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0.0. PREFACIO.

El trabajo de investigacién descrito en este documento fue

realizado en la Divieién de Biologia Experimental, Centro de

Investigaciones Biolégicas de Baja California Sur, La Paz, BCS,
México. Resume 1la. informacién contenida en los siguientes
manuscritos:

a) revisién bibliografica sobre el empleo de peroxidasas
vegetales como biomarcadores del estado fisiolégico de las

plantas; "Peroxidases as biochemical markers of environmental -~

stress and physiological status of plants', por Garcia-Carrefio,
F.L.

b) reporte experimental: "The effect of saline stress on
peroxidase activity in the mezquite (Prosopis articulata) leaf",
por Garcia-Carrefio, F.L. y Ochoa, J.L. (1991). Journal of Arid

Environments. 20, en prensa.

c) analisis del trabédo experimental.
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1.0. INTRODUCCION.

Baja California Sur es el Estado més seco de la Republica
Mexicana. Su promedio anual de precipitacién es de 150 mm, por lo
que desde el punto de vista biogeogrdfico pertenece al '"'Desierto
de Sonora"” (Schmidt, 1988). La escasez de agua dulce superficial
ha limitado el desarrollo agricola, industrial y demogrdafico de
"la media peninsula" y la que se consigue para consumo general es
suministrada por acuiferos subterrdneos de diferente composiciodn
quimica, a veces con caracteristicas salobres.

La localizacién de mantos acuiferos se realiza casi siempre
con métodos fisicos y geoldgicos. Dos de las técnicas indirectas
més usuales para -la identificacidén de areas con probabilidad de
presentar mantos subterraneos son: ‘resistividad eléctrica” vy
"refraccién sismica" (Todd, 1980). El método de la resitividad
eléctrica calcula, a partir de un campo eléctrico generado por
dos electrodos conectados a una fuente de energia, las
resistividades aparentes entre dos electrodos de respuesta
colocados a diferentes distancias en la superficie del suelo. Si
la resistividad del suelo es uniforme, entre los electrodos
generadores se forma una trama ortogonal de arcos circulares. A
mayor distancia entre los electrodos de respuesta, mayor serd la
penetracién del campo eléctrico. La forma de la curva obtenida al
graficar la resistividad contra la distancia es interpretada en
relacién con pardmetros geoldgicos, climdticos y bioldégicos para
poder inferir si existe o no el manto acuifero.

El método de refraccién sismica mide el tiempo que tarda una
onda de propagacidén, generada por una pequenia explosidén, en
recorrer una distancia conocida. Las ondas sismicas siguen 1la
misma ley de propagacién de los haces 1luminosos por lo Que son
refractados y reflejados. El método de refleccidn provee
informacién de la estructura geoldégica a cientos de metros de
profundidad, mientras que el de refraccidén solo a unas decenas de




metros de profundidad. El1 tiempo que tarda en propagarse la onda
sismica depende de la composicién del medio de propagacién y es
mayor en cuerpos sélidos que en los no consolidados, lo que

podria sugerir la presencia de un manto.

La interpretacién de los datos de resistividad eléctrica vy
refraccién sismica requieren de una gran habilidad por parte del
hidrogedlogo en el andlisis de los datos y exige un amplio
conocimiento sobre las caracteristicas de los materiales,
profundidades e irregularidadés geolégicas, asli como de clima y
vegetacién de la zona a explorar (Davis y Wiest, 1971). La
informacién obtenida por cualguiera de los métodos seflalados
permite seleccionar las 4dreas con alta probabilidad de contener
mantos acuiferos, sin embargo no ofrece ningun dato asobre la
calidad del agua de 1los mantos subterrdneos, por lo qgque es
conveniente desarrollar técnicas que permitan estimar también la
calidad de los mantos, sin tener que realizar perforaciones

costosas.
1.1. Biomarcadores.

El concepto de organismo indicador o marcador es aplicado
cuando se desea conocer el efecto que los factores fisicos,
quimicos o biolégicos ejercen: sobre organismos, o un grupo de
ellos, como representantes de una comunidad o ecosistema (Reish,
1988). El1 empleo de marcadores bioldégicos para la evaluaciéon de
parametros ambientales tiene varias ventajas ya que son sensibles
a diferentes niveles y periodos de exposicidén y frecuentemente
loe costos de operacioén son bajos (Rawson y col., 1989).

La deteccién y evaluacién cuantitativa de compuestos quimicos

presentes en el ambiente utilizando organismos vivos es

particularmente atractiva, desde el punto de vista ecolégico, ¥y
es posible si el ser vivo seleccionado es capaz de tener una

respuesta fisiolégica proporcional a la intensidad del estimulo.
El empleoc de organismos o sus metabolitos como indicadores de
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pardmetros ambientales requiere de conocer el efecto que el
factor bajo estudio tiene sobre la fisiologia del organismo
seleccionado. Se ha reportado la influencia de un estimulo
ambiental sobre: a) los procesos metabbélicos de diferentes
organismos (Rawson, y col., 1989; De Felipe y col., 1888), b) la
composicién y proporcién relativa de metabolitos intracelulares
(Hirayama y Mihara, 1987; Nieman y col., 1988; Vazquez-Duhalt y

Arredondo, 1991), y c¢) los cambios cuantitativos en la actividad

de enzimas (Kalir y Poljakoff, 1981; Lickl y col., 1987). En este
utimo punto, es particularmente abundante la bibliografia que
raporta' el empleo de 1la actividad de las peroxidasas en los
tejidos vegetales como indicador de un cambio en las condiciones
fisiolégicas normales de las plantas producido por un factor
externo (Castillo y col., 1984; Castillo, 1985; Castillo y col.,
1987; Endreva y col., 1989; Gaspar y col., 1982; Garcia-Carrefio y
Ochoa, 1991). Ello se debe a que la deteccidén de 1la actividad
enzimdtica es técnicamente sencilla y a que este grupo de enzimas
estd involucrado en una variedad de eventos fisiolégicos de las

plantas (Gaspar y col., 1986).
1.1.1. Las peroxidasas comd biomarcadores.

Las peroxidasas (PO); EC 1.11.1.7; donador: H; Q oxidoreductasa
(Barman, 1985), son enzimas presentes en los organismos aercbios,
catalizan un gran numero de reacciones y estan involucradas en
diversoe procesos fislolbgicos. El registro de 1las propiedades
fisicoquimicas y cinéticas de las peroxidasas vegetales ha sido
empleado como indicador bioquimico, debido a que s8u actividad y
composicién varia con el estado fisiolégico del organismo (Gaspar
y col., 1985; Siegel y Siegel, 1986; Kay y Basile, 1987; Mato y
col., 1988). Por ejemplo, en la organogénesis y crecimiento de
las plantas (Kay y Basile, 1987; Gaspar y col., 1985).

Las peroxidasas vegetales (PO) han sido empleadas también como
marcadores o indicadores de factores ambientales, sin embargo la
forma en que las plantas responden a estimulos ambientales en el
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medio natural no estd bien caracterizada. La mayoria de los
estudios relacionados con la respuesta en actividad PO de plantas
han sido realizados en medios ambientes controlados. Por ejemplo
Castillo (1985) y Castillo y col. (1987) encontraron un aumento
en la actividad peroxidasica de plantas seleccionadas de Sedum
album y Plcea ables tratada con altas concentraciones de ozono en
camaras de crecimiento. Guderian y col. (1989) y Kuppers y Klumpp
(1988) estudiaron la respuesta peroxiddsica a varios gases

contaminanteas de la atmésfera en plantas de Picea abies crecidas

y tratadas en invernadero. Por su parte Miller y Kelley (1989)
demostraron la estimulacién de PO por estrés mecanico. Li y col.
(1990), cuantificaron la variacién en la actividad peroxiddsica
en cultivo de células en suspensidén de Acer pseudoplatanus
expuestas a8 estrés mecédnico.

.

1.1.2. Isoperoxidasas.

Las 1isoenzimas son diferentes formas de wuna enzima que
catalizan una misma reaccion quimica y pueden estar presentes en

un mismo organismo o incluso en una misma célula. Son, en

general, estructuras poliméricas formadas por unidades andlogas
en diferentes proporciones (ej: glutatién reductasa) u homdlogas
codificadas por diferentes genes (ej: lactato deshidrogenasa).
También pueden ser moléculas andlogas que difieren en el grado de
glicosilacidn, lo que proVoca diferencias en su peso molecular o

‘punto 1isoeléctrico. En el caso de las isoperoxidasas, éstas

difiaren tanto en composicién de aminodcidos como en composicién
de carbohidratos (Gaspar y col., 1986). Cada isoPO esta
codificada generalmente por un-solo gen (Morikawa, 1988) y por lo
tanto pueden ser empleadas como marcadores genéticos; Morikawa
(1988) detectd dos loci independientes (PxO y Px9) localizados en

los cromosomas 18 y 6 de un hibrido de la progenie F, de dos.

variedades de avena, responsables de la var;gcién en la expresion

fenotipica de isoperoxidasas.

La actividad PO . enzimatica cuantificada en un extracto crudo



6

es de hecho la suma de las actividades de las diferentes
isoenzimas y, como ya se menciond, las isoenzimas pueden tener
diferente propiedades fisicoquimicas, cinéticas e inmunolégicas
(Palmer, 1981; Lehninger, 1981; Hendriks, 1990), asi como la
capacldad de catalizar otras reacciénes enzimaticas. Por ejemplo:
las peroxidasas catiénicas estan directamente relacionadas con la
lignificacién, mientras que las aniénicas con la degradacién de.

auxinas (Gaspar y col., 1982).

Las peroxidasas vegetales se presentan generalmente como una
mezcla de isocenzimas. El nimero de isocenzimas recuperadas de un
tejido depende de la técnica de extraccién empleada (Gaspar Yy
col., 1982; Kay y Basile, 1987) y su visualizacidén en geles de
electroforésis de la concentracién del sustrato, el pH de
incubacién y el donador de hidrdégenos utilizado (Kay y Basile,
1987).

Hendriks y col. (1990) demostraron que el suerc de conejo
altamente especifico contra PO de petunia (Petunia hybrida)
solamente reaciona con algunas 1s80PO de Datura stramonium,
Nicotiana tabacum, Capsicum  annuum, Solanum tuberosum y
Lycopersicon esculentum y practicamente con ninguna de las isoPO
de Armoracea rusticana, Brassica napus, Tagetes cresta, Zea mayz,
y Avena satliva, por lo que concluyeron que probablemente las.
diferentes familias contengan genes que codifican para epitopes
homélogos presentes en algunas isoPQO, pero no comunes a las PO de
todas las plantas. | | |

1.1.3. Las peroxidasas vegetales como marcador de estrés salino.

Los mecanismos de bespuesta de las plantas a la salinidad son
complejos (Greenway y Munns. 1980). Algunos se reflejan como
cambios cualitativos o cuantitativos en 1la actividad de las
enzimas. La cuantificacién de actividad peroxiddasica ha sido
deacrita como marcador de la intensidad del estimulo, como en el
caso de lechugas (JHrassica sp), plantas halotolerantes irrigadas
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con agua de mar diluida en diferentes proporciones con agua dulce

(Stevens y cols., 1978), o en el de Halimione portulacoides vy

Suaeda maritima, plantas haldéfilas (Kalir y col., 1984; Hagege y

cole.,1988). Los datos reportados sugieren gque existe una
respuesta diferente al estrés debido a que 1los mecanismos de
adaptacién a la salinidad de cada caso son distintos: Mientras
que las .plantas halotolerantes muestran una disminucidon en la
actividad peroxidésica, las halofilas parecen responden con un
aumento en la actividad PO al estrés salino.

H
—trre.
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2.0. OBJETIVO DEL ESTUDIO.

El objetivo de este trabajo es investigar la respuesta
peroxiddsica en plantas freatéfilas que se han desarrollado
expuestas a diferentes condiciones ambientales. Debido a que las
plantas responden a un estimulo ambiental cuando las condiciones
fisioldégicas lo permiten, es necesario tener una forma de evaluar
el estado general de las plantas. Para este fin se cuantificara
el contenido de clorofilas de cada mezquite muestreado.

Una de 1las formas como las plantas toleran diferentes
concentraciones de sales en el medio es produciendo
osmoreguladores, por lo que se cuantificara 1la concentracion
foliar de osmoreguladores, principalmente los conocidos como

" “"metabolitos de bajo peso molecular”. Una forma de determinar la

influencia de un solo factor ambiental en la respuesta de plantas
es el ensayo en condiciones controladas. Dada 1la gran
variabilidad fenotipica reportada para el Género Prosopis el
ensayo controlado idéneo es en cultivo de células en suspensidn.
Para 1lo cual serd necerario obtener callos a partir de tejido de
mezquite y las células individuales. La intencién ulterior del
estudio es llegar a implementar un método predictivo'o'indicativo
de 1la calidad del agua del manto freatico, relacionando la

ﬂ éctividad'de la enzima peroxidasa de la planta con 1la salinidad

del agua. Ello ayudarad a la deteccidn de mantos acuiferos de
calidad aceptable para el consumo o las actividades humanas, sin
necesidad de realizar la perforacién de pozos.



3.0. MODELO DE ESTUDIO.

Los mezqultes son plantas del géneroc Frosopis, BSeccidn
Algarobia pertenecientes a la Familia Leguminosae,
termo-xerdfilas (Rzedowski, 1988) ampliamente distribuidos en
norteamérica (Sharifi y col., 1983) y abundantes en las regiones
dridas del continente Americano (Rzedowski, 1988). Frecuentemente
forman la vegetacién predominante en desiertos calidos (Virginia
y Jarrel, 1983). Los mezquites han sido de gran interés para el
hombre primitivo, entre otras razones, por que han proporcionado
combustible y material para construccidén, alimento y proteccidn
contra ciertas enfermedades (Felger, 1985 y Cowen, 1990).

La agricultura- tradicional desprecidé a los mezquites durante
la primera parte del siglo por considerarlos maleza, fuertes
competidores de pasturas y consumidores de aguas fredticas (Dahl,
1982) v so0lo recientemente se ha hecho énfasis en el potencial

agricola de los mezquites para la recuperacién de zonas aridas

(Felger, 1985 y Figueiredo, 1890).

Los mezquites se desarrollan y reproducen en zonas aridas con
promedios anuales de precipitacién tan bajos como 63 mm, gracias
a que producen raices profundas que alcanzan la zona capilar vy
manto fredtico, de los que toman el agua para desarrollar
(Sharifi y col., 1982). Ademdas, fijan nitrégeno en nédulos de las
raices profundas (Virginia y col., 19886).

En regiones aridas, principalmente durante la temporada de
sequia, practicamente toda el agua transpirada por estas plantas
es obtenida por las raices profundas (Nilsen y col., 1983). La

- disponibilidad de agua ‘durante todo el afio permite a los
mezquites sostener una productividad que estd desacoplada de los

dos principales factores limitantes en los ambientes desérticos:
la lluvia y la disponibilidad de nitrégeno (Nilsen 1y col.,
1987). Permitiendo altas velocidades de produccidén neta primaria
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aérea (hasta 3.6 Mg/ha/afio) en comparacién con otros sistemas
déserticos (Sharifi y col., 1982).

Plantas dol mismo Género (FProsopis pallida y P articulata) han
8ido encontradas creciendo en salinidades equivalentes a la de
agua de mar (Rhodes y Felker, 1988).

Los mezquites presentan una fenologia particular debido a su
adaptacién al medio. La produccidédn de hojas y el crecimiento de
las ramas es répido; de hasta 28 hodaa por semana, pero de corta
duracién. Dos periodos de produccién de hojas ocurren durante el
afio, 2iendo el segundo solo una pequefia proporcién del primero.
El primer periodo ocurre entre marzo y abril y el segundo en
agosto. La mayoria de la producciédn de hojas, entre 80 y 90 %, se
localiza en nédulos de mas de un afio (Nilsen y col., 1987).

En la cuenca de La Paz-El Carrizal en el Municipio de La Paz,
BCS, México, predomina la especie Prosopis articulata (Leén de la
Luz, 1981; Redowski, 1988; y Garcia-Carrefio y Ochoa, 1991). Las
plantas bajo estudio tienen la capacidad de wutilizar aguas
subterrdneas lo que les permite desarrollar aun en tiempo de

sequia.
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4.0. HIPOTESIS DE TRABAJO.

Si... la respuesta peroxidadsica de plantas, se relaciona con

la salinidad de los mantos freaticos.

Entonces... la actividad peroxidésica de mezquites, sera un

| indicador de la calidad salina de las aguas subterraneas.
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5.0. EXPERIMENTACION.
5.1. Area de estudio.

El muestreo fue realizado en la cuenca pluvial de La Paz-El
Carrizal en Baja California Sur, 24’ 00°-2410°N; 110°'20°-11330°W.

El clima es seco o desértico (Hammond, 1954). El promedio anual
de temperatura del aire es de 23.58°C con un minimo de 6C en el

invierno y un mdximo de 42°C en el verano. El prdmedio anual de

precipitacidn pluvial es de 150 mm concentrado principalmente en
el verano. Los vientos dominantes en otofio e invierno son del

noroeste y del sur en la primavera y verano (Salinas-Zavala,

1986). La comunidad biética corresponde a matorrales
sarcocauleascentes (Shreve y Wiggins, 1937, y Leén de la Luz,
1981).

La Cuenca de La Paz-El Carrizal, al igual que la mayoria de
las cuencas dridas del mundo (FitzPatrick, 1980; Stanley, 1989)
estd formada por sedimentos acarreados hacia el valle, por las
lluvias ocasionales (Garcia-Monarrez,1986), quedando las rocas de
mayor tamafio en la Base de las montafias, formando una estructura

cénica de particulas sedimentarias con arreglo irregular y de

poca pendiente. Hacia el centro de la cuenca se encuentran
sedimentos de tamafio de particula menor, principalmente arenas,
en donde se acumulan minerales evaporiticos, tanto en la
superficie como en aquellos estratos del suelo en donde el agua
subterrinea se evapora. Formando, eventualmente zonas
impermeables a la percolacién, que pueden permitir la acumulacidn
de cierta humedad entre la superficie del suelo y'la capa
impermeable después de las lluvias. El &rea de estudio se
caracteriza por presentar una variedad de mantos freaticos, con
profundidad desde los tres hasta varios cientos de metros al
espejo de agua. Garcia-Monarrez y col. (1986) describen varias
familias de aguas en la cuenca, en funcién de su contenido de

sales; desde 0.09 hasta 1.8 S/m.
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La temperatura ambilente para cada muestreo se tomdé de los

‘datos obtenidos por la SARH de una estacién meteorolégica

localizada en la zona de estudio y se comprobdé con la medicién

directa al momento del muestreo.
5.2. Identificacién de las plantas.

Los mezquites estudiados fueron identificados en el campo
hasta nivel de especie por el MC José Luis Leén de 1la Luz,
botanico de la Divisién de Bilologia Terrestre, CIB.

5.3. Toma de muestras.

Los muestreos de campo tuvieron lugar de noviembre de 1988 a
Junio de 1990. Se seleccionaron ocho 4&reas de estudio que
presentaban mantos freaticos, perforados con fines agricolas, en
un rango de conductividad del agua de 0.09 a 1.8 S/m. Los pozos
se localizaron con ayuda de un registro realizado por gedlogos de
la Universidad Auténoma de Baja California Sur (Garcia-Monarrez N4

"col., 1986). La seleccién de las dreas de muestreo se realizb

empleando los siguientes criterios: a) calidad de agua conocida y
diferente para su manto, b) presencia de pozos para muestreo de
agua, c) presencia de mezquites en un radio no mayor de 50 metros
a partir del tiro del pozo y d) espejo del agua a no mas de»SO
metros de profundidad.

En cada muestreo se tomd agua del pozo empleando las bombas

instaladas para fines agricolas, en recipientes de 1000 ml con

tapa de rosca. Se cuantificd 1la conductividad eléctrica en
mmhos/cm, empleando un conductimetro (EMH) con electrodo de un cm
de paso de corriente. Los mmhos/cm se convirtieron a la unidad
internacional; S/m, multiplicando los datos por 0.1

(Instrucciones para autorea, Agronomy Journal). Se determiné el

pH v la concentracién de los iones Ca', Mg, Na', HCq y ci
siguiendo las técnicas descritas por Richards (1973).



oy

14

Se tomaron muestras de suelo a 60 cm de profundidad béjo el
dogel de las plantas y en espacios libres de mezquites. Las
muestras fueron procesadas para determinar el contenido de los
iones Ca'', Mg", Na', HCQ' y CIy se 1le determiné el pH vy la
cantidad de materia orgdnica,  nitrégeno total y nitratos
(Richards, 1973). |

De cada drea de estudio se seleccionaron en forma aleatoria,
cuatro plantas. De cada planta se tomaron en forma estratificada
ramas localizadas con orientacidn norte y sur, a una altura de 2
metros del suelo vy que presentaban hojas adultas. Las ramas
fueron transportadas inmediatamente al laboratorio (dentro de las

dos primeras horas de haber sido tomadas). Ya en el laboratorio

se tomaron hojas~-adultas Apartiendo del extremo apical. De las

hojas se separaron manualmente los foliolos y sélo se trabajé con
ellos.

5.4. Cuantificacidn de masa seca (MS).

Muestras de un gramo de foliolos (por triplicado) fueron
colocados en pesafiltros de vidrio, llevados previamente a peso

- constante. Los foliolos fueron secados a 70°C hasta peso

constante (aproximadamente 24 h). FEl porcentaje de MS fue
calculado por la diferencia entre la "pesada" inicial y la final.

5.5. Obtencidén del extracto enzimatico.
" Dos gramos de foliolos (por +triplicado), se lavaron con agua

destilada sobre un embudo Buchner acoplado a un matraz Kitazato y
bomba de vacio. Se homogenizaron en 10 ml de una s8solucidn

amortiguadora de acetatos 50 mM, pH 5.1 a 10°C, empleando un

homogenizador de tejidos 'Polytron" con flecha de 8 mm de
didmetro. El extracto acuoso fue recuperado por centrifugaciédn a
5000 g, 10 min.
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5.6. Cuantificacién del contenido de proteinas

en los extractos enzimaticos.

oe empleéd el método de Bradford (1976) modificado, que
congiste en el cambilo de color del reactivo "Coomassie Brilliant
Blue G 250" al formar un complejo con las proteinas en medio
acido, determinando 1la absorbancia a 595 nm. La técnica de
Bradford, como la mayoria de los métodos empleados para
cuantificar proteinas, presenta interferencias con algunos
compuestos. En el caso de los extractos vegetales, uno de los
principales compuestos que interfieren con la cuantificacidn dé

proteinas son los polifenoles. Robinson (1979) demostrdé que la

técnica para la cuantificacidén de proteina méas apropiada para
extractos vegetales es el descrito por Bradford (1976) con
ciertaa modificaciones. Para nuestro caso se tomaron alicuotas de
0.03 ml de muestra y se mezclaron con 2 ml de reactivo de
Bradford. Se agitd vigorosamente y después de dos minutos se
registréd la absorbancia a 595 nm. Se preparé una curva ‘de
calibracién con BSA Cohn V (Sigma Chem Co). Para el cdlculo de la
regresion lineal de los datos obtenidos en el espectrofotémetro
se utilizé un programa para PC en lenguaje '"GWBasic" que muestra

el coeficiente de correlacién. sd6lo se trabajé con curvas de

calibracién que presentaran un coeficiente de correlacién > 0.99.
Los datos de contenido de proteina fueron calculados a partir de

‘la absorbancia de cada muestra aplicando la ecuacién generada en

el cdlculo de regresién lineal.

5.7. Composicién‘quimica de foliolos,
agua, y suelo.

Los andlisis se realizaron de acuerdo a los métodos descritos
por Richards (1973).
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5.8. Cuantificacidén de actividad peroxiddsica.

Se empled guaiacol y orto-feniléndiamina (OPD) como donador de
electrones. La actividad de guaiacol peroxidasa fue cuantificada
calculando la velocidad inicial de reaccién midiendo el cambio de
absorbancia por minuto. Para la reaccidén se utilizé 1.9 ml de
guaiacol 16 mM en amortiguador de acetatos 50 mM, pH 5.1, en una
celda de espectrofotdédmetro de 3 ml, 0.005 ml de perdxido de
hidrégeno 30% y una alicuota de 0.01 ml del extracto enzimatico.
La celda se tapd con "parafilm" y por inversidén se mezclaron los
reactivos. La celda fue  inmediatamente colocada en un
espectrofotémetro "Spectronic 2000" con graficador y temperatura
controlada a 25°C, registréndose el cambio de absorbancia (470
nm) en funcién del tiempo. | |

LLa actividad OPD peroxidaéa fue cuantificada de igual manera
que la gualacol peroxidasa, empleando OPD 5.5 mM y registrando el

cambio de absorbancia a 444 nm.

Por un método similar de cuantificacion de actividad
peroxidésica, Castillo (1985) reporté una respuesta lineal de

- hasta por 30 minutos cuando cuantifico la actividad de guaiacol

peroxidasa de un extracto de una crasuldcea; Sedum album. Dado
que nuestros resultados preliminares mostraron una respueéta
gsigmoidal, se determind en la curva de cambio de absorbancia en
funcion del tiempo la regién cuya tangente correlaciona con la
cantidad de actividad enzimdtica. Peroxidasa de rédbano largo
(HRPO; Sigma, St. Lois MO, USA) se empled como control interno

del ensayo.

5.9. Cuantificacidn de actividad peroxidasica
en presencia de NaCl.

Se cuantificd la actividad de guaiacol peroxidasa de extractos
de foliolos de mezquites en presencia de 0 a 2M de NaCl tomando
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las recomendaciones de Kalir y col. (1984).

5.10. Separacion de isoPO por enfoque isoceléctrico.

La separacion de isoenzimas fue realizada en geles de agarosa,
siguiendo el método de LKB (Application Notes 317). Se mezcld
agarosa (-m, <0.02) al 0.8%, sorbitol al 10% y se le adicioné una
mezcla de amfolinas de pH 3-10 al 2% a 70°C. La muestra (0.010
ml) desalada por didlisis contra agua destilada fue aplicada en
papel filtro. La separacion electroforética se realizd a potencia
constante (5W) durante 90 min. Inmediatamente después, los geles
fueron sumergidos en una soluciétn fresca de guaiacol (16 mM) en
amortiguador de acetatos 50 mM, pH 5.1. Después de cinco minutos,
la solucién de guaiacol fue decantada y el gel lavado con agua
deastilada y sumergido en perdxido de hidrdégeno (0.03%), hasta que
las bandas de isoperoxidasas fueron visibles (aproximadamente 5

‘min). El orden de aplicacién de las soluciones de tincién es

importante para el desarrollo de un numero maximo de bandas (Kay
y Basile, 1987).

5.11. Extraccidn de clorofilas.

Muestras de 0.2 g de foliolos fueron homogenizados en 10 ml de
acetona al 80% empleando un homogenizador de tejidos "Polytron"

- con flecha de 8 mm de didametro. Un ml de homogenado se diluyé

(1:4) con acetona, evitando en todo momento la fotoxidacidn de la
clorofila. Se registrd la absorbancia del extracto a 645 y 663 nm
(Arnon, 1945).

5.12. Metabolitos de bajo peso molecular.

Se prepard un extracto en metanol-cloroformo de un homogenado
mecanico de foliolos, siguiendo el método de Kates (1982).
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5.13. Induccién de callos a partir

de foliolos de mezquite.

Foliolos de un mezquite localizado cerca de la playa fueron
separados € inmendiatamente tratados con hipoclorito de sodio 5%
durante 5 min y lavados con agua destilada estéril. Los foliolos
desinfectados se colocaron en frascos tipo "Gerber'" de 120 ml
conteniendo 10 ml de medio MS s6lido adicionado con dcideo 2,4-
diclorofenoxiacético (2, 4-D) 10 y benciladenina (BA) 0, 107,
107 y 10™'M respectivamente. Los explantes fueron incubados a
27-28° C con fotoperiodo de 12 hs de luz fluorescente.

5.13.1. Obtencién de células en suspension.
Callos obtenidos en 2, 4-D 10 y BA 10M fueron disgregados
asépticamente e inoculados en medio MS liquido, conteniendo la

misma proporcién de hormonas e incubados como se indica en el

pérrafb anterior.
5.14. Andlisis estadistico.

Los éstudios de correlacién de los resultados obtenidos fueron

analizados por medio de regresion lineal. La comparaciénAentre'

las medias de los diferentes grupos, para determinar 1la
significancia de la diferencia entre medias, se efectud por

anélisis de varianza, empleando un nivel de confianza de 95%. Los

andlisis se realizaron con el paquete estadistico para PC
"Statgraphics'". La comparacién entre diferentes unidades y de
variaciones entre los diferentes parametros en un mismo grupo y
fecha de muestreo se realizd empleando un andlisis de residuos de
cada valor, por medio de un programa para PC de hoja de calculo
(Quattro). Los residuos se calcularon de la sigulente manera r =
(X-Xpro)/ds, donde X es el valor individual de cada andlisis,
Xpro el promedio de los valores para cada pardmetro y ds la

desviacién estandard. Con lo que fue posible homogenizar 1los

..._A___:._‘I .
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6.0. RESULTADOS.

En la Figura 6.1 (a~c) se muestra la temperatura media, méxima
y minima de 1las fechas de muestreo, asi como un analisis de
residuos de la temperatura y precipitacién pluvial registrada en
la estacién meteoroldégica '"lLa Paz" de 19656 a 1989 y de la
estacién "Lagunillas" de 1965 a 1986, localizada a 12 Km hacia el
sur de la primera. En estas graficas se observan las variaciones
en temperatura y precipitacidén durante el periodo registado, asi

como la gran diferencia entre las dos regiones.
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Figura 6.1.a. Temperatura maxima, promedio y minima

- registrada en la estacidon "La Paz', BCS, en 1las fechas de

muestreo. [x = Fecha de Muestreo; y = Temperatura (grados
centigrados)]
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Figura 6.1.b. Analisis longitudinal de residuos de la
temperatura y precipitacién en la estacién "La Paz", BCS. [x =
Periodo (1965-1989); y = Residuos (X-Xprom/ds)].
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Figura 6.1.c. Andlisis longitudinal de residuos de la
temperatura y precipitacién en la estacidédn "Lagunillas”, BCS.
[x = Periodo (1965-1986); y = Residuos (X-Xprom/ds)].
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En la Figura 6.2 se muestra el comportamiento de la
conductividad de los mantos freaticos en un andlisis longitudinal
(nov 88 a Jjun 90) y se puede observar la variacidén en la
conductividad eléctrica del agua de los acuiferos.
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Figura 6.2. Andlisis longitudinal de la conductividad de
las aguas fredticas de las areas de muestreo. [x = Fecha de
mueatreo; y = Siemens/m (5/m)]. -

La Figura 6.3. muestra el porcentaje de masa seca de los
foliolos de cada rama muestreada. El porcentaje de masa seca de
las ramas de los arbustos muestreados es muy heterogéneo. La MS
mas alta registrada (91%) corresponde a la rama sur de la planta
21 del pozo LG, mientras que la mas baja (38%) correspondidé a una
rama norte de la planta 4 del pozo CIB. A pesar de 1la gran
variabilidad encontrada entre las masas secas de las plantas de
cada grupo, el andlisis de variancia mostré un nivel de

significancia de 0.66; no encontradndose diferencias
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gignificativas entre los grupos.
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Figura 6.3. Masa seca de los foliolos de mezquites.
[x =Area de muestreo; y = Masa seca (%)].

Dado que 1la MS de los foliolos es muy variable y de que la
cantidad de PO pudiera estar variando por la diferente cantidad
de agua en los foliolos, se realizd un andlisis de residuos de la
MS vs la actividad PO para determinar las variaciones de la masa
seca y las de la actividad peroxiddsica. La Figura 6.4 muestra

Que las variaciones de la actividad PO no se ajustan a las del
contenido de agua de los foliolos.
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Figura 6.4. Comparacién de las variaciones en masa seca
en foliolos y actividad peroxidasica de sus extractos

empleando log residuos de cada parametro. ([x = Area

muestreo; y = Residuos (X-Xprom/ds)].

de

Los resultados que se presentan en la Figura 6.5. muestra los

e *

datos obtenidos en la cuantificacién de pH, ca’, Mg, Na
Cl” de los foliolos. Se observd una ligera variabilidad

, HOQ' v

en la

composicidén quimica de los foliolos de los individuos de un mismo

grupo. No se encontrd correlacién entre la composicidédn quimica de

los foliolos y la de las aguas freaticas.
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La FFigura 6.6 (a-c) muestra la correlacién encontrada entre la
maxima pendiente (tangente) de las curvas de oxidacidon de
guaiacol y OPD por un extracto de foliolos de mezquitevy una
golucién de HRPO empleada como control inteéno. El andlisis de
regresion lineal entre pendiente y cantidad de proteina en el
ensayo mostrdé un coeficiente de correlacién > 0.99. Los
resultados obtenidos validan al método de ensayo de la actividad
PO. Se seléccioné al gualacol para los ensayos rutinarios por ser

mas sensible (cambios de absorbancia mayores) y estable al
almacenamiento.

-
y| r = 0.994
6
4
2
0 ; | | |
0 | 2 4 6 8 10
Figura 6.6.a. Cinética de oxidacién de guaiacol por un
extracto enzimdtico de foliolos de mezquite. [x = Extracto
enzimdtico (mg de proteina); y = Actividad peroxidédsica

(abs/min)].
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e | | Figura  6.6.b. Cinética  de oxidacién de OPD
-i (orto-fenilendiamina) por un extracto enzimatico de foliolos
| de mezquite. [x = Extracto enzimdtico (mg de proteina); y =
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| Figura 6.6.c. Cinética de oxidacién de guaiacol por HRPO.
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Las Figuras 6.7.a~c. muestran la actividad PO en extractos de
foliolos de mezquites en un estudio longitudinal, asi como la
actividad encontrada en dos muestreos: febrero y diciembre de
1989 (Figuras 6.7.a y b). El andlisis de correlacién entre la
actividad de gualacol peroxidasa y la conductividad de los mantos
fredticos presenta un r que va de -0.22 a -0.95 para los
muestreos del 12 de junio de 1990 y del 2 de diciembre de 1989.
Estos resultados fueron obtenidos cuando las temperaturas medias
del dia de muestreo fueron 29.75 (mdxima 37.5 y minima 22.0), ¥
16.25 (maxima 23.5 y minima 9.0), respectivamente.
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Figura 6.7.a. Actividad peroxiddsica de extractos de
mezquites en un andlisis longitudinal. [x = Fecha de muestreo;
y = Actividad peroxidasical.
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Figura 6.7.b. Actividad peroxidédsica de extractos de
mezquite muestreados en febrero de 1989, r = =-0.3. [x = :
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Figura 6.7.c. Actividad peroxidasica de extractos de
mezgquites. Diciembre 1989, r = -0.95. [x = Conductividad del
agua fredtica (S/m); y = Actividad peroxiddsica (abs/min)].
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La Figura 6.8 muestra la respuesta peroxiddsica de extractos
de foliolos de mezquite cuando se ensayan a diferentes
concentraciones de NaCl en la mezcla de reaccidén. Se observa que,
independientemente al origen del extracto, la actividad PO es
maxima a 0.5M de NaCl. La actividad disminuye drdsticamente a
concentraciones de cloruro de sodio mayores, aungue dentro del
rango de concentracioén de la sal estudiado nunca llegd a abatirse

completamente. La concentracién media de NaCl en los foliolos fue
de 0.007M.
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Figura 6.8B. Actividad peroxidééica de extractos de
mezquites en presencia de NaCl. [x = Concentracidon de sal (M);
y = Porcentaje de actividad].

El isoelectroforegrama de los extractos de foliolos de
mezquite (Figura 6.9.) muestra el patrén de isoPO de extractos de
foliolos de mezquites. Se observa un patrén que no muestra
ninguna relacién con la calidad salina de los mantos freaticos y
s6lo manifiesta una composicién poco usual presentando
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principalmente isoP0O anidnicas.
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Figura 6.9. Isoelectroforegrama (pH 3-10) en gel de agarosa de
extractos de foliolo de mezquites. Isoperoxidasas reveladas por
actividad de guaiacol peroxidasa. -

La Figura 6.10 (a-b) muestra la concentracién,'(mg) de

clorofila (Chl) total, clorofila a y clorofila b pob g de MS de

foliolos de mezquite, asi como el promedio y desviacidén estandar

del contenido de clorofila total en relacidén con la conductividad
‘de los diferentes pozos. Se observa que no existe una dependencia

de la concentracidén de clorofilas ni de su composicién con la

salinidad de las aguas subterrdneas.
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Figura 6.10.a. Composicidén de clorofilas de extractos

mezquites. ([x = Conductividad (S/m);

clorofila (mg/ g de foliolo en masa seca)].
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La Figura 6.11 muestra la composicién bioquimica (metabolitos
de bajo peso molecular) encontradoas en extractos de foliolos de
los mezquites estudiados.
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Figura 6.11. Composicién de metabolitos de bajo peso
molecular en extractos de mezquites. ([x = conductividad del
agua freatica en S/m; y = mg/g foliolo en masa secal.

En la Figura 6.12 se observa que la mezcla de hormonas 2, 4-D
10"°M v BA 10M fue la que permitié mayor crecimiento y porcentaje-
de induccidn de callos a partir de foliolos de mezquite, por lo
que se selecciond para continuar con el estudio in vitro.

Siguiendo la técnica aqui descrita se pueden obtener callos de

mezquite a partir de foliolos en un periodo de 2 a 3 meses.

!
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Figura 6.12. Influencia de la ooncentfaoién de BA en la
produccidén de callos a partir de foliolos de mezgquite. Tamafio
del callo y porcentaje de induccién.

La Figura 6.13 muestra células en suspensidédn obtenidas a

partir de loe callos de mezquite. Las células se resembraron en
tres ocasiones en un periodo de nueve meses. Se conservd la
viabilidad de las células durante el periodo descrito, aunque se
observd un periodo de duplicacién prolongado. No ha sido posible
obtener biomasa suficiente para continuar con los ensayos in
vitro con diferente concentracién de NaCl para determinar la
respuesta peroxiddsica de las células en suspensién de foliolos

de mezquite.
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7.0. DISCUSION.

El clima de la zona de estudio mostré ser muy variable, como
se observa en las flguras 6.l.a-c. De hecho el estado de Baja
California Sur, ademas de ser el de menor promedio de
precipitacién anual, también es el de mayor variacién en el
régimen pluvial (Reyes-Coca y Rojo, 1985). Existen marcadas
diferencias entre los patrones de las estaciones climatolégicas
cercanas a nuestra zona de muestreo, tanto en temperatura como en
precipitacién, lo que indica una posible influencia diferencial

del clima para cada area de estudio y su vegetacidn.

Las aguas subterraneas reportadas en este estudio son
empleadas, principalmente, con fines agricolas, por lo Que son
continuamente explotadas para riego. Los aumentos en la
conductividad se pueden deber a 1la concentracion de sales
presentes en el subsuelo o a la sobreexplotacién, lo que puede
provocar la intrusidn de éguas de mayor salinidad. Las

disminuciones en la concentracién salina a los casos de recarga

del acuifero por lluvias ocasionales ocurridas en las zonas

montafiogsas que limitan a la cuenca y no necesariamente a las

locales.

El porcentaje de masa seca fue el parametro que mostro mayor

variabilidad entre los individuos de cada grupo. Sin embargo, el
andlisis de varianza no mostrdé diferencias significativas entre
los grupos.

La actividad peroxiddsica de los mezgquites varia en forma
diferente a la de la masa seca de los foliolos (Figura 6.4.), por
lo que la respuesta enzimdtica parece no estar influenciada del
contenido de agua foliar.

La composicién quimica de los foliolos aunque ligeramente
varlable en la concentracidn, no mostroé diferencias

.-—-—&I . — —
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significativas entre 1los grupos, ni correspondencia con la
compogslcion o concentracion de las aguas freaticas (zona de
saturacion) que llega a tener hasta 1.8 8/m, lo que es casi la
mitad de la conductividad del agua de mar. Lo que puede deberse a
que estas plantas tengan la capacidad de explorar zonas humedas

no saturadas mds superficiales y con menor concentracién salina.

Contrariamente a lo reportado por Kalir y col. (1984), quienes
reportaron que las PO de Halimione portulacoides no presentan un
mdximo en el rango de concentracién de NaCl 0-3M, las PO de los
extractos de mezquite presentan una actividad mdxima a 0.5M de
NaCl, disminuyendo hasta casi 20% de la actividad a 2M, y estos
autores también sugieren que la actividad medida en presencia de
sal aumenta en forma directa con la del suelo en que fueron

cultivadas esas plantas.

Tampoco el patrdn electroforético de isoperoxidasas presento
bandas que puedan ser asociadas con la concentracion de sales'de
los mantos freaticos estudiados. Es notoria la predominancia de
isoPO anidnicas en los extractos de foliolos de mezquite, is0oP0O

que en otros organismos son responzsables de la degradacién de

auxinas (Gaspar y col., 1982).

La evaluacién preliminar de la respuesta peroxidasica de los
mezquites a la concentracidn de sales presentes en las aguas
freaticas (Garcia-Carreiio y Ochoa, 1991) muestra que la actividad
peroxidasica de los extractos de foliolos de mezquites es
independiente de la concentracidn salina de las aguas (r < -0.3);
aunque en algunos muestreos se observa una meJjor correlacién,
como la de diciembre de 1989 en la que el r fue igual a -0.95.
Los resultados de este trabajo estdn de acuerdo con otros
reportes realizados en plantas seleccionadas vy cultivadas en
condiciones controladas (Edreva, 1990) que sefialan la
participacién de las PO en la respuesta de las plantas al estrés.
Sin embargo, la variablidad entre los individuos de cada grupo en

los valores del parametro analizado son muy amplias por lo que la

e, '
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respuesta de los mezquites puede estar influenciada por factores
desconocidos.

La variabilidad en la actividad PO y el porcentaje de masa
seca de extractos de los foliolos de mezquite coincide con la
alta variabilidad fenotipica y productividad de biomasa, de hasta
un orden de magnitud, en la progenie de un individuo (Felker y
col, 198l1a). Este hallazgo es compatible con el conocimiento de
hibridizacidén interespecifica que se presenta en estas especies
(Felker y col, 1981b) y la autoinfertilidad reportada por Felker

y Clark (1981), lo que resulta en la produccién de plantas
aloégamas.

En un intento por determinar 8i las variaciones en la

actividad PO de plantas de un mismo pozo, y 'de los diferentes

- pozos, se debe a la influencia de otros estimulos ambientales, se

realizd® un andlisis que incluyé a la temperatura ambiente. Como
se observa en la Figura 7.1. el andlisis de residuos de la
temperatura vs actividad PO muestra la tendencia general de las

plantas a disminuir la actividad cuando baja la temperatura

(Figura 6.1.a.).
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Figura 7.1. Andlisis de residuos de la temperatura media
en la fecha de muestreo v de la actividad peroxidasica de los
extractos de mezquite [x = Fecha de muestreo; y = Residuos].

Se ha reportado gque el aumento en la actividad PO de las
plantas es una de las miltiples respuestas que las plantas pueden
presentar al estrés (Castillo, 1985; Hagege y col., 1988; inter
alia). Una actividad PO menor a la promedio, encontrada en forma
generalizada en las plantas de todos los pozos estudiados cuando
la temperatura se conservé por debajo del promedio, puede ser'un
indicio de que las plantas no se encontraban bajo tensidén. Este
hallazgo indica indirectamente que una temperatura adecuada para

‘la especie estudiada es de 9 a 23°C. Lo gque muestra que 1la

especie probablemente sea termoresistente y no termdéfila, como se
le tiene actualmente clasificada (Redowski, 1988).

Las PO aisladas de sus foliolos presentan una actividad méaxima
a 0.5M de NaCl, lo que corregponde a pPoco menos la molaridad del

agua de mar (0.6M de NaCl), a pesar que el promedio de
concentracién de NaCl en 1los extractos de foliolos es de 0.007M
con maximos de 0.016 y minimos de 0.003M. En consecuencia, es

notable la falta de correlacidén de la composicidn idénica de los

|
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extractos de foliolos y la de los mantos subterrdneos de los que

toman el agua.

Se ha reportado también una disminucidén en la concentracién de
clorofila (clorosis) en plantas expuestas a ciertas condiciones
de estrés (Endreva y col., 1989). Sin embargo, la concentracién
foliar de clorofila a, b y total (suma de a y b) de los mezquites
estudiados tampoco presentd variacioén conforme a la calidad de
los mantos fredticos.

La consentracién de loas metabolitos de bajo peso molecular
(hexosas, glicerol vy péptidos), reportados como posibles
oamoreguladores, no correlaciona con la salinidad de los mantos,
a diferencia de 1lo reportado por Vazquez-Duhalt y Arredondo
(1991) para una microalga (Botryococcus braunii) donde se observd
un aumento en la concentracién intracelular de uno de estos
compuestos. No descartdndose la posibilidad de que otros sean los

responsables de mantener el potencial osmético de 1las hojas en

caso de ser necesario.

En resimen, en el caso de los mezquites estudiados, la
respuesta peroxiddsica en hojas parece enmascarada por la gran
variacién individual. Esto dificulta la interpretacién de 1los
resultados del monitoreo de la actividad enzimatica. Por otro

lado, a pesar de haberse observado una ligera tendenclia negativa

entre la actividad enzimatica y la conductancia de los mantos
freaticos (Fig 6.7.b y c¢) para los muestreos de invierno, los
demds datos sugieren que las plantas no necesariamente estén en
contacto con los mantos freaticos, sobre todo 8i las condiciones

de precipitacién son favorables..

Los mezgquites influyen importantemente en la composicion
quimica de los suelos bajo su dosel (Virgina, 1986). La Figura

7.2 muestra el andlisis de residuos de la concentracion de carbédén

‘orgdnico, nitrégeno total y nitrdgeno en nitratos, en funcién de

la conductividad de los mantos fredticos. Se observa que a 0.186
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‘S/m (Pozo LG) los tres parametros graficados aumentan, en
comparacioén con los demas pozos. La cantidad de nitrdgeno fijado
por simbiosis y la productividad dependen de la vitalidad con que
la planta se desarrolla, asi que estos resultados muestran que la
influecia sobre el suelo es mayor en los grupos desarrollados en
el drea con mantos de salinidad intermedia.

A,
15 C-og
]
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Figura 7.2. Andlisis de residuos del contenido de carbodn

organico, nitrdégeno en nitratos y nitrdégeno total en suelos

bajo el dosel de mezquites asociados a mantos fredticos con
diferente salinidad. [x = Conductividad (5/m); y = Residuos
(X-Xprom/ds)]. |

La generacion de callos a partir de foliolos de mezquites
(Prosopis articulata) es posible empleando BA y 2, 4-D como
hormonas de induccidon. A partir de los callos se ha logrado
obtener células en suspensidn viables. Estas células presentan,
bajo las condiciones de este estudio, un tiempo prolongado de
generacidn, lo que ha evitado la produccion de biomasa suficiente

para poder reallzar estudios iIn vitro por ahora.
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8.0. CONCLUSIONES.

Los mezquites estudiados presentan una composicidén quimica
(H,O, Ca , Na, Mg, HCO, y Cl ) v bioquimica (Clorofilas a, b y
totales, proteina, PO, glucosa y glicerol) heterogénea, 1lo que
coincide con una alta variacidédn en tasas de crecimiento reportada
para el género (Felker y col., 198B1), vy es compatible con 1la
autoinfertilidad de la especie (Felker y col., 198la). Nuestros
andalisis muestran una considerable variacién entre individuocs,

aunque no se encontraron diferencias entre los grupos estudiados.

No ha sido posible correlacionar bandas de isoPO con la
conductividad de los mantos freaticos, aunque si exlste un patrdn
comin de 1isoPO en que predominan las anidnicas. '

Los resultados obtenidos en este estudio no permiten el empleo
de la actividad peroxidasica como bioindicador de la calidad

salina de las aguas subtlerrdneas, ya que los resultados obtenidos

permiten asumir Que' las plantas pueden estar +tomando agua de

otros horizontes no salinos.

La dispersiéon en varios parametros evaluados es congruente con
la variabilidad fenotipica reportada para estas plantas (Felker y
col., 1981; 198la; Rhodes y Felker, 1988). Esta caracteristica
les ha permitido su amplia distribucién en el continente
Americano, aun en diferentes condiciones climaticas, de calidad
de suelo y aguas subterrdneas. |

Por otro lado, los mezquites al obtener un abasto constante de
agua, no han generado respuestas adaptativas tipicas de otras
xerofilas, como sistemas de almacenamiento de agua, transpiracion
diurna disminiuda durante 1la época de sequia, o metabolismo CAM
(Schulte y Nobel, 1989). Los mezquites, gracias a sus cualidades
freaté6fitas, mantienen su transpiracion diurna practicamente

constantes, aun en la temporada de sequia (Nielsen y col., 1983;
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Sharifi y col., 1983). Por otro lado, estas plantas no parecen
almacenar oomoreguladores del Lipo de los metabollitos de baJjo

peso molecular para evitar el egbrés salino.
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9.0. PERSPECTIVAL.

El estudio en cultivo de tejidos (células en suspensidn) de
mezquite podria ayudar a determinar si la variabilidad individual
mostrada en este estudio es la causa de la respuesta encontrada.

El conocer las condiciones de cultivo para producir cantidades
de biomasa celular suficiente para realizar ensayos de respuesta
a la salinidad debe ser un objetivo a mediano plazo. Por otro
lado, el contar con una clona de células permitiria reducir la
variacién genetica para la realizacién de experimentos vy
‘propagacion de plantas ornamentales y de cultivo. Ademds puede
contribuir a la obtencidn de lineas con caracteristicas
particulares interesantes para producir plantas, por ejemplo:
hiperproductoras de vainas., halotolerantes, con mayor contenido
de proteina en las semillas, sabor agradable (produccidn de

azucares como sacarosa) etc.

Una cuestidén que habra que resolver en el futuro es la
concerniente a la capacidad de los mezquites de depender en forma
exclusiva o facultativa de los mantos freaticos. Definir con
mayor claridad a que s8se refiere el término treatdéfita, que
literalmente significa "planta de pozo" |

Un eStudio_que gse antoja necesario es en cultivo de plantulas
expuestas a diferente salinidad. En él se podra demostrar si los
mezquites responden a la salinidad, tomando en cuenta la
variabilidad individual.

No se puede descartar a priori a otras freatdéfitas como

posibles indicadores de calidad salina. En este estudio se

"selecciondé a una de ellas por su distribucidn, y abundancia, pero

existen otras ain no estudiadas para el mismo fin.

Finalmente, es importante mencionar que los mezquites debido a
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su halotolerancia, temorresistencia, capacidad de tomar agua del
subsuelo, fijar nitrégeno y tener productividades altas son
plantas ideales para estudios de prospeccidén agrondmica de zonas
aridas. Es posible que de haberse seleccionado, hace siglos, como
se hizo con otras plantas como maiz, trigo y leguminosas, ahora
los mezquites serian una de las plantas mas importantes para la
alimentacién, construccién, y ornato, en la tercera parte del
mundo continental: las zonas Aridas.
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PEROXIDASES AS BIOCHEMICAL MARKERS OF ENVIRONMENTAL STRESS AND
PHYSIOLOGICAL BTATUS OF PLANTS.
FERNANDO LUIS GARCIA~CARRE&O.
Biologia Experimental, Centro de Investigaciones Bioldglcas,
FO Box 128, La Paz, 23000 BCS, México._Fax (682) 53625.
ABSTRACT. | |
This paper reviews the monitoring of changes in plant
peroxidase as a fo:m of‘biochemical marker and indicatof of
envirnnnentai stress due to pollution, hypoxia, cold,
mechanical injury, water deficit, salinity, infections, or
physiological status such as organogenesis, ripening or
senescence. Peroxidase can also be used in taxonomic studies,
grafting, and hybridization since activity and molecular
composition of the enzyme correlate with the plant condition.
Plant peroxidases are versatile indicators because they
are ubigquitous and correlate with a wide range of events.
Unfortunately, it appears that the different methodology so
far reported for the recuperatlon of the enzyme from the plant
tissues and the subsequent guantification of the enzyme
~activity can be misleéding and even inhibit standardization
!MEE a technique for the detection of the peroxidases response
of plants. The successful application of plant perozidases as
kiochenical marker dspends largely on the plant selected for
the study and the technique used to evaluate the kinetic and
solecular pareneters of peroxidaszs. The purpose of this work
is to 1) illustrate potentinl use of percrxidase as biomarker,
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2) offer suggesticns for Lhe plant szlection, and 3) give a
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standard procedure for the enzymes extraction. Some
suggestions for avoiding methodological drawhbacks are
included.

Running title: Plant peroxidascs as bicmarkers.

Key words: Biochemical marker, environmental stress,
rhysiological process, plant peroxidase activity,
Atbreviations: BM-biochemical markers: isoPO-isoperoxidases;
Po-peroxidases,

BIOCHEMICAL MARKERS.,

Biochemical mar}:e_rs can be useful indicators of the

clinical status of an animal, For example, an abnormal glucose -

level correlates with diabetes, the presence of protein in
urine with renal disorders, and an increase of chorionic
gonadotropin is a signal in the early detection of pregnancy.
Specific blochemical markers can be applied in different
sciences, such as medicine, food technology, environmerntal
sclences, and agronomy. They can indicate the physiological
status of an individual and the influence of environmental
conditions on a population. Plant metabolite pools, cnzyme
activities related to plant developmental processes (e.q.
organogenesis, senescence etc), or environmental stresses
(e.g. infection, water or salt levels) are now under study,
because they can be particularly useful in the early
detection of alterations in plants Lkefore obvious physical
danage cor change becones apparent (Castillo, 19£6).

Plant peroxidases are inveolved in key biochenical

processes such as auxin catabolism, lignificaticn, or healing,
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This review focuses on the kinetic and molecular properties
of peroxidases as biochemical markers of environmental stress,
physiological status, and developnental changes in plants,
GENERAL PROPERTIES OF PEROXIDASES,

The foremost function of

peroxidases {Donor:
hydrogen-peroxide oxlidoreductase. EC 1;11.1.7) is the
reduction of hydrogen peroxide at the expense of a vast numker
of electron donors available to the cells (Paul, 1963;
Saunders, Holnes-Sledle and Stark, 1964; Gaspar, Penel, Thorpe
and Greppin, 1982), Peravidases, together with catalase (FC
1.11.1.6) and superoxide dismutase (EC 1.15.1l.1.), are an
enzymatic system that eliminates the toxic preducts of the
biological reduction of molecular oxygen in aerobic organisms.
Peroxidases reduce hydrcgen peroxide using a wide range of
substances as hydrogen donors: phenols, aromatic di- and
triols, and aromatic diamines, which are all present in plant
tissues. Peroxidases are partially or completely inhibited by
polyphenols, CN', and by high concentrations of H,0,. PO are
present Ln almost all plants studled, and with a widely
different number of isocenzymes. Kay and Basile (1987) have
reported as many as 47 lsoforms in Nicotlana tabacunm tissues,

CORRELATIONS BETWEEYN PEROXIDASES AHD STIMULI.

Becauss higher plants are "wotionless" organisms, their
autotrophic metabolisnm is strongly dependent on ¢nvironmental
conditions. Therefere, they possess mechanisms for rapid
Modification in

adaptation to environmental changes.

peroxidases activity level, isoPO composition, or peroxidases
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compartmentalization is ore of the fastest mechanisms for
metabolic regulation in plants (Gaspar et al., 1982},

changes in peroxldases activity in several Genera have
been reported in association with physiological c¢r
developnental status, Studles include: fruit ripening in
Lycopersicon esculentum (Rotham and Nicolas, 1%89), barrier
zone formation in red maple (Smith and Shortle, 1990), aging
in Cucumber sativus (Miller and Kelley, 1989%), auxin
resistance in NHicotiana tabacum (Nakamura, Van Telgen, Menhes,
ono and Libbenga, 1988), grafting in Pronus avium (Schrid,
Feucht and Treutter, 1988), sexual differentiation in
Asparagus officinalis {(Longo, Rossi, longo and Scave, 1990),
hybridization in cCamellia sp (Hakoda, 1937), taxonomy in
Quercus sp (Lickl and Eberman, 1987) and Calypogela sp

Krzakowa, 1990) and

(Szweykowskl and organogenesis;

histological changes in Nicotlana tabacum (Kay and Basile,

1667), root formation in Vitis vinifera (Mato, Rua and Ferro,
1988), poorly rootable stocks in Malus domestica (Gus'kov,
Takihomnirov and pPolikarpova, 1988), and anther development in
Zea mays (Pelvalleé and Dumas, 1988).

Early detection of enzymes in plant extracts has
denonstrated a good correlation between environnental stresses
and peroxidases activity in plants that have been cultivated
under controlled conditions, and a general correlation between
stimuli and changes in plant peroxidases has lkeen proposed
(Siegel and Siegel, 1986). Reports on alterations ({n

peroxidases activity iIn response to environmental stinmuli
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include; infection inp Citrus aurantifolia (van lelyveld and

‘van Vuuren, 1988), in Triticum aestivum (Flott, Moerschbacher,

arnd Reiserer, 1939), and in Hevea brasiliensis (Geiger, Rio,
tandris and Hicole, 198%), Bayoud disease in Phoenix

dactylifera (Baaziz, 1989), symbiosis in Allium porrum (Spanu

‘and PBonfante-Fasolo, 1988), mechanic damage in Cucumber

sativus (Miller and Kelley, 1989), pollution in Raphanus
sativds (Petit, 1¢84), Sedum album (Castillo, Penel and
Creppln, 1%34), Plcea ables (Castillo, Miller and Greppin,
1987), Picea abies and Fagus sylvatica (Guderian, RKlumpp and
Klumpp, 1989), herbicides in Lolium rigidum (deFelipe, Lucas
and Pozuelo, 1988), hormones treatment in Pisum sativus
(Cassab, Lin, Lin and Varner, 1988), and salt stress in
Erassica sp (Stevens, Calvan, Lee and Siegel, 1978), Halimione
portulacoides (Kalir, onri and Poljakoff-Mayber, 1984), Suaeda
maritima and Deta Qulgaris (Hagege, Kevers, Grandin, Boucaud
and Gaspar, 1988b).

TYFE OF PLANT PEROXIDASES RESPONSE,

Specific stimuli induce changes in kinetic and molecular
properties of plant peroxidases. For example, increase or
reduction of enzyne activity, changes in the lisoperoxidase
pattern, distribution along tissues (epidermis, cortex, xylen,
internode, hypocotyl or fruit), and cell localization
(intracellular, extracellular, lonic or covalent bound to
nenbranes) .

Sone authors have deponstrated an increase in peroxidase

activity as response to ozone (Castillo, 1985; Castillo et
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al., 1987), pollutant gases on fores:t species (Guderian et
al., 1989, and FKlumpp, Guderian and Kuppers, 1589), root
infection (Geiger et al., 1989; ethylen effect (Cassab et al.,
1938), and mechanical stress (Miller and FKelley, 193%).
Hewever, a reduction in peroxidases ac:zivity ievel has kesn
also reported. These studies involv: herbicide treatmeht
(Ladonin and Spesivtsen, 1976), and sai:t stress (Stevehs.e:
al., 1976),

Plants can undergo changes iIn !(s50P0O composition in
response to stress cr developmental coriitions., These chan;eé
result in an increase or dacrease in tne number of bands in
electrophoretic pattern. Particular iscperoxidase patterns
have been associated with changes in physiclogy or
envirenmental conditions of plants (Xay and Basile, 1%37;
Lickl and Eberman, 1987; Delvalleé and Dumas, 1988; Mato et
al., 1988; Rotham and HNicolas, 1989; Kageqge et al,, 192&h;

Schmid et al., 1988; Miller and Kelléy, 1989).

Plants can also respond to different stimuli by changing

their peroxidase tissue distribution (cCassab et .al.,, 1923;
Goldheryg, Kevens and Gaspar, et al., 1%89). Plants contain
several isoPO whose pattern of expressicn is tissue specifim,
developnmentally regulated, and controlled by environmental
stimuli, Peroxidases levels in the cell wall of immature
regions of the plant (including the apical hook) are involved
in the ethylene regulation of cell growth (Cassab et al.,
1288}, Castillo et al., (1984), cCastillo et al. (1937), ard

Ccldberg et al, (1989), have isolated several types cof
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peroxidases from leaves and hypocotyls. The results of these
studies showed a different peroxidases activation as a
response to the experimental treatment. Apparently the free
extracellular fraction was the most affected by the stressing
agent, showing an increase of almost six times in enzyme
activity. ©on the other hand, enzymes present in total cell
ﬁaterial increased their activity only 1.32 times in
experimental plants (Castillo et al., 1984).

Since peroxidasés are involved in several biochemical
prUCuéses related to the development and growth of the plant,
the ocutcome of the response to stress (as a changs in the
basic peroxidases activity in the exterior of the cell) can
lead to lignification and a reduction in growth.

PLANT TISSUES USED IN THE STUDY OF PEROXIDASES.

Many different plant tissues have been tested for plant
peroxidases response to environmental or physiological
studies: leaf tissue (Klumpp et al., 1939; Castillo et al.,
1987; Petit, 1984; van Lelyveld and van Vuuren, 1988; Guderian
et al., 1589; Flott et al. 1988; Baaziz, 1989;), the xylem
(Geiger et al., 1989), roots (Spanu and Bonfante-Fasolo,
1¢38), hypocotyls (Cassab et al., 1988; Golberg et al,, 1989),
fruits (Rotham and Nicolas, 1989; Miller and Kelley, 1989),
stams (Mato et al., 1983), and whole plants (Flott ct al.,
158¢).,

UIN VIVOM vg "IN VITROY METHODS OF BTUDY.
Alnost all ewperiments for determining the influence of

internal and external factors on plant peroxidase activity

= Wwoon

were carried out "in vitro" (tissue culture, hydroponics and
plant culture in greenhouses); this allowed the control of
experimental conditions such as plant source, inbreeding,
temperature, {llumination intensity, photoperiod, soil
composition, nutrients and atmospheric gas mixture (Castillo,
1985; Kalir, et al., 1984; Guderian et al,, 1989; Flott et
al., 1988; Kay and Basile, 1987; deFelipe et al., 1988). Fewer
studies have been conducted in the fleld where natural
conditions occur (Petit, 1984; van Lelyveld and van Vuuren,
1988; Baaziz, 1989). |
RESPONSE TO HIGH OR LOW CONCENTRATIONS OF BTRESSING AGENT.
Changes in peroxidase activity as response to increasing
concentration of salt is well documented. Stevens et al.
(1978), found a decrease in PO activity in cultivars of
Brassica when the effect of dilutions of full strength sea
water on plants were assayed. On the other hand, Kalir et al.
(1984), showed an increase in peroxidases activity of leaves
when Halimione portulacoides plants were exposed to high
salinity during growth. Moreover, in this study, salinity
changes the properties of enzyme proteins: they'précipitated
at a higher ammonium sulfate concentration; were recovered
later during molecular exclusion filtration, and showed a
ehift in the maximal, minimal and optinal temperatures. More
recently, responses of halcphytes to lower concentrations of
salt are being studied. Hagege, Kevers, Boucaud and Gaspar
(1sgea), and Hagege et al. (1988h) showed that halophytic

Flants grown under salt deficient conditions responded hy

-
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increasing both the soluble and the extracellular peroxidase
activity. in these plants high 1levels of PO activity
corresponded pfoportionately to high 1levels in 1lignin
production in the internodes. In turn, this reduced the length

of the internodes, causing reduced growth in the stressed

plants.
METKODOLOGICAL DRAWBACKS.

The use of enzymes as blochemical markers for stress or
physiological status in plants is easy to perform, but not
exempt from technical problems., One of the main problems in
the use of biochemical parameters as markers is that almost
all environmental stresses can induce changes in treated
plants at almost the same rate. Another problem is the fact
that stress can affect the whole metabolic process iﬁ the
plant and promote non-specific reactions (Castillo, 1986).

| In .addition, the relationship between peroxidases
activity and environmental stimuli is not necessarily
constant. This may be due to variations in sampling
techniques, or the age and health of collected tissues. This
variability could‘ ultimately preclude the use of plant
peroxidases as stress markers.

Thé actual number of isoperoxidases detected in a plant
extract is largely dependent on the extraction and separation
technique used, and on the method used to elicit the
peroxidase activity (Gaspar et al., 1982; Kay and Baslle,
1987: Miller and Kelley, 1989). Finally, other hem-containing

enzymes can also oxldize peroxidase substrates (Saunders et
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al., 1964) and interfere with the actual peroxidases. PO
activity can also be inhibited by other substances presented

in plants such as phenols, organic acids and ions (Gaspar et

~al., 1982; castillo, 1986).

PEROXIDASES AS BIOCHEMICAL MARKERS.

Peroxidases have been studiéd for more than a century
(Paul, 1963) and are among the most investigated enzymes. They
are involved in several physiological processes in plants: in

cell wall construction, lignin biosynthesis, crosslinking of

protains, crosslinking in hemicellulose and pectine, and as

a scavenger of hydrogen peroxide a toxic product of the
reduction of oxygen,

Peroxidases have a vast application. in biotechnology.
They have been used as 1) biological reagents in
heterocgeneous immunenzymatic assays (ELISA), where PO is a
antibody-linked label (Tijssen and'Kursték, 1984), 2) waste
water treatment, wheré peroxidases removes phenols from coal-
conversion aqueous effluents (Klivanov, Tu and Scott, 1983),
3) a rapld, cheaper and accurate enzymatic assay for vitamin
C, in fruits and vegetables (Casella, Gullotti, Marchesini and
Peérarulo, 1989), 4) lignin degradation (Lewis, Razal and
Yamamoto, 1987), and 5) for mimicking the extra-hepatic
bio-oxidation of exogens such as carcinogenic amines, anti-
tumor agents which undergo biotransformations before reaching
their biological target (Meunier, 1987).

Studies with higher plants have suggested that adaptative

phenotypic changes occur in the activation energy of several
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enzymes during acclimation (Baaziz, 1989). Moreover, many
researchers have shown that the physiolegical alterations of
plants in response to different environmental stresses are
related to enzymes that catalyse redox reactions (Levitt,
1972). Thus, peroxldases activity appears to be a molecular
key in the rapid adaptation of whole plants to changes in
their physiology or environment (Gaspar, Penel and Greppin,
1986) . Some molecular or kinetic enzyme properties will be
evident before the plant shows any sign of aiteration.

according to tha literature, plant responses to internal
or external stimuli are shown to increase peroxidases
activity, among other phenomena. However, there are some
reports that show a decrease in PO activity in response to
stress. There is a weli documented correlation between higher
levels of PO activity and lower levels of plant growth. This
is because more peroxidases activity produced'more internodal
lignification, indol acetic acid catabolism, and cell wall
biogenesis. Thus, plant growth inhibition can be a useful
general response to environmental stress. However, this
phenomenon appears be a particular, species-specific response
and general rules cannot be applied.

Plant responses to internal or environmental conditions
can be reflected .1n changes in kinetic or molecular
peroxidases properties, or a combination of both. Therefore,
it is also necessary to screen all possible kinetic or
molecular peroxidases parameters in response to a particular

stress, especially when a marker of a particular event is
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required. ,

Several plant tissues (leaves, Xylem, roots; etc), have
been used for tﬁe study of the peroxidases response in plants,
However, other tissues or, in particular cases, the whole
plant, may also show appropriata responses to some internal
of external factors.

In general, almost ail research work has been performed
in greenhouses under controlled conditions. However, from a
biotechnological point of view, it is still necessary to
develop field studies for the assay of eavironmental or
physiological stresses. Physical parameters, plant inbreeding,
health, and age of tissue have td be taken into account
because they can restrict the predictive value of peroxidases,
precluding their use as markers of an event,

In almost all the experimentation dealing with plant
peroxidase response to stimuli, the concentration of the
stimulating factor is higher than in normal conditions.
However, the research of Hagege et al. (1988a and b),
indicates that salt deficiency might be considered a stress
for halophilic and haloteolerant plants. This could be true for
other environmental stresses where adapted plants may be
erposed to lower concentrations of a particular aqent'(e,g.
temperature, oxygen or water). | _

The response of experimental subjecté to .speciflc
treatment depends on the effectiveness of the treatment and
the natural variations among subjects. Thus natural

variability among experimental units is an important source
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of error (not a mistake) and must be expected. Only if two
entirely homogeneous group were compared, any differences
between groups could be assumed to be due to treatment
diffet;nces. Since the typical plant response to a wide range
of environmental stresses is a dramatic change in peroxidases
activity, it is essential to carefully select suitable plants.
A fit plant is that in which individual phenotypic variation

is not more than the variation expected by the stimulus

(Garcia-Carrefio and Ochoa, 1991). The information obtained

from experimental plants must be contrasted with those of
appropriate controls. _
Isotyme extraction from a particular tissue is one of the
critical steps in the study of peroxidases response to
stimuli. Several fractions of enzyme extracts can be obtained
using appropriate methods. Peroxidases activities from various
tissue compartments have been studied: epidermal,
extracellular, residual cell material, and total cell material
from leaves (Castillo et al., 1984), cell-wall-bound from
roots (Spanu & Bonfante~Fasolo, 1988), and the soluble,
ionically bound and covalently bound fraction (Kay and Basile,
1987). A proposed methodology (Castillo, 1984), for the
recuperation of all poséible ffactions is as follows: 1)
extraétlon of extracellular fraction hy vacuum infiltration:
plant tissue is placed in a filteriné flask containing buffer
or distilled water, the tissular extracellular spaces are
infiltrated by vacuum, and the extracellular peroxidases 1is

recupetated by centrifugation; 2) extraction of the ioﬁically
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bound extracellular fraction by vacuum infiltration with high

concentration of NaCl or KCl1 (1M); 3) extraction of total cell

material by homogenization in high ionic-strengtﬁ in a

Warring-blender or similar apparatus. Alternately: 1)
homogenizing the total soluble material in a buffer cbntaihing
a protective agent such as mercaptoethanbl o:‘dithiothreltol,
and a non-ionic detergent such as:'octoxynol (Triton X-100),
and 2) incubating the covalently bound fraction in a buffer
containing cellulases and pectinases. |

Almost all extracts can contain other enzyme activities

that may influence the results, This can be avoided by ﬁsing

a specific peroxidases substrate, For example, van Loon (1971)

described a method using guaiacol'to differentiate PO from
other enzyme activities, such as.polyphenoloxidases.

Several plant compounds present in plant extracts, such
as phenols and organic acids; can inhibit peroxidases
activities, These impurities can be eliminated by adding up
to 1% of polyvinyl-pyrrolidone (PVP) in the extraction buffer
for the removing of phenol{cs and acids. The use of anti-foam
products can avoid enzyme proteins denaturation during violent
extractions (blender homogenization).

CONCLUDING REMARKS,

The need for biochemical markers to assess environmental
conditions (e.qg. agronomical parameters, pellutants,
underground water and soil salinity), physiological processes
(e.g, ripening, maturation, anther development etc), and

taxonomic relationships in commercial plants, makes plant
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peroxidases highly important for research and development.

Since plant peroxidases are affected by internal and external
stresses, they can be applied to broad fields of study to
detect physiological, environmental or taxonomic effects.
However, methodological differences have prevented the
standardization of reported results, Standard techniques for
a) plant selection and b) the extraction of peroxidases have
been ﬁroposéd in this paber.
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The effect of saline stress on peroxidase activity in the
mezquite (Prosopis articulata) leaf

F. L. Garcia-Carrefio & J. L. Ochoa O.

Division de Biologia Experimental, Centro de Investigaciones Bioligicas dv Baja
California Sur, BOX 128, La Paz, 23000, BCS, Mexico

(Received 4 December 1989, accepled 1S May 1990)

Peroxidase activity and isoperoxidase electrophoretic patierns are being studivd
in desert plants 45 biochemical indicators of physiological stress. Herein we
report the peroxidase activity of the mezquite (Prosopis articutara) leaf associated
with water 1ables of difffrcm clectrical conductivities supporting plant growth
and survival. The poor ‘corrclation found for about I8 plants growing in the
conductivity range of 1000-18,000amhos confirms the wide ecotype variation
reported for this species, suggesiing different plant siraiegies in response to
saliue siress.

Introduction

Plant biochemical events such as changes in enzyme aclivity, isoenzyme patterns and
melabolite pools are useful indicators of physiclogical alierations due to environmenial
conditions. Peroxidase activity has been used for screening different physiological stresses
such asdrought, cold, infection and salt (Gaspar er al., 1982). Stevens etal. (1978) reported
a decrease in peroxidase activity with increasing salinity in Brassica species, while Kalir e
al. (1984) found an increase in peroxidase activity in leaves of Halimione portulacoides
exposed to salinity, and Siegel et al. (1986} oblained a fall, followed by a rise, with specics
of Zea, Brassica and Carica. (

The leguminous genus Prosopis, commonly known as mezquite or mesquite, is well
represented among the various shrub phreatophytes found in the Sonoran desert. The
mezquiles can produce leaves, flowers and fruits u.ader conditions of severe drought. This
is due, primarily, to its deep root system extending down (o the phreatic zone (capillary
fringe or water table) (Virginia & Jarrell, 1987) which enables the plant to survive in very
dry scasons (Felger, 1985). The present work is aimed at determining the peroxidase
aciivity changes in mezquite leaves as a result of variations in the salt concentration of their
underground water,

‘Materials and methods
Study area

Work was conducted on the La Paz-El Carrizal alluvial plain (or Basin) (Hammond,
1954), 24-24°10°N; 110°20°-110°30°W (Fig. 1). The climate is BW(h) hw(e) type, dry or
desertic, The average annual air temperature is 23'5°C, with a minimum of 6°C in winter

0140-1963/91/000000 + 00 $03-0040 © 1991 Acsdemic Press Limited

P o O ST T

S e T

P VT M ST e 1

T T T i e




2 ' F. L. GARCIA-CARRENO & ). L. OCHOA O,
( Y
Lo Pas-El Corrgal @
8oyin
N
- -
i 24'10'-1
”
e
".“ Lo Po: Bay
24°0%
i o La p
| 2 e
L 4!0125 o' 25

Figure 1. Study area within the La Paz-El Carrizal alluvial plain. The location of selecied wells are
indicated by the black dots.

and a maximum of 42°C in summer. The average annual rainfall during the summer is
150 mm. The main winds are from the north-west in the fall and winter, and from the
south in the spring and summer (Salinus-Zavala, 1986). The biotic community is
sarcocaulescent shrub (Shreeve & Wiggins, 1937; Ledn de la Luz, 1981). Field sampling
took place on 25 Novermber and 6 December 1983, and 10 January and 8 February 1989.
The quality of the phreatic tables was determined by measuring the electrical conductivity
of water samples from cight wells less than 30 m deep. The corresponding conductivilies
are expressed as qumhos, which are equivalent 1o 4S. Shrub branches and water samples
were also collected at the same time.

Peroxidase activity assay

Separate extracts of 0-5 g of leaves from each of twu or three planis were oblained by
homogenisation in s mortar with S m! of 50 mM acetate buffer, pH §' 1, and centrifuged al
3000 rpm for L0 min. Protein contenl was assayed according to the method of Bradtord
(1976). Peroxidase activity was determined by mixing 0-010 mlsample with 2 mlsubstrate
mixture conlaining 16 mM guaiacol and 2 mM hydrogen peroxide in 50 mM acetae

EFFECT OF SALINE STRESS ON PEROXIDASE ACTIVITY 3

buffer, pH 5:1, a1 25°C. The increase in absorbance a5 a result of peroxidase activity was
recorded al 470 nm.

G dsoeleetric focusing

Agarose (0-844) thin laycrﬁnizomal isoeleciric focusing was performed according 1o LKB
Application Notes 317,211 5°C on 10 x 11 cm plasiic sheets. Mezquite leaf extracts (10 z)
were applied 10 the gcr)on filier paper. Electrofocusing separation was carried out at
constant power (S W) for 1:5 h, The gels were immersed in freshly prepared guaiacol
solution (16 mM) with 50 mM acetate buffer, pH 51, After $ min, the guaiacol solution

was drained off and the gels washed with distilled water before being immersed in 0-03%

H,0; solution until isoperoxidase bands were visible, For drying, the gels were covered
with a filier paper sheet soaked in ethanol, followed by three dry sheets and pressed for
30 min under aglass plare and a ] kg weight, The gels were then blown dry with warm air.

y

The peroxidase activity of mezquite leaves, and the electrical conductivity of the various
water Lables supplying the plants, sampled a1 different times, reflect an erratic response 1o
saline stress (Tables | and 2). Interestingly, due 1o a chance rainfall, a reduction in the
ionic strength of the water from selected wells was significant at the third sampling

Table k.  Wuter table conduciivities (C in pmbos) and specific peroxidase activip
{Q) in different mezguite leaf samples

Sampling 25 Nov, 1988 7 Dec, 1988 . 10 jan. 1989 8 Feh, 1989

Plant code
Well name no. Cc Q C Q Cc Q C Q
LA LA-~1 1100 3l 1000 N 90 29 900 3)
LA-2 42 160 34 : 23
LA-3 29 ND 20 27
HG HG-1 1400 12 1400 50 1200 24 1000 36
HG-2 19 120 28 3l
HG-3 ~ND 80 EX] 46
FK FK-l 2200 51 2000 166 1650 3% 1600 66
FK-2 27 8] 16 39
LG LG-) 2450 36 2500 64 230 17 2400 37
LG-2 13 131 20 30
K-16 K=16-1 R0 W 400 470 1800 (2] 1800 ND
K-16-2 57 53 43 50
CIB) Cl)-| 4200 16 4200 87 30 28 3900 16
CiBi-2 17 45 14 17
JC JC-1 11,000 29 12,000 67 10,000 45 9000 42
]C-2 34 kD 22 37
Clu2 CIB2-1 18000 Npb |7,0000 ND 13,500 13 14,000 34
CiB2 k1 115 20 ND
ND = 2200220000000 '
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Table 2. Wateriadle conductivities (C in jtmhos) and proicin content (P inmg ml **
of sxrraci) in different mesguite leaf samples

Sampling 25 Nov, 1948 6 Dec. 1988 10 Jan. 1989 B Feb. 1989

Plant code

© Well name no, C p C P C P C P
LA : LA-}. - 100 16 1000 9 990 10 900 14
LA-2 06 0-2 0-4 03
LA} 03 ND 0-5 07
HG HG-1 1400 1S 1400 13 2oy 10 o0 20
HG-2 1R ' 08 0-8 14
HG-) ND 04 0Y 143
FK FR-1 2200 09 2000 02 1650 05 1600 06
FK-2 09 0-6 0-s 07
LG 1.G-1 2450 1-0 2500 04 2350 0§ 2400 09
’ 1.G-2 08 02 04 I-0
K-16 K-16-1 3200 05 3400 O 1800  0O-4 1800 N
K-16-2 03 .06 05 09
CiBl ClBi-] 4200 06 4200 0§ 31700 09 e 13
CIBl-2 09 03 09 07
JC JC-1 1,000 09 1200 07 10000 07 9000 12
JC-2 0?7 (1] ] 09 I-3
CiB2 CiB2-\ {8,000 03 17,000 01 13,500 02 14,000 06
Clp2-2 05 01 03 D

ND = P2e2breeredide?

(Fig. 2), allowing us to establish a correlation between enzyme activity and the effect of salt

within each plant. It is apparent that the enzymne aclivity of mezquite leaves is not

dependent on the influence of salt concentration in the water supply to the plant.
Mezquite plants show a mean peroxidase activity of 31 units in water with an electrical

20
(1] d
I )4
= ITF
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Fiel
14 p
El!r-
< i12p
i""‘ r/’—"\
_“I:- . "\\'
faf
t a1
(1
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3r o-__—_\:_
th * L ] O ?
o e — ? 9 :
25 Ny 8 Dec 10 Jon 8Fud .t
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Figure 2. Elecirical conductivily of water 1ables st different sampling dates. Plant codes: C1 LA,
+ FK; & Kls; A CIBI; x )C; ¥ ClB2.
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Figure 3. lsoperoxidase patiern from mezquite leaves by isoelecirofocusing (pH 3-10). Intensity
of staining is suggested using bars from weak (ha bar shown) 10 very intense (dark square).

conductivity value of 1100 gmhos, which is practically the same as when the conductivity
is 10 times higher. Moreover, there are some examples where the enzyme activity is either
higher or lower than 3] units in the range of conductivities hitherto found.,

In addition, the isoperoxidase zymogram of the difterent extracts from mezquite leaves
does not reveal any particular feature, or isoperoxidase enzyme bands, that could be
associated with salt stress (Fig. 3); they only appear unusual in composition, indicating
mainly an anionic character, with one exception where a faint cathodic isoperoxidase band
was observed.,

Discussion

The water used for guncral consurmption in Baja California Sur Staie is supplied from
wells, About 5 x 10 m* of rain water druin away to the sea cach year in the La Paz-El
Carrizal Basin system alone (Garcia-Monarrez et al., 1986), Part of this water infiltrates the
soil before draining into the sea, giving rise to very diverse quality phreatic tables, from
drinkable 10 salty, supporting various plant communities. Although there are a number of
physical methods employed 1o localise underground water, it is ofien necessary to dig in
order to determine the water quality,

Peroxidase activity and isoperoxidase zymograms have been used as screening pars-
meters for salt stress in plants from different genera including Brassica, Halimione, Beta
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and Swaceda, culiivated in greenhouses or under cell culure conditions (Sievens er al.,

 1978; Kalir ctal., 1984; Hugege et al., 1988). This report is the first attempt 10 establish the

relationship between mezquite leaf peroxidase activity with water table salinity. Mezquite
plants were chosen because they are almust always dependent on phreatic water for
survival and are widely distributed in the northern half of Mexico. The resulis obtained
suggest 8 lack of correlation between mezquite leaf peroxidase activity, andfor isoperoxi-
dase pattern, and the salt concentration in their supplying water 1ables,

Ivis known that, in sddition to peroxidase activity, saline stress may induce changes in
several orher biochemical parameters in planis such as photosynihetic putential (Robinson
et al., 1983), specific protein production (Ericson & Alfinida, 1984), activitics of isocitrate
dehydrogenase and gluiamate dehydrogenase (Rabe ¢t al., 1982), abscisic acid, zeatin
riboside, cis and trans zeatin, adenine and adenosine (Dumbroff & Walker, 1981),
membrane lipid ratio (Hirayama & Mihara, 1987) and ethylene production (Hagege et al.
1988). In the case of mezquile, there appears 10 be a complex response to saline siress
which remains to be elucidated. Further screening of ather biochemical indicatars of
saline stress in mezquite may help to estimate the water quality of phreatic deposits.

W'e arc grateful 10 ). L. Ledn de la Lﬁz. Dr Claude Grenot, M. M, Grindell and Dr R, Vazguez-
Duhah for their suggestions and criticisms of this work., .
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