en niveles bajos, medios o altos (WYEN y
FARKAS, 1971). Sin embargo, la Pureza de las preparaciones no es
clara, por lo que no podemos afirmar que haya actividad
nucledsica unida a ribosomas. Lo que parece evidente es que
enzimas de caracteristicas diferentes, estin unidas con distinta
firmeza a ribosomas, en preparaciones puras de estos (RIJVEN,
1978; ACTON, 1974).

En resumen, aunque existen muchos datos de 1la exXistencia, en
plantas, de enzimas unidos a ribosomas con propiedades inicas,
ésta no ha sido probada convenientemente.

-Mitocondrias. En 1la actualidad, existen pocos resultados
que demuestren claramente la existencia, en plantas, de enzimas
nucleotidicos en sus mitocondrias, a pesar de que WILSON (1971)
Publicase datos acerca de una "RNasa II" en una preparacidn
mitocondrial no altamente purificada.

-Lisosomas. Son orginulos rodeados por una doble membrana,
que poseen abundantes enzimas hidroliticos. MATILE (1978) cree
que es mas apropiado hablar de "compartimentos liticos" que de
lisosomas, ya que dentro de este término se suelen englobar, en

plantas, a las vacuolas, esferosomas y granos de aleurona. El
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mismo MATILE (1978) describe RNasas en una amplia variedad de
plantas, con localizacién vacuolar, mientras que BOYER y KENDE
(1878) lo ratifican, usando cloroplastos. VAN DER WILDER y cols.
(1980) encontraron RNasas en vacuolas purificadas de <cotiledones
de haba.

Sin embargo, no se sabe si esta actividad relativamente alta
de RNasa en vacuola (en ciertos casos el 80% del total celular)

es de caracteristicas semejantes a la RNasa soluble anteriormente

descrita.
Pero, ¢qué influencia tienen las nucleasas sobre la
germinacién de semillas?. A este respecto, se sabe que los

tejidos de reserva de semillas, en particular los cotiledones de
las leguminosas, contienen cantidades considerables de ARN
almacenado (PAYNE, 1976; MATILLA y cols., 1980). Los productos
metabélicos pueden ser usados totalmente después de la hidrdélisis
Para la sintesis de nuevos 4cidos nucleicos en los érganos de
crecimiento rapido (BEEVERS y GUERNSEY, 1966). Debido a que 1la
actividad RNasica aumenta durante la germinacién, en los
cotiledones de semillas de leguminosas (BARKER y <cols., 1874),
asi como en los tejidos de reserva de granos de cereales
(SUTCLIFFE y BASET, 1873), a menudo a sido admitida la idea de
que el metabolismo del ARN y el incremento en el nivel de RNasa
en los érganos de reserva, estin correlacionados. Pero, este
presupuesto no siempre es cierto, como es el caso de los cereales
(INGLE y HAGEMAN, 1860), extendiéndose a monocotileddéneas y
dicotiledéneas, en general (BRYANT y cols., 1978).

Asi, en gran cantidad de semillas en germinacién, la
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actividad RNasica pPuede aumentar simultineamente con el
incremento en ARN; tal es el caso de 1los ejes embrionarios
(TAKAIWA y TANIFUJI, 1978).

Por tanto, parece claro que hay una correlacién inversa
entre ARN y RNasa en tejidos de reserva ¥Ys una correlacién
directa en érganos de crecimiento.

La actividad RNdsica aumenta normalmente durante el
desarrollo de la semilla. Sin embargo, puede suceder que exista
un descenso en las dltimas etapas de este, debido preferentemente
a los fendémenos de acumulacién de Acidos nucleicos, Previa a la
maduracidén de la semilla.

Las nucleasas estian influidas Por el medio ambiente.
Precisamente, quizas la respuesta mas uniforme de una célula
vegetal a wuna variacién del medio, sea el incremento de la
actividad nucleasica. Tal es el caso de fenémenos relacionados
con el "stress" (hidrico, calor, frotamiento, osmético, ataque de
parasitos, etc.).

La rotura de hojas, frutos, tejidos de almacenamiento, etc.,

produce un incremento rapido en la actividad enzimatica
degradativa de ARN: en ciertos casos, en un periodo entre 1-2
horas después del tratamiento (SACHER y ~cols., 1975; PITT vy
GALPIN, 1871). Estas respuestas no Parecen estar confinadas a

ninguan grupo taxonémico en particular Y parecen estar provocadas
por el dafo mecanico, puesto que al recuperarse de éste, la
actividad nucleasica se restaura. Esta variacién nada tiene que
ver con la que ocurre en la fase de envejecimiento normal de la
planta (UDVARDY y FARKAS, 1972).

Resultados recientes parecen apuntar a que la actividad
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nucleasica estad relacionada con el nimero de células afectadas,
desde las que el estimulo es translocado a células vecinas. Pero,
el factor que provoca este estimulotodavia no se ha identificado

aunque, etileno y ABA pueden estar implicados, maAxime sabiendo
que las citoquininas, antagonistas conocidos del ABA, revierten
el incremento de la actividad RN&asica provocado por dano (HODGE y
SACHER, 1875). Las actividades nucleasicas en respuesta al daifio
en los tejidos son, en su mayoria, sintetizadas "de novo" (VARIAN
y SACHER, 1978).

Ante la escasez de agua, la célula responde, normalmente,
con un aumento de la actividad RNasica (YI y TODD, 1878). Esta
respuesta quizids sea debida a un aumento endégeno de ABA.

Asi mismo, el "stress osmético", debido a concentraciones
altas, es el principal factor que induce un aumento en la
actividad RNasica, aunque estos enzimas no sean sintetizados "de
novo".

GALSTON y cols. (1878) encontraron que, en protoplastos
aislados, la actividad nucledsica se incrementa, pero que puede
ser mantenida a unos niveles bajos por adicién de aminoaicidos
dibasicos o poliaminas, lo que ensancha enormemente el campo de
investigacidn.

Otro aspecto a tratar es el control de la actividad RNasica.
Hay varias formas de controlar dicha actividad:

- Un control genético. Aunque se han hecho muy pocos
trabajos acerca de la genética de los enzimas nucleotidicos de
plantas, siendo el estudio pionero el realizado en maiz,
concretamente en la mutacién "opaca-2" que reduce la sintesis de

zeina e incrementa los niveles de RNasa. Sin embargo, no se han
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estudiado las caracteristicas de este enzima (WILSON y ALEXANDER,
1967; WILSON, 1880), aunque los patrones electroforéticos en el
tipo salvaje y "opaca-2" son idénticos.

- Un control hormonal. Hay también muy pocos datos
convincentes del efecto "in vitro" de sustancias reguladoras de
crecimiento de plantas sobre los enzimas que degradan el ARN.
Normalmente, o no se ha encontrado efecto, o éste es muy pequeno.

Por otra parte, “in vivo" hay gran cantidad de datos nuy
positivos. Por ejemplo, la benciladenina, una citoquinina, hace
aumentar el nivel de RNasa en hojas intactas (NAITO y cols.,
1979) y el acido abscisico, un inhibidor natural del crecimiento,
incrementa el nivel de RNasa en diferentes tejidos vegetales (DE
LEO y SACHER, 19713 WYEN y cols., 1972). La respuesta del tejido
a la hormona exégena va a depender de la concentracién aplicada,
asi como de los niveles endégenos de la sustancia reguladora del
crecimiento.

La manera que tienen las hormonas para regular los niveles
de RNasa es todavia desconocida, pero se supone que la vida media
de estos enzimas inducidos, es corta (SACHER y DE LEO, 1877) y
que su sintesis estid regulada a nivel de transcripcidn.

La gran cantidad de bibliografia referente a la sintesis de
ARN en plantas, contrasta con la escasez de literatura en
relacién a la degradacién de éste. De ahi que se precisen grandes
esfuerzos para intentar esclarecer y comprender porqué y cémo se
rompen las moléculas de Acido ribonucleico en las diferentes
etapas del desarrollo de la planta.

Anteriormente se han esbozado que en los tejidos de
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1.6.4.2. FOSFATASAS

Antes de entrar de lleno en el estudio de la actividad
fosfatasa conviene aclarar algo acerca del metabolismo de la
fitina y del fésforo, sustratos del enzima.

La fitina es la sal de calcio y de magnesio del acido fitico

que, a su vez, es el éster hexafosférico del inositol. Abunda
biasicamente en el tejido de sostén de plantas superiores. Sin
embargo, la presencia de fitina en semillas es sorprendente. Si

bien en un principio se pensaba que la fitina se formaba en la
embriogénesis, recientemente se demostrdé que los enzimas
implicados en su sintesis existen en la semilla seca y que su
sintesis se desencadena en el proceso germinativo.

Al mismo tiempo que se estudiaba el metabolismo de la fitina
se elucubré sobre el papel de aquella en servir de almacén de
energia. Asi, MAYER (1973) describe una serie de experimentos en
los que parece dudar de 1la existencia de la reaccién de
transfosforilacidén. Sin embargo, hay evidencias adicionales sobre
la posibilidad de que la fitina sea un donador de fosfato.

En semillas, el inicio de la formacién de ATP esti poco
clara; pero también es cierto que la fitasa aumenta de actividad
en periodos relativamente tardios en Phaseolus y otras
leguminosas (GIBBINS y NORRIS, 1963a y 1863b; GUARDIOLA vy
SUTCLIFFE, 1871).

La actividad fitasica es reprimida por fosfato inorganico
(MANDAL y cols., 1972) por lo que parece claro que controla
directa o indirectamente la caida de fitina.

Por 1lo que respecta a la actividad fitiasica, existen pocos
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hechos claros. Pues, Si bien en trigo parece que su actividad
depende de la sintesis "de novo" de proteinas (MANDAL y BISWAS,
1970), en lechuga (MEYER y cols., 1871) esta actividad no es
inhibida por cicloheximida por lo que la reactivacidén del enzima
“preexistente" parece claro.

El sistema fitina-fitasa pParece, sin embargo, ser de gran
importancia, pues si bien la fitasa aparece en rPeriodos tardios
de la germinacién, este siStena funcionaria como donador de
fosfato cuando la semilla no tiene de donde obtenerlo. WILLIAMS
(1870) niega esta posibilidad.

El fosfato liberado por la fitina se encuentra, como se ha
dicho, bastante tarde, pero sin embargo las fosfatasas abundan en
semillas secas e incrementan rapidamente durante 1la germinacién.
Por lo que es muy probable que el fésforo inorgainico esté
presente ya en los primeros estadios de la germinacidén, no por la
degradacién de la fitina, sino por la accién de las fosfatasas
acidas y alcalinas.

En cuanto a las fosfatasas acidas (ortofosférico monoéster
fosforohidrolasa; EC 3.1.3.2.) se pueden definir como enzimas que
catalizan la hidrélisis de una gran variedad de ésteres fosfato y
tienen un pH éptimo cercano a 8.0 (mas bajo).

Descubiertas en glébulos rojos por MARTLAND <(1924). Son
eénzimas ampliamente distribuidas en la naturaleza Y muy poco
especificas. En general, es un enzima que existe en pequefas
cantidades, son muy inestables en solucidn diluida, y estan
sometidas a una desnaturalizacidn superficial en estado puro.
Estas propiedades y el hecho de que existan bajo maltiples

formas, hacen que su aislamiento sea dificultoso.
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Debido a los problemas citados, la funcién de las fosfatasas

acidas esta muy poco clara. Entre sus posibles funciones se
encuentra la de proporcionar fosfato inorganico para el
metabolismo excretor. Asimismo, se ha descrito a las fosfatasas
acidas implicadas en los procesos reproductores de mamiferos. Un

posible papel de la fosfatasa 4cida de la préstata del honbre
puede que implique la desfosforilacién de ésteres para liberar
fructosa que sirva de energia para el espermatozoide. En plantas,
la actividad fosfatasica acida es importante en semillas en donde
a menudo incrementa durante el proceso germinativo, en relaciédn

con la movilizacién del fésforo (MACKO y cols., 18987).

Al igual que sucede en animales, es muy poco especifica,
pudiendo hidrolizar wvarios ésteres fosfato de multitud de
sustratos: p—nitrofenil fosfato, fosfoenolpiruvato, b-

glicerofosfato, pirofosfato, fenil fosfato, etc.

Como se ha indicado, las fosfatasas constituyen un grupo de
enzimas hidroliticos que catalizan la degradacién de los ésteres
fosfato, libérando Acido fosférico y un alcohol. En los
microorganismos, son capaces de actuar sobre un amplio namero de
sustratos diferentes de estructura relacionada, lo cual les
permite el uso de los fosfatos organicos como fuente alternativa
de fosforo.

Las fosfatasas se han estudiado principalmente en bacterias,
hongos, levaduras y myxobacterias. En E. coli es donde esta mejor
estudiada la fosfatasa alcalina. Dicho enzima, en su forma activa
es un dimero localizado en el espacio periplasmico (REID y WILSON
1871). Pueden presentar tres formas diferentes por: su extremo

aminoterminal, su contenido en arginina, magnesio y fésforo y en
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Su tasa de actividad y afinidad por distintos sustratos.

La sintesis de la fosfatasa alcalina se inicia sobre los
polirribosomas unidos a la cara interna de la membrana plasmitica
(MICHAELIS y cols., 1983), por el extremo aminoterminal que porta
una secuencia hidréfoba necesaria rpara la secrecidén del monémero
al periplasma, la cual se elimina posteriormente por una proteasa
(CHEN y cols., 1885). En el periplasnma, los monémeros son
procesados por otra proteasa Y, en la dimerizacidén, se produce un
plegamiento de las subunidades, unién al cofactor y unién final
de los monémeros (PRATT, 1980).

Pseudomonas aeruginosa presenta una fosfatasa alcalina
inducible bajo condiciones de limitacidn de fosfato. Se encuentra
en el periplasma y ligada al lipopolisacarido, siendo secretada
con éste, en condiciones ligeramente alcalinas (INGRAM y cols.,
1973).

En Salmonella typhimurium existe una diferenciacién entre
las estirpes rugosas, que presentan fosfatasa alcalina en el
periplasma y en la superficie celular, y las estirpes lisas en
las que sélo aparece en el periplasma; debido a la distinta
composicion del lipopolisacirido.

En el G. wvibrio se han encontrado formas represibles de
fosfatasa alcalina, de localizacién periplasmica. Parece jugar un
papel en la toxicidad del microorganismo, hecho gque no esta
totalmente demostrado (ROY y cols., 1982).

En tres especies de bacterias deslizantes del género
Capnocytophaga se han descrito fosfatasas acida y alcalina de
tipo constitutivo. Parecen jugar algun papel en los procesos

periodontales que producen estos microorganismos (POIRIER y HALT,
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1983).

En las cianobacterias estia muy extendida la actividad
fosfatasa (DUBOIS y cols., 1984) , con formas constitutivas e
inducibles, localizadas en el periplasma.

En bacterias Gram positivas se ha estudiado mas intensamente

en Bacillus licheniformis, localizadas en la pered, en la
nembrana citoplasmatica y en el <citoplasma. También existe
actividad fosfatasa en otros, como por ejemplo: Stafilococcus
aureus, Hicrococcus sodonesis Yy especies de los géneros

Actinomyces, Lactobacillus y Streptococcus.

Ciertos hongos y levaduras, por ejemplo Neurospora crassa
presentan tres tipos de fosfatasa; una forma acida represible y
dos formas alcalinas; una represible, regulada por la presencia
en el medio de diferentes Acidos organicos; y otra constitutiva.
Presenta Zn como cofactor.

N. <crassa tiene un complejo mecanismo regulador de enzimas,
pudiendo utilizar fuentes alternativas de nitrégeno y fésforo. En
ausencia de fésforo, al menos tres genes (nuc—-1, nuc-2 y preg)
permiten la induccién de las fosfatasas represibles, de nucleasas
y nucleotidasas (LINDBERG y DRUCKER, 1884).

Se ha comprobado la existencia de wuna fosfatasa Aacida
inducible, distinta a la anterior, por la limitacion de fésforo y
nitrégeno, siendo especialmente activa sobre ARN, relacionandose,
por esto, con una RNasa extracelular que es inducida por una
limitacidén de fésforo y nitrégeno.

En general, la mayoria de las levaduras presentan dos

fosfatasas inespecificas, una 4Aacida y otra alcalina. La
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naturaleza de ambas es glucoproteica, con distinta localizacién,
la forma alcalina se sitda en vacuolas citoplasmaticas y la forma
acida en la superficie celular o se segrega al medio (ONISCHI y
cols., 1979).

En Saccharomyces cerevisiae se han encontrado formas
inducibles y constitutivas con actividades Acidas y alcalinas.

En mixobacterias, como para el resto de microorganismos, el
fésforo es un nutriente esencial, teniendo siempre un
requerimiento minimo del mismo.

Los datos existentes sobre la influencia del fosfato en los
ciclos celulares de mixobacterias, son escasos y contradictorios.

En M. <zanthus, el fésforo inorganico estimula la germinacién
inducida por glicerol de mixosporas, proponiéndose a este idén
como la senal natural para la germinacién sincrénica. Las
mixXosporas de los cuerpos fructificantes no responden a esta
senal.

La autolisis, se ve estimulada por el fosfato en distintas
mixobacterias. Sin embargo, durante los procesos de
fructificacion de M. xanthus, no se ve estimulada por el fosfato
(WIREMAN y DWORKIN, 1877).

Se ha demostrado en M. coralloides, que la adicién de altas
concentraciones de fosfato al medio de cultivo, inhibe la fuerte
actividad autolitica e induce la diferenciacién de formas
esféricas a partir de los bacilos vegetativos (Fernandez-Vivas y
cols., 1884). En Sigmatella erecta, altas concentraciones de
fosfato, inhiben la autolisis.

H. xanthus presenta actividad fosfatasa acida y alcalina,

localizandose en la membrana plasmatica y en el espacio
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periplasmico. La actividad se presenta tanto en mixXosporas COmO
en formas vegetativas.

En cuanto a los posibles aspectos ecolégicos, las fosfatasas
en muchos casos, son enzimas extracelulares que contribuyen a la
degradacioén de detritus organicos con liberacién de ortofosfato.

Los microorganismos del suelo dependen de la actividad de
sus enzimas extracelulares para obtener sus nutrientes del medio,
por lo que deben asegurarla (COHEN, 1880).

El control por parte del fosfato de la produccién de
metabolitos secundarios (alcaloides, giberelinas y diversos
antibidticos) de importancia en la competencia en el suelo , y de
exoenzimas que aseguran los nutrientes, son hechos que pueden
tener un valor adaptativo frente a la presién de seleccién

ejercida sobre los microorganismos del suelo.
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PLANTEAMIENTO DEL TRABAJO

Hace aproximadamente ocho afnos que hemos iniciado trabajos
de investigacion referentes al mecanismo de ggé;gg del ABA
durante el crecimiento y desarrolloc de plantas superiores. El
material vegetal empleado fueron las semillas de 1leguminosas
(Cicer arietinum L) de gran importancia agricola y econdémica en
Espana;s; el proceso estudiado, la germinacidn.

Fruto de tales estudios han sido los resultados que han
demostrado que el ABA es una fitohormona gque retrasa y reduce el
porcentaje de germinacidén. Su efecto es contrarrestado por
fusicoccina y tiourea, sustancias que activan la bomba de
protones y aceleran el intercambio HY/K¥. asi mismo, el ABA
reduce la toma activa de glucosa y acelera la absorcidén activa y
pasiva de Kt (86Rb). La expresién génica también se modifica en
presencia de ABA, como lo demuestran los datos de incorporacién
de 3H—leucina, 3H—timidina y 3H—uridina en material insoluble en
acido tricloroacético, asi como las alteraciones provocadas en la
sintesis "in vitro" de proteinas. Estos resultados y otros mas
han sido publicados previamente en revistas de la especialidad.

Con vistas a profundizar en el mecanismo de accién del ABA,
se solicitdé un Proyecto de la Comisidén Asesora para sufragar la
Investigacidén generada, Froyecto concedido en el afo 1884.

El material empleado fueron los ejes embrionarios aislados
de semillas de garbanzo: dérganos mas sencillos que el cotileddén y
la semilla entera, ya que sSu metabolismo es basicamente

catabdlico, tendente al crecimiento por mitosis y elongacidén del

mismo, no confluyendo procesos de degradacién y de transporte
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desde el cotileddén al eje, lo que complicaria mas el abordaje del
problema.
Biasicamente y en resumen, se plantearon los siguientes
apartados en esta Memoria:
(1) Actividad de la Ribonucleasa soluble
- control génico
— control por el potencial hidrico
- modificaciones por poliaminas
- control por ABA
(2) Actividad fosfatasa acida
- control génico
- control por el eje radicular
— control por Pi
- control por ABA
— control por poliaminas
(3) Accion del ABA en el contenido idnico

(4) Accidén del ABA sobre la expresidén génica

— aislamiento de ARNnm

— sintesis de proteinas "in vitro"
— caracterizacioén autorradiografica

De los resultados aqui obtenidos demostramos que el ABA
regula estas dos actividades enzimaticas de gran importancia en
el metabolismo de ARN y fésforo, probablemente por un control en
el nivel de agua ( H’ ) y expresidén génica. Asimismo, el ABA
induce la sintesis de un ARNm que codifica a un polipéptido de un
peso molecular aproximado a 32 Kd que incrementa conforme lo hace

la concentracién de fitohormona afiadida al medio; un muy probable

inhibidor del crecimiento y desarrollo.
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HATERIAL Y METODOS

3.1. Material biolédgico empleado

Para la realizacién del presente trabajo se emplearon
semillas de garbanzo (Cicer arietinum L., familia Leguminosae)
seleccionadas por homogeneidad de tamafo, y correspondientes a la
cosecha de 1884. Su almacenamiento y conservacién se llevéd a cabo
a 4° C en oscuridad, hasta su utilizacién.

Las semillas no han sido sometidas a ningdin tratamiento

previo.
3.2. Siembra y germinacién
3.2.1. Siembra de ejes embrionarios
Las semillas, una vez lavadas suficientemente con agua

estéril, son puestas a imbibir durante un periodo de seis horas
en agua estéril, en oscuridad y a temperatura ambiente.

Transcurrido este periodo de imbibicidn, los ejes
embrionarios son separados manualmente en una camara de flujo
laminar, lavados con abundante agua, también estéril, secados
superficialmente y pesados hasta alcanzar la cantidad de material
necesaria para cada experiencia: 500 mg de ©partida para el
estudio de distintas actividades enzimaticas y otros factores en
relacidon con el aporte externo de ABA y poliaminas; asi como para
experimentos de conductividad. Y, 10 gr para el aislamiento de
polisomas y extraccidén de ARN.

Segun la cantidad de material utilizado, se emplearon placas

de Petri (500 mg) o bandejas de plastico ‘(10 gr). Las placas de
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Petri eran esterilizadas en estufa a 100°C durante 3-5 horas,
conteniendo papel de filtro lavado al &4cido y vuelto a lavar por
nosotros, a fin de eliminar la presencia, en el ©papel, de
elementos minerales, que podrian alterar los resultados.

Las bandejas de plastico han sido lavadas con alcohol. En
sSu interior se coloca un cristal de tamano adecuado envuelto en
papel de filtro sobre el que se depositan los ejes. La bandeja
se cubrié con otro cristal. Tanto cristales como papel de
filtro son esterilizados como se ha dicho anteriormente para las
placas Petri.

En los dos casos expuestos, el papel de filtro es humedecido
con agua, o bien con las soluciones requeridas para cada
experimento (5 ml 6 50 ml respectivamente).

Para la germinacién, se depositan en una estufa a la
temperatura constante de 25°C, con una humedad relativa del 70% y

en oscuridad, durante determinado tiempo (8, 18, 24 y 48 horas).

3.2.2. Siembra de semillas enteras

Se siembran 30 semillas enteras (después de haberlas lavado
con abundante agua estéril, pesado y secado), en placas Petri
grandes con G5 ml del tratamiento correspondiente, al que se
anade cloranfenicol (5 ul/ml).

Por otra parte, se siembran 50 semillas enteras, lavadas
como las anteriores, en bandejas de plastico de la forma descrita
para el caso de siembra de ejes embrionarios, pero humedeciendo
el papel con mas agua o solucién (125-200 ml) segin los casos.

El <crecimiento de las semillas se llevé a cabo como en el
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caso de los ejes embrionarios.

Una vez +transcurrido el tiempo requerido, se recogen las
semillas, que son nuevamente lavadas, secadas y pesadas. Asi
mismo, el liquido sobrante en la bandeja se recoge y, tras haber

medido su volumen, se guarda a -15°C hasta su utilizacidn.

A continuacidén se procede a separar manualmente, en una
camara estéril, los ejes embrionarios de los cotiledones,
eliminando la cubierta. Una vez separados son lavados, secados,
pesados y guardados en congelador, separadamente, para su

posterior utilizacidn.
Se considera que una semilla estia germinada, cuando el eje

embrionario ha roto la cubierta seminal. Este paréametro se

exXxpresa en %.

3.3. Determinacidén del peso fresco

Los ejes recogidos de la incubacién, se lavan con abundante
agua estéril, se secan cuidadosamente y se pesan con el fin de
determinar el peso fresco inducido por los distintos
tratamientos. En cultivos de semillas enteras, se calcula el
peso fresco de los ejes y cotiledones por su separacidén fisica.
A partir de estos datos se calcula el peso fresco por wunidad,
contando el nimero de ejes o cotiledones de que se ha partido.

3.4. Determinacién del peso seco y porcentaje de agua

Los ejes utilizados en la determinacién del peso fresco, se
introducen en recipientes de papel de filtro y se llevan a una

estufa a 7OOC, hasta que el peso sea constante (durante 24-48
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horas). Transcurrido este tienmnpo, el material se introduce en
desecadores, a fin de evitar que durante el proceso de
enfriamiento, tomen agua de nuevo.

Una vez frios, se pesan, considerando este dato como el peso
seco, siendo la diferencia con el de partida el contenido en

agua, cuyo porcentaje se calculdé por la expresidn:

peso fresco — peso seco
X 100
peso fresco
3.5. Mineralizacidén y determinacién de  elementos
minerales
Una vez obtenidos los ejes embrionarios de distintos

periodos de crecimiento y bajo diferentes tratamientos con ABA,
poliaminas..., se introducen en una estufa con corriente de aire

forzado a una temperatura de 80°-70°C durante de 16-24 horas

(STEYN, 1959). Discurrido este tiempo se pulverizan y el polvo
se introduce en vasos de vidrio. Estos se colocan en una estufa
a 70°C durante 18 horas; despues, las muestras se enfrian en un

desecador, comenzando a continuacién el proceso de mineralizacidn
por "via seca'. El metodo fue descrito por PINTA (1878).

Se pesan 100 nmng de polvo y se depositan en crisoles de
cuarzo que se introducen en el horno de mufla, elevando la
temperatura gradualmente hasta 450°C durante 4 horas y se
estabiliza a esa temperatura durante 2 horas nas. Finalmente, se
desconecta el horno y se deja enfriar. A las cenizas se les

anade 1-2 ml de agua destilada y 1 ml de HCl concentrado.
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Posteriormente, los crisoles se <colocan sobre una placa
calefactora hasta la aparicién de vapores. A continuvacion se
hace pasar sobre papel de filtro sin cenizas, recogiendo el
filtrado en un matraz aforado de 50 ml.

A partir de esta solucidén se determinaron los siguientes
elementos:

- potasio y sodio, por fotometria de llama (Lachica y cols,

1973) .
- calcio, magnesio y manganeso: la determinacidén se realiza

directament sobre una dilucién del mineralizado. En el caso del
calcio se efectia una dilucidén con 03La2 para evitar
interferencias (LACHICA y cols., 1873). Los elementos se
determinaron por espectrofotometria de absorcidén atdémica (PINTA,
1973) a wuna longitud de onda de 422.7, 285.2, 279.3 nn
respectivamente y una llama de aire—-acetileno en todos los casos.

Cuando fue necesario cuantificar elementos minerales en el
agua de crecimiento de los ejes embrionarios, se procedidé a
realizar la dilucidén apropiada de ésta y, a medir segun se ha
descrito anteriormente.

El fésforo, tanto soluble como total, se ha medido por "via
himeda" (GONZALEZ y BAEZ, 1978). El método se basa en la medida

colorimétrica obtenida a ©partir del complejo fosfomolibdico

utilizando amidol-sulfito como reductor. Para medir el fésforo
total vy soluble, hay que preparar las muestras (tanto ejes
embrionarios como cotiledones) de la siguiente forma. (1) En

cuanto al fésforo soluble, se ponen en un recipiente adecuado 0.5

g de material seco, al cual se le anaden 35 ml de extractante

(HC1, IN). Se mantiene en agitador "vuelta a vuelta" durante 20

102



minutos, al cabo de los cuales, se filtra con papel Albet n® 240
y se recogen 20 ml en un kjendal. A continuacion se procede a
mineralizar con acido sulfdarico concentrado (5 ml), se calienta
en rampas de mineralizacioén unos diez minutos, después de los
cuales se deja enfriar y se le anade agua oxigenada hasta obtener
el mineralizado. Este se vierte en un matraz aforado de 50 ml y
se enrasa con agua destilada. De ahi, se toma una alicuota de 2
ml y se le anaden : 2 ml de reactivo Morgan, 2 ml de molibdato
amonico, 2 ml de la solucidn de amidol. La lectura fotométrica
se realiza transcurrida hora y media o dos horas, en el
espectrofotometro a una longitud de onda de 820-830 nm.

(2) Para el fésforo total, a 0.25 gr de muestra seca, se le
anade sulfirico concentrado directamente y después se procede
como para el fésforo soluble, pero utilizando solamente 1 ml del

mineralizado en lugar de 2.

3.86. Valoracion de la actividad ribonucledsica
8:6.1. Obtencidén del sobrenadante
Al material de ©partida, ya sean ejes embrionarios o

cotiledones, se le anaden 2 volumenes de tampdén (Ww/v) tris-ClH 5O
mnM, pH=7.5, en un mortero previamente enfriado en bano de hielo vy
se muelen vigorosamente.

El homogenado se centrifuga durante 15 minutos en una
centrifuga Sorvall RC-5B (rotor 4.25) a 0°-4° ¢ y a 30.000 x g,
usando de forma inmediata el sobrenadante asi obtenido como

extracto crudo. Si la determinacion se realiza con
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posterioridad, el sobrenadante se congela rapidamente a -70° ¢
sin pérdida aparente de actividad.
Para wvalorar la actividad RNisica se sigue el método de

MATILLA y NICOLAS (1983) con modificaciones.

3.8. 2. Fundamento de la reaccién
Con eésta reaccién se pretende valorar la actividad
ribonucleasica, cuya funcién consiste en hidrolizar enlaces

especificos en la cadena de ARN, obteniéndose nucleétidos libres.
Estos pueden ser medidos a 260 nm, longitud de onda en la que
absorben la mayoria de dichos nucleétidos, cuando tienen libres
Sus grupos activos.

Esquematicamente, se podria escribir:

ARN + ENZIMA =—— NUCLEOTIDOS
3.6.3. Reaccidén enzimatica

La reaccién tiene un volumen final de 200 Al y lleva los

siguientes componentes:

Tampon fosfato-sédico 200 mM, pH=6.0 .......... 50 al
Sobrenadante . ... ... e e e e 50 nl
ARN altamente polimerizado (4 mg/ml) .......... 10 ul
BEUE BBEEELIL svanvesasssssiniibsacinmunnss pomns 90 ul
Se incuba a 37° C durante 680 min. en bano termostatizado.

Pasado este tiempo, se paraliza la reaccién con S0 Ml de acetato
de uranilo al 0.75% en C104H, dejandose precipitar S0-120 min. en
camara fria al cabo de los cuales se centrifuga en una centrifuga
de mesa durante 5-10 min. a 10.000 x g. El sobrenadante asi
obtenido, se diluye convenientemente y se mide su absorbancia a

260 nm en un espectrofotémetro PYE UNICAM SP1.700. La reaccién
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control se realiza en las mismas condiciones, pero sin anadirle

sustrato.

3.6.4. Definicién de actividad ribonucleasica

Una unidad de actividad RNasica se definidé como, la cantidad
de enzima que produce un incremento de O.1 en la absorbancia a
260 nm, comparado con un control sin sSustrato. La actividad

especifica se expresa como actividad por miligramo de proteina
3.8.5:. Efecto del pH

Para establecer el pH éptimo del sobrenadante para el
funcionamiento del enzinma, se ha llevado a cabo la reaccién bajo

distinto rango de tampones:

— tampén fosfato potadsico-ac. citrico ....... .. pPH 3.0
- tampén fosfato potasico-ac. citrico ......... pH 4.0
- tampdén acetato sédico—-ac. citrico ....... .... pH 5.0
- tampén monosdédico-bisédico (fosfato) ........ pH 8.0
— tampén monosdédico-bisédico (fosfato) ..... ... pH 7.0
— tampén tris-clorhidrico ............ ... . ..... pH 8.0
- tampdédn tris-clorhidrico ..................... pH 9.0
3.6.6. Efecto de la temperatura

Una vez obtenido el pH é6ptimo, se incuba la nezcla de
reaccion a diferentes temperaturas a fin de conocer la
temperatura éptima "in vitro" del enzima.

El rango de temperatura empleado oscila entre 0° C y 70°.
3.6 Ts Concentracién de sobrenadante

Igualmente, se ha optimizado la concentracion de
sobrecnadante en la reaccién, wutilizando entre 0.25 y 3.5 ng de

proteinas.
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3.8.8. Empleo de diferentes sustratos

Con el fin de estudiar las diferentes afinidades del
extracto enzimatico por el sustrato, se han enpleado los ARN que
se citan: ARN altamente polimerizado (BDH Chemicals Ltd.); ARNt
tipo V de Sigma; ARN de levadura tipo XI, Sigma y ARNm de

garbanzo obtenido segun MATILLA y cols. (1880).

3.6.9. Diadlisis

Para completar el estudio sobre el contenido idénico se ha
llevado a cabo la didlisis del sobrenadante obtenido a partir de
ejes embrionarios crecidos en presencia de agua (control), ABA 10
pM y ABA 50 pM respectivamente. Dicho sobrenadante se obtuvo
moliendo los embriones en tampén tris-ClH, pH 7.0, 50 mM (w/4v) y

centrifugando a 15.000 rpm durante 30 min.; después se introdujo

en una tripa de diadlisis que se mantuvo, en un vaso de
precipitacién con el mismo tampén usado para moler, en agitacién
constante y en camara fria a 4° C durante 24 horas. Se

recogieron alicuotas del sobrenadante dializado.

El sedimento se redisolvid con 5 ml de Triton X-100 al 1% en
tampén tris-ClH. Se agitd y se volvid a centrifugar.

También se recogieron alicuotas del sobrenadante sin
dializar.

Tanto el sobrenadante dializado, el sin dializar y el
obtenido al redisolver el ©precipitado, se utilizaron para
valorar el efecto de distintos factores sobre la actividad

RNasica (efecto del calcio exdégeno, poliaminas, etc.).
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Se: T L Obtencién del sobrenadante

Utilizamos cotiledones y ejes embrionarios obtenidos en los
distintos tratamientos.

En un mortero, enfriado en bano de hielo, se muelen 1
cotiledén o6 5 ejes a los que se anade 1 ml de tampén Fosfato-Na
0.1 M, pH 7.0 que contiene Tritén X-100 al 1% (o tampdén acetato-
Na, 0.125 M, pH 5.0), hasta conseguir una total homogenizacién.

Este homogenado se centrifuga durante 15 min., a 10.000 rpm
en una centrifuga Sorval RC-5B (rotor 4.25) , a 4° C.

Al sobrenadante se le anade Polivinil pirrolidona 0.8% (w/v)
en estado granular, y se mantiene en agitacién durante 30 min. en
bano de hielo, al cabo de los cuales se vuelve a centrifugar a
10.000 rpm durante 15 minutos.

El enzima asi obtenido, se utiliza como extracto crudo, de
forma inmediata.

Si se utiliza tampdén acetato—-Na pH 5.0 (1:2), basta con
moler, centrifugar 20 min. a 15.000 rpm y ya se puede usar el
sobrenadante para medir la actividad enzimatica.

Para valorar la actividad fosfatasa acida se sigue el método

descrito por WALTER y SCHUTT (1935) con modificaciones.

3.7.2. Fundamento de la reaccion

Basicamente, la determinacién de la fosfatasa Acida consiste
en valorar el aumento de color que se produce cuando el sustrato
artificial p-nitro fenil fosfato, se pone en contacto con un

sobrenadante cuya fosfatasa endégena queremos medir, y que libera
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4-nitrofenol, que es un compuesto coloreado.

O N- @ ~0-POgH + H,0 ==== 0,N- </ \) -OH + HgPO,

p-nitro fenol 4-nitro fenol

3.7.3. Reaccidén enzimatica

La mezcla reactiva se prepara en tubos de ensayo, en las

siguientes proporciones:

- tampdén acetato-Na, 0.125 M, pH 5.0 .......... 0.8 ml
- p-nitro fenil fosfato 0.03 M ................. 0.2 ml
= BNZIMA + v v v v vt v v o v o oo enooneeeeeosessoneeeneens 25 pl

Posteriormente se incuba a 28° C en un bafio termostatizado
durante 7 minutos. Para parar la reaccién se anade 1 ml de NaOH
0.5 M, lo que da lugar a la aparicién de un color amarillo que
puede medirse en un espectrofotdémetro Bausch and Lomb-Spectronic-

88 a 400 nm.

3.7.4. Concentracién de sustrato

Se lleva a cabo la reaccidén como se ha explicado
anteriormente, pero utilizando distinta concentracidén de sustrato

(1.5, 6.0 mM de p-nitrofenil fosfato).

3.:7:.5u Efecto del pH
Se utiliza distinto rango de pH para optimizar las
condiciones del medio donde debe actuar la fosfatasa. Estos

tampones son:
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- tampén Acetato-Na 125 mM ....... ... ... .. pH 6.0

N " " b el E e e bkdd $ s s Bk pH 5.5

- " " " RS S EREE S RS SR R N S pH 5.0

= B " Bl s e s e Eehs d S5 e pdE e pH 4.5

= " " b s ssssesss s e R e pH 4.0

3. 76 Efecto de la temperatura

Otro de los parametros a optimizar es la temperatura. Para
ello, se incuba la mezcla de reaccidén a temperaturas que oscilan

entre 10° C y 40° C y se toma como temperatura oéptima "in vitro"

la que permita el mejor funcionamiento del enzinma.

SeTsTe Efecto del tiempo de reaccién

Un extracto crudo obtenido a partir de cotiledones de
semillas germinadas 24 horas en agua, se utilizdé como fuente de
enzima para estudiar el efecto del tiempo de incubacidén sobre la
actividad fosfatasica. Para ello se ha valorado la actividad
enzimatica como se describe anteriormente, pero utilizando

tiempos de incubacidén de 1, 3, S y 7 minutos respectivamente.

3.7.8. Efecto de 1la concentracion de p-nitro—fenil-

fosfato

Se estudid el efecto de diversas concentraciones de p—-NPP
en la velocidad de reaccién. La reaccidén es Dbasicamente la
descrita en apartados anteriores, pero variando las
concentraciones de sustrato entre O y S mM y el +tiempo de

incubacidén entre 1 y 7 minutos.
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3.7.9. Efecto del calcio
3.7.9.1. EN EXTRACTO DIALIZADO

Se maceran 30 cotiledones en 30 ml de tampén acetato-Na 125
nM, pH=5.0, en wun mortero enfriado en bano de hielo. El
homogenado se centrifuga a 10000 r.p.m. durante 30 minutos a 4°C.
El sobrenadante obtenido se dializa tal como se hizo en el
apartado 3.6.7. para el estudio de la actividad RNAsica.

Para wvalorar el efecto del <calcio sobre la actividad
fosfatasica en extracto dializado, se utiliza CIZCa S mHM en
tampon acetato—-Na 125 mM pH=5.0 en cantidades crecientes: 0O, 80,
200, 400, 6800, 800 y 1000 nl, a fin de obtener una concenracidén

2+

final de Ca de 0, 0.2, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0y 2.5 mM

3.7.9.2. EN EXTRACTO SIN DIALIZAR

Asimismo, se estudidé el efecto del calcio sobre la actividad
fosfatasica en extracto crudo sin dializar. A partir de
sobrenadantes no dializados de tratamientos con agua y ABA 50 uM
Yy, partiendo de CIZCa 10 mM, se han utilizado O, 20, 100, 200,
400, 600,800 y 1000 pl para obtener concentraciones finales de O.

0.1, 0.5, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0 y 5.0 mM respectivamente.
3.7.10. Definiciéon de actividad fosfatasica

La wunidad de actividad fosfatasica, la definimos como el
incremento por minuto de 0.01 en la densidad éptica, a 400 nm,
respecto al control sin enzinma. La actividad especifica la

expresamos como ADO/minuto/mg de proteina:
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ADO/min x Fd
Actividad especifica = ——————————————___

Siendo:
ADO/min = incremento de densidad éptica por minuto
Fd = factor de dilucidén del extracto
P = mg de proteina por ml del extracto sin diluir
d = espesor de la cubeta (1lcm)
V. = volumen de la alicuota del extracto.

3.8. Valoracién de proteinas totales

Para 1la determinacién de proteinas totales en el extracto
crudo, se ha utilizado el método de LOWRY y cols. (1953). Los
reactivos utilizados son:

a) Carbonato sédico al 2% en NaOH 0.1 N.

b) Sulfato ciprico al 0.5% en tartrato sédico al 1%.

c) 50 ml de(a) + 1 ml de (b).

d) Reactivo de Folin-Ciocalteau al S0% en agua.

Preparamos un tubo de ensayo con 0.6 ml de agua desionizada
y 10 pl del sobrenadante problema. A esta solucién le anadimos
3 ml del reactivo (c), se espera 15 minutos en oscuridad Yy se
adicionan 0.3 ml del reactivo (d), se agita suavemente y se deja
reposar 20 minutos mias a temperatura ambiente Yy en oscuridad.
Pasado este tiempo se mide la absorbancia a 500 nm y se conmpara
con una concentracién conocida de seroalbumina bovina, que usamos
en todas las reacciones como control interno.

La determinacién de las proteinas totales, se realiza por la

férmula:
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DO(test) x 4 x V

mg prot. total =
DO(control)

3.9, Valoracién de aminodcidos

La valoracién de aminocacidos se ha realizado por el método
del reactivo de ninhidrina (MOORE y STEIN, 1854). Este reactivo
se prepara disolviendo 400 mg de cloruro de estano en 250 ml de
tampén citrato 200 mHM, pH=5.0 (ajustando el pH <con 4&cido
citrico). A esto se le anaden 10 gr de ninhidrina disueltos, a su
vez, en 250 ml de etilenglicolmonometileter.

La reaccién se lleva a cabo de la siguiente forma:
0.1 ml de muestra + 1.5 ml de reactivo
20 minutos a 100°C

%
sumergir los tubos en agua fria

A\ 4

anadir 1.6 ml de propanol al 50%

esperar 10 minutos

N 4

leer a 570 nm

El blanco es una reaccién del mismo tipo, pero que no lleva

ninguna muestra.
En cada experiencia va incluido wun control endégeno,
utilizado como patrén. En este caso se han utilizado 2 pl de

glicocola (10 mgs/ml), en cada experiencia.

112



3.10. Valoracidéon de azucares

La valoracién de los azdicares se ha realizado en el medio de

incubacidn, siguiendo el método del fenol sulfarico de DUBOIS vy

cols. (1956).
Se precisan los siguientes reactivos:
- 4cido sulfurico concentrado (86%).
- solucién acuosa de fenol al 5%.

La reaccién tiene lugar de la siguiente forma:
(25 nl de muestra + 175 pl de agua) + 0.2 ml de fenol al 5%
agitar

afnadir 1.0 ml de sulfarico concentrado
(anadido de golpe)
agitar y mantener 30
minutos a temperatura
ambiente

leer a 490 nm

El blanco utilizado es del mismo tipo gque el Vvisto
anteriormente. La muestra patrén consiste en glucosa S mg/ml, de

la cual se ponen 10 pl en la reaccion.

Se ha medido la conductividad en el medio de germinacién de
semillas enteras crecidas durante 6, 12, 24 y 48 horas en

presencia de agua (control) y poliaminas (espermina, espermidina
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y cadaverina) en distintas concentraciones (0.1, 1.0, 5.0 y 10.0
nH).

Por otra parte, se ha intentado conocer la cinética de la
conductividad en el tiempo, frente al ABA. Para ello, se ha
utilizado 1 gr de ejes embrionarios crecidos durante 24 h en agua
destilada. Este material se introduce en un tubo de 25 ml de
capacidad y se afiaden 5 ml de agua o de distintas concentraciones
de ABA (entre 5 y 50 pM). La conductividad se ha medido a 1lo
largo de 7-8 horas, mediante una célula de conductividad de la
casa Crison, durante las cuales, se ha mantenido una temperatura
fija de 25°¢ y una agitacién constante. La experiencia se ha

llevado a cabo en oscuridad.
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8: 12. Obtencién de polisomas

Como material de partida se utilizaron aproximadamente 10 gr
de ejes embrionarios sometidos a los diferentes tratamientos con
ABA, estudiados en este trabajo.

Todo el material de vidrio utilizado en la extraccidén fue
previamente esterilizado en estufa a 100°C durante 3 horas. Asi
mismo, las soluciones enmpleadas se esterilizaron en autoclave o
fueron filtradas para evitar la contaminacién. El material de
plastico utilizado fue tratado con bentonita, para su
esterilizacidn.

Todas las manipulaciones se llevaron a cabo a 4%p y en bano
de hielo.

Para la obtencién del sedimento de polisomas se molieromn los
ejes en mortero, con 4 volumenes (4 ml/gr) de un tampdén Tris-HC1
200 mH pH 8.5, que contenia: sacarosa (libre de RNasas) 200 nM,
KC1 60 nM, HgCl2 50 mM y DTT S mH. Se completdé la homogenizacién
con ayuda de un "poter'. El homogenado obtenido se centrifugd a
3.000 rpm durante 10 min, para eliminar almidén, paredes y
restos celulares. Se recoge el sobrenadante y se le anade 1 ml
de Nonidet-P40 al 10%, por cada 10 ml de sobrenadante. Se
mantiene en agitacion suave durante 10-15 minutos para separar
los polisomas ligados a membranas y después se centrifuga a
15.000 rpm durante 20 minutos, para que sedimente la fraccidn
membranosa.

El sobrenadante obtenido se introduce en tubos de una
ultracentrifuga, en los que previamente se han puesto 2 ml de un

colchén de sacarosa compuesto por un tampén Tris—-HC1l 40 mM pH 8.5
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que contiene sacarosa 1.5 M, KCl1 20 mH y MgCl2 10 nH. Se
centrifuga durante 3 horas a 200.000 x g (45.000 rpm) y a 4°Cc en
una ultracentrifuga IEC/B-680, rotor SB—-405.

El sedimento de polisomas se resuspendié en 4 ml de un
tampén Tris—HC1l 100 mM pH 9.0 que contenia EDTA 5 mHM, SDS al 1% vy

NaCl 100 mH.

3. 13. Extraccién y fraccionamiento de ARN (poly A)

3.13. 1. ARN polisomal

A la suspensién de polisomas obtenida en el apartado
anterior se le anadieron 2 volumenes de fenol-cloroformo (1:1)
(el fenol al 70%) y se mantuvo en agitacién y bano de hielo
durante 30 min. Después se centrifugé 10 min a 12.000 rpm en una
centrifuga Sorval RC-5, rotor 4.25 y se recogié la fase acuosa.
A la fase fendélica se le anadié 1 ml del tampdén utilizado para
resuspender los polisomas, se agitd bien y después de unos
minutos se volvid a centrifugar y a extraer la fase acuosa, cono
se explica anteriormente. De aqui se vuelve a obtener otra fase
acuosa, que se recoge, y una fase fendlica que se descarta.

A la fase acuosa obtenida en los dos procesos anteriores se
le anaden 2 ml de fenol-cloroformo y se vuelve a centrifugar. Se
recoge la fase acuosa resultante y se le anaden unas gotas de
acetato soédico, hasta una concentracioén final 0.2 H. A

continuacién sSe le anaden 2.5 volumenes de etanol absoluto frio

para precipitar el ARN polisomal, libre ya de proteinas. Este
precipitado se almacena en congelador, a -20°C, durante al menos
12 horas.
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El precipitado obtenido se centrifugo, en centrifuga de
mesa, durante 15 min. Después se lavo sucesivamente con etanol
al 70%, etanol absoluto y eter (centrifugandose 5 min después de

cada lavado). Por ultimo, se secd en corriente de nitrdégeno.

+

8. 18,111, ARN-poly (A ")

Se siguidé basicamente elmétodo de AVIV y LEDER (1S982).

El ARN polisomal obtenido segiun el apartado anterior, se
disolvidé en tampdén Tris—-HC1l 10 mM, pH 7.6 que contenia KC1l 500 mM
(4-6 ml). Se centrifugd unos minutos y se mididé su absorcidn a
260, 235 y 280 nm, antes de introducirlo en una columna de oligo
(dT)-celulosa. La oligo (dT)-celulosa (tipo 3) fue suministrada
por Collaborative Research, Inc., con una eficiencia de aproxima-
damente 96%, Yy una retencién de poly(A) de 114.7 Azeo/g. Se
monté en una columna de 1 cm de didmetro y 10 cm de longitud,
previamente lavada con bentonita para prevenir la accién de las
RNasas y <con tampén Tris—-HC1 10 mM, pPH 7.6 para eliminar
materiales extranos que pudieran eluir con el mARN.
Posteriormente se equilibrdé con tampén salino Tris—-HC1 10 mM pH
7.6 mnas KCl1 0.5 M y se conservo a 4 °C hasta su utilizacién.

Una vez preparada la columna, la muestra se deposita cuida-
dosamente en la parte superior, procurando que su entrada sea nuy
lenta, quedando el ARNm—poly(A+) retenido en la columna. Esta
operacién se repite dos veces para asegurar la maxima retencion
del ARN—poly(A+). A continuacidén, se lava exhaustivamente con el
tampdén salino hasta que la AZGO que eluye de la columna sea

préxima a cero.
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Para conseguir que el ARN—poly(A+) se separe de la columna,
se lava ésta con el mismo tampdn, pero sin sal, y sSe recogen
varias fracciones de 10, 20-30 y 10 gotas,etc., segun los casos.
Se mide su densidad o6ptica a 260 nm y se recoge la fraccién o
fracciones que presenten los valores mas altos. A esta fraccién
se le anade unas gotas de acetato sédico, hasta una concentracion
0.2 M vy se precipita con etanol absoluto frio. Una vez
precipitado el ARN—poly(A+) obtenido, se lava de la siguiente

forma:

.- Centrifugar a 5.000-6.000 rpm de 10 a 15 minutos.
2.—- Descartar el sobrenadante (alcohol).

3.—- Anadir unas gotas de etanol al 70%.

4.- Repetir 1 y 2.

5.- Anadir una gotas de etanol absoluto.

B8.—- Repetir 1 y 2.

7.— Anadir una gotas de eter—-etilico.

8.—- Repetir 1 y 2.

S.- Repetir 7 y 8.

10.—- Desecar en corriente de nitrégeno o desecador.
11.- Disolver en agua estéril (25-50 pl).

12.- Cuantificar ARN (AZGO nm), proteinas (Asgg nm) vy
azucares (A235 nm). Para ello, diluir 4 Pl de la
solucién de ARNm en 8600 ul de agua.

Una vez disuelto el ARN—poly(A+), se almacena a -40°C hasta

el momento de ser utilizado.
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3.13.1.2. ARN-poly(A ™)

El material no retenido en la columna de oligo (dT)-celulosa
se precipitdé con 2 volumenes de etanol y se siguié el mismo
proceso de lavado, secado y almacenamiento ya descrito para el
ARN—poly(A+), pero utilizando entre 200 y 600 pl para disolverlo,
segun los casos. Asi mismo, para medir la absorcidén se han
realizado mayores diluciones (entre 2 y 4 Pl diluidos entre 600 y

1.500 mul de agua, respectivamente).

3.13.2. Cuantificacién de ARN-poly(A™)
La cuantificacién del ARN, tanto poly(A+) como poly(A ), se
realiza midiendo su absorbancia a 260 nn, y asumiendo que 1 AZGO

equivale a 40 pg de mARN.

3. 14. Sistema de traduccidén derivado de germen de trigo
3.14. 1. Preparaci6on del germen de trigo

El material necesario para los ensayos de traduccién se
obtiene a partir de germen de trigo segin el método de ROBERTS y
PATERSON (1973) con ligeras modificaciones.

Para la preparacién del germen de trigo hay que wusar una
columna de Sephadex G-25. Para ello, se pesan 25 gr de Sephadex
G-25 -200, se le anaden aproximadamente 150 ml del tampén con que
se va a eluir la muestra. ©Se hincha hirviendo durante una hora a
100°C y agitando suavemente de vez en cuando. Después se deja
sedimentar el gel y =se retira la capa superior turbia por

decantacidn. Se repite toda la operacidn varias veces hasta que
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el sobrenadante sea claro. A continuacidén, se le extrae el aire
en un kitasato conectado a una bomba de vacio.

El gel se introduce con cuidado para que no entre aire en
una columna de cristal de 750 X 70 cm y a continuacidén se
equilibra con el tampdén de elucidn de la mnuestra antes
mencionado. Para preparar la muestra se procede como se explica
a continuacidén:

Se muelen 6 gr de germen de trigo en mortero, con arena fina
lavada, y con 12 ml de un tampén Hepes 20 mM, pH 7.6 que contenga
ClK 100 mM acetato magnésico 1 nmH, CIZCa 2 mH vy (@ -
mercaptoetanol 6 mM, durante 1-2 minutos (mas 3 ml para lavar el
mortero). El homogenado se centrifuga a 14.000 rpm (23.000 x g),
durante 10 minutos a 4°C. El sobrenadante obtenido se filtra
a través de una columna de Sephadex G-25 fino que habia sido

previamente equilibrada con tampén Hepes 20 mM, pH 7.6 que, a su

vez, contenia ClK 120 nHM, acetato magnésico 5 mM vy P
mercaptoetanol 6 mM, siendo este tampén utilizado también ©para
eluir la muestra. Se recogen 30 fracciones de aproximadamente
20 gotas (a una velocidad de flujo de 14 gotas/min). Se mide su
absorbancia a 260 y 280 nm (Fig. 3.1) y se eligen solamente las
mas concentradas (8S-25 fracciones) Las fracciones elegidas se
mezclan, obteniéndose un volumen total de 6.5 nl y se les anade

44 pnul de creatina quinasa (6 mg/ml) para que su concentracion
final sea de 40 ugs/ml). De este volumen total se han hecho 62
alicuotas de 100 ul y se han almacenado en nitrégeno liquido,
donde pueden conservarse hasta mas de seis meses sin peérdida de

actividad.
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3.14.2. Ensayo de traducciodn

Para estudiar la traduccidén en un sistema "in vitro", se ha
montado un ensayo con un volumen final de 25 pl que debe
contener, ATP 1nM, GTP 26 uM, creatina fosfato 8 mM, DTT 2 mM,

Hepes 25 mM, espermina 70 pH y wuna mezcla de todos los

aminoacidos (20 pM), excepto aquellos que se utilizan cono
precursores radiactivos , que en este caso son 3H—leucina o 358—
metionina, dependiendo del tipo de experimento. También debe

contener, para su funcionamiento ClK 80 mM (Fig. I) y Aczﬁg 2 mM
(Fig. T1)4 segun hemos comprobado. Asi mismo, se ha
determinado la cantidad de extracto de germen de trigo (Fig. III)
y la de ARNm que deben ir en el ensayo para optimizar la sintesis
"in vitro" de proteinas.

En todos los ensayos se prepard una muestra sin ARNm como
control de traduccidén enddégena.

La reaccién se incuba durante 80 minutos a 25°C en un baio
termostatizado. Pasado este tiempo, se para la reaccion en hielo
(asi mismo, toda la reaccidén debe prepararse en bano de hielo) vy
se precipita con ATC 10%, se calienta 15 min a 90°C para
solubilizar el aminoacil—-ARNt y, a continuacidn, se filtran en
filtros Whatman GF/C, lavando con ATC 5% y secando en estufa a
80°C durante 1 h. La radiactividad retenida se determindé con un
liquido de centelleoc para sdélidos compuesto por 3.5 gr de PPO, 50
mg de POPOP y 1.000 ml de tolueno, midiendo en un

espectrofotémetro de centelleo liquido BECKMAN.
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3.14.3. Traduccién de ARNm

El ensayo se ha llevado a cabo como se expone en el apartado
anterior. Las cantidades ensayadas oscilaron entre 0.1 y 0.5 M8
de ARN-poly(A+) en los 25 pl. Y, entre 1.0 y 7.0 pg en los 25 pl

para el ARN-poly(A ).

3.15. Identificacién de los productos sintetizados

Para identificar los productos sintetizados "in vitro" en el
sistema derivado de germen de trigo, se emplea una electroforesis
unidimensional en geles de poliacrilamida-SDS segin el método de

Laemmli (1870) con algunas modificaciones.
3: 15:1s Electroforesis unidimensional
S:15.1: 1. PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Para preparar las muestras se lleva a cabo un ensayo de
traduccidn de los ARNm correspondientes, en las mismas
condiciones descritas en el apartado 3.14., <con la diferencia de
que la mezcla de aminoadcidos utilizada no contiene metionina,

35,

sino gque eésta es suministrada como marcador radiactivo
metionina en la relacion 5 pCi/725 pl de ensayo.

Después de la incubacién de la reaccién, se mididé la
radiactividad incorporada en alicuotas de 2 ul tal como se
explica en el apartado 3.14.2. vy al resto (23 pld, se le anadid

un volumen de un tampén de ruptura, con unas concentraciones

finales de Tris-ClH 0.5 M, DSS al 10% y glicerol al 87%, por cada
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3 wvolimenes de muestra. La misién de este tampon es darle una
carga neta a las proteinas y romper los agregados que existan en
las muestras.

Las muestras asi tratadas se calientan 2-3 min a 90°C y
después se enfrian. A continuacidén, se les anaden 4 pl de wuna
mezcla indicadora, que tiene que ser preparada en el momento,
compuesta por ﬂ—mercaptoetanol al 5% y azul de ©bromofenol al
0.05% como marcador de la electroforesis. Una vez ©preparadas
todas las muestras, se utilizé la misma cantidad de cada una de
ellas (11 pl) en la autorradiografia, que contenian entre 14.000
y 80.000 cpn. Como marcadores de peso molecular se utilizaron
patrones proteicos comerciales (Pharmacia Fine Chemicals)
constituidos por fosforilasa B de 94.000 daltons, albumina bovina
de 67.000 d, ovoalbumina de 43.000 d, anhidrasa carbdénica de
30.000 d, inhibidor de tripsina de 20.100 d y &-lactoalbdimina de

14.400 daltons, los cuales se trataron como las muestras.
3.15.1.2. PREPARACION DE LOS GELES

Para la preparacidén de los geles y posterior electroforesis,
se utilizé un equipo BIO-RAD (Protean 16 cm).

Se prepararon dos tipos de gel, un gel separador compuesto
por acrilamida al 10%, bis-acrilamida al 0.27%, Tris-ClH 373 mH
pH 8.8, DSS 0.1%, TEMED 0.025% y persulfato aménico 0.037%. La
preparacién de este gel se hizo en un quitasato conectado a una
bomba de vacio para desairear. Posteriormente se dejd
polimerizar varias horas en el recipiente adecuado, con una fina

capa de agua en el lugar en que estaba expuesto al aire, para
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evitar su desecacidn.

Una vez polimerizado, se retira el agua y, encima del gel
separador, se coloca un gel espaciador (gel "“stacking") donde se
colocan los pocillos en que después irad la muestra, Yy que esta
compuesto por acrilamida al 3%, bis-acrilamida ©0.08%, Tris-ClH
125 mH pH 6.8, DSS 0.1%, TEMED 0.1% y persulfato aménico al 0.03%
Este gel polimeriza en una hora, aproximadamente. El tampdédn de
corrido utilizado fue el descrito por LAEMMLI (1870), formado por
Tris Dbase 25 mM, glicina 192 mM y DSS al 1% y con un pH final de

8.3.

3. 15. 1:18- ELECTROFORESIS

Una vez colocadas las muestras en los pocillos correspon-
dientes del gel, se conecta la cubeta de electroforesis a una
fuente de alimentacién LKB (2103) y se corre a 70 mA hasta que el
frente formado por el marcador azul de bromofenol, llegue al
final del gel. En ese momento, se apaga la fuente de

alimentacidén y se recupera el gel.

A continuacidén se procede a la tincién del gel. Para ello
se utiliza una solucién de tenido compuesta por azul de
Coomassie G-250 0.25% en metanol-acido acético—-agua (5:1:5), en
la que se mantiene el gel durante, al menos una hora, en baifo
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