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I. INTRODUCCION

Uno de los factores ambientales que limita la produccidén del cul-
tivo de la papa en la regibn andina son los descensos de tempe -
ratura a niveles inferiores al punto de congelacién del agua,

los cuales si son muy severos, llegan a ser letales.

El uso de variedades resistentes evitaria las pérdidas debidas a
las heladas. Sinembargo es necesario contar con métodos adecua-
dos de seleccién con el fin de acelerar la obtencibén de genoti -
pos capaces de resistir los descensos de temperatura. El cono =
cimiento de las bases fisiol6gicas de las relaciones entre las

actividades de las plantas y el ambiente facilita la adopcién de
métodos que permitan evaluar gran cantidad de genotipos y selec-

cionar los que posean caracteristicas deseables.

Las diferencias genéticas entre individuos deben manifestarse por
medio de variaciones en actividades metabblicas asociadas con

distinta cantidad o tipo de proteinas, especialmente enzimas,

_Hay varias hipbtesis con respecto a la naturaleza del dafio causa-
do por las heladas y los mecanismos de resistencia. Lo méAs acep-
tado es que sea una interaccién de factores y condiciones de
desarrollo en el momento de sufrir la helada. Las proteinas

juegan un papel bédsico en ésta resistencia y son el centro de




varias hipétesis sugeridas para explicar resistencia a heladas.
Las proteinas protoplasm&ticas, estructurales y enzimiticas, pa-
recen estar fntimamente involucradas en los procesos metab6licos
y fisicos responsables de aclimatacién (5). Es probable que las
wis importantes sean las proteinas enzimiticas, metabblicamente
activas y que determinan la mayoria de propiedades del proto =

plasma en un momento dado.

Las hipétesis mencionadas estén basadas en las propiedades de las
proteinas y varias de sus funciones en la célula. En ésta for -
ma, se aduce que diferencias en el contenido de proteinas pueden
causar variaciones en: continuidad de la membrana, grado de hi -
dratacién, viscosidad y elasticidad protoplasmética, permeabili-
dad, estabilidad de sistemas enzimiticos, a mis de las variacio-

nes metabélicas a diferente cantidad y tipo de enzimas,

Puesto que las diferencias genéticas deben manifestarse en varia-
ciones en los tipos de proteinas, tanto estructurales como meta=
bdlicas, si es posible detectar los cambios en ellas asociados
con diferencias en grados de resistencia a bajas temperaturas,
serd posible utiltzar'este método para comparar un gran nlmero

de genotipos y seleccionar por resistencia. Las proteinas pre-
sentes en un extracto de plantas pueden ser separadas por varios

métodos. Entre ellos se encuentran los que utilizan las dife -



rencias en propiedades fisicas y electroquimicas como es el de la

electroforesis. Después de caragterizar los patrones electrofc-
réticos para plantas con diferente grado de susceptibilidad a ba-
jas temperaturas, podrian ser utilizados como un método de selec-
cién y para suministrar informacién que contribuya a la compren-

8ién de los sistemas de i1esistencia.

El presente trabajo tiene por objeto establecer por medio de
electroforesis, las diferencias detectables en proteinas que
puedan ser responsables o estar involucradas en los mecanismos

de resistencia a bajas temperaturas.




II. REVISION DE LITERATURA

Los estudios de resistencia a heladas se han realizado desde hace
alrededor de un siglo (1). A pesar del gran nGmero de investi -
gaciones los mecanismos asociados con resistencia a bajas tempe-

raturas han permanecido obscuros.

Mazur (40) indica que esto es debido a que no se ha intentado es-
tablecer 1a relacién entre los eventos fisicoquimicos relaciona-
dos con el congelamiento y sus consecuencias biolégicas. Sos =
tiene ademis que una de las fallas ha sido tratar de buscar un
mecanismo individual de resistencia cuando en realidad la conge=

lacién celalar implica varios eventos.

Se sabe que el congelamiento de los tejidos es un proceso fisi-
co y biolégico complejo que involucra muchos eventos, varios de
los cuales pueden causar lesién y muerte celular. E1 dafio oca -
sionado por el congelamiento depende de la naturaleza y el esta-
do interno de las células, asf como de las condiciones de conge-
lamiento y descongelamiento. Existe la posibilidad de que en di-
ferentes etapas del proceso se produzcan cambios desfavorables

en la estructura y funciones, muchos de ellos irreversibles y

que como resultado produzcan la muerte de la célula. También

es posible que células de diferentes caracteristicas respondan




en forma distinta a un mismo cambio y que las diferencias en res-
puesta esten asociadas con variaciones en las propiedades fisi =

cas y quimicas del protoplasma.

Antes de entrar a discutir los posibles mecanismos de resistencia
es conveniente hacer una revisién cobre los procesos fisicos y
quinicos asociados can el congelamiento; las relaciones de es =
tos eventos con los ¢ambios celulares y su posible asociacibn

con los dafios ocasionados.

2.1 PROCESOS FISICOS Y QUIMICOS

Al presentarse un descenso de temperatura por debajo del
punto de congelacién, mientras mayor sea el potencial de agua,
ésta se congela mAs répidamente o sea que a medida que la con =~
centracién de solutos o coloides es mayor, serd necesario un mayor
descenso de la temperatura para produéit congelamiento, Por lo
general, el agua de los espacios interéglulares contiene menos
solutos y por consiguiente se congela més facilmente que el agua
intracelular. A medida que la temperatura decrece, una mayor
proporcién del agua en los espacios intercelulares se convierte
en hielo, Al producirse congelacién exterior, el potencial de
agua se hace menor que el del agua intraceiular y ocurre difu -
8i6n del agua de la célula hacia los espacios intercelulares
donde se congela. Este movimiento continuado de agua hacia el

exterior del protoplasma, causa su deshidratacién y al mismo




tiempo disminuye su punto de congelacién. La deshidratacién re-

sultante, ocasiona aumento de la concentracibn de los solutos in~
tracelulares y precipitacién de los mismos y disminuye la separa-~

cién espacial de las macromoléculas.

Si 1a membrana celular es lo suficientemente permeable, la célu-
la se deshidratard al grado requerido para mantener un bajo con-
tenido de agua en el protoplasma en tal forma que no se produzca
congelacibn intracelular, Si la membrana no es lo suficientemen=-
te permeable la difusibn para lograr el equilibrio serd muy len-
ta y al descender la temperatura se sobreenfria hasta que se
equilibra por congelamiento interno, Esta formacibn intracelu=
lar de cristales de hielo, de acuerdo con Levitt (29, 32) es ca~
8i siempre letal para la célula, Sinembargo varias condiciones
deben cumplirse antes de que ocurra formacidn de hielo en el pro-=

;tOplaama.

Se ha postulado (1, 40),en general, que puede haber descensos de
temperatura por debajo del punto ée congelacién del protoplasma
ein que este se congele debido a que es necesaria la presencia
de cristales inductores que faciliten la cristalizacidn. En
muchos casos no se observa congelacién dentro de la célula a tems
peraturas mis altas que -lﬂa'g, o sea que la célula permanece
sobreenfriada sin congelar., Una explicacidn para el sobreenfria-

miento es que la membrana celular impide que haya formacidn in -



terna de hielo por encima de ciertas temperaturas debido a que a
esas temperaturas el tamafio de los cristales de hielo presentes
en los espacios intercelulares es demasiado grande para pasar por
las cribas o poros de las membranas, o sea que los cristales de
hielo lo suficientemente pequefios para pasar a través de las
membranas tienen puntos de fusidén inferiores a las temperaturas

de sobreenfriamiento.

La velacidad a la qual desciende la temperatura también ejerce
influencia sobre la gongelacién y el sobreenfriamiento. Si el
descenso de temperatura es lo suficientemente lento como para
permitir el movimiento de agua hacia fuera del protoplasma se
pueden alcanzar temperaturas bastante bajas sin que ocurra con=
gelacién intracelular., Se ha calculado que éen células enfriadas
a una velocidad de descenso de temperatura de 10°C por minuto o
menos, el protoplasma a temperaturas inferiores a=15°C ™ contiene
agua sobreenfriada, esto es, se habré deshidratado hasta alcan =
zar el equilibrio con la presidn de vapor externa., Cé&lulas en -
friadas a velocidades mayores contienen cantidades mayores de
agua sobreenfriada, por lo cual la posibilidad de congelamiento
intracelular es mayor. Lo anterior indica que el congelamiehto
intracelular solo es posible por encima de cierta velocidad de
enfriamiento y que el valor numérico de la velocidad critica de

enfriamiento difiere entre células y depende principalmente de




la permeabilidad de la célula al agua, A mayor permeabilidad,

mayor serd la velocidad critica de enfriamiento.

Por lo general, se considera que mientras mayor sea la cantidad
de agua del protoplasma, mayor serd la posibilidad de formacidn
de hielo intracelular, Por esta razbn con descensos rdpidos de

temperatura que no permitan difusién del agua hacia el exterior,

serin mayores las posibilidades de formacién de cristales en el

protoplasma.

A medida que mayor cantidad de agua se va conviertiemdo en

hielo durante el enfriamiento, la solubilidad de algunos electro=
litos intra o extracelulares se sobrepasard y estos se precipi-
tardn. Si las solubilidades varian, la precipitacidn diferencial
de electrolitos puede causar cambios en el pH. Hay evidencia

de que la congelacibn progresiva de una gsolucibn causa no solo

aumento en la concentracidn de solutos sino también un cambio en

su composicidén y en su pH.

Por debajo de cierta temperatura o 2cna de temperaturas toda el
agua libre se convertiri en hielo y se precipitarén todos los
solutos. Una célula por debajo de &stas temperaturas contiene

una solucibn muy concentrada, cuya composicién iénica y pH son

muy diferentes al normal.




Los cristales de hielo pequefios o no esféricos tienen mayor ener=

gla libre superficial que cristales esféricos grandes (40,43),.

lo cual hay tendencia de los primeros a ser convertidos en los
segundos, proceso.conocido come recristalizacidn o crecimiento

granular, La recristalizacidn no requiere la existencia de liqui-

do y puede ocurrir en estado sélido o sea a temperaturas por de =
bajo de las cuales toda el agua se ha cangelado.

Cuando ocurren heladas en condiciones naturales estas se presen =
tan por lo general en la hora en que la pérdida de radiacidn es
mixima o sea poco antes del amanecer. Después del amanecer la
radiacién incidente produce calentamiento. Este calentamiento
causa fusidn progresiva de la solucidn externa cristalizada, lo
cual ocasiona aumento de la presidn de vapor del agua externa por

encima de la internma., Como resultado de este desequilibrio habra

flujo de agua hacia el interior de la célula aumentando la hidra~
tacidén del protoplasma., La rata de hidratacién depende de la ve-
locidad de calentamiento y de la permeabilidad de la membrana ce=
lular, Esta velocidad de rehidratacién también puede influir en
la susceptibilidad de una planta a bajas temperaturas por cuanto

puede someter la célula a tensiones fisicas.
2.2 TEORIAS DE pANO POR CONGELACION Y CONSECUENCIAS DE LOS

CAMBIOS FISICOS Y QUIMICOS DE LAS CELULAS.

La forma como el congelamiento causa muerte a las células no se




conoce definitivamente. Durante mucho tiempo se pensd que la

muerte era causada por el aumento de volumen del agua congelada

el cual produciria rompimiento de las membranas celulares (39). -
En muchas ocasiones no se observa aumento del volumen de los te~
jidos al ocurrir el congelamiento y por ésta céusa se han invo -
lucrado otros cambios que ocurren durante la congelacidén y des =

congelacidn como responsables del dafio y muerte de las células.

Indudablemente hay un tipo de dafio mecénico que estd asociado

con la formacién de cristales en los tejidos vegetales (congela=
cibn intracelular) (Levitt,28, 29; Olien 43; Stuckey y Curtis
60; Vasil'yev 61). El dafio en este caso parece ser determinado
principalmente por dos factores: la formacién del hielo intra =
celular y el crecimiento subsecuente de ese hielo durante la des=
congelacidn (recristalizacién). Los cristales causan dafio mecé-
nico a la ultraestructura celular, lo cual puede ocasionar la

muerte de las eélulas,

Muchos investigadores han estudiado y tratado de determinar otras
causas de lesidn celular. El dafio por congelamiento extracelular
est8 fntimamente ligado con la deshidratacidn del protoplasma

resultante de la formacién de hielo en los espacios intercelula-

res (40), La manera como ésta deshidratacibn puede causar dafio
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permanente al protoplasma ha dado lugar a varias hipbtesis (58):
Van Sachs en 1873 postuld la teoria de precipitacitn de proteinas
diciendo que la concentracién del protoplasma aumenta con la sa=
lida de agua hasta tal punto que las proteinas no pueden permane-
cer en dispersién y comienzan a coagularse, La coagulacidn debk
da a mayor concentracibn de electrolitos también puede acompafiar
a la debida a deshidratacién. 1Iljin en 1933 propuso su teoria
de daflo mecdnico segGn la cual la salida de agua de la célula
somete al protoplasma a tensiones fisicas que producen su rompi =

miento.

Levitt (29, 30, 32) al estudiar los efectos de la comgelacidn en
tejidos de repollo y Saxifraga, encontrd que al enfriar las célu-
las por debajo de su temperatura letal media (TLSO) habia un des=-
censo en el contenido de sulfhidrilos y un aumento de disulfuros;
estos cambios hallados constituyen evidencia para soportar su hi-
- pbtesis sulfhidrilo-disulfuro respecto a resistencia o suscepti=-
bilidad a bajas temperaturas. Sugiere que el dafio por congela =
miento se debe a rompimiento de enlaces protoplasmédticos que re-

sultan de tensiones locales que surgen de la formacibén de hielo.

Ha postulado que el dafio por heladas se debe a un desdoblamiento
y denaturalizaci6n de proteinas protoplasmiticas que resulta de

la formacién de enlaces disulfuro entre moléculas de proteinas.

Las células que se enfrfan lentamente y no se congelan intrace =



lularmente se equilibran por deshidratacidén la cual produce varios

tipos de altéraciones fisicas (40) cada una de las cuales puede
ser responsable de dafio, Algunas de esas alteraciones son: reduc-
ci6n del contehido de agua celular, aumento de la concentracidn

y consecuente precipitacifn de solutos, plasmflisis, cambios en
el pH, reduccifn de la separacidn espacial de macromoléculas, al-
teracién de lgs propiedades de las membranas. Varios de estos
cambios pueden causar la denaturalizacidn irreversible de las
proteinas la cuil llevarfa a una desorganizacifn completa del me-
tabolismo y por tanto del funcionamientc normal. del protoplasma,
La deshidratacién severa causa muerte celular y a veces el cito=
plasma se contrde alrededor del nficleo y se rompen las fibras

del protoplasma entre células, los coloides pierden su agua
estructural, También pueden ocurrir cambios quimicos irreversi-
bles fatales a la c&lula. Puede ocurrir dafio mecénico cuando

los espacios intercelulares son muy pequefios. Todo esto se tra=

duce en manifestaciones macroscbpicas como necrosis del tejido.

Los cambios en pH ocasionan modificacién de la actividad enzimé-
tica: puede ocurrir inactivacién o activacién selectiva de enzi-
mas proteoliticas y hay interferencia con las rutas metabdlicas.
Si los cembios en el pH son muy dréAsticos puede haber denatura =

lizacidén de proteinas.

No se puede pretender asociar con un solo evento los cambiocs pro-
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ducidos en los procesos metabblicos, actividad enzimitica y en
general con las propiedades protoplasmiticas ya que todos los efec=
tos de la deshidratacifén estfn interrelaciopados y pueden ser

varios los responsables de la lesibn.

El congelamiento también involucra tensiones como las que se
crean a medida que se forma hielo en los espaciocs intercelulares;
la forma o patrdn de redistribucitn del agua que acompafia la
formacidn de hielo en los espacios intercelulares depende d¢ la
estructura y composicidn del tejido, el contenido de humedad y
las condiciones bajo las cuales se efect@ia la congelacién, Di -
ferentes tipos de redistribucibn se asocian con diferentes tipos
de tensidén., La resistencia puede invoiucrar modificacién de al-~-
gunas tensiones por produccibn de algunas sustancias que alteren

el patrdn de redistribucidn.

También hay resistencia a otras tensiones debida a la mayor elas=
ticidad y plasticidad protoplasmitica lo cual permite tolerar
mayor distorsién, Otro tipo de tensidén es debida a congelaﬁientos
sucesivos. De acuerdo con Olien (43) son muchos los aspectos

de redistribucifn respecto a estado y localizacidn del agua que
estén involucrados en un proceso simple de congelacidn. Cada
aspecto de redistribucién.esta asociado con uno o més tipos de

tensién y pueden ocurrir varias tensiones simulténeas. El efec-



to de cada tensién depende de las condiciones individuales de la

planta.

Varios investipgadores han estudiado el dafio en las células y sus
diferentes componentes; segln Shikama(53) los Acidos nucléicos
aparentemente no son lesionados por el congelamiento; existen ade-
mAs varias enzimas soluybles resistentes a las bajas temperaturas,
sinembargo hay algunas proteinas que pierden su actividad y se

disocian a bajas temperaturas.

Procesos como la fotofosforilacidn pueden ser inactivados, He =
ber (15) encontrd que el congelamiento de las megbranas desaco -
pla la fotofosforilacifn del tramsporte de electrones e inactiva
la ATPasa dependiente de la luz y que requiere tiol, Dice que
todas las actividades que requieren energia pueden protegerse
contra esa inactivaciép por adici6n de sacarosa antes del con -
gelamiento. Sugiere que el desacople de la fosforilacifn del
transporte de electrones es causado por interferencia del conge=
lemiento con una estructura involucrada en la formacibn de un
estado de alta energia no fosforilado de los cloroplastos. Se
puede suponer que el congelamiento desacopla esto por prevencidn
de la formacidn de un gradiente de pH a través de las membranas
debido a salida de protones a través de ellas. El dafio bésico

parece consistir en la alteracitn de las propiedades de permeabi-

1idad, Heber concluye que la inactivacidn de la fotofosforilacidn
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se debe mAs a dafio en las membranas que a inactivacidn de las

enzimas,

Williams y Meryman (63) estudiaron el dafio por congelamiento en
grénulos de cloroplastos de espinaca y encontraron que los granu=
los se lesionan por el mismo mecanismo y el mismo grado de deshi-
dratacién y reduccibén de volumen que dafia las células animales.

Grénulos protegidés.o resistentes eluden el dafio porque permiten
una entrada reversible de solutos lo que previene deshidratacidn

excesiva.

Levitt (29) presenta una revisibn de procesos de congelacibn en
plantas sometidas a bajas temperaturas., Describe las curvas de
congelacién de tejidos vegetales como una disminucién gradual de
temperatura hasta un punto de enfriamiento (sobreenfriamiento)
seguido por un aumento pronunciado en la temperatura hasta el pri-
mer punto de congelacién; otra baja en la temperatura a un Segun-=
do "plateau" que representa un segundo punto de congelacidn a
medida que el hielo continua forméndose. Se ha sugerido (1)

que el primer punto de congelacidn resulta de la congelacién de
hielo extracelular y el segundo,de la congelacién del agua intra
celular., El1 sobreenfriamiento de los contenidos celulares aumen-
ta su resistencia a bajas temperaturas, sobre todo si es persist{en-

te y si las heladas son cortas ¥y moderadas. Es decir, puede



proveer un mecanismo de resistencia cuando la disminucidén de tem-

peratura no es tan seyera y lo permite.

Olien (42) dice que }a estructura de los cristales extracelulares
es el factor mis impgrtante que afecta el mecanismo inicial de
dafio en la corona de cebada. Masas de cristales de hielo peque =
fias e imperfectas causan poco dafio, pero masas de cristales per -
fectas y grandes son destructivas, Observé tres tipos de conge -
lacién de acuerdo cop la resistencia de la planta, En uno, el
agua intracelular disminufa gradualmente con la congelacidn por=
que el agua libre se difundfa facilmente de los protoplasmas co-
mo respuesta a la reduccién en la presién de vapor de los espa <
cios intercelulares a medida que se forma el hielo. En este ti-
po de cmngelacién no hay dafio celular. En el segundo tipo, el
tejido no resistente tenia un alto contenido de humedad que se
congelaba con facilidad, Este tipo de congelamiento generalmen=
te presenta dafio meecdnico porque ocurre rApidamente y ias_célu -
las no se contraen. El tercer tipo de congelacibén es caracteris-
tico de tejido tierno, se forma hielo dentro de las células, el
cual rompe las membranas celulares y libera el contenido celular

a los espacios intercelulares.

Uno de los aspectos interesantes de dafio por heladas en plantas

superiores es que la TLgg frecuentemente est8 influida por la



velocidad de calentamiento o descongelamiento. Células enfriadas

a altas velocidades se lesionan més cuando el calentamiento es
lento que cuando es répido. Parece haber influencia de potencial
osmbtico y rehidratacién (1, 40), La rehidratacién debe ser lo
suficientemente lentd como para permitir que se vaya establecien-
do un equilibrio entxe el agua que entra y los solutos que salen,
Los daflos causados durante el descongelamiento difieren y son

independientes de lo$ causados durante el congelamiento.

2.2.1 Relaci®n de dafio celular con los procesos del congela =

niento.

Como el congelamiento y el descongelamiento involucra gran

nimero de procesos interdependientes, la labor de determi-
nar cuél de ellos es tesponsable del dafio es dificil. Cuando se
obtiene poca supervivéncia con enfriamiento lento el dafio puede
deberse a una exposicién prolongada a altas concentraciones de
solutos o a niveles criticos de deshidratacién. Cuando el en =
friamiento es mAs rédpido, el perfodo de exposicitn a condiciones
adversas es mAs corto, pero si es demasiado ripido aumenta la
posibilidad de congelacién intracelular, A velocidades de enfria-
miento mayores de 10°C por minuto las consecuencias letales del
hielo interno sobrepasan la acci6n benéfica de un menor tiempo

de exposiciébn.

La velocidad de calentamiento influye porque afecta el grado de
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1a reeristalizacidn: si es lenta, la reeristalizacién es méxima

y el dafio es mAximo (40,43).

Varias teorias tratan de asociar el dafio causado por la congela-
cién con eventos fisicos o quimicos simples, tales como, la alta
concentracién de electrblitos la remocidén del agua de estabiliza-
cién o la reduccidn del volumen de la célula a un nivel critico o
a la formacibn de puentes disulfuro (29,40). Estas teorias béasi-
camente explican el dafio en base a la deshidratacién y no hacen
distincidn entre congelacidn intracelular y extracelular, Siem=
pre son varios los procesos que ocurren en una helada y ninguna
de &stas hipdtesis unitarias puede dar una explicacibn clara ¥y
completa del dafio ocasionado a los tejidos. Es necesario tener
en cuenta todos los eventos y las condiciones individuales de la
célula para interrelacionarlos y poder establecer la causa del

dafio,

2:3 MECANISMOS DE RESISTENCIA A HELADAS

La supervivencia de una planta a bajas temperaturas general-
mente se debe a su habilidad de soportar las condiciones desfavora=
bles. La distincibn entre una planta resistente y una susceptible
involucra , entre otros, uha diferencia bdsica en los procesos
iniciales de congelacibn. La facilidad con que se forma hielo

dentro del protoplasto es un indice de susceptibilidad o
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resistencia. En la mayorfa de las plantas resistentes la crista-

lizacién del agua se restringe a los espacios intercelulares

(32,43,55,58,61).

Chandler (3) define la resistencia al frio como la habilidad de

las plantas para gsobrevivir a las condiciones adversas causadas

por el congelamiento ¥ esa habilidad depende en gran parte del

estado de desarrollo de la planta. La resistencia de una planta

debe estar asociada con 8u tolerancia a las condiciones perjudi-

ciales y su habilidad de ciertos cambios © de adaptacidén para por

der tolerarlos.

Como son varios 10s factores que pueden causar dafio, son también

varias las caracteristicas celulares asociadas con la resistencia

a heladas, Entre gstas caracteristicas pueden citarse: la re =

gistencia a deformaciones O al dafio mecdnico causado por los

cristales de hielos 1o cual puede estar asociado con mayor elas=

ticidad y plasticidad del protoplasma y €stas a su vez relacio =

permeabilidad y vi

cesiva 1la cual estéd relacionada con el po-

nadas con la scosidad del mismo., Resistencia

a la deshidrataciﬁn ex

el agua 1igada, el agua libre, la actividad

tencial osmbticoy

de las membranas; 12 resistencia 2 cambios de pH y concentracidn

rincipalmente con actividad enzimitica y

ibénica, relacionada P

estabilidad de las proteinas y macromoléculas protoplasméticas,
1o cual influye directamente en los procesos metabblicos en la
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adaptacidn.

La mayor parte de la jnvestigacibn respecto a heladas en plantas

superiores se he relacionado con los factores fisiolbgicos que in-

inducen resistencia y 108 cambios bioquimicos involucrados 1,2,

29,40,62)., Por ejemplo, se ha establecido que la resistencia

en algunos casos €8 inducida por los factores que reducen el

crecimiento vegetal; también se han relacionado cambios en re =

sistencia con variaciones €n 1o0s niveles de ciertas sustancias

en las células vegetales una de éstas correlaciones es entre re=

sistencia y altas concentraciones de azficar especialmente sacaro-

sa (29,36,44,48,GA). Este comportamiento puede ser explicado

por un mayor potencial osmbtico, lo cual al disminuir el punto

crioscbpico evita hasta cierto punto la congelacibn intraceluler;
también podria estar asociado con la cantidad de agua ligada o

adsorbida ¥y posiblemente con otros aspectos. Entre otras con =

diciones © compuestos que Bé han relacionado con resistencia se

as solubles (21), contenido de azficares y

encuentran pH, protein

antocianinas (44)s £68foro, diferencias en tipos de aminodcidos

y &cidos orgéni.cos (36), A pesar de las correlaciones encontra=
das con resistencia. aGn permanece el interrogante respecto a la
manera como 108 diferentes factores actGan. Ademés no se conoce

con certeza qué caracteristicas de la planta son determinantes de

1a resistencia ¥ cufiles son gecundarios.
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2.3.1 Crecimiento de la planta con relacibén a resistencia.

Como se ha visto, la resistencia es algo complejo que invo-
lucra muchos aspectos, entre ellos el estado de desarrollo

(3,28,29,61) y las caracterigticas especificas de la planta,

Se ha observado jnducecidn de resistencia por condiciones que re=
ducen el crecimiento vegetal activo como temperaturas cerca o

bajo 0°c y fotoperfodos cortos (19,20,23,27,36). En términos

generales se ha establecido que la resistencia se relaciona inver=

samente con la suculencia del tejido, entre més suculento sea el

tejido es m&s susceptible 2 1os efectos de las temperaturas bajas.
Las giberelinas reducen O inhiben el establecimiento de resisten=

cia y compuestos con propiedades de retardar el crecimiento de

cbmo el &cido abscisico ¥ AMO 1618 permiten la induccién de re =

sistencia bajo condiciones en las que normalmente no apareceria

(20,28,38).
El caso tipico de adquisicidn de resistencia al frio o aclimata-

cién es el que presentan muchas plantas de zonas con estaciones.

Al llegar el otofio ¥ debido a las condiciones ambientales de &sta

estacién se van produciendo variaciones de adaptacidén a la esta<

cién de frio que 8¢ aproxima. La mayoria de las plantas de zonas

templadas necesitan como prerrequisito para el desarrollo de re-

sistencia al frfo un cesé en el crecimiento de la planta el cual
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muchas veces es inducido por dfas cortos y bajas temperaturas por
encima del punto de congelacién (no extremas) (17,28,38,49,51,61)
En términos generales (1) puede decirse que las plantas de las
regiones templadas son susceptibles a las heladas durante el perfo-
do de crecimiento activo y que adquieren resistencia inducida por
los cambios en las condiciones ambientales, debidos a las egtacio=
nes (temperaturas y fotoperfodo)., Por lo anterior puede degirse
que el otofio preacondiciona a la planta para la estacibn xigurosa.
En zonas tropicales se puede decir que el crecimiento influye en

el grado de resistencia y susceptibilidad y que varfa ampliamente
entre especies de plantas, En condiciones de campo ésta resis -

tencia no puede inducirse como €8 el caso de zonas con estaciones

y depende exclusivamente de las propiedades fisiolbgicas inhe =

rentes,
2.3.2 Bajas temperaturas y formaci6én de hielo.
abfa discutido, con la formacidn de hielo pueden

Segfin se h

ocurrir dafios y cambios fisicoquimicos irreversibles, le-

tales al protoplasma. Se ha estudiado la formacién de hielo en

células y tejidos con técnicas ultrardpidas de fotografia. Hudson

e Idle (18) encontraron qué el hielo se forma gradualmente en

el tejido subhipodérmico de papas resistentes después de haberse

formado en el tejido vascular., En especies no resistentes encon=
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traron que la formacidn de hielo era simulténea en los tejidos

vascular y subhipedérmico,

Single (57) estudi8 la formacidn de hielo en tejido de trigo y
encontrd que la cristalizacidn inicial ocurria con inoculacidn
de nGcleos de hielo atmosférico. A clertas temperaturas criti-

cas (=3 a -5°c) el tejido permanecia sin congelar si la atmds -

fera era seca,

Sakai (48) por su parte demostrd que ramas jévenes de plantas
resistentes sobrevivieron al ser transferidas a N 1liquido desde
temperaturas subcero mayores. Lo anterior dgmuestra que las cé-
lulas resistentes tienen mayor permeabilidad al agua, de acuerdo
con Levitt (29) y que esta mayor permeabilidad les permite ser

enfriadas mAs r4pido sin que haya congelamiento intracelular.

También tiene gran importancia la velocidad de descongelacién de
la eélula. Sakai (50) ha sugerido que la congelacibn en dos eta=
pas protege por prevenciém de formacidn de hielo intracelular. En=-
coutr6 que cuando la velocidad de enfriamiento era de cerca de
100°C por minuto, la supervivencia disminufa y era mayor esa dis-
minucidn con congelamiento lento que cén rdpido. Estos datos
estén de acuerdo con la opinién de Mazur (40) de que muerte por
encima de ciertas velocidades de enfriamiento se asocia con la

formaeilfn de hielo intracelular y que la nocividad del hielo




intracelular depende la cantidad de recristalizacidn que ocurra

durante el calentamiento, siendo mayor a calentamiento lento.

2.3.3 Cambios protoplasméticos.

No es mucha 1a infofmacién disponible respecto a cambios

f{sicos que ocurren en 1as cé&lulas expuestas a temperatu=
ras bajas para que adquieran resistencié. Pa;ker (45) presenta
una revisidén de literatura respecto a cambios en la viscosidad
del protoplasma y hace énfasis en que aunque el citoplasma puede
ger fluido, puede haber variaciones ¥y describe cambios protoplas=
miticos en respuesta 3 bajas temperaturas. Tumanov, citado por

Alden y Hermann (1) discute cambios en las propiedades fisicas

del protoplasma durante la adquisicidén de resistencia y hace &énfa-

sis en la importancia de la "gelacidén" de la planta durante la

adquisicién de la resistencia. Esta gelacidn es promoQida por

la agregacibn ¥ cohesifn de moléculas y protege a la célula de

la deformacidn mecénica, la deshidratacion y la formacién de

hielo intracelular, al reducir la movilidad y orientacién de las

moléculas de agud. Ademds reduce la actividad bioquimica del

protoplasma ¥ 1os efectos nocivos de la concentracién de solutos.
Hay muchos estudios respecto a cambios o sintesis de ciertas

sustancias en la célula como forma de aclimatacién o asociados

novitch y Briggs (56) observaron una rela-

con resistencia. Simi
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cidn entre resistencia y contenido de proteinas solubles de los
tejidos en la corteza de algarrobo. Estudios posteriores demos=-
traron lo mismo en alfalfa y otras plantas (12,21,36), El aumen=-
to en contenido de proteinas solubles frecuentemente estf acom =
pafiado por un aumento en RNA (21)., También se han mencionado otros
componentes de los tejidos que se correlacionan con resistencia
como DNA (21), dinuclebtido de nicotinamida adenina (NADP) (27),
antocianinas (44), ciertos 4cidos orgdnicos (22,36), Kuiper (26)
estudit la composicibn de 1fpidos de alfalfa en relacién con re =

gistencia al frio ¥y encontrd que las plantas resistentes se carac=

terizaban por contenidos altos de diglicéridos de mono y digalac=
tosa y foefatidilecolina ¥y etanolamina. Levitt y sus colaborado -
res han encontrado correlaciones tanto positivas como negativas

entre contenidos de sulfhidrilo (SH) y disulfuro (S-8) de los te-

jidos con resistencia a heladas (24,31,52). Generalmente el con-

tenido de sulfhidrilo aumenta en los estados iniciales de resis =

tencia y en ocasiones decrece en los estados posteriores., Heber

y Santarius (16) indican que altas concentraciones de electrfli=~

tos o de iones especificos dafian las membranas de los cloroplas=

tos, Yy que la sacarosa puede proteger coligativamente reducien-

do las concentraciones de electr6litos; adicionalmente las protei~

nas pueden actuar por proteccidn de los sitios susceptibles en

la membrana contra la accibén de niveles altos de ciertos iones.
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Es posible que en algunas plantas la resistencia a helédas se de-
ba a la presencia de glucosay en otras a la presencia de ciertas
proteinas y en otras ain a 1a presencia de otras sustancias, pero
hasta ahora no sé conocen bien las causas ¥y naturaleza de las le=
siones producidas por el congelamiento y por consiguiente las

bases de resistencia son inseguras.

Asf, Levitt (29) pone de relieve que la cafia de azficar con su al-
to contenido de sacarosa es upa de las plantas m4s susceptibles

a las heladas. Se ha observado que la resistencia del algarrobo
no se relaciona con contenido de az@car ¥y parker (44) no encontrd

correlacidn entre resistencia de Hedera sp., ¥ la cantidad de

proteinas solubles.

AdemAs de las correlaciones entre aspectos bioquimicos ¥y resis =
tencia hay correlaciones con eventos fisiolbdgicos. Se ha encon-
‘trado por ejemplo, mayor permeabilidad al agua de las células
resistentes, ‘Kuiper (25) observé que la aplicacidn de &cido de=-
cenilsuccinico, el cual aumenta 1la permeabilidad de las células

vegetales, produce aumentos gignificativos en cuanto a la resis=

tencia de las plantas al congelamiento.

2.3.3,1 Nécleo ¥y scidos nucléicos.

Li y Weiser (34) han postulado que el aumento en el con=
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tenido de &cidos nucléicos es la primera etapa en los procesos
de degradacidn de carbohidratos, aminedcidos, proteinas, 1{pidos
y compuestos fosfatados relacionados con adquisicibn o induccibn
de resistencia a bajas temperaturas (35). También sugieren que
el RNA soluble el cual alcanza su concentracidn mixima antes que
otros &cidos nucléicos en el otofio, puede regular la sintesis
posterior de RNA medisnte un sistema represor-inductor, cuyos
productos © gubstratos se€ acumulan a bajas temperaturas posible-
mente porque las enzimas que catalizan 8u sintesis son mfs acti-
vas en esas ¢andiciones que las que catalizan su degradacién. De
esta manera la resistencia al frio dependeria de la capacidad
genética del organismo para inducir y reprimir ciertas enzimas,
asi ecomo de las diferencias en el Q10 de las reacciones bioqui-
micas y la temperatura ambiental que determina la concentracidn

de los produetos © substratos que pueden estar asociados con el

control de la resistencia.
2.3,3.2 Proteinas ¥y aminodcidos.

Aunque 108 componentes mAs abundantes de las plantas son
los carbohidratos, las proteinaé son el constituyente bésico del
protoplasma ¥ juegan un papel vital en los procesos metabdlicos.
Ademas las proteinas, junto con los 1ipidos y los carbohidratos

son utilizados como fuente de energia para las plantas, Parker (45)
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ha investigado el metabolismo vegetal y el desarrollo de resisten=

cia y ha encontrado relaciones con proteinas,

Se ha tratado de relacionar variaciones en contenido de Nitrdgeno
con resistencia. Desafortunadamente ¥y de acuerdo con Levitt (29)
los métodos empleados inicialmente eran inadecuados ¥y fue necesa-
rio utilizar técnicas mis refinadas para el anilisis de sustancias
nitrogenadas individyales. Siminovitch y Briggs (56) encontraron
que la concentracibn de proteinas solubles en agua aumentaba en la

corteza del algarrobQ durante el otofio, al tiempo que aparecia o

aumentaba la resistencia.al frio. Asimismo observaron que dismi=

nuia durante el verano, esta observacién los llev6 a postular que

en alguna forma 1as variaciones en proteiges solubles estaban aso=

ciadas con diferencias éen resistencia, Posteriormente otros inves=

tigadores observaron la misma tendencia y es asi{ como Alden Yy

Hermann (1) citan varios trabajos en los cuales se ha asociado

aumento de proteinas solubles en agua con resistencia al frio,

por ejemplo en té, se ha observado que la proteina soluble de la

planta de té aumentaba con resistencia a heladas y que las varieda=

des con mayor contenido de proteina soluble en las hojas eran las

mis resistentes.

Craker, Gusta ¥ Weiser (5) han sugerido que las proteinas estén

involucradas en la resistencia de plantas lefiosas al frio,
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porque en tejido en reposo sopetido a temperatura de subcongelacidn
variaba el patrdn electroforético de proteinas, Sycheva et al, ci-
tados por Alden y Hermann (1) asocian la resistencia de hojas de
papa con el pH del tejido y con la reorganizacién de proteinas.

Ellos observaron que las heladas causan aumento del pH de los te-

jidos foliares, extensibn de la zona isoeléctrica de las proteinas

celulares y un aumento de las proteinas solubles en agua en esta=

dos iniciales de crecimiento, LO anterior proporciona eviden =

cia de que durante la induccién de resistencia a heladas ocurre

sintesis de proteinas.

Siminovitch (54) encontrf un aumento de RNA sin que hubiera in-=

cremento de DNA previo a 1a incorporacibn de glicina marcada a
rotefnas y resistencia a heladas

proteinas, sintesis neta de p

on célules del parénquind de corteza de algarrobo, La incorpora=

cién de glicina marcada a protefna soluble verifica el hecho de

que hay sintesis de proteina involucrada, El aumento de RNA

puede producir sintesis de proteinas solubles especificas que

promueven resistencia 2 heladas por medio de reacciones determi
g o degradacién en algunos componen=

nadas que estimulan sintesi

tes del protoplasma.

El cambio en propiedades f1sicas del protoplasma como parte del
e al orotoplasma resistir tensio=

mecanismo de resistencia permit



30

nes de deshidratacién resultantes del congelamiento intercelu-
lar. Li y Weiser (33) encontraron aumento en RNA ribosomal y

soluble antes del desarrollo de resistencia. La sintesis rédpida

de RNA soluble puede ser inducida por reguladores de crecimien=

to end&genos,' Estos investigadores sugieren que el RNA soluble

con o sin aminodcidos unidos puede funcionar como regulador de

la sintesis de RNA ¥ proteina'como etapa inicial del proceso de

adquirlr resistencia mediante el sistema represor-inductor pro-

“

puesto gn modelos de ba cterias.,

2.3.3.3 Actividad enzimitica.

La mayoria de trabajos han confirmado que plantas resis-

tentes a heladas tienen mayor energia enzimitica que plantas no

resistentes y que las ratas de reacciones catalizadas enzimitica=
mente no descienden tan r&pido al descender la temperatura (61).
Gerloff et al (12) han encontrado cambios en proteinas relaciona-

dos con resistencid, al igual que Coleman (4) y han asociado es=

te aumento de proteina soluble total con aumento de actividad
de enzimas especificas. También se puede asociar la activacibn

{ficas con niveles altos de NADPH como los en =

de enzimas espec

contrados por Kuraishi et 2l (27) quienes asumen que este meta-

bolito evita la formacibn de enlaces disulfuro por prevenir la

Por su parte, Lyons ¥y

los grupos sulfhidrilos.

oxidacibn de
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Raison (37) han observado una disminucifn inmediata de respira-

cidn en mitocondrias de tejidos susceptibles a bajas temperatu-

ras .

Hasta la aparicibn de 1a hip6tesis de Levitt de sulfhidrilo-~di
sul furo respecto 4 dafio y resistencia de plantas a heladas, no
u

contaba con una explicacidn sobre los cambios quimicos condu=-
se

tes a la denaturalizacidn de las protefnas despu&s del conge=
cente

lamiento., De acuerdo con la teorfa sulfhidrilo-disulfuro, la
amien .

desaturalizacibn de proteinas durante el congelamiento o después
ejatur

de &1 serfa causado por el desdoblamiento de las moléculas a

de tensiones localizadas inducidas por la formacidn de nue-
causa

roteinas adyacentes a medida
moleculares entre p
vos enlaces inter

durante la remocién de agua proto -
jma una & otra ‘
que se aprox

lasmética. LoO8 enlaces intermoleéulares son de naturaleza di-
plasmética.

tables y resisten su ruptura al
lativamente es
gulfuro y son I€

el agua a la célula, por lo cual el cambio causado
retornar

{a irreversible. Los enlaces intermo =
slamiento Ser
por el coni®

i solo hay
no son nocivos per 81 mismog, porque
leculares disul furo

do la formacidm de puentes
de la proteima cuan
denaturalizaeibn

i6n en las moléculas de protei-
ida por una tens
disul furo es segu

na y causa SuU desdoblamiento.

{smo de resistencia a.heladas
29, 30, 32) el mecan
Segln Levitt (29,
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es la memor oportunidad de denaturalizacibn de proteinas por
impedimento ¥ obsté&culo bioquimico ¥y fisico.para formacidn de
nuevos puentes moleculares disul furo durante el congelamiento.
La formacibn de puentes disul furo intermoleculares puede preve-
nirse mediante proteccitn de los grupos sulfhidrilo con sustan-
cias presentes en los tejidos de las plantas, con sustancias
sintetizadas durante el proceso de adquirir resistencia o por
cambios en proteinas como la pérdida o enmascare de Bus grupos
sul fhidrilo mientras que retienen los grupos disulfuro; la pér=-

dida de sus componentes de cisteina y cistina o su desdobla -

miento a moléculas més pequefias.

Siendo las proteinas los agentes que regulan todos los proce =

sos metabblicos y en vista de que variaciones en contenido de

proteinas han sido asociadas con resistencia, se puede asumir

que algunas de estas variaciones pueden ser utilizadas como in-

dice para seleccionar plantas resistentes a bajas temperaturas.

al (12) al estudiar patrones electroforéticos de

e
—

Ger;off t

plantas resistentes ¥ susceptibles encontraron 20 bandag, dos de

las cuales presentaban cambios aparentemente asociados con re =

sistencia a heladas.

2.4 ELECTROFORESIS EN GEL DE ACRILAMIDA

En base a estos conocimientos ¥y E'ilgﬁsas hipbtesis se
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planed el presenté trabajo para egstablecer diferencias en patro=
a de diferente grado de

nes eleetroforéticos de clones de pap

susceptibilidad a heladas considerando principalmente que las
plantas en condicioneé tropicales no estAn expuestas a cambios

atura y mas bien 1

resencia de genes reprimidos de

graduales de temper as variaciones son sGbitas

por lo cual no geria atil la P

{a mas bien que estos fueran activos

resistencia y 8€ requerir

lo cual puede ser detectado al determinar las

permanentement‘.e ’

e gintetizan bajo su control.

proteinas qué ]

8 utilizados para realizar el traba-

rocedimiento

e seleccionado

Los métodos Y P
s de acuerdo con las expe-

jo fueron cuidadoaament
investigador

que es muy con

cilidad de autolisis y la ac=

es quienes han encontrado tropiezos

riencias de varios
ocida la inestabilidad

. en este tip© d

de las proteimas foliar
jea de la8 proteinas foliares (41,46,59) .

tividad proteollt

por 8sta cazon 8€ seleccionafon como condiciones de extraccibn:
bajas temperathast condieiones alcalinaé para aumentar la can-
«traida (59) ¥ compuestos come el metabisul-

tidad de proteina e
', estabilizd

que ayudan

r las proteinas (8,59).

fito de godio
alizd en disco de gel de acrilamicda,

La electroforeeia ge re
parat fracciones de proteinas

jble pard se
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vegetales solubles. Este método estd basado en la movilidad di-

ferencial de las proteinas en un campo eléctrico por causa de

sus diferencias en ssrga eléctrica en condiciones dadas (pH) ¥y
en la accitn de tamizado moleculaxr de los geles, Fue desarrolla=-
por ornstein Y pavis, ¥y ha sido utilizado por

6,7,8,9,10,11,13,14,47), Entre las

do inicialmente

numerosos investigadores (5,

ventajas del método estd su rapidez puesto que el tiempo reque=
rido para el apdlisis completo €8 menor principalmente porque
no es necesario hacer unad cnncentracién de proteinas extraidas
como la mayoria de métodos uguales Y por consiguiente no es

ntidades de muestra de proteina lo

necesario utilizar grandes ca
asiones puede ser 1imitante. £1 método permite 1a

cual en o¢
y va concentrando 1os componen=

utilizacidn de muestraé pequ6ﬂ38

de las muest

ras en zonas iniciales del gel

tes proteinicos
ades de friccidn del gel

ar las propied

al utiliz
r tamizado molecular (47).

muy delgadas,

para ayudar 8 1a geparacidn po



11I. MATERIALES Y METODOS

3.1 MATERIAL VEGETAL UTILIZADO

ablecer diferencias en patrones electrofo~

Con el fin de est
atas de papd resiste

ntes y sus =

réticos caracteristicos para pla
es necesario utilizar O comparar plantas

ceptibles a heladas;
res han en-

geneticamente gimilares en vista de que algunos 8uto
g bandas de diferentes hibridos ¥y

contrado variacidn entre 1@
otipos PoT medio de estas

especies,

bandas (6,9,10,11)
{1izb und progenie del cruzamien=

s8p Andigend x S. stenotcpum X S.

cual presenté en

anu ruberos

obtenidd por aucofecundaci&n, la

en el camp

§tenotqggm)
o una escala de resistencia que va-
tas resistentes,

una helada natural

riaba desde plant@® mey suscePtibles ha?ta e
de acuerdo con 12 gabla 1: :
a clon en materos de

Se gembraron €n prOmedio tubérculos.d:c::dde iy ey
25 cm de dismetros que contenia gna me kg i pate=
e e G 2 parteﬂ suelo por yiid, dey aresnss

, formada Jtia casa de malla en el Centro Nacional
i A COIOCadOB = ia del Instituto Colombiano Agro-=

g AgY pecya®

de Investigacion®
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pecuario en Tibaitaté, localizado a 2,550 m.S.0.M y con una

o de 12.500. giembras; en

tem
peratura promedi Se efectuaron 2

Abril 28 y Julio 28 de 1972.

5 efectuadas fueron: fertilizacién del

Las practicas culturale
10-30-10 po

r matero de 1.5 kg de suelo seco:

suelo con 20 8T de
a coberturd completa del

y aplicacién
e insectos (solu -

follaje de

cién Manzate 0.25% Y pibrom

E LAS MUESTRAS

PARACION D

3,2 TOMA Y PRE
gtados de desarrollo

ie en tres €

ge tomaron muestras follal
de la planta:® aparicién de potones florales, floracidn completa
de 12 floracién o 56ed» alrededor de 60, 90 ¥
cib6n en no

o especial aten

ge pus
e infeccién con virus

120 dias des
a g{ntomab d

utilizar material

s hojas fueron tomadas

o las nuy jévenes y las

hojas correspond

de la parte medid
muy viejase
agud destilada mientras

Las hojas 8€ la
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ta; se permitib'que secaran esponténeamen-

y se llevaron inmediatamente &

estaban aGn en la plan

te
y uma vez secas se cosecharon
n completamente congeladas se liofi -

un congelador, Cuando estd

se utilizb un-liofilizador virtis modelo

lizan, En este caso

Unitrap 10-102.

zarse parad estabilizar las proteinas

Las myestras deben 1iofili
en los tejidos veg

etales ver-

en vista de su gran i
Después de liofili-

des, (McCown, 41; Pirie 4673
1macena =

Z
adas las muestyas 5€ macerans

das en un desecador .

3.3 ANALISIS DE F
{nas totales en base a pe-

Se analizd el
de micro-KjeIdahl.

gso seco (muestrd 1i0fil

proteinas celulares eo la

Para facilitar 1
Debido a que 1as proteinas

solucién se mac

se degradan facilmente ¥ a qué 1a cemperatura y el pH del medio

tre 108 factores que afectan esta degradacién,
as perad la extraccién y

se encuentran €9
adecuad

io adoptar ¢gcnicd?

fue necesar
(8:59)'

preparacién de la nuestrd



38

n se efectuaron 28 baja temperatura para

La maceracidn ¥ extraccid

lo cual se trabajo en un cuarto frio mantenido & 4°c. Se tomaron

jas 1iofilizadas ¥y 8¢ colocaron en

500 mg de las muestras de ho
la muestra se colocd are-

rcelana; sobre

un mortero pequefio de po
nte lavada con agud destilada en un volumen

na fina previamé
a mitad del vol

umen de la muestra,

aproximadamente igual 2 1
e solucién buf

fer a base de Tris (Amino

Se agregaron 7 ml @
panediol)'g

iicina ¥ metabisulfito de sodio,

de sodio s€ utilizd fara

hidroximetil PIO

a un pH de 8.7,
mas proteoliticas vy evitar la degradaci&n

inactivar las enzi

de las proteinas (8,59)-

eciales ¥ S€ centri=

El sobrenadante

st # . o de proteina y 8€ almacené en el conges

o fue

lador hasta el somento 4@ sniciar 12 geparacion electroforétics:
a e

o ELECTROFORESTS

s PO
3.5 SEPARACION DP pROTEINA
neral e metod® de electroforesis en gel
Se ati1iz0 en £€
la modifica=

. rrollado por Ornstein y Davis con
e acrilamida desa

n el cual diferentes
P L geisfeld £ ST

n introdu¢ ,
bcenido und xcelente separacién de prote nas

investigadores han © Vil g o ¥ prOtEinaa
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y pépt idOS %
La me
zcla de protginas o8 colocada sobre und columna de gel de

rse un potencial eléctrico, las diferen-

acrilamida y al aplice
dad caracteristica 1a cual depen~

mueven & veloel

tes proteinas 8&€
-] supetficiales,

d
e de sus cargas eléctrica a1l ohy ¥ o an,

y peso moleeular.
idrio huecos los

caucho mientras 8¢ prepa-~

cuales se inse
primexo S€ 1lenan con gel de

solucién fresca

y se le permite po =

ray polimeriza el gel
ge cubre

ilamida 7.5%) ¢ Esta

poro pequefio (acr
pa de agua

adosamente con und ca
a capa de

z solidific
a de g mm de

lenta y cuid
ado el gel ge remueve 1
ador de poros mas

limerizar. Una V€
gel espacl

agua y se afiade
ua. Se

grandes (acrilamida
na 14mpard fluore

8 frent€ a
ge re=

colocan los ubo
. U
£l gat e POlimeriza complecamente
t
XauRve L de agud y 12 columnd ueda 1ista pard efectual
e la cap?
8 roteinas:
la geparacifn electroforétic de p
n 188 columnas €
N4 [pokte Buperior de 108 tubo8 qu ontiene
; rforado que se
insert 1a base de ub recipiente grculal pe
a en 12 ; 2
H o) puffer La axrté inferior ge intro uce
ena de solueio? . ;
o olucibn puffere cada un° e
{én ©

sixs eniplente &
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FIGURA 1. Preparacian y polimerizacién de las columnas de gel
a efectual la electroforesis.

de acrilemide par
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estos re
cipientes v@ un electrodo. Los recipientes con el
n incubador.@ 4°c, en estas condiciones

b
uffer se colocan en U
0.3 ml de und

e la columna,

sSe a
grega a la parté superior d
del extracto de proteina y sacarosa

80
lucibn de partes iguales

la fuente d g 2). La

e corriente (Fi

pesada 1a muestra

sat
urada Yy se conecta

a con el fin
Las muestras

s
acarosa se agres

lo cual evita d
cinco

se colocaron por duplicade ¥ pe

veces,
ar upd corrien=

V s
arios autores (6,7,8:9r 0

te de 5 miliamperio® (mamp) por

bajé con alrededof de 40 mo™P P

de potencial de 400 yoltio®:

Al cabo de

se desprendiero?® 1a8

ga y aguja hipodérmica’



FIGURA 2.

Geles de acri

efectuar 1a €

lamida ¥ equipo completo 1i

lectroforesis.

sto parad

42
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Los
geles, fueron colocados ef tubos de ensayo individuales ¥
nilina azul-negro al uno por ciento, disuel-

ge colorearon con 8

ta en &cido acético del 7 por ciento. 5S¢ permitil colorear por

45 minutos; al cabo de este tiempo S€ removid el colorante con
tavados con 4cido acé=

agua destilada y 6€ decoloraron

tico al 7 por cienyo:



1v. RESULTADOS Y pISCUSION

u
na helada natural de =5

t
encia o susceptibilidad d
Se observd ub

£
cllaje necrosado después de 12

o]
ompleta de valores dé variacién

res
istentes hasta plantas

La distribucién de frecuencias

8
e obgerva en la Tabl2 1.

4.2 PORCENTAJE DE PROTEINAS

Se analizd el porce

8e
gundo muestreos

Tabla 2.
' en €9

A
. ccmparar 108 resultados

totales (Tabla 2) entr®
desaff
bilidad en 12 ® :

r
encias notablés’ Lo®

tabla de distribucién i



45

TABLA 1. Distribucibn de frecuencia de

pilided 2 pajas €€

ce 60" 171.7 ¢

% follaje

10
13
20
25
3Q
40

45
50
60
65
70

80
85
90
95

La 2valuacibn C
ge v*°
necrosado despY #
1912-
el 16 de pebrero
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TABLA 2
. Po
rcentajes de proteinas totales de clones de papa

procedentes del cruce 60-177-7 segin el método de
micro-Kjeldahl en dos épocas de desarrollo
HO. Cl
‘ on 50 dias 90 dias
. 3. 3.2
3 28.3 35'7
24,2 33.9
g 26.8 33.8
33.7
A 25.5 34
> 24,6
34,2
5 25.3
27.1 33.7
9 : 36.3
I 22.9
1 28,2 37.5
12 59.9 35.3
e -5 37.7
oo 27. 34.3
22.7 32.8
20 i
24,9 36.1
31 30.5 36.3
3 26.5 35.0
25 24,6 33.1
30 29.2 32.6
s 32.5 36.1
5 23.1 39.8
38 24.9 32'7
39 2608 3 '4
25,6 37-
39.6
33.1
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60 dias 90 dias
Plantas con susceptibilidad & 0 a 30% 26,9% 35.1%
Plantas con susceptibilided 4o 40 8 60% 26.2% 35, 0%
Plantas con susceptibilid®® go mas del 90 25.8% 36.3%
Es interesante anotér que S€ observe ® variabllidad en el
contenido de proteinas fotaled entre todos 108 °1°“es’jﬂdepe“
dHentements de H8 8F89° de resisuencia se analizammzde
naterié®? o1 cusel prefirié re

nu
evo las muestras por cscaseé?

8
ervarse - para 108 estudio

Como 1os resultados obtenidos
or limitacién

i
neonsistentes Y

8e .
decididé no analizarl

tejido a 1os 120 912°°
alisiﬁ

t
uros trabajos 5¢ hag?

8
ultados sugiere” que
108
T ncif
teinas esta’ giferent

Cuantitativa.

d
0 aumento en el €

cesc de la adquisicibﬂ
pre

e
ndice® qu
e i roteinag

lo cual parec
yatist P

activacién de und

activas.




48

DE POLIACRILAMIDA

4,3
ELECTROFORESIS EN GEL
forétice de proteinas en

Se
efectud 12 geparacidn electr®
pilidad 2
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37

c

lones con suscepti
de acuerdo

nt
e resistentes ¥ guscept
1 campo anté

re
SPGCtO a
comportamiento en

- 5.800
por tres horas.

Por
tr
atarse de plantas de alt
s en 10

cia
8
esperadas eran minima8 c

Lag
d
iferencias en posicién o

da
s
y zonas diferente® entr® 108
diferencias ©
gu

e 108%0
geto °

Pr
imordialmente S
tividad'

re
pr
oducibi1idad ¥ ¢£€°

re
Petidos y variando

Se
Observa la facil
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iria para probaf y

fit
OmejoramientO:
139‘?

Lo
8
patrones electrof
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177~7 obtenidos e gel

nibrido 60~

de
papa de una progenie del
ri
lamida se presentan €f 1a figuréd (3). Come puede ob ~
las

los analis

is electroforéticos en

servy
arse en la figura,

CCndi g
ciones en que 8€ trabaj6
de

proteinas. Se pueden c

las
cu
ales fueron numeradas arbit

mer
acién sucesiva des
el (banda

ha
sta la base del 8
adas como “1

as
proteinicas denomin

Vez
podrfan contal de var

LaB
bandas obtenid2f despué®

Fant
e una hora y 43 minuto®
5 a 11)-

idad y posicion (Figar?®
on el €

Ba
nda 1; La bandd proteinic

Bap
da 2: Avanzé un
1 de P
e agchﬂre
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Zona protefinica 1: 2) Estd localizada entre las bandas 5 y 6;
es de alrededor de 1 cm de ancha y colokea

con poca intensidad,

Zona proteinica 2: 23 Localizada inmediatamente después (hacia
la base del gel) de la banda 4, de alre-
dedor de 1 cm de anchura y colorea mis
intensamente que la zona 1 pero no tan in-

tensamente como la banda 6,

Segln estos resultados se puede observar que se encontrd que los

patrones electroforéticos de los clones eran similares, excepto
por la banda intermedia 4. En los clones considerados como re =~
sistentes se observa una banda adicional al patrdn de los otros
clones: la banda & (Figuras 1 y 4) la cual en los clones consi -

derados de gusgeptibilidad intermedia es muy delgada o casi im-=

perceptible, Esta banda no se observa en los clones considera-

dos como susceptibles. Esta fue la Gnica diferencia encontrada

al comparar los patrones electroforéticos de tejido foliar de
varios clones de una misma linea de papa de diferente suscepti =

bilidad a heladas, lo cual sugiere que ésta banda adicional

puede relacinnarse con la resistencia o susceptibilidad del

clon a bajas temperaturas (Figuras 3 a 13),
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piferencias en patrones electroforéticos entre clo-

papa del cruzamiento 60-177-7 de diferente

FTCURA 12.
nes de

susceptibilidad a heladas.
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cias en patrones electroforéticos entre clo-

FIGURA 13, Diferen
gamiento 60-177-7 ‘de diferente

nes de papad del cru

: suaceptibilidad a heladas.
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Estos requisitos indican que para plantas de papa del cruzamien

to 60-177-7 hay una banda de protefnas aparentemente asociada

En este caso se puede relacionar una

con resistencia a heladas.

{fna o una banda proteinica con el grado de resistencia o

Los datos coinciden con los resulta=

prote
susceptibilidad a heladas.
cerloff et al (12)
dades de alfalfa Medicago sativa

dos obtenidos por y por Colemann gt al (&)

g de diferentes varie

en raice
existen diferencias en proteinas solubles

quienes cogcluyen que

de resistencia ¥ no resistencia y que el aumen=-

entre condiciones

to es preferiblemente en enzimas especificas.

oteinicos presentes en la banda 4

componentes pr

Parece que 108
dell ipabicn electrOfOfético en gel de acrilamida reflejan el gra-
a es mis densa éen los clones

ya que 1a band

do de resistencia,
en los de gusceptibilidad inter=

considerados como resistentes,

media es débil ¥ no se observa en los sueceptibles.
n adicional, especialmente determinar si

1nform3¢i°
proteinas estructurales simples

Se requiere
n representa
pase de qué ex

de clones resistentes ¥y

l1a banda en cuest16
iste una diferencia de

o enzimas,

t
bandas en patrones elec

susceptibles«

ran au el método para con
t 1 tilidad d
Los resultados demues
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patrones electroforéticos ¥ tratar de asociar esos patrones con

Es necesario una identificacidn

resistencia ©O susceptibilidad.

de la banda de proteinas, la cual podria hacerseé con tacnicas de

inmunoelectroforesis. Es conveniente buscan diferencias en acti-
vidades enzimdticas especificas (como peroxidas ¥y catalasa). =
Esto se puede realizar con métodos diferentes de tratar y colorear

que habiéndose encontrado diferen-

tante probable

el gel., Es bas
da con coloracién de

gel de acrilami

cias con electroforesis en
ores diferencias gl estu-

pcuentren may

anilina azul-negro &€ e

diar actividades enziméticas.
aber encontrado diferencias en bandas utili=

Es muy interesante h
con coloraci6n de ani-

gis en gel de acrilamida

ste colo=

zando electrofore
es (5) opinan que e

ya que yario®8 autor
s 1as8 protei

aran bandas

que técnicas

lina azul-negro»
nas ¥ sugieren

rante no detectd toda
adicionales.

enzimaticas mas gensibles sep



V. CONCLUSIONES

Existen diferencias entre los patrones electroforéticos de una

progenie del cruzamiento de papa 60-177-7 1a cual habia presen-
tado en una heladad natural en el campo una escala de valores de

jaba desde plantas muy susceptibles hasta

resistencia qué var
plantas registentes. Los individuos que resistieron 12 helada
a definida detectable

presentan una banda proteinic

en el campo
En los individuos con

gel de acrilamida.

oforesis en
a la panda €8

Lo anterior in

por electr
esta ausente

enos notoria
resistencia moderad m y
dica que hay corres-

das y 108 patrones electro-

foréticos.

Los andlisis de concenido

total) no muestral di
de grupos de diferente susceptitilidad
gis © disco de gel de poliacrilamida es un método
e
La electrofor Vi 5 oparal proteinas de tejidos foliares
rapido ¥ rept . eleccionﬂf seg egantes €0 cstudios de M
g parad:VZapa por esistencia a heladag:

joramientO
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aron por electroforesis en gel de acrilamide extractos

papa de und proge
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uales habian'pres a helada
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de susceptibilidad. Se
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r si habia dif

8 resistentes
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cos de plantd
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Al utilizar
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Estos resultados permiten concluir que los individuos de la pro

da presentan por lo menos una banda proteinica
’

genie estudia
gel de acrilamida, asociada

detectable por electroforesis en

con el grado de resistencia © susceptibilidad a bajas tempe =

dem4s puede ser utilizado para seleccionar

Este método 2

istente & bajas tem

raturas.
peraturas.

material de papa res

nido de proteinas totales,

al determinal el conte

Por otra parte,
as con =

e encontraron diferenci

Kjeldahl no s

segin el método de
e suseeptibilidad,

omedios de grupos de diferent
las diferencia

eden ser principalmente

sigstentes entre pr
s en proteinas entre

guponer que

lo cual permite
ceptibles pu

plantas resistentes y sus
titativaS-

cualitativas ¥ no cuan
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