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Ffecto del estrés por ealor sebre ia acumulacion de a-solanina, chaconina, selaniding

v ¢i metabolismo de carbehidratos en tubéreulos de papa (Solanum {uberesum).

Se analizaron tres clones contrastantes en susceptibilidad al estrés térmico: Atlantic como
clon susceptible a calor. DTO-33 como tolerante y L1-7 con caracteristicas intermedias
entre estos dos clones Bajo estros termuco, el iejido de subérenio de Atlanpie awmenta la
concentracton de alcatoides, DTO-33 1a dismrouye mientras que ,1-7 no presenta un
patron claro. La adicion de alcaloides cxogenos al medio de incubacion del tepido
incrementa ¢l dafio sobre la respiracion ai prevocado por ¢l choque térmico. su cfecto
sobre la permeabilidad de fa membrana parece depender de la estabilidad dc ésta, de tal
forma que membranas con gotco ionico clevado son mas susceptibles a los alcaloides. La
adicion de calcio al medio de incubacion disminuye el dafio provocado por el estres
térmico o adicién de alcaloides Independicnizmente del cién que se trate, el choque
térmico propicia fa degradacion do almicon pere incrementa los niveles de Pio Bajo las
mismas condiciones, los azucares Iibres disminuven a excepeion de L1-7 en el cual se
incrementan: csto corrclaciona con ¢l mayor dafio a nivel de respiracion que sufre este clon
por efecto det calor.

Se discute ¢l posible papel de los alcaloides ¢« mo parte del sistema de regulacion de la
permeabiiidad de 1a membrana cn fa cconomia cnergética (almidon) mediantc cambios en

fa compartamentalizacion celular del Pu
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Three potato clones differing in heat resistence were used in this work: Atlantic, heat

susceptible, 1TO-33 heat resistence and 1.1-7 intermediate. Umder conditions of clevated
temperature tuber Lissue from Atlantic showed incresed alkaloid concentration, in contrast,
DTO-33showed reduced levels and 1.7-7 did not show a clear pattern of vartation with
respect to the same parameter. Addition 0 CXOECROUS alkaloids to incubation medium
apgravated the damage caused by heat alonc on respiration, while therr effect on membrane
nermeability characteristics seemed to he membranc ctabihty dependant  In turm.
membrane stability Wwas highly genolype specific. In all cases, higher ionic leakage
correlated with high heat susceptibility. Addition of calcium t0 incubation medium had a
beneficial effect, as it -clcarly reduced damaged caused by heat of alkaloid addition.
Regardless of the genotype, heat shock promoted starch degradation and increased levels
of Pi. Under the same conditions, free sugers decreased concentration excep}_in [T-7,1n
which case they actually increascd, this correlated well with the more severs damage on
respiration experienced by this clone under heat Stress. The possible Toic of alkalotds n the
regulatory systent of cell membrane permeability, on energy cconomy of the cell {starch)

by means of changes 11 Py com artamentalization within the celi is discussed.
g
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I. RESUMEN

El trabajo aqui descritc es parte de un esfuerzo que se viene realizando en la UNAM desde
1994, por documentar los aspectos mas relevantes de la fisiologia de la planta de papa (5.
tuberosum) en condiciones de temperatura supradptima, con el objetivo de adaptar el
cultivo de esta especie a zonas de clima semicalido en nuestro pais. Asi, se analizé el
efecto del estrés térmico sobre tejido de tubéreulo de papa de tres clones (Atlantic, LT-7 y
DTO-33) contrastantes en tolerancia al calor. Los resultados mostraron que la incubacion
del tejido a temperaturas supradptimas incrementa la permeabilidad de membrana ¢ inhibe
la respiracién. Sin embargo se encontraron diferencias clonales; por ejemplo, la incubacion
del tejido a 35°C durante 4h increment6 la permeabilidad celular de Atlantic en 63%, en
LT-7 40% y 12% en DTO-33 respecto a los controles;, mientras que, la inhibicion de la
respiracion bajo las mismas condiciones fue de 46%, 80% y 52%, respectivamente. La
adicion de calcio SmM al medio de incubacién del tejido disminuyé la permeabilidad de
membrana del tejido estresado en 55%, 25% y 35% en Atlantic, LT-7 v DTO-33,
respectivamente, en tanfo que ia respiracidn se recuperd en 46%, 5% y 7%,
respectivamente. La adicion de alcaloides inhibio la respiracidon 55%, 14% v 25% en
Atlantic, LT-7 y DTQ-33, respectivamente; asi mismo, incrementd la inhibicién de la
respiracion debida al estrés térmico en 26% en el caso de Atlantic y DTO-33, pero no tuve
efecto sobre LT-7. En el caso de tejido fresco ¢l efecto de la adicion de aicaloides fue
diferente: mas que dafio sobre la permeabilidad de la membrana y la respiracion, se
observé una tendencia 2 la normalizacion de estas propiedades.

La extraccién y cuantificacién de alcaloides en tejido de tubérculo mostrd que la



concentraciéon de alcaloides totales disminuyd con el tiempo de almacenamiento. En
Atlantic bajo de 19 a 14 mg/100g de tejido durante 9 meses de almacenamiento; en
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la disminucion fue de 23 a 18 y en DTO-33 de 23 a 10 mg/100g de tejido.
El estrés aumenté los alcaloides totales en 5 mg/100g en Atlantic; en LT-7 se incrementd
8.6 mg/100g de tejido y en DTO-33 disminuyeron gradualmente alrededor de 50%. En
cuanto a ia o-chaconina se observé un notable incrementc bajo estrés térmico, 4.5 mg/100g
en LT-7, y de 5.0 mg/100g en Atlantic; pero en DTO-33 hubo una disminucién de 5.0
mg/100g de tejido. La concentracién de fésforo inorgénico (Pi) fue diferente en los 3
clones; por gjemplo, la concentracién media més baja se registré en LT-7 (4.7 pmoles/g de
tejido) y la més alta se observd en DTO-33 (7.6 umoles/g de tejido). El tiempo de
almacenamiento increment6 la concentracion de Pi y en menor grado el estrés térmico. En
el primer mes de almacenamiento bajo estrés se registré un incremento respecto al control
de 1.0 umoles/g de Pi en Atlantic, 3.1 umoles/g en LT-7 y 1.3 pmoles/g en DTO-33. La
concentracion de azicares y almidon no cambié significativamente en e} tejido de
tubérculos estresados a 35°C durante 4h; por tal motivo se mantuvo el estrés durante 24h a
la misma temperatura; en este caso se observaron diferencias clonales en la concentracion
de almidén & temperatura ambiente. La concentracién mas elevada de almiddn se observd
en Atlantic (45% de tejido fresco) y la mas baja en DTO-33 (30% de tejido fresco) el estrés
disminuy6 los niveles en 17, 19 y 12% respecto al control en Atlantic, LT-7 y DTO-33,
respectivamente. La concentracién total de aztcares libres disminuyé ligeramente en
Atlantic y DTO-33, mientras que en LT-7 se incrementé ligeramente. La concentracion
endégena de alcaloides totales disminuy6 invariablemente con el estrés; sin embargo, en
DTO-33 se registrd 8.8 mg/100g de alcaloides totales menos que en el control; en cambio,

en Atlantic solamente bajé 2.3 mg/100¢g de tejido respecto al control; en LT-7 los valores




fueron intermedios.

A partir de la evidencia reunida y su contraste con la literatura, se llegd a un modelo
tedrico que se propone como hipétesis de trabajo para explicar las relaciones entre
az(cares solubles, almidon, glicoalcaioides v Pi en tubérculo de papa sujetos a estrés por
calor. De acuerdo con este modele, se propone que la tolerancia del tejido de tubéreulo a
temperaturas supradptimas depende de la capacidad del tejido para mantener estables la
permeabilidad de membrana y la respiracién bajo estas condiciones. La adicién de calcio al
medic de incubacion del tejido protege al tejido bajo condiciones de estrés en estos dos
aspectos; en cambio, la adicion de alcaloides a temperatura ambiente reproduce el efecto
del estrés térmico. La estabilidad de la membrana parece depender de la capacidad del
tejido de disminuir la concentracién de alcaloides enddgenos, principalmente de -
chaconina. En el modelo, el genotipo es un determinante de la concentracién de Pi v
almidén en condiciones normales. La temperatura elevada no parece inducir cambios
importantes en la concentracién total de Pi, pero si provoca una reduccion sustancial del
contenido de almidén del tubéreulo, independientemente del genotipo. Aparentemente, ios
cambios en permeabilidad de membrana inducido por la temperatura elevada se traducen
en cambios en el patron normal de compartamentalizacién del Pi, que a su vez, promueven
la degradacion del almidon; esta llevaria a un mayor aporte de sustrato para la respiracion,
lo cual contribuirfa con el suministro energético adicional gue demandan las actividades

metabolicas de prevencion y reparacion de los dafios por calor.



., INTRODUCCION

La papa (Solanum tuberosum) se desarrolla en dptimas condiciones en climas templados,
entre 17 v 21°C, fotoperiodos cortos y alta humedad relativa. El ciclo complete dura
aproximadamente 110 dias y la tuberizacién se inicia alrededor de los 2 meses. En nuestro
laboratorio, al igual que en otras partes del mundo con climas ftropicales, estamos
interesados en introducir el cultivo en regiones de clima semicalido. Esto implica superar
algunas limitantes que le restan calidad a la papa en estos ambientes; entre las mas
importantes se encuentran: el endulzamiento del tubércule, la disminucién de almidén
(Sowokinos, 1990) y la acumulacion de glicoalcaloides (GAs). Los principales GAs de la
papa son la a-solanina v la a-chaconina, ambos se sintetizan por la ruta del mevalonato via
colesterol; estan formados por un niclec esteroidal comin que es la solanidina, la cual es
glicosilada con solatriosa o chacotriosa respectivamente (Stapleton et al.,1991). Ain
cuande la sintesis de GAs estd genéticamente determinada, su acumulacion estd
notablemente influenciada por las condiciones ambientales durante el desarrollo ©
almacenamiento de la papa (Currier y Kuc, 1975). Estos compuestos han sido interpretados
como factores de resistencia naturales y son utilizados en programas de fitomejoramiento
avocados a la transferencia de resistencia a patdgenos en clones comercialmente
importantes de Solanum. Se ha sugerido que su toxicidad se debe a la capacidad que tienen
los GAs de formar complejos con la fraccidn lipidica de la membrana de las células de [os
patogenos {Roddick y Rijnenberg, 1986). Sin embargo, los humanos han resultado ser los
mamiferos mas sensibles a la toxicidad de estos compuestos, por lo cual se recomienda no

consurnmir tubérculos con una concentracion mayor a 20 mg/100g de tejido fresco.



Por otra parte, la acumulacion de azlcares que puede acompafiar a la de GAs le resta

calidad industrial al tubérculo debido a la reaccién de Maillard, en la que el aldehido de los

azlicares reacciona con el grupe amino de los aminoécidos libres formando un color negro

indeseable durante la fritura.

Este trabajo fue disefiado para documentar el efecto que tiene la temperatura elevada sobre

algunos aspectos del metabolismo de los tubérculos de papa que repercuten en su

aceptacion comercial desde el punto de vista de la salud humana.

A partir de una pequefia muestra de germoplasma se seleccionaron 3 clones que

representan una amplia variedad en la respuesta del tejido de tubérculos maduros al estrés

de temperatura elevada. Una vez hecha la seleccion de clones, se disefiaron experimentos

encaminados a documentar la respuesta del tejido de tubéreulo a la temperatura elevada a

nivel de propiedades de membrana celular, asi como a nivel metabolico general.

Posteriormente se hicieron experimentos para demostrar:

1) La acumulacion de alcaloides inducida por exposicién a calor.

2) El efecto atenuante del calcio sobre el dafio inducido por calor.

3) La reproduccién de los dafios inducidos por calor mediante la aplicacion exdgena de un
nivel fisiolégico de una mezcla de alcaloides.

4) Alteraciones en niveles endégenos de Pi por efecto del calor.

Por tultimo, se realizaron algunos estudios preliminares de obtencién de protoplastos y

amiloplastos para disefiar un sistema experimental que investigaciones subsecuentes

podréan utilizar para estudiar con mas detalle el involucramiento de las modificaciones en

propiedades de membrana y la concomitanie alteracion de rutas metabolicas bajo estrés por

calor.




HI. REVISION DE LITERATURA

Los tubérculos de papa son una excelente fuente de carbohidratos y tienen un contenido
significativo de fosforo, potasio, calcio y vitaminas, especialmente vitamina C. El
contenido de proteina rebasa el 10% de la materia seca, porcentaje comparable al 11%
reportado para el trigo (Jadhav y Salunkhe, 1975). Ademds, la papa provee de una
excelente fuente de lisina, pero es baja en aminodcidos sulfurados (cisteina y metionina).
Con el creciente interés en la papa y sus productos, fitomejoradores y genetistas
continuamente estin tratando de mejorar la resistencia de la planta a enfermedades, asi
como la produccion, calidad y propiedades de procesamiento de cultivares comerciales
mediante su cruzamiento con especies de papas silvesfres, o alterando los patrones
genéticos a través de técnicas de biologia molecular.

La familia de las solanaceas y en particular el género Solanum, sintetiza una gran variedad
de alcaloides, los cuales contienen nitrégeno en sus anillos esteroidecs. Los alcaloides
generalmente se encuentran en forma de glicésidos y por tanto son glicoalcaloides (GAs).
Al menos 90 estructuras diferentes de GAs han sido aisladas y caracterizadas en 300
especies de Solanum y 30 en S. tuberosum (Prelog y Jager, 1953-1960, citado por
Friedman y McDonald, 1997).

Los principales GAs en cultivares de papa comercial son la a-solanina y 12 e-chaconina.
Estos compuestos fueron detectados en bioensayos dirigidos a determinar la estructura v la
concentracion de las principales estructuras quimicas involucradas en los mecanismos de
resistencia, producidas en la céscara de tubéreulo de papa contra Helmintosporium

carbonum (Allen y Kuc, 1968); han sido interpretados como factores de resistencia




naturales y utilizados en programas de fitomejoramiento avocados a la transferencia de
resistencia a patdgenos en clones comercialmente importantes de Solanum debido a sus
propiedades fungicidas vy pesiicidas. Ei consumo de tubdrculos de papa con
concentraciones altas de GAs ha llegado a ser letal en humanos. De tal forma que deben
tomarse precauciones en la produccién de nuevas variedades de papa para que los niveles
de alcaloides no representen un problema de saiud cuando se consuman. Son sorprendentes
las cifras que citan Friedman y McDonald (1997) sobre la gran susceptibilidad de los

humanos a los alcaloides de la papa; por ¢jemplo, reportant que la LD, (dosis letal) para la

a-solamina es de 1000 mg/kg en ratones a los que se les suministrd en forma oral; en

contraste, usando inyeccion intrapertonial (IP) la LDs; fue de 34 mg/kg, La LD, para otros

animales varia entre 30 y 60 mg/kg cuando se suministra IP (simios, cerdos, monos,
congjos, ratones, etc.). Estos valores son considerablemente mas altos a los estimados
como dosis letal oral de 10 mg/kg en humanos. Experimentos realizados han mostrado que
los hamsters son tan sensibles como los humanos a [a o-solanina y la «-chaconina, por lo
que se recomienda utilizarlos para evaluar la toxicidad de estos compuesios en ios

programas de salud.

Biosintesis de alcaloides

La a-solanina y la a~chaconina se sintetizan por la rutz del mevalonato via colesterol; estan
formados por un nicleo estercidal comuin que es la solanidina, la cual es glicosilada con
solatriosa v chacotriosa respectivamente (Stapleton et al., 1991). Histéricamente, la
solanina fue el primer alcaloide aislado (Baumann, 1843} y reconocido como glicésido por
Zwenger v Kind en 1861, {citados por Friedman y McDonald, 1997).

Los niveles de estos compuestos estan genéticamente determinados; sin embargo, factores



ambientales influyen sobre la acumulacién de los GAs de la papa tales como: temperaturas
no Optimas {Currier y Kuc, 1975; Lintnemann et al., 1985), luz (Maine et al., 1988; Deahl
et al., 1991), dafios mecanicos (Fitzpatrick et al., 1977) y presencia de patogenos (Alleny
Kuc, 1968).

La biosintesis de alcaloides ha sido discutida en detalle por Shih y Kuc (1973), Heftman
(1983), Burden et al. (1989) y Bergenstrahle (1996). Los alcaloides se sintetizan a partir
del acetato que reacciona con la coenzima A para formar los intermediarios 4cido
mevaldnico, escualeno, lanosterol, cicloartenol y finalmente colesterol,

La via exacta para la conversion de colesterol a GAs no ha sido completamente

demostrada. Friedman y McDonald (1997) citan la posible ruta de sintesis (Fig. 3.1).

Alcaloides de Solanum ruberosum

La a-solanina, a~chaconina y solanidina representan el 90% de los alcaloides totales en la
papa; sin embargo, se han reportado varios alcaloides adicionales que incluyen al
tomatidenol, acetileptidina, tomatidina, demissidina, solasodina y sus respectivas formas
glicosiladas. Los azilicares que se unen a los diferentes aglicanos (porcién esteroidal de los
alcaloides) se muestran en la tabla 3.1 (Gregory, 1984; Jenifer, 1987; Friedman y Dao,
1992).

Algunos de los GAs anteriormente detectados en tubérculos comerciales han sido
transmitidos de especies silvestres a los hibridos resultantes de cruzas sencillas (4X x 4X3.
Las especies silvestres mds ampliamente utilizadas para la transferencia de genes
involucrados en la resistencia a patégenocs son las siguientes: S. Denussum, que sintetiza
grandes cantidades de tomatideno! y demissidina, S. Verne:, que presenta altos niveles de

los glicdsidos de solanidina, solasodina y tomatina (van Gelder y Scheffer, 1991).




INIToILT

HO-
N FH
o
% oH

ANTZTVIEA

S FH

‘(L661) PIBUOCIIN A UBWIPALL] 2P

‘¢ vl
BpRWO |, "wiriso4agn [ ¢ U2 SOUEDI[TE SO[ B [0I131$2]00 [9P BONIULSOIQ BiA 2[4IS0d | '€ B

ENIQINYIOS OH

QH
INILAIILYADL UQ\
o Y]

OFH
tRo
EH H O

ox , oH
ANTINTI AL
ot HHo. ofH —_—
NH fo Y
Ut}
AR Y
OH on
aNoNT ed TO¥ALE TTOHD
OtH E 7 FH s
" EHD
o]
OfH
OFH

L]




S. chacoense, que acumula altas concentraciones en leptina | v II, formas acetiladas de

chaconina y solanina (Deahl et al., 1991).

Cuadro 3.1 Alcaloides reportados en plantas de papa comercial. Tomado de

Gregory (1984), Jenifer {1987} y Friedman y Dao (1992).
AGLICANC GLICOALCALOIDE CARBOHIDRATO
Solanidina a-Sclanina Solatriosa

a -Chaconina Chacotriosa

Tomatidenol a -Solamarina Solatriosa

B-Solamarina Chacotriosa
Acetilleptidina Leptina I Chacotriosa
Leptina II Solatriosa

Tomatidina o -Tomatina Licotetrosa

Demissidina Demissina Licotetraosa
Comersonina Commerietrosa

Solasodina Solasonina Solatriosa
Solamargina Chacotriosa

Todos los tejides de la planta de papa tienen el potencial de sintetizar estos compuestos.
Como se menciond anteriormente la concentracién de estos compuestos varfa entre
especies, entre clones y por si fuera poco se han encontrade diferencias importantes entre
poblaciones del mismo clén (Maga, 1980). Las concentraciones de alcaloides en los
diferentes drganos de una planta determinada es variable (Gregory, 1984); sin embargo, los
niveles en los diferentes érganos que se mencionan a continuacion nos pueden dar una

idea de los rangos presentes en las diferentes partes de las plantas (Tabla 3.2).
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Cuadro. 3.2 Contenide de GAs totales en diferentes partes de la planta de papa en

diferentes cultivares (mg de alcaloides/100g de peso fresco).

Lampiit et al., Woody Kozukue et | Friedmany | Coraetal, | Sarquis et al,
1943 Young, 1994 al,, 1987 Dao, 1992 1998 1999

Raiz 18-40 86

Tallo 2.3-3.3 3 3-71 32-45

Hojas 55-61 40-100 23-100 145 40-100
Flores 215-416 300-500 300-500

Baya 42 38

Brotes 195 200-400 275-1000

céscara 30-60 30-60

Tubérculo|  1.2-10 30-50 30-50 5-25
Toxicidad

El potencial tdxico de los alcaloides es muy alto sobre un amplic rango de organismos. Los
sintomas de intoxicacién por alcaloides en animales y humanos incluyen: nduseas, vémito,
dolores abdominales, gastroenteritis, diarrea, fiebre, dolor de cabeza e hipertermia;
mayores concentraciones pueden provocar lesiones estomaéales y hemorragias internas en
nariz y ojos (van Gelder, 1990). En embriones causan espina bifida, anencefalia v
malformaciones faciales (Rayburn et al., 1994). La actividad reportada puede deberse a: 1)
actividad anticolinestrerasa sobre el sistema nervioso central (Roddick 1989), 2) induccion
de Ia ornitin descaboxilasa hepatica (Caldwell et al., 1991), lisis de eritrocitos (Roddick et
al., 1990) v destruccién de membranas celulares que afectan el sistema digestivo

(Blankemeyer et al., 1992).
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El efecto téxico mas estudiado de estos compuestos es el que tienen sobre las propiedades
de la membrana celular. El dafio por glicoalcaloides sobre el potencial de membrana se ha
medido por fluorescencia con Di-4 ANEPPS (dialquilaminosteril piridinosulfonato),
colorante electrocrémico con cargas positivas y negativas que se mcorpora a la membrana
y cambia a fluorescente en respuesta al cambio en potencial de membrana. Embriones de
rana con Di-4 ANEPPS incubados con o-solanina y a-chaconina mostraron una fuerte
fluorescencia. La toxicidad de los alcaloides fue diferente, la a-chaconina increments la
fluorescencia 1600%, la solanina 400% y la solanidina no tuve efecto. Fn el mismo

cnsayo se reportd un EC_ (concentracién que causa el 50% de malformaciones en

embriones que sobreviven) para chaconina y solanina de 2 y 8 mg/L, respectivamente. Los
cambios de fluorescencia del Di-4 ANEPPS correlacionaron con la malformacion v muerte
de los embriones (Blankemeyer et al., 1992). Usando el ensayo FETAX se mostré que la
toxicidad de otros alcaloides solandceos varia; por ejemplo, se requirié del doble de la
concentracién de la solasonina, que tiene la misma cadena lateral de carbohidratos que la
o-solanina, para causar el mismo efecto que la a-solanina; asimismo la tomatina fue 5
veces mas embriotoxica que la a-solanina. En general, todos los aglicanos fueron mucho
menos embriotdxicos que sus respectivos glicosidos. Las malformaciones inducidas por
todos estos alcaloides fue muy similar (Friedman et al., 1992).

La parte glicosidica de los alcaloides ha recibido gran atencién en estudios de su toxicidad.
Las evaluaciones se han realizado con Ios iriglicosidos: a-chaconina v o-solanina, sus

productos de hidrdlisis, los diglicésidos B., B,-chaconina, B-solanina y los monoglicésidos

y-chaconina y v-solanina. Los resultados han mostrado que la actividad biologica esta
influenciada por la estructura quimica del carbohidrato. El desarrollo de la toxicidad de

estos compuestos en el ensayo FETAX decrecio luego de 1a hidrélisis de los carbohidratos
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de los glicoalcaloides. El orden de toxicidad de mayor a menor fue el siguiente: a-

chaconina, B.-chaconina, a-solanina (letales en embriones) y la B-chaconina, B-solanina, y-

chaconina y y-solanina (no letales). Los embriones que mueren frecuentemente padecen
anencefalia y las malformaciones mas moderadas incluyeron malformaciones faciales,
malformaciones vicerales y cambios en la pigmentacién (Raybum et al., 1994; Friedman et
al, 1992). Ratones alimentados con 2.4 mmoles’kg de chaconina provocaron una
disminucién del 10% del peso del higado; bajo las mismas condiciones los aglicanos
provocaron un aumento del 8 al 27% en dicho peso, siendo la solasodina la mas ineficaz,
mientras que la mas potente fue la tomatidina. El incremento relativo en peso inducido por
los alcaloides fue reversible. La hepatomegalia estuvo acompafiada de un incremento en
las actividades de 4 enzimas: fosfatasa alcalina, glutamato-oxalacetato trasaminasa,
glutamato-piruvato transaminasa y N-demetilasa. Exdmenes histologicos mostraron

colangiohepatitis, dilatacién y degeneracion (Friedman et al., 1996).

Actividad sinérgica de los alcaloides

Es interesante que los tejidos de las plantas de Solanum acumulen mayoritariamente dos
diferentes GAs a partir del mismo grupo esteroidal y que uno de ellos siempre sea mas
toxico: por ¢jemplo, o-solanina/u-chaconina en S twberosum y S, Vernei
solamargina/solasonina en S. demissium, demissina/comersonina en S. chacoense v S.
demissium, etc. (Sinden et al., 1984), pero se ha reportado un marcado sinergismo entre la
a-solanina y a-chaconina en terminos de mortalidad y malformaciones en el andlisis
FETAX (Raybum et al., 1995) y fungitoxicidad en R. Solani (Fewell y Roddick, 1993).

En experimentos realizados con solamargina y solasonina, glicoalcaloides derivados de la

solasodina, se observé que la solamargina consistentemente fue la mas activa en la




destruccién de los liposomas (50 uM) construidos con fosfatidilcolina/colesterol, mientras
que Ia solasonina fue inefectiva por arriba de 150 M. La adicion simultdnea de estos dos
compuestos presenté un marcado sinergismo. Cuande se mezelan los alcaloides mas
toxices de diferentes fuentes, como por ejemplo solamargina con chaconina, el efecto es
adittvo pero no sinérgico. Cuando se trata de dos alcaloides menos dafiinos, como la
solasonina y la solanina, no se observa la destruccidn de la membrana. La mezcla de
solamargina y solasonina destruye las membranas de protoplastos derivados de Penicillum
notarun y eritrocitos de bovino, siendo estos Gltimos los mds susceptibles. Cabe hacer
notar que, cuando los experimentos se realizaron in vitro con colesterol libre, desaparecio

el efecto sinérgico de estos GAs (Roddick et al., 1950),

Interaccion de los alcaloides con la membrana

Uno de los mecanismos por el cual los GAs causan efectos toxicos ha sido elucidado
rencientemente en experimentos realizados mediante Ia adicién de alcaloides comerciales a
diverses sistemas membranales. Por ejemplo, se estudié el efecto de a—chaconina sobre
membranas sintéticas (liposomas). Estos contenian en su interior peroxidasa. La liberacion
de esta enzima se interpreté como porcentaje de destruccién de la membrana. La o-
chaconina liberd la peroxidasa atrapada en los liposomas construidos con fosfatidilcolina,
pero no tuvo efecto en liposomas libres de esteroles (Roddick y Rijnenberg, 1986). En
otros casos la o-tomatina destruy6é la membrana de liposomas siempre y cuando la
membrana contuviera esteroles. El dafic a la membrana parece correlacionar con la
concentracion de esteroles en fos liposomas. Esta evidencia apoya la hipétesis de que la
tomatina destruye la membrana por la interaccion con los componentes esteroles de estas,

los cuales son indispensables para su estabilidad (Roddick y Drysdale, 1984).
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La solasonina y la solamargina tienen efectos similares a los alcaloides mencionados
anteriormente sobre las membranas de liposomas; estos compuestos liberaron la peroxidasa
de los liposomas que contenian colesterol, estigmasterol y ergosterol, mientras la solanina
no causé efectos sobre liposomas con colesterol, aunqgue si dafio ligeramente membranas
de liposomas con estigmasterol y ergosterol. /n vitro, la solamargina también se une
eficientemente con los tres esteroles libres, mientras que la solasonina solamente se une al
colesterol, aunque en menor grado que la solamargina. Por otra parte, la marcada
diferencia en la respuesta de eritrocitos ricos en colesterol (lisados) a la solasonina,
comparados con los protoplastos de Penicillum ricos en ergosterol (no lisados), indican que
la susceptibilidad de las membranas podria estar influenciada por el tipo o calidad de los
esteroles (Roddick et al., 1992). En resumen, la chaconina y la solamargina resultaron las
mas toxicas; la solamargina se unié al colestercl tan efectivamente como al estigmasterol o
al ergosterol, mientras que este no fue el caso ni de a—chaconina ni de o-solanina. La unidén
de la solasonina al estigmasterol y al ergostercl es mucho mas reducida si se compara con
la de a~solanina.

No siempre se ha enconirado correlacién entre el grado de umidn entre el alcaloide y €l
esterol y la destruccion de los liposomas. Tal es el caso de la a-solanina, que no destruye
los liposomas ain cuando forma complejos con los esteroles (Roddick y Rijnenberg,
1986).

En estudios recientes sobre la interaccion de la a-solanina, a-chaconina y o-tomatina con
membranas sintéticas, se demosird que las caracteristicas mds importantes de los GAs para
que interactien con los esteroles de la membrana son la estructura de ios anilios y ei grupo
38-OH. Basados en estos datos Keukens et al. (1995) han construido un modelo para

explicar la destruccién de la membrana por los GAs. Seglin este modelo, después de la




insercion de los GAs a la membrana, la parte aglicdn se une reversiblemente a los
esteroles en una relacion 1:1. Cuando estos complejos aglicén-esterol en la membrana
alcanzan cierta densidad se presentan interacciones de cooperatividad aziicar-aziicar entre
GAs, forméndose una matriz estable ¢ irreversible de complejos GA/esterol. La presencia
de glicolipidos en las membranas de colesterol resulta en un incremento en la destruccion
de las membranas. La estructura y composicion de los azicares de los glicolipidos no
parece ser tan importante como su concentracidén en la membrana. Los azicares de los
lipidos muy probablemente interaccionan por puentes de hidrégenc con los GAs,
prelongando su presencia en la membrana e incrementando la oportunidad de destruirla. El
sinergismo entre a-chaconina y a-solanina es un ejemplo de la interaccion efectiva entre
dos aziicares de GAs. Aunque la o-solanina dificilmente forma complejos con el colesterol,
se logra incorporar a las membranas en una relacién 1:1 en presencia de a-chaconina. La
importancia de la interaccion azicar/azicar se ilustra por el alto sinergismo entre «-
solanina y a-chaconina, mientras que la actividad se pierde casi completamente después de
eliminar unc o més monosacéridos de los GAs. La formacién de los complejos es muy
estable, como lo indica su resistencia a la extraccidn con detergentes. La relacion
GA/esterol es de 1:1 y la a-chaconina forma estructuras tubulares con una monocapa
interna de fosfolipidos, mientras que la a-tomatina ademas de las estructuras tubulares

forma estructuras esféricas (Keukens et al., 1995)

Papel de los GAs en la resistencia a hongos e insectos
El papel de los alcaloides en la resistencia de la planta de papa al ataque de hongos,
bactenias, nematodos, ¢ insectos sigue siendo controversial. Varios investigadores han

concluido que los GAs juegan un papel secundario en ia defensa contra patodgenos. Es claro
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que los GAs son fungitoxicos, pero como la mayoria de las investigaciones enfocadas a
elucidar las propiedades fungitoxicas de los GAs se han realizado in vitro, no
de aislar la a-solanina y la a-chaconina de la epidermis de tubércules de papa (Kennebec v
Russet Burbank), adicionaron estos compuestos a cultivos de Helminthosporum
carbonum, observando un fuerte efecto fungitoxico. La adicién de GAs sobre
Phytophthora cactorumel mostré un efecto fungistatico dependiente de la concentracion de
los GAs en el medio de cultive. Ademés, la a-solanina inhibié la reproduccion sexual
{produccion de oosporas) inducida por sitosterol, mientras ¢l crecimiento hifal fue
relativamente inafectado (Nes et al., 1982). Pruebas de la actividad antifungélica de la o-
chaconina y o-solanina contra Ascobulus cremulatus (sapréfito), Alternaria brassicola,
Phoma medicaginis (no patégenos) y Rhizoctonia solani (patégeno) mostraron que. los

GAs resultaron ser letales (LD, 50 uM) para todos estos hongos, excepto para R. Solani, el

cual mostré una reducida sensibilidad a los GAs empleados (Fewell and Roddick, 1993).
Sin embargo, la presencia de los GAs debe jugar algun papel de defensa, ya que algunos
hongos son capaces de degradar los GAs a formas menos toxicas. Dos especies de hongos
patogenos de la papa, Giberella pulicaris y Fusarium sambucium (R-6380 y R-7843),
agente causal de la pudricién seca (tiene pocos esteroles en la membrana) fueron capaces
de metabolizar a-chaconina y a-solanina, via eliminacién «-1,2-ramnosa liberando B-2-
chaconina y finalmente a solanidina. La cepa R-7843 no fue capaz de metabolizar Ia
solanina, mientras que la R-6380 la hidrolizé hasta y-solanina (Weltring et al., 1997).
Experimentos iz situ mostraron que la acumulacion de GAs esteroideos inducida por dafios
mecénicos en tubérculos es inhibida por la presencia de P. mfestans. Este hongo inhibe la

sintesis de GAs ¢ induce la sintesis de la fitoalexina reshitina (Shih y Kue, 1973).
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Poblaciones de S. auberosum repetidamente seleccionadas para resistencia a la cigarrita de
la papa (Empoasca fabae) fucron evaluadas para niveles foliares de glicdsidos de
solanidina. Después de siete generaciones de seleccion el nivel de infestacion de la
cigarrita fue 57% mas bajo que en la poblacidn original. Las concentraciones medias de
glicésidos incrementaron de 40 a 65 mg /100g de peso fresco. Estudios in vitro mostraron
que 80 mg/100g de tejo fresco retrasan el desarrolic de la ninfa de E. fabae, aunque no
afectan su sobrevivencia (Sanford et al., 1990). Diversas especies silvestres de papa y
jitomate con alta concentracion de alcaloides en hoja mostraron una correlacién pobre
entre la concentracion de alcaloides y resistencia a patégenos. En S. Chacoence, que
sintetiza al menos 10 diferentes GAs en altas concentraciones, tampoco se enconfré una
correlacién importante con la resistencia al escarabajo de la papa (Leptinotarsa
decemlineata) (Sinden et al., 1991). Experimentos con 4 cultivares de papa mostraron una
diferencia significativa en susceptibilidad al ataque de gusano de alambre (Agriotes
obscurus). Los dos cultivares mas susceptibles mostraron menor contenido de GAs totales.
Tejidos con altas concentraciones de GAs totales no fueron consumidos por el gusanc de
alambre (Jonasson y Olson, 1994).

Finalmente, los GAs de la papa también fueron identificados como factores de resistencia
al escarabajo de la papa (Leptinotarsa decemlineata) y a la cigarrita verde (Empoasca

Jfabae) por Tingey (1984).

Efecto de temperaturas supradptimas sobre el desarrollo de la papa.
Nuestro laboratoric ha documentado las siguientes alteraciones fisiologicas en plantas de
papa sujetas a estrés por calor: disminucién de la velocidad del crecimiento, del area

foliar, de Ia concentracion de aimidon y del tamafio del tubérculo; el tallo se alarga més de
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lo normal, se adelanta la floracién y se incrementa la respiracion (Sarquis et al., 1996). El
tubérculo se amarga, efecto que Sinden y Webb (1972) han asociado a la acumulacion
Acumulacién de glicoalcaloides inducida por calor.

Son escasos los antecedentes respecto al efecto de la temperatura elevada sobre la
acumulacion de GAs y los pocos estudios reportados en la literatura se han realizado a
temperaturas un poco arriba del dptimo (21°C). Por ejemplo, Linnemann et al., (1985)
reportaron una disminucion en el contenido total de GAs en tubérculos del clén Bintje
conforme se incrementd la temperatura (7, 16 y 28°C) durante 12 semanas. Edwards v
Cobb (1997) no encontraron cambios en la concentracién de GAs en tubéreulos del clén
King Edward incubados a 5, 10, 20 y 25°C durante 8 dias. Por otra parte Currier v Kuc
(1975) reportaron acumulacion de GAs totales en tubéreulos del clén Kennebec incubados
a 25y 30°C. Asimismo, tubérculos del clén Russet Burbank incubados a 25°C presentaron
niveles de GAs totales mas altos respecto a los encontrados en tubéreulos incubados a 5°C;
la proporcion de a-chaconina/a-solanina también se increment6 (Maga, 1981). A mayores
temperaturas (35°C), el tejide de tubércule no medifica la concentracion de alcaloides
totales, pero si cambia la proporcién de w-solanina/a-chaconina, lo cual podria incrementar
el potencial toxico de estos compuestos (Coria et al., 1998). La glucosilacién de los
alcaloides, paso final de la biosintesis de los alcaloides, parece no ser limitante bajo
condiciones de estrés, ya que se ha reportado un incremento en la actividad de la UDP-
ghucosa solanidin-glicosil transferasa (SGT, EC 2.4.1) con el aumento en la temperatura.
Metabolismo de carbohidratos bajo estrés por calor.

El estres térmico afecta notablemente ¢l metabolismo de carbohidratos. Los cambios més

importantes son el decremento en la concentracién de almidén en el amiloplasto y la
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acumulacion de aztcares (sacarosa, glucosa y fructosa) en el citoplasma de las células del
endospermo del tubérculo (Sowokinos, 1990). Se han investigado diversas enzimas de ia
ruta metaboiica dei almidon, sacarosa y glicélisis, pero se desconoce el mecanismo del
efecto del calor sobre la regulacion de estas rutas. Para poder interpretar el efecto del estrés
por calor sobre la conversion almidén/aziicar, es necesario entender primero los
mecanismos que reguian la particién del carbono dentro del tubérculo. El sistema tedrico
de la particién del carbono en tubérculos de papas se presenta en la fig. 3.2; aunque es un

esquema simple sirve como modelo para definir las reacciones relevantes en la presente

investigacion.
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Fig. 3.2 Esquema tedrico para la particién del carbono en tubéreulos de papa. Las enzimas
representadas son: 1) UDPglucosa pirofosforilasa, 2) sacarosa 6-P sintetasa, 3) sacarosa 6-
P fosfatasa, 4) invertasa alcalina, 5) invertasa acida, 6) fosfoglucomutasa, 7) fosfohexosa
isomerasa, 8) fru 6-P-cinasa. 9) fru 2,6-bifosfatasa, 10) PPi-fosfofructocinasa, ity ATP-
fosfofructocinasa, 12) fru 1,6-bifosfatasa, 13) transportador de triosa fosfato/Pi, 14) ADP-
glucosa pirofosforilasa, 15) almidon sintetasa, 16) almidén fosforilasa, 17) piruvato cinasa

¥y 18) sacarosa sintetasa. Tomado de Sowokinos (1990).
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La temperatura éptima a la cual ¢l "((sacarosa) se incorpora al almidon en tubéreulos en
desarrollo es de 21.5°C. Cuando se incrementa la temperatura a 31°C el "C se incorpora
preferencialmente al CO; respiratorio v a los aziicares solubles (Krauss y Marschner, 1984;
Mohabir v John, 1988) mientras que los niveles de almidén disminuyen, lo cual
correlaciona con la inhibicién de la actividad de la ADP-glucosa pirofosforilasa (AGPP,
BC 2.7.7.27) (Lafta y Lorenzen, 1995},

Los mecanismos que regulan la acumulacion de azicares en el citoplasma sigue siendo
tema de discusién; por ejemplo, Richarson et al. (1990) reportaron gue la actividad de la
sacarosa sintetasa (SS, EC 2.4.1.13) disminuye en 72% en tubérculos incubados a 31°C.
Tipicamente, la actividad de la SS disminuye después de la cosecha de los tubérculos y
permanece baja atin a temperaturas infradptimas (4°C), las cuales son inductoras de esta
actividad. Por otra parte Xu et al., (1989) reporta que el proceso sucrolitico activado
durante el estrés por calor es proporcional a la activacion de la SS en S, fuberosum.
Ademés, se ha demostrado que SS es estable a altas temperaturas, mcluso en tomate
(Iycopersicon chmielewskii), la actividad mostré una temperatura optima a 50°C (Sun et
al., 1992).

En forma concomitante al incremento en 1a actividad de la SS, la actividad de la sacarosa
fosfato sintetasa (SPS, EC 2.4.1.14) en tubérculos suele verse reducida ligeramente a altas
temperaturas aunque los niveles de aziicares en tubérculos de papa no se afecten por la
temperatura (Lafta y Lorenzen, 1995).

Algunos investigadores han considerado la degradacion de la sacarosa como un posible
punto de control en la acumulacién de hexosas. La hidrolisis de la sacarosa a triosa-P fue
activada por fructosa 2,6-P.. La via de la SS tiene su principal papel en tejidos de

almacenamiento (Xu et al., 1989},
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La concentracion de fosforo inorganico (Pi) parece jugar un papel importante en el
endulzamiento de los tubérculos de papa. Alta concentracion de Pi coincide con un
incremento en la concentracidon de aziicares en el citoplasma de las células y con la
reduccion en la concentracion de almidon en los amiloplastos. La inhibicion de la sintesis
de almidén se da en dos sitios principalmente: 2 nivel de la AGPP cuyo producto, ADP-
glucosa, es ¢l donader glucosilo primaric para la sintesis de almidén (Sowoquinos, 1981,
Mohabir y John, 1988) y a nivel de la activacion de la degradacion (fosfordlisis) del
almidén por medio de la a-glucano fosforilasa (Sowoquinos et al., 1985). El secuestro de
Pi citoplasmico por manosa incrementa la sintesis de almidén (Sowoquinos, 1990).

Altos niveles de Pi (5 mM) en el citoplasma parecen reducir los niveles de fru-2,6-P; la
cual estimula la glicolisis. Bl Pi reduce la afinidad de la PPi-PFK por la Fru-2,6-P;
{Sowokinos, 1990).

Los amiloplastos libres de células no mostraron disminucion en el porcentaje de sintesis de
almidon cuando la temperatura se cambié de 21 a 31°C, sugiriendo que ¢l transporie de
triosas al amiloplasto v los subsiguientes pasos de la biosintesis del almidén no son
responsables de a inhibicion de [a sintesis de este (Mohabir and John, 1988).

La SPS de hojas de espinaca es fuertemente inhibida por Pi. El Pi antagoniza con la
activacién de Glucosa-6-P (incrementa la concentracion de Glu-6-P necesaria para alcanzar
el 50% de la actividad mdxima). El Pi puede interactuar con la SPS en 3 sitios distintos,
dependiendo de la concentracién de los sustratos: en el sitio de unién de fa UDP-G, o de la
F6P, o en el sito de activacion de la G6P (Doehlert v Huber, 1983). Existe evidencia de que
a inhibicion del Pi sobre la SPS no es universal vy de que su actividad varfa dependiendo
de la especie. Crafts-Brandner y Salvucci (1989) reportaron que la inhibicion de la SPS por

Pi fue mayor en espinacas que en tabaco, trigo ¢ maiz.




El hecho de que la acumulacién de aziicares solubles v la sintesis de GAs se induzcan con
los mismos factores ambientales sugiere que la acumulacidn de GAs podria cambiar la
permeabilidad de las membranas celulares alterando la particion del carbono por cambios

en la compartamentalizacion celular del Pi.
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V. HIPQTESIS

La acumulacién de solanidina, a—solanina y a-chaconina en tubérculos
de papa bajo condiciones de estrés por calor aitera la permeabilidad de
1 L. 1 21 .1 1 1 £ .

las inembranas de las células dei endospermo, provocando aiteraciones
en la compartamentalizacidn de Pi, lo cual podria propiciar la
degradacion de almidén con la concomitante acumulacidn de aziicares en

el citoplasma celular.

V. GBJETIVOS

Determinar el efecto de fa acumulacion de la a~solanina, a~chaconina y

solanidina en el tubércule de papa bajo condiciones de estrés calérico
sobre:

a) Permeabilidad de la membrana celular

b) Actividad deshidrogenasa

¢) Concentracién de Pi

d) Concentracion de sacarosa, glucosa, fructosa y almidén
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71, METAS ESPECIFICAS

1.-Validar una metodologia para la extraccion, purificacién vy
cuantificacién de a—solanina, o—chaconina y solanidina.

2.- Seleccionar una progenie susceptible y otra tolerante a calor.

3.-Analizar el efecto de los alcaloides aplicados exdgenamente sobre el
goteo ionico y reduccién del TTC por el tejido de tubéreulo.

4 -Determinar los patrones de acumulacion en tubérculo de papa bajo

estrés por calor de los siguientes metabolitos:

a)  Glucosa
b)  Sacarosa
¢) Fructosa
d) Almidén

e)  Fosforo inorganico
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VIIL MATERIALES Y METODOS

Reactivos

Los estandares comerciales de los alcaloides o-solanina, a~chacenina, solanidina, sorbitol,
Mes-NaOH, Tris-HCI, celulasa, pectoliasa, sorbitol y EDTA fueron obtenidos de Sigma,
Chemical Company (St. Louis, Mo. USA). El resto de los reactivos empleados fueron
adquiridos localmente. Estos incluyeron: cloroformo, hidréxido de amonio, metanol
absoluto, etanol absoluto, fenol, cido sulfurico, hidréxide de amonio, hipoclorito de sodio,
n-octanol, dicromato de potasio, azul de bromofenol, sulfato sérico amoniacal, TTC (2,3,5-
triclorofenil cloruro de tetrazolio), fosfato de potasio monobasico v dibésico, voduro de
potasio, molibdato de amenio, sulfato ferroso, TCA (4cido tricloroacético), DMO (dimetil
sulféxido), cianoferruro de potasio, sulfato de zine, cloruro de calcio y cromatoplacas

(stlica gel 60, 20 x 20 cm, espesor .25 mm, Merck. Fisher)

Material hioldgico

Se usaron tubérculos de 10 clones y una progenie hibrida proveniente de semilla verdadera
de papa (TPS); los clones incluyeron DTQ-33, LT-5, LT-7, LT-8, LT-9, MF-II, TPS-7, TS-
5, TS-% TS-10 y TS9 X TPS113. Estos materiales fueron donados por el Centro
Internacional de la Papa (CIP-Perl). Ademads, se utilizo el cléon Atlantic como control
susceptible al estrés térmico. Los clones donados por el programa de Fisiologia Vegetal del
CIP representan una coleccién de germoplasma seleccionado por resistencia a calor en
condiciones de trdpico bajo, asi como para resistencia a tizon tardic (Phyrophtora

infestans). Todos ellos son materiales previamente seleccionados por caracteristicas
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agrondmicas y productividad que han sido utilizados como parentales hembras o machos

aptos en la produccion de semilla sexual de papa.

Condiciones de cultivo

Ciclo otofio/invierno 1996/1997

Este primer ciclo se realizo en las instalaciones del Institute de Capacitacién Agricola,
Forestal y Pecuaria del Estado de México (ICAMEX) en el campo experimental Ef Islote,
en el municipio de Villa Guerrero, Estado de México.

La semilla sexual se sembrd en charolas de germinacién (20 x 30 x 18cm) en medio
peatmoss mezclado con agrolita (1:1). Las charolas se mantuvieron en invernadero durante
un mes hasta que las plantulas alcanzaron una talla de 20cm aproximadamente. Durante
este tiempo se rego diariamente con solucion fertilizante Peters (11-45-15 a razédn de 4.5
g/L). El transplante se llevo a cabo el 12 de octubre, en una cama de 1 x 50m en suelo
arenoso dentro del mismo invernadero. La cama fue previamente fertilizada mezclando
40g de sulfato de amonio, 80g de superfosfato de calcio triple y 60g de cloruro de potasio
por m®. Durante ¢l cultivo se practicé control preventivo de plagas y enfermedades a base
de aplicaciones semanales de mezclas de insecticidas como Talstar, Diazinén y Lannate
con fungicidas como Flonex, Ridomil y Captam. Comunmente se usaron dos insecticidas y
dos fungicidas en cada aplicacién, siguiendo las instruccicnes del fabricante. Se cortd el
follaje a los 90 dias después del transplante v finalmente la cosecha de los tubérculos se
realizo a los 105 dias después del transplante.

Ciclo Verano/1997

Este segundo ciclo se realizé en condiciones de campo en un predio particular de la

localidad de Villa Victoria, Estado de México. Los tubérculos cosechados del ciclo anterior
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se mantuvieron a 4°C de octubre a finales de abril, entonces se sacaron de la bodega y se
colocaron bajo luz difusa a temperatura ambiente para promover el brotamiento. Este se
presenté después de 4 semanas en las condiciones indicadas y asi el material estuvo listo
para la siembra del 6 de junio. Previamente el terreno (sueio franco arenoso, profundo) se
preparé mediante barbecho v 2 pasos cruzados de rastra, seguidos de ia aplicacion de fa
primera fraccion de la dosis total de fertilizante (200-230-230), que incluy0 todo el fosforo,
50% del nitrogeno y 30% del potasio. La fertilizacion se hizo a base de sulfato de amonto,
superfosfato de calcio triple y sulfato de potasio. Enseguida se hicieron los surcos a 1m
uno de otro, se tiro la semilla a 2Z5cm una de otra y se tapo. Finalmente, se aplicé 1.5 Kg/ha
de herbicida Sencor. La segunda fraccion de fertilizante, incluyendo 25% de nitrogeno y
25% de potasio, se aplico a los 30 dias después del transpiante y la tltima, con io restante,
20 dias después. El control preventivo de plagas y enfermedades se ilevo a cabo como en
el ciclo anterior, excepto que las aplicaciones fueron un poco mas frecuentes, hasta 2 veces
por semana durante Ia parte dei ciclo més abundante en lluvia, que fue durante e} mes de
julio. Se secé el follaje aplicando el herbicida Gramoxone (2 kg/ha) y 15 dias despues se
cosecharon los tubéreulos, el 18 de octubre. En ambos ciclos, los tubéreulos destinados a la
experimentacion que se describe a continuacion fueron almacenados a 10°C, en oscuridad

y con 85% de humedad relativa.

Toma de muestras.

Una semana después del almacenamiento de los tubérculos se empezaron a tomar las
muestras semanalmente. En cada ocasion, cada muestra consistio de 3 tubércujos, cada uno
de eilos de aproximadamente 60g. Las papas fueron lavadas y desinfectadas por inmersion

en NaCiO al 1.5% durante 3min, luego se les enjuagé con agua corriente hasta la




desaparicién del olor del hipoclorito v se les secd con papel toalia. Los tubérculos
compleios (incluyendo la cascara) se cortaron en cubos pequeftos de aproximadamente 5
mim y s¢ mezciaron hasta obtener una mezcla homogénea de los tres tubérculos. Enseguida
se tomaron submuesiras de 0.5g a excepcidn de gue se indique oiro peso; cada ensayo

consistic por 1o menos de 3 repeticiones.

Experimentos con estrés por calor.

El tejido del tubércuio (0.5g) se colocod en matraces con 30ml de agua desionizada para
someter el tejido a estrés érmico durante 4h mediante Ia incubacion a 22, 30, 35, 40 o
30°C en bafio con agitacion ( Yamato, Constant temperature shaking bath, modei BT-31).

El daho por calor se evalué mediante dos diferentes técnicas. Por conductimetria (Uemura
y Yoshida, 1984) se estimo el daiio a nivel de membrana ¢elular midiendo el goteo idnico
(EC/pH CONSORT C731) a intervaios de 30min durante ias 4h del tratamiento. Ei dafio a
membrana se eXpreso como:

% de goteo iénico = (ECI-ECO) / (EC2Z-ECO) x 100

Donde, ECO es ia conductividad eléctrica del agua desionizada a pocos segundos de
agregar el tejido, ECI es la conductividad electrica de ia muestra a cada intervalo de
medicion y EC2 es la conductividad eléctrica después de que la muestra ha sido congelada
y descongelada.

El segundo método utilizado para evaluar el dafio por calor fue a nivel de la respiracion
(Le., actividad deshidrogenasa) mediante 1a prueba del TTC (2,3, 5-Triclorofenil cloruro de
tetrazolio) reportada por Hwei-Hwang et al. (1982). En este caso, submuestras de fejido de
tubérculo de 0.5g cada una se colocaron en un matraz con 3ml de agua desionizada y se

incubaron durante 4h a diferentes temperaturas. Luego del tratamiento especifico, se lavo
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el tejido dos veces con agua bidestilada v se agregaron 3ml de solucién de TTC al 0.08%
en amortiguador de fosfatos 0.5M (pH 7.4); se infiltrd al vacio durante 10min (Buchi CH-
9230} v se incubd en oscuridad durante 18h Transcurrido este tiempo se descarts la
solucion de TTC, se enjuagé el tejido dos veces con agua bidestilada, se adicionaron 3ml
de etanol al 95% v se incubd a 100°C hasta la evaporacion total del etanol. Finalmente, se
adicioné al tejido 3ml de etanol al 95%, se agité la mezcla vigorosamente y se leyo la

absorbancia (Spectronic Genesys 5, Mylton Roy) del TTC reducido a 485 nm.

Tratamiento del tefido con calcio y alcaloides

Las muestras del tejido de tubéreulo se prepararon como se describié anteriormente. La
adicion de calcio 5 mM o 50 uM de una mezcla de alcaloides en concentraciones
equimolares de a-solanina, a-chaconina y solanidina se realizé de dos formas. La primera

consisti en preincubar el tejido en CaCl, o en alcaloides durante 2h. Posteriormente, se

descarté la solucion, se enjuagé ¢l tejido v se incubd a temperaturas supradptimas en 30m]
de agua desionizada para evaluar el porcentaje de goteo i6nico o, alternativamente, se
incubd el tefido en un volumen de 3ml para la prueba del TTC. La otra forma de medir el
efecto de la adicion de calcio y alcaloides fue someter el tejido al estrés térmico en
presencia de estos compuestos, La concentracion de calcio v alcaloides fue seleccionada de
curvas de dosis-respuesta que indicaron un decremento de 40 a 50% en la actividad
reductora de TTC con 50 uM de alcaloides en Atlantic v la completa recuperacién del

tejido estresado para reducir TTC con 5 mM de CaCl, en el mismo clén.

Montaje de la técnica para la  cuantificacion de alcaloides

La caracterizacion del contenido de glicoalcaloides (GAs) es un fema recurrente y
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polémico. Las principales causas de desacuerdo en la literatura han sido probablemente los
problemas asociados con Ia metodologia. Los métodos para ¢l analisis de GAs consta de
tres paries. Coxon (1984), en su revision de metodologia los Hiama: extraccion, purificacion
y cuantificacion. El primer paso involucra extraccion de todos ios compuestos de interés, el
segundo es la separacién de los compuesios de interés vy el Gltimo determina ia
concentracion de los alcaloides de interes,

Extraccion

La literatura describe alrededor de 20 solventes diferentes usados en la exiraccion de GAs,
io cual nos da una idea de lo dificil de la extraccion sin pérdidas importantes de estos
compuestos. En el presente trabajo se evaluaron 4 téenicas diferentes: 1) ac. acético acuoso
al 5%; 2) Metanol; 3) Incubacion del tejido a 50°C durante 30min en metanol antes de ia
homogeneizacion del tejido; 4) Cloroformo: metanol: hidréxido de amonio (45: 50: 5). La
mayor recuperacion relativa de extraccion de los 3 alcaloides de interés se obtuvo
homogeneizando 5g de tejido en 50mi de metanol.

Purificacion

Los GAs fueron precipitados con hidroxido de amonio concentrade (Kuc, 1975; Fitzpatrick
et al., 1978, Friedman v Dao, 1992). La literatura no precisa el pH exacto al que los
alcaloides precipitan, los reportes se limitan a mencionar un pH mayor a 10. Por ello en el
presente trabaje se hicieron pruebas a diferentes pH (9.5, 10, 10.5, 11, 11.5 y 12). Después
de ajustar €l pH se incubd la muestra a 70°C durante 30min, se incubo a 4°C durante toda
la noche vy se centrifugo 12,500 rpm durante 1h. Ei precipitado se resuspendio en metanol
absoluto v una alicuota de esta mezcla se uso para separar {os alcaloides por cromatografia
en capa fina. Se probaron varios sistemas de solventes en diferentes proporciones, en

forma ascendente y en forma descendente también: cloroformo:metanol,

31



clorofermo:metancl:hidréxido de amonio v etilo acetato:piridina:agua. La deteccidén de los
alcaloides en las cromatoplacas se realizé con vapores de I, para la cuantificacién por azul
de bromofenoi o con sulfato sérico amoniacal para cuantificar por densitometria.
Cuantificacion

Los alcaloides se cuantificaron inicialmente por colorimetria usando la técmica de
Mackenzie y Gregory (1979), la cual usa 5m! de azul de bromofenol al 0.067%, fenol al
10% en metanol absoluto para titular todos los nitrégenos basicos, la concentracion se
determina leyendo la absorbancia de las muestras a 600 nm. Para cuantificar los alcaloides
por densitometria, se revelaron las placas con sulfato sérico amoniacal.

A continuacién se describe la téenica finalmente usada en el andlisis de ruting para la

determinacion cuantitativa de alcaloides en tejido de tubérculos de papa.

Andlisis cuantitativo de alcaloides en tubérculos de papa

Para la extraccion de los alcaloides se us6 la técnica reportada por Bushway et al. (1983) v
Fitzpatrick et al, (1978). Muestras de 10g de tejido se homogeneizaron (Polytrén
Ultraturrex) en 50ml de metanol absoluto. El extracto metandlico se centrifugs a 10,000
rpm durante 15 min; los alcaloides disueltos en el sobrenadante se concentraron a presién
reducida (Rotavapor-R Biichi, CH-9230) hasta reducir el volumen a 15ml. Se ajust6 el pH
a 11.5 con hidréxido de amonto al 30%, se incubd a 70°C durante 30 min y se mantuvo en
reposo durante toda la noche a 4°C. Enseguida se centrifugd la muestra a 12,000 pm
durante 1hy se resuspendié luego ¢l precipitado en Imi de metanol absoluto.

La separacion de w-solanina, a-chaconina v solanidina se realizé por cromatografia de
filtracion sobre gel en capa fina (silica gel 60, Merk) en placas previamente activadas a

100°C durante 1h. A diferencia de la cromatografia en capa fina convencional, en donde el
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flujo es producido principalmente por fuerzas de capilaridad, en la técnica empleada aqui
el flujo usa la fuerza de gravedad; ei liquido es transportado por un puente de papel filtro
en ambos extremos y la placa se mantiene con una inclinacion de aproximadamente 45°

(Fisher, 1980). Las muestras se corrieron en un sistema de solventes cloroformo; metanol:

hidréxido de amonio 3% (50:50:3 V/v) a 10°C durante 6h (técnica modificada de Curler y
Kuc, 1975). Esta técnica permitié una excelenie resolucién de los tres alcaloides de papa
Las placas con los aicaloides separados se revelaron con una mezcla de sulfato sérico
amoniacal (12g), 350g de hielo y 5.55mi de dcido suifurico v se incubaron a 100°C durante
5 min. Las bandas de interés se identificaron mediante estindares comerciales en cada
cromatoplaca. Los alcaloides purificados se cvantificaron por densitometria (Multimage
light cabinet, Alpha Innotech Corp.) interpolando los valores de densidad integrada a las

curvas patron de cada alcaloide por separado.

Cuantificacion de fsforo inorgdnico (Pi)

Para estos ensayos se utilizd la t€cnica del molibdato segin Tanski et al. (1985). En cada
ocasion, muestras de Sg ‘de tejido fresco de tubércuio fueron homogeneizadas (Polytron
Ultraturrax) en 10mi de agua bidestilada y filtradas a través de gasa doble; posteriormente

se lavo el residuo tres veces con agua bidestilada para Iuego agregar el agua de los lavados

!

ilirado original y finalmente se aforé a 35ml. Enseguida se centrifugé el extracto a

s

al
10,000 mpm (Jouan, MR22) durante 15min para su clarificacion. Se adiciond TCA a una
concentracion final de 10%, Ia mezcia se agité ientamente durante 15min v se centrifugé a
15,800 rpm durante 15min para lograr la remocién de proteinas. Posteriormente, Iml de
sobrenadante se mezclo con Iml de TCA 0.5 Ny imi de colorante (2g de sulfaio ferroso

disueltos en 4mi de molibdato de amonic al 16% en dcido sulfurice 10N aforando luego a
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26ml con agua desionizada) v se incubd a temperatura ambiente durante 20min para ¢l
desarrotlo del color azul. Finalmente se leyé la absorbancia a 660 nm. En cada ensayo se

usaron simultaneamente 120 nmoles de estandar PK HPQ ) para verificar la

determinacion. La cuantificacion de Pi en el extracto acuoso se determiné interpolando la
absorbancia de la muestra con una curva patrén cuya concentracién varié de 0 a 300

nmoles de P1.

Cuantificacion de aziicares y almiddn

Los azicares reductores asi como el almiddén presente en las muestras de tejido de
tubérculo se determinaron usando kits de Boehringer (Cat. No. 716260 y 207748,
respectivamente). Con esta técnica la cuantificacion individual de los azteares libres en un
extracto crudo se realiza espectrofotométricamente a partir de fa absorbancia del NADPH
liberado por la oxidacidn acoplada de los diferentes azicares. Cada muestra consistié de S g
de tejido fresco que se homogeneizaron en 20ml de agua bidestilada. Se adicionaron
0.250ml de de solucion de Carrez I (3.6g de cianoferruro de potasio se aforan con 100ml
de agua bidestilada), 0.250ml de Carrez I (7.2g de sulfato de zinc se disuelven en 100m}
de agua bidestilada) y 0.030ml de n-octanol; Iuego se ajusté el pH a 7.3 y se aford a 25mi
con agua destilada. Se cenirifugd a 7,500 rpm (Jouan, MR22) durante 10min v el
sobrenadante se utilizé para determinar la concentracidn de glucosa, sacarosa y fructosa,
mienizas que la pastilla se usé para determinar la concentracién de almidén. A cada
muestra de sobrenadante se adiciond la enzima hexccinasa (HK) en presencia de ATP a pH
7.6 para fosforilar la D-glucosa libre. Luego la glucosa 6-P formada se oxidd a gluconato
6-P con la formacion concomitante de NADPH y entonces se tomé la primera lectura (A1)

de absotbancia a 340 mm (Spectronic Genesys 5, Milton Roy). Con la adicién de la
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invertasa (8-fructosidasa} a pH 4.6 se hidrolizé la sacarosa para liberar D-glucosa y
fructosa; entonces se tomo la segunda lectura (A2). El contenido de sacarosa se calculd por
diferencia entre A2 y Al. Posteriormente se adiciono al extracto la fosfofructosa isomerasa
para convertir la fructosa en glucesa y repetir la reaccion de oxidacion de la glucosa, luego
de lo cual se tomé la tercera 1et;tura (A3), que se usO para calcular la concentracion de
fructosa total por la diferencia entre A3 y A2,

Por ltimo, para Ja determinacién de almidén en la pastilla se solubilizé éste con DMSO y
posteriormente se hidrolizé adicionando la amiloglucosidasa (AGS) en amortiguador de
citrato a pH 4.6. La D-glucosa liberada se fosforild en presencia de ATP v luego se oxidd

con la formacién simultanea de NADPH como se describid antes.

Obtencion de amiloplastos a partir de protoplastos

Para la obtencion de amiloplastos se sigui¢ la técnica descrita por Mohabir y John (1988)
con algunas maodificaciones. Tubérculos de papa recién cosechados se lavaron con
detergente y agua, posteriormente se sumergieron en 10% de 4cido clorhidrico durante
10min. Bajo condiciones estériles, los tubérenlos se enjuagaron muy bien con agua estéri
y el tejido de 3 tubérculos se corté en cubos de 7 mm aproximadamente, se mezclé el
tejido de los fres tubéreulos y se tomaron muestras de 5g. El tejido se plasmolizé en un
matraz Erlenmeyer de 100ml con 50mi de sorbitol 0.6M, con agitacidn, constante a
temperatura ambiente durante 1h. Transcurrido el tiempo de incubacién se desechd la
solucion de sorbitol y el tejido se enjuagd con agua estéril. Con la finalidad de degradar Ia
pared celular y liberar protoplastos, el tejido se resuspendié en 25ml de medio de digestidn
(Tabla 7.1) y se incubé con agitacion constante durante 24h a 8°C en oscuridad. El tejido

digerido se filtrd a través de nylon (Merck, 50 mesh) para eliminar ¢l tejido no digerido y

35



el filtrado se resuspendio en el medio de lavado (Cuadro 7.2).

Cuadro 7.1 Medio de digestion para la obtencién de protoplastos

[ Reactivos 1 Concentracion F
J Sorbitol i 05 M f
i Cloruro de caicio !FIO mM fﬁ;}
{ Cloruro de potasio 10 mM “{:
,L es-NaOH (pH 5.5) 25 mM %
' Penictlina {100u) 112 pl/25mi !
!Estreptomlcma (50 pg/mi) 200 ul/25ml —i
(Ceiulasa (Onozuca R-10) 1 mg/25ml ‘E
|

Ftoliasa | 15 ug/25ml }
i |

Cuadro 7.2 Medio de lavado de protoplastos

Reactivos Concentracién ﬁl
[Sorbitol 045 M J

Cloruro de calcio 10 mM

Cloruro de potasio 10 mM

EDTA 2 mM

Tris-HCI (pH8.0) 50 mM i

Las c€lulas libres fuercn separadas de los amiloplastos por sedimentacion diferencial; en
otras palabras, la mayor parte de los amiloplastos son recuperados manteniendo en reposo
et tgjido digerido durante 2h gracias a que éstos se depositan en el fondo formando una

pastilla compacta. En este paso se obtienen protoplastos contaminados con 10% de
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amiloplastos aproximadamente; sin embarge, se climinan ficilmente si los profoplastos se
colocan en un tubo de ensave con suficiente medio de lavado, se agita ligeramente v después
de unos segundos de reposo se toman cuidadosamente unos cuantes mililitros de ia superficie
con una pipeta pastewr. Se repite este paso varias veces hasta recuperar el mayor nfimero de
protoplastos, En forma independiente los protoplastos y amiloplasios aislados fueron
resuspendidos en un volumen minimo de medio de resuspensién (nicodenz 20%, 1 mg/ml de
SBA y DTT 5mM). Los resuliados obtenidos por esta téenica se muestran en las figuras 7.1 y

72

Fig. 7.1 Protoplastos de tubérculos de papa (40x)




Fig. 7.2 Amiloplastos tefiidos con ioduro de potasio, obtenides a partir de protoplastos (100x)

Western blot (SGT)

0.5g de tejido de tubéreulo se congeld en niirégenc liguido v se homogeneizé en 1mi de
amortiguador de extraccion el cual se prepar6 con Tris-HCl 65mM a pH 6.8, SDS 2%, -
mercaptoetansl 5%, EDTA 2mM, PMSF 1mM (Woodson, 1987). Se eliminé la SBA del
amortiguador porque dié reaccién cruzada con el anticuerpo de SGT v se adicionaron los
mnhibidores de proteasas: DTT, pepstatina v leupeptina. El homogeneizado se centrifugd a
12,000 rpm durante 13min y ¢f sobrenadante se incubé a 90°C durante Smin. La concentracién
de proteinas en el extracto crudo se determiné usando el kit Coomassie dye binding assay de

Bio-Rad, catdlogo 500-0006 y las D.Q. se derterminaron a 595 nm.
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La separacion de pepudos se realizo por el metodo eiectroforético reportado por Laemmii.
(1970); se uso un gel apilador al 3% v un gel separador en gradiente de 10 a 20%. Los
estandares de PM se obtuvieron de Sigma. La clectroforesis se corrio durante 3.5ha 25 mA
Los péptidos separados por electroforesis fueron transferidos a papel de nitroceiuiosa
Transcurrido este tiempo, {a nitrocelulosa se incubd en amortiguador bajo en sales (LSB,
cloruro de sodio 0.9 % y Tris-HCl 10mM a pH 7.5) mas leche descremada al 5% (LSBM)
durante [ h a temperatura ambiente con agitacion constante; se descartd el amortiguador y
se favo con LSB. Posteriormente, se adiciono el primer anticuerpo (Ab-SGT, 1:2000,
donado por ei Dr. Belknap, Depatamento de Agricuitura , Albany CA, USA), en LSBM en
un volumen final de 25 mli y se incub¢ a temperatura ambiente durante Zh con agitacion
constante. Se iavo y se adiciono el 2° anticuerpo (Ab o-Rabbit conjugada a peroxidasa,
Amersham, Arlington Heights, IL) en una dilucion 1:2500 en un volumen finai de 25mi en
L3B durante 1k a temperatura ambiente con agitacion constante, Transcurrido este tiempo
se ehmino el amoriiguador, se lavo v los peptidos se visualizaron por quimioluminiscencia

con €l sistema de deteccion ECL (Amersham).

Northern biot

A 100mg de tejido se adiciond mitrogenc liquido para homogencizarlo. Con una espatula se
tomo ¢l tejido pulverizado y se deposité en un microtubo e-ppendorf. Inmediatamente
después, se adiciono Imi de Tn-reagent (Gibco, cat. No. 15396-026) que incluye fenol v
tiocinato de guanidina, una sofucion mono-fase liquida. Se agité vigorosamente y se
incubd durante Smin a temperatura ambiente con agitacion fenta. Con la finalidad de

separar e} KINA se adicionaron 0.2mi de cloroformo, se agito vigorosamente durante 13s y
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se incubd duranie Smin a temperatura ambiente. Posteriormente, se centifugd a 13,000 pm

durante 10min a 4°C.

Fig. 7.3 Western blot de la Solanidin-glucosil transferasa en papelde

nitocelulosa. Las bandas se revelaron por el sistema ECL de Amersham

El hogeneizadc s¢ separd en 3 fases: acuosa, interfase y orgénica. Bl RNA permanece en la
fase acuosz, el ADN en la interfase v las proteinas precipitan en la fase orgimica. Con una
pipeta se recuperd la fase acuosa (superior) v el RNA se precipité adicionando 0.5ml de
isopropanol, se incubd durante 10min a temperaiura ambiente con agitacién lenta v se
centrifug6 a 13,000 rpm durante 10min a 4°C. Se eliminé el sobrenadante con una pipeta y el
precipitado se lavé con Iml de EtOH al 80%. Se agitd vigorosamente (vortex) v se centrifugd

a 13,000 rpm duranie Smin 2 temperatwra ambiente. Se elimind el sobrenadante



y el precipitado se disolvid en 0.1ml de SDS al 0.5% y se incubd a 60°C durante 15min. La
concentracion de RNA se determind leyendo las D.O. a 260 am (Chomesynski y Sacch,
1987). Los RNAs se separaron por electroforesis en geles de agarosa al 1%, los cuales se
prepararon de la siguiente manera: a 40ml! de amortiguador TBE (54g Tris, 27.5g ac.
Boérico, 20m! de EDTA0.5M y sé afora a 5L con agua bidestilada) se adicionaron 0.48g de
agarosa. La mezcla se llevo hasta ebullicién en un horne de microondas durante 260s. Se
dejé enfriar v se adicionaron 5ul de bromuro de etidio (ETBR, 10mg/Imi, Sigma, No. de
cat. E-8751) Una vez gelificade el gel se cargd la muestra disuelta en el amortiguador de
carga (Spl de muestra, 1yl de amoriiguador de corrida, 3.5u0 de formaldehide v 104l de
formamida). El gel se corrid a voltage constante (5V/cm durante 3h) en el amortiguador de
corrida (26.67 ml de acetato de sodio 3 M a pH 5.4; 41.2g de MOPS; 20ml de EDTA 0.5M
y 43ml de NaCH 2N). Para la transferencia de RNA, el gel se lavé con DEPC 0.1% (0.1 m!
dietil pirocarbonato en 100ml de agua); posteriormente, el gel se incubd en NaOH Q.05N
durante 20min y finalmente se lavd con DEPC al 0.1%. Se elimin6é completamente este
titimo, se adicioné SSC (701.2g de NaCl y 352.8g de citrato de sodio se afora a 4L con
agua bidestilada} tratado con DEPC vy se incubd con agitacion lenta durante 45min. La
transferencia de RNA se hizo sobre una membrana de nylon y como amortiguador de
corrida se us6é SSC 10x (701.2g de NaCl y 352.8g de citrato de sodio se afora a 4L con

agua bidestilada) tratado con DEPC. Ei ¢cDNA de la SGT fue donade por ¢! Dr. Belknap.
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VIII. RESULTADOS

Seleccidn de clones

T ~
-5 LT-7,

pt
t-r!

Se evaiub la tolerancia al calor en los tubérculos de papa de 10 clones: DTO-33,
LT-8, LT-9, MF-1I, TPS-7, TS-5, TS-9, TS-10, la progenie TS9 X TPS113 v Atlantic, que se
utilizd como un contrel susceptible al estrés térmico. Esta evaluacién se hizo mediante la
técnica del goteo idnico, la cual permite determinar alteraciones en la permeabilidad de la
membrana celular a traves de la medicion de la liberacitén de electrolitos celulares al medio de
incubacion, como cambio en la conductividad eléctrica de dicho medio.

El tejido del tubéreulo se incubd a 22, 30, 35, 40 v 50°C durante 4h vy las lecturas se tomaron a
intervalos de 30 min. El andlisis del porcentaje de goteo idnico del tejido permitié encontrar
diferencias en la permeabilidad de las membranas celulares en los diferentes clones
analizados. Los resultados mostraron (Fig. 8.1) que a 22°C durante 150 min de incubacion el
goteo i6nico del tejido de tubérculo varié de 19 a 40%; entre los diferentes clones el que
mostré menos dafio a temperatura ambiente fue TPS-7.

La permeabilidad de la membrana se incrementé bajo estrés por calor, pero los clones
mostraron diferencias significativas entre s para el incremento de la permeabilidad de la
membrana cuando ¢l tejido fue expuesto a temperaturas supradptimas (35°C). Se detectd una
progenie tan susceptible como TS89 X TPS113, que alcanzd més det 90% en el goteo idnico,

asi como un cldn fan tolerante como DTO-33, en el cual el maxime dafic detectado fue del
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30%. El porcentaje de goteo 16nico registrado en el resto de los clones estuvo entre estos dos
valores.

Hs imporiante destacar que no se enconiré una relacién sencilla emre los clones que
manifestaron mayor estabilidad en‘permeabi}idad de membrana a temperatura ambiente y los
clones que mostraron menos goteo 16nico bajo estrés por calor. Por ejemplo, Atlantic (Atl) es
uno de los clones mas estables en permeabilidad de membrana a temperatura ambiente; sin
embargo, a 35°C esta entre los clones que mas dafio sufrieron. En cambio, LT-9 y LT-7 fueron

los clones mas dafiados a temperatura ambiente, pero no presentaron un goteo idnico muy

elevado a 35°C (Fig. 8.1)
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Fig, 8.1 Seleccion de clones mediante goteo idnico en tejido de tubéreculo. El tejido se
incub¢ durante 150 min a las temperaturas indicadas. Diferencia minima significativa:
p<0.1



Para el presente trabajo se seleccioné DTO-33 como el ¢lén resistente, Atlantic como
susceptible, por ser un ¢lon de importancia industrial en el pais v LT-7 por presentar una
respuesta intermedia al estrés térmico. De este modo, los experimentos incluyen clones
contrastantes en estabilidad de perineabﬂidad de membranas celwares, lo cual permitié, como

se vera despues, determinar la ocurrencia de una interaccién con los alcaloides adicionados

exogenamente.

Efecto de la temperatura sobre la permeabilidad de la membrana celular

Una vez seleccionados los clones contrastantes en susceptibihidad al calor se prosiguié a
realizar el andlisis detallado del efecto de la temperatura sobre la permeabilidad de la
membrana. El tejido de tubéreulo de DTQ-33, LT-7 y Atlantic se incubd a diferentes
temperaturas y s¢ evaluaren los cambios de permeabilidad de membrana por goteo iénico. En
el tejido de DTO-33, el goteo 16nico al tiempo cero fue del 10%; en cambio, para Atlantic v
LT1-7 fue del 20%. El dafio en permeabilidad de membrana en el tejido de los ires clones
aumenté con el incremento en la temperatura. A todas las temperaturas evaluadas,
invariablemente la variedad mas tolerante al calor fue DTO-33 y la mas susceptible fue
Atlantic, que mostro el maximo goteo idnico. El tiempo en que la permeabilidad de Ia
membrana permanecid estable o sin aumento significativo en el goteo idnico a las diferentes
temperaturas varid en los tres clones. En Atlantic, 1a estabilidad de la membrana se mantuvo
constante solamente a 22°C, LT-7 fue termoestable a 22 v 30°C; en cambio, DTC-33 no
mostro dafios significativos a 22, 30 o 35°C, y sélo a 40°C sufri¢ un dafio severo después de
90 min de incubacién. La incubacién del tejido a 50°C fue letal para los tres clones; sin

embargo, en los primeros 30 min el tejido de DT(O-33 present¢ 40% de
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Fig. 8.2 Goteo ibnico bajo estrés por calor a diferentes intervalos de tiempo. El tejido se

incub6 durante 4h a las temperaturas indicadas, el goteo 16nico se defermind a intervalos de

30min por conductimetria.
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goteo i6nico solamente, a diferencia de LT-7, en cuyo caso el goteo idnico alcanzd el 60%

mientras que para Atlantic el dafic fue del 90% (Fig. 8.2).

El porcentaje de goteo idnico en tejido de tubérculo de los tres clones durante 4h de
incubacion a diferentes temperaturas mostrd un comportamiento interesante. Atlantic y LT-7
mostraron yn goteo 10nico similar y mayor alteracion en la permeabilidad de membranas
conforme se incrementd la temperatura. En cambio, DTO-33 fue consistentemente mas
tolerante bajo las mismas condiciones, a excepeién de 50°C, temperatura a la cual los tres
clones manifestaron un dafic de la misma magnitud. Las diferencias mas significativas entre
clones se presentaron a 35°C: DT(O-33 mostré menos del 30% de goteo idnico, mientras que

en LT-7 y Atlantic este rebasé el 70% (Fig. 8.3).
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Fig 8.3 Efecto de la temperatura sobre permeabilidad de membrana en el tejido
de Adantic (ATL), LT-7 y DTO-33. El tejido del tubéreulo se incubd durante 4h

a las temperaturas indicadas.
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Respiracion bajo estrés térmico

La respiracion es el factor limitante para el desarrollo normal de la planta de papa v del
tubérculo bajo estrés térmico (Sarquis et al, 1996), por lo que se decidi¢ analizar este
fenémeno. En la pueba del TTC, las deshidrogenasas presentes en la céiuia uiilizan como
aceptor de elecirones al clorurc-2,3,5-trifenilo de tetrazolio gue compile con el oxigenc
(aceptor final de electrones en la respiracién) por los electrones. El tejido de Atlantic, LT-7 v
DTO-33 durante 4h de mcubacion a 22°C mostré un poder reductor del 100%, pero a medida
que se incrementS 1a temperatura, la capacidad del tejido de reducir TTC disminuyd, en otras
palabras el tejido respir0 menos. Como se esperaba, los clones manifestaron diferente
sensibilidad a la temperatura en este aspecto. Sorpresivamente Atlantic, que es el ¢lon mas
susceptible como lo mostro el grado maximo de goteo i6nico sufrido luego del estrés wrmico,

mantuvo un nivel de reduccion de TTC similar a DTO-33. En cambio LT-7 fue el cultivar mas
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Fig. 8.4 Efecto de la temperatura sobre la respiracion. El tejido de tubérculo se incub6 durante

4h 2 las temperaturas indicadas antes de medir la actividad reductora.
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dafiado a nivel de la respiracidn. A 40°C los tres clones perdieron la capacidad reductora de
TTC casi totalmente (Fig. 8.4). Como en el caso del goteo iénico, Iz maxima diferencia en la
capacidad reductora de TTC entre clones se observé a 35°C.

Para poder comparar con mayor facilidad los datos de goteo idnico v reduccidn de TTC
obtenidos, se transformaron los resultados de porcentaje de la actividad deshidrogenasa a
porcentaje de inhibicion de dicha actividad, de tal manera que el incremento en goteo 10nico ¢
inhibicion de la actividad deshidrogenasa se pudieran expresar comeo porcentaje de dafio al
tejido por el estrés térmico (4h de incubacion a diferentes temperaturas). Los resultados
mostraron que en Atlantic, el porcentaje de dafio sobre permeabilidad de membrana fue més
severc que sobre la actividad deshidrogenasa a todas las temperaturas probadas, a excepeidn
de 40°C, temperatura a la cual se presenté un dafio de la misma magnitud. En LT-7 el tejido
sufrio el misme dafio a ambos niveles en todas las temperaturas, a excepcién 22°C,
temperatura a la cual no mostrd dafio sobre Ia actividad deshidrogenasa. En cambio, en DTO-
33, aunque sigue siendo el clon mas tolerante al estrés térmico, la actividad deshidrogenasa se
vié mas afectada respecto a la permeabilidad de membrana a 35 y 40°C (Cuadro 8.1). En
general, se observé como previamente se han reportado (Ewing, 1981), que la permeabilidad

de membrana vy la respiracién son muy susceptibles a temperaturas supradtimas.
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Cuadro 8.1. Porcentaje de dafio en permeabilidad de membrana y respiracién a
temperafuras supradptimas. Bl tejido se incubd durante 4h a las temperaturas
indicadas. Porcentaie de dafic sobre permeabilidad de membrana (M), porcentaje
de inhibicién de la actividad reductora de TTC (DH).

PORCENTAIJE DE DANO

| J
. |
[ 22°C 30°C i 35°C 1 40C |
| Ay 25.1 48.8 i 88.5 i 91.0 7’
Apy 0. 25 T 46 92 i
L 36.4 40.7 | 75.8 §8.7 ]!
Lon 0 437 79.9 95 E
Dy 224 | 256 343 62.6

Dpy 0.4 i 15.2 52.2 5 93.1 J}

Efecto del calcio sobre lu permeabilidad de la membrana

Dado que hay indicios de un efecto protector del calcic sobre la membrana celular en
condiciones de calor (Tawfik et al., 1996) se adicioné calcio al medio de incubacidn como un
protector de la membrana. El objetivo de este tratamiento fue tratar de eliminar las diferencias
manifestadas por efecto de la temperatura sobre 1a permeabilidad de la membrana en los tres
ciones y asi poder analizar en forma independiente ¢l efecio del calor sobre 1a respiracion. Se
presentaron probiemas para medir goteo ionico en presencia del calcic en el conductimetro,

pues a medida que se incrementaba la temperatura se hacian més negativos lo valores, Io que
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sugeria que la célula estaba transportando el calcic a citoplasma, enmascarando el goteo
i6mico. Por este motivo se incubS el tejide en calcio durante 2h a temperatura ambiente;
transcurndo este tiempo se descartd el calcio, se lavé muy bien el tejide v posteriormente se
incub¢ a diferentes temperaturas durante 4h. La preincubacién del tejido con calcio 5 mM
{previc analisis de curvas de dosis-respuesta) redujo significativamente ¢! goteo iénico er los
tres clones a 30 y 35°C, pero no a 40°C; este efecto benéfico fue consistentemente més grande
en las membranas del tejido mas dafiado, como puede observarse en Atlantic. Lo interesante

de este experimenio es que se lograron eliminar las diferencias de susceptibilidad de
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membrana entre clones (Fig. 8.5).

Fig 85 Efecto del Calcio sobre permeabilidad de membrana. El tjide se incubd en una
solucion de calcio durante 2h a temperatura ambijente, posteriormente se descarté el calcio y el

tejido se incubd durante 4h a las temperaturas indicadas.
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LEfecto del calcio sobre la respiracion

El analisis del efecto de la adicién de calcie sobre 1a reduccién de TCC en tejido de tubéreulo
de los tres clones no fue sencillo. El tejido del tubéreulo se incubd con CaCl, desde 0.1 hasta
10 mM en un volumen final de 3m! durante 4h 2 22°C v se midid e porcentaje de reduccion de
TCC. Fue interesanie la respuesta de los tres ciones a las diferentes concentraciones de calcio,
pues cada uno de ellos respondid diferente. En el tejido de Atlantic, a 22 v 30°C el calcio en
lugar de proteger, dafié al tejido; sin embargo, a mayores temperaturas (35 y 40°C) s protegié
al tejido aun en concentraciones tan bajas come 1 mM, incluso se observé una recuperacion
del 100% a 35°C con una concentra;cién de 5 mM; no asi a 40°C, temperatura a la cual el tejido
tratado solo alcanzé un 70% de actividad de reduecion del TCC del control.

El efecto protector del calcio en LT7 no fue tan claro como en Atlantic. Las diferentes
concentraciones de calcio probadas fueron incapaces de recuperar la actividad deshidrogenasa
al nivel previo al estrés térmico. A temperatura ambiente, 1 mM de calcio fue suficiente para
que se presentara un decremento en la reduccién de TCC del 50%; por arriba de esta
concentracion no se presentaron cambios significativos en la actividad reductora de TTC. En
cambio, en DTO-33, a medida que se aumentd 1a concentracion de calcio en el medio de
incubacion a 22 y 30°C, disminuy6 la capacidad de reduccién de TTC. A 35°C con 1 mM de
calcio se recuper¢ el tejido, pero 2 medida que se increments la concentracién nuevamente
descendio la actividad. Sin embargo, a 40°C el incremento en la concentracion de calcio en el
medio resulté en una tendencia a recuperar la capacidad de reduccién de TTC por el tejide

(Fig. 8.6).
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Fig. 8.6 Curvas de dosis-respuesta para el efecto del calcio sobre la respiracién. Bl

tejido se incubs en calcio durante 4h a las temperaturas indicadas.



La presencia de calcio 5 mM en el medio tuvo un efecto dafiino en los tres clones cuando se
incubaron durante 4h a temperatura ambiente. No se present6 un efecic importante en el resto
del gradiente térmico, a excepcion de Atlantic, que manifestd una notable recuperacion de ia
reduccion de TTC a 35°C y en menor grado a 40°C, En DTO-33 se presenid una leve

recuperacion por calcio a 40°C (Fig. 8.7).
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Fig. 8.7 Efecto del calcio sobre la respiracién en tejido de tubéreulo. El tejido se incubé con
calcio 5 mM durante 4h a las temperaturas indicadas antes de medir actividad reductora de
TTC.

Efecto de los alcaloides sobre la respivacion
En ia Fig. 8.8 se muestran las curvas de dosis-respuesta de la adicién de la mezcla de los tres

alcaloides en conceniraciones equimolares durante 4h de incubacion a temperatura antbiente.
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En general, la adicién de alcaloides inhibid mas severamente la reduccién de TTC en el tejido
de Atlantic que en el de DTO-33 o el de LT-7. Una concentracién 10 uM de alcaloides fue
suficiente para alterar el metabolismo del tejido de Atlantic v a 50 uM de alcaloides este clén
disminuyé su capacidad reductora’de TTC en un 50%, mientras que en LT-7 v DTO-33 la
reduccion de TTC bajo las mismas condiciones fue de 86 y 73.5%, respeciivamente. A
mayores concentraciones el efecto de los alcaloides no cambi6 significativamente, a excepcion
de cuando el tejido de LT-7 se incubd a 250 uM, caso en el que se presentd una actividad

reductora de TTC del 30% respecto al control.

100

ST [-—%—“ATL i

80 e LT-7
i

i Ch =}
)

S
<«

S T N

Redueeson de TTC (%)
i
[an R o)

+
|
20 ¢
10
! 0 ! ‘ : f ; |
( 0 10 50 100 150 200 250
i Alcaloides (M)
|

Fig. 8.8 Curva de dosis-respuesta para el efecto de los alcaloides sobre la respiracién. El tejido
de tubéreulo se incubd durante 4h 2 temperatura ambiente en una mezcla equimolar de

solanina, chaconina y solanidina a las concentraciones indicadas.
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El efecto de la adicién de alcaloides en el medio de incubacién del tejido fue estable. Desde
las primeras dos horas de incubacidn del tejido con los alcaloides se alcanzé el maxime efecto

y este permanecio constante durante las 8h que duré el experimento (Cuadro 8.2).

Cuaaro 8.2 Efecto de la adicion de alcaloides sobre Ia respiracion en tejido de tubérculo de

Aglantic a diferentes intervalos de tiempo.

5 Porcentaje de la actividad deshidrogenasa }
Concentracion N 2h 1 4h 6h 8h
0 uM 100+ 4.5 1 98 +40 100+ 15 100 +5.5
Alk 10 uM 65+ 5.0 § 53+40 58+2.3 63+ 1.0
Alk 50 uM i 66.6+3.6 [L 65+ 1.8 [ 33192 | 60138
!

L

Efecto de la adicion de alcaloides en tejido de tubéreulo sujeto a estrés por calor

La capacidad de reduccion de TTC se mantuvo al 100% después de que el tejido se incubd
durante 4h a temperatura ambiente (22°C). Al igual que en los resultados anteriormente
descritos, el incremento en la temperatura disminuyé la capacidad reductora del tejido. El clén
mas dafiado fue L.T-7. La incubacidn de Atlantic y DTC-33 en mezcla de alcaloides 50 1M a
temperatura ambiente durante 4h resultd en una actividad reductora del 58 y 80%,
respectivamente, La reduccidn de TTC en LT-7 no se alterd bajo las mismas condiciones. En

el caso de Atlantic y DT0-33 1a presencia de alcaloides en el medio de incubacién provocé un
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dafio adicional al tejido al provocado por el estrés térmico (30 v 35°C); sin embargo, la adicion

de alcaloides al medio de incubacién no causé cambios significativos en el caso de LT-7 (8.9),

Reduccion de TTC (%)

|
J{ Temperatura (°C)

Fig. 8.9 Efecto de los alcaloides sobre la respiracién en tejido incubado a temperaturas
supradptimas, El tejido de tubéreulo se incubd durante 4h a las temperaturas indicadas en una

mezcla equimolar de solanidina, solanina y chaconina a una concentracion final de 50 uM.

Efecto de la adicidn de calcio y alcaloides sobre la permeabilidad de la membrana

Al utilizar tubérculos frescos de los tres clones de una nueva cosecha se obtuvieron resuitados
un tante diferentes a los observados anteriormente. Por ejemplo, el goteo iénico en tejido
incubado a temperatura ambiente y bajo estrés térmico fue mayor en DTQ-33, indicando ser ¢l
clon mas susceptible, contrario a los resultados anteriormente descritos. Por ofra parte, la
adicion de calcic al medio de incubacion consistentemente disminuyé el goteo idnico del
tejido en todos los casos, pero su efecto benéfico fue mayor en el tejido mas dafiade, de tal
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forma que el tejido incubado a temperatura supradptima mostré la mayor recuperacion en la
permeabilidad de membrana en presencia de calcio. Sin embargo, la proteccidn por calcio bajo
estrés térmico no fue del 100%, pues el porcentaje de goteo i6nico no llegd a los niveles
iniciales (temperatura ambiente), e)‘:cepto en ei case de DTO-33. La adicién de alcaloides no
tuvo efecto significativo sobre el goteo iénico. Sorpresivamente se observé una tendencia a
disminuirlo sobre todo en las membranas mas dafiadas como es el caso del tejido incubado a
temperatura supraoptima; de tal forma que la adicidn simultinea de calcic y alcaloides

protegié mejor la permeabilidad de membrana que en forma independiente (Cuadro 8.3).

Cuadro 8.3 Efecto de la adicién de calcio y alcaloides sobre permesbilidad de membrana en
tejido de tubérculo de papa almacepados por un mes. El tejido se preincubé en presencia de

calcio (Ca) o de alcaloides (Alk) durante 2h, posteriormente se lavé vy se incubd a 22 o a 35°C

durante 4h.

Porcentaje de goteo ionico 1

22°C 35°C

L Atlantic  [LT-7 DTO-33  |Atlantic |LT-7 DTO-33
Control  |6.8+03 [56+07 [183+0.1 169.7+06 sz +4.7 175.0+3.1
Ca Ti5.2¢0.1 44+0.1 ‘9.oio.4 2561023 [8.4;!-_0.4 13.8+3.7 ‘
[AIk 66+0.1 [56+03 [13.8+4.0 [636+03 |33.1+43 |584+32 ][
Ca+Alk |57+08 |39+06 754108 |23.1+44 |81 +0.1 [8.8+0.3 [
|Ca-C -1.6 1-12 1-9.3 - 441 -337 J-61.2 }
de-c -0.2 i }-4.5 -6.1 -9.0 ‘-16.6 i




Efecto de la adicién de calcio y alcalowdes sobre la respiracion

El incremento en la inhibicién de la actividad deshidrogenasa en el tejido fiesco de ios tres
clones incubade a temperatura elevada fue del mismo orden de magnitud. El calcio inhibi6 la
actividad deshidrogenasa a temperétm'a ambiente, pero protegié al tejido estresado. La adicion
de alcaloides a temperatura ambiente inhibit la actividad deshidrogenasa en Atlantic y LT-7
pero no en DTO-33. La adicion de alcaloides a 35°C no afectd significativamente la actividad
deshidrogenasa en Atlantic y DTO-33; pero en LT-7 recuperd dicha actividad, Juntos, calcio y
alcaloides, a temperatura ambiente dafiaron mas la actividad deshidrogensa que en forma
independiente. En el tejido estresado los alcaloides modificaron la capacidad protectora del

calcto (Cuadro 8.4).

Goteo idnico en tefido almacenado por diferentes periodos de tiempo

La falta de reproducibilidad de la respuesta del tejido 2 la adicidn de calcio y alcaloides nos
condujo 2 hacer un analisis de goteo idnico en el tejido de los tubéreulos que fueron
almacenados durante diferentes perfodos, para ver si el tiempe de almacenamiento influve
sobre Ia respuesta del tejido a mivel de membrana al calcio o 2 la adicién exégena de
alcaloides. Como el estrés térmico acelera el envejecimiento del tejido y el tiempo de
almacenamiento hace o mismo, es posible encontrar diferencias en Ia respuesta a la adicion de
calcio o alcaloides en el tejido de diferentss edades.

Tubérculos de uno, siste y nueve meses de almacenamiento se incubaron durante 2h con
calcio, alcaloides o ambos a 22°C, después de este periodo se eliminaron el calcio v los

alcaloides, se lavo ¢! tejido y se incubd durante 4h a 22°C 0 a 35°C.

W
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Cuadre 8.4 Efecto de la adicion de calcio y alcaloides sobre la respiracion en tubérculos de
papa ajmacenados por un mes. El tejido se preincubd en presencia de calcio (Ca) o de

alcaloides {Alk) durante 2h, posteriormente se lavo y se incubé a 22 o a 35°C durante 4h.

|

Porcentaje de inhibicién de la actividad deshidrogenasa <

22°C T 35°C
I

Atlantic TT 7 JDTO—33 [Aﬂantic LLT-’? DTO-33

o T T

0+0.2 0+05 0+ 1.0 (54.7i2.o 161.1+20 |50+40 |

224402 1422430 |185+1.0 [263+80 [436+20 [348+20
]

ol
DR R N I

Alk 246+3.0 [175-04 |0+50 528+1.0 |132+40 |52.8+3.0 ]
|

Ca+Alk 446164 [463+05 151+20 [329+50 [345+02 |30+20

l_

Ca-C  [-214 +41.2 +17.5 -28.4 -175 -152

| | 1

}Aik-c i+23.4 Jir 16.5 } E 1.9 -479 [2_8

Los resultados indicaron que el goteo idnico varid segim el tiempo de almacenamiento del
tejido. El fejido de los tubéreulos més jovenes mostr6 los niveles més bajos de goteo idnico. Ei
estrés érmico incremento este goteo, pero el tejido joven lo resistié mejor independientemente
del genotipo. La adicién de calcio 5 mM redujo los niveles de goteo en todos los casos; sin
embarge, el porcentaje de recuperacion fue proporcional al dafio de la membrana, annque su
eficiencia disminuy¢ en el tejido que alcanzé niveles de goteo idnico cercanos al 100%.

El efecto de la adicién de alcaloides sobre la permeabilidad de membrana a teinperatura

ambiente no dependié del genotipo, sino mas bien de 1a estabilidad de la membrana, de tal
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forma que la adicion de alcaloides al tejido que mostré goteo iénico elevado {tejide mds viejo)
incrementé aun més el goteo idnico. En tejido que mostré goteo idnico limitado, es decir
tejido joven, la adicion de alcaloides resulté en una tendencia a disminuir el goteo iénico. En
cambic, cuando ¢l tejido se incub6 a 35°C, la adicion de alcaloides no afectd
significativamente ¢l goteo idnico, aunque se observé una tendencia de este a disminuir en ese
caso. A temperatura ambiente, la presencia de calcio atenud el efecto dafiino de los alcaloides,
El goteo ionico del tejido incubado simuitaneamente con calcio y alcaloides fue superior al del
tejido incubado solamente con calcio, lo que indica que el efecto benéfico del calcio no
contrarresto totalmente el efecto dafiine de los alcaloides. Sorpresivamente, la incubacion del
tejido a temperaturas supradptimas con calcio y alcaloides resulté en un goteo idnico inferior
al del iejido incubado solamente con calcio, lo cual indicaria que los alcaloides contribuyen a
disminuir el goteo idnico. Es importante notar que el calcio v los alcaloides se unen 2 la
membrana de forma estable, tanto que la eliminacién del caleio v los alcaloides, y el posterior

lavade del tejido, no son suficientes para eliminar su efecto (Cuadro 8.5).
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Cuadro 8.5 Permeabilidad de membrana en tubérculos almacenado durante diferentes perfodos
de tiempo. El tejido de tubérculos almacenados por |, 7 0 9 meses se incubd durante 2h con

calcio o alcaleides a 22°C, posieriormente se incubo durante 4h a 22 ¢ 35°C,

Porcentaje de goteo idnico (22°C)

| |

r |

t ATLANTIC ' LT-7 r DTO-33 %

} : f

IMeses 1 7 1 9i 1 L 7 T 9 } N 9 ’|
i i |

[c 6.8 382 ’ 12 j 56 | 53 ' 356 } 183 1 555 | 363 |

| ! | | |

Ca ] 5.2J §3 | 36 } 14 | 155 (161 1 9 | 236 31.87!
{ | |

Alk 66 | 678 | 108 | 5.6 72 1 524 | 13.8 | 566 | 409

l
Ca+Alk 57 | 232 | 935 | 39 | 399 1 24.3 7.5 l 319 | 352
]

Ca-C -1.6 | -30.1 | -84 | -12 [-375-195, -93 | -319 | -55
Ak-C | -02 |+296] -12 | — | +19 |7168| 45 | +11 | =0
| | |
‘ Porcentzje de goteo idnico (35°C) j
ATLANTIC { LT-7 DTO-33
Meses 1 7 I 9 [ i ’ 7 9 I 7 ( 9
C 69.7 ( 96.5 | 67.8 ; 421 | 924 [ 919 | 75 | 986 | 94.1 ;
.LCa 256 | 805 | 454 | 84 | 891 82.21 13.8 | 8§72 79.9J
Alk 63.6 94_€Jl 70.1 | 331 | 965 | 100 | 584 | 917 | 902 !

D
w
!

)
33 [-97 |-612 (.14

|
[
i
[\

-441 -850 [-224 }-33.7

1
|
|
|

+4.1

L

Cat+Alk 1 231 | 776 | 502 81 | 816 | 100 38 | 947
i

|
|
+81 [-166 J-6.9 1-3.9

-61 |-19 P+2_3 J-9‘0
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Concentracion de alcaloides enddgenos

La Fig. 8.10 muestra la concentracién de alcaloides individuales extraidos del tejido de
tubéreulo. La concentracion de alcaloides end6genos totales a temperatura ambiente fue del
mismo orden de magnitud en los tubéreulos de papa de los tres clones analizados. Sin
embargo, la concentracién de alcaloides cambié con el tiempo de almacenamiento; por
ejemplo, en ¢l tejido de Atlantic y DTC-33 la concentracién disminuyé con el tiempo de
almacenamiento, los niveles de alcaloides en estos dos clones fueron muy similares. En
cambio, en LT-7 no se observé un patrén claro, pero a temperatura ambiente fue el clén que
presents la concentracién maés alta de alcaloides totales. Bajo estrés por calor, la concentraciéon
de alcaloides totales en DTO-33 disminuy¢ consistentemente pero en LT-7 y Atlantic no se
observé un patrén claro,

La concentracién de alcaloides totales no refleja el potencial toxice que pueden tener éstos
sobre las membranas (Roddick y Rijnenberg, 1986; Blankemeyer et al, 1992). La a-chaconina
es el alcaloide potencialmente més efectivo en la destruccién de la membrana, pero combinada
con la e-solanina, ambos pueden actuar sinérgicamente. Si en tugar de ver las concentraciones
absolutas de los alcaloides individuales las expresamos en términos del potencial téxico que
pueden representar las concentraciones relativas de ellos, entonces podemos observar los
siguientes resultados: en Atlantic y DTO-33 la chaconina disminuyé con el tiempo de
aimacenamiento; en cambio en LT-7 se increment6. De tal forma que puede concluirse que en

Adlantic y DTO-33 disminuyo la toxicidad de los alcaloides con el tiempo de
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Fig. 8.10 Concentracion enddgena de alealoides. El tejido de tubérculo de diferentes meses de
almacenamiento se incubé durante 4h a temperatura ambiente o 35°C (HS). Posteriormente se
realizé la extraccion, purificacion y cuantificacion de los alcaloides del tejido.
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almacenamiento, pero dicha toxicidad se incrementé en LT-7. Cuando el tejido de los
tubéreulos de los tres clones se incubaron a temperaturas supradptimas se pudo observar que el
estrés {érmico incrementd el potencial téxico de los alcaloides en el tejido de Atlantic, en LT-7
no cambié v en DTC-33 disminﬁyé_ Es importante resaltar los cambios ocurridos en la
concentracién de solanidina en los diferentes clones: ésta mostré tendencia a disminuir con el

tiempo de almacenamiento y bajo estrés térmico.

Fésforo inorgdnico

El analisis de los niveles de fosforo inorganico (Pi) en el tejido de los tres clones mostré que la
concentracién fue diferente entre ellos. En el primer mes de almacenamienic y su posterior
incubacion a 22°C durante 4h, el tejido de Atlantic fue el que presentd la concentracion mds
baja, mientras que el nivel mas alto se presentd en DTO-33. Estas concentraciones se
modificaron en ¢l franscurso del tiempo. La concentracién de Pi se incrementé en Atlantic y
DTO-33, mientras que en LT-7 la concentracion permanecié constante hasta los 10 meses de
almacenamientc que duré el experimento. La incubacién del tejido durante 4k a 35°C
incremento ligeramente los niveles de Pi; este incremento se observé en los tres clones, pero el
porcentaje del incremento dependié del genotipo v del tiempo de almacenamiento.

La incubacién del tejido a 35°C incremento més los niveles de Pi en los tejidos més jGvenes (1
mes de almacenamiento) independientemente del clon que se tratara. Sin embargo, LT-7 fue el
clén que mayor porcentaje de aumento presenté en Pi en respuesta al estrés térmico (49%)

(Fig. 8.11).
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Fig. 8.11 Congentracidn endégena de Pi. El tejide de tubéreulos almacenades por diferentes
periodos de tiempo se incubd durante 4h a las temperaturas indicadas para posteriormente

realizar la extraccion de Pi del tejido.

65



Efecto del estrés térmico sobre la concentracion de azicares y aimidén

Los resultados anteriormente descritos sugieren que efectivamente los alcaloides alteran la
permeabilidad de las membranas celulares, por lo cual se procedid a determinar la
concentracion de los principales carbohidratos del tubéreulo de 1a papa para ver si los cambios
en la permeabiiidad de la membrana afectaban su concentracién. El tejido de tubéreulo de
Adtlantic estresado durante 4h a 35°C no mostré cambios en la concentracién de almiddn, a
temperatura ambiente se registraron 67g/100g de tejido fresco v bajo estrés se detectd la
misma cantidad. La concentracion total de aziicares libres disminuyé ligeramente en el tejido

incubado a 35°C durante 4h, pero el tinice azucar que cambid fue la glucosa (Cuadro 8.6.)

Cuadro 8.6 Concentracion de azucares libres y almidon. El tejido del tubérculo se incubé
durante 4h a las temperaturas indicadas antes de hacer la extraccién de aztcares y almidén.
Atlantic (Atl)

g/100g de tejido
Glucosa Sacarosa Fructosa total z Almidoén
At (22°C) 10296+0.01 0.137+0.04 | 00770003 | 0510 67
At (35°C) 10.235+0.01 | 0.154+ 001 | 0.074 +6.01 $.463 67

Diversas observaciones han mostrado que diferentes formas de estrés inducen cambios en la

concentracién de carbohidratos (Sowokinos, 1990). Una posible interpretacién de l1a falta de
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correlacion de nuestros resultados podria ser que no se di¢ el tiempo necesario de esirés al
tejido para que se pudieran detectar cambios importantes en la concentracion de carbohidratos,
Por tal motivo se decidid incubar el tejido por periodos mas largos. Cuando el tejido se incubd
durante 24h a temperatura ambiente o a 35°C, se logra observar cambios significativos.

La concentracidn de almiddn fue diferente en los tres clones, Atlantic twuvo los niveles mas
altos y DTO-33 los mas bajos. Bajo estrés térmico, el almidén disminuyé notablemente
independientemente del clon que se tratara; sin embargo, LT-7 fue ef clén que presentd mayor
porcentaje en la disminucion de almiddn.

La concentracidn de glucosa, sacarcsa v fructosa también fue diferente entre clones, la
sumatoria de la concentracion de estos tres azticares fue mayor en Atlantic v la més baja se
detecto en LT-7. La incubacion del tejido a 35°C durante 24h modificé la concentracion de
azacares libres: en Atlantic y DTO-33 bajé la concentracion mientras que en LT-7 se
incrementd ligeramente. En cuanto a la concentracién de alcaloides totales, DTO-33 fue el
clon que presentd la concentracién més alta a temperatura ambiente v Atlantic Ta mas baja,
bajo las mismas condiciones. El estrés térmico modificé estos niveles en los tres clones.
Invariablemente los alcaloides disminuyeron; esta disminucion se reflgjé no sclamente en la
concentracion total de los alcaloides, sino también en los alcaloides individuales. Tanto la
solanina, como la chaconina y la solanidina disminuyeron con el estrés térmico en la misma
proporcion. Es importante hacer notar gue las concentraciones de aimidén y alcaloides

correlacionaron negativamente entre si (Fig, 8.12).
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Fig. 812 Concentracion enddgena de almidén azicares y alcaloides. El tejido de los

tubérculos almacenados por 7 meses se incubd a 22 o 35°C durante 24h
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I¥. DISCUSION

Alteraciones en la permeabilidad de la membrana y su postetior destruccidn han sido
establecidas como efecto pﬁr;flario del dafio celular inducido por temperaturas
supradptimas en numerosas especies de plantas (Raison et al.,1980; Hweil-Hwang et al.,
1982; Thebud y Santarius, 1982, Wu y Wallner, 1984). En el presente estudio, el anglisis
de los cambios de permeabilidad de membrana permitid seleccionar clones contrastantes
en susceptibilidad y tolerancia a calor (Fig. 8.1); los resultados fueron muy alentadores
pues pudimos observar dentro de una misma especie diferencias en goteo iénico que se han
reportado en distintas especies vegetales caracteristicas de diversos hébitats (King et al.,
1982).

El goteo ionico aumenté en el tejido de tubérculo de los tres clones con el incremento en la
temperatura, indicando cambios en la permeabilidad de las membranas celulares por efecto
del estrés térmico. El cultivar més tolerante al calor fue DTO-33 v el més susceptible fue
Atlantic (Fig. 8.2). El analisis de los resultados en periodos relativamente largos de
incubacién del tejido bajo estrés (4h) mostré que el goteo fue similar en Atlantic y LT-7 a
las diferentes temperaturas probadas y DTO-33 se mantuve como el cldn mas tolerante
bajo las mismas condiciones (Fig. 8.3). Lo anterior indica que la temperatura de incubacién
&s tan importante como €l tiempo de exposicién a ésta. La seleccidn de Atlantic como clén
susceptible ademds es apoyada por la incapacidad de la planta para desarrollarse
Optimamente y por producir microtubéreulos en climas célidos (Sarquis et al., 1996). DTO-
33 es reconocido mundialmente como uno de los clones mas tolerantes al estrés por

temperaturas supradptimas (Kadian et al., 1996).
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El analisis del goteo idnice no indica a qué pueden deberse las diferencias clonales
observadas; sin embargo, los resultados observados de la recuperacién de la membrana por
incubacion en medic adicionado con calcio, asi como el efecto de la aplicacién exdgena de
alcaloides sugieren que las diferencias encontradas en la termoestabilidad de 1a membrana
se deben a que la composicion estructural de la membrana es diferente en cada caso, o que
los factores que regulan los cambios de dicha composicién en respuesta al estrés térmico
actuan mas rapido sobre el clon tolerante al calor que en el caso del ¢clén mas susceptible.
Estos resultados apoyan la hipétesis de que la composicion quimica de la membrana es
modificada por cambios en temperatura ambiental. Estos cambios son requeridos para
mantener la fluidez de la membrana dentro de los estrechos limites que le permiten llevar a
cabo sus funciones eficientemente cuando los factores ambientales cambian (Quinn, 1988).
Se sabe que Jos cambios en permeabilidad de membrana influyen en la
compartamentalizacion celular de metabolitos que a su vez alteran actividades enziméticas,
como por ¢jemplo, las deshidrogenasas (DHs), cuya actividad estd principalmente
involucrada en la respiracion. Al respecto, et tejido de los tres clones incubados a 22°C
durante 4h mostrd una tespiracidn del 100% gue disminuy6 lincalmente conforme se
incrementd la teraperatura. Bs claro que altas tasas de respiracién no necesaramente
mdican tolerancia al calor, ya que Atlantic, que es el clén mas susceptible al calor mostrd
una actividad reductora tan alta como la de DTO-33 (Fig. 8.4).

Hs dificil separar el dafio provocade por altas temperaturas sobre la permeabilidad de la
membrana de la inhibicién de la respiracidn; sin embargo, si se puede afirmar que el
incremento en la permeabilidad de la membrana estd més relacionado con la
susceptibilidad del tejido a temperaturas supradptimas que a la inhibicién de la respiracion

bajo estas condiciones experimentales. El efecto del estrés térmico sobre la permeabilidad
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de meimbrana v la respiracion no tienen una relacion tan sencilla como lo sugieren Hwei-
Hwang et al. (1982), quienes reportaron dafios de la misma magnitud en la reduccién de
TTCy goteo idnico. En cambio, en el presente trabajo se muestra que Atlantic se dafia mas
a nivel de membrana, 1.T-7 sufre el mismo dafic a ambos niveles v en DTO-33 se observé
més daflo a nivel de la respiraciéﬁ, aunque el dafio fue menor que en LT-7 (Cuadro 8.1), Io
que ndica qﬁe el dafio por el estrés térmico sobre las membranas, al mencs en parie, es
independiente de la inhibicién de la respiracion inducida también por calor.

La preincubacion del tejido con calcio 5SmM claramente tuvo un efecto benéfico sobre la
permeabilidad de membrana en el tgjido de los tres clones. Este efecto fue
consistentemente mayor en las membranas del tejide més dafiado, independientemente del
clon que se tratara; de tal forma, que el caicio disminuyé mas el goteo iénico en el tejido
sujeto a estrés térmico (Fig.8.5 y Cuadro 8.3). Los resultados concuerdan con lo reportado
por Tawfik et al. (1996} sobre el dafio a membrana inducido por calor v el efecto benéfico
del calcio en plantas de papa, donde el tejido de hojas de papa Russet Burbank tratadas con
calcio y nitrégeno exhibieron mayor estabilidad de membrana que los controles. Se ha
sugerido que ¢l calcio se une a fosfolipidos provocando un decremento en el 4rea polar v
posiblemente causando deshidratacién parcial v neutralizacion de cargas; el calcio a su vez
puede servir como puente para otras uniones. A concentraciones bajas de calcio, este no
ocupa todos los sitios de umién, incrementdndose la permeabilidad selectiva; a
concentraciones elevadas (10 mM) se observa un incremento en el goteo iénico debido
posiblemente a que el calcio ocupa todos los sitios de unién disponibles v provoca un
empagquetamiento defectuoso de lipidos en la membrana (Smaal et al., 1987).

La adicion de calcio al medio de incubacién del tejido no permitié establecer

inequivocamente un efecto de proteccion de la respiracion como consecuencia de la
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estabilizacion de la membrana por este catidn. Bl tejido incubado con calcio mostrd que la
actividad reductora de las DHs endogenas se inhibe a temperatura ambiente aunque con
mayor intensidad en el tejido de LT-7 (Fig.8.6 y Cuadro 8.4). La inhibicion de la reduccién
del TTC provocada por el estrés térmico tampoco se alteré con la presencia de calcio, a
excepcion del tejido de Atlantic,‘que recuperd el 100 % de la actividad a 35°C (Fig. 8.7).
La respuesta fue diferente cuando se usé tejido de tubdreuios frescos sujetos a estrés, en
cuyo caso el calcio si protegid la respiracién de los tres clones, sobre todo en Atlantic
(Cuadro 8.4). Sin embargo, el efecto benéfico del calcio sobre la respiracion no fue tan
grande como el que se observo sobre la permeabilidad de membrana. Esto indica
nuevamente que la actividad de las DHs de tejido bajo estrés térmico sufren un dafio
adicional al provocado por la simple pérdida de la compartamentalizacion celular de
metabolitos como lo muestra la magnitud del goteo idnico.

Estudios previos han reportado el efecto de varios alcaloides de Solanwm sobre las
propiedades de membrana de sisternas tales como liposomas (Roddick v Rijnenberg,
1986), embriones de rana (Blankemeyer et al,, 1992; Friedman et al., 1997) v vacuolas
(Spessard et al., 1997). Los resultados indican que el potencial téxico de los GAs reside en
la capacidad de estos compuestos para unirse a las membranas y su posterior destruccién
(Roddick y Rijnenberg, 1986; Roddick et al., 1990; Friedman et al., 1992; Keukens et al.,
1955 y Friedman y McDonald, 1997); sin embargo, no se han realizado estudios sobre el
efecto de los alcaloides sobre las membranas de las células que acumulan estos
compuestos. Las curvas de dosis-respuesta obtenidas a temperatura ambiente indicaron que
la adicidn de alcaloides (25 uM) inhibi6 la respiracion del tejido de Atlantic en 50%: en
cambio, en el tejido de LT-7 y DTO-33 dicha adicion tuvo poco efecto. 25 uM es la

concentracion reportada como nivel fisiologico en los tubérculos v coincidentemente
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corresponde a la Km reportada para la solanidin glucosil transferasa de estos alcaloides

(Stapleton et al., 1991). El efecto que tiene la adicion de alcaloides a 25 M en el tejido no

Esto indica que los alcaloides tienen Ja capacidad de inhibir la respiracion de las células del
tubéreulo; sin embargo, la suscepﬁbiiidad parece tener un fuerie componente genético.

La adicion de alcaloides 50 yM al medio de incubacién del tejido a emperaturas
supradptimas incrementé el efectc inhibitoric de los alcaloides sobre la actividad
deshidrogenasa en DTO-33 y Atlantic, indicando un efecto sinérgico entre temperatura v
alcaloides. Sin embargo, la adicién de alcaloides en LT-7 no causé cambios significativos
(Fig. 8.9). El efecto que podria atribuirse de la temperatura sobre la actividad de alcaloides
en la actividad reductora de TTC no puede establecerse inequivocamente en este
experimento. Por otra parte, la adicién de alcaloides a tejido fresco sujeto a estrés no afecté
significativamente la actividad deshidrogenasa, a excepcion del tejido de LT-7, caso en el
que se recupero significativamente dicha actividad (Cuadro 8.4). Los datos sugieren que la
actividad de los alcaloides depende del estadio fisiolégico del tubéreulo, va que tubérculos
de diferentes edades mostraron diferente susceptibilidad a éstos.

La adicion de alcaloides en tejido de tubérculos frescos, mas que dafic sobre la
permeabilidad de membrana, sorpresivamente result6 en una tendencia a disminuir el goteo
ibnico de tal forma que el efecto protector del calcio pareceria reforzarse por la presencia
de alcaloides sobre todo en el tejido sujeto a estrés térmico (Cuadro 8.3).

La falta de reproducibidad de la respuesta del tejido de tubéreulo a la adicién de alcaloides
y calcio condujo a realizar un andlisis de los cambios de permeabilidad de membrama
durante diferentes pericdos de almacenamiento del tubérculo (Cuadro 8.5). Los resultados

mostraron que €l goteo idnico se incrementd con el tiempo de almacenamiento del
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tubérculo. Lo anterior concuerda con lo reportado por Geuns et al. (1997) quienes
demostraron que €l envejecimiento celular estd caracterizado por un incremento en la
permeabilidad de membrana, muy probablemente debido al incremento de la nroporcisn
estigmasterol/sitosterol en la membrana.

Como en los experimentos anteribres, el estrés térmico incrementé el goteo iGnico pero el
tejido joven fue mds tolerante independientemente del clén. La adicidén de calcio
disminuy6 el gotec idnico en todos los casos, el porcentaje de recuperacion fue
proporcional al dafio de la membrana, pero su eficiencia disminuyd en el tejido que
alcanzé un goteo idnico cercano al 100%. A pesar de ello, Atlantic sigue siendo el clén que
mejor responde a la adicidn de calcio. A temperatura ambiente, el tejido con goteo idnico
elevado fue mas susceptible a la accién de los alcaloides, mientras que el tejido con goteo
10nico bajo (tejido joven) resultd en una tendencia a disminuirlo, no obstante DTO-33 fue
menos susceptible al efecto de los alcaloides. A temperatura ambiente la presencia de
calcio atenudé el efecto dafiino de los alcaloides; sin embargo, en ningin caso el calcio fue
capaz de contrarrestar al 100% el efecto de los alcaloides. Esto sugiere una competencia
entre calcio y alcaloides por los sitios de unién en la membrana. Los resuitados anteriores
concuerdan con los reportados por Merril et al. (1987) y Toyoda et al. (1991), quienes
reportaron que hay una competencia entre alcaloides v calcio por la unién a la membrana
de céiuias de intestino de conejo y de rafa, respectivamente. A 35°C la adicion de
alcaloides no afectd significativamente el goteo idnico, pero se observé una tendencia a
disminuir €l mismo sobre todo en el tejido de DTC-33, de tal forma que cuando el tejido se
incubd simuitdneamente con calcio y alcaloides a temperaturas supraéptimas la
permeabilidad de membrana fue menor que en el tejido incubado solamente con calcio

(Cuadro 8.5). Lo anterior sugiere que los alcaloides juegan un pape! en la regulacion de la
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permeabilidad de membrana, sin embargo su efecto depende de los cambios en la
composicién quimica de la membrana y del clon. En tejido joven los alcaloides no
afectaron la permeabilidad de membrana significativamente, pero a medida que envejece el
iejido se hace mas susceptible a éstos. Por otra parte, cuando el tejido se somete a
temperatura supraoptima los aicaioides 10 dafian ia permeabiiidad sino que disminuyen el
goteo i6nico, principalmente en DTO-33. Esto apoya la hipéiesis de (Bergenstrahle et al.,
1992) quienes sugieren que el dafic mecanico incrementa la sfntesis de esteroles de
membrana necesarios para la reparacién del dafio. La concentracién de alcaloides totales
disminuy6 con el tiempo de almacenamients en DTO-33 y Atantic. Bajo las‘mismas
condiciones experimentales, la a-chaconina que es el alcaloide més toxico disminuyé en
Atlantic; en cambio, en LT-7 y DTO-33 se increments. En tejido de tubéreulo sujeto a
estrés térmico los GAs totales disminuyeron solamente en DTO-33, mientras que en
Atlantic y LT-7 no se observaron cambios significativos (Fig. 8.10); la chaconina
disminuyé en DTO-33; en cambio en Atlantic aumentd (Fig.8.10). Puesto que la o-
chaconina se ha identificado como la mas efectiva de los tres alcaloides en la destruccién
de la membrana (Roddick y Rijnenberg, 1986; Blankemeyer et al., 1992), se puede
especular que la alta resistencia al calor puede involucrar una gran eficiencia de la
hidrélisis de los alcaloides, particularmente de a-chaconina. Al respecto, Friedman y

Mebonald (1997) reportaron que las plantas pueden protegerse de una destruccion celular
convirtiende la chaconina a su forma no litica f,-chaconina. Percival et al. (1993)
encontraron que tubérculos de cv. Kerrs Pink almacenados a 24°C acumularon altas
concentraciones de GAs totales respecto a tubéreuios almacenados a 5°C. En otro estudio,
rebanadas de papa de cv. Russet Burbank mostraron incremento en la concentracion tanto

de solanina como de chaconina en 7 h de incubacién a 5 y 25°C (Maga, 1981). En
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contraste, Linnemann et al. (1985) reportaron reduccion en el contenido de TGA en cv.
Bintje después de 12 semanas de almacenamiento a 7, 16 y 28°C. Estas evidencias y los
resultados teportados en el presente trabajo sugieren que el cultivar, el estadic de
desarrollo y la temaperatura de almacenamiento, pueden afectar la concentracion de
alcaloides en tubéreuios de papa'. De igual manera, Zhang et al. (1997) mostraron que el
genotipo, ¢l ambiente de crecimiento vy el tiempo de almacenamiento, son factores
decisivos en la determinacién de los TGA en los tubéreulos.

El efecto del calor y los alcaloides sobre la permeabilidad de membrana v la actividad
deshidrogenasa no se relacionan de una manera simple. Los datos indican que en Atlantic
hubo un incremento en el potencial téxico de los GAs a altas temperaturas v que el goteo
ionico mducido por calor fue més severo que la inhibicién en la capacidad reductora del
TTC; el calcio claramente tuvo un efecto benéfice en ambos casos y ¢l tratamiento con
alcaloides exogenos agravé el efecto del calor. Estas observaciones apovan la idea
generalmente aceptada de que los glicoalcaloides son bioactivos por su capacidad de unirse
a membrana (Roddick et al., 1992; Spessard et al., 1194). En contraste, el potencial toxico
de alcaloides en tubéreulos de LT-7 no cambi¢ significativamente a altas temperaturas y el
decremento en la capacidad reductora del tejido inducido por calor fue mas severo que el
concomitante incremento en la permeabilidad de membrana. Ademas, el calcio ayudé poco
en ia prevencion de su efecto en este caso. Los alcaloides exégenos causaron menos dafio
por si mismos y no se observo el efecto sinérgico con el calor en este ¢clén. El contenido de
alcaloides totales en tubércuios de DTO-33 decrecié con el tiempo de almacenamiento y
bajo estrés, en cambio la respiracion y la permeabilidad de membrana fueron menos
afectadas. Estos resultados sugieren una termoestabilidad aparentemente mas alta en DTO-

33 que en Atlantic, lo cual podria estar relacionado con una mayor eficiencia de DTO-33
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para la degradacién de alcaloides.

En vista del severo decremento en la reduccion de TTC inducido por calor, particularmente
en tubérculos de LT-7 v su gran termoestabilidad de memhrana, es clars Gque ocurten
alteraciones metabdlicas independientemente a las manifestadas a nivel de membrana
celular. Después de 4h a 30°C, pox; ejemplo, el goteo idnico en LT-7 no excedio al 12%, en
cambio la reduccién de TTC disminuy6 cerca del 50% indicando un fuerte impacto sobre
la utilizacién de carbohidratos para la produccion de energia. Esto da lugar a la pregunta de
si en adicion a los efectos citados sobre la termoestabilidad de la membrana, los
glicoalcaloides pudieran también afectar el tamafio de las reservas de hexosa, sacarosa,
almidon y NADP en tejido de tubérculo. Asi, puede ser interesante estudiar el efecto de la
hidrélisis de los glicoalcaloides inducidos por calor (como en el caso de DTO-33) o la
sintesis (como ¢l caso de Atlantic) sobre el metabolismo de carbohidratos en el fejide de
tubérculo.

El analisis de los niveles enddgenos de Pi en el tejido de los tres clones mostré que la
concentracidn se incrementd en el tejido de Atlantic y DTC-33 con el tiempo de
almacenamiento a temperatura ambiente, siendo mayores en DTO-33, sin cambios
significativos en LT-7 (Fig. 8.11). Una posible explicacidn a la variacion en el contenido
de Pi entre clones podria ser que la concentracién de éste sea determinada genéticamente.
De 1gual manera se ha establecido para el calcio endégeno en tubérculos ya que los niveles
de calcio endogeno son dependientes del clén y las progenies resultantes de las cruzas
entre clones de alta y baja concentracién mostraron claramente un cambio sinificativo en la
acumulacién de éste (Bamberg et al. 1998). Ademas, esto podria explicar en parte las
diferencias encontradas en la acumulacion de almidén entre clones recién cosechados (Fig,

8.12). En este sentido, se observé una correlacién inversa entre el contenido de Pi y la
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concentracidn de almidon. La concentracion més elevada de Pi se observé en DTO-33, que
es el ¢lén con menor contenide de almidon. Atlantic presentd la concentracién de Pi mis
baja y los niveles mas elevados de almidén. L.T-7 mostré niveles intermedics de Pi y
almidén. Este resultado no concuerda con estudios previos que muestran que el contenido
de P1 no efecta signiﬁca‘tivamenté la conceniracion de almidén como lo sugieren Cottrell et
al. (1993). Aunque nc sabemos la localizacién del Pi, se ha demostrado que niveles
elevados de Pi favorecen la inhibicion de la sintesis del almiddén a nivel de la AGPP
(Sowoquinos, 1981) y de la almidén sintetasa, ademas de activar su degradacion a nivel de
la almidén fosforilasa (Sowoquinos et al., 1985). La regulacién de la acumulacién de
almidén y azicares libres en tubéreulos de papa no ha sido elucidada completamente. La
actividad de las enzimas involucradas no siempre correlaciona con la concentracién de
almidon y aziicares. Por ejemplo, la inhibicién de la ADP-glucosa pirofosforilasa en hojas
de plantas transgénicas de papa incrementé el transporte de sacarosa al tubéreulo; no
obstante, la acumulacién de almidén en dicho drganc no se alterd (Leidreiter et al., 1993).
Por ofra parte, plantas sujetas a déficit de agua incrementaron la concentracién de ADP-
glucosa, pero la sintesis de almidén mostrd una fuerte inhibicion (Geigemberger et al.,
1997). Lo anterior indica que si bien es cierto que la fuente de carbono (sacarosa), asi
como el sustrato (ADP-glucosa) de la almidén sintetasa son indispensables para la sintesis
de almidon, su presencia no determina los niveles de almidén en el tubéreulo.

El estrés térmico incrementd la concentracién de Pi independientemente del clén que se
tratara; sin embargo, el tejide mas joven mostré mayor incremenio en los niveles de Pi en
respuesta al estrés. LT-7 fue el que tuvo mayor porcentaje de incremento, alcanzado
niveles similares a los de DTO-33. La concentracion de Pi vari6 entre 4 y 10 uM/g tejido

fresco, 1o cual coincide con lo reportade por Bieleski (1973).

78



T

De igual forma se encontré una relacidn inversa entre la concentracién de GAs ttales y
contenido en almidon a temperatura ambiente en tejido incubado a temperatura ambiente
(Fig. 8.12). El tejido de DTO-33 acumulé la concentracion maés alta de GAs totales v los
niveles mas bajos de almidén, en cambio Atlantic mostré los niveles més bajos de
alcaloides vy la concentracion mé;s’ alta de almidén. Estos resultados sugieren que elevadas
concentraciones de alcaloides podrian propiciar cambios en la permeabilidad de membrana
con la concomitante alteracién en la compartamentalizacion celular del Pi y una
subsecuente degradacion del almidon. Para probar dicha hipétesis, se mont6 la técnica para
aislar protoplatos y amiloplastos de tejido de tubérculo v en un futuro cercano se pretende
adicionarles exégenamente Pi y alcaloides para ver si se induce la degradacion de almidon.
El contenido de alcaloides totales disminuyd en el tejido de tubérculos sujetos a estrés
durante 24h (Fig. 8.11) independientemente del cléon que se tratara. En cambio, la
concentracion de estos no cambid significativamente en las primeras 4h de incubacién bajo
la mismas condiciones, excepto en el tejido de DTO-33, en cuyo caso disminuyd (Fig.
8.10). Lo anterior indica que es diferente la velocidad de la activacién de la glicosidasa de
estos alcaloides, pues anteriormente se reportd que esta enzima se activa significativamente
entre 30 y 50°C, con una temperatura optima de 42°C (Bushway et al., 1998). Por otra
parte, la a-chaconina disminuyd en las primeras 4h de incubacion en el tejido de DTO-33,
mientras que en el tejido de Atlantic y LT-7 se increments; sin embargo, cuando el iempo
de estrés se mantuvo durante 24h, invariablemente disminuy6. Al respecto, Moehs et al.
(1577) reportaron que la transcripcion de la SGT es transitoria. Bs de conocimiento general
que la concentracion de cualquier metabolito esta determinado por los niveles de sintesis y
degradacion. Como objetive adicional de este trabajo se monté la metodologia para

determinar los niveles y tiempos de transcripeion (Northern) de la SGT v Western blot para
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determinar la concentracién de los tres glicoalcaloides.

La concentracion de azticares libres y almidén ne cambi¢ significativamente en el tejido
incubado a 35°C durante 4h, a excepcidn de la glucosa, por o que se decidid incubar el
tejido a la misma temperafura pero por un periodo de tiempo mas prolengado. La
incubacidén de! tejido durante 24i1 a 35°C provocd un decremento en la concentracion de
azlicares libres fotales en DTG-33 vy en menor grado en Atlantic, en cambio en LT-7
aument$ ligeramente; esto coincide con la capacidad reductora del tejido, indicande la
utilizacion de los azilicares en la respiracion en el caso de Atlantic y DTO-33, no asi para
LT-7, que fue el clon que mosird mayor inhibicién de las DHs end6genas bajo estrés

férmico.

En resumen, las alteraciones en la permeabilidad de las membranas celulares y en la
respiracion inducidas por calor, son mediadas por concentraciones elevadas de alcaloides,
que a su vez, propician la descompartamentalizacion del Pi; esto a su vez, favorece la
degradacion de almidén, La inhibicién severa de la respiracion provoca la acumulacidn de
azucares libres en el citoplasma, que de otro modo serfan utilizados en la via respiratoria
para lograr el aporte energético adicional a expensas del almidon. La tolerancia del tejido
de tubérculo al calor involuera su capacidad para mantener la estabilidad de membranas y

respiracion, ast como la capacidad para degradar alcaloides.
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CONCLUSIONES

La concentracién de alcaloides, Pi y almiddon son dependientes del genotive
Los clones tolerantes a calor se caracterizaron por la capacidad del tejido de tubérculo
para mantener estable la permeabilidad de membrana v la respiracion.
La alteracién de la permeabilidad de la membrana como resultado del estrés térmico no
explica la inhibicion de la respiracion.

Bajas concentraciones endogenas de alcaloides propician mayor termoestabilidad de la
membrana y la respiracion.
La adicion de alcaloides al medio de incubacién a temperatura ambiente tuvo un efecto
stmilar al provocado por estrés térmico.
La adicién de calcio protege la permeabilidad de membrana v en menor grado la
respiracion bajo estrés térmico.
La adicidn de calcio modifica el efecto de los alcaloides exogenos.
Baja concentracion de Pi permite mayor acumulacion de almidén,
Altas concentraciones de alcaloides favorecen la descompartamentalizacion celular det
Pi propiciando la degradacion de almidon.
La mhibicion severa de la respiracion provoca la acumulacidn de azicares libres en el

citoplasma.
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