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RESUMEN

Se evaluo el efecto del 4cido abscisico (ABA) y del perdxido de hidrogeno (H.O2) en
la tolerancia a baja temperatura (-6 + 1°C), en microplantas de S. tuberosum de las
variedades Alpha y Atlantic. Esquejes de planta in vitro se incubaron en 0, 0.01, 0.1,
0.5, 0.75, 1, 25, 5y 10 yM, de ABA durante 28 dias, las plantas obtenidas se
trasplantaron en suelo, y después de 24 horas se expusieron a baja temperatura por 4
horas, de igual manera se preincubaron microesquejes o microplantas completas (28
dias de edad) en 0, 1, 1, 5, 15, 25 y 50 mM de H,O, durante 1 hora; y después los
microesquejes se incubaron 4 semanas en medio MS. Las microplantas se
trasplantaron en suelo, y después de 24 horas se expusieron a baja temperatura por 4
horas. El tratamiento 10 uM de ABA increment6 la supervivencia a la exposicion a baja
temperatura en la variedad Alpha 66.73% y en la variedad Atlantic 203.8% con respecto
a los testigos. Sin embargo, este tratamiento inhibié el crecimiento de tallos y raices en
un 90% en ambas variedades con respecto a los testigos. El tratamiento con 15 mM de
H.O, en microplantas completas, increment6 la sobrevivencia a frio, en la variedad
Alpha en 54.23% y en la variedad Atlantic en 52.98% con respecto a los testigos, este
incremento se vio influido por estrés por inundacién (hipoxia-anoxia). Mientras que el
tratamiento de 5 mM de H,O, en microesquejes solo incremento la supervivencia en la
variedad Atlantic. La variedad Atlantic es mas sensible a la baja temperatura.

Se evaluaron las actividades de enzimas antioxidantes y los contenidos de &cido
ascorbico (AA) y H,O,, para determinar si la tolerancia a baja temperatura inducida por
ABA y H,0,, se relaciona al estrés oxidativo y a las respuestas antioxidantes en las
microplantas. Las cuantificaciones de catalasa (CAT), ascorbato peroxidasa (APX),
peroxidasa (POX) y H,O,, se realizaron en tres etapas; a) a los 28 dias de incubacion
en ABA o después de la preincubacion en H,O,, b) después del trasplante en suelo, y c)
al término de 4 horas de exposicion a baja temperatura. El contenido de AA y la
actividad de la ascorbato oxidasa (AO) se cuantificaron en plantas de 28 dias de

incubacion in vitro con ABAOy 10 uM.



El tratamiento de ABA incrementd la actividad de APX, POX, AO y el contenido de
H.O, y AA; y disminuyd la actividad de la CAT. Estas respuestas se mantuvieron en
general, en las tres etapas evaluadas. La inhibicion de la actividad de CAT fue
confirmada en geles nativos de actividad, ademas, se observaron tres isoenzimas de
CAT. El tratamiento de ABA inhibi6 las isoenzimas de peso molecular aproximado de
505 y 391 kDa, e incrementé la de 228 kDa. Este es el primer reporte de inhibicion de
CAT por efecto del ABA. Los resultados sugieren que las respuestas coordinadas de los
antioxidantes y el H,O,, estén relacionadas con tolerancia al frio.

En la preincubacion de H,O,, la actividad CAT, APX y POX y el contenido de H,0O,,
no tuvieron cambios significativos con respecto a los controles en las tres etapas
evaluadas, lo que sugiere que el modelo empleado de incubacién en H,O,, no fue
apropiado para relacionar las respuestas de H,O, con la tolerancia a baja temperatura y
las respuestas a ABA.

El ABA incrementd la supervivencia, pero inhibié el crecimiento del tallo hasta en
91%, por lo que, se evalud la recuperacion del efecto del ABA en condiciones in vitro e
invernadero.

Cuando las microplantas incubadas en ABA se cultivaron en medio MS sin ABA por
28 dias, la longitud del tallo aument6 10.4 y 6.9 veces, mientras que los testigos
crecieron en soOlo 0.6 y 0.36 veces para Atlantic y Alpha, respectivamente. Las
actividades enziméaticas de la APX, POX y el contenido de H,O; disminuyeron al nivel
de los testigos, mientras que la actividad de CAT incrementé en ambas variedades. Las
microplantas recuperadas por 120 dias en condiciones de invernadero no mostraron
diferencias significativas en ninguno de los parametros evaluados. EI ABA no indujo
efectos a largo plazo sobre la produccién de tubérculos. Estos resultados demuestran el
potencial del ABA en la induccion de tolerancia a baja temperatura en microplantas
transferidas al suelo. Las respuestas al ABA estuvieron asociadas al sistema

antioxidante y al contenido de H,0O; en la tolerancia al frio de la papa.



ABSTRACT

The effect of abscisic acid (ABA) and hydrogen peroxide (H,O,) was evaluated on the

tolerance to low temperature (-6 + 1°C), in microplants of S. tuberosum (cv Alpha and
Atlantic). Single nodal cuttings were incubated in ABA 0 (control), 0.01, 0.1, 0.5, 0.75, 1,
2.5, 5y 10 uM for 28 days. The plants obtained were transferred to soil, after 24 hours
they were exposed to low temperature for 4 hours. Similarly, nodal cuttings or whole
microplants (28 days old) were pretreated with H,O, at concentrations of O, 1, 1, 5, 15,
25 y 50 mM, subsequently the nodal cuttings were cultured in MS medium for 28 days.
The microplants were transferred to soil and after 24 hours they were exposed to low
temperature for 4 hours.
ABA 10 uM treatment increased the survival to low temperature. Alpha cultivar
increased the survival 66.73% and Atlantic cultivar 203.8% respect to the controls.
However, this treatment strongly inhibited 90% the growth of stems and roots in both
cultivars respect to the controls. H,O, 15 mM treatment increased the survival to low
temperature on whole microplants respect to the controls. In Alpha the survival
increased 54.23% and in Atlantic 52.98%, this increase was influenced by flooding
stress (hypoxia-anoxia). Whereas, H,O, 5 mM treatment on nodal cuttings only
increased the survival in Atlantic. It was confirmed that Atlantic was more sensitive to
low temperature than Alpha.

Antioxidant enzyme activities, ascorbic acid (AA) and H,O, contents were quantified,
in order to test if the tolerance responses to low temperature induced by ABA and H,0,
were related to oxidative stress and antioxidative responses in potato microplants.
Catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX), peroxidase (POX) and H,0,, were
measured in 3 stages; a) 28 days of ABA treatment or after H,O, pretreatement, b) after
transferring to soil, and c) 4 hours after low temperature treatment. AA content and
ascorbate oxidase (AO) activity were quantified in microplants incubated 28 days on
ABA 0 and 10 yM. ABA treatment increased APX, POX, AO activities and H,O, and AA

contents, and decreased CAT activity. These responses were similar in the 3 stages



evaluated. The CAT activity inhibition was also confirmed by native gels, 3 isoenzymes
of CAT were observed. ABA treatment inhibited CAT isoenzymes with approximately
505 and 391 kDa molecular weight and one isoenzyme of 228 kDa was enhanced.

This is the first report of inhibition of CAT by ABA. It is suggested that the coordinate
response between antioxidants and H,O,, were related with low temperature tolerance.

H,O, pretreatment did not induce difference respect to the controls in CAT, APX and
POX activities and H,O, content in the three stages evaluated. It is suggested that the
model of pretreatment with H,O, used in this research was not suitable to relate the
responses to H,O, and tolerance to low temperature with ABA and the responses
induced by H,0,.

ABA treatment increased the survival, but inhibited stems growth up to 91%,
therefore; the recovery was evaluated in vitro and glasshouse condition. When the
microplants cultivated on ABA were cultivated in ABA free-medium for 28 days, the
stems length increased 10.4 and 6.9 times, whereas the controls grew only 0.6 and 0.36
times for Atlantic and Alpha respectively.

APX and POX activities and H,O, content diminished to levels not different to
controls, whereas CAT activity increased to levels not different to controls in both
cultivars. No differences were obtained for any of the parameters evaluated in
microplants transferred for 120 days to a glasshouse for recovery. ABA did not induce
long term effects on tuber production. These results demonstrate the potential of ABA in
the induction of freezing tolerance in microplants transferred to soil. Responses to ABA
were associated with the antioxidant system and H,O, content in the induction of

freezing tolerance in potato.



ABREVIATURAS

AA &cido ascorbico o ascorbato

ABA &cido abscisico

AO ascorbato oxidasa

APX ascorbato peroxidasa

CAT catalasa

DHA dehidroascorbato

ERO especies reactivas de oxigeno
H,O, peroxido de hidrégeno

MS medio de cultivo Murashige y Skoog
POX peroxidasa



I. INTRODUCCION

En México y muchos paises, el cultivo de la papa es de importancia econémica
y alimenticia. Este cultivo es afectado por enfermedades causadas por bacterias,
hongos, virus, fitoplasmas y plagas, y por factores ambientales tales como: el
cambio global de la temperatura, radiacion UV, lluvia acida, sequias, e
inundaciones, entre otros factores inductores de estrés que afectan el rendimiento
agronémico y el manejo de germoplasma en general.

Un factor que origina estrés en el sistema de producciéon de semilla in vitro-
invernadero-campo en el cultivo de la papa es el frio. En zonas productoras de
papa como el Valle de Toluca las temperaturas disminuyen a bajo cero en
invierno, en el invernadero, lo que ocasiona dafios en la productividad, asi como
incremento en los costos de produccion.

Los cambios ambientales, el uso de variedades sensibles a enfermedades, la
contaminacion y el uso excesivo de los suelos, obligan a modificar continuamente
las practicas de manejo de los cultivos, lo que incide en los costos de produccion y
aumenta el riesgo de contaminacion de alimentos y ambiente.

En México, el INIFAP (Instituto Nacional de Investigaciones Forestales,
Agricolas y Pecuarias) opera programas encaminados a generar sistemas o
métodos de manejo integrado, en el cultivo de la papa, con los cuales se busca
reducir costos, incrementar la productividad y evitar impactar al medio ambiente a
través del uso de variedades obtenidas por mejoramiento genético tradicional que
sean mas tolerantes a enfermedades y a factores de estrés abio6tico, con un alto
rendimiento para consumo humano y calidad para la industria, con ello se
disminuird el uso de agroquimicos.

Por otro lado, el Laboratorio de Fisiologia y Biotecnologia del Programa
Nacional de Papa del INIFAP, ha trabajado en los ultimos 10 afios sobre las
respuestas fisiologicas de tolerancia a estrés biotico y abiotico, para contribuir a
los sistemas de manejo integrado. Los estudios han mostrado que la induccion de
tolerancia y aclimatacion a diferentes tipos de estrés esta asociada a las

respuestas oxidativas y antioxidativas de las plantas, por ello el conocimiento y



manipulacion de sefiales de estrés, para incrementar la tolerancia y resistencia de
variedades de papa de interés, ante estrés bidtico y abibtico, permitiria reducir el
empleo de agroquimicos, los costos y riesgos al medio ambiente, al utilizar
compuestos ecoldgicamente inocuos.

Existen evidencias de que moléculas involucradas en las respuestas oxidativas
participan en la tolerancia a estrés. Asi, compuestos como el acido abscisico
(ABA) y el peroxido de hidrogeno (H,O;) actuan directamente en la tolerancia a
estrés a bajas temperaturas a través de la induccion del sistema antioxidante de
las plantas. Estos compuestos ademas, son de bajo costo y no presentan ningin
riesgo al ambiente.

Asimismo, se tiene documentado que el ABA y el H,O, inducen incrementos en
los niveles de antioxidantes en las respuestas de tolerancia. De ahi, que el
objetivo principal de este trabajo fue investigar si, la induccién de tolerancia a baja
temperatura inducida por ABA en microplantas de papa, estaba relacionada al
estrés oxidativo y a las respuestas antioxidantes.

En este trabajo la planta de la papa se estudia como modelo para estudios de
estrés oxidativo, asi como, algunos mecanismos involucrados en la regulacion del

sistema antioxidante que llevan a la tolerancia a baja temperatura.



1.1 OBJETIVOS

Objetivos Generales.

1. Determinar si los sistemas oxidativo y antioxidativo estan involucrados en la
tolerancia a estrés por baja temperatura en S. tuberosum.

2. Conocer el efecto del acido abscisico (ABA) y peréxido de hidrégeno (H20-)
en la induccién de tolerancia a estrés a baja temperatura.

3. Establecer si las respuestas a baja temperatura mediadas por ABA y H,0,
en microplantas de papa, estan asociadas al estrés oxidativo y a las respuestas

antioxidantes.

Objetivos especificos.

1. Estudiar la actividad enzimatica de CAT, APX, POX y AO en respuesta a
estrés a baja temperatura en microplantas de S. tuberosum tratadas con ABA o
H,0,.

2. Estudiar el contenido de H,O, y acido ascorbico en respuesta a estrés a
baja temperatura en microplantas de S. tuberosum tratadas con ABA o H,0.

3. Evaluar el efecto del ABA a largo plazo en las microplantas de S. tuberosum

en condiciones de in vitro e invernadero.



II. ANTECEDENTES

2.1. Origen e importancia del cultivo de la papa.

La papa (Solanum tuberosum L.) es una planta de la familia Solanacea, su centro
de origen esta ubicado en Sudamérica a 4000 metros de altitud. Hay 200 especies
silvestres en América que crecen desde el sur de Estados Unidos hasta el sur de
Chile. El género est& distribuido desde el nivel del mar hasta mas de 4000 msnm
(van der Schild, 1981; Espinoza, 1988). En Peru se encuentra el mayor numero de
especies silvestres de papa conocidas en el mundo (CIP, 1998). La parte central de
México es el centro de origen de especies silvestres de papa con, que resistencia al
tizén tardio, enfermedad principal del cultivo, provocada por el hongo Phytophthora
infestans (Gallegly y Galindo, 1958). La papa se cultiva en casi todo el mundo siendo
un cultivo importante en paises con alta densidad demografica como China e India
(Espinoza, 1988; CIP, 1998) y ocupa el cuarto lugar entre los cultivos de importancia
alimenticia y econémica a nivel mundial (CIP, 1998; Rubio et al., 2000).

En México el cultivo de la papa ocupa el sexto en importancia alimenticia, sin
embargo, no es un alimento base, aunque en los ultimos afios su incremento en el
consumo nacional y su valor comercial la convierte en un producto muy importante.
Por su gran plasticidad, resistencia, alta productividad y caracteristicas agronémicas,
se cultiva extensivamente en 19 estados del pais desde Baja California hasta
Chiapas (SAGARPA INIFAP, 1997).

La papa contribuye a la alimentacion humana como fuente de carbohidratos, y
también de proteinas, vitaminas y minerales. La papa tiene mayor valor nutricional
por unidad de superficie cosechada que otros cultivos (Wolf, 1987). La papa sirve de
materia prima en la industria de la transformacién en fresco a partir del almidén
llamado también fécula; éste se emplea tal cual o despolimerizado como dextrina
(almidon modificado), en varias industrias alimenticias: como sustituto de la harina
para aligerar las pastas en la fabricacion de galletas y reposteria; como espesante y
estabilizante en los helados, sopas y salsas; en alcoholes como el vodka o el
aquavit. En la industria farmacéutica la fécula se utiliza como excipiente para los

comprimidos (Ducreux et al., 1986).



En México la papa se industrializa en forma de hojuela para botana “papas fritas”,
lo cual representa el 95% del total procesado en el pais. La papa también se
procesa de manera congelada para fritura a la francesa (Gallardo, 2006). Otros usos
de la papa son: ceramica, macetas, papel, carton, entre muchos otros (SICA, 2000).

La capacidad de respuesta de la papa a condiciones de cultivo in vitro ha
permitido la implementacion de esta tecnologia en la industria y la agricultura,
mejorando la calidad y la productividad de este cultivo. El cultivo de tejidos en papa
comprende distintas areas de aplicacién como: eliminacién de virus (Sanchez et al.,
1991, Lopez-Delgado et al., 2004), conservacion de germoplasma (Roca et al., 1989;
Lépez-Delgado et al., 1998b), produccion de tubérculos in vitro (Koda et al., 1991;
Lépez-Delgado y Scott, 1996), organogénesis (Mora, 1991; Lopez-Delgado y
Carrillo-Castafieda, 1996), exportacion de germoplasma internacional, variacién
somaclonal, transformacion y micropropagacion (Espinoza et al., 1986). Algunas de
estas tecnologias han sido implementadas en esquemas de produccion de semilla
en México en el ambito privado y publico en Universidades e Institutos de
Investigacion (Lopez et al., 1985).

2.1.1. Reproduccion del cultivo de la papa.

La reproduccion de S. tuberosum se lleva a cabo de manera sexual y asexual. La
reproduccién sexual se da por semilla obtenida de frutos (semilla botanica), esta
reproduccion es importante, ya que es una especie con diferentes niveles de ploidia,
los cuales inclusive se usan para clasificarlas (Ligarreto, 2001). En la reproduccién
sexual participan los dérganos reproductivos femeninos (pistilos) y masculinos
(anteras) de las flores, en las que tiene lugar la union del material genético de los
progenitores, que originan plantas con nuevas combinaciones de genes. En algunos
paises andinos de América la semilla botanica es usada como fuente de produccién
de papas (Golmirzaie y Mendoza, 1988), lo que ofrece ventajas para los agricultores
de escasos recursos, ya que es mas econdmica, resiste a enfermedades por la
variabilidad genética y es facil de transportar. Sin embargo, por su alta variabilidad
genética y por ser considerada semilla de baja calidad por no tener las

caracteristicas requeridas para consumo e industria, la semilla botanica es empleada



s6lo en paises en desarrollo que no pueden adquirir semilla certificada (Golmirzaie y
Mendoza, 1988).

La reproduccion o propagacion asexual de la papa es por medio de la semilla
agronomica o tubérculo. En esta forma de propagaciéon no existe variabilidad
genética, ya que el origen de esta estructura es mitético (somatico). La principal
caracteristica de este tipo de reproduccion es que la nueva planta posee Unicamente
la combinacion de genes del individuo de donde proviene la estructura de
propagacion. Esta forma de reproduccion da lugar a descendientes genéticamente
idénticos a la planta progenitora que generalmente posee las caracteristicas
agronomicas seleccionadas para la resistencia a enfermedades y calidad en el
tubérculo para el consumo humano o industrial (Golmirzaie et al., 1990).

El método actual de produccién de semilla-tubérculo involucra las etapas de: in
vitro, invernadero y campo, lo cual permite la obtencion de semilla de calidad
fitosanitaria apta para la siembra (Mora y Lopez, 2006). En el cultivo de la papa
también se emplean los minitubérculos, los cuales se obtienen de plantas cultivadas
en invernadero, o microtubérculos provenientes de microplantas, que tienen las
mismas caracteristicas que un tubérculo mas un estricto control de calidad y sanidad
(FONAIAP, 1995). EIl cultivo de tejidos de la papa se emplea con diferentes fines,
entre ellos destacan:

Obtencion de plantas libres de virus. Estos patdégenos reducen el rendimiento y la
calidad de los tubérculos. Los métodos mas usuales para liberar materiales
infectados de uno o mas virus son: el cultivo de meristemos y la termoterapia o
guimioterapia o la combinacion de ambas (Quak, 1972, citado por Lépez et al.,
1985).

Propagacion vegetativa de material sano. Una vez que el material esta libre de
virus se propaga y se obtiene semilla tubérculo.

Mantenimiento de bancos de germoplasma in vitro. Debido a que la semilla de
papa (botanica) es de tipo recalcitrante (no permite reducir el contenido de humedad
para ser conservada en condiciones ambientales por mucho tiempo), alun en
contenidos altos de humedad, duran pocas semanas o meses, lo que obliga a utilizar

la semilla antes de que pierda su viabilidad. La semilla botanica no se utiliza para la



propagacion principalmente porque es altamente heterocigética y presenta varios
grados de esterilidad, por lo que la semilla agronémica debe conservarse de forma
vegetativa. El mantenimiento de un banco de germoplasma in vitro, permite
conservar en espacio reducido, gran cantidad de materiales con menor riesgo de
pérdidas por almacenamiento. En el caso de la papa, Espinoza et al. (1984),
reportaron que es posible mantener material in vitro en condiciones de baja
luminosidad y temperatura e induciendo estrés osmético por medio de manitol o
sacarosa 0 por inhibidores del crecimiento (Roca et al., 1982) efectuando una
transferencia cada dos o tres afios a un medio de cultivo nuevo.

Tuberizacién in vitro. Se obtienen tubérculos in vitro libres de patégenos, los que
se almacenan por algunos meses, sin necesidad de hacer subcultivos, lo cual
permite prolongar el tiempo de almacenamiento, ademas, son transferibles

facilmente (Lopez et al., 1985).

2.1.2. Problemas en el cultivo de la papa.

Muchos cultivos de importancia econdmica y alimenticia, son atacados por
enfermedades y condiciones ambientales adversas (Scott et al., 1999). Las plantas
propagadas por semilla botanica tienen dentro de su acervo genético, informacion
gue las lleva a ser mas tolerantes a los patégenos y a las condiciones ambientales
adversas (Golmirzaie et al., 1990), sin embargo, muchas veces, no tienen la calidad
ni el rendimiento requerido para las necesidades alimentarias de los pueblos, de ahi
la importancia del mejoramiento genético para obtener variedades con las
caracteristicas deseables como alimento y para la industria (Golmirzaie et al.,1990).
Las variedades obtenidas por mejoramiento genético, sélo pueden perpetuarse a
través de la propagacion asexual. Es muy importante hacer hincapié que todas las
caracteristicas esperadas en un cultivo se obtienen de la variabilidad genética
encontrada en las especies silvestres (Wiersema, 1986; Golmirzaie et al., 1990).

En el dltimo censo nacional, la superficie sembrada con papa fue de 62,635
hectareas con un rendimiento medio de 20.6 toneladas por hectarea. Aunque, hay
estados de la republica que producen 13.8 ton/ha (Gallardo, 2006). Entre los

factores que ocasionan bajos rendimientos se encuentran; la falta de semilla sana,



topografia accidentada, clima propicio para el desarrollo de enfermedades
(principalmente tizon tardio) y un bajo nivel economico y tecnolégico de los
productores. El 64% de la superficie se siembra con variedades extranjeras
introducidas, entre las que destacan; Alpha, Atlantic, Mondial y Gigant, entre las
variedades Mexicanas se siembran Rosita, Marciana, Malinche, Nortefia, Tollocan y
San José en el 36% de la superficie (Gallardo, 2006).

Las enfermedades mas importantes del cultivo de la papa son: Rofia polvorienta
(Spongospora subterranea), Mancha foliar (Cercospora spp.), Pierna negra (Erwinia
spp.), Marchitez bacteriana (Pseudomonas solanacearum), Tizon tardio
(Phytophthora infestans Mont De Bary), Tizon temprano (Alternaria solani, Ellis y
Martin), Complejo Punta morada de la papa, provocado por fitoplasmas y/o psilidos
(Paratrioza cockerelli), Costa negra (Rhizoctonia solani K); y por virus como: el del
enrollamiento de la hoja (virus PLRV), virus S de la papa (PVS), mosaico rugoso
(virus PVY), y Mosaico latente X (PVX, Hooker, 1980). Estas enfermedades junto
con los problemas ya mencionados incrementan los costos de produccion y ademas
causan una drastica contaminacion ambiental por el uso excesivo de pesticidas para
su control (Gallardo, 2006). Adicionalmente, existen factores ambientales adversos
que afectan el rendimiento en los cultivos tales como; temperaturas extremas,
disponibilidad de agua, intensidad de luz, contaminacion, radiacion ultravioleta,
disponibilidad de nutrientes, salinidad (Foyer et al., 1994a, 1997; Scott et al., 1999;
Bray et al., 2000; Mora-Herrera et al., 2005; Scandalios, 2005).

Tanto los factores bidticos como los abidticos llevan a un estado de estrés
oxidativo al cultivo, que inclusive puede matar a la planta. Las respuestas
involucradas en el estrés oxidativo pueden inducir tolerancia o aclimatacion. El
conocimiento de la sefializacion en la induccion de tolerancia en las respuestas de
estrés, asi como de las moléculas involucradas, puede ser utilizado en el manejo
integrado del cultivo para inducir tolerancia de manera natural y disminuir el uso de

agroquimicos en la produccion de papa (Mora y Lopez, 2006).



2.2. Estrés oxidativo.

Los factores bibticos y abibticos causan estrés oxidativo a través de la produccién
y acumulacién de especies reactivas de oxigeno (ERO) tales como: oxigeno en
estado singulete (*0,), superéxido (O%), radicales hidroxilo (OH) y perdxido de
hidrogeno (H.0,), estas son producidas directa o indirectamente por diversas
reacciones celulares y muchos compartimentos intracelulares estan implicados en su
generacion (Scandalios, 2005).

Las ERO inhiben la funcion enzimatica, dafian proteinas, &cidos nucleicos y
lipidos de la célula. Cuando las plantas estan expuestas a condiciones ambientales
adversas, el dafio oxidativo ocurre porque el balance entre la produccion de ERO y
su desintoxicacion por el sistema antioxidante es alterado (Foyer et al., 1994a;
Hernandez et al., 1995; Scandalios, 2005; Foyer y Noctor, 2005). El incremento en la
produccion de derivados de oxigeno toxico, es indicador de condiciones de estrés
oxidativo, sin embargo, estas moléculas también son producidas por procesos

metabodlicos normales de la célula (Foyer et al., 1994a; Scandalios, 2005).

2.2.1. Fuentes de produccion de ERO.

El cambio de una atmdsfera oxidante a reductora por el incremento de oxigeno
molecular (O,), dio ventajas a los organismos aerdbicos para la obtencion de
energia usando el O, como oxidante final en la respiracién, a pesar de que la
presencia de oxigeno en el ambiente celular es una amenaza oxidativa constante a
la estructura y procesos celulares (Mallick y Mohn 2000; Scandalios, 2002, 2005;
Foyer y Noctor, 2000, 2005), ya que se forman ERO que son formas parcialmente
reducidas de O,. Las ERO resultan de la reduccion de O, a forma de oxigeno en
estado singulete (*0,) o de la transferencia de 1, 2 o 3 electrones a O, para formar,
respectivamente, radical superdxido (O7,), peréxido de hidrégeno (H.O,) o radicales
hidroxilo (HO, Foyer et al., 1997; Mittler, 2002; Scandalios, 2005). Las principales
fuentes de generacion de ERO son: el cloroplasto, la mitocondria, la membrana
plasmatica, la pared celular, el peroxisoma, el reticulo endoplasmico, y el espacio
apoplastico (Foyer et al., 1997; Bolwell, 1999; del Rio et al., 2002; Mittler, 2002; Dat



et al., 2000; Blokhina et al., 2003; Matamoros et al., 2003; Apel y Hirt, 2004;
Scandalios, 2005; Foyer y Noctor, 2005; Bhattacharjee, 2005).

Cloroplasto

Los cloroplastos son la fuente mas importante de oxidantes en los tejidos de las
plantas (Foyer et al., 1994a). En el cloroplasto las ERO se forman, en el centro de
reaccion del fotosistema Il (fotoinhibicion), en el transporte de electrones
pseudociclico del fotosistema |y Il (FSI, FSIl) y en la fotorrespiracion (Foyer et al.,
1994ab, 1997; Dat et al., 2000; Van Breusegem et al., 2001; Scandalios, 2005).

En la cadena de transporte de electrones en la fotosintesis si el NADP" es
limitado, la ferredoxina reduce el O, a O, (Reaccion de Mehler), entonces, el
transporte de electrones es de forma pseudociclica. Este transporte de electrones se
da cuando los estomas permanecen cerrados por condiciones ambientales adversas
(Esquema 1). El O;" generado es dismutado a H,O, por la superoxido dismutasa
(SOD), ambas ERO pueden formar radicales hidroxilo (HO) con la presencia de Fe?*
(Reacciéon de Fenton o Haber-Weiss) o bien, el H,O, también puede entrar al ciclo
del glutatiébn ascorbato para ser dismutado a H,O (Esquema 1, Foyer et al., 1994a,
1997; Bray et al., 2000; Dat et al., 2000; Foyer y Noctor, 2000).

La fotoinhibicién de los fotosistemas genera 'O, al activar al oxigeno de la forma
triplete (*0,, Foyer et al., 1997; Dat el at., 2000; Apel y Hirt, 2004).

La Fotorrespiracion es una ruta metabdlica ligada a la fotosintesis, en la cual se
produce H,O,, en ella participan el cloroplasto, el peroxisoma y la mitocondria. La
fijacion del O, por la Rubisco forma dos fosfoglicolatos que son convertidos a
glicolatos en el cloroplasto, estos son transportados a los peroxisomas donde son
convertidos a glioxilato por la glicolato oxidasa, esta reaccion genera H,0O;
(Esquema 1. Foyer et al., 1997; Bray et al., 2000; Dat el at., 2000; Blokhina et al.,
2003; Apel y Hirt, 2004).

Mitocondria

En la mitocondria se lleva a cabo la respiracion, proceso de oxido reduccién
donde el O, es reducido para obtener ATP. Existen dos sitios principales de
produccion de O, en el transporte de electrones de la respiracion; en el complejo |

NAD(P)H deshidrogenasa y en el complejo Il por el citocromo bc;. El O, producido
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es transformado a H,O, por la Mn superoéxido dismutasa (MnSOD, Esquema 1). La
contribucién de ERO por la mitocondria es muy baja, debido a la presencia de la
oxidasa alternativa (AOX) que cataliza la reduccion tetravalente del O, por la
ubiquinona; AOX compite con el citocromo bcl por electrones y ayuda a reducir la
produccion de ERO en la mitocondria (Esquema 1, Foyer y Noctor, 2000; Apel y Hirt,
2004).

Peroxisomas

Los peroxisomas son organelos subcelulares con un metabolismo oxidante,
donde se producen radicales O, y H,O, (Esquema 1). Bajo condiciones normales de
metabolismo la produccion de O, no es peligrosa a la célula cuando es protegida
contra estos radicales por el sistema antioxidante, sin embargo, bajo ciertas
condiciones de estrés, puede incrementarse en el citosol produciendo estrés
oxidativo (del Rio et al.,, 1996). Los O, tienen una vida media muy corta y son
rapidamente convertidos a H,O; el cual incrementa en condiciones de estrés (del Rio
et al., 1996). Las evidencias sugieren que una de las funciones de los peroxisomas
es generar moléculas sefalizadoras ya que producen e incrementan las ERO vy el
oxido nitrico (ON, del Rio et al., 2002).

Los glioxisomas son peroxisomas especializados presentes en los tejidos de
almacenamiento de las semillas que contienen &cidos grasos, en este tipo de
peroxisomas se lleva a cabo la B-oxidacion y el ciclo del glioxilato, ambos de los
acidos grasos. La B-oxidacion convierte los trigliceridos de las reservas de la semilla
en glucosa, la cual es facilmente traslocada a la mitocondria para la obtencion de
energia, este proceso genera grandes cantidades de H,O, mismas que son
dismutadas a H,O y O, por la CAT que es abundante durante el proceso de
germinacion y primeros estadios de la plantula para la prevencion de un dafio
oxidativo (Esquema 1, Bray et al., 2000; del Rio et al., 2002).

Membrana plasmatica

Al menos 8 tipos de reacciones oxidoreductoras han sido descritas en la
membrana plasmatica, las cuales involucran NAD(P)H, algunas reacciones estan
relacionadas con la regulacion del crecimiento y otras con las respuestas de defensa

de la interaccion planta patégeno en las cuales se producen O,y H,O, (Esquema 1)
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lo que se conoce como estallido oxidativo y lleva en Ultima instancia a la Resistencia
Sistémica Adquirida (RSA, Medhy et al., 1996).

Pared celular

En la pared celular existen, oxidasas y peroxidasas que producen ERO, como
parte del metabolismo para la lignificacidén, durante la xilogénesis, pero, otra funcién
importante es su participacion en el estallido oxidativo durante las respuestas de
defensa ante condiciones ambientales adversas. Las peroxidasas producen Oy
utilizando NADH" el cual es dismutado a H,O, por la SOD (Esquema 1, Bolwell y
Wojtaszek, 1997; Bhattacharjee, 2005).

Apoplasto

En el apoplasto se producen ERO en condiciones normales de metabolismo y en
condiciones de estrés por la oxalato oxidasa que cataliza la conversion de oxalato a
CO, y H,0O, (Bolwell y Wojtaszek, 1997) y la amino oxidasa que cataliza la oxidacion
de aminas a aldehido con incremento de NH3z y H,O, (Esquema 1, Blokhina et al.,
2003; Bhattacharjee, 2005).

Reticulo endoplasmico

Otra fuente importante de ERO son las reacciones de desintoxicacion catalizadas
por el citocromo Pyso en el citoplasma y reticulo endoplasmico que principalmente

generan O, (Esquema 1, Bhattacharjee, 2005).

12



S

Pared celular

0O,

[

Apoplasto

A XN O —>H0,

CLOROPLASTO

G, o o)

Ferredoxma 0,

endoplasmico

Acidos grasos

e

.

g

2

Plastoquinona Fe*2 ‘HO °

\ 02 Peroxidacion g

@

. NADP- NADPH Steressesass . H,0, l g

Citocromos : OH,OH : 3

\ ............. R-RO )
PlastOC|an|na Acetil Coenzima A ROO-10,

Reticulo

EROs

Clclo de Calvin

Fot05|stemal
'—"’ F0105|stema|| / \ RuBP
10 3PGA 4— O, Piruvato
: Glicina Malato
102 Fosfogllcolato NAD

/ /
(Cxawna /¥

GLIOXISOMA

Metabolismo
intermediario

o, Glicerato Glicolato o
Oy - :
Acido drico H,0, /
C02<— H20, Glicoxalato <]
Alatlon Piruvato 4

PEROXISOMA Oy \ 0 %OJ
51202 MITOCONDRIA

z—
,

/
eroxidasas y oxidasas de la pared celular

Esquema 1. Fuentes de origen de especies reactivas de oxigeno en la célula

vegetal (ftomada con modificaciones de Bhattacharjee, 2005).

2.2.2. Funcion de las ERO en las respuestas a factores de estrés.

Las ERO son destructivas a todos los componentes celulares, ademas, tienen una
funcion importante como sefales en la regulacion de la expresibn genética
transcripcional y pos-transcripcional, asi, las plantas responden a condiciones
, 1994ab;
2000; Foyer y Noctor, 2005) lo que puede llevar a la aclimatacién y/o
tolerancia cruzada en las plantas (Esquema 2, Foyer et al., 1997; Neill et al., 2002ab;

Bhattacharjee, 2005).

ambientales adversas y al ataque de organismos patdgenos (Foyer et al.
Dat et al.,



Las plantas perciben, traducen y envian las sefales de las ERO en respuestas
celulares. Los mecanismos especificos por los cuales se dan todas las vias de
sefalizacion no se han entendido del todo. Las rutas de transcripcion que responden
a las ERO en eucariontes se tratan de describir actualmente (Esquema 2;
Scandalios, 2005).

La transduccion de sefiales requiere de un preciso balance redox para que las
proteinas sensibles al sistema redox (PSSR) induzcan o repriman respuestas
(Esquema 2). Existen dos mecanismos moleculares en la regulacion del sistema
redox para el funcionamiento de las proteinas en los organismos vivos: a traves de
la oxidacion del grupo tiol de las proteinas, y por oxidacion del grupo hierro-sulfuro
(Fe-S) de las proteinas (Bhattacharjee, 2005).

En general el superoxido, que es altamente toxico, no pasa a través de las
membranas biologicas porque es rapidamente dismutado a H,O- por la actividad de
la superoxido dismutasa (SOD, Bhattacharjee, 2005). El H,O, es el mas estable de
las ERO y puede difundirse a través de las membranas por los canales de agua o
por canales especializados llamados peroxiporinas (Neill et al., 2002b). Ademas de
su vida media relativamente larga de 1 milisegundo que contribuye a su difusién a
distancia desde su sitio de produccion (Vranova et al., 2002). EI H,O, forma
radicales hidroxilo cuya vida media es muy corta, apenas de nanosegundos, y sélo
puede reaccionar con otras ERO y biomoléculas proximas a donde se produjo, por lo
gue no se considera una sefial de transduccién (Mori y Schroeder, 2004).

Funcion del H,O; en las plantas

El H,O, es continuamente generado de varias fuentes, durante el metabolismo
normal de las plantas (seccién 2.2.1). Se encuentra en diferentes concentraciones
en condiciones optimas que van de 60 uM-7mM en Arabidopsis a 1-2 mM en maiz y
arroz (Jiang y Zhang, 2001) y sus niveles aumentan durante o en respuesta a estrés
abidtico y bidtico (Neill et al., 2002b; Desikan et al., 2004).

El H,O, participa en funciones fisiolégicas de las plantas, como entrecruzamiento
de proteinas (Ros Barcelo, 1998) y es intermediario de respuestas como el cierre de
estomas inducido por ABA (Pei et al., 2000) y el gravitropismo de raices regulado

por auxinas (Joo et al., 2001). También participa como sefal en: la respuesta
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hipersensitiva y en la resistencia sistémica adquirida (Levine et al., 1994); en la
muerte celular programada; en la producciéon de proteinas relacionadas con la
patogénesis (Leon et al., 1995), en la aclimatacion y en la tolerancia cruzada (Levine
et al., 1994; Foyer et al., 1997; Gong et al., 2001; Neill et al., 2002a).

Por otro lado, se ha reportado que el H,O, induce la expresion de genes tales
como: los involucrados en su propia sintesis (Desikan et al., 1998), los relacionados
al sistema antioxidante (para evitar que incremente a niveles toxicos), y los
requeridos para la biogénesis de los peroxisomas que son necesarios para el control
del H,O, (Lopez-Huertas et al., 2000).

Existen evidencias de que el H,O, funciona como una sefal de alarma en plantas
mediante respuestas adaptativas a varios tipos de estrés (Desikan et al., 2001,
2004), utilizando microarreglos de cDNA se identificaron 175 secuencias que son
reguladas por H,O,, de éstas, 113 son inducidas y 62 son reprimidas, todas ellas
con funciones en los procesos de defensa en células en suspension de Arabidopsis
(Desikan et al., 2001). Mientras, que en Saccharomyces cerevisiae, se encontro la
sintesis de al menos 115 proteinas inducidas y 52 reprimidas por aplicacién exégena
de H,O, (Godon et al., 1998).

Otras respuestas a tratamientos de H,O, incluyen: acumulacién de proteinas de
choque térmico como se encontré en células de tomate (Banzet et al., 1998),
incremento de proteinas intermediarias para la desintoxicacién de ERO (Godon et
al., 1998), e induccion de los transcritos de glutation S-transferasa (GST) en S.
commersonii y S. tuberosum (Seppéanen et al., 2000). Asi mismo, se encontré que el
H,O, producido durante la cicatrizacibn en embriones y hojas de maiz, dispara la
respuesta antioxidante (Guan y Scandalios, 2000).

Un aspecto importante del H,O, es que altera la expresion de genes relacionados
con el sistema enzimético antioxidante, acerca de ésto, se ha encontrado que
concentraciones bajas como 0.5 y 1 mM de H,O; inhiben la expresion de Catl y
Cat3, mientras dosis altas como 150 mM inducen marcadamente a estos genes en
menos tiempo, estos datos demuestran una accion directa de sefializacion del H,O,
en la regulacibn de la respuesta genética antioxidante en maiz (Polidoros y

Scandalios, 1999). También se encontré6 que en tratamientos con H,O,, el gene
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sodCp que codifica para Cu/zZn SOD fue inducido poco tiempo después del
tratamiento (Kaminaka et al., 1999), y un incremento de la actividad de la glutation
reductasa y de la CAT en genotipos sensibles de trigo (Sairam y Srivastava, 2000).

Funcion del H,O, como sefal

El flujo de calcio y la fosforilacion reversible de proteinas son el principal
componente de la transduccion de sefiales en las células eucariontes y ambas
requieren de la generacion controlada de H,O, (Neill et al., 2002a). Ademas, el
tratamiento de H,O, activa los canales de Ca?* en la membrana plasmatica de las
células guarda (Pei et al., 2000; Murata et al., 2001) y puede afectar la movilizacion
de Ca®" (Esquema 2, Neill et al., 2002ab).

El H,O, también activa la cascada de las MAPK (proteinas tipo cinasas activadas
por mitogeno) en varios tejidos vegetales aunque no se ha logrado dilucidar como es
esta activacion. La activacion constitutiva de las MAPK en respuesta a H,O, induce
tolerancia cruzada a varios tipos de estrés ambientales (Esquema 2, Desikan et al.,
1999; Joo et al., 2001).

La sefializacion en las células es considerada como una intrincada red de sefiales
intercomunicadas mas que redes paralelas separadas. Por ello se ha dificultado
diferenciar las primeras respuestas celulares inducidas por H,O,, de esas que son
afectadas via otras sefiales intermediarias. Por lo tanto, se piensa que si el H,O, es
una verdadera una molécula sefial, debe existir un blanco primario de H,O..
Quimicamente el H,O, es una molécula simple y probablemente existe un receptor
especifico del H,0,. El H,O, es un oxidante leve que puede interactuar con residuos
de cisteina dentro de la proteina, dependiendo del tipo de moléculas que se
encuentren en el ambiente celular (Esquema 2, Neill et al., 2002b). Esto puede
inducir un cambio conformacional que altera la actividad de las proteinas y que son
lo suficientemente duraderos para iniciar respuestas celulares. Hay muchas PP
(proteinas fosfatasa) potenciales en plantas, algunas de las cuales también pueden
ser susceptibles al H,O, y disparadas por PPs, incluyendo las MAPK. Asi, la
activacion de las MAPK puede ser debida a los efectos de H,O, sobre las PP
(Esquema 2, Neill et al., 2002b).
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Otras respuestas en las plantas son al menos parcialmente mediadas por el H,O,,
por ejemplo, la expresion genética de la catalasa inducida por ABA en células de
maiz ocurre via H,O, (Guan et al., 2000). El tratamientos con H,O, en semillas de
maiz tienen una funcién importante como intermediario en el funcionamiento del
ABA en las vias de sefales de transduccion, llevando a la induccién del gen Catl
(Esquema 2, Guan et al., 2000).
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Esquema 2. Diagrama de la participacion del H,O- en las rutas de sefializacion en la

expresion génica (tomado y modificado de Xiong et al., 2002).
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2.3. Mecanismos de defensa contra ERO.

Las ERO son altamente destructivas a las funciones y estructura celular, por ello,
se requiere un sistema de defensa antioxidante que reduzca su dafo (Foyer et al.,
1994a; Scandalios, 2005). Estudios en plantas transgénicas indican que la habilidad
de las plantas para metabolizar las ERO depende de la coordinacion del sistema
antioxidante de proteccién, mas que de la actividad de una sola enzima (Esquema 3,
Dalal y Khanna-Chopra, 2001).

La capacidad de las plantas para compensar el incremento de estrés oxidativo, se
limita por diferentes factores enddgenos, como: sus antecedentes genéticos y
factores exdgenos, tales como: temperatura, luz y nutrimentos, entre otros, por lo
tanto, una alta capacidad antioxidante confiere alta tolerancia a un amplio rango de
diferentes tipos de estrés ambientales (Polle, 1997).

En los organismos aerobicos el estrés aumenta el estado de oxidacion de la
célula, lo cual induce incremento en la sintesis de antioxidantes enzimaticos y no
enzimaticos (Esquema 3). Los principales antioxidantes enzimaticos son: ascorbato
peroxidasa, peroxidasa, catalasa, superéxido dismutasa, dehidroascorbato
reductasa, glutation reductasa, monodehidroascorbato reductasa y glutation S-
transferasa (Foyer et al., 1994a; Mallick y Mohn, 2000; Scandalios, 2002, 2005). Los
antioxidantes no enzimaticos mas importantes son: acido ascorbico (vitamina C), a-
tocoferol (vitamina E), glutatién reducido (GHS), poliaminas (putrescina, espermina),
B-carotenos y zeaxantina (Mallick y Mohn, 2000; Scandalios, 2002, 2005).
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CITOSOL

2.3.1. Antioxidantes Enzimaticos.
2.3.1.1. Superoxido dismutasa.

La primera linea de defensa contra las ERO en la célula son las superoxido
dismutasas (SOD, EC 1.15.1.1; Bowler et al.,, 1992; Polle, 1997; Alscher et al.,
2002), las cuales son un grupo de metaloenzimas que convierten al superoxido, que
es muy reactivo, en H,O,, y este es dismutado en el ciclo del glutation-ascorbato
(Halliwell-Asada, Esquema 3) o por la catalasa, protegiendo asi a la célula del estrés
oxidativo (Lee et al., 2001; Scandalios, 2005). Las SODs se encuentran en varios

compartimentos de la célula y contienen Cu/Zn, Fe, o Mn como cofactores (Bowler et
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al., 1992; Alscher et al., 2002) por lo que se han clasificado en tres grupos; SOD
Fierro (SODFe), SOD cobre-zinc (SODCu/Zn) y SOD manganeso (SODMn). SODFe
esta localizada en el cloroplasto, SODMn en las mitocondrias y peroxisomas y
SODCu/zn en el cloroplasto, citosol y posiblemente en el espacio extracelular
(Alscher et al., 2002; Scandalios, 2005).

Las SOD incrementan su actividad en respuesta a diferentes factores de estrés
incluido el frio en algunas plantas (Bowler et al., 1992).

2.3.1.2. Catalasas.

Las catalasas (CAT, H,O,: H,O, oxidoreductasa EC 1.11.1.6) se localizan
principalmente, aunque no exclusivamente, en peroxisomas, donde hay alta
produccion de H,O,. Aunque, la CAT tiene una Km alta para H,O,, puede actuar
sobre la produccion de H,O, antes de que se difunda a otras partes de la célula.
CAT es una enzima tetramérica con un grupo hemo comun en todos los organismos
aerbébicos. Por su amplia distribucion, conservacion en la evoluciéon de los
organismos y su rapida capacidad para degradar al H,O,, se cree que la CAT
desempeiia una funcion importante de regulacion entre los organismos y su medio
ambiente (Scandalios, 2005). La CAT es una de las enzimas cataliticas mas activas
de la naturaleza ya que descompone al H,O, a una tasa muy rapida correspondiente
a su centro catalitico de actividad de aproximadamente 10’ min™. Dependiendo de la
concentracion de H,O,, la CAT puede tener una funcion dual. A concentraciones
bajas (<1uM) de H,0,, la CAT actla peroxidativamente. A concentraciones altas de
sustrato la CAT descompone al H,O, rapidamente por medio de una reaccion
“catalitica” en la cual el H,O, actia tanto como aceptor y como donador de
moléculas de hidrogeno: 2 H,0, — 2 H,O + O;; de esta manera la CAT no es
facilmente saturable con el sustrato, por ello la actividad enzimatica se incrementa
linealmente sobre un amplio rango de concentracibn de H,O,, asi mantiene
controlada la concentracion de H,O, intracelular (Scandalios, 2005). La CAT es la
Unica enzima que degrada al H,O» sin reducir a ningun otro compuesto, de ahi que

la CAT provee a la célula de un eficiente mecanismo para remover al H,O,, cuando
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este es producido en altas concentraciones (Foyer y Noctor, 2005; Scandalios,
2005).

La CAT es regulada de acuerdo al ciclo circadiano, el cual tiene correlacién con la
fotorrespiracion, lo que hace aun mas importante a esta enzima en el control del
estrés oxidativo ocasionado por el exceso de energia (McClung, 1997).

En plantulas A. thaliana se demostrd que la luz induce CAT2 que es una enzima
mediada por el sistema dependiente de un fitocromo y es controlada adicionalmente
por el ciclo circadiano. Los niveles més altos de RNAm de CAT2 se encuentran
después del inicio de la luz, pero el RNAmM empieza a acumularse en la oscuridad,
asi la expresion de CAT parece efectuarse con anticipacion, con lo cual la planta se
previene con suficiente cantidad de CAT cuando inicia la luz y con ello la
fotorrespiracion. En varias especies de plantas se ha reportado este fenébmeno como
en N. plumbaginifolia, A. thaliana y Z. maiz, donde se encontré que dependiendo de
las condiciones de luz se acumula CAT RNAm (Willekens et al., 1995).

El analisis molecular de la expresién genética de las catalasas ha sido realizado
principalmente en las dicotiledoneas, en plantas C3, como el algoddn, Nicotiana
plumbaginifolia y el frijol Phaseolus vulgaris, y en las plantas monocotiledéneas C4,
como el maiz. Comparaciones entre las catalasas de dichas especies revelan
algunas similitudes en la organizacién de su expresidon génica, con lo cual pueden
ser clasificadas (Cuadro 1, Willekens et al., 1995).

Cuadro 1. Clasificacion de las catalasas basada en sus propiedades de expresion

(Willekens et al., 1995).

Clase | Clase Il Clase Il
Gossypium herbaceum (algodoén) SuU2 SUl
Nicotiana plumbaginifolia (tabaco) Catl Cat2 Cat3
Phaseolus vulgaris (frijol) CAT2 CAT1
Zea maiz (maiz) CAT-2 CAT-3 CAT-1
Arabidopsis thaliana CAT2
Licopersicum esculentum (jitomate) TOMCAT1
Solanum tuberosum (papa) Cat2St
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Esta clasificacion ayuda a la designacion especifica de las isoenzimas de catalasa
(Cuadro 1). La clase 1, esta caracterizada por tener una alta expresion en hojas.
Esta expresion es dependiente de luz y es mas frecuente en células fotosintéticas,
esto indica que la clase | es la mas importante en remover el H,O, producido durante
la fotorrespiracion. Ademas tienen otras funciones, porgque su expresion no es
exclusiva de los tejidos verdes (Willekens et al., 1995).

Las catalasas clase Il, se expresan en semillas en presencia de luz de acuerdo al
ritmo circadiano; también se expresan en plantas maduras en los tejidos vasculares;
se encuentran en mitocondrias sin ser una caracteristica general y aunque la funcion
de estas catalasas no es muy clara, aunque su rapida induccion por ozono, SO2 y
UV-B sugiere que son importantes en proteccidén contra factores de estrés ambiental
(Willekens et al., 1995).

Las catalasas clase lll, son abundantes en semillas y plantulas jovenes, pero
estan casi ausentes en estadios tardios del desarrollo, no obstante, pueden aparecer
durante la senescencia. La principal funcion de estas CAT es remover el H,O,, que
es producido durante la degradacion de &cidos grasos en los glioxisomas (Willekens
et al., 1995).

A pesar, de la importante funcién de las catalasas en el control del H,O, dentro de
la célula, poco se sabe de sus funciones durante las condiciones de estrés, debido a
su localizacibn en el peroxisoma y por su extremada sensibilidad a la luz,
temperaturas extremas, ozono, SO,, y ataque por patdégenos (Willekens et al., 1994).
Pérdidas significativas en la actividad de la catalasa ocurren como resultado de
bajas temperaturas (Fadzillah et al., 1996). Inclusive, la actividad de la catalasa esta
sujeta a la fotoinactivacion en condiciones de alta intensidad de luz, por lo tanto, la
actividad de la catalasa en la hoja disminuye en muchas condiciones de estres,
particularmente cuando el estrés se combina con una alta intensidad de luz (MacRae
y Ferguson, 1985). La inhibicion en la actividad catalasa, durante el estrés puede en
parte, ser la causa de la acumulacion de H,O, para generar sefiales de respuesta de
defensa (Feierabend et al., 1992; Prasad, 1997; Willekens et al., 1994,1995; Lopez-
Delgado et al., 1998a).
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La importancia en las respuestas de estrés de la catalasa, puede ser por su
actividad antioxidante directa y por su participacion en mantener los niveles de H;0,,
el cual en su momento puede actuar como mensajero (Willekens et al., 1994; Neill et
al., 2002ab).

2.3.1.3. Peroxidasas.

En las plantas, las peroxidasas se encuentran principalmente en: citoplasma,
pared celular, reticulo endoplasmico, aparato de Golgi, cloroplastos y vacuolas Su
distribucion esta asociada a diferentes funciones fisiologicas (Sgherri et al., 2001),
tales como: abscision de flores y hojas, senescencia, dominancia apical, dormancia,
desarrollo de frutos, germinacién y desarrollo, respuesta de resistencia a patdégenos,
y tolerancia al frio (Gaspar y Greppin, 1982, citado por Mehlhorn et al., 1996).

Las peroxidasas convierten al H,O, en H,O con la ayuda de un substrato
especifico (RH, + H,O, — R + 2H;0) el cual se utiliza para clasificarlas. Las
principales peroxidasas dependiendo del substrato que utilizan como donador de
electrones son: la glutation peroxidasa (GPX), ascorbato peroxidasa (APX) y la
guaiacol peroxidasa (POX, Mehlhorn et al., 1996).

La glutation peroxidasa (GPX, E.C. 1.11.1.9) contiene selenio y es primordial
para remover el H,O, en el citosol y mitocondrias de mamiferos. En las plantas la
actividad de la glutatibn peroxidasa ha sido encontrada so6lo en pocos casos
(Willekens et al., 1995; Foyer et al., 1997).

La guaiacol peroxidasa (POX, EC 1.11.1.7) forma una gran familia de
peroxidasas que tienen poca especificidad de sustrato; éstas son conocidas por
funcionar en diferentes reacciones peroxidativas en la célula, remueven al H,0O, y se
encuentran en vacuolas, apoplasto, citosol y pared celular (Asada, 1992; Shigeoka
et al., 2002). La reduccién de H,O, por estas peroxidasas es a través de una serie
de donadores de hidrégeno entre ellos los compuestos fendlicos, sin embargo, la
funcion especifica de estas isoenzimas y su regulacion diferencial permanecen aun
desconocidas (Mehlhorn et al., 1996).

La ascorbato peroxidasa (APX, EC 1.11.1.11) utiliza ascorbato (adcido ascorbico,

AA) como donador especifico de electrones para reducir al H,O,. En esta reaccion el
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AA es oxidado a monodehydroascorbato (MDHA), este es espontaneamente
transformado a AA y dehidroascorbato (DHA). EI MDHA es también reducido
directamente a AA por la accion de la MDHA reductasa (dependiente de la
NAD(P)H). La DHA reductasa utiliza al glutation (GSH) para reducir al DHA a AA.
Asi, el APX en combinacién con el ciclo glutation-ascorbato (Halliwell-Asada)
previene la acumulacion de altos niveles téxicos de H;O, en organismos
fotosintéticos (Esquema 3, Asada, 1992; Shigeoka et al., 2002). Las isoenzimas de
la APX estan distribuidas en: el estroma (APXe), la membrana del tilacoide (APXt); el
cloroplasto, el peroxisoma (APXm), el citosol (APXc; Yamaguchi et al., 1995); y la
membrana de la mitocondria (APXmi, Jiménez et al., 1997).

La actividad de APX generalmente se incrementa con la actividad de otros
antioxidantes enziméticos como la CAT, SOD vy la glutatién reductasa en respuesta a
varios factores de estrés, esto sugiere que los componentes para desintoxicar las
ERO forman un sistema que esta co-regulado. Se ha encontrado que el incremento
de la actividad enzimatica de las peroxidasas y otras enzimas esta asociado a la
aclimatacién a frio en plantulas de maiz (Prasad et al.,, 1994b; Anderson et al.,
1995), en algoddn (Payton et al., 2001) y en radiculas de plantulas de pepino (Kang
y Saltveit, 2002); y en papa la actividad enzimatica de la APX es inducida por baja
temperatura, durante el almacenamiento de los tubérculos (Kawakami et al., 2002) y
la dormancia de la papa (Rojas-Beltran et al., 2000).

2.3.2. Antioxidantes no enzimaticos.

Los antioxidantes no enzimaticos son pequefias moléculas que, pueden ser
compuestos hidrofilicos como el ascorbato y el glutation y los antioxidantes lipofilicos
como: el a-tocoferol y los carotenoides, que son componentes de organismos
fotosintéticos. Compuestos fendlicos y flavonoides también descomponen o atrapan
moléculas como '0,, O, y ‘OH (Esquema 3). Otras moléculas mas complejas como
el acido fitico, fitoferritina y fitoquelatinas, forman complejos con metales para
prevenir la produccion de radicales libres en la reaccion Haber-Weiss catalizada por
Fe. En esta reaccién el aumento de Fe*" es reducido por O, para producir Fe* el
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cual de manera subsecuente reacciona con H,O, para formar OH (Esquema 1,
Foyer et al., 1994b).

El glutatiébn es un metabolito esencial de las plantas, que regula algunas funciones
celulares y ademas patrticipa en la defensa antioxidante. El control del estado redox
en diferentes compartimentos celulares, es esencial para la integridad de la
estructura de la célula y para la apropiada funcién de varias rutas metabdlicas, el
glutation y la glutation reductasa participan en esta regulacion redox, como
componentes del ciclo del glutation-ascorbato (Esquema 3, Foyer et al., 1994a,
1997; Kocsy et al., 2001). Este ciclo esta presente en el citoplasma, cloroplastos,
mitocondrias y peroxisomas (Jiménez et al., 1997). Bajo condiciones 6ptimas, mas
del 90% del total del glutation reducido (GSH) y de esta manera prevé la formacion
de puentes disulfuro intermoleculares, asi, asegura la correcta construccion y
apropiada actividad de las proteinas. EIl GSH es mantenido por la glutation reductasa
la cual regenera GSH de GSSG usando NADPH como agente reductor (Esquema 3;
Foyer et al., 1994b). Bajo condiciones de estrés como frio y aclimatacion a frio, la
relacion de GSH y GSSG decrece, porque el GSH es usado para la reduccion del
exceso de H,O, en el ciclo glutation-ascorbato (Foyer y Halliwell, 1976; Foyer y
Lelandais, 1993; Foyer et al., 1994ab, 1997).

Los tocoferoles (vitamina E) son un grupo de moléculas relacionadas a los lipidos,
las cuales tienen un grupo aromético. El tocoferol reacciona y destruye las ERO
protegiendo a los &cidos grasos insaturados de la oxidacion. El a-tocoferol es el mas
importante de los tocoferoles porque desactiva al *O, reduciéndolo a O, y evita que
continte la peroxidacion de los lipidos. Los carotenoides estan organizados en el
complejo proteico de las membranas del tilacoide, donde funcionan para capturar y
proteger del exceso de luz, disipando la energia y removiendo al ‘O, (Esquema 3,
Mallick y Mohn, 2000).

2.3.2.1. Acido ascérbico.
El acido ascorbico o ascorbato (AA) esta presente en: cloroplastos, citosol,
vacuolas y espacio apoplastico. En las células de las hojas, el 90% del AA esta

localizado en el citoplasma, pero a diferencia de otros antioxidantes una proporcion



importante es exportada hacia el apoplasto, donde esta presente en concentraciones
milimolares. EI AA es quiza, el antioxidante no enziméatico mas importante en las
plantas, que participa en la defensa contra el estrés oxidativo tanto bidtico como
abidtico, por su funcién en la degradacion del H,O, via el ciclo del glutation-
ascorbato (Foyer et al.,, 1983; Foyer y Lelandais, 1993; Foyer y Noctor, 2000;
Smirnoff, 2000).

El AA también participa en muchos procesos fisiologicos tales como: fotosintesis,
cofactor enzimético, homeostasis del sistema redox (Smirnoff y Wheeler, 2000) y
como precursor en las rutas de sintesis de moléculas del metabolismo primario y
secundario (Noctor y Foyer, 1998). El AA también esté involucrado en el crecimiento,
desarrollo y modulacién del ciclo celular y/o division celular (de Pinto y De Gara,
2004) asi como en la elongacion celular (Kato y Esaka, 1999).

Se ha propuesto que el AA del apoplasto es la primera defensa contra el dafio
potencial de oxidantes externos como el ozono, SO, y NO, (Barnes et al., 2002). En
el apoplasto el AA es oxidado a monodehidroascorbato (MDHA) por la enzima
ascorbato oxidasa (AO), el MDHA es un radical altamente inestable que rapidamente
se convierte en dehidroascorbato (DHA) y AA, el DHA es entonces transportado al
citosol a través de la membrana plasmatica por acarreadores especificos, los cuales
de preferencia translocan la forma oxidada por un intercambio de la forma reducida,
esto asegura un flujo continuo de poder reductor en la pared celular (Horemans et
al., 2000). No es clara la funcion biolégica de la AO, sin embargo, se cree que
participa en la elongacion celular por su localizacion extracelular y su alta actividad
en tejidos en expansién (Kato y Esaka, 1999). Estudios recientes en plantas de
tabaco que sobre expresan AO, mostraron tener una elongacion mas rapida que la
forma silvestre (Kato y Esaka, 2000). Se piensa que algunos mecanismos por los
cuales el AO controla el crecimiento celular estan relacionados con el MDHA
generado por AA y AO en el apoplasto el cual estimula el crecimiento celular a
través del incremento del volumen de la vacuola (Hidalgo et al., 1989) y la absorcion
de iones causada por la despolarizacion de la membrana plasmatica, ademas, al
DHA se le considera responsable del alargamiento celular por permitir el reacomodo

de la pared celular. Asi el AA ha sido propuesto como el antioxidante mas importante
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en el apoplasto de hojas y tallos, y su oxidacion via AO puede ser importante en
facilitar la expansién celular (Pignocchi et al.,, 2003, 2006). Ademas, existen
evidencias de que el AA modula grupos de genes involucrados en la respuesta de
defensa en Arabidopsis (Pignocchi et al., 2003).

2.4. Factores bioticos y abioticos en el estrés oxidativo.

El ambiente cambia continuamente afectando a todos los organismos vivos, los
cuales deben adaptarse para poder sobrevivir. Un organismo aparentemente bien
adaptado a su ambiente, modifica su fisiologia o desarrolla una respuesta a los
cambios ambientales o condiciones metabdlicas en corto tiempo. Los organismos
gue pueden ajustarse (por respuestas del genoma) a los cambios en el ambiente
son los que muestran mayor grado adaptativo. EI cédmo, el genoma percibe y
transduce las sefales bibticas y abidticas del ambiente para expresar o reprimir
determinado gen, todavia no es del todo claro (Scandalios, 2002, 2005).

Factores bidticos (respuesta a patdgenos)

Cuando las plantas son atacadas por elicitores como; virus, hongos y proteinas de
bacterias entre otros se produce una respuesta llamada estallido oxidativo, en la cual
hay una rapida y excesiva produccion de ERO, especialmente de superéxido (Foyer
et al., 1994a; Mehdy et al., 1996). Esta respuesta es uno de los primeros eventos de
la respuesta de hipersensibilidad (RH; Levine et al., 1994).

La RH de las plantas se manifiesta por la delimitacion y muerte de la zona vegetal
donde invade el patdgeno, lo que evita su invasion extensiva. Esta muerte local de
las células forma una zona necroética visible en el area infectada originada por las
ERO del estallido oxidativo. Puede existir un segundo estallido oxidativo el cual tiene
la funcion de inducir resistencia y tolerancia a través de la induccion de proteinas
relacionadas a la patogénesis (PRP; Levine et al., 1994; Mehdy et al. 1996). Asi, las
ERO tienen una doble funcion en el ataque por patdgenos; primero lo delimitan y
después inducen la respuesta sistémica adquirida (RSA; Mehdy et al. 1996). Se ha
sugerido que el H,O, del estallido oxidativo, puede intervenir en la resistencia
cruzada (resistencia a cualquier patdgeno, inclusive estrés abiotico), en la muerte

programada de la célula y como sefial difusible para la induccion de genes de
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defensa (Levine et al., 1994), tales como induccion del sistema antioxidante
(Hernandez et al., 2001).

Factores abidticos

El estrés oxidativo puede ser originado por factores abidticos tales como; luz,
radiacion ultravioleta, sequia, salinidad, metales pesados, y temperaturas extremas y
anoxia, entre otros (Foyer et al., 1994a; Scott et al., 1999; Scandalios, 2002).

Luz

La destruccion de la capa de ozono (Os), principalmente debida a los clorhidratos
fluorocarbonados y oOxidos de nitrégeno, ha llevado al incremento de radiacion
ultravioleta UV, la cual afecta a los organismos; en las plantas se dafa al
fotosistema Il, los acidos nucleicos, enzimas, pigmentos y reguladores del
crecimiento (Foyer et al 1994b; Barabas et al., 1997).

Agua

El principal factor limitante de la productividad en los cultivos es la falta de agua, lo
gue lleva a la sequia y salinidad en los suelos. El incremento del estrés por salinidad
genera ERO que inhiben el crecimiento de las plantas. La tolerancia a la salinidad se
da por una alta eficiencia en el sistema antioxidante, donde las ERO son importantes
sefales para la induccion de este sistema (Lee et al., 2001).

Oxigeno

Muchos cultivos estdn expuestos a hipoxia o anoxia (falta parcial o total de
oxigeno, que puede ser una consecuencia de la inundacién o inmersién en agua de
las plantas; Gibbs y Greenway, 2003), la cual da como resultado un incremento en
las ERO, principalmente H,O,. La anoxia lleva a cambios en el contenido y
composicién de los lipidos de las membranas, asi como también, cambia la acidez

del citoplasma y los patrones de la sintesis de proteinas (Blokhina et al., 2001).

2.4.1. Estrés por bajas temperaturas.
Las bajas temperaturas causan pérdidas en la productividad y limitan la
localizacion geografica de los cultivos (Thomashow, 1998). Las bajas temperaturas
estan definidas principalmente en dos categorias: congelamiento y frio, por

definicion las temperaturas de congelamiento son aquellas en las que se forman
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cristales de hielo en los espacios extra e intracelulares (Thomashow, 1998; Pearce,
2001), en contraste, el frio es una temperatura sub6ptima en la cual no se forman
cristales de hielo, y ocurre abajo de 15°C (entre 0 y 15°C), aunque depende de la
sensibilidad del cultivo (Kocsy et al., 2001).

Las bajas temperaturas inducen alteraciones fisiolégicas en los componentes
celulares, entre otros: dafio a los lipidos de las membranas (Murata y Los, 1997),
incremento del flujo electrolitico (Gong et al., 2001; Kang y Saltveit, 2002), cambio
en el potencial osmético (Bray et al.,, 2000), deshidratacion, incremento de ABA
(Thomashow, 1998), y de ERO (Sato et al., 2001; Kocsy et al., 2001).

En las temperaturas de congelamiento, el dafio principal es la severa
deshidratacién celular (Bray et al., 2000). Asi, cuando se forma hielo intracelular, hay
un decremento en el potencial hidrico a través de la célula. Los efectos del dafio
celular son: desnaturalizacion de proteinas, precipitacion de varias moléculas y
lesion o lisis de las membranas (Thomashow, 1998; Pearce, 2001). Algunas plantas
tolerantes al congelamiento mantienen su potencial hidrico cerrando sus estomas y
previniendo la transpiracion (Wilkinson et al., 2001), o bien, promoviendo la
formacion de hielo extracelular, lo cual previene la formacion de cristales de hielo en
el citoplasma, donde ocasiona mas dafio, y también se inducen diferentes
mecanismos como: la acumulacion de osmolitos y proteinas de anticongelamiento
en el apoplasto, o se forman muy lentamente los cristales de hielo, lo que puede
retardar la deshidratacion (Thomashow, 1998; Bray et al., 2000).

Los mecanismos responsables de la tolerancia a bajas temperaturas no estan del
todo esclarecidos (Thomashow, 1998), sin embargo, la tolerancia a bajas
temperaturas involucra cambios en la expresion genética, algunos de los genes
inducidos por bajas temperaturas son también inducidos soélo por déficit de agua o
por &cido abscisico. Las principales proteinas inducidas que incrementan la
tolerancia al frio son; las AFP (proteinas de anticongelamiento), COR (regulacién de
frio), CRT/DRE (Elementos que responden a la deshidratacion) y LEAs (proteinas
abundantes en la embriogénesis tardia; Thomashow, 1998).

El estrés por la exposicion a bajas temperaturas ha sido muy estudiado. Hay

evidencias directas de la acumulacion de ERO durante este estrés en: pepino
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(Omram, 1980, citado por Dat et al., 2000), plantulas de maiz (Prasad et al., 1994a),
tejido de callo de Arabidopsis (O'Kane et al., 1996), arroz (Fadzillah et al., 1996) y
papa (Mora-Herrera et al., 2005; Lépez-Delgado et al., 2007) entre otros. Las bajas
temperaturas alteran la permeabilidad de la membrana de todos los organelos y
originan cambios en los procesos de fotosintesis, respiracion, transporte iénico,
permeabilidad electrolitica (Szalai et al., 1996); asimilacion de CO, asociado al flujo
de electrones hacia el O, (Fryer et al., 1998) y sistema redox de la célula (Kocsy et
al., 2001). Ademés, las ERO inducen fotoinhibicion en hibridos de maiz sensibles a
frio (Hodges et al., 1997) y dafan las xantofilas en hojas de maiz (Leipner et al.,
2000). El incremento de las ERO puede tomar tres caminos; la induccion de un
sistema antioxidante que ayude a contrarrestar los efectos de las ERO sobre los
componentes celulares; induccién de genes relacionados con tolerancia o finalmente
llevar a la muerte celular por exceso de las ERO (Dat et al., 2000; Scandalios, 2002,
2005).

La alteracion del sistema redox por las ERO activa los mecanismos de defensa de
la célula, se ha demostrado que algunos genes de defensa antioxidante responden a
cambios redox (Kocsy et al., 2001).

Por otro lado, la combinacion de factores abiéticos como baja temperatura y baja
intensidad de luz llevan a la disminucion de la actividad enzimética antioxidante,
como se encontrd en el centeno, donde la actividad de la catalasa, peroxidasa y
glutation reductasa disminuyeron significativamente (Feierabend et al., 1992), y en
tallos de arroz expuestos a baja temperatura también se observo la disminucién de
la actividad de la catalasa y de la glutation reductasa al igual que la actividad de las
enzimas del ciclo del glutation ascorbato se vieron alteradas (Fadzillah et al.,1996).
Lo cual coincide con lo reportado por Hodges et al. (1997), quienes encontraron que
hay fotoinhibicibn a baja temperatura y que la relacion de algunas enzimas
antioxidantes como la catalasa y la ascorbato peroxidasa disminuyen en los hibridos
de maiz sensibles a frio. Resultados similares, y efectos sobre la xantofilas, se
encontraron en hojas de maiz expuestas a baja temperatura por aclimatacion a frio
(Leipner et al., 2000). MacRae y Ferguson (1985), encontraron que el H,O, se

acumula y hay una inhibicion en la actividad de la catalasa en algunas especies de
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plantas durante la exposicion a frio, por ello sugirieron, que la baja actividad de ésta
enzima puede resultar de la inhabilitacion de las membranas de los peroxisomas
para permitir el paso de los precursores de la catalasa dentro del peroxisoma, y que
la proteccion de los efectos dafiinos del H,O, esta a cargo de otras enzimas
antioxidantes.

El estrés oxidativo puede ser un factor significativo en respuesta al dafio por frio,
por eso, algunas plantas son mas sensibles que otras a este estrés (Burdon et al.,
1994). En trigo, plantulas de maiz y en Arabidopsis se ha encontrado que la
tolerancia y la susceptibilidad a la aclimatacion al frio, esta dada por los cambios en
la actividad de enzimas antioxidantes (Prasad et al.,, 1994a; O'Kane et al., 1996;
Scebba et al., 1998; Leipner et al., 2000). Lo cual indica, que durante la aclimatacion
al frio, se producen sefiales inductoras de ciertas enzimas antioxidantes, pero en
plantulas no aclimatadas, el H,O, puede incrementarse a niveles toxicos debido a
los bajos niveles de las enzimas antioxidantes (Prasad et al., 1994a). Se tienen
evidencias de que el incremento en la actividad de la catalasa induce tolerancia a
frio en plantulas de maiz preaclimatadas, mientras que en las no aclimatadas la
actividad de dicha enzima disminuye asi como la actividad fotosintética. Por lo que
se ha propuesto que el aumento en la expresién de la actividad de la catalasa puede
incrementar la tolerancia al estrés a frio (Prasad, 1996). Sin embargo, se ha
encontrado que las bajas temperaturas afectan a todas las enzimas antioxidantes.
Se observo que en células del mesofilo y en el haz de la vaina de plantas de maiz, la
baja temperatura induce cambios en la distribucién del H,O,, asi como en la
actividad de enzimas antioxidantes como la superéxido dismutasa y las peroxidasas
(Pastori et al., 2000), y en la induccidon de nuevas isoenzimas de superdxido
dismutasa en Potentilla astrisanguinea (Sahoo et al.,, 2001). En papa el H;0O,
producido durante el almacenamiento de tubérculos a baja temperatura es eliminado
por la accion conjunta de la catalasa y la ascorbato peroxidasa (Mizuno et al., 1998).
Ademas, el sistema antioxidante cambia ajustandose a fluctuaciones diurnas de luz,
temperatura y condiciones ambientales, 1o que es indispensable para tolerar este

factor de estrés (Peltzer y Polle, 2001).
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Sefalizacion en las respuestas a baja temperatura

No se sabe exactamente como llega la sefial de un tipo de estrés determinado y
cuales son los receptores primarios en la célula que los perciben. La baja
temperatura (dependiendo de la intensidad y fluctuacion) al originar cambios en la
fluidez de la membrana, pueden ser detectados por uno o por distintos receptores
gue pueden iniciar la cascada de sefiales para inducir una respuesta rapida, por ello
se cree, que la membrana es el principal termoreceptor de las bajas temperaturas,
incluyendo la reorganizacion del citoesqueleto. En células en suspension de alfalfa
se demostré que la fluidez de la membrana actGa como termosensor (Orvar et al.,
2000).

Otros receptores de sefiales a bajas temperaturas son los canales de Ca?', el
complejo de la proteina G y la histidina cinasa (Xiong et al., 2002). Los canales de
Ca®* son activados por la reorganizacién del citoesqueleto durante el estrés por frio
e induce el flujo de Ca** (Orvar et al., 2000).

Otro mensajero secundario importante en la sefializaciébn a bajas temperaturas
puede ser el IP5 (inositol trifosfato), que a su vez, estimula el incremento de Ca?*, el
cual inicia la cascada de respuestas para la induccion de tolerancia (Esquema 2,
(Xiong et al., 2001)

Las ERO principalmente el H,O,, también pueden directamente regular la
transduccién de sefiales sin Ca®" (Esquema 2, Xiong et al., 2002), ya que son
capaces de atravesar las membranas e iniciar una cascada de sefales para generar
respuestas que llevan a la induccion de la expresion genética (Neill et al., 2002ab), o
bien, pueden activar la cascada de sefiales rio abajo via Ca?* (Esquema 2, Xiong y
Zhu, 2002).

Existen evidencias de la participacion de las ERO en la sefializacién directa de
proteinas como la fosfatasa tirosina, y en mediar las rutas de las MAPK vy las
fosfoproteinas acopladas al Ca?', que inducen la sintesis de osmolitos y
antioxidantes. Estas rutas inducen LEAs y DRE que pueden regular la produccién de
osmolitos (Esquema 2, Xiong y Zhu, 2002).

Por otro lado también, el estrés por frio induce la acumulacion de ABA. La funcién

del ABA en las sefales de transduccidon del estrés osmoético fue estudiada en
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mutantes de Arabidopsis deficientes en ABA abal-1, y mutantes sensibles a ABA
abil-1 y abi2-1, la conclusién general de estos trabajos fue que mientras la
expresion de genes regulados por bajas temperaturas son relativamente
independientes de ABA, la regulacidon de genes de estrés osmoético puede ser
activada a través de rutas tanto dependientes e independientes de ABA
(Thomashow, 1999).

2.5. Acido abscisico.

El acido abscisico (ABA) es un regulador del crecimiento esencial de las plantas
gue se encuentra en pequefias cantidades en todos los tejidos vegetales. EI ABA
(C15H2004) se sintetiza en los cloroplastos y otros plastidios. Su fotoisomerizacién
produce el desdoblamiento en una proporcién de aproximadamente el 20%, en los
isbmeros cis y trans, siendo este Ultimo bioldgicamente inactivo (Zacarias y
Lafuente, 2000).

El ABA tiene efectos fisiol6gicos que parecen estar implicados en respuestas al
estrés y en procesos del desarrollo, tales como: cierre de estomas, control del
desarrollo embrionario en semillas, inhibicion del crecimiento y abscision (Zacarias y
Lafuente, 2000).

El ABA en el estrés hidrico y cierre de los estomas.

Una respuesta caracteristica en las plantas superiores frente al estrés hidrico, es
el incremento en el contenido de ABA. La funcion del ABA protegiendo a las plantas
frente al estrés es doble: primero reduce la transpiracién y después, induce la
sintesis de proteinas que favorecen la resistencia a la desecacion. EI ABA induce
cierre de estomas inhibiendo una H*-ATPasa de la membrana plasmatica de las
células guarda. EI ABA puede sintetizarse en las células guarda o puede ser el
resultado de la redistribucién del ABA dentro de la hoja, en respuesta al estrés
hidrico. En células aisladas, se comprobé que el contenido de ABA puede
incrementarse hasta 20 veces en las células guarda como consecuencia de un
estrés hidrico donde el ABA llega via apoplasto. Esta hormona, también se
incrementa en las raices y en las hojas, separadas o no, de la planta en respuesta al

déficit hidrico. Del mismo modo, se comprobé que el ABA formado en las raices se
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transporta a través del xilema a las hojas (sentido acropétalo), donde ocasiona el
cierre de estomas, aun sin ningun cambio en el estado hidrico de las hojas. Asi el
aporte de ABA de las raices, que proviene de los apices radiculares, sirve como una
sefal, mediante la cual las plantas regulan su estado hidrico en los suelos secos
para adaptar su funcionamiento antes de que el estrés sea mas intenso (Zacarias y
Lafuente, 2000).

El ABA en el desarrollo embrionario de las semillas

Aunque existen varios mecanismos de latencia en las semillas, el ABA
desempeiia un papel muy importante en este proceso. EI ABA reprime la expresion
de numerosos genes especificos de la germinacion. Otra funcion del ABA en la
embriogénesis, es la regulacion de la sintesis de proteinas implicadas en la
tolerancia a la desecaciéon. En los estadios medio y avanzado del desarrollo de la
semilla se acumula RNAmM que codifica proteinas LEA, abundantes en tales
estadios. Estas proteinas contienen escasos residuos hidréfobos y desempefian una
funcién protectora frente a los dafios producidos en el citoplasma durante la
desecacion (Zacarias y Lafuente, 2000).

El ABA en la inhibicidn del desarrollo vegetativo

La respuesta mas comun de las células al ABA es la inhibicién del crecimiento. La
dormancia o latencia de las hojas y yemas se ha relacionado con la acumulacion de
ABA que tiene lugar durante los dias cortos. Este proceso puede inducirse, ademas,
aplicando exogenamente la hormona. El efecto de la hormona parece estar
relacionado directamente con la inhibicién del desarrollo, ya que no induce otras
caracteristicas relacionadas con la latencia de las yemas. Este efecto del ABA no
ocurre en todas las especies, probablemente debido a que otros compuestos, como
las giberelinas, podrian actuar contrarrestando la accion del ABA en este proceso
(Zacarias y Lafuente, 2000).

El ABA tiene efectos diferentes sobre el crecimiento del tallo y la raiz. El déficit
hidrico moderado incrementa la elongacion de la raiz, mientras si la sequia es fuerte,
la inhibe. La inhibicion del crecimiento del tallo es consecuencia del efecto del ABA
sobre la extensibilidad de la pared celular (Zacarias y Lafuente, 2000). Otra

posibilidad en la inhibicién del crecimiento es el efecto sobre las membranas de las
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raices, donde hace mas positiva su carga, con lo que se incrementa la tendencia de
las raices a adherirse a superficies negativas, y es probable que este efecto participe
en la rapida pérdida de iones K* de las células oclusivas (lo que implica la inhibicion
de una ATPasa de la membrana plasmatica), y quiza en la capacidad del ABA de
inhibir con rapidez el crecimiento inducido por auxinas. La interferencia en la sintesis
de proteinas y otras enzimas podria ayudar a explicar efectos a largo plazo sobre el
crecimiento y desarrollo (Salisbury y Ross, 1994).

Mecanismos de accion del ABA

Los diversos efectos fisiologicos mediados por el ABA indican que éste posee
multiples mecanismos de accion. Hasta ahora se carece de pruebas directas de la
existencia de receptores del ABA vy, por lo tanto, falta caracterizar la ruta completa
de las seinales del ABA.

En el cierre estomatico, el flujo de calcio intracelular constituye un segundo
mensajero en la transmision de la sefial del ABA. En células guarda, se demostré
que el ABA incrementa la concentracion de Ca?* citoplasmatico, cinco minutos antes
del cierre de estomas. También se probo que la adicion de inositol trifosfato (1P3)
incrementa el Ca®* citoplasmatico y cierra los estomas. Asimismo, el ABA estimula
cambios en la concentracion de Ca** citoplasmatico de otros tejidos, como en raices
y coleoptilos de maiz o en protoplastos de la capa de aleurona de cebada. EI ABA
modula la expresion de diversos genes, que probablemente controlan algunos de los
procesos fisiologicos descritos anteriormente. Se han aislado e identificado
diferentes genes que se expresan por accion del ABA y contienen secuencias

especificas de respuesta a esta hormona (Esquema 2, Zacarias y Lafuente, 2000).

2.5.1. El ABA y el estrés oxidativo.

El ABA regula procesos importantes en las respuestas de las plantas al medio
ambiente (Rock, 2000), incluyendo; sequia, salinidad, lesiones por heridas, calor y
frio, donde actia como regulador de las respuestas a estas condiciones de estrés
(Xiong et al., 2001; Larkindale y Knight, 2002) en los procesos de aclimatacion y/o

tolerancia cruzada de las plantas (Prasad et al., 1994b; Ristic et al., 1998).
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Los detalles de cdmo las sefiales de ABA se traducen en una respuesta fisioldgica
aun se desconocen. Sin embargo, evidencias circunstanciales indican que un
modelo de accién del ABA puede estar relacionado al estrés oxidativo en las células
de las plantas ya que, se encontré6 que las respuestas del ABA causan un
incremento en la generacion e incremento del H,O, (Guan et al., 2000; Pei et al.,
2000; Zhang et al., 2001a).

Tres lineas de evidencias indican que un modo de accion del ABA esta
relacionado al estrés oxidativo en las células de las plantas. Primero, el ABA causa
un incremento en las ERO (Guan et al., 2000; Pei et al., 2000; Jiang y Zhang 2001;
Murata et al., 2001; Zhang et al., 2001a). Segundo, el ABA induce la expresion de
genes que codifican para el sistema antioxidante incluyendo antioxidantes
enzimaticos y no enzimaticos (Guan et al., 2000; Jiang y Zhang, 2001, 2002a). Y
tercero, tratamientos con altas concentraciones de ABA resultan en dafio oxidativo a
la célula (Jiang y Zhang, 2001).

Bajo condiciones de estrés, ABA y H,O, son cominmente generados en muchos
sistemas bioldgicos (Zhang et al., 2001a). Las ERO tienen una funcién importante en
la transducion de sefales por ABA y llevan a la induccion del sistema antioxidante
de defensa (Guan et al., 2000; Jiang y Zhang, 2002b). El ABA activa la bomba de la
membrana plasmatica, donde, la NADPH oxidasa transfiere electrones del NADPH
citosolico al O, para formar O, que después dismuta a H,O,, esto puede estar
involucrado en las sefales de transduccién de ABA en las células de las plantas (Pei
et al., 2000; Jiang y Zhang, 2002b, 2003).

El Ca** también esta involucrado en la transduccién de sefiales del ABA, ya que
este incrementa, tanto en el espacio extracelular como intracelular en respuesta al
ABA (Esquema 2, Pei et al.,, 2000; Murata et al., 2001). En el cierre de estomas
inducido por ABA en Arabidopsis, el ABA induce la produccion de H,O, y éste activa
los canales de Ca*" que son los componentes en la transduccién de sefiales del
ABA (Pei et al., 2000; Murata et al., 2001). Esta observacién indica que el Ca** esta
rio abajo de la produccion de ERO en la sefializacion de ABA, y que las rutas de
ERO y Ca®" estan involucradas en la induccion del sistema antioxidante (Jiang y
Zhang, 2003).
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Las evidencias indican que el H,O, es un intermediario de la sefializacion de ABA
importante y necesario en el cierre de estomas. Ya que con la aplicacién exdgena de
H.O, hay un aumento significativo en el cierre de estomas de Vicia faba (Zhang et
al., 2001b) y en Arabidopsis (Pei et al., 2000).

La funcion del H,O, como un intermediario en la sefalizacion de ABA en las
células guarda fue estudiado en Arabidopsis, no se sabe si el H,O, actia como
segundo mensajero para la induccién de cierre de estomas en respuesta a ABA en
otras plantas, ni donde es la fuente de generacién de H,O, y ABA en las células
guarda. La microinyeccion de ABA dentro de las células guarda, induce la
produccion de H,O,, la cual precede al cierre de estomas. La induccién de cierre de
estomas por H,O; es reversible con bajas concentraciones de acido ascorbico o de
catalasa (Pei et al., 2000).

2.5.2. EI ABA en lainduccion de tolerancia al frio.

El ABA desempefia una funcion importante en las respuestas a baja temperatura
y esta correlacionado con el aumento de la resistencia a frio en algunas especies de
plantas (Bravo et al., 1998; Zhou et al., 2005a).

Dos lineas de evidencias sugieren la participacion del ABA en la tolerancia a
bajas temperaturas; primero, durante la exposicién a frio el contenido de ABA se
incrementa en algunas plantas que muestran la propiedad de aclimatacion, segundo
la aplicacion de ABA induce proteccidn contra el dafio por baja temperatura (Ristic et
al., 1998; Tamminen et al., 2001). La funcion del ABA al disminuir el dafio por frio
incluye: incremento en la permeabilidad de la membrana para facilitar el intercambio
de agua través del sistema de raices y por lo tanto suplir de agua a las hojas; cierre
de estomas; equilibrio de la membrana para evitar la perdida de electrolitos;
estabilizacion del citoesqueleto, y modificando la expresion genética (Ristic et al.,
1998). ElI ABA parece mediar procesos de estrés osmoético ya que se acumula de
forma enddgena ante O6smosis alta, salinidad, desecacion y frio, durante estas
condiciones de estrés muchos genes relacionados con la osmorregulaciéon son
expresados, lo que también ocurre con la aplicacion exégena de ABA (Guan y
Scandalios, 1998a).
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En algunas especies de plantas, la tolerancia al frio inducida por ABA, esta
asociada al incremento de antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos, como se
observo en Stylosanthes gianesis (Prasad et al., 1994b; Zhou et al., 2005a).

De gran interés resulta la estrecha relacion entre ABA y la catalasa. De los
elementos que controlan la expresion génica de CAT, la caja G o ABRE (elementos
gue responden al ABA), esta entre los mas importantes en el control de respuestas
al estrés. Estos elementos estan involucrados en las respuestas al estrés osmatico y
al ABA en embriones y hojas de trigo (Luna et al., 2005).

La relacion entre ABA y la expresion génica de CAT es compleja. Los transcritos
de genes que responden al ABA y a CAT1 se incrementan simultdneamente en las
hojas durante la desecacién. En contraste, mientras la mayoria de los genes que
responden al ABA se expresan durante las ultimas etapas de la embriogénesis en
Zea maiz, los transcritos de CAT1 disminuyen en el mismo periodo. Esto sugiere que
la ruta de transduccion de sefiales es compleja, es involucra otros controles que
interactuan. EI ABA parece tener dos funciones importantes en las respuestas de
estrés: primero disminuye la actividad del metabolismo basico permitiendo un
reajuste de las diferentes rutas metabdlicas en condiciones de estrés o cambios en
el desarrollo; el reajuste del metabolismo es un proceso clave para asegurar la
supervivencia de las plantas, particularmente en 6rganos reproductivos como
semillas; segundo asegura una alta capacidad de defensa antioxidante en esos
momentos. Esto es importante, cuando el reto de la célula para mantener la

homeostasis es grande, en condiciones de estrés oxidativo (Luna et al., 2005).

2.6. El H,0O; en la induccion de tolerancia al frio.

El H,O, esta involucrado en las respuestas de aclimatacion y tolerancia cruzada
(Chen et al., 2000; Gong et al.,, 2001; Neill et al.,, 2002a) y tolerancia a bajas
temperaturas (Prasad et al., 1994a; Mora-Herrera et al., 2005; Mora y L6épez, 2006;
Lépez-Delgado et al., 2007).

El H,O, aplicado en forma exégena incrementa la tolerancia a frio en plantulas de

maiz (Prasad et al.,, 1994a) y en dos variedades de microplantas de papa con
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marcada diferencia en la sensibilidad a frio (Mora-Herrera et al., 2005; Mora y Lopez,
2006; Lopez-Delgado et al.,, 2007). Existen evidencias que indican que la
participacion de H,O, como sefial para la induccion de tolerancia a bajas
temperaturas es por respuestas en el sistema antioxidante o compuestos
relacionados con proteccion celular. Asi, se ha reportado que el H,O, aplicado en
forma exogena, puede inducir tolerancia al frio por diferentes vias tales como:
incremento e induccion de H,O, (Rao et al., 1997); por la acumulacién de proteinas
de choque térmico (Banzet et al., 1998); por incremento del acido salicilico (Le6n et
al., 1995); por incremento en la actividad de la ascorbato peroxidasa (levinsh et al.,
2000); por aumento de los transcritos de la glutation S-transferasa (Seppanen et al.,
2000); por acumulacién de glutatiéon reducido (Kocsy et al., 2001); por cambios en
las actividades enziméticas de APX y CAT y contenido de H,O,, como se demostré
en microplantas de papa (Mora-Herrera et al., 2005; Mora y Lopez, 2006; Lopez-
Delgado et al., 2007).

La participacion del H,O, en la induccion de tolerancia a factores de estrés biotico
y abidtico, asi como la participacion en la induccién de la expresién genética, es
amplia; sin embargo, las concentraciones a las cuales actia y como actia depende
de muchos factores, de este modo, se encontr6 que la funcion de H,O, en la
induccion y participacion en la transduccion de sefiales puede ir de concentraciones
fisiolégicas muy bajas como de 10 pM a concentraciones altas como 50 mM
(Desikan et al., 2000; Mora-Herrera et al., 2005; Mora y Lopez 2006) y que las
respuestas estan directamente relacionadas a la intensidad del estrés (Mora y
Lépez, 2006).

Por otro lado, se ha demostrado que algunos compuestos como el acido salicilico
que inducen tolerancia a estrés biotico y abidtico (Lopez-Delgado et al., 1998a; Scott
et al.,, 1999; Senaratna et al., 2000) lo hacen a través de un incremento de H,O,,
mismo que actla como sefial para la induccion de las respuestas de tolerancia (Rao
et al., 1997).
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2.6.1. Efectos del H,O; en la papa.

Se han reportado algunos efectos fisioldgicos del H,O, en papa relacionados con
el sistema de produccién de semilla “in vitro-invernadero-campo” (seccion 2.1.1.1;
Lopez et al., 1985).

Asi, Lépez-Delgado y colaboradores (1998a), reportaron que el tratamiento de
H.O, sobre microesquejes incremento la termotolerancia, efecto que se mantuvo un
mes después del tratamiento.

En plantas de papa cultivadas en campo que fueron tratadas con H,O,, se
encontré un incremento significativo en el contenido de almidén, en el diametro de
los tallos y mayor contenido de lignina (Lépez-Delgado et al., 2005).

En microplantas provenientes de microesquejes preincubados en H,0,, se indujo
tolerancia a la exposicion a baja temperatura en una variedad sensible al frio (Mora-
Herrera et al., 2005), y estas respuestas dependieron de la variedad, de la
concentracion y tiempo de exposicion al frio (Mora y Lépez, 2006), ademas estas
respuestas estan asociadas a la actividad enzimatica antioxidante.

Preincubaciones de H,O, también inducen tuberizacion in vitro en sustitucion del
cycocel (ccc), se encontré ademas, que los efectos del H,O, son a largo plazo en las

respuestas de tuberizacion (Sanchez, 2006).
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ll. MATERIALES Y METODOS

3.1. Material biologico.

Se utilizaron plantas in vitro de Solanum tuberosum L., libres de virus de las
variedades Alpha y Atlantic, obtenidas del Banco de Germoplasma in vitro del
Laboratorio de Fisiologia y Biotecnologia del Programa Nacional de Papa del Instituto
Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP) en Metepec,
Estado de México, México.

Los reactivos utilizados en este trabajo se encuentran en el anexo 5.

3.2. Condiciones de cultivo.

Todos los experimentos se iniciaron a partir de esquejes con una yema axilar con
hoja. Estos esquejes fueron cultivados y subcultivados entre 28 y 35 dias en medio MS
(Murashige y Skoog, 1962) como se describe en Espinoza et al. (1986), con lo cual se
mantuvo una fuente permanente de material biologico.

Los cultivos in vitro se mantuvieron en un cuarto de incubacion con un fotoperiodo de
16 horas a una temperatura de 20 + 1°C y una radiacién de ca 35 pmol m? seg ~*, 400-
700 nm.

Los almacigos y macetas con las plantas o los esquejes se mantuvieron en

condiciones de invernadero (20 = 2°C diay 16 = 2°C noche).

3.3. Medios de cultivo.

El medio basico se prepard con sales inorganicas del medio de Murashige y Skoog
MS (Anexo 1) adicionado con: sacarosa 30 g, glicina 2 mg, tiamina HCI 0.10 mg, mio-
inositol 100 mg, y D-pantotenato de calcio 10 mg por litro (Anexos 1y 5).

El medio de cultivo se prepar6 mezclando las cantidades requeridas de sales
inorganicas y vitaminas. La sacarosa, las vitaminas y las sales se tomaron de
soluciones concentradas conocidas (Anexo 1), se afor6 y se ajusto el pH entre 5.6 y 5.8
con hidroxido de potasio (KOH) 1N, después se agrego el agar o fitagel el cual se
disolvié con calor (Anexo 1). El &cido abscisico (ABA, Anexo 5), se agregé al medio de

cultivo antes de aforar y medir el pH. Se utilizaron frascos de 70 mm x 45 mm con tapa
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translucida con 20 mL de medio y estos fueron sellados con pelicula (kleen pack),
también se utilizaron tubos de 2 x 15 cm con 10 mL de medio, sellados con papel de
aluminio.

Los medios de cultivo y materiales de siembra (cajas petri, pinzas y bisturi) se
esterilizaron en un autoclave horizontal a 15 libras cm™ de presién y 120°C durante 15

minutos (para las especificaciones de los equipos ver Anexo 6).

3.4. Solucion concentrada de acido abscisico (ABA).
Para todas las concentraciones de ABA (Isomero (%) cis-trans, Anexo 5) utilizadas en
este trabajo se hizo una solucién concentrada de 10 mg/100mL. El ABA se disolvio

previamente con 0.5 mL de KOH 1N y se aforé a 100 mL de H,O (destilada).

3.5. Soluciones de peroxido de hidrégeno (H.0,).

Las soluciones de H,O, se prepararon con agua destilada estéril agregando el H,O,
(Anexo 5) y 2 gotas de Tween por cada 50 mL de solucién, esto para romper la tensién
superficial y favorecer la penetracién del H,O, a las células. Estas soluciones se

prepararon al momento de las incubaciones.

3.6. Siembra en suelo.

Siembra de microplantas completas en almacigos

Plantas completas provenientes de condiciones in vitro se enjuagaron perfectamente
y se sembraron en almacigos (30 mm de ancho y 50 mm de profundidad) usando como
substrato “peat moss” (mezcla Sunschine Canada) y agrolita en una proporcién 2:1. Las
microplantas permanecieron en los almécigos por 24 horas en condiciones de
invernadero antes de exponerlas al frio (-6 + 1°C).

Siembra de microesquejes en almacigo

Esquejes (con una yema axilar y hoja) de plantas in vitro, se sembraron en almacigos
(30 mm de ancho y 50 mm de profundidad), usando como sustrato “peat moss” y
agrolita en una proporcion 2:1. Los esquejes permanecieron en los almacigos por 24

horas en condiciones de invernadero antes de exponerlas al frio (-6 + 1°C).
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Siembra de microplantas en maceta

Plantas completas provenientes de condiciones in vitro se enjuagaron y se
sembraron en macetas (16 cm ancho x 12 de altura), se utilizé “peat moss” y agrolita en
una proporcion 2:1 como substrato y permanecieron en condiciones de invernadero el
tiempo requerido. Las plantas sembradas en almacigo y/o maceta se regaron dos veces

por semana.

3.7. Exposicion a baja temperatura (frio).

Una vez que las microplantas (0 microesquejes) estuvieron 24 horas en suelo (para
Su recuperacion al trasplante a suelo), se expusieron a baja temperatura* (-6 + 1°C) en
oscuridad en un congelador de acuerdo con los tiempos establecidos en el disefio de
los experimentos. Después se mantuvieron en condiciones de invernadero para su
recuperacion.

*Para el modelo empleado en este trabajo se utilizé6 como sindnimo: baja temperatura

y frio.

3.8. Evaluacién de la supervivencia.

La supervivencia se evalu6 15 dias después del tratamiento al frio. Se considero viva
aquella planta que tuviera al menos una yema axilar completamente verde y en
crecimiento. Se consideraron las yemas bajo el substrato como se describié en Mora-
Herrera et al. (2005) y Mora y Lopez (2006).

3.9. Incubaciones en H,0..

Incubaciones de esquejes en H,0O,

Esquejes de plantas in vitro se preincubaron en concentraciones 0, 5, 15y 25 mM de
H,O,, durante una hora en condiciones de luz (ca 15 pmol m? seg', 400-700 nm), en
cajas petri conteniendo agua-agar 0.8%, una vez finalizada la preincubacion, los
esquejes se enjuagaron 3 veces con agua destilada estéril y se cultivaron 4 semanas

en medio basico (MS) en condiciones in vitro (Seccion 3.2).
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Incubaciones de microplantas completas en H,O

Plantas completas (incluida la raiz) de 28 dias de cultivo in vitro, se enjuagaron con
agua (para remover el medio de cultivo con agar), se colocaron sobre papel absorbente
por 3 minutos para quitar el exceso de agua y se incubaron durante 1 hora en
concentraciones de 0, 1, 15, 50 75 y 100 mM de H,O, en condiciones de luz
fluorescente (ca 15 umol m? s, 400-700 nm), después de ese tiempo se enjuagaron
tres veces con agua para detener el efecto del H,O, y se sembraron en almacigos
(Seccion 3.6.1).

3.10. Descripcion de los experimentos.
3.10.1. Modelo de supervivencia a baja temperatura.

Modelo de supervivencia a baja temperatura en plantas completas

El modelo de supervivencia utilizado en esta investigacion fue el generado
previamente por Mora (2002). En este modelo las plantas in vitro de 3, 4, 5, 6 y 7
semanas de edad cultivadas en medio MS, fueron trasplantadas al suelo y 24 horas
después se expusieron a baja temperatura (-6 + 1°C) por 2, 3 6 4 horas. Las plantas
permanecieron en condiciones de invernadero para su recuperacion. De acuerdo con
los resultados de minima sobrevivencia se eligi6 el modelo de las siguientes

condiciones experimentales: microplantas de 4 semanas de edad expuestas a baja

temperatura (-6 #+1°C) por 4 horas (Mora-Herrera et al., 2005).
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Microplantas de 28 dias de cultivo en medio MS (reserva)

/

Efectode | ABA o0 H,0O, en la tolerancia a frio I_Efecto dglla Toxicidad de
inundacion H.O
Microplantas Incubacién de Incubacion | (hipoxia-anoxia) 2 _2
cultivadas 28 microplantas de esquejes | enlatolerancia | Incu bacién de
dias en medio con H,0, 0, con H,0, 0, a frio microplantas
MS+ABA 0, 1,15y 50 5,15y 25 Incubacion || €n0.50, 75y
0.01,0.1, 0.5, mM mM de 100 mM de
0.75,1,25,5 v microplantas H20,
y 10 uM en H,0

Cultivo en medio

\ MS por 28 dias

Trasplante al suelo 24
Trasplante a suelo 24 horas horas (aclimatacién a
(aclimatacion asuelo) suelo)

: l

Exposicion al frio :
durante 4 horas Evaluacionde la
supervivencia
l después del5 dias

Evaluacion de la
supervivencia
después del5 dias

Esquema 4. Diagrama de flujo de las evaluaciones de supervivencia realizadas con

microplantas pretratadas con ABA o H,0,.

Modelo de supervivencia de esquejes al frio

Esquejes con una yema axilar y hoja, provenientes de condiciones in vitro (seccion
3.2) se sembraron en almacigos (seccion 3.6). Después de 24 horas en el suelo, se
expusieron a frio (-6 = 1°C) durante 0, 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8 horas en oscuridad.
Posteriormente se mantuvieron en condiciones de invernadero para su recuperacion. La

supervivencia se evaluo 15 dias después de la exposicion al frio. Los experimentos se
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realizaron entre 3-13 veces con 12 plantas por tratamiento**. Los datos fueron
analizados por medio de la prueba de t Student (p < 0.05).

**Todas las repeticiones de los experimentos de este trabajo se realizaron 3 veces
como minimo dependiendo de la uniformidad de los resultados. Se utilizaron 12 plantas

por tratamiento en cada repeticion.

3.10.2. Supervivencia de microplantas pretratadas con ABA o H,0..
Microplantas preincubadas con ABA 0, 0.01, 0.1, 0.5, 0.75, 1, 2.5, 5y 10 yM durante
28 dias o microesquejes preincubados con 0,1, 5, 15 mM de H,;O, por 1 hora y
microplantas preincubadas con 0, 15, 25 y 50 mM de H,O, por 1 hora; fueron
trasplantados al suelo, después se expusieron al frio por 4 horas y posteriormente se
mantuvieron en condiciones de invernadero para su recuperacion (Esquema 4).
Estos experimentos se realizaron entre 4-10 veces. Los datos fueron analizados por
medio de la prueba de t Student (p < 0.05).

3.10.2.1. Evaluacion de la toxicidad del tratamiento de ABA.
Microplantas preincubadas en ABA 0 y 10 uM durante 4 semanas se sembraron en
un almacigo (seccion 3.6). La supervivencia se evalué 15 dias después. Estos
experimentos se realizaron 3 veces. Los datos fueron analizados por medio de la
prueba de t Student (p < 0.05).

3.10.2.2. Evaluacion de la toxicidad del tratamiento de H,0O..
Microplantas completas de 28 dias de edad se incubaron en 0, 50, 75 y 100 mM de
H,O, de la manera ya descrita (seccion 3.9) sin exponerlas a frio, se mantuvieron en
condiciones de invernadero (seccion 3.2) y se evaluo la supervivencia (seccion 3.8) 15
dias después de la incubacién en H,O,. Estos experimentos se realizaron 4 veces. Los

datos fueron analizados por medio de la prueba de t Student (P < 0.05).
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3.10.2.3. Efecto de lainundacién (hipoxia- anoxia) en las
preincubaciones de H;O..

Se evaluo el efecto de la anoxia generada por la incubacion en H,O, en microplantas
de 4 semanas de cultivo. Las microplantas se incubaron en agua destilada esteéril
durante una hora en las mismas condiciones que las incubaciones con H,O, (seccién
3.9), se sembraron en suelo (seccion 3.6), y se expusieron a frio por 4 horas. 15 dias
después se evalud la supervivencia (seccion 3.8). Las microplantas utilizadas como
testigo siguieron el mismo procedimiento, excepto que no se incubaron en agua. Estos
experimentos se realizaron 4 veces. Los datos fueron analizados por medio de la
prueba de t Student (p < 0.05).

3.10.3. Cuantificacion de las actividades enzimaticas antioxidantes y
contenidos de H,0, y AA.

Se tomaron muestras de plantas preincubadas en ABA 0y 10 uM en tres etapas: a)
28 dias de cultivo in vitro; b) después de 24 horas de trasplante al suelo y c) al término
de 4 horas de exposicion al frio. Se cuantificé la actividad enzimatica de la CAT, APX y
POX, y contenido de H,O,. La actividad enzimatica de la AO y el contenido de AA sélo
se cuantificé en la etapa “a”. La actividad enzimética de la CAT también se visualiz6
utilizando geles nativos de actividad en el etapa “a”.

En las microplantas preincubadas con 0 y 15 mm de H,O; se cuantificé la actividad
enzimatica de la CAT, APX y POX en las tres etapas.

Todas las cuantificaciones se realizaron al menos 4 veces. Los datos fueron
analizados por medio de la prueba t Student (P < 0.05), en algunos casos los promedios
de los tratamientos se sometieron a la prueba de comparacién multiple de medias de

Tukey (P < 0.05), mediante el programa Statgraphics plus 5.0.
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Esquema 5. Diagrama de flujo de las evaluaciones de crecimiento, rendimiento,

actividades enziméticas, H,O, y AA, en microplantas preincubadas en ABA o0 H,0,.

3.10.4. Subcultivo sin ABA o trasplante en invernadero de microplantas

pretratadas con ABA.
Subcultivo sin ABA

Microplantas incubadas en 0 y 10 uM de ABA por 28 dias (Fase 1) fueron

trasplantadas sin raices a medio MS en forma individual (tubos de 2 x 15 cm) por otros

28 dias (Fase 2 in vitro). Se evalu6 longitud de los tallos, peso de las plantas completas,
las actividades enziméaticas de las CAT, POX, APX y el contenido de H,0,. La longitud

de las raices fue evaluada solo en la Fase 2 in vitro. Estos experimentos se realizaron 4
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veces con 12 plantas por tratamiento. Los datos fueron analizados por medio de la
prueba de t-Student (p < 0.05).

Trasplante en condiciones de invernadero de microplantas pretratadas con ABA

Microplantas incubadas en 0 y 10 uM de ABA por 28 dias fueron trasplantadas en
condiciones de invernadero en macetas (seccién 3.6) durante 120 dias (Fase 2 en
invernadero). Las plantas se regaron dos veces por semana hasta los 90 dias de
cultivo. A los 30 dias del cultivo se lleno la maceta de suelo (aporcar) e inicio la
fertilizacion con los nutrientes de 170-210-170-90-20-20 nitrogeno, fésforo, potasio,
azufre, calcio y magnesio, cada 15 dias 5 veces en el ciclo. A los 100 dias de la
siembra las plantas fueron contadas y se evalué la longitud y el peso del tallo. A los 120
dias se evalud la cosecha en niumero y peso de tubérculos. Los tubérculos cosechados
se sumergieron 15 min en acido giberélico (5 ppm) y se mantuvieron en bolsas de papel
estraza bajo fotoperiodo de 16 horas de luz difusa en condiciones de camara de

crecimiento a 20 + 1°C, 3 meses después se evaluo el porcentaje de la brotacion.

3.11. Técnicas empleadas.
Todas las cuantificaciones enzimaticas se midieron en tres muestras de cada

tratamiento y por triplicado cada una en cada repeticion experimental.

3.11.1. Cuantificacion de la actividad enzimética de la CAT.

La cuantificacion de la actividad enzimatica de la catalasa (EC 1.11.1.6) por
espectrofotometria se realizé de acuerdo al método descrito por Aebi (1984).

Extraccion de la proteina total

El tejido de la microplanta (sin raices) se macerd con nitrégeno liquido y la proteina
total se extrajo en una proporcién de 1 g: 4 mL con el amortiguador de fosfato de
potasio (50 mM pH 7.2) conteniendo 5 mM de dithiothreitol (DTT), 1 mM de &cido etilen
dinitrilo tetracético (EDTA) y 2% de polyvinyl pirrolidona (PVP; Anderson et al., 1995). El
homogenado se centrifugd a 11 000 x g durante 10 minutos a 4°C. La fraccion
sobrenadante se uso para medir la actividad enzimatica de la catalasa y de la POX en

espectrofotometro, y para evaluar la actividad de la catalasa en geles nativos con
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algunas modificaciones de acuerdo al método propuesto por Cruz-Ortega et al. (2002,
Anexo 2).

Mezcla de reaccion

La actividad enzimética de la catalasa se midi6 en la mezcla de reaccion con
amortiguador de fosfato de potasio y sodio 50 mM pH 7.0, 10 pyL del extracto de
proteina (aproximadamente 100 ug de proteina) y 30 mM de H,O, en un volumen final
de 3 mL. El blanco contenia amortiguador de fosfato de potasio y sodio 50 mM pH 7.0,
10 pL del extracto de la muestra en un volumen final de 3 mL.

La reaccion se inici6 con la adicion de H,O, 30 mM (solucion preparada en
amortiguador de reaccion) a 25-28°C. Se midié el consumo de H,O, como el
decremento de la absorbancia a 240 nm en intervalos de 20 segundos durante 3
minutos, para obtener la actividad de la catalasa se uso el coeficiente de extincion para

el H,0, €= 0.0394 mmol* mm™.

3.11.2. Cuantificacion de la actividad enzimética de la APX.

La cuantificacion de la actividad de la ascorbato peroxidasa (EC 1.11.1.11) por
espectrofotometria se realizO de acuerdo al método descrito por Nakano y Asada
(1981), con algunas modificaciones de Jiménez et al. (1997).

Extracciéon de proteina total

El tejido de la microplanta (sin raices) se macerd con nitrdgeno liquido y la proteina
total se extrajo en una proporcion de 1 g: 4 mL con el amortiguador de fosfato de sodio
100 mM pH 7.0, 1 mM de DTT, 5 mM de acido ascorbico (Mittler y Ziliskans, 1993). La
proteina soluble se aislé por centrifugacion a 11 000 g por 10 minutos a 4°C. La fraccion
sobrenadante se uso para medir la actividad de la APX.

Mezcla de reaccion

La actividad enzimética de la APX se midi0 en la mezcla de reacciobn con
amortiguador de fosfatos de potasio 50 mM pH 7.0, 0.1 mM de ascorbato, 0.1 mM de
EDTA, 0.040 mL del extracto de proteina 'y 2.7 mM de H,O, en un volumen final de 2
mL.

El blanco consistio6 en amortiguador de fosfato de potasio 50 mM pH 7.0 en un

volumen final de 2 mL. La reaccion se inici6 con la adiciébn de H,O, se registré el
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decremento en la absorbancia a 290 nm por la oxidacion del ascorbato a intervalos de
30 segundos durante 3 minutos a 25-28°C. Para obtener la actividad de la APX se uso

el coeficiente de extincion para el ascorbato €= 0.28 mmol*mm™.

3.11.3. Cuantificacién de la actividad enzimética de la POX.

La cuantificacion de la actividad enzimatica de la peroxidasa (EC 1.11.1.7) por
espectrofotometria se realiz6 de acuerdo con el método descrito por Srivastava y
Dwivedi, (1998).

La extraccion de proteina se realiz6 de la manera descrita para catalasa (Anderson
et al., 1995).

Mezcla de reaccion

La actividad enzimatica de la peroxidasa se midio en la mezcla de reaccién con
amortiguador de fosfato de sodio 50 mM pH 7.0, 3.33 mM de guaiacol, 4 mM de H,0, y
0.020 mL de la muestra en un volumen final de 3 mL. La reaccion se inicio con la
adicion de la muestra a 25-28°C. El blanco consistié en el amortiguador de reaccion sin
extracto de proteina. La oxidacién del sustrato (guaiacol) se midi6é por el incremento en
la absorbancia a 470 nm durante 3 minutos en intervalos de 30 segundos. Para
determinar la actividad de la peroxidasa se uso el coeficiente de extincién del guaiacol

g= 2.6 mmol* mm™.

3.11.4. Cuantificaciéon de la actividad de la AO.

La cuantificacion de la actividad enzimatica de la ascorbato oxidasa (E.C.1.10.3.3)
por espectrofotometria se realizé de acuerdo con el método descrito por Sanmartin et
al. (2003).

El tejido de la planta (sin raices) se macer6 con nitrégeno liquido y la proteina total
se extrajo en una proporcion de 1 g: 10 mL con el amortiguador de fosfato de potasio
100 mM pH 6.5y 4% de PVP. La fraccion citoplasmica se aislo por centrifugacion a 11
000 g por 10 minutos a 4°C y se uso para medir la actividad de la ascorbato oxidasa.

Mezcla de reaccion

La actividad enzimatica de la AO se midi6 en la mezcla de reaccion con el
amortiguador de fosfato de potasio 100 mM pH 5.6, 2.5 mM de EDTA, 0.02 mM de
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acido ascorbico (10 uyL de una solucion de 10 mM) y 100 uL de la muestra en un
volumen final de 2 mL. La reaccién se llevd a cabo a 25-28°C y se inicié con la adicién
del &cido ascorbico. El blanco consistiéo en el amortiguador de reaccién con EDTA (sin
acido ascorbico) y 100 pL de la muestra. Se midio a Azgs por 7 minutos en intervalos de
30 segundos. Se calculd la actividad enzimatica usando el coeficiente de extincion del

ascorbato 0.129 €= 0.0128 mmol*mm™.

Las actividades enzimaticas de la CAT, POX, APX y AO se calcularon con la
ecuacion: nmol/min/mg de proteina= Coeficiente de extincién x (vol del ensayo/ vol de la

muestra en mL) x mg de proteina.

3.11.5. Cuantificacion del contenido de AA.

La cuantificacion del contenido de ascorbato se realizé de acuerdo con el método
descrito por Foyer et al. (1983), con modificaciones basadas en el método de
Kampfenkel et al. (1995). EI AA se midi6 en tres muestras de cada tratamiento en cada
repeticion experimental.

Extraccion y neutralizacion de la muestra

Para la extraccion y neutralizacion de la muestra se maceraron 100 mg de tejido en
N, liquido hasta formar un polvo. La fraccion soluble se extrajo con 1 mL de perclorato
(HCIO4) 1 M, y se centrifugé a 10,000 g por 10 min. A 500 uL del sobrenadante se
agregaron 100 pL de amortiguador de fosfato de sodio 120 mM pH 7.6, y se neutraliz6 a
pH 4-6 con carbonato de potasio (K,CO3) 2.5 M.

Para obtener el contenido total de ascorbato, se cuantificd, en forma reducida (AA) y
el ascorbato total AA+ DHA (ascorbato oxidado DHA, dehidroascorbato).

Cuantificacion del ascorbato reducido (AA)

A 200 pL de muestra neutralizada se agregaron 800 uL de amortiguador de fosfato
de sodio 120 mM pH 5.6 y se midi6 la absorbancia Az¢s antes y después de la adicion
de 0.5 U de ascorbato oxidasa. La diferencia en la absorbancia antes y después de la
adicion de la ascorbato oxidasa indicé el incremento del AA reducido en la muestra

usando el coeficiente de extincion para el ascorbato a Ass de €= 0.0128 mmol*mm™.
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Cuantificacion del ascorbato total (AA + DHA)

A 100 pl de la muestra neutralizada se agregaron 140 ul de amortiguador de fosfato
de sodio 120 mM pH 7.6 y 10 yuL de DTT 50 mM. La mezcla se incubé durante 30
minutos en la oscuridad a 25°C y después se midié la absorbancia a Azs antes y
después de la adicion de 0.5 U de ascorbato oxidasa, la diferencia en la absorbancia
indico el contenido total de ascorbato.

El contenido de ascorbato oxidado se obtuvo de la diferencia entre el ascorbato total
y el ascorbato. El contenido de AA se calcul6 por la medicidén de la actividad enziméatica
de la ascorbato oxidasa, usando el coeficiente de extincion del acido ascorbico a Azes

de €= 0.0128 mmol*mm™.

3.11.6. Evaluacién de la actividad enzimatica de la CAT en geles nativos.

La actividad de las catalasas en geles nativos se realiz6 de acuerdo al método
propuesto por Woodbury et al. (1971), modificado por Cruz-Ortega et al. (2002, Anexo
2).

La extraccion de proteina se realizé de la manera descrita (seccion 3.11.1) para la
catalasa con las modificaciones descritas por Cruz-Ortega et al. (2002, Anexo 2).

El gel nativo se realiz6 de acuerdo con el método de Ougham (1987), sin SDS ni
mercaptoetanol.

De 30 a 50 pg de proteina, de cada tratamiento, se separaron en un gel nativo de
poliacrilamida 6% de acrilamida Tris 0.375 M pH 8.8 (Anexo 2). La electroforesis se
corrio por 18-20 horas a 20 Volts a 4°C. Al finalizar la electroforesis los geles se
sumergieron en una solucién de metanol al 5% por 5 minutos, se enjuagaron con agua
destilada dos veces y posteriormente se incubaron en una solucién de H,O, al 0.03%,
durante 30 minutos, después se enjuagaron dos veces con agua destilada.

La actividad se revel6 con una solucién de ferricianuro de potasio al 2% y cloruro
férrico al 2%, durante esta reaccion, se observaron bandas claras en donde hubo
actividad de la catalasa mientras que donde no hubo oxidacién de ferricianuro de
potasio se formd un precipitado azul. Las bandas claras se observaron en los primeros

2 minutos, la actividad se detuvo agregando una solucion de acido acético al 10% y
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metanol al 30%. Después de unos minutos el gel se enjuag6é con agua destilada dos
veces y se conservO en agua destilada (Anexo 2). Las bandas de actividad se
compararon con un marcador de alto peso molecular (Anexo 3). El andlisis de las
bandas para conocer el peso molecular se realizdé con el programa Uvigeltec version
12.5.

3.11.7. Cuantificacién del contenido de proteina.

La cuantificacion de la proteina se realiz6 de acuerdo con el método de Bradford
(1976).

Para la curva estandar se utilizaron diferentes contenidos de proteina albumina
sérica de bovino (0, 2, 4, 6, 8, 10, 15, 20 ug), se ajustaron a 100 L con agua destilada,
se afiadid 1 mL de reactivo de Bradford (diluido %), se agitaron y se incubaron por 5
minutos. Se midi6 la absorbancia a 595 nm. La proteina se cuantifico en tres muestras
por tratamiento en cada repeticion experimental.

Para el andlisis de las muestras se utilizaron 3-5 puL de extracto de proteina. Se

calcularon los valores de contenido de proteina por regresion lineal.

3.11.8. Cuantificacion del contenido de H,O».

El contenido de H,O, se cuantific6 usando el método de quimioluminiscencia de
Warm y Laties (1982), con un luminémetro (Anexo 6).

Curva patron del contenido H,0,

Para encontrar los rangos de concentracion de H,O, en tejido de plantas de S.
tuberosum, se realiz6 una curva con concentraciones de 882, 441, 220 y 110 uM de
H.O,, las cuales se diluyeron 1/7 con acido tricloroacético 5% (TCA), esta dilucion se
volvio a diluir 1/8 en TCA, de esta muestra se tomaron 500 L y se agregaron 4.5 mL de
hidroxido de amonio (NH4OH, 0.2 M pH 9) y 500 pL de luminol (0.5 mM, diluido en
NH;OH 0.2 M pH 9), de esta mezcla se tomaron 450 uL para la lectura final en el
luminémetro. La quimioluminiscencia se inicié por inyeccion de 50 uL de ferrocianuro de
potasio (0.5 mM, disuelto en NH;OH 0.2 M pH 9) y se registré la emision de fotones

sobre 5 s.
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Cuantificacién del contenido de H,O- en el tejido

El tejido (0.2 g) sin raices se molié con nitrégeno liquido hasta formar un polvo y la
fraccion soluble se extrajo con 1.2 mL de TCA; se centrifugd durante 10 minutos a 11
000 g a 4°C.

0.5 mL de la fraccion sobrenadante del tejido se filtré a través de una columna para
cromatografia liquida (1.5 x 10 cm) conteniendo 0.5 g de resina de Dowex (-1 x 10) de
la siguiente manera:

1.- La resina se lavé con 3.5 mL de TCA, dejandose filtrar por goteo (el cual se
desecho).

2.- Se agregaron 0.5 mL de la muestray 0.5 mL de TCA y se colecto por goteo.

3.- La columna se enjuagd por goteo con 3 mL de TCA (el filtrado se colecto con la
muestra anterior).

4.- A 0.5 mL de la muestra se agregaron 0.5 mL de luminol y 4.5 mL de NH,OH.

5.- Para la lectura en el lumindmetro se tomaron 450 uL de la muestra anterior y se
adicionaron 50 pL de ferrocianuro de potasio.

Cada muestra se filtr6 adicionalmente en la columna con 0.5 mL de H,0; 441 uM,
esta concentracion se determind previamente, estimando los niveles de H,O, en la
planta de S. tuberosum in vitro (solucion interna estandar), para lo cual se midié el
contenido de H,O, en microplantas de papa sin tratamiento, los resultados fueron
comparados con una curva estandar, usando diferentes concentraciones de H,O,. Cada

experimento se midié con tres repeticiones por tratamiento y se leyd 6 veces cada una.
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IV. RESULTADOS

4.1. Efecto en microplantas del pretratamiento con ABA o H,0,.
4.1.1. Efecto en microplantas del pretratamiento con ABA.

La supervivencia se evaludé en microplantas cultivadas con acido abscisico (ABA)
durante 28 dias, trasplantadas al suelo y expuestas al frio por 4 horas (Fig. 1, -6 = 1°C),
con base en el modelo previamente establecido por Mora (2002), en donde, plantas de
4 semanas de edad, trasplantadas al suelo y expuestas al frio por 4 horas, tuvieron
menor supervivencia con respecto a otras edades y tiempos de exposicion al frio.
Ademas, se considero, el esquema de produccion de semilla del Programa Nacional de
Papa, en el cual las microplantas de 4 semanas de edad (28 dias de cultivo in vitro + 2
dias) son trasplantadas a condiciones de invernadero para produccion de semilla
(minitubérculo).

Los tratamientos de ABA 5 y 10 upM, incrementaron significativamente la
supervivencia a la exposicion al frio con respecto al testigo de microplantas de papa
variedad Alpha. Mientras que, las concentraciones 1, 2.5, 5y 10 uM incrementaron la
supervivencia significativamente con respecto al testigo en la variedad Atlantic (Fig. 1).
El tratamiento de ABA 10 uM fue el que mas incrementd la supervivencia en ambas
variedades (ABA 0 uyM). En la variedad Alpha se incrementé la supervivencia hasta un
66.73%, y en la variedad Atlantic 203.8% con respecto a los testigos. Ningun
tratamiento de ABA probado fue letal en las microplantas (Fig. 1).

Las microplantas cultivadas en ABA presentaron inhibicion en el crecimiento de tallos
(Fig. 2) y raices (Fig. 3), inhibicion que en las plantas tratadas con ABA 5y 10 uM fue
mas marcada. La inhibicion del crecimiento con el tratamiento ABA 10 uM fue de 88%
(Fig. 2) y la inhibicién de las raices fue de 95.5% en ambas variedades con respecto a
los testigos (Fig. 3).
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Figura 1. Supervivencia de microplantas de S. tuberosum variedades Alpha y Atlantic
de 4 semanas de cultivo incubadas con diferentes concentraciones de ABA,
trasplantadas al suelo y expuestas al frio (-6 £ 1°C) por 4 horas. Después de 15 dias se
evaluo la supervivencia. Los resultados son el promedio de 4-10 repeticiones + e.s. (*)

Diferencia estadistica (t Student, p < 0.05).
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Figura 2. Longitud del tallo de microplantas de S. tuberosum variedades Alpha y
Atlantic de 4 semanas de cultivo, incubadas en diferentes concentraciones de ABA. Los
resultados son el promedio de 36 microplantas + e.s. (*) Diferencia estadistica (t

Student, p < 0.05).

Figura 3. Longitud de tallos y raices de microplantas de S. tuberosum variedad Alpha

de 4 semanas de cultivo con diferentes concentraciones de ABA.



4.1.1.1. Supervivencia de microesquejes al frio.

Se utilizaron microesquejes de plantas de papa, para encontrar un modelo de
supervivencia al frio en menor tiempo y reproducible, que pudiera ser aplicado a los
fendmenos de estudio de esta investigacion.

Los microesquejes (provenientes de microplantas de 28 dias de edad + 2 dias)
expuestos a diferentes horas al frio (-6 + 1°C), mostraron que entre 2 y 5 horas de
exposicidn hubo menor supervivencia con respecto a los testigos en ambas variedades,
sin llegar a ser letal, mientras que, en los microesquejes expuestos a 6, 7 u 8 horas a
frio, la supervivencia fue muy baja, siendo letal para ambas variedades a 8 horas de
exposicion al frio (Fig. 4). Las respuestas de los microesquejes al trasplante al suelo en
condiciones de invernadero fueron inestables por la alta susceptibilidad a las
condiciones del trasplante. Como se observd en los microesquejes que no fueron
expuestos al frio (testigos), donde la supervivencia solo por efecto del trasplante al
suelo disminuyd. En los microesquejes de la variedad Alpha la supervivencia disminuyo
un 10.26% y en la variedad Atlantic un 17.72%, resultados que confirma, que la
variedad Atlantic es mas susceptible al frio que la variedad Alpha (Fig. 4). Por lo que el
modelo de microesquejes no se considerd Util para experimentos de induccion de

tolerancia en los experimentos subsiguientes.
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Figura 4. Supervivencia de microesquejes provenientes de microplantas de 28 dias
de cultivo (£ 2 dias) de S. tuberosum (papa) variedades Alpha y Atlantic, trasplantados
al suelo y expuestos al frio (-6 £ 1°C) durante 0-8 horas. Los resultados son el promedio

de 4-10 repeticiones + e.s. (*) Diferencia estadistica (t Student, p < 0.05).

4.1.2. Supervivencia de plantas pretratadas con H;0O».
Estos experimentos se realizaron con el objeto de encontrar la relacion entre ABA y

H.O, en la posible induccion de tolerancia al frio, propuesta en el objetivo de esta
investigacion.

4.1.2.1. Supervivencia de microplantas preincubadas con H,0; al frio.

Las preincubaciones en H,O, se realizaron de acuerdo con el método propuesto por
Lépez-Delgado et al. (1998a), con algunas modificaciones. Se probaron las
concentraciones de H,O; 0, 5, 15y 25 mM en microesquejes de papa de las variedades
Alpha y Atlantic. Solo las microplantas de la variedad Alpha provenientes de
microesquejes preincubados en la concentracion 5 mM de H,O, incrementaron

significativamente la supervivencia la cual fue de 46% con respecto al testigo (Fig. 5).



Se realizaron también preincubaciones de H,O, en plantas completas (incluyendo la
raiz). Las microplantas de las variedades Alpha y Atlantic de 28 dias de edad
preincubadas en H,O, 15 mM por 1 hora incrementaron la supervivencia con respecto a
los testigos (preincubados en agua); en la variedad Alpha la supervivencia fue de
54.13%, mientras que en la variedad Atlantic fue de 52.98% (Fig. 6).

DAlpha ®EAtlantic

100 T

80 T
< *
©
'S5 60 +
c T T T
2 3:3:L3: | :3113:3
2z 1l S
g I T T
Z 8 I

20 1 P T

O T T T 1
0 5 15 25
H20, [mM]

Figura 5. Supervivencia de microplantas de S. tuberosum variedades Alpha y Atlantic
cultivadas 28 dias en medio MS, provenientes de esquejes preincubados en H,0,
durante 1 hora, trasplantadas al suelo y expuestas al frio (-6 = 1°C) por 4 horas.
Después de 15 dias se evalud la supervivencia. Los resultados son el promedio de 4-10

experimentos * e.s. (*) Diferencia estadistica (t Student, p < 0.05).
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Figura 6. Supervivencia de microplantas de S. tuberosum variedades Alpha y Atlantic
de 28 dias de cultivo, preincubadas en H,O, durante 1 hora, trasplantadas al suelo y
expuestas al frio (-6 £ 1°C) por 4 horas. Después de 15 dias se evalud la supervivencia.
Los resultados son el promedio de 4-10 repeticiones + e.s; (*) Diferencia estadistica (t
Student, p < 0.05).

4.1.2.1.1. Efecto de las incubaciones de H,O, en microplantas.
Se evalud que las concentraciones de H,O, utilizadas en este trabajo no fueran
letales a las microplantas. Unicamente la concentracion 100 mM de H,O, redujo
significativamente la supervivencia de la variedad Atlantic, siendo de 50% con respecto
al testigo, las otras concentraciones probadas no fueron letales para ambas variedades

(Fig. 7).
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Figura 7. Supervivencia de microplantas de S. tuberosum variedades Alpha y Atlantic
de 28 dias de cultivo en medio MS, preincubadas en H,O, durante 1 hora y
trasplantadas al suelo. Después del5 dias se evalud la supervivencia. Los resultados

son el promedio de 3 repeticiones + e.s. (*) Diferencia estadistica (t Student, p < 0.05).

4.1.2.1.2. Efecto de lainundacion (hipoxia-anoxia) en microplantas
incubadas en H,O,.

En la técnica empleada para incubar en H,O,, las microplantas o microesquejes,
permanecieron sumergidos en la solucién de H,O,, lo que ocasiond un tipo de estrés
llamado anoxia (falta de oxigeno). Por lo que se estudio el posible efecto de la anoxia
en las respuestas de induccion de tolerancia inducidas por el H,O,. El efecto de anoxia
en plantas completas incrementé la supervivencia significativamente con respecto a los
testigos (sin inundacién) de ambas variedades. En la variedad Alpha el incremento en la
supervivencia fue de 19.2% y en la variedad Atlantic de 17.3% (Fig. 8).
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Figura 8. Supervivencia de microplantas de S. tuberosum (papa) variedades Alpha y
Atlantic de 28 dias de cultivo, incubados 1 hora en agua (inundacién), trasplantadas al
suelo y expuestas al frio (-6 £ 1°C) por 4 horas. Después de 15 dias se evaluo la
supervivencia. Los resultados son el promedio de 6-7 experimentos * e.s. (*) Diferencia
estadistica (t Student, p < 0.05).

4.2. Efecto del ABA en las respuestas oxidativas y antioxidativas.

Se cuantifico la actividad enzimética de las enzimas catalasa, ascorbato peroxidasa,
peroxidasa y ascorbato oxidasa; y el contenido de &cido ascérbico y de H,O,, en
microplantas pretratadas con 10 uM de ABA, porque fue la concentracion que indujo el
mayor porcentaje de supervivencia. Las cuantificaciones de CAT, APX, POX vy
contenido de H,O, se realizaron en tres etapas:

a) a los 28 dias de incubacion in vitro en medio MS con ABA Oy 10 uM;

b) a las 24 horas después de haber sido trasplantadas al suelo, y

c) después de 4 horas de exposicion a baja temperatura (-6 + 1°C).

El contenido de acido ascoérbico y la actividad de la ascorbato oxidasa se

cuantificaron solo en la etapa ‘a’.



4.2.1. Efecto del ABA en la actividad enzimética de la CAT.

En microplantas de 28 dias de incubacién con ABA 10 uM la actividad enzimética de
la CAT fue inhibida con referencia a los testigos en ambas variedades (Fig. 9a). Un
resultado similar se observo cuando las microplantas fueron trasplantadas al suelo (Fig.
9b), sin embargo, cuando las plantas fueron expuestas 4 horas al frio, la actividad de la
catalasa no presentd diferencias significativas entre los tratamientos de ABA y los
testigos (Fig. 9¢). La actividad de la catalasa disminuyé en la variedad Alpha un 30.2%
y en la variedad Atlantic un 25.65% en el etapa ‘a’ con respecto a los testigos, mientras
en el etapa ‘b’ la actividad de la catalasa disminuy0 en la variedad Alpha 21.1% y en la
variedad Atlantic 13.96%. Es destacable mencionar, que los niveles de la actividad de la
catalasa en las microplantas tratadas con ABA se mantuvieron sin cambio significativo
en las tres etapas evaluadas (Tukey, p < 0.05, Figs. 9abc), mientras que en las
microplantas no tratadas con ABA de ambas variedades, la actividad de la catalasa
disminuyo significativamente después de 4 horas de exposicion al frio con respecto a la
actividad inicial de la etapa ‘a’ en ambas variedades (Fig. 9).

La actividad enzimética de la catalasa también fue evaluada en geles nativos de
actividad, utilizando microplantas de papa variedad Alpha y Atlantic de 28 dias de edad
incubadas en ABA 0y 10 uM. Se observaron 3 isoenzimas en papa (Fig.10 abc), de las
cuales 2 con peso molecular aproximado de 505 y 391 kDa son inhibidas por el
tratamiento de ABA (Fig. 10 lineas ab, carriles 2,4,7 y 9) y la de 228 kDa es inducida en

ambas variedades con respecto a los testigos (Fig. 10 lineas c, carriles 2,4,7 y 9).
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Figura 9. Actividad enzimética de la catalasa de plantas de S. tuberosum (papa) de
las variedades Alpha y Atlantic cultivadas in vitro en medio MS con ABA 0y 10 uM, en
tres etapas: a) 28 dias de cultivo in vitro; b) después de 24 horas del trasplante al suelo,
y c) después de 4 horas de exposicién al frio (-6 £ 1°C). Los resultados son el promedio
de 5-6 repeticiones + e.s. (*) Diferencia estadistica (t Student, p < 0.05).
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Figura 10. Zimogramas de la actividad enzimatica de la catalasa de plantas de S.
tuberosum de las variedades Alpha y Atlantic cultivadas in vitro 28 dias en medio MS
con ABA 0y 10 uM. Los numeros indican el numero de carril y las letras las isoenzimas
de la catalasa.

a Isoenzima de la catalasa de peso molecular aproximado 505 kDa

b Isoenzima de la catalasa de peso molecular aproximado 391 kDa

c Isoenzima de la catalasa de peso molecular aproximado 228 kDa
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4.2.2. Efecto del ABA en la actividad enzimética de la APX.

En las microplantas tratadas con ABA 10 uM la actividad enzimética de la APX se
incrementd significativamente en las tres etapas cuantificadas, con respecto a los
testigos, en ambas variedades (Fig. 11).

La actividad de la APX en la variedad Alpha aumenté un 158% en la etapa ‘a’,
mientras que la variedad Atlantic incrementé un 118% (Fig. 11a). Después de ser
trasplantadas al suelo (etapa b) la actividad de la APX incrementé en la variedad Alpha
un 93.6% y en la variedad Atlantic un 86.5%. Finalmente, la actividad de la APX al final
de la exposicion de 4 horas al frio (etapa c) incrementd un 266% en la variedad Alpha y
un 122% en la variedad Atlantic (Fig. 11c, Tukey p < 0.05).
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Figura 11. Actividad enzimatica de la ascorbato peroxidasa (APX) de plantas de S.
tuberosum (papa) de las variedades Alpha y Atlantic cultivadas in vitro en medio MS
con ABA 0y 10 uM en tres etapas: a) 28 dias de cultivo in vitro; b) después de 24 horas
del trasplante al suelo, y c) después de 4 horas de exposicion al frio (-6 £ 1°C). Los
resultados son el promedio de 5-6 repeticiones + e.s. (*) Diferencia estadistica (t
Student, p < 0.05).



4.2.3. Efecto del ABA en la actividad enzimética de la POX.

En las microplantas tratadas con ABA 10 uM la actividad enzimatica de la POX
aumento significativamente en las tres etapas, con respecto a los testigos (Fig. 12). La
actividad POX aumenté un 132.5% en la variedad Alpha y en la variedad Atlantic un
114.2% a los 28 dias de cultivo (etapa a, Fig. 12a). Cuando las plantas se trasplantaron
al suelo (etapa b, Fig. 12b) la actividad POX incrementé 89.5% en la variedad Alpha y
81.3%, en la variedad Atlantic, y al finalizar la exposicién al frio (etapa c) la actividad
enzimatica de la POX incrementd en la variedad Alpha un 64.37% y en la variedad
Atlantic un 66.88% (Fig. 12c). La actividad enzimatica de la POX en las microplantas no
tratadas, increment6d después de la exposicion al frio con respecto a la etapa ‘a’ (Fig.
12, Tukey p < 0.05).
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Figura 12. Actividad enziméatica de la peroxidasa (POX) de plantas de S. tuberosum
de las variedades Alpha y Atlantic cultivadas in vitro en medio MS con ABA Oy 10 uM,
en tres etapas: a) 28 dias de cultivo in vitro; b) después de 24 horas del trasplante al
suelo y c¢) después de 4 horas de exposicion al frio (-6 £ 1°C). Los resultados son el

promedio de 5-6 repeticiones * e.s. (*) Diferencia estadistica (t Student, P < 0.05).



4.2.4. Efecto del ABA en el contenido de H;O..

En las microplantas tratadas con ABA, el contenido de H,O, aumentd en las tres
etapas evaluadas, con respecto a los testigos, en ambas variedades. En la variedad
Alpha el H,O, incremento un 26.11% y en la variedad Atlantic un 33.15% en la etapa ‘a’
(Fig. 13a), en la etapa ‘b’ increment6 un 31.75% en la variedad Alpha, y un 22.67% en
la variedad Atlantic (Fig. 13b), en la etapa ‘c’ aumentd un 18.53% en la variedad Alpha y
un 20.37% en Atlantic, en relacién con los respectivos testigos (Fig. 13c). En las plantas
no tratadas con ABA el contenido de H,O, aumenté significativamente cuando las
plantas fueron expuestas al frio, este incremento fue de un 15% para la variedad Alpha,
y para la variedad Atlantic de un 27.2% con respecto al contenido de H,O, de la etapa
‘a’ (Fig. 13, Tukey, p < 0.05).
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Figura 13. Contenido de per6xido de hidrogeno (H,O,) de plantas de S. tuberosum
de las variedades Alpha y Atlantic cultivadas in vitro en medio MS con ABA Oy 10 pM,
en tres etapas: a) 28 dias de cultivo in vitro; b) después de 24 horas del trasplante al
suelo y c¢) después de 4 horas de exposicion al frio (-6 £ 1°C). Los resultados son el

promedio de 3 repeticiones * e.s. (*) Diferencia estadistica (t Student, P < 0.05).



4.2.5. Efecto del ABA en la actividad enzimética de la AO.

En las microplantas tratadas con ABA 10 uM la actividad de la AO increment6 un
65.05% en la variedad Alpha, y en la variedad Atlantic en 46.2%, con respecto a los
testigos (Fig. 14).

Cabe destacar que la variedad Atlantic con/sin tratamiento de ABA tuvo menor
actividad de las enzimas estudiadas y de contenido de H,O,, en referencia con las
microplantas de la variedad Alpha (Figs. 9, 10, 11, 12y 14).
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Figura 14. Actividad de la ascorbato oxidasa (AO) de plantas de S. tuberosum de las
variedades Alpha y Atlantic cultivadas in vitro en medio MS con ABA 0y 10 uM por 28
dias. Los resultados son el promedio de 6 repeticiones + e.s. (*) Diferencia estadistica (t
Student, P < 0.05).

Cabe destacar que la variedad Atlantic con/sin tratamiento de ABA tuvo menor
actividad de las enzimas estudiadas y de contenido de H,O,, en referencia con las
microplantas de la variedad Alpha (Figs. 9, 10, 11, 12 y 14).



4.2.6. Efecto del ABA en el contenido del AA.
En las microplantas tratadas con ABA 10 uM el contenido total de AA [acido

ascérbico (AA) + dehidroascorbato (DHA)] se incrementd significativamente con

respecto a las microplantas no tratadas (Fig. 15). Del AA total, el mayor contenido se

encontré en la forma reducida en las microplantas no tratadas, mientras que en las

microplantas tratadas con ABA el mayor contenido del AA total se encontré en su forma

oxidada (DHA, Tabla 1). Las microplantas de la variedad Atlantic tuvieron mas

contenido de AA en comparacion con la variedad Alpha (Fig. 15).
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Figura 15. Contenido de acido ascérbico (AA) y AA total (AA+DHA) de plantas de S.
tuberosum de las variedades Alpha y Atlantic cultivadas in vitro 28 dias en medio MS

con ABA 0 y 10 uM. Los resultados son el promedio de 7 repeticiones = e.s. (*)
Diferencia estadistica (t Student, P < 0.05).



Tabla 1. Contenido total de &cido ascorbico (AA+DHA), AA (reducido) y DHA
(oxidado) de microplantas de S. tuberosum de las variedades Alpha y Atlantic cultivadas
28 dias en medio MS con ABA 0 y 10 pM. Los resultados son promedios de 7
repeticiones. Valores con igual letra en la misma columna son estadisticamente

similares (Tukey, P < 0.05).

AA+DHA AA DHA
Tratamientos (umol mg™ peso fresco)
Alphatestigo 134.14a 83.96 (62.59%)a 35.96 (37.41%)a
Alpha ABA 202.95b 95.75 (47.17%)a 107.02 (52.83%)b
Atlantic testigo 180.61a 92.79 (51.37%)a 95.03 (48.73%)a
Atlantic ABA 317.36b 125.2 (39.45%)a 191.3 (60.55%)b

4.3. Efecto del H,0; en la actividad enzimatica antioxidante.

En las microplantas incubadas 1 hora en H,O, 15 mM, se midieron las actividades
enzimaticas de CAT, APX y POX, por que este tratamiento incremento
significativamente la supervivencia en ambas variedades; con la finalidad de investigar
las respuestas antioxidantes en la induccion de tolerancia a baja temperatura por H,O»,
y conocer si estas respuestas estan asociadas a la induccion de tolerancia a baja

temperatura por ABA.

4.3.1. Efecto del H,0; en la actividad enzimatica de la CAT.

La actividad enzimatica de la CAT en microplantas preincubadas 1 hora en H,O;, 15
mM, no mostr6 cambios significativos en relacion con los testigos, en ambas
variedades, en las 3 etapas evaluadas: preincubacion de H,O, 1 hora (etapa a),
trasplante al suelo (etapa b) y exposicion al frio por 4 horas (etapa c).

En las microplantas de la variedad Atlantic preincubadas en H,O, disminuyo
significativamente la actividad enzimatica de la CAT, cuando las microplantas fueron

trasplantadas a suelo (etapa b) y expuestas a baja temperatura (etapa c, Tabla 2).



Tabla 2. Actividad enzimatica de la catalasa (CAT) de plantas de S. tuberosum de las
variedades Alpha y Atlantic cultivadas in vitro 28 dias en medio MS, en tres etapas: a) 1
hora de incubacion en H,O, 15 mM; b) después del trasplante al suelo y c) después de
4 horas de exposicion al frio (-6 = 1°C). Los resultados son promedios de 3-6
experimentos + e.s. Valores con la misma letra son estadisticamente iguales (Tukey, P
< 0.05).

Actividad enzimatica de la catalasa

Tratamientos (H20, nmol min*mg™ de proteina)
a b o
Alphatestigo 194.99 + 7.6a 188.69 + 12.39a 162.82 + 16.51a

Alpha pre-H;0, 181.85 + 11.49a 159.92 + 15.86a 153.61 + 34.61a
Atlantic testigo 178.89 £ 12.76a 145.89 = 16.56a 146.58 £ 18.78a
Atlantic pre-H,O, 174.80 + 7.45b 127.92 +10.29a 125.50 + 17.64a

4.3.2. Efecto del H,0; en la actividad enzimatica de la APX.

La actividad enzimatica de la APX en microplantas preincubadas en H,O, 15 mM 1
hora (etapa a) no tuvo cambios significativos con respecto a los testigos, ni durante el
trasplante al suelo (etapa b) y exposicion a baja temperatura (etapa c,Tabla 3). Sin
embargo, los datos muestran que hubo tendencia a incrementar la actividad enzimatica
de la APX en ambas variedades, al finalizar el tratamiento de 4 horas al frio (etapa c,
Tabla 3).



Tabla 3. Actividad enzimatica de la APX de plantas de S. tuberosum de las
variedades Alpha y Atlantic cultivadas in vitro 28 dias en medio MS, en tres etapas: a) 1
hora de incubacion en H,O, 15 mM; b) después del trasplante al suelo y c) después de
4 horas de exposicion al frio (-6 + 1°C). Los resultados son promedios de 3-6
repeticiones + e.s. Valores con la misma letra son estadisticamente iguales (Tukey, P <
0.05).

Actividad enzimatica de la APX

Tratamientos (ascorbato nmol minmg™ de proteina)

a b C
Alphatestigo 9.20+2.47a 7.35 = 1.00a 9.64 + 3.62
Alpha pre-H;0; 8.10 + 1.54a 8.93 +2.43a 12.28 + 4.62
Atlantic testigo 7.26 + 2.02a 6.00 + 0.58a 9.22+452
Atlantic pre-H,O, 5.06 + 0.85a 9.12 + 3.29a 7.88 £2.82

4.3.3. Efecto del H,0O; en la actividad enzimatica de la POX.

La actividad enzimatica de la POX en microplantas de 28 dias de cultivo en medio
MS e incubadas por 1 hora con H,0, 15 mM (etapa a), trasplantadas al suelo (etapa b)
y expuestas al frio (etapa c), no mostr0 cambios significativos con respecto a los
testigos (Tabla 4).



Tabla 4. Actividad enzimatica de la POX de plantas de S. tuberosum de las
variedades Alpha y Atlantic cultivadas in vitro 28 dias en medio MS, en tres etapas: a) 1
hora de incubacion en H,O, 15 mM; b) después del trasplante al suelo y c) después de
4 horas de exposicion al frio (-6 + 1°C). Los resultados son promedios de 3-6
experimentos + e.s. Valores con la misma letra son estadisticamente iguales (Tukey, P
< 0.05).

Actividad enzimatica POX

Tratamientos (guaiacol nmol min"mg™ de proteina)

a b c
Alphatestigo 13.11 £ 2.4a 20.53 + 3.6a 23.72+£1.28
Alpha pre-H;0, 10.54 + 0.78a 21.91 + 4.4ab 21.23 £ 2.5b
Atlantic testigo 9.72 £ 1.30a 13.58 + 3.8a 15.22 £ 1.5a
Atlantic pre-H,O, 8.12 +0.78a 16.69 £ 5.2a 14.56 £ 1.92

4.4. Efecto del subcultivo sin ABA o trasplante en invernadero de microplantas
pretratadas con ABA.
La informacion de este apartado fue aceptada para su publicacién en el articulo:

M. E. Mora-Herrera and H. A. Lépez-Delgado. Freezing tolerance and antioxidant

activity in potato microplants induced by abscisic acid treatment. American journal of

potato research. (en prensa 2007).

El tratamiento de ABA en microplantas de papa de dos variedades (Fase 1) con
diferente sensibilidad al frio, incrementé significativamente la supervivencia con
respecto a las microplantas no tratadas (Fig. 1). Sin embargo, el tratamiento de ABA
inhibi6 drasticamente el crecimiento del tallo (Fig. 2) y las raices (Fig. 3). Debido a esto,
se evaluaron las respuestas de estas microplantas en condiciones in vitro (Fase 2 in
vitro) y de invernadero (Fase 2) con la finalidad de conocer los efectos a largo plazo del
ABA.



4.4.1. Efecto del subcultivo sin ABA.

Microplantas de papa de las variedades Alpha y Atlantic cultivadas 28 dias en medio
MS con ABA 0y 10 uM (Fase 1) se subcultivaron a medio MS sin ABA por 28 dias mas
(Fase 2 in vitro). Al final de la Fase 2 in vitro, las microplantas de ambas variedades
pretratadas con ABA (Fase 1) no alcanzaron el tamafio ni el peso de los testigos (Figs.
16 y 17), sin embargo, las microplantas pretratadas en ABA en la Fase 1 tuvieron tasas
de crecimiento e incremento de peso en la fase 2 significativamente mayores que las
microplantas no tratadas (Figs. 16 y 17).

Las microplantas testigos de la variedad Alpha crecieron 0.62 veces y la variedad
Atlantic 0.36 veces al final de la Fase 2 in vitro, con una tasa de crecimiento de 8.4% y
7.3% respectivamente (Fig. 16). Mientras que las microplantas de la variedad Alpha
tratadas con ABA crecieron 6.9 veces y las de la variedad Atlantic 10.4 veces al final de
la Fase 2 in vitro, lo que significO una tasa de crecimiento de 10.9% en la variedad
Alpha y de 18.5% en la variedad Atlantic (Fig. 16). Respuestas similares se observaron
en el peso fresco de las microplantas al final de la Fase 2 in vitro (Fig. 17). Las
microplantas no pretratadas con ABA de la variedad Alpha incrementaron su peso en
0.41 veces con respecto al peso de la Fase 1y la variedad Atlantic en 0.49 veces. Por
el contrario, las microplantas tratadas con ABA en la Fase 1, incrementaron en 6.7
veces en la variedad Alpha y en 6.2 veces en la variedad Atlantic, al final de la fase 2 in
vitro (Fig. 17).
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Figura 16. Longitud del tallo de plantas de S. tuberosum de las variedades Alpha y
Atlantic cultivadas 28 dias in vitro en medio MS con ABA 0y 10 uM (“Pre-ABA”, Fase

1), y después subcultivadas por otros 28 dias a medio MS sin ABA (Fase 2 in vitro). Los

resultados son el promedio de 48 microplantas + e.s. (*) Diferencia estadistica (t

Student, P < 0.05).
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Figura 17. Peso fresco de plantas de S. tuberosum de las variedades Alpha y Atlantic
cultivadas 28 dias in vitro en medio MS con ABA 0 y 10 uM (“Pre-ABA”, Fase 1) y
después subcultivadas por otros 28 dias en medio MS sin ABA (Fase 2 in vitro). Los
resultados son el promedio de 48 microplantas = e.s. (*) Diferencia estadistica (t
Student, P < 0.05).

4.4.1.1. Efecto del subcultivo sin ABA en las actividades enziméticas de

CAT, APXy POX, y contenido de H;0x.

Efecto del subcultivo sin ABA en la actividad enzimatica de la CAT

En microplantas tratadas con ABA 10 uM (Fase 1) la actividad enzimatica de la CAT
disminuy6 significativamente en relaciébn con las microplantas no tratadas en ambas
variedades (Figs. 9a, 10, 18 Fase 1). La actividad de la catalasa en la variedad Alpha
disminuy6 un 30.2% y en la variedad Atlantic un 25.65%. Sin embargo, al final de la
Fase 2 in vitro, la actividad enzimatica de la CAT fue significativamente igual entre
plantas pretratadas (Fase 1) y testigos, en ambas variedades (Fig. 18, Fase 2 in vitro).
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Figura 18. Actividad enziméatica de la catalasa de plantas de S. tuberosum de las
variedades Alpha y Atlantic cultivadas 28 dias in vitro en medio MS con ABA Oy 10 uM
(“Pre-ABA”, Fase 1) y después subcultivadas por otros 28 dias a medio MS sin ABA
(Fase 2 in vitro). Los resultados son el promedio de 3 repeticiones + e.s. Barras con la

misma letra son estadisticamente iguales (Tukey, P < 0.05).

Efecto del subcultivo sin ABA en la actividad enzimética de la APX

En microplantas tratadas con ABA 10 uM (Fase 1) la actividad enzimatica de la APX
aumentd significativamente en relacion con los testigos de ambas variedades (Figs.
1la, 19 Fase 1). En la variedad Alpha la actividad de la APX incrementd 1.6 veces y en
la variedad Atlantic 1.2 veces (Fig. 11a). Sin embargo, al final de la Fase 2 in vitro, la
actividad enzimatica de la APX fue significativamente igual entre plantas pretratadas
(Fase 1) y testigos, en ambas variedades (Fig. 19, Fase 2 in vitro).
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Figura 19. Actividad enzimatica de la APX de plantas de S. tuberosum de las
variedades Alpha y Atlantic cultivadas 28 dias in vitro en medio MS con ABA 0 (testigo)
y 10 uM (“Pre-ABA”, Fase 1) y después subcultivadas por otros 28 dias a medio MS sin
ABA (Fase 2 in vitro). Los resultados son el promedio de 3 repeticiones + e.s. Barras

con la misma letra son estadisticamente iguales (Tukey, P < 0.05).

Efecto del subcultivo sin ABA en la actividad enzimatica de la POX

En microplantas tratadas con ABA 10 uM (Fase 1) la actividad enzimatica de la POX
incrementd significativamente con respecto a los testigos, de ambas variedades (Figs.
12a, 20 Fase 1). La actividad POX aumenté en 1.3 veces en la variedad Alpha con
respecto al testigo y en 1.1 veces en la variedad Atlantic. Sin embargo, al final de la
Fase 2 in vitro, la actividad enzimatica de la POX fue significativamente igual entre

plantas pretratadas (Fase 1) y testigos en ambas variedades (Fig. 20, Fase 2 in vitro).
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Figura 20. Actividad enzimatica de la POX de plantas de S. tuberosum de las
variedades Alpha y Atlantic cultivadas 28 dias in vitro en medio MS con ABA 0y 10 puM
(“Pre-ABA”, Fase 1) y después subcultivadas 28 dias mas en medio MS sin ABA (Fase
2 in vitro). Los resultados son el promedio de 3 repeticiones * e.s. Barras con la misma

letra son estadisticamente iguales (Tukey, P < 0.05).

Efecto del subcultivo sin ABA en el contenido de H,0,

En microplantas de papa de las variedades Alpha y Atlantic tratadas con ABA 10 uM
(Fase 1) el contenido de H,O, aumentd significativamente en relacion con los testigos
(ABA 0 pM) de ambas variedades (Figs. 13a, 21, Fase 1). En la variedad Alpha del
contenido de H,O; increment6 26% y en la variedad Atlantic 33.15 veces (Fig. 13a). Sin
embargo, al final de la Fase 2 in vitro, el contenido de H,O, fue significativamente igual
entre plantas pretratadas (Fase 1) y testigos en ambas variedades (Fig. 21, Fase 2 in

vitro).
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Figura 21. Contenido de H,0O, de plantas de S. tuberosum de las variedades Alpha y
Atlantic cultivadas 28 dias in vitro en medio MS con ABA 0y 10 uM (“Pre-ABA”, Fase 1)
y después subcultivadas por otros 28 dias en medio MS sin ABA (Fase 2 in vitro). Los
resultados son el promedio de 3 repeticiones + e.s. Barras con la misma letra son

estadisticamente iguales (Tukey, P < 0.05).

4.4.2. Efecto del trasplante en condiciones de invernadero de microplantas
pretratadas con ABA.

Las microplantas de papa de las variedades Alpha y Atlantic cultivadas en ABA 0, 10
UM durante 28 dias (Fase 1) se trasplantaron a condiciones de invernadero por 120
dias (Fase 2). Después de 30 dias del trasplante, las plantas pretratadas y no tratadas
con ABA (Fase 1) no mostraron diferencias significativas en el crecimiento (tamafo
similar, Anexo 4). Lo que confirmé la acelerada tasa de crecimiento de las plantas
pretatadas en ABA (Fase 1) mostrada en la Fase 2 in vitro (Fig. 16 Fase in vitro). A los
100 dias del trasplante se midieron y se pesaron las plantas pero no hubo diferencias
significativas entre las plantas pretratadas y las no tratadas con ABA de la Fase 1. La

cosecha se realizd a los 120 dias del trasplante y se evalu6é el nUmero y peso de



tubérculos por planta, no se encontraron diferencias significativas entre las plantas que
fueron tratadas y no tratadas con ABA en la Fase 1. El porcentaje de brotacion de los
tubérculos se evalu6 3 meses después de la cosecha y tampoco hubo diferencias
significativas las plantas pretratadas (Fase 1) y las testigos en ambas variedades (Tabla
5).

Tabla 5. Evaluacién de plantas de papa de las variedades Alpha y Atlantic cultivadas
en condiciones de invernadero por 120 dias. Las plantas se incubaron previamente en
condiciones in vitro 28 dias en medio MS con ABA 0 y 10 uM (Pre-ABA, Fase 1). Los
resultados son el promedio de 48 plantas por tratamiento. Valores con la misma letra

son estadisticamente iguales (Tukey, P < 0.05).

Alpha Atlantic
Testigo pre-ABA Testigo pre-ABA

Longituddel g, 515 838+209a 657+29a 61.3+22a
tallo (cm)

Pesosecode o, 4155 49+018a 23+017a  2.4+0.13a
la planta (Q)

NUmero de

tubérculos 5.1 £0.25a 4.6 +0.25a 4.1 +0.26a 3.9+0.17a
por planta

Peso de los

tubérculos 28.8 + 1.6a 275+ 1.5a 27.3+1.3a 26.3 +1.4a
por planta (g)

Porcentaje de

brotacion (%) 100 + Oa 98.2+1.2a 100 + Oa 100 + Oa




V. DISCUSION

En este trabajo se investigaron los efectos de diferentes concentraciones de ABA y
H.O, en la tolerancia a baja temperatura en microplantas de papa (S. tuberosum) de
dos variedades con diferente sensibilidad al frio (Mora, 2002; Mora-Herrera et al., 2005;

Mora y Lopez, 2006) en relacion al estrés oxidativo y su respuesta antioxidante.

5.1. Efecto del ABA en lainduccion de tolerancia al frio.

El tratamiento 10 uM de ABA incrementd significativamente la tolerancia al frio en
microplantas de papa de las variedades Alpha y Atlantic con respecto a los testigos
(Fig. 1), aunque, la variedad Atlantic fue més sensible a la baja temperatura tuvo
incremento significativo de supervivencia en 4 tratamientos de ABA, mientras, la
variedad Alpha solo en 2. En este trabajo se confirmo que la variedad Atlantic es mas
sensible al frio que la variedad Alpha.

El tratamiento de ABA 10 uM incrementd mas la supervivencia en la variedad Atlantic
que en la variedad Alpha, siendo ésta de 204% y 66.73% respectivamente, con
referencia a los testigos (Fig. 1). Estas diferencias en las respuestas de las plantas de
papa ya habian sido observadas, en donde la variedad Atlantic en determinadas
condiciones de exposicion al frio y tratamiento de H,O,, incrementd la supervivencia,
mientras que la variedad Alpha no tuvo diferencias significativas con respecto al testigo
(Mora-Herrera et al., 2005). Cambiando tiempo de exposicion a baja temperatura y
diferente concentracion de preincubacién de H,O, las dos variedades incrementaron
significativamente la tolerancia a dicho estrés (Mora y Lépez, 2006). Estas respuestas
en la induccién de tolerancia a estrés son muy importantes en los programas de manejo
integrado de cultivos y en el sistema de produccion de semilla “in vitro-invernadero-
campo” ya que son potencialmente aplicables a todos los cultivos para favorecer a
variedades sensibles a estrés que tienen caracteristicas agrondmicas importantes.

Por otro lado, la participacion del ABA en la tolerancia al frio es un proceso complejo
que comprende cambios fisiolégicos y morfolégicos directamente involucrados con la
aclimatacion a dicho estrés (Chen et al., 1983; Mantyla et al., 1995; Tamminen et al.,

2001). Se ha encontrado que los estimulos de baja temperatura pueden ser sustituidos
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por aplicaciones exégenas de ABA, resultando en un incremento en la tolerancia al frio,
o lo que se conoce como aclimatacion y/o tolerancia cruzada (Chen et al., 1983;
Tamminen et al., 2001). Asi, en la papa (S. commersonii) concentraciones de ABA 3.78
a 113.5 pM inducen aclimatacion a temperaturas de congelamiento (-3.3 a -8.4°C;
Tsengy Li, 1991) y en la variedad Red Pontiac de S. tuberosum, que presenta dificultad
para ser aclimatada con pre choques de baja temperatura, el ABA también indujo
aclimatacién a temperaturas de congelamiento (Chen et al., 1983). Dicho efecto de
aclimatacion a frio inducido por ABA también ha sido observado en otras especies tales
como: maiz (Anderson et al., 1994,1995), trigo (Chen y Gusta, 1983), cebada (Bravo et
al., 1998), Arabidopsis (Mantyla et al., 1995; Tamminen et al., 2001), Physcomitrella
(Minami et al., 2003) y en el tabaco (Pospisilova et al., 1999). Inclusive, la tolerancia a
frio de algunas especies como, plantulas de maiz esta asociada a la acumulacion
endogena de ABA (Janowiak et al., 2002). EI ABA también se ha encontrado que
disminuye los dafios ocasionados por bajas temperaturas como se reportd en plantulas
de sandia (Korkmaz, 2002).

El tratamiento con ABA indujo un severo estrés (sin ser letal), por la significativa
inhibicion del crecimiento mostrada en ambas variedades con respecto a los testigos
(Fig. 2 y 3), esto posiblemente llevé o indujo a la aclimatacion al frio y tal vez indujo
tolerancia cruzada (resistencia inducida a cualquier forma de estrés biético y abiotico).

En la aclimatacion de plantas es muy importante la intensidad de un estrés previo, en
este caso las microplantas de papa estuvieron en estrés continuo por 28 dias con ABA,
por lo que posiblemente se indujo aclimatacion al frio y a otros tipos de estrés. Un
hecho importante fue que las microplantas tratadas con ABA y trasplantadas a suelo
crecieron mas vigorosas que los testigos y no mostraron dafio por el tratamiento al frio
como los testigos (Anexo 4).

No se sabe exactamente como el ABA induce inhibicion en el crecimiento (Sharp y
LeNoble, 2002) pero muchos factores estan involucrados. Parece ser que el ABA
induce esta inhibicion via interaccion con el etileno, como se encontré en estudios con
plantas de maiz (Spollen et al., 2000) y tomate (Sharp et al., 2000), sugiriendo que el
ABA induce cambios en la concentracion de etileno y esto incide en la regulacion del

crecimiento. En contraparte Grossmann y Hansen (2001), encontraron que el etileno
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dispara un incremento en la produccion de ABA y que éste actla como mensajero
secundario que lleva a la inhibicién del crecimiento, por lo que la interaccién hormonal
en las plantas es muy compleja y ain no es del todo clara la funcion de estas
interacciones en el crecimiento de las plantas.

El ABA es una fitohormona que induce adaptacion y tolerancia al estrés, existen
evidencias donde tratamientos de ABA inducen tolerancia al frio. Como ha sido
reportado en células en suspension: de trigo (Chen y Gusta, 1983), de maiz y de S.
commersonii (Xin y Li, 1993a) y en plantas de Bromus inermis (Robertson et al., 1994),
Arabidopsis (Mantyla et al., 1995; Tamminen et al., 2001), maiz (Anderson et al., 1994,
1995), y en el musgo Physcomitrella (Minami et al., 2003). También, la tolerancia al frio
ha sido asociada al incremento endogeno de los niveles de ABA, como se reportd en
plantulas de maiz, donde se observo que estd asociada a la habilidad de la planta para
acumular rapidamente y en altas concentraciones ABA, lo que protege a las
membranas y evita las lesiones necréticas ocasionadas por el frio, concluyendo que las
variedades mas sensibles acumulan menos ABA que las tolerantes al frio (Janowiak et
al., 2002, 2003). Similarmente, se ha encontrado que la concentracion de ABA
endogena se incrementa durante la aclimatacion al frio en varias especies de plantas
tales como la papa (Chen et al., 1983; Tseng y Li, 1991), alfalfa (Mohapatra et al.,
1988), trigo (Lalk y Dorffing, 1985) y cebada (Bravo et al., 1998).

Esta bien documentado que el ABA participa en la induccién de tolerancia a bajas
temperaturas, tanto a temperaturas de frio (0 a 15°C) como temperaturas de
congelamiento (menores a 0°C), aunque, el grado de dafio ocasionado por bajas
temperaturas va a depender de la especie (Thomashow et al., 1998).

El como el ABA induce tolerancia a frio no esta bien establecido (Xin y Li, 1993b), sin
embargo, se han propuesto, dos posibles mecanismos; manteniendo un adecuado
balance hidrico y por induccion de la expresion de genes especificos de defensa que
protegen contra el dafo originado por las bajas temperaturas (Bravo et al., 1998).

Ante temperaturas de congelamiento se incrementa la concentracion de ABA en las
plantas y hay produccion de osmalitos (Bravo et al., 1998), durante las temperaturas de
congelamiento, primero se congelan los compartimentos extracelulares reduciendo el

potencial hidrico lo que lleva a una baja de agua de la célula ocasionada por 6smosis,
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entonces el dafio principal ocasionado por temperaturas bajas extremas es la
deshidratacion (Browse y Xin, 2001). Por lo que se ha propuesto que el ABA y la
prolina, que se inducen ante estrés por sequia pueden asociarse para inducir tolerancia
a frio (Xin y Li, 1993b).

Otro hecho que respalda la evidencia de que el ABA protege del dafio a bajas
temperaturas por el mismo sistema que la de estrés osmatico, es que se encontrd que
la induccion de los factores de transcripcion CBR/DREB1 (elementos que responden a
la deshidratacién) también son inducidos tanto por frio como por ABA, esta proteina
induce tolerancia a temperaturas de congelamiento y sequia lo que puede explicar que
la tolerancia a frio esta relacionada con la sequia en Vitis riparia y V. vinifera (Xiao et
al., 2006). Por lo que en esta investigacion no se descarta que la induccién de
tolerancia a baja temperatura en las microplantas de papa sea por la interaccién de

muchas respuestas inducidas por ABA.

5.2. Efecto del ABA en las respuestas oxidativas y antioxidativas.

Se ha encontrado que el ABA induce la expresion de numerosos genes relacionados
con la proteccion al frio. Asi, el ABA y el frio indujeron la proteina RAB18 (responde a
ABA, Mantyla et al., 1995), un gen promotor RD29A-LUC que responde al estrés en
Arabidopsis (Xiong et al., 1999) y se encontraron 9 cDNAs inducidos que responden a
ABA y que inducen tolerancia a temperaturas de congelamiento en células en
suspension de Bromus inermis (Lee y Chen, 1993). EI ABA también, indujo: la
expresion de ABR17 cDNA (responde a ABA) que confiere multiple tolerancia a estrés
incluido el frio en Arabidopsis (Srivastava et al., 2006); la expresion de 11 genes
asociados a la tolerancia a bajas temperaturas en células en suspension de maiz (Xiny
Li, 1993b), y la induccién de los genes Cor y Lea en trigo (Kobayashi et al., 2007). En
general el ABA es una fitohormona muy importante que regula muchos procesos
metabdlicos induciendo cambios en la expresidn génica, se han identificado 1354 genes
que son regulados por ABA, muchos de ellos codifican para los componentes de
transduccion de sefiales (Hoth et al., 2002), y en S. tuberosum el tratamiento de ABA

100 uM asperjado durante 15 dias indujo la proteina CDS34 que es sintetizada en
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respuesta a déficit de agua y que ademas se induce ante otros tipos de estrés como
bajas temperaturas (Pruvot et al., 1996).

En la tolerancia al frio inducida por ABA en microplantas de papa, es posible, que
haya existido una serie de cambios en la expresidn genética que llevaron a la
aclimatacion y/o tolerancia que incluyé a las proteinas relacionadas con el estrés
osmoético (Thomashow, 1998) y algunas otras reportadas en la literatura (Bray et al.,
2000), que no se estudiaron en este caso pero que no podemos descartar que hayan
participado en la induccién de tolerancia al frio mediada por ABA.

Se ha encontrado también, que el ABA induce el incremento en los niveles de
antioxidantes en las respuestas de tolerancia (Anderson et al., 1994; Guan y
Scandalios, 1998ab; Gong et al., 1998; Guan et al., 2000; Hu et al., 2005; Jiang y Zhang
2002ach; Jiang y Zhang, 2003). De ahi, que el objetivo principal de este trabajo fue
investigar si la induccion de tolerancia a baja temperatura inducida por ABA en
microplantas de papa, estaba asociada al estrés oxidativo y a la respuesta antioxidante,
considerando, que la tolerancia inducida por ABA esta asociada a cambios en la
actividad de enzimas antioxidantes en diferentes tipos de estrés (Prasad et al. 1994b;
Gong et al. 1998; Jiang y Zhang 2001; Jiang y Zhang 2002b; Zhou et al., 2005b; Hu et
al., 2005) incluyendo las bajas temperaturas (Zhou et al., 2005a). Inclusive, la
aclimatacion a frio esta asociada al incremento de enzimas antioxidantes y contenido de
H,O, como se reportd en la aclimatacion a frio de plantas de maiz (Kingston-Smith et
al., 1999).

El tratamiento de 10 uM de ABA en microplantas de papa de las variedades Alpha y
Atlantic de 28 dias de edad incrementd significativamente la actividad enzimatica de
APX (Fig. 11), POX (Fig. 12) y AO (Fig. 14), asi, como el contenido de H,O; (Fig. 13) y
AA (Fig. 15), y disminuy¢ la actividad enzimatica de la catalasa (Figs. 9 y 10) con

respecto a los testigos.

5.2.1. Efecto del ABA en la actividad enzimatica de la CAT.
En microplantas de papa incubadas en 10 uM de ABA la actividad enzimatica de la
catalasa disminuyé significativamente con respecto a las no tratadas (Fig. 9a), esta

respuesta inducida por ABA fue muy importante ya que, este es el primer reporte que se
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tiene conocimiento donde, la actividad enzimatica de la CAT se inhibe por efecto del
ABA, son muchos los reportes donde tratamientos de ABA incrementan la actividad
enzimatica de la catalasa por ejemplo, se encontré que la induccion a termotolerancia
inducida por ABA esta asociada a un incremento en la actividad de la CAT y otras
enzimas antioxidantes (Gong et al., 1998). Por su parte Zhou et al. (2005a), reportaron
también que el ABA induce la actividad de la catalasa después de la exposicion a frio
previo un tratamiento con ABA en Stylosanthes guianensis. Inclusive, en algas el ABA
induce incremento en la actividad de la catalasa (Yoshida et al., 2003). Guan y
Scandalios (1998a), también encontraron un incremento en la actividad catalasa por
efecto del ABA y estrés osmotico en plantulas de maiz. La misma respuesta fue
reportada por Jiang y Zhang (2001), con el tratamiento de ABA 10 uM en plantulas de
maiz, cabe mencionar que esta misma dosis fue utilizada en este trabajo en las
microplantas de papa pero por 28 dias continuos, mientras que en las plantulas de maiz
fue de 24 horas.

La inhibicion de la actividad de la catalasa inducida por ABA en microplantas de papa
fue confirmada en geles nativos (Fig. 10) en los cuales, ademds, se encontraron 3
isoenzimas, de las cuales Niebel et al., (1995) reportaron la Cat2; y recientemente se
reportd la Catl y Cat2 por Santos et al.,, (2006). A pesar de esto las isoenzimas
encontradas en los zimogramas de microplantas de papa tratadas con ABA Oy 10 uM
no estan caracterizadas ya que no existe informacion al respecto. En los zimogramas se
observé que el tratamiento de ABA inhibid la actividad enziméatica de las isoenzimas de
peso molecular aproximado de 505 y 391 kDa e indujo la de 228 kDa (Fig. 10), sin
embargo, esta induccién no fue significativa cuando se cuantificé la actividad de la
catalasa por espectrofotometro (Fig. 9). Existen evidencias donde el ABA induce la
expresion de genes de catalasa y otras enzimas antioxidantes (Gong et al., 1998; Guan
y Scandalios 1998a; Guan et al., 2000). Por otro lado, la clasificacion exacta de estas
isoenzimas de catalasa en papa no ha sido bien documentada y, aunque las catalasas
son muy conservadas (Willekens et al., 1995), la clasificacion actual cambia para cada
especie y esta ha sido identificada a nivel de expresion y no de actividad (Willekens et
al., 1995; Niebel et al., 1995; Santos et al., 2006). Aunado a esto, la funcidén especifica

de cada isoenzima de catalasa en cada especie no es clara (Santos et al., 2006). Es
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necesario por lo tanto continuar en esta linea de investigacion para esclarecer la
informacion aqui obtenida acerca de las isoenzimas de catalasa encontradas en papa.
Con respecto a los transcritos de las 3 clases de CAT se ha encontrado que también
son inducidos por ABA. Por ejemplo, aplicaciones exdgenas de ABA significativamente
incrementaron la expresion de Catl, debido a la respuesta en la transcripcion ABRE2
sobre el promotor Catl que es responsable de la induccién de Catl por ABA. Ademas
se muestra que el ABA induce la expresion de Catl via la interaccion de ABRE2 y la
proteina que se liga CBF1 (Factor de ligacion Catl). Los datos muestran que el H,O; es
un importante intermediario en la transduccion de sefales del ABA llevando a la
expresion de Catl en maiz, también se reporto que el H,O,, induce Catl y que es
similar a la respuesta con ABA (Guan et al., 2000). Por su parte, Guan y Scandalios
(1998a), encontraron que cada gen de catalasa responde diferencialmente a ABA en
diferentes estadios del desarrollo y en diferentes tejidos. Los transcritos de Cat2 y Cat3
son inducidos solo con muy altas concentraciones de ABA (100 y 1000 uM) durante la
embriogénesis tardia y en respuesta a varias concentraciones de ABA en embriones
germinados. Los transcritos de Catl se acumulan en etapas tardias del desarrollo y en
embriones germinados. La expresion de Catl es inducida en tres etapas del desarrollo:
embriogénesis, germinacion del embridbn y en hojas jovenes. Sin embargo, estos
mismos autores encontraron que los transcritos de Cat3 son inhibidos por ABA en hojas
jovenes siendo éste el Unico reporte donde especificamente el ABA inhibe la expresién
génica de un tipo de catalasa similarmente a lo observado en el presente estudio,
aungue en concentracion muy alta (1000 uM) y bajo otras condiciones de tratamiento,
distintas a las utilizadas en las microplantas de papa utilizadas en esta investigacion y
en una etapa especifica del desarrollo de las plantulas de maiz. La expresién de Cat en
respuesta a ABA es debida en parte, a que el ABA media cambios metabdlicos,
cambios que llevan a cambios en las ERO, las cuales en su momento llevan a la
induccién de la defensa antioxidante. Guan y Scandalios (1998a), postulan que el H,O,
también induce respuestas similares al ABA en la expresién de Cat en plantulas de
maiz. Es posible que en las condiciones experimentales de esta investigacion, la
actividad catalasa mas que participar como sistema antioxidante en la desintoxicacion

de H,0,, particip6 como modulador de las respuestas de estrés para ayudar a inducir
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tolerancia y resistencia a través de permitir que los niveles de H,O, fueron los
requeridos para participar en la transduccion de sefiales que llevaron a la expresiéon de
genes necesarios para dar respuesta a las diferentes condiciones de estrés.

Otro resultado importante encontrado en este trabajo, fue que los niveles de la
actividad de la catalasa en las microplantas de papa tratadas con ABA no cambiaron en
las tres etapas evaluadas (Fig. 9), mientras, que en las microplantas no tratadas, si
disminuyé. El tratamiento con ABA parece haber inducido a las plantas a ser mas
tolerantes al estrés por trasplante al suelo (etapa b) y baja temperatura (etapa c), lo que
sugiere que el ABA participa en la resistencia cruzada o aclimatacion. Esto concuerda
con lo encontrado por Pospisilova et al. (1999), que reportaron que el ABA ayuda a
disminuir el impacto del trasplante y a la aclimatacion de plantulas de tabaco, de
condiciones in vitro a condiciones ex vitro, muy similar a lo que encontramos en las
microplantas de papa de ambas variedades en este trabajo. Ilgualmente, Aguilar et al.
(2000), encontraron que el ABA ayuda a la supervivencia de microplantas de Tagetes
erecta al ser subcultivadas directamente al campo, y que inclusive son mas vigorosas.
Esta respuesta, fue muy similar a lo encontrado en las microplantas de papa, ya que
ambas variedades tratadas con ABA crecieron mas vigorosas en condiciones de
invernadero con respecto a las no tratadas (Anexo 4).

Con los resultados aqui presentados es posible sugerir, que las respuestas del ABA
dependen tanto de la dosis como del tiempo y la forma de aplicacién y aun mas de la

especie, de la variedad y de la etapa del desarrollo.

5.2.2. Efecto del ABA en las actividades enzimaticas de la APXy POX, y
contenido de H,0x.

La actividad de las enzimas APX y POX se increment6 significativamente en las
microplantas de papa tratadas con ABA 10 uM (Figs. 11 y 12), estas enzimas se ha
encontrado que incrementan su actividad durante la aclimatacién a frio en plantulas de
maiz (Prasad et al., 1994b; Anderson et al., 1995; lannelli et al., 1999), en radiculas de
plantulas de pepino (Kang y Salveit, 2002) y en plantas de algodén (Payton et al.,
2001). ElI ABA también, induce la actividad enzimatica de la APX como se reportd en

hojas (Jiang y Zhang, 2001, Hu et al., 2005) y plantulas de maiz (Gong et al., 1998;
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Jiang y Zhang, 2002abc, 2003), en hojas de espinaca (Yoshimura et al., 2000), en
plantulas de Stylosanythes guianensis (Zhou et al., 2005ab), y en algas (Yoshida et al.,
2003). Son pocos los estudios donde se demuestra que el ABA induce la actividad de la
POX como se reporta en plantulas de maiz (Prasad et al., 1994b; Gong et al., 1998) y
en plantulas de Stylosanthes guianensis (Zhou et al., 2005a).

En general las peroxidasas son enzimas que incrementan su actividad ante el estrés
oxidativo (Arora et al., 2002; Kingston-Smith, 1999; Sato et al., 2001; Scandalios, 2005),
principalmente para contrarrestar el dafio originado por ERO (Badawi et al., 2004;
Yoshimura et al., 2000; Jebara et al., 2005). Por otro lado, esta bien documentado que
el ABA también esta asociado a la induccion e incremento en contenido de ERO,
especialmente de H,O, (Prasad et al., 1994b; Guan y Scandalios, 1998ab; Pei et al,
2000; Zhang et al., 2001ab; Jiang y Zhang, 2000,2002cb; Neill et al., 2002ab; Desikan
et al., 2004; Hu et al., 2005; Zhou et al., 2005a; Bright et al., 2006). Basados en estas
evidencias, el tratamiento de ABA indujo incremento significativo en la actividad de APX
y POX en microplantas de papa, posiblemente contrarrestando los niveles de H,O, y
esto pudo evitar que la concentracion de H,O, inducida por el propio tratamiento de
ABA se incrementara a niveles toxicos o letales, aun asi, la concentracion de H,0O, fue
significativamente mayor en las plantas tratadas con ABA con respecto a las plantas no
tratadas. Los resultados aqui presentados sugieren que las actividades enzimaticas
antioxidantes de la CAT, APX y POX estuvieron coordinadas conjuntamente para
modular las respuestas al estrés oxidativo de modo que la induccion e inhibicion
enzimatica condujo a respuestas de tolerancia y/o aclimatacion. Asi, se propone la
hipétesis de que la disminucion en la actividad de la catalasa, que se ha propuesto que
es una enzima con la capacidad de autorregularse ante el estrés para inducir
respuestas de defensa y tolerancia (Volk y Feierabend,1989, citado por Willekens et al.,
1995) contribuyé a incrementar el contenido de H,0O,, y las APX y POX evitaron que
éste incrementara a niveles letales, de esta manera, la actividad conjunta de CAT, APX
y POX permiti6 que los niveles de H,O, fueran significativamente mayores en las
microplantas de papa tratadas con ABA que en los testigos en ambas variedades (Fig.

13), estos resultados confirman que el ABA aumenta los niveles de H,O, y que éste
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ademas es un intermediario de las respuestas inducidas por ABA (Guan et al., 2000;
Pei et al, 2000; Neill et al., 2002ab; Bhattacharjee, 2005).

Por otro lado, también es posible que el H,O, inducido por ABA en las microplantas
de papa, fuera principalmente eliminado por la APX, ya que esta se encuentra
distribuida en casi todos los compartimentos celulares que producen ERO (Shigeoka et
al., 2002) y no la POX, porque se sabe tiene poca afinidad de sustrato especifico, y
ademas sus principales funciones son las reacciones peroxidativas en la célula mas que
la remocion de H,O, (van Huystee, 1987, citado por Willekens et al., 1995), aunque
debido a su gran incremento inducido por ABA en las microplantas de papa, no se
descarta que tuvo una participacion muy significativa en la desintoxicacion del H,O».

Los niveles de H,O, aumentan ante un estrés, este incremento tiene una doble
funcion durante las respuestas al estrés (Dat et al., 2000; Apel y Hirt, 2004; Scandalios,
2005; Foyer y Noctor, 2005; Navrot et al., 2007); incrementando el dafio oxidativo que
lleva a la destruccion de los componentes celulares o como sefal para activar las
respuestas de defensa (Dat et al., 2000; Guan y Scandalios, 2000).

El tratamiento de ABA incrementd significativamente el contenido de H,O, en las
microplantas de papa de 28 dias de cultivo en ambas variedades (etapa a), y se
mantuvo aun cuando las microplantas se trasplantaron al suelo (etapa b) y después de
la exposicién al frio (etapa c, Fig. 13), lo que no ocurrié con las microplantas no
tratadas, que incrementaron significativamente el contenido de H,O, solo después de la
exposicion al frio con respecto al etapa ‘a’ (Fig. 13).

Estos resultados sugieren, que el tratamiento de ABA protegié a las microplantas de
las exposiciones a estrés tanto al trasplante al suelo como a la exposicion al frio, no asi
a las microplantas no tratadas donde si hubo incremento de H,O,, estas mismas
respuestas fueron observadas en la actividad de la CAT (Fig. 9). El incremento de H,0,
inducido por ABA en las microplantas posiblemente participé como molécula sefial de
las respuestas de ABA que desencadenaron una serie de eventos que indujeron
tolerancia a baja temperatura pero, que gracias al coordinado balance entre los
antioxidantes no fue letal. Se corrobora en esta investigacion que las respuestas de
ABA pueden ser mediadas por H,O, como ha sido ampliamente documentado (Pei et
al., 2000; Zhang et al., 2001ab; Neill et al., 2002ab; Bright et al., 2006).
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Por otro lado, el H,O, modula la expresion de varios genes, incluyendo los que
codifican enzimas antioxidantes para la induccion de tolerancia (Prasad et al., 1994a;
Polidoros y Scandalios, 1999; Neill et al., 2002a; Vandenabeele et al., 2003) asi como
otros genes relacionados a las respuestas de defensa de las plantas, Desikan et al.
(2001), encontraron que el H,O; regula 175 genes de los cuales 62 son reprimidos en
Arabidopsis.

Con estas evidencias es posible que en el modelo empleado en este trabajo, la
induccion de H,O,, promoviera respuestas que llevaron a las microplantas de papa de

ambas variedades a la tolerancia a baja temperatura.

5.2.3. Efecto del ABA en el contenido de AA y la actividad de la AO.

Efecto del ABA en la contenido de AA

En esta investigacion también se cuantificO un antioxidante no enzimatico, el acido
ascorbico, que es muy importante en el sistema de proteccion de las plantas contra
estrés biodtico y abidtico, y es quiza el antioxidante no enziméatico mas importante en la
eliminacion de H,O, (Foyer y Lelandais, 1993; Arora et al.,, 2002). Ademas, el AA
participa en muchos procesos metabolicos de las plantas tales como; la division celular
y crecimiento (Franceschi y Tarlyn, 2002); balance en los procesos redox durante la
fotosintesis y desintoxicacion del estrés oxidativo inducido por el ambiente (Noctor y
Foyer, 1998; Smirnoff, 2000; Franceschi y Tarlyn, 2002). También, se ha encontrado
que el AA es una sefial molecular de transduccion en las plantas para inducir tolerancia
a estrés (Pastori et al., 2003; Pignocchi y Foyer, 2003; Foyer y Noctor 2005).

Existen evidencias de que el AA participa en el crecimiento de las plantas
(Franceschi y Tarlyn, 2002). En mutantes de Arabidopsis con bajo contenido de AA, hay
inhibicion del crecimiento con respecto al tipo silvestre (Pastori et al., 2003). Como ya
mencionamos el tratamiento de ABA inhibié significativamente el crecimiento de
microplantas de papa de ambas variedades con respecto a las no tratadas (Fig. 2), sin
embargo, el contenido de AA fue significativamente mayor en las microplantas tratadas
con respecto a los testigos (Fig. 15), por lo que, a pesar de un significativo incremento
en el contenido de AA hubo una fuerte inhibicién del crecimiento, lo que sugiere que el

AA en este caso, posiblemente, no particip6 en el crecimiento de la planta. Aunque esta
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demostrado que el ABA y el AA participan en el crecimiento como se demostré en
mutantes de Arabidopsis con bajo contenido de AA donde se encontré6 que hay un
incremento de ABA con respecto al tipo silvestre, y que esto posiblemente junto con la
induccion de etileno promueven la inhibicién del crecimiento (Pastori et al., 2003). En
esta investigacion la concentracion de ABA aplicada en forma exégena pudo haber
cambiado las concentraciones de etileno y de esta forma sinergistica inducir la
inhibicion del crecimiento de las microplantas de papa, ademas, el ABA induce la ICK1,
que es una proteina inhibidora de cinasas, la cual lleva a la inhibicién de la division
celular y crecimiento de la planta (Wang et al., 2000, citado por Pastori et al., 2003) por
lo que es posible, que el ABA no solo actia con otras hormonas de las plantas para
inducir inhibicién en el crecimiento sino ademas, a través de muchas otras rutas de
sefializacion que aun no se han esclarecido.

Por otro lado, la enzima APX utiliza AA como sustrato especifico y donador de
electrones para reducir al H,O, a H,O con la generacion de MDHA (Mehlhorn et al.,
1996; Shigeoka et al., 2002) por lo que, el incremento del AA en las microplantas de
papa tratadas con ABA (Fig. 15) se relaciona al incremento de la actividad enzimatica
de la APX (Fig.11), entonces, el incremento de ERO especialmente el H,O, inducido
por ABA, llevd a una induccion significativa de antioxidantes enzimaticos y no
enzimaticos para evitar el dafio oxidativo. Ademas, el incremento simultaneo entre AA 'y
APX, pudo ser requisito indispensable para evitar el dafio oxidativo y posiblemente
inducir tolerancia a baja temperatura en estas microplantas de papa. Recientemente se
demostré que cambios en la disponibilidad del AA via la relacion ABA y ABA/GA;3,
modulan las sefales en las respuestas del crecimiento y defensa en las plantas (Pastori
et al., 2003). Por lo que, es posible que el incremento de AA en las microplantas
tratadas con ABA pudo estar involucrado en la sefializacion para la defensa general de
la planta resultando en una tolerancia al frio. Ademas, el AA actia directamente sobre
radicales muy toxicos como el superéxido y el oxigeno en estado singulete que se
forman por estrés de cualquier tipo (Shalata y Neumann, 2001), por lo que este
antioxidante no enzimatico contribuyd a evitar un dafio de estrés en las microplantas de

papa tratadas con ABA.
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Por otro lado, se encontré mayor contenido de AA en la variedad Atlantic que es mas
sensible a las bajas temperaturas que en la variedad Alpha (Fig. 15) de manera
contraria, la variedad Alpha generalmente mostré tendencia a tener mayor actividad
enzimatica en todas las enzimas analizadas y mayor contenido de H,O,, por lo que,
posiblemente el contenido de AA per se pueda estar relacionado a las respuestas que
la variedad Atlantic mostré a los tratamientos de ABA (Fig. 1) y a una respuesta de
mayor tolerancia a la exposicion al frio que la variedad Alpha, ya que 4 tratamientos de
ABA incrementaron la tolerancia a baja temperatura en microplantas de la variedad
Atlantic, mientras en la variedad Alpha solo a 2 y ademas, la variedad Atlantic
incrementd significativamente la supervivencia con respecto a la variedad Alpha (Fig. 1).
A la fecha no existen, reportes que asocien un mayor contenido de AA con tolerancia a
temperaturas de congelamiento. Sin embargo, en este trabajo se demuestra que
posiblemente un mayor contenido de AA esta asociado a una mayor tolerancia al estrés
por baja temperatura en las microplantas de papa. Hay evidencias de que el estrés lleva
a un incremento rapido en la concentracion y/o en un balance redox del AA del
apoplasto, lo que induce tolerancia a estrés, como por ejemplo; en las plantas de
Phaseolus vulgaris tolerantes a estrés por ozono tuvieron 2 veces mas contenido de AA
que las susceptibles, sugiriendo que la tolerancia al ozono esta asociada con el AA
extracelular del apoplasto y el balance redox (Burkey et al., 2003). En S. tuberosum el
incremento de AA y otros antioxidantes enziméticos estuvieron relacionados a
tolerancia a la salinidad (Benavides et al., 2000); y la aplicacion exdgena de AA también
ha mostrado que induce tolerancia a salinidad, como se demostr6 en tomate
(Lycopersicon esculentum) y ademas reduce la peroxidacién de lipidos (Shalata y
Neumann, 2001).

Otro aspecto interesante del incremento en el contenido de AA inducido por ABA en
las microplantas de papa, es que éste se encontr6 en mayor porcentaje en su forma
oxidada (DHA, Tabla 1), en las microplantas incubadas en ABA con respecto a las
plantas no tratadas. Lo que indica que el AA est& siendo utilizado para degradar el H,O,
presente en la célula (Pignocchi y Foyer, 2003; de Pinto y De Gara, 2004). El AA es
oxidado enzimaticamente o0 no enzimaticamente a DHA, pero en el simplasto la

regeneracion enzimatica de AA de DHA ocurre via ciclo glutation-ascorbato, haciendo
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que el AA sea el principal amortiguador redox en las plantas. La ascorbato oxidasa (AO)
enzima de la pared celular regula el sistema redox de AA en el apoplasto, oxida al AA
con la correspondiente reduccién de O, a H,O (Pignocchi y Foyer, 2003). No hay claras
evidencias de regeneracion de AA en el apoplasto, sin embargo, existen un sistema de
acarreadores via membrana asociados al intercambio del AA del citoplasma por DHA
del apoplasto con lo que se mantiene el balance redox (Horemans et al., 2000). La
relacion AA/DHA es sumamente importante para los balances en el sistema redox en la
reduccién del H,O; y la funcién de las enzimas enzimaticas encargadas de la remocién
de las ERO (Karkénen y Fry, 2006). El incremento de AA inducido por ABA en las
microplantas de papa ademas de participar en la eliminacion de ERO, también es
posible que participa en el mantenimiento del balance redox para el funcionamiento de
las proteinas involucradas en la tolerancia a estrés al frio, y no se descarta que ademas
participe en la induccidn de la tolerancia tanto por su accion antioxidante como por su
funcion como sefial.

Efecto del ABA en la actividad enzimética de la AO

El AA que se encuentra en el apoplasto es oxidado por la ascorbato oxidasa (AO), el
proceso de esta reaccion, se cree participa en la elongacion de los tejidos y en el
crecimiento celular (Kato y Esaka, 1999), por su localizacién extracelular y su alta
actividad en tejidos en expansion, aunque su funcion especifica no esté del todo clara
(Pignocchi et al., 2003). En recientes estudios en plantas transgénicas de tabaco que
sobreexpresan AO, se encontrd que elongan y engrosan sus tallos mas rapidamente
que la forma silvestre (Kato y Esaka, 2000; Pignocchi et al., 2003, 2006). Se cree que
algunos mecanismos por los cuales el AO participa el crecimiento celular es debido a
que el MDHA generado por AA 'y AO en el apoplasto estimula el crecimiento celular a
través del incremento del tamafio de la vacuola (Hidalgo et al., 1989) y la absorcion de
iones causada por la despolarizacion de la membrana plasmatica, ademas, el DHA se
considera ser el responsable del alargamiento celular por permitir el reacomodo de la
pared celular (Lin y Varner, 1991, citado por Pingnocchi et al., 2003).

Considerando estos hallazgos y tomando en cuenta que la AO es una enzima
involucrada en el estrés oxidativo objeto principal de esta investigacion, se estudié la

actividad de dicha enzima para encontrar su posible relacién con la drastica inhibicién
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del crecimiento inducida por ABA en las microplantas de papa encontrada en este
trabajo, y que no existen reportes de la relacion ABA/AO en el crecimiento de las
plantas. Sin embargo, la actividad de la AO se incrementd significativamente en las
microplantas tratadas con ABA con respecto a las microplantas no tratadas en ambas
variedades (Fig. 14), lo que se contrapone a lo encontrado en plantas transgénicas de
tabaco que sobreexpresan AO y tienen mayor crecimiento con respecto al tipo silvestre
(Pignocchi et al., 2003, 2006). Por lo encontrado en este trabajo, es probable que el
incremento de AO y AA inducido por ABA en microplantas de papa, no tuviera relacion
con la inhibicion del crecimiento. El incremento de la actividad AO y contenido de AA
inducido por ABA en las microplantas de papa, si bien no tuvo influencia en el
crecimiento, y considerando que el apoplasto y la pared celular actian como un
reservorio de informacion del estrés tanto bidtico como abiotico asi como el principal
conductor de informacion entre las células (Pignocchi et al., 2006), es probable
entonces, que no solo participaron en la tolerancia a estrés al frio, sino ademas, es muy
factible que estas microplantas hayan adquirido tolerancia a diferentes tipos de estrés
(tolerancia cruzada), ya que, se ha demostrado que el AA y AO mantienen en
homeostasis el sistema redox en el apoplasto donde se inicia la regulacion de genes
involucrados en la defensa a través de la sefializacién via fitohormonas (Pastori et al.,
2003; Pignocchi et al., 2003, 2006). El balance redox que mantienen AA y la AO es tan
importante que inclusive la expresion genética de enzimas antioxidantes se ve afectada,
tal es el caso en los transcritos de CAT durante el dia y la noche en plantas
transgénicas de tabaco que sobreexpresan AO. Y aun mas, se encontré gran
abundancia de transcritos asociados con la fotorrespiracion sugiriendo que la capacidad
intracelular para generar H,O,, también puede ser afectada por el estado redox del
apoplasto (Pignocchi et al., 2006).

Por otro lado se encontré que ABA induce H,O, apoplastico en hojas de maiz (Hu et
al., 2005), entonces, es posible que en las microplantas de papa tratadas con ABA el
AA presente en el apoplasto desintoxicara a las células de H,O,, lo que incrementd la
forma oxidada del AA inducido por ABA (Fig. 15). Todos los resultados aqui
presentados sugieren que finalmente las respuestas desencadenadas por ABA son muy

complejas y todas estan ligadas en una red de sefiales, donde el objetivo principal es
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proteger a la planta del estrés de cualquier tipo. En esta investigacion se demostré que
el incremento en la tolerancia a baja temperatura inducido por ABA esta asociado a las
respuestas de estrés oxidativo y del sistema antioxidante en microplantas de papa.

5.3. Efecto del H,O; en lainduccion de tolerancia al frio.

La hipétesis principal de esta investigacion fue que si, el ABA induce tolerancia a
estrés y el H,O, es intermediario en dichas respuestas, entonces tratamientos
exdgenos de H,0,, inducirian respuestas similares a las inducidas por el tratamiento de
ABA en tolerancia al frio, estrés oxidativo y antioxidantes.

Primero, se busco un modelo de supervivencia en esquejes para evaluar los
tratamientos de H,O,, pero este mostré inconsistencias en las respuestas por las
variables a considerar, por lo que no se pudo hacer replicable y no se llevo a cabo para
esta investigacion (Fig. 4). Sin embargo, estas respuestas permitieron conocer mas
algunos problemas en las técnicas de propagacion de microesqueje al suelo. Los
principales problemas a considerar en el trasplante son: el nivel del esqueje en la
microplanta, la sensibilidad de la variedad al trasplante a suelo y la época del afio entre
otros. Las respuestas a los tratamientos de H,O, para estudios de baja temperatura
fueron mas estables en plantas completas.

Entonces, para estudiar los efectos del H,O, en microplantas de papa, los
tratamientos se realizaron de dos maneras: incubacién de esquejes y plantas
completas. La incubacion de esquejes en H,0, se realiz6 de la forma propuesta por
Lépez-Delgado et al. (1998a), en la cual los microesquejes de microplantas de papa se
incuban por 1 hora en H,O, y después se cultivaron en condiciones in vitro por 28 dias,
de esta forma, solo la concentracion 5 mM increment6 significativamente la tolerancia al
frio en la variedad Atlantic (Fig. 5). Estos resultados llevaron a probar otra técnica de
incubacion la cual se realizé en microplantas completas de 28 dias de cultivo, de esta
manera el tratamiento de 15 mM de H,O, incrementd la supervivencia a la exposiciéon al
frio en ambas variedades (Fig. 6). Aunque, este incremento fue significativo, fue inferior
al inducido por el tratamiento de ABA vy significativamente muy inferior en la variedad
Atlantic (Fig. 1), donde, el tratamiento de ABA aumentd 12% mas la sobrevivencia en la

variedad Alpha y 151% en la variedad Atlantic con respecto al tratamiento de H;O..
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Ademas, debemos considerar que en la técnica de incubacion en H,O,, existe un estrés
adicional generado por inundaciéon (hipoxia-anoxia), por lo que se probd el efecto de
dicho estrés sobre las respuestas de tolerancia al frio y se encontré que este estrés per
se incrementa la tolerancia al frio con respecto a los testigos (microplantas sin
inundacioén), la variedad Alpha aument6é la supervivencia 19.2% mientras que la
variedad Atlantic 17.3% (Fig. 8). Por lo que, estos resultados demuestran que el
tratamiento de H,O; en la induccién de tolerancia al frio no fue tan efectivo como el
tratamiento de ABA. Si bien, la inundacién per se indujo tolerancia al frio, al parecer en
combinacion con diferentes concentraciones de H,O, esta respuesta puede variar,
porque, en las concentraciones 1 y 50 mM de H,O,, no hubo induccion de tolerancia,
era de esperarse que independiente de la concentracién de H,O,, hubiera induccién de
tolerancia al frio solo por el efecto de hipoxia-anoxia y que inclusive pudiera ser
sinergistica la respuesta (Fig. 6) para incrementar la tolerancia. Es posible entonces,
que dependiendo de la concentracion de H,O,, las respuestas del estrés por anoxia
cambiaran. Est4 bien demostrado que la hipoxia-anoxia produce H,O, y esto a su vez
induce tolerancia (Bloklina et al., 2001; 2003).

Los resultados aqui presentados muestran que las respuestas por tratamientos de
H.O,, pueden ser extremadamente sutiles y delicadas, y dependen de variables muy
precisas como la concentracién, tiempo de tratamiento, especie, variedad, etc. Esto
confirma lo encontrado en S. tuberosum, donde tratamientos de H,O, incrementan la
tolerancia al frio solo en la variedad mas sensible, pero al variar la concentracion y el
tiempo de exposicion a baja temperatura se incremento la tolerancia en las variedades
sensibles y tolerantes (Mora y Lépez, 2006). Los resultados aqui presentados confirman
que el H,O, induce tolerancia al frio como también se ha reportado en S. tuberosum
(Mora-Herrera et al., 2005; Mora y Lopez, 2006), en plantulas de maiz e inclusive puede
inducir tolerancia cruzada (Prasad et al., 1994ab; Gong et al., 2001).

Por otro lado, se cuantificaron las actividades enziméticas de la CAT, APX y POX, en
microplantas de 28 dias de edad preincubadas 1 hora en 15 mM de H,0, (etapa a), 24
horas después de haber sido trasplantadas al suelo (etapa b) y después de 4 horas de
exposicion al frio (etapa c). La actividad de la CAT no mostré cambios significativos en

relacion con los testigos de ambas variedades en las tres etapas evaluadas. Sin
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embargo, la actividad de la catalasa mostr6 una tendencia a disminuir después de la
incubaciéon en H,O-, (etapa a), es decir tendid a disminuir al trasplante al suelo (etapa b)
y después de la exposicion al frio (etapa c), siendo esta disminucion significativa solo
para las microplantas de la variedad Atlantic preincubadas en H,O, con respecto al
etapa ‘a’ (Tabla 2). Estos resultados confirman que la catalasa es una enzima muy
sensible al estrés (MacRae y Ferguson, 1985; Volks y Feierabend 1989, citado por
Willekens et al., 1995); y ademas, que la variedad Atlantic, que es la mas sensible a
baja temperatura, también muestra ser mas sensible a las respuestas de estrés
oxidativo y sistema antioxidante. Aunque la inhibicion de la actividad de la CAT fue
significativa en las microplantas tratadas con ABA y en el tratamiento de H,O, no hubo
diferencia entre tratamiento y testigos, debemos considerar que los tratamientos de
ABA y H,0; son diferentes, ya que las microplantas permanecen incubadas durante 28
dias en el tratamiento de ABA y en el de H,O, solo una hora. Los efectos del
tratamiento de ABA durante 28 dias inclusive son evidentes a simple vista como se
muestra en la drastica inhibicién del crecimiento (Figs. 2 y 3), es posible, entonces que
la preincubacién de las microplantas en H,O, por 1 hora en este caso es insuficiente o
inadecuada para que se den respuestas que se puedan asociar a las respuestas del
H.O, inducidas por ABA. Se requiere buscar un modelo de incubacién en H,O, que
permita asociar con mayor precision las respuestas debidas a la aplicacién de H,O, con
las respuestas del H,O, inducido por ABA en microplantas de papa.

Con respecto a la actividad de la APX y POX tampoco hubo diferencias significativas
entre las microplantas preincubadas en H,O, y los testigos en ambas variedades, en las
tres etapas evaluadas (Tabla 3 y 4). Lo que confirma que la técnica de incubacién en
H,O, aqui utilizada no fue la apropiada para encontrar las respuestas inducidas por
H.O, en corto plazo. Esto se apoya porque muchas de las respuestas encontradas por
aplicacion de H,O, a corto plazo se han realizado en células en suspensién, por
ejemplo, Desikan et al. (2001), encontraron que el tratamiento de H,O, induce 113 y
reprime 62 cDNAs en Arabidopsis (secuencias que se relacionan con el sistema de
defensa de las plantas) en las primeras 1.5 a 3 horas; asi mismo, la glutation S
transferasa (GST) y fenil amonio liasa (PAL) se incrementa en los primeros 30 minutos

del tratamiento con diferentes concentraciones de H->0,, incrementandose
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continuamente hasta 5 horas (Desikan et al., 1998); en soya se indujo la GST en los
primeros 30 minutos incrementandose significativamente en 1 hora con 2 mM de H,0,
(Levine et al., 1994), y en tomate se encontré entrecruzamiento de proteinas en la
pared celular en los primeros 10 minutos del tratamiento de H,O, 1 mM (Brandy y Fry,
1997).

En plantas completas también son muy variadas las respuestas de los tratamientos
de H,O,, por ejemplo se indujeron transcritos Catl y se inhibieron Cat 2 y Cat3 en
plantulas de maiz donde las raices se trataron con 30 y 50 mM de H,O, por 24 horas
(Guan et al., 2000); en plantulas de maiz la aspersion cada 4 horas por tres veces de 0,
0.1, 0.3 y 0.5 mmol/L de H,0O, indujo adaptacién cruzada, a calor, frio, sequia y
salinidad (Gong et al., 2001), y de 0.1 mM de H,O,, por 24 horas indujo tolerancia al frio
(Prasad et al., 1994b). En hojas de Arabidopsis se indujo H,O, con el tratamiento de
100 mM de H,0, por 8 horas (Rao et al., 1997), y en hojas de frijol de la variedad
mungo el tratamiento de 10 mM de H,0O; a los 10 segundos incremento el contenido de
oxido nitrico (Lum et al., 2002). Se ha propuesto ademas que el efecto inductor de
termotolerancia del tratamiento de H,O, por 1 hora puede ser a largo plazo en
microplantas de papa (Lopez-Delgado et al., 1998a).

Todas estas evidencias demuestran que las respuestas del tratamiento con H,O, son
muy variadas, y van a depender del cultivo, si son plantas completas, semillas o células
en suspension, etapa del desarrollo, la forma de aplicacion, el tiempo de exposicion y
otros factores.

Basados en estas evidencias se debe considerar modificar el modelo empleado en
este estudio para acercarse mas al conocimiento de las respuestas mediadas por ABA
y H,O,, ya que pueden ser Utiles para inducir respuestas de tolerancia a diferentes

condiciones de estrés en todos los cultivos.

5.4. Efecto del subcultivo sin ABA o trasplante en invernadero de microplantas
pretratadas con ABA.
El tratamiento de 10 uM de ABA en microplantas de papa, incrementd la tolerancia al

frio (Fig. 1), sin embargo, inhibid drasticamente el crecimiento (Figs. 2 y 3). La inhibicion
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del crecimiento es uno de los principales efectos del ABA (Sharp y LeNoble, 2002;
Finkelstein et al., 2002).

Debido a la drastica inhibicion y cambios en el estado oxidativo y antioxidativo
inducida por ABA en las microplantas de papa, se investigé si estos cambios tenian
efectos a largo plazo en la produccion de semilla de papa, considerando que el modelo
utilizado en esta investigacion se basé en el sistema de produccion semilla in vitro-
invernadero-campo utilizado comunmente en los programas de produccién de semilla,
para lo cual las microplantas cultivadas en ABA 0y 10 uM (Fase 1) se trasplantaron a
condiciones in vitro e invernadero para su recuperacion (Mora-Herrera y LoOpez-
Delgado, en prensa).

Efecto del subcultivo sin ABA

Las microplantas de las variedades Alpha y Atlantic subcultivadas en medio MS sin
ABA por 28 dias (Fase 2 in vitro) no mostraron diferencias significativas en el
crecimiento y peso respecto a los testigos. Estos resultados muestran que las plantas
previamente incubadas en ABA (Fase 1) no alcanzaron el tamafio ni el peso de las
plantas testigo a pesar de que en la fase 2 el medio de cultivo MS no contenia ABA. Sin
embargo, las microplantas previamente incubadas en ABA (Fase 1) tuvieron una tasa
de crecimiento (Fig. 16) y peso (Fig. 17) significativamente mayor que las plantas
testigo. Es posible que la tasa de crecimiento tan alta de las microplantas preincubadas
en ABA (Fase 1) esté relacionada al alto contenido de AO que tenian las microplantas
de papa, y que al estar en ausencia de ABA permitiera una elongacion de los tallos muy
rapida como lo encontrado en las plantas de tabaco con alto contenido de AO y que
crecen mas que el tipo silvestre (Pignocchi et al., 2003, 2006).

Respuestas similares fueron observadas en las actividades enziméticas de la
catalasa, APX y POX asi como en el contenido de H,O,. Estos parametros se evaluaron
en la fase 2 para conocer si las microplantas se recuperaban en los cambios inducidos
por el tratamiento de ABA (Fase 1).

El tratamiento de ABA disminuy0 la actividad de la CAT en las microplantas de papa
(Fase 1, Figs. 9 y 18), pero, una vez que las microplantas fueron trasplantadas a medio
libre de ABA por 28 dias mas (Fase 2) la actividad de la CAT fue similar a la de las

microplantas testigo (Fig. 18).
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La actividad enzimatica de la APX y la POX asi como el contenido de H,O,,
incrementaron en las plantas tratadas con ABA con respecto a las no tratadas (Fase 1),
y en la Fase 2 disminuyeron a los niveles de los testigos (Figs. 19, 20 y 21). Los
resultados aqui presentados, indican que las microplantas tienen la capacidad de
recuperarse del estrés inducido por ABA y que a pesar de los cambios drasticos en la
inhibiciébn del crecimiento y cambios en la actividad antioxidante asi como un
incremento de H,0,, las plantas después de 28 dias logran recuperarse y regresar a las
condiciones de las plantas no tratadas (Mora-Herrera y LOpez-Delgado, en prensa).
Similar recuperacion de estrés inducido por salicilatos, fue reportado previamente en S.
cardiophyllum, donde la organogénesis in vitro de tallos fue producida en respuesta al
subcultivo a medio libre de salicilatos, la organogénesis estuvo asociada con un
significativo incremento de la actividad fosfatasa (Lopez-Delgado y Carrillo-Castafieda,
1996). Aunque, no existen reportes de evidencias que indiquen qué sucede en
tratamientos severos de estrés inducidos por ABA a largo plazo.

Efecto del trasplante en condiciones de invernadero de microplantas pretratadas con
ABA

En condiciones en invernadero todos los parametros evaluados como longitud, peso
seco, numero de tubérculos, peso de tubérculos y porcentaje de brotacién fueron
similares al final de la cosecha en las plantas pretratadas y no tratadas con ABA (Fase
1, Tabla 5).

Las plantas estuvieron en condiciones de invernadero por 120 dias y cabe destacar
que a los 30 dias del trasplante (de in vitro a invernadero) las plantas pretratadas y no
tratadas tenian el mismo tamafo (Anexo 4), lo que sugiere que la recuperacion del
efecto del ABA en estas condiciones es a corto plazo y ademas, corrobora los
resultados obtenidos de crecimiento en la recuperacion in vitro, en donde las plantas
pretratadas con ABA tuvieron una tasa de crecimiento significativamente mayor que las
microplantas no tratadas (Fig. 16), aunque esta tasa de crecimiento tuvo un limite ya
que al final de 120 dias las plantas pretratadas y no tratadas tenian el mismo tamafo.

El tratamiento de ABA es potencialmente (til para inducir tolerancia a baja
temperatura en microplantas de papa con diferente sensibilidad al frio, sin efectos

dafinos a largo plazo sobre la produccion de papa, ni efectos en la propagacion in vitro.
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VI. CONCLUSIONES

1. El tratamiento de ABA en las microplantas de papa es potencialmente Util
para inducir tolerancia a baja temperatura, tanto en variedades sensibles como en
tolerantes.

2. La induccion de tolerancia inducida por ABA en microplantas de papa esta
directamente relacionada con las respuestas de estrés oxidativo y con el sistema
antioxidante.

3. El ABA incrementa el contenido de H,0O,, el cual se cree esta implicado en
las respuestas inducidas por ABA en la tolerancia al frio.

4. EI ABA incrementa la actividad antioxidante enzimatica y no enzimética.

5. El ABA inhibe la actividad de dos isoenzimas de catalasa e induce otra en
las microplantas de papa.

6. ElI ABA no tiene efectos a largo plazo en el metabolismo del sistema
antioxidante en microplantas de papa.

7. EI ABA no tiene efectos a largo plazo en el rendimiento del cultivo de la
papa.

8. El tratamiento de H,O, es potencialmente Gtil para incrementar la tolerancia
al frio.

9. Los tratamientos de H,O, utilizados en esta investigacion no permiten
encontrar la relacion de las respuestas antioxidantes involucradas en la tolerancia
a frio entre ABA y H,0..
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6.1 PERSPECTIVAS

Los resultados obtenidos en este estudio generan un campo de investigacion
basica con fines practicos, que tienen el propésito de mejorar las practicas
culturales hasta ahora usadas en el pais, las cuales son muy costosas y tienen
alto impacto sobre el ambiente y la salud humana.

Esta investigacidbn generd algunas evidencias importantes para empezar a
conocer las respuestas fisioldgicas de las plantas involucradas en la tolerancia a
estrés abibtico, sin embargo, se requiere por conocer exactamente como
funcionan dichas respuestas. Para contribuir al conocimiento cientifico para buscar
que las plantas sean mas tolerantes o adquieran tolerancia al estrés, se continuara
con las siguientes lineas de investigacion:

e Caracterizar las isoenzimas de catalasa encontradas en papa.

e Estudiar la expresion génica de CAT

e Aplicar la informacion generada en esta investigacion para probar la
induccion de tolerancia a otros factores de estrés en papa y otros cultivos
(tolerancia cruzada o inducida).

e Investigar el nivel de regulacion inducido por ABA.

e Adecuar un modelo de tratamiento con H»O, para aplicarlo en la tolerancia
a estres.

e Investigar la funcidn de acido ascorbico en la tolerancia a estrés.

e Investigar la participacion de la AO en las respuestas inducidas por ABA.

e investigar la respuesta de otros antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos
en las respuestas de estrés inducidas por ABA y otros compuestos relacionados

con el estrés oxidativo.
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VII. ANEXOS
ANEXO 1. MEDIO DE CULTIVO MURASHIGE Y SKOOG (1962, MS).

Soluciones para el Medio de cultivo Murashige y Skoog (MS).

SOLUCION g/L
Sales 4.4
Sulfato de magnesio (MgSQy) 0.37
Inositol 0.1
Hierro (Fe) 0.065
Tiamina 0.0004
Pantotenato de calcio 0.002
Glicina 0.00005
Sacarosa 30
Fitagel 2.25

Notas:

1.- Se afora la solucion con agua destilada.
2.- Se calibra el pH a 5.6 a 5.7 con hidroxido de potasio KOH.
3.- Se agrega o fitagel y se disuelve con calor.

4.- Se vacia en los recipientes y se esteriliza.
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Composicion quimica y cantidades requeridas para las sales del medio de cultivo de

Murashige y Skoog (MS).

Reactivo Formula Cantidad para 1000 mi
Nitrato de amonio NH4 NO3 1759

Nitrato de potasio KNO3 20 g

Cloruro de calcio CaCl, 2H,0 45¢g

Fosfato de potasio KH; POy 1.75¢

Acido borico Hs BO3 50 mg

Sulfato de manganeso Mn SO, 200 mg

Sulfato de zinc ZnS0O4 7H,0 100 mg

Yoduro de potasio Kl 10 mg

Molibdato de sodio Naz MoO, 2.5 mg

Sulfato caprico 5.0 mg CuSO,5H,0*

Cloruro de cobalto 5.0 mg

CoCl; 6H,0*

0.5 mL de Ila solucion
preparada.

*Nota de estas sustancias se pesan 5 mg de cada una y se disuelven en agua

destilada y se aforan a 10 mL y se toma 0.5 mL para 1 litro.
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Soluciones concentradas para la preparaciéon del medio de cultivo de Murashige y
Skoog (MS).

Solucién Cantidad Observaciones.

Sulfato de 3.7 g en 100 mL de agua

Magnesio destilada.

Hierro EDTA 0.75¢g Estos se disuelven en
Sulfato ferroso 0.55 g 20 mL de agua

destilada cada uno. El
EDTA se calienta para

disolverse. Después
ambos se aforan a 100
mL.
Tiamina 40 mg en 100 mL
de agua destilada
Inositol 1.0 g en 100 mL de
agua destilada
Pantotenato de 100 mg en 100 mL de agua Congelar.
calcio destilada
Glicina 10 mg/100 mL de

agua destilada.
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ANEXO 2. GEL NATIVO PARA ACTIVIDAD DE LA CATALASA.

Soluciones

Acrilamida (solucién de acrilamida 40% [37.5 %T:1%C])

Acrilamida pesar 19.48 g de acrilamida y 0.52 g de bis acrilamida en (aforar) 50 mL
de agua (pesar ambos dentro de la campana de extraccidén, con guantes y cubre boca,
una vez terminado se desechan guantes y cubre boca) estos productos son muy
peligrosos seguir las indicaciones. Se filtra y se guarda en refrigeracién (en todos los
casos se usa agua destilada).

Amortiguador gel separador

Tris 1.5 M pH 8.8. Para 50 mL se pesan 9.06 g de TRIS se lleva a 45 mL, se calibra
el pH a 8.8 con HCI concentrado, se afora a 50 mL y se guarda a 4°C.

Amortiguador gel concentrador

Tris 0.5 M pH 6.8. Se pesan 3 g de Tris en 45 mL de agua. Se ajusta el pH a 6.8 con
HCI concentrado, finalmente se afora a 50 mL y se almacena a 4°C.

Persulfato de amonio al 10 %

20 mg de persulfato de amonio en 200 L. Esta solucion se prepara el dia que se va

a usar.
Amortiguador de extraccion. Solucioén concentrada
Amortiguador de fosfato de potasio 100 mM pH 7.8 1.874mL 0.1M
EDTA1 mM 20 pL 0.1 M
PMSF 1 mM 40 pL 0.2M
PVP 2 % 40 mg Polvo
DTT 10 mM 66.6 uL 0.3 M

Amortiguador de carga 1 mL.

H,O destilada 260 pL
Tris 0.5 M pH 6.8 125 pL
Glicerol (50%) 400 pL
Azul de Bromofenol (0.5%) 15 pL
DTT 60 mM 200 uL 0.3 M

Este amortiguador se agrega a la muestra en una proporcion 1:7 a 1:10.
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Amortiguador de corrida 5x

Tris (25 mM) 7.5 g y Glicina (1.9 M) 37 g, se llevan a 500 mL de agua 5X. Para correr

el gel se agregan 100 mL del amortiguador de corrida en 500 mL de agua.

PREPARACION DE LOS GELES

Gel 6% recomendable

Solucién Separador 6% Concentrador 4%
H,O destilada 8.975 mL 4.86 mL
Resolving 3.75mL | e
Stacking | s 1.87 mL
Acrilamida 2.25 mL 0.75 mL

Desgasificar (15 min)

Desgasificar

desgasificar

Persulfato de amonio al 10 % | 8 uL 75 pL
Temed 7.5 uL 10 pL
Volumen final 15 mL 7.5 mL

La electroforesis se corre durante 18-20 horas a 20 volts a 4°C.

135



ANEXO 3. CALIBRACION DEL MARCADOR DE ALTO PESO MOLECULAR.

Para conocer el peso molecular de las isoenzimas de catalasa, se utilizé el marcador

de alto peso molecular para geles nativos (Amersham Biosciences), que contenia:

Tiroglobulina 669 kDa 76 ug
Ferritina 440 50
Catalasa 232 36
Lactato deshidrogenasa 140 48
Albumina sérica de bovino 66 40

El marcador se resuspendié en 100 pL de amortiguador de extraccion para catalasa
(amortiguador de fosfatos 100 mM pH 7.8, EDTA 1 mM, PMSF 1 mM, DTT 10 mM y
PVP 2%) y se corrieron en las mismas condiciones del gel nativo para la actividad de la
catalasa, adicionalmente se corrieron muestras de los tratamientos con sus testigos. Se
probaron diferentes concentraciones de proteina y diluciones del marcador de alto peso
molecular. Se revel6 con azul de Coomassie y con tincién de plata para identificar todas
las bandas. Una vez obtenida la calibracién se usaron como marcador para conocer el

peso molecular de las isoenzimas de catalasa encontradas en papa.
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Tincion de Plata

Finalizada la electroforesis el gel se sumergioé en las siguientes soluciones para su
tincion: 30 minutos en 40% de metanol y 10% de &cido acético para su fijacién, 30
minutos en 50% de metanol, 12% de acido tricloroacético (TCA) y 2 % de cloruro
cuprico (CuCly), 15 minutos en 10% de etanol, 5% de &cido acético, 5 minutos en
0.000005 % de permanganato de potasio, 5 minutos en 10% de etanol 5% acido
aceético, 5 minutos en 10% de etanol, 5 minutos en agua destilada para enjuague, 15-20
minutos en 0.2% de nitrato de plata (AgNOs3), 20 segundos en agua destilada, 1 minuto
en 10% de carbonato de potasio (K,CO3). El revelado del gel se obtuvo en una solucion
de 2% de carbonato de potasio y 0.025% de formaldehido por algunos minutos. La
reaccion se finalizé en una solucion de 10% de etanol 5% é&cido acético, las bandas se

observaron en intensidades naranjas y marron.

Tincion de azul de Coomassie
Finalizada la electroforesis el gel se tifid con Azul de Coomassie durante 20 minutos.
Para obtener el revelado de las bandas, el gel se destifié varias veces con una solucion

de 40% metanol y 20% de acido acético.
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ANEXO 4. RECUPERACION DE MICROPLANTAS PREINCUBADAS EN ABA EN
CONDICIONES DE INVERNADERO.

Figura 22. Crecimiento de plantas de papa previamente incubadas en 0 (A, control) y

10 uM de ABA (B) a los 30 dias de cultivo en condiciones de invernadero.

Figura 23. Recuperacion en invernadero de microplantas pretratadas con 0 (A,
control) y 10 uM (B) de ABA, después de 15 dias del trasplante en suelo y exposicién al

frio por 4 horas.
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ANEXO 5. REACTIVOS

REACTIVO FORMULA MARCA
Acido abscisico C15H2004 Isomero () cis-trans | Sigma
Acido acético CH3;COOH Baker
Acido ascérbico CeHsOs Sigma
Acido clorhidrico HCI Baker
Acido Giberélico (GA3) C19H2206 Sigma
Acido tricloroacetico TCA ClsCCOOH Baker
Acrilamida (Acrylamide) C3sHsNO Sigma
Agar-AGAR (POLVO) | s Meyer
Agarosa Galactosas Alpha y Beta Bioline
Albumina sérica de bovino (BSA) | ------mmmmmmmm e Sigma
Ascorbato oxidasa = =000 | memmemmmmmemmemm Sigma
Azul de Coomassie (Coomasie _
Satin G-250 stan) | Blo Rad
Azul de bromofenol C19H10Brs0sS Hycel
Bis-Acrilamida  N,N"Methileno-bis- _
acrilamida CrHoN02 Slgma
Carbonato de potasio K>CO3 Baker
Cloruro de calcio CaCl,.2H,0 Baker
Cloruro de cobalto CoCl,.6H,0 Baker
Cloruro cuprico CuCl, Baker
Cloruro de magnesio MgCl,. 6H,0 Baker
Cloruro de potasio KCI Baker
Cloruro ferrico FeCls;.6H,0O Baker
DTT Dithiothreitol (D,L)-1,4-Dithiothreitol Bio Rad
Dowex resina 1 x 10 Forma CI'; malla 50-100. Fluka
Etanol CHCl3 Merk
EDTA (Na;EDTA) sal disédica del

Cio0H14NazN20g.2H,0 Baker

acido etilen dinitrilo tetracético
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Ferricianuro de potasio

KsFe(CN)6. 3H,0

Baker

Ferrocianuro de potasio K4Fe(CN)6. 3H,0 Baker
Fitagel (Phytagel) | smemrmrm Sigma
Fosfato de potasio dibasico KoHPO, Baker
Fosfato de potasio monobasico KH,PO,4 Baker
Fosfato de sodio dibéasico Na;HPO,4 Baker
Fosfato de sodio monobasico Na H,PO4.H,O Baker
Formaldehido CH;0O Baker
Glicerol C3Hs(OH)3 Baker
Glicina C2HsNO2 Merck 'y Bio
Rad
Guaiacol C7HsO, Sigma
Hidroxido de amonio NH,OH Merk
Hidroxido de potasio KOH Baker
Inositol CeH15015P3 Merk
Luminol CsgH7N3O- Sigma
Marcador de alto peso De 669 a 66 kDa (5 bandas) A-mer-sham
Biosciences
Metanol CH30OH Fermont
Molibdato de sodio Na;Mo004.2H,0 Baker
Myo-Inositol CeH1206 Sigma
Nitrato de amonio NH4O3 Baker
Nitrato de potasio KNO3 Baker
Nitrato de plata AgNOs; Baker
D-Pantotenato de calcio C1sH3,CaN2019 Fluka
Persulfato de amonio HgN2OgS, / (NH4)2S,0g Bio Rad
Peréxido de hidrogeno H,0, al 30% Baker
PMSF _
(phenylmethanesulphonylfluoride) CoMsCH2S0F Slgma
Perclorato HCIO4 Baker
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Permanganato de potasio

KMnO4

Baker

PVP Polyvinylpyrrolidone PVP Povidone Sigma
Reactivo de Bradford | —emememmmmmem - Bio Rad
Resina Dowex )(-1 X 10) | —rmmmmmmmmm e Fluka
Sacarosa Ci12 H22 O11 Baker
Sulfato cuprico CuS0,4.5H,0 Baker
Sulfato manganoso MnS0O4.H,0 Baker
Sulfato de magnesio (7-Hidrato,

) MgS0O,4.7H,0O Baker
cristal)
Sulfato de zinc ZnS04.7H,0 Baker
Sulfato ferroso FeS0,4.7H,0 Baker
Temed (N,N,N',N'- .

o C6H16N2 Bio Rad
Tetramethylethylenediamine)
Tiamina Diclorato C12H18CI,N4OS.xH,0 Merck
Tris (hydroxymethyl)-aminomethane | NH,C(CH,OH)s Bio Rad
Boehringer
Tween Tween 20 ]
Mannheim

Yoduro de potasio Kl Baker
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ANEXO 6. EQUIPO.

Equipo Marca y/o especificaciones
Autoclave Horizontal; Marke Forge
Bafio maria Lambet

Campana de flujo laminar

Edge Gard The Baker Company.

Centrifugas Mini spin plus Eppendorf
Columnas de  cromatografia | Sigma

liquida

Congelador Coldspt

Equipo de electroforesis

Mini protein Il Bio Rad

Espectrofotbmetro

Jenway modelo 6405 UV/vis.

Lumindmetro

Optocomp-p MGM instruments

Potenciometro

pH meter orion Modelo 4202
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