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I. INTRODUCCION

Uno de los factores ambientales que limita la produccién 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 evitarfia las pérdidas debidas a
las heladas. Sinembargo es necesario contar con métodos adecua-
dos de seleccidn con el fin de acelerar la obtencién de genoti -
pos capaces de resistir los descensos de temperatura. El cono -
cimiento de las bases fisioldgicas de las relaciones entre las

actividades de las plantas y el ambiente facilita la adopcidn 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 hipftesis con respecto a la naturaleza del dafio causa-
do por las heladas y los mecanismos de resistencia. Lo més acep~
tado es que sea una interaccidén de factores y condiciones de
desarrollo en el momento de sufrir la helada. Las proteinas

juegan un papel bésico en é&sta resistencia y son el centro de



varias hip6tesis sugeridas para explicar resistencia a heladas,
Las proteinas protoplasmiticas, estructurales y enzimiticas, pa~
recen estar intimamente involucradas en los procesos metabGlicos
y fisicos responsables de aclimatacidn (5). Es probable que las
mis importantes sean las proteinas enzimfticas, metabdlicamente
activas y que determinan la mayoria de propiedades del proto =

plasma en un momento dado,

Las hipbtesis 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 protoplasmitica, permeabili-
dad, estabilidad de sistemas enzimiticos, & mds de las variacio-

nes metabdlicas a diferente cantidad y tipo de enzimas.

Puesto que las diferencias genéticas deben manifestarse en varia-
cicnes en los tipos de proteinas, tanto estructurales como meta-
bblicas, si es posible detectar los cambios en ellas asociados
con diferencias en grados de resistencia a bajas temperaturas,
serd posible utilizar este método para comparar un gran ndmero
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
electroforeais, Despubs de caracterizar los patrones electrofc-
réticos para plantas con diferente grado de susceptibilidad a ba-
jas temperaturas, podrfan ser utilizades como un método de selec~
cidén y para suministrar informaci6n que contribuya a la compren=

8i6n 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,



11, REVISION DE LITERATURA

Los estudios de resistencia & 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 la 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 lesidn y muerte celular. El 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 resultade produzcan l8 muerte de la c&lula, 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 sobre los procesos fisicos y
quimicos asociados can el congelamiento; las relaciones de es -
tos eventos con los gambios celulares y su posible asociacién

con los dafos 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,
&sta se congela mAs rdpidamente o sea que a medida que la con -
centracidn de solutos o ceoloides es mayor, serd necesario un mayor
descenso de la temperatura para producir congelamiento, Por lo
general, el agua de los espacios intercelulares contieéne menos
solutos y por consiguiente se congela mAs facilmente que el agua
intracelular. A medida que la temperatura decrece, una mayor
proporcidn del agua en los espacios intercelulares se convierte
en hielo, Al producirse congelacibn exterior, el potencial de
agua se hace menor que el del agua intracelular y ocurre difu -
§16n del agua de la c&lula hecia los espacios intercelulares
donde se congela. Este movimiento contiauado 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-

cibn espacial de las macromoléculas.

Si la 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
congelacidn intracelular, Si la membrana no es lo suficientemen~-
te permeable la difusidn para lograr el equilibrio sers muy len=-
ta y al descender la temperatura se sobreenfrfa hasta que se
equilibra por congelamiento interno, Esta formaciém intracelu-
lar de cristales de hielo, de acuerdo con Levitt (29, 32) es ca~-
81 siempre letal para la célula, Sinembargo varias condiciones
deben cumplirse antes de que ocurra formacién de hiclo en el pro=

toplasma,

Se ha postulado (1, 40),en general, que puede haber descensos de
temperatura por debajo del punto de congelacién del protoplasma
sin que este se congele debido a que es necesaria la presencia

de cristales inductores que faciliten la cristalizacidn. En
muchos casos no se observa congelscibn dentro de la célula a tem-
peraturas mis altas que -10°';, 0 sea que la célula permanece
sobreenfriada sin congelar, Una explicacién para el sobreenfria-

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



terna de hielo por encims de ciertas temperaturas debido a que a
esas temperaturas el tamafic 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 tiemen puntos de fusidn inferiores a las temperaturas

de sobreenfriamiento,

La velocidad a la cual desciende la temperatura también ejerce
influencia sobre la gongelacibn 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-
gelacidn intracelular, Se ha calculado que en células enfriadas
a una velocidad de descensc de temperatura de 10°C por minuto o
menos, el protoplasma a temperaturas inferiores a~15°C @ contiene
agua sobreenfriada, esto es, se habri deshidratado hasta alcan =
zar el equilibrio con la presién de vapor externa. Células en =
friadas a velocidades mayores contienen cantidades mayores de
agua sobreenfriada, por 1o cual la posibilidad de congelamiento
intracelular es mayor. Lo anterior indica que el congelamiento
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 célule al agua. A mayor permeabilidad,

mayor serd la velocidad critica de enfriamiento.

Por lo general, se considera que mientrus mayer sea la cantidad
de agua del protoplasma, mayor serf la posibilidad de formaciém
de hielo intracelular, Por esta razbn con descensos répidos de
temperatura que no permitan difusidn del agua hacia el exterior,
serdn mayores las posibilidades de formacidn de cristales en el

protoplasma,

A medida que mayor cantidad de agua se va conviertiemdo en
hielo durante el enfriemiento, la solubilidad de algunos electro=
litos intra o extracelulares se sobrepasar8 y estos se precipi-
tar&n. Si las solubilidades varian la precipitacién diferencial
de electrolitos puede causar cambios en el pH. Hay evidencia

de que la congelacibn progresiva de una solucibn causa no sclo
aumento en la concentracidn de solutos sinc también un cambio en

s8u composicibn y en su pH.

Por debajo de cierta temperatura o zona de temperaturas toda el
agua libre se convertirf en hielo y se precipitarfn todos los

solutos. Una célula por debajo de é&stas temperaturas contiene
una solucidn muy concentrada, cuya composicibén idnica y pH son

muy diferentes al normal,



Los cristales de hielo pequefios ¢ 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 cono¢cido come recristalizacién o crecimiento

granular, La recristalizacidn no requiere la existencia de liqui~-
do y puede ocurrir en estado sblido o sea a temperaturas por de =~
bajo de las cuales toda el agua se ha congelado.

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 fusibn progresiva de la solucibn externa cristalizada, lo
cual ocasiona aumento de la presibn de vapor del agua externa por

encima de la interna. Como resultado de este desequilibrio habra

flujo de agua hacia el interior de la célula aumentando la hidra~
tacién del protoplasma. La rata de hidratacién depende de la ve-
locidad de calentamiento y de la permeabilidad de la membrana ce-
lular, BEsta velocidad de rehidratacidén 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 DARO 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
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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 ocasicnes no se observa aumento del volumen de los te -
jidos al ocurrir el congelamiento y por &ésta causa se han invo =
lucrado otros cambios que ocurren durante la congelacién y des =

congelacibn como responsables del dafio y muerte de las células.

Indudablemente hay un tipo de dafic mecdnico que estd asociado

con la formacidn de cristales en los tejidos vegetales (congela=
¢ibn intracelular) (Levitt,28, 29; Olien 43; Stuckey y Curtis
60; Vasil'yev 61). EIl dafic en este caso parece ser determinado
principalmente por dos factores: la formacién del hielo intra -
celular y el crecimiento subsecuente de ese hielc durante la des-
congelacidén (recristalizacifn). Los cristales causan daflo mech-
nico a la ultraestructura celular, lo cual puede ocasionar la

muerte de las células,

Muchos investigadores han estudiado y tratado de determinar otras
causas de lesiSn celular., El dafio por congelamiento extracelular
esti Intimamente ligado con la deshidratacién del protoplasma

resultante de la formacidén de hielo em los espacios intercelula-

res (40). Le 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 postulé la teorfa de precipitacién 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 dispersidn y comienzan a coagularse. La cocagulacibn debs
da a mayor concentracibén de electrolitos también puede acompafiar
a la debida a deshidratacifn, Il1jin en 1933 propuso su teoria
de daflo mecfnico segln la cual la salida de agua de la célula
somete al protoplasma a tensicnes fisicas que producen su rompi -

miento.

Levitt (29, 30, 32) 21 estudiar los efectos de la congelacién en
tejidos de repollo y Saxifraga, encontré que al enfriar las célu-
las por debajo de su temperatura letal medie (TLSO) habia un des-
censo en el contenido de sulfhidriles 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 protoplasméticos que re-

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

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

la formacién de enlaces disulfuro entre mecléculas de proteinas,

Las células que se enfrfan lentamente y no se congelan intrace =
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lularmente se equilibran por deshidratacién la cual produce varios
tipos de alteraciones fisicas (40) cada una de las cuales puede
ser responsable de dafic, Algunas de esas alteraciones son: reduc-
cibn del contefido de agua celular, aumento de la concentracién

¥ consecuente precipitacidn de solutos, plasmflisis, cambios en

el pH, reduccién de la separacién espacial de macromoléculas, ale-
teracifn de lgs propiedades de las membranas. Varios de estos
cambios pueden causar la denaturalizaciéa irreversible de las
protefnas la cudl llevarfa e unz desorganizacibn completa del me-
tabolismo y por tanto del funcionamientc normal. del protoplasma,
La deshidratacién severa causez muerte celular y a veces el cito-
plasma se contrae alrededor del nficleo y se rompen las fibras

del protoplasma entre células, los coloides plerden su agua
estructural, También pueden ocurrir cambios quimicos irreversi-
bles fatales a la célula, Puede ocurrir dafic 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 enzimf=
tica: puede ocurrir inactivacifn o activacién selectiva de enzi=-
mas proteoliticas y hay interferencia con las rutas metab8licas.
Si los cambios en el pH son muy drésticos puede haber denatura -

lizacién de protefnas,

No se puede pretender asociar con un solo evento los cambios pro-



13

ducidos en los procescs metabSlicos, actividad enzimftica ¥y en
general con las propiedades protoplasmiticas ya que todos los efec-
tos de la deshidratacién estfin interrelaciopades y pueden ser

varios los responsables de la lesién.

El congelamiento también involuera tensiones como las que se
crean a medida que se forma hielo en los espacios intercelulares;
la forma o patrén de redistribucién del agua que acompafia la
formacidn de hielo en los espacios intercelulares depende de 1la
eéstructura y composicidn del tejido, el contenido de humedad y
las condicicnes bajo las cuales se efect@ia la congelacién., Di ~-
ferentes tipes de redistribucién se asocian con diferentes tipos
de tensifn. La resistencia puede involucrar modificaci6n de al -
gunas tensiones por produccién de algunas sustancias que alteren

el patrén de redistribucién,

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

de redistribucifn respecto a estado y localizacién del agua que
estén involucrados en un proceso simple de congelacién., Cada
aspecto de redistribucién estd asociado con uno o més tipos de

tensifn y pueden ocurrir varias tensiones simulténeas, El efec-
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to de cada tensifn depande de las condiciones individuales de la

planta,

Varios investigadores han estudiado el dafio en las c€lulas y sus
diferentes componentes; segfin Shikama (53) los dcidos nucléices
aparentemente no son lesjonados por el congelamiento; existen ade-
mAs varias enzimas solubles resistentes a las bzjas temperaturas,
sinembargo hay algunas proteinas que pierden su actividad y se

disocian a bajas temperaturas,.

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

parece consistir en la alterecibn de las propiedades de permeabi-

lidad, Heber concluye que la inactivacién de lz fotofosforilacifn
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se debe més a2 dafio en las membranas que a inactivacién de las

enzimas,

Williesms y Meryman (63) estudiaron el dafio por congelamiento en
grénulos de cloroplastos de espinaca y encontraron que leos granu-
los se lesionan por el mismo mecanismo y el mismo grado de deshi-
dratacifn y reduccidén de volumen que dafla las células animales,

Grénulos protegides o resistentes eluden el daflo porque permiten
una entrada reversible de solutog lo que previene deshidratacidén

excesiva,

Levitt (29) presenta una revisibén de procesos de congelacién en
plantas sometidas a bajas tempergturas, Describe las curvas de
congelacidén de tejidos vegetales como una disminucién gradual de
temperatura hasta un punto de enfriamiento (scbreenfriamiento)
seguido por un aumento pronunciado en la temperatura hasta el pri-
mer punto de congelacifn; otra baja en la temperatura a un segun~
do "platesu' que representa un segundo punto de congelacidén a
medida que el hielo continua formédndose. Se ha sugerido (1)

que el primer punto de congelacidn resulta de la congelacibn de
hielo extracelular y el segundo,de la congelacibn del agua intra
celular, El sobreenfriamiento de los contenidos celulares aumen-
ta su resistencia a bajas temperaturas, sobre todo si es persisten-

te y si las heladas son cortas y moderadas. Es decir, puede
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proveer un mecanismo de resistencia cuando la disminucidn de tem-

peratura no es tan seyera y lo permite.

Olien (42) dice que la 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., Observd tres tipos de conge -
lacién de acuerdo cop la resistencia de la planta. En uno, el
agua intracelular disminufa gradualmente con la congelacién por=
que el agua libre se difundfa facilmente de los protoplasmas co-
mo respuesta a la redyccifn en la presidn de vapor de los espa -
cios intercelulares a medida que se forma el hielo. En este ti-
po de cmngelacidén 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 mecdnico porque ocurre ripidamente y las célu =
las no se contraen. El tercer tipo de congelacién 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 TLSO frecuentemente estd influida por la
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velocidad de calentamiento o descongelamiento, CElulas enfriadas
a altas velocidades se lesicnan méAs cuando el calentamiento es
lento que cuando es réipido, 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 entre el agua que entra y les sclutos que salen.
Los daflos causados durante el descongelamiento difieren y son

independientes de lo# causados durante el congelamiento.

2.2.1 Relacibn de daffo celular con los procesos del congela =

ciento.

Como el congelamiento y el descongelamiento involucra gran

niimero de procésos interdependientes, la labor de determi-
nar cuil de ellos es responsable del daflo es dificil. Cuando se
obtiene poca supervivencia con enfriamiento lento el dafic puede
deberse a una exposicién prolongada a altas concentraciones de
solutos o a niveles criticos de deshidratacién. Cuandc el en =
friamiento es mAs répido, el perfodo de exposicibn a condiciones
adversas es mAs corto, pero si es demaslado rdpido aumenta la
posibilidad de congelacifn intracelular, A velocidades de enfria-
miento maycres de 10°C por minuto las consecuencias letales del
hielo interno sobrepasan la accidn benéfica de un menor tiempo

de exposicibn,

La velocidad de calentamiento influye porque afecta el grado de
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la recristalizacidn: si es lenta, la recristalizacién es mlxima

y el dafic es mAximo (40,43).

Varias teorias tratan de asociar el daflo causado por la congela-
cidn con eventos fisicos o quimicos simples, tales como, la alta
concentracién de electrélitos la remocibn del agua de estabiliza-
cifn o la reduccién del volumen de la cé&lula a un nivel eritico o
a la formacibn de puentes disulfuro (29,40). Estas teorias bédsi-
camente explican el dafioc en base a la deshidratacién y no hacen
distincibp entre congelacién intracelular y extracelular, Siem-
pre son virics los procesos que occurren en una helada y ninguna
de &stas hipbtesis unitarias puede dar una explicacifn clara y
completa del dafio ocasionado 2 los tejides. Es necesaric 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 distincifn entre una planta resistente y una susceptible
involucra , entre otros, una diferencia blsica en los procesos
inicizles de congelacién, La facilidad con que se forma hielo

dentro del protoplasto es un iIndice de susceptibilidad o
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resistencia. En la mayorfa de las plantas resistentes la crista-
lizacidn del agua se restringe a los espacios intercelulares

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

Chandler (3) define la resistencia al frfo como la habilidad de
las plantas para sobrevivir a las condiciones adversas causadas
por el congelamiento y esa habilidad depende en gran parte del
estado de desarrollo de la planta. La resistencia de una planta
debe estar asociada con su tolerancia a2 las condiciones perjudi=
ciales y su habilidad de ciertos cambios o de adaptacién para po

der tolerarlos.

Como son varios los factores que pueden causar daflo, son también
varias las caracteristicas celulares asociadas con la resistencia
a heladas, Entre &stas caracterfisticas pueden citarse: la re =
sistencia a deformaciones o al dafio mecénico causado por los
cristales de hielo, lo cual puede ester asociado con mayor elas~
ticidad y plasticidad del protoplasma y éstas a su vez relacic =
nades con la permeabilidad y viscosidad del mismo, Resistencia
a la deshidratacifn excesiva la cual estad relacionada con el po=
tencial osmbtico, el agua ligada, el agua libre, la actividad

de las membranas; la resistencia a cambios de pH y concentracién
ibnica, relacionada principalmente con actividad enzimftica y

estabilidad de las proteinas y macromoléculas protoplasméticas,

lo cual influye directamente en los procesos metabSlicos en la
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adaptacién.

La mayor parte de la investigacibn respecto a heladas en plantas
superiores se ha relacionado con los factores fisiolbgicos que ip-
inducen resistencia y los cambios bioquimicos invclucrados (1,2,
29,40,62), Por ejemplo, se ha establecido que le resistencia

en algunos casos es inducide por los factores qua reducen el
crecimiento vegetal; también se han relacionade cambios en re =
sistencia con variaciones en los niveles de ciertas sustancias

en las células vegetales una de €stas correlaciones es entre re-
sistencia y altas concentraciones de azficar espeg¢ialmentc gacaro-
sa (29,36,44,48,64), Este comportamiento puede ser explicado

por un mayor potencial osmbético, lo cual al disminuir el punto
cerioscépico evita hasta cierto punto la congelacién intracelular;
también podrfa estar asociado con la cantidad de agua ligada o
adsorbida y posiblemente con otros aspectos. Entre otras con -
diciones o compuestos que se han relacionado con resistencia se
encuentran pH, protefnas solubles (21), contenido de azGcares y
antocianinas (44), fdésforo, diferencias en tipos de amino&cidos
y &cidos orgénicos (36). A pesar de las correlaciones encontra-
das con resistencia, aGn permanece el interrogante respecto a la
manera como los diferentes factores actfian. Ademfs no se conoce
con certeza qué caracteristicas de la planta son determinantes de

la resistencia y cuéles son secundarios,
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2,3.1 Crecimiento de la plapta con relacién a resistencia,

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

(3,28,29,61) y las caracter{sticas especificas de la planta,

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

bajo 0°c y fotoperiodos 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 mis suculento sea el
tejido es mis susceptible 2 los efectos de las temperaturas bajas.
Las giberelinas reducen o inhjben el establecimiento de resisten=
cia y compuestos con propiedades de retardar el crecimiento de
cémo el 4cido abscisico y AMO 1618 permiten la induccién de re -
sistencia bajo condiciones en las que normalmente no apareceria

(20,28,38).

El caso tipico de adquisicién de resistencia al frio o aclimata-
cibn es el que presentan muchas plantas de zonas con estaciones,
Al llegar el otofio y debido a las condiciones ambientales de &sta
estacifn se van preduciendo variaciones de adaptacién a la esta=-
cién de frio que se aproxima. La mayoria de las plantas de zonas
templadas necesitan como prerrequisito para el desarrclio de re-

sistencia al frio un cese 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 congelacifn (no extremas) (17,28,38,49,31,61)
En términos generales (1) puede decirse que las plantas de las
regiones templadas son susceptibles a las heladas durante el perfo-
do de crecimiento active y que adquieren resistencia induclda por
los cambios en las condiciones ambientales, debidos a las eptacic=
nes (temperaturas y fotoperfodo). Por lo anterior puede decirse
que el otofio preacondiciona a la planta para la estacifn yigurcsa,
En zonas tropicales se puede decir que el crecimiento influye en
el grado de resistencia y susceptibilidad y que varia ampliamente
entre especies de plantas, En condiciones de campo ésta resis -
tencia no puede inducirse comc es el caso de zonas con estaciones
y depende exclusivamente de las propledades fisiolbgicas inhe =

rentes,
2,3,2 Bajas temperaturas y formacidén de hiela.

SegGn se habia discutido, con la formacifn de hielo puedsn
ocurrir dafios y cambios fisicoquimicos irreversibles, le=
tales al protoplasma. Se ha estudiade la formacién de hielo en
células y tejidos con t&cnicas ultrarépidas de fotograffa. Hudson
e Idle (1B) encontraron que el hielo se forma sradualmente 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 formacién de hielo era simulténea en los tejidos

vascular y subhipodérmico,

Single (57) estudid la formacidn de hielo en tejido de trigo y
encontrd que la cristalizacidn inicial ocurrfa con inoculacibn
de nGcleos de hielo atmosférico, A ciertas temperaturas criti-
cas (=3 a -500) el tejido permanecia sin congelar si la atmds -

fera era seca,

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

enfriadas més répido sin que haya congelamiento intracelular,

Tambifn tiene gran importancia la velocidad de descongelacién de
la célula, Sakai (50) ha sugerido que la congelacibn en dos eta-
pas protege por prevencifn de formacidn de hielo intracelular. En-
contrd que cuando la velocidad de enfriamiento era de cerca de
100°C por minuto, la supervivencia disminufa y era mayor esa dis-
minucibn con congelamiento lento que con répido. Estos datos
estén de acuerdo con la opinifn de Mazur (40) de que muerte por
encima de ciertas velocidades de enfriamiento se asocia con la

formacibn de hielo intracelular y que la nocividad del hielo
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intracelular depende la cantidad de recristalizacidn que ocurra

durante el calentamiento, siendo mayor a calentamiento lento.
2,3,3 Cambios protoplasmiticos,

No es mucha la informacifn disponible respecto a cambios

fisicos que ocurren en las células expuestas a temperatu=
ras bajas para que adquieran resistencia, Parker (45) presenta
una revisidn de literatura respecto a cambics en la viscosidad
del protoplasma y hace &nfasis en que aunque el citoplasma puede
ser fluido, puede haber variaciones y describe cambios protoplas-
miticos en respuesta a bajas temperaturas, Tumanov, citado por
Alden y Hermann (1) discute cambios en las propiedades fisicas
del protoplasma durante la adquisicién de resistencia y hace énfa~-
sis en la importancia de la "gelacién" de la planta durante la2
adquisicién de la resistencia. Esta gelacibn es promovida por
la agrepacién y cohesién de moléculas y protege a la célula de
la deformacién mecdnica, la deshidratacidén y la formacifn de
hielo intracelular, al reducir la movilidad y crientacifn de las
moléculas de agua. Ademfs reduce la actividad bioquimica del

protoplasma y los efectos nocives de la concentracién de solutos,

Hay muchos estudios respecto a cambios o sintesis de ciertas
sustancias en la cé€lula como forma de aclimatacién o asociados

con resistencia. Siminovifch y Briggs (56) observarom una rela-
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cifn entre resistencia y contenido de proteinas solubles de los
tejidos en la corteza de algarrobo. Estudios posteriores demos=
traron lo mismo en alfalfa y cotras plantas (12,21,36), El aumen-
to en contenido de proteinas sclubles frecuentemente estd acom =
pafiado por un aumento en RNA (21). Tambi&n se han mencionado otros
componentes de los tejidos que se correlacionan con resistencia
como DNA (21), dinuclebtide de nicotinamida adenina (NADP) (27),
antocianinas (44), ciertos Scidos orgdnicos (22,36). Kuiper (26)
estudib la composicién de 1{pidos de alfalfa en relacibn con re =
sistencia al frio y encontrd que las plantas resistentes se carac~
terizaban por contenidos altos de diglicéridos de mono y digalac-
tosa y fosfatidilcolina y etanclamina, Levitt y sus colaborado =
res han encontrado correlaciones tanto positivas como negativas
entre contenidos de sulfhidrilo (SH) y disulfurc (S-S) de los te-
jidos con resistencia a heladas (24,31,52). Generalmente el con=
tenido de sulfhidrilo aumenta en los estados iniciales de resis =
tencie y en ocasiones decrece en los estades posteriores, Heber
y Santarius (16) indican que altas concentraciones de electrfli-
tos o de iones especificos dafian las membranas de los cloroplas-
tos, ¥y que la sacarosa puede proteger coligativamente reducien-
do las concentraciones de electr6litos; adicionalmente las protei-
nas pueden actuar por proteccifn de los sitios susceptibles en

la membrana contra la accidén de niveles altos de ciertos iones,
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Es posible que en algunas plantas la resistencia a heladas se de-
ba a la presencia de gluccsa; en otras a la presencia de ciertas
proteinas y en otras afin 2 la presencia de otras sustancias, pero
hasta ahora no se 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 sacarocsa es upa de las plantas més susceptibles

a las heladas. Se ha observado que la resistencia del algarrobo
no se relaciona con contenido de azficar y Parker (44) no encontrd
correlacidn entre resistencia de Hedera sp, y la cantidad de

proteinas solubles.

Ademfs de las correlacicnes entre aspectos bioquimicos y resis =
tencia hay correlaciones con eventos fisiol6gicos, Se ha encon=
trado por ejemplo, mayor permeabilidad al agua de las células
resistentes, Kuiper (25) cbservs que la aplicacidn de &cido de-
cenilsuccinico, el cual aumenta la permeabilidad de las cé&lulas
vegetales, produce aumentos significativos en cuanto a la resis-

tencia de las plantas al congelamiento,

2,3.3.1 NAcleo y 4cidos nucléicos.

Li y Weiser (34) han postulado que el aumento en el con=
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tenide de &cidos nucllicos es la primera etapa en los procesos
de degradacién de ecarbohidratos, amino8cidos, proteinas, lipidos
y compuestos fosfatados relacionados con adquisicién o induccidn
de resistencia a bajes temperaturas (35)., También sugieren que
el RNA soluble el cual alcanza su concentracifn mixima antes que
otros &cidos nucléicos en el otofio, puede regular la sintesis
posterior dé RNA mediante un sistema represor=-inductor, cuyos
productos o substratos se acumulan 2 bajas temperaturas posible-
mente porque las enzimas que eatalizan su sintesis son mfis acti=
vas en esas ¢undiciones que las que catalizan su degradacidn. De
esta manera la resistencia al frfo dependerfa de la capacidad
genética del organismo para inducir y reprimir ciertas enzimas,
281 como de las diferengias en el QIO de las reacciones bioqui-
micas y la temperatura ambiental que determina la concentracibn
de los produetos o substratcs que pueden estar asociados con el

control de la resistencia.
2,3,3,2 Proteinas y aminolcidos,

Aunque los componentes més abundantes de las plantas son
los carbohidratos, las protefnas son el constituyente bésico del
protoplasma y juegan un papel vital en los procesos metabdlicos,

Ademfs las protefnas, junto con los lipidos y los carbohidratos

son utilizados como fuente de energfa para las plantas. Parker (45)
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ha investigade el metabolismo vegetal y el desarrollo de resisten-

cia y ha encontrado relaciones con proteinas,

Se ha tratado de relacicnar variaciones en contenido de Nitrdgeno
con resistencia, Desafortunadamente y de acuerdo con Levitt (29)
los métodos empleados inicizlmente eran inadecuados y fue necesa-
rio utilizar técnicas més refinadas para el anilisis de sustancias
nitrogenadas individyales. Siminovitch y Briggs (56) encontraron
que la concentracibn de protefnas sclubles en agua aumentaba en la
corteza del algarrobp durante el cotofio, al tiempo que aparecia o
aumentaba la resistencia.al frfo. Asimismo observaron que dismi-
nufa durante el verano, esta observacibén los llev6 a postular que
en alguna forma las variaciones en protgices solubles estaban aso-
ciadas con diferencias en resistencia, Posteriormente otros inves=
tigadores observaron la misma tendencia y es asi como Alden y
Hermann (1) citan varios trabajos en los cuales se ha asociado
aumento de protefnas solubles en agua con resistencia al frio,

por ejemplo en té&, se ha observado que la protefna soluble de la
planta de té& aumentaba con resistencia a2 heladas y que las varieda-
des con mayer contenido de proteina soluble en las hojas eran las

mis resistentes,

Craker, Gusta y Weiser (5) han sugerido que las proteinas estin

involucradas en la resistencia de plantas lefiosas al frio,
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porque en tejido en reposc sopetido a temperatura de subcongelacién
variaba el patrbn 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, extensidn de la zona isoeléctrica de las proteinas
celulares y un aumento de las protefnas solubles en agua en esta-
dos inicizles de crecimiento, Lo anterior proporciona eviden =

cia de que durante la induccién de resistencie a heladas ocurre

sintesis de proteinas,

Siminovitch (54) encontré un aumentc de RNA sin que hubiera in=-
crementsc de DNA previo a la incorperacifn de glicina marcada a
proteinas, sintesis neta de proteinas y resistencia a heladas
en c€lulssdel parénquima de corteza de algarrobo, La incorpora-
cifn de glicina marcada a protefna scluble verifica el hecho de
que hay sintesis de protefma involucrada, El aumento de RNA
puede producir sintesis de proteinas solubles especificas que
promueven resistencia = heladas por medic de reacciones determi
nadas que estimulan sintesis o degradacifén en algunos componen-

tes del protoplasma,

El cambio en propiedades fisicas del protoplasma como parte del

mecanismo de resistencia permite al orotoplasma resistir tensio-
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nes de deshidratacifn resultantes del congelamiento intercelu=
lar, Li y Weiser (33) encontrarcon aumento en RNA ribosomal y
soluble antes del desarrollo de resistencia. L2 sintesis répida
de RNA soluble puede ser inducida por reguladores de crecimien=
to enddgenos, Estos investigadores sugieren que el RNA soluble
con o sin aminofcidos unidos puede funcionar como regulador de
1a sintesis de RNA y proteina como etapa inicial del proceso de
adquirir resistencia mediante el sistema represor-inductor pro-

puesto en modelos de be cferias.

2.3.3.3 Actividad enzimitica.

La mayoria de trabajos han confirmado que plantas resis~
tentes a heladas tienen mayor energia enzimfitica que plantas no
resistentes y que las ratas de reacciones catalizadas enzimftica-
mente no descienden tan ré&pido al descender la temperatura (61).
Gerloff et al (12) han encontradc cambios en proteinas relaciona=
dos con resistencia, al igual que Coleman (4) y han asociado es-
te aumento de protefna scluble total con aumento de actividad
de enzimas especificas. Tanmbién se puede ascciar la activacibn
de enzimas especificas con niveles altos de NADPH como los en =
contrados por Kuraishi et al (27) quienes asumen que este meta=
bolito evita la formaci6n de enlaces disulfuro por prevenir la

oxidacifn de los grupos sulfhidrilos. Por su parte, Lyons y
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Raison (37) han observade una disminucifn inmediata de respira =
cifn en mitocondrias de tejidos susceptibles a bajas temperatu=

ras ,

Hasta la aparicibn de la hipétesis de Levitt de sulfhidrilo-di
sulfurc respecto a dafio y resistencia de plantas a heladas, no

se contaba con una explicacién sobre los cambios quimicos condu-
centes a la denaturalizacién de las proteinas después del conge-
lamiento. De acuerdo con la teorfa sulfhidrilo-disulfuro, la
de.aturalizacibn de proteinas durante el congelamiento o después
de £l serfa causado per el desdoblamiento de las moléculas a
causa de tensiones loecalizadas inducidas por la formacibn de nue-
vos enlaces intermoleculares entre proteinas adyacentes a medida
que se aproxima una a otra durante la remocifn de apua proto =
plasmftrica. Los enlaces intermoleculares son de naturaleza di~
sulfurc y son relativamente estables y resisten su ruptura al
retornar el agua 2 la célula, por lo cual el cambio causado

por el congzlamiento seria irreversible, Los enlaces intermo =
leculares disulfurc no son nocivos per si mismeg§,porque solo hay
denaturalizacidn de la proteima cuando la formacifn de puentes
disulfuro es seguida por una tensidn en las moléculas de protefi-

na y causa su desdoblamiento,

Segln Levitt (29, 30, 32) el wmecanismo de resistencia a.heladas
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as la megor oportunidad de denaturalizacibn de proteinas por
impedimento y obstéculo bioquimico y fisico para formacién de
nuevos puentes moleculares disulfurc durante el congelamiento.
La formacibn de puentes disulfuro intermoleculares puede preve-
nirse mediante proteccidn 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
cambics en proteinas comc la pérdida o enmascare de sus grupos
sulfhidrilo mientras que retienen los grupos disulfurc; la pér-
dida de sus componentes de cisteina y cistina o su desdobla -

miento a moléculas més pequefas.

Siendo las protefnas los agentes que regulan todos los proce -
sos metabblicos y en vista de que variacicnes 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.
Gerloff gt al (12) al estudiar patrones electroforéticos de
plantas resistentes y susceptibles encontraron 20 bandas, dos de
las cuales presentaban cambios aparentemente ascciados con re -

sistencia a heladas,

2.4 ELECTROFORESIS EN GEL DE ACRILAMIDA

En base a estos conocimientos y 2 algusas hipbtesis se
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planet el presente trabajo para establecer diferencias en patro-
nes electroforéticos de clones de papa de diferente grado de
susceptibilidad a heladas considerando principalmente que las
plantas en condiciones tropicales no estén expuestas & cambios
graduales de temperatura y mas bien las variacicnes son sGbitas
por lo cual no serfa Gtil la presencia de genes reprimidos de
resistencia y se requeririz mas bien que estos fueran activos
permanentemente, lo cual puede ser detectadec al determinar las

proteinas que se sintetizad bajc su control.

Los métodos y procedimientos utilizados para realizar el traba-
jo fueron cuidadosamente seleccionados de acuerdc con las expe-
riencias de varios investigadores quienes han encontrado tropiezes
en este tipo de trabajo ya que es muy conccida la inestabilidad
de las proteinas foliares por la facilidad de autcolisis y la ac-

tividad protecolitica de las proteinas foliares (41,46,59).

Por &sta razdén se seleccionaron como condiciones de extraceidn:
bajas temperaturas, eondieiovnes alcalinas para aumentar la can-
tidad de proteina extralda (59) y compuestos como el metabisul-

fito de sodio que ayudan a estabilizar las proteinas (8,59).

La electroforesis se realizd en disco de gel de acrilamica,

un método reproducible para separar fraccicnes de proteinas
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vegetales solubles, Este métcdo estd basado en la movilidad di-
ferencial de las proteinas en un campo eléctrico por causa de
sus diferencias en cerga eléctrica en condicicnes dadas (pH) y
en la accifn de tamizade molecular de los geles, Fue desarrolla-
do inicialmente por Ornstein y Davis, y ha sido utilizado por
numerosocs investigadores (5,6,7,8,9,10,11,13,14,47), Entre las
ventajas del método estf su rapidez puesto que el tismpo reque=
rido para el andlisis completc es menor principalmente porque
no s necesario hacer una concentracidn de protefnas extrafdas
como la mayorfa de métodos usuales y por consiguiente no es
necesario utilizar grandes cantidades de muestra de proteina lo
cual en ocasiones puede ser limitante., El método permite la
utilizacidn de muestras pequefias y va concentrandc los componen=~
tes proteinicos de las muestras en zonas iniciales del gel

muy delgadas, al utilizer las propiedades de friccibén del gel

para ayudar a la separacifn por tamizado molecular (47).



ITI. MATERTALES Y METODOS

3.1 MATERIAL VEGETAL UTILIZADO

Con el fin de establecer diferencias en patrones electrofo-
réticos caracteristicos para plantas de papa resistentes y sus -
ceptibles a heladas, es necesaric utilizar o comparar plantas
geneticamente similares en vista de que algunos autores han en-
contrado variacifn entre las bandas de diferentes hfbridos y
especies, y han caracterizado los genotipos por medio de estas

bandas (6,9,10,11),

Para el presente trabajo se utilizé una progenie del cruzamien-
to 60-177-7 (Sglanum tuberosum ssp Andjgena x S. stenotcpum x S,
Sstenotomm) cbtenida por autofecundacidn, la cual presenté en
una helada natural en el campo una escala de resistencia que va-
riaba desde plantas muy susceptibles hasta plantas resistentes,

de acuerdo con la Tabla 1,

S5e sembraron en promedio 7 tubérculos de cada cleon en materos de
25 cm de difmetrc, que contenfan una mezcla de suelo esterdli-
zado, formada de 2 partes de suele por una de arena, Los mate-
ros fueron celecados en una casa de malla en el Centro Nacional

de Investigaciones Agropecuarias del Instituto Colombianc Agro -
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pecuaric en Tibaitatd, lccalizade a 2.550 m.s.n.m. y con una
temperatura promedio de 12,59C, Se efectuaron 2 siembras; en

Abril 28 y Julio 28 de 1972,

Las pricticas culturales efectuadas fueron: fertilizacidn del
suelo con 20 gr de 10-30-10 por matero de 1.5 kg de sueloc seco:
riego con agua corriente y aplicacidn a cobertura completa del
follaje de pesticidas para control de hongos e insectos (solu =

cifn Manzate 0,25% y Dibrcm 800 al 0,2%).
3.2 TOMA Y PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Se tomaron muestras de follaje en tres estados de desarrollo
de la planta: aparicién de botones florales, floracién completa
y 30 dias después de la floracibn o sea, alrededor de 60, 90 y
120 dias despaés de la siembra, Se puso especial atencidn en no
utilizar material que presentara sintomas de infeccidn con virus

ya que esto podia interferir con los resultados.

Se cclectaron en promedio 5 hojas por planta y se reuniron las
hojas correspondientes al misme clon. Las hojas fuercn tomadas
de la parte media de la planta, evitande las muy jévenes y las

muy viejas,

Las hojas se lavaron cuidadosamente con agua destilada mientras
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estaban aln en la planta; se permitif que secaran espontineamen-
te y una vez secas se cosecharon y se llevaron inmediatamente a
un congelador, Cuandc estdn completamente congeladas se liofi =
lizan, En este caso se utilizd un liofilizador Virtis modelo

Unictrap 10-102.

Las muestras deben liofilizarse para estabilizar las proteinas

en vista de su pran inestabilidad en los tejidos vegstales ver-
des, (McCown, 41; Pirie 46; Stshmann 50). Después de liofili-
zadas las muestres se maceran,o se muelen y pueden ser almacena -

das en un desecador,
3.3 ANALISIS DE PROTEINAS TOTALES

Se analiz® el porcentaje de proteinas totales en base a pe-

so seco (muestra liofilizada) seglin el método de micro~Kjeldahl.
3.4 PREPARACION DEL EXTRACTO DE PROTEINA

Para facilitar la difusifn de las protefnas celulares en la
solucifn se maceran los tejidos, Debido a que las proteinas
se degradan facilmente y a que la temperatura y el pH del medio
se encuentran entre los factores que afectan esta degradacidn,
fue necesario adoptar téenicas edecuadas para la extraccién y

preparacibn de la muestra (8,59).
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La maceracifin y extraccifn se efectuaron a2 baja temperatura para
lo cual se trabajo en un cuarte frio mantenido a 4°c. se tomaron
500 mg de las muestras de hojas liofilizadas y se colocaron en
un morterc pequefic de porcelana; sobre la muestra se colocd are-
na fina previamente lavadz con agua destilada en un veolumen
aproximadamente igual 2 la mitad del volumen de la muestra,

Se agregaron 7 ml de solucibn buffer a base de Tris (Amino
hidroximetil propanedicl)-glicina y metabisulfite de sodio,

a un pH de 8.7, El metabisulfito de sodioc se utilizd para
inactivar las enzimas protecliticas y evitar la degradacién

de las proteinas (8,59).

El material homogenizado se pas6é a tubos especiales y se centri-
fugé en fric a 15.000 rpm durante 20 minutos. El scobrenadante
obtenidc fué el extracto de proteina y se almacend en el conge-

lador hasta el momento de inicier la separacidn electroforéctica,
3.5 SEPARACION DE LAS PROTEINAS POR ELECTROFORESIS

Se utilizd en general el método de electroforesis en gel
de acrilamida desarrolladec por Ornstein y Davis con la modifica=
cidén introducida por Reisfeld et al (47) con el cual diferentes
investigadores han obtenido una excelente separacién de proteinas

a partir de muestras pequefias en mezclas complejas de proteinas
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y péptidos,

La mezcla de proteinas es colocada scbre una cclumna de gel de
acrilamida y al aplicarse un potencial eléctrico, las diferen-
tes proteinas se mueven a velocidad caracteristica la cual depen-
de de sus cargas eléctricas superficiales,del pH, y del tamafio

y peso moleeular.

La columna dg gel se prepara en tubos de vidric huecos los
cuales se inseptan en receptéculos de caucho mientras se prepa-
ra y polimeriza el gel (Fig 1). Primero se llenan con gel de
poro pequefio (acrilamida 7,5%). Esta solucién fresca se cubre
lenta y cuidadosamente con una capa de agua y se le permite po =
limerizar. Una vez sclidificado el gel se remueve la capa de
agua y se aflade una capa de 8 mm de gel espaciadcr de poros més
grandes (acrilamida 3,3%) y se agrega otra capa de agua. Se
colocan los tubos frente a una l&mpara fluorescente hasta que
el gel se polimeriza completamente. Una vez polimerizado, se re=
remueve la capa de agua y la columna queda lista para efectuar

la separacifn electroforética de las proteinas.

La parte superior de los tubos que contienen las columnas se
inserta en la base de un recipiente circular perforado que se
llena de solucidn buffer. La parte inferior se introduce en

otro recipiente tambi&n con solucidn buffer. En cada unc de
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FIGURA 1, Preparacién y polimerizacién de las cclumnas de gel

de acrilamida para efectuar la electroforesis.

R - e
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estos recipientes va un electrodo, Los recipientes con el
buffer se colocan en un incubador.a a°c, en estas condiciones
se agrega a la parte superior de la columna, 0.3 ml de una
solucifn de partes iguales del extracto de proteina y sacarosa
saturada y se conecta la fuente de corriente (Fig 2). La
sacarosa se agrega con el fin de hacer més pesada la muestra
lo cual evita que se disperse en el buffer (47). Las mugstras
se colocaron por duplicado y se analizaron por lo menos cinco

veces.

Varios autores (6,7,8,9,10,47) aconsejan utilizar upa corrien-
te de 5 miliamperios (mamp) por tubo, pero en este caso se tra-
bajé con alrededor de 40 mamp para los 12 tubos y una diferencia

de potencial de 400 voltios,

Inicialmente se utilizd el colorante azul de Bromofenol mezcla-
do con el extracto de protefna para observar el dzsplazamiento
de la muestra y calcular asf el tiempo de duracibn de la elec -
troforesis, Bajo las condicicnes en que'se realizaron las prue-
bas fue necesario mantener la corriente 1 hora y 45 minutos.

Al cabo de este tiempo se retiraron los tubes y cuidadosamente
se desprendieron las columnas de gel con la ayuda de una jerin-

ga y aguja hipodérmica, usando agua destilada,



FIGURA 2,

GCeles de ascrilamida y equipo completo listo para

efectuar la electroforesis.

42
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Los geles, fuercn colocados en tubos de ensayo individuales y

se colorearon con anilina azul-negro al uno por ciento, disuel~
ta en fcido acético del 7 por ciento, Se permitid colorear por
45 minutos; al cabo de este tiempo se removid el colorante con
agua destilada y se decoloraron mediante lavados con 4cido acé-

tico =al 7 per ciento,



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4,1 EVALUACION DE RESISTENCIA G SUSCEPTIBILIDAD DE LOS CLONES

La progenie del ¢ruce 60-177-7 sembrada en el campo sufrié
una helada natural de =5.8 C por 3 horas y se evalud la resis -
tencia o susceptibilidad de los clones en base a porcentaje de
follaje necrosado deppués de la helada. Se observlt una escala
completa de valores ¢ variacién en resistencia, desde plantas

resistentes hasta plahtas muy susceptibles.

La distribucién de frecuencias de resistencia o susceptibilidad

se observa en la Tabla 1,
4,2 PORCENTAJE DE PROTEINAS TOTALES

Se analizd el porcentaje de proteinas totales del primer y
segundo muestrec. Los resultados se pueden observar en la

Tabla 2.

Al ccmparar los resultados obtenidos en contenido de proteinas

totales (Tabla 2) entre grupos de clones de diferente uscepti-
bilidad en la misma &poca de desarrollo,no se encorftrarcn dife-
rencias notables, Los promedios obtenidos, de acuerdo con la

tabla de distribucifn de frecuencias fueron:
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TABLA 1. Distribucgién de frecuencia de los grados de suscepti-
bilidad a bejas temperaturas de una progenie del cru-

ce 60-177-7,

h |

% follaje necrosado Nimerc del clon

0 30

? 20,26

10 38,49

15 39

20 2, 23, 50
25 19

3¢ 8, 32, 33, 37, 51
40 3, 5,6, 22, 31, 35,
40, 53, 55, 57, 58,
59.
45 15, 17
50 3, 4, 36, 41, 54
60 7, 14, 16, 25, 52
65 13
70 9,10,18,24,27,44,
56,60
80 11,22,34,45,46,47
85 21
50 29
95 28, 42, 43, 48
e

La evaluacién se realizd visualmente en porcentaje de follaje
necrosado después de una helade natural de -5,8°C por tres horas,
el 16 de Febrero de 1972,
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TABLA 2, Porcentajes de proteinas totales de clones de papa
procedentes del cruce 60~177-7 segin el método de

micro-Kjeldahl en dos épocas de desarrollo

No, clon 60 dias 90 dias
1 23.4 33.2
2 28.3 5.7
3 24,2 33.9
- 26.8 33.8
5 25,8 33.7
6 24,6 34.4
7 25,3 34,2
8 27.1 33.7
9 22.9 36.3

11 28,2 37.5
12 29.9 35.3
16 27.5 7.7
15 22.7 34.3
20 24,9 32,8
21 30.5 36.1
23 26.8 36,3
25 24,6 35.0
27 25.3 33:1
28 26.2 38.8
29 24,8 36.3
30 29,9 40,0
31 23.2 32.6
33 32.5 37.0
34 23.1 36.1
37 27.0 39.6
38 24,0 30.5
39 26.8 39.2
40 25,6 34.7
41 26.7 37.4
47 25,9 39.6
50 24,6 33.1
51 29.3 39.6
53 33.9 39,1
54 23.3 34.3
56 20.5 30.1
58 25.2 35.3

o
o

30.2 39.2
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Proteinas totales

60 dias 90 dias

Plantas con susceptibilidad de 0 a 30% 26,9% 35.1%
Plantas con susceptibilidad de 40 a 60% 26.2% 35.0%
Plantas con sysceptibilidad de mas del 907 25.8% 36.3%

Es interesante anotar que se observo mucha variabilidad en el
centenido de proteinas totales entre todos los clones, indepen-
dientemente de su grado de resistencia. No se analizaron de
nuevo las muestras por escasez de material, el cual prefirié re-

servarse - para los estudios electroforétices.

Como los resultados obtenidos en los primeros andlisis fueron
inconsistentes y poco indicativos y por limitacifn de muestra,
se decidid no enalizar el contenido de proteinas totales en el
tejido 2 los 120 dfas, De todas maneras se sugiere que en fu-
turos trabajos se hagan nuevos anflisis de proteinas, Los re -
sultados sugieren que si la resistencia esté asociada con pro-
teinas esta  diferencia es principalmente cualitativa y no
cuantitativa, Varios investigadores (5,12,44,56) han encontra-
do aumento en el contenido de proteina soluble durante el pre -
ceso de la adquisicibn de resistencia al frio de varias plantas,
lo cual parece indicer que este proceso estd asociado con la
activacifn de una o varias proteinas solubles, metabSlicamente

activas,
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4,3 ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA

Se efectus la separacidn electroforética de proteinas en
37 clones con susceptibilidad a heladas variable entre comple-
tamente resistentes y susceptibles, de acuerdo con su evaluacibn
respecto a comportamiento en el campo ante une helada de

- 5.8% por tres horas,

Por tratarse de plantas de alta afinidad genética las diferen-
cias esperadas eran minimas como se observd en los resultados.
Las diferencias en posicidn o intensidad o la presencia de ban-
das y zonas diferentes entre los clones se supcnen asociadas

con diferencias en resistencia.

Primordialmente se logrd estabilizar el métedo y demestrar su
reproducibilidad y efectividad. Esto se logr6 mediante ensayos

repetidos y variando algunos factores,

Se observa la facilidad y agilidad del métedo y se sugiere que
serviria para probar y seleccionar segregantes en programas de

fitomejoramiento.

Lous patrones electroforéticos de las protefnas solubles de hoja
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de papa de una progenie del hibrido 60-177-7 obtenidos en gel
de acrilamida se presentan en la figura (3), Como puede ob =
servarse en la figura, los anélisis electroforéticos en las
condiciones en que se trabajé revelaron varias bandas visibles
de proteinas, Se pueden considerar varias bandas diferenciadas
las cuales fueron numeradas arbitrariamente (Figura 4), en nu -
meracifn sucesiva desde el frente de la muestra (banda No. 1)
hasta la base del gel (banda No, 7) y también se cbservaron dos

zonas proteinicas denominadas como Zy ¥y 2 y las cuales a su

vez podrian contar de varias bandas.

Las bandas obtenidas después de permitir correr la muestra du-
rante una hora y 45 minutos se caracterizaron por anchura, in-

tensidad y posicidén (Figuras 5 a 11).

Banda 1: La banda proteinica que mis avanzé en el estudio con
el frente de la muestra, Localizeda 2 unos 6.3 cm de
la base del gel de poro pequefio, coloreada intensa -

mente y muy nitida en todos los geles, no es muy

ancha,

Banda 2: Avanz6 un pocc menos, se localizd a unos 5.3 cm des-
de la base del gel de poro pequefio, Es una banda co-

loreada muy intensamente y ancha,entre 1 y 2 mm,
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Figura 6, Patrones electroforSticos de tejido foliar de clones de pa-
pa obtenidos d=l cruzamiento bU-177-7, con diferente suscep-
tibilidad a heladas, obtenides en gel de poliacrilamida,

Clen Ne, 50
207, susceptibilidad

;

X B |
Clon No. 8 & ol I
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| |
Clon Neo, 37 %‘
30% susceptibilidad E

Clon No. 51
30% susceptibllidad
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Figura 7, DPatrones electroforéticos de protefinas solubles de tejido
feliar de clones de papa obtenidos del cruzamienta 60-177-7
con diferente susceptibilidad a heladas, obtenides en gel
de poliacrilamida,

L) 5
|
1

b
L_.—..—
.
-

Clon No.. 5
407, susceptibilidad

2’:‘-. _'!. - []

Clon No, 1/ ¥ . !
407 susceptibilidad i jido2 ﬂ

= B e

‘T ]

Clon No.<'53 3 A I

40% susceptibilidad 2 =2

2 *

A
- ey

Clon No. 4+
507 susceptibilidad

e,
T




5§

Figura 8., Patrones electrofor8ticos de proteinas solubles de cejido
foliar de clones de papa procedences del cruzamiento 60-177-7
con diferente susceptibilidad a heladas, obtenidos en gel
de poliacrilamida,
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Figura 9, Patrones electroforétices de protefneas solubles de tejide
foliar de clones de papa procedentes del cruramiento 60-177-7
con diferente susceptibilid.l a heladas, obtenidus en gel de
poliaecrilamida.
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doliviise clrduiviurelicos de proteinas solubles de tejido
foliar de clones de papa procedentes del cruramiento 60-177-7
con €iferente susceptibilidad a heladas, obtenidos en gel da
poliacrilamida.

Clen No. 56
70% susceptibilidad

Clon No. 60
70% susceptibilidad

i
i
“N
B

Clon No, 34
80% susceptibilidad




58

Figura 11. Patrones electroforéticos de protefnss solubles de tejide
foliar de clones de papa procedentes del cruzamiento 60-177-7
con diferente susceptibilidad a heladas, obtenidos en gel de
poliacrilamida. '
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Banda 3:

Banda 4:

Banda 5:

Banda 6:

Banda 7:

5%

Localizada a unos 5.1 cm desde la base del gel de poro
pequefio, Es una banda delgada que no se colorea muy

intensamente ni es muy nitida,

Localizada a unos 4,8 cm desde la base del gel de po-
ro pequefio, Esta banda en algunos clones es relati =
vamente ancha y densa, en alguncs delgada o casi imper-
ceptitle y en otros no aparece La intensidad de la co-
loracién también varia, pero en ningin caso colorea

con mucha intensidad,

Situada a unos 4.2 cm de la base del gel de poro
pequefio, Estd localizada al extremo de una de las
xonas protefnicas: La zona 1, Es una banda delgada

que colorea con poca intensidad,

Situada a unos 3,1 cm de la base del gel de poro
pequefic. Se localiza entre las dos zonas proteinicas
y es una banda muy ancha (2 a 3 om ) que colorea muy

intensamente,

Situada a 0.6 cm de la base del gel de poro pequefic.

De regular anchura, colorea intensamente,
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Zona proteinica 1: Z; Estd localizada entre las bandas 5 y 6;
es de alrededor de 1 cm de ancha y coloxea

con poca intensidad.

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

tensamente como la banda 6.

SegGn 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 patrén de los otros
clones: la banda 4 (Figuras 1 y 4) la cual en los clones consi -
derados de susceptibilidad intermedia es muy delgada o casi im~
perceptibtle, Esta banda no se observa en los clones cansidera-
dos como susceptibles, Esta fue la Gnica diferencia encontrada
al comparar los patrones electroforéticos de tejido foliar de
varics clones de una misma linea de papa de diferente suscepti=
bilidad a heladas, lo cual sugiere que esta banda adicional
puede relacionarse con la resistemcia o susceptibilidad del

clon a bajas temperaturas (Figuras 3 a 13).
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FTCURA 12, Diferencias en patrones electroforéticos entre clo-

nes de papa del cruzamiento 60-177-7 de diferente

susceptibilidad a heladas,
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FIGURA 13. Diferencias en patrones electroforéticos entre clo-

nes de papa del cruzamiento 60-177-7 de diferente

susceptibilidad a heladas,
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Estos requisitos indican que para plantas de papa del cruzamien-
to 60-177-7 hay una banda de proteinas aparentemente asociada
con resistencia a heladas, En este casc se puede relacionar una
proteina o una banda proteinica con el grade de resistencia o
susceptibilidad a heladas., Los dates coinciden con los resulta-
dos obtenidos por Cerloff et al (12) y por Colemann gt al (4)

en raices de diferentes variedades de alfalfa Medicago sativa
quienes cogcluyen que existen diferencias en proteinas sclubles
entre condiciones de resistencia y no resistencia y que el aumen-

to es preferiblemente en enzimas especificas,

Parece que los componentes protefnicos presentes en la banda &
del patrén electroforético en gel de acrilamida reflejan el gra-
do de resistencia, ya que la banda es mds densa en los clones
considerados como resistentes, en los de susceptibilidad inter=-

media es débil y no se observa en los suéceptibles,

Se requiere informacién adicional, especialmente determinar si
la banda en cuestifn representa proteinas estructurales simples
o enzimas, partiendo de la base de que existe una diferencia de
bandas en patrones electroforéticos de clones resistentes y

susceptibles.

Los resultados demuestran la utilidad del método para comparar



patrones electroforéticos y tratar de asociar escs patrones con
resistencia o susceptibilidad. Es necesario una identificacifn
de la banda de proteinas, la cual podria hacerse con técnicas de
inmunoelectroforesis. Es conveniente buscan diferencias en acti-
vidades enzimAticas especificas (como peroxidas y catalasa). -
Esto se puede realizar con métodos diferentes de tratar y colorear
el gel, Es bastante probable que habiéndose encontrado diferen-
cias con electroforesis en gel de acrilamida con cocloracién de
anilina azul-negro se encuentren mayores diferencias al estu~-

diar actividades enzimfticas,

Es muy interesante haber encontrado diferencias en bandas utili-
zando electroforesis en gel de acrilamida con coloracién de ani-
lina azul-negro, ya que varios autores (5) opinan que este cole-
rante no detecta todas las proteinas y sugieren que técnicas

enzimiticas mas sensibles separan bandas adicionales,



V, CONCLUSIONES

Existen diferencias entre los patrones electroforéticos de una
progenie del cruzamiento de papa 60-177-7 la cual habie presen-
tado en una helada natural en el campo una escala de valores de
resistencia que variaba desde plantas muy susceptibles hasta
plantas resistentes. Los individuos que resistieron la helada
en el campo presentan una banda proteinica definida detectable
por electroforesis en gel de acrilamida., En los individuos con
resistencia moderada la banda es menos notoria y estd ausente

en las plantas susceptibles. Lo anterior indica que hay corres-
pondencia entre la resistencia a heladas y los patrones electro-

foréticos.

Los 2nélisis de contenido de proteinas totales (como Nitrdgeno
total) no muestran diferencias consistentes entre los prcmedios

de grupos de diferente susceptililidad.

La electroforesis en disco de gel de peoliacrilamida es un método
répido y reproducible para separar proteinas de tejidos foliares
y atil para evaluar y seleccionar segregantes en estudios de me-

joramiento de papa por resistencie a heladas.



RESUMEN

Se armalizaron por electroforesis en gel de acrilamida extractos
foliares de 37 clones de papa de una progenie del cruzamiento
60-177-7 los cuales habian presentado en el campo en una helada
de -58°% por 3 horas; diferentes grados de susceptibilidad. Se
buscaba determinar si habfa diferencias entre los patrones
electroforéticos de plantas resistentes y susceptibles a hela=

das.

Se logrd estabilizar el método y se demostrd su efectividad

y reproducibilidad bajo condiciones especificas., Al utilizar
este sistema se logrd obtener una separacidn que mostrd 6 o 7
bandas visibles de protefnas y dos zonas proteinicas denocmina-
das arbitrariamente: las bendss : 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 y las zo-

nas Zl )‘22,

Se observb que 6 de las bandas eran comunes a todos los clones:
1, 2, 3, 5, 6 y 7. Una banda adicional, la 4, se encontrd en

los clones considerados como resistentes. Esta banda era densa
(gruesa) en los clones més resistentes y se hacfa més delgada

© casi imperseptible a medida que disminuia el grado de resisten-

cia y no se observaba en los clones considerados como susceptibles.
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Estos resultados permiten concluir que los individuos de la pro-
genie estudiada presentan por lo mencs una banda proteinica,
detectable por electroforesis en gel de acrilamida, asociada

con el géadu de resistencia o susceptibilidad a bajas tempe -
raturas, Este método ademis puede ser utilizade para seleccionar

material de papa resistente a bajas temperaturas.

Por otra parte, al determinar el contenido de proteinas totales,
segn el métode de Kjeldahl no se encontraron diferencias con -
sistentes entre promedios de grupos de diferente suseeptibilidad,
lo cual permite suponer que las diferencias en proteinas entre
plantas resistentes y susceptibles pueden ser principalmente

cualitativas y no cuantitativas.
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