Cambios Isoenzimaticos Inducidos por Estrés Hidrico
y Temperatura en Pasto Llorén’

ABSTRACT

The effects of low waler potentials and two temperature
regimes on isezymic patterns of peroxidases, esterases and acid
phosphataseswerestudied onseedlings and plantsof two coltivars
of weeping lovegrass, Eragrostis curvula (Schrad.) Nees with
different drought resistance. Inmature plants of both cultivars,
waterstressinduced an increase innumber and relative intensity
of esterases and peroxidases, while acid phosphatases showed
only increased band activity. Seedlings also showed qualitative
and quantitative isozymic changes and an interaction between
water stress and temperature was detected. These changes were
reversible. When seedlings were returned to growth in water,
they exhibited isozymic patterns similar to normal growing
plants, Plant responses differred depending on their drought
tolerance: the drought-telerant cultivar showed a higher peroxi-
dase and lower acid phosphatase activity than the less-tolerant
ane, ‘This trail, along with a rapid recovery capacity, might
indicate that ihe observed changes could be an adaptive respon-
se, and not pland damage.

INTRODUCCION

as respuestas de las plantas al estrés hidrico in-
cluyen cambios metabolicos, que les perniten
eludir o sobreponerse atal situacion Fstos cam-
bios dependen del gendiipo, de laintensidad y duracion
del estrés y de las etapas ontogénicas en que se produce
(Soriano 1980). Hsiao (1973)indicd que los cambiosen
elmetabolismo, producidos por estrés moderado, repre-
sentan respuestas regulativas de fa planta, mientras que
puede sucumbir ante un estrés severo,
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RESUMEN

Se estudiaron los efectos de bajos potenciales hidricos y dos
regimenes de temperatura sobre los patrones isoenzimaticos de
peroxidasas, esterasas y fosfatasas dcidas en plintuias y planias
de dos cultivares de paste lordn, Eragrostis enrvule (Schrad)
Nees., con diferente resistencia alasequin. £nambos cultivares,
el estrés hidrico produjo un aumento en el nitmero e intensidad
relativa de bandas de esterasas y peroxidasasy las fosfatasas
Acidas mostraron aumento de actividad, pero no del nidmero de
bandas, En plantuias se observarontambién alteraciones cuali-
tativasy cuantitativasde los zimogramasy unainteraccion entre
estrés hidrico y temperatura. Estos eambios fueron reversibles,
Transferidas las plantulas a apaa destilada, sus patrones isoen-
zimdaticos fueron similares a los correspondientes controles.
Comao respuesta al estrés, el cultivar tolerante mostré mayor
actividad de peroxidasasy menor actividad de hidrolasas dcidas,
Y esto, sumado a la rapida capacidad de recuperacién de las
plantuiay, indicaria que tos combios observados serian adapta-
bles, més que por el dafio debido al estrés.

Palabras clave: Pastollorén, resistenciaasequia, estréshidrico
- temperatura, isoenzimas.

Lo procesos de aclimatacion en las plantas estdn
controiados por un sistema genético regulado, directao
indirectamente, por los factores ambientales, particu-
larmente baja temperatura (Levitt 1980; Li y Sakai
1982; Sarhan y Chevrier 1985). El mecanismo involy-
cradoes pococonocido, perose inducenen laplantares-
puestas que le permiten tolerar el frio y soportar el
congelamiento (Levin 1972), probablemente a través
de la sintesis 0 acamulacion de protefnas especificas
(Sarhan y Perras 1987). Estos patrones alterados de
sintesis proteica podrian ser el resultado de regulacién
de laexpresion génicaanivel de transcripeidn y podrian
proveer informacion sobre la capacidad de adaptacion
de la planta (Sarban y Perras 1987). La aclimatacién a
Ia sequia ha sido menos estudiada, pero podrian ocurrir
fenémenos similares (Graff 1980), produciéndose cam-
bios en la composicién de las bases del RNA (Kesslery
Frank-Tishler 1962). Estos cambios pueden reflejarse
en las enzimas, esperando que las células puedan sinte-
tizarlas con similar actividad, pero menos susceptibles
al dafio por desecacién. Mantener un conjunto de enzi-
mas mis estables frente al estrés permnite a la planta ma-
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yor supervivencia, Esta es una diferencia fundamental
entre cultivares resistentes y no resistentes.

Por otra parte, la deshidratacion severa provoca
numerosos canbios en ¢l citoplasma que podrian tener
profundos efectos sobre la estructura de las proteinas u
otros grandes polimeros, que dependen del agua parasu
estructura, comoel DNA oel RNA. Lapérdidade algu-
nas enzimas claves podria impedir a la célularetomar la
actividad metabdtica normat luego de larehidratacion.
Se han sefialado incrementos en ia degradacion y dis-
minucian de la sintesis de sustancias melabolicas iimpor-
tantes, comoésieres de fosfato y proteinas, a consecuen-
ciadeladesecacion{Toody Yoo 1964). Hay unbalance
més favorable entre sintesis y degradacion en las va-
riedades resistentes. Una alteracion en el equilibrio en-
tre enzimas sintéticas e hidrolfticas seriala cansaprincipal
de muerie por sequia en las planias

Otra caracteristica de los cultivares resistentes al
estrés ambiental serfa Ja capacidad de evitar el dafio en
{0 tejidos. que conduce ala descompartamentalizacion
y liberacitn de enzimas desde el complejo lipoproteico
y kas organelas (Vicra da Silva 1976).

El objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto de
bajos polenciales hidricos y cambios de temperatura
sobre los patrones isoenzimdticos de peroxidasas, esie-
rasas y fosfatasas acidas y el posible cardcler adaptable
de alteraciones en dichos patrones. Esie estudio se rea-
lizé en plantas y pldntulas. que pertenecen a dos culti-
vares de pasto Horon. Eragrosiis curvula (Schrad.)
Nees, con diferente resistencia a la sequia.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal
y tratamientos de sequia

— Plantas de los cultivares Morpa y Don Eduardo
(INTA, EE Anguil), que crecieron a la intemperie
en recipientes de 10 000 cc. fueron sometidas a
sequia por supresion del suminisuo de agua du-
rante 5 d, al cabo de los cuales se tomaron las mmpes-
tras. Plantas regadas mormalmente se wtilizaron
como contrales.

—  Semillas de los cultivares Morpa y Don Eduardo
germinadas en cajas de Petri. en cémara de cultivo
a18°Cy 28°C con un fotoperiodo de nueve horas.

Se realizaron {res tratamientos: control (humede-
cidas diariamente conaguadestilada) yestrés 1y 2,
con polietilenglicol de peso molecular 6000 (PEG-
60000 (MERK), disuelto en agua destilada, de -0.3
y -0.6 MPa de potencial osmtico respectivamen-
te, renovado diariamente. Las soluciones de PEG-
6000 se prepararon de acuerdo con Sleuter et al.
(1981} Cuando laparte aéreamedia 1 cm, se reali-
z6 el primer estudio clectroforético.

Para el estudio de recuperacion, las plantulas tra-
tadas con PEG-6000 fueron lavadas y transferidas a ca-
jas similares humedecidas conaguadestilada. Luegode
permanecer durante 7 d en estas condiciones, se repitio
el estudio electroforético.

Electroforesis

—  Plantas: se obtuvieron extractos al macerar enmor-
tero un trozo de 1amina foliar de 10 cm de largo de
hojas jdvenes, completamente expandidas y recién
cortadas. El homogenato se obtuvo con 150 i de
buffer tris-citrico 0 05 M por horato de sodin (.19
M (9:1 V/V), pH 8 3 y se absorbid en trozos de pa-
pel Whatmann no. 3 de 6 x 5 milimetros.

— Plantulas: se tomaron 10 mg de hojade I cm de al-
turay se maceraron con 100 pl de buffer tris-citrico
0.015MpH 3.6

Laelectroforesis se realizo en geles de almidon al
139% (SIGMA, Lot 250364 de 12x 15 x 0.6 cmen
dos sistemas buffer:

«  Plania: el buffer vtilizado para preparar el gel
fue eris-citrico 0 .05 M por borato de sodio 0.19
M (G:1 v/v), pH 8.3, Como buffer de electro-
dos se utilizd boraw de sodio 0.19 M, pH 8.3

»  Plantulas: como buffer para preparar el gel se
utilizd tris-citrico 0.015 M, pH 8 y para los
electrodos se utiliza ¢l borato de sodio 0.3 M,
pHE6.

Los extractos se sembraron a 5 cm del borde caté-
dico del gel y se aplicd una corriente de 25 mA durante

3.5h a4’ centigrados.

Elreveiado deisoenzimas se realizé en los siguien-
tes medios de incubacion:
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Esterasas: 100 mlde buffer ris-HC1 0.1 M pH6 0
con Smgde Fast Gamett GBC. mids el agregado de 2 m]
de acetato de alfa naftilo al 1% en acetona al 50 por
ciento, El-gel se incubt a 37°C en oscuridad durante
aproximadamente dos horas,

Peroxidasas: 100m!i de butter acetato de sodio 0 2
M., pH 5.0 con 50 mg de 3-amino-9-etil carbazol disuel-
tos en 5 ml de dimetilformamida. En el momento del
revelado, se agregaron() 3 ml de perdxido de hidrdgeno
al 10% y se incubd 2 temperajura ambiente

Fostatasas dcidas: 50 mide bufter acetato de sodio
0.2M,pH3 0y 2mldeC12Mg 0.1 M, con 17 mg de Fast
Garnett GBC (SIGMA). mas el agregado de 20 mg de
fosfato 4dcido de alfa naftilo disueltos en 2 ml de buffer
acetato en el momento del revelado. Se incuho a tem-
peratura ambiente en oscuridad

Contenido relative de agua: Se determind en las
plantas de acuerdo con Turner (1985)

RESULTADOS

Enlas plantas de ambos cultivares, elestrés hidrico
produjo un aumento de actividad en los tres sistemas
isoenzimAticos, que consistio en cambios cualitativos
{enelntmerode bandas) y cuantitativos {enlaintensidad
relativade cada banda) en los zimogramas de peroxida-
828 vy esterasas, en ltano que en fostatasas Acidas fos
cambios fueron solamente cuantitativos (Fig. 1)

Las isoperoxidasas mas afectadas por el estrés
fueron las de mayor movilidad (Fig. la, zonab); asi las
plantas pertenecientes a "Don Eduardo’ se ohservaron
més activas.

Laactividad de las esterasas y fosfatasas dcidas se
incrementd como consecuencia del estrés; pero fucron
mayores, en términos relativos, en plantas pertenecien-
tes al caltivar Morpa (Fig. lby 1¢)

En las pldntulas, se cvidencid la interaccion entre
los factores temperatura y estrés hidrico. Se determina-
ron cambios cualitativos en los sistemas isoenzimdticos
analizados en ambos cultivares al variar la temperatura
{Figs. 2a7). A 30°C auments ia actividad general de
peroxidasas e¢n el coliivar Don Eduardo, fundamen-
talmente en las zonas “a” y 'b", con disminucidn en la
bandamds catédica (zonac) (Fig. 2a). En'Morpa’ hubo

(=)

Control
E 1 L

by

Control Estres

i\ 1L }

Estrés

cv. MOHRPA

cv. DON EDUARDO

Fig. 1. Patrones isoenzimiticos de hojas de paste lordn: a)
peroxidasas, b) esterasas, ¢ fosfatasas dcidas,

Leyenda:  Contenido relativo de agua: ev. Don Eduardo, con-
trol: 92.5%; estrés: 62.2%; cv. Morpa, control:
0. 3% estrés: 57.49%, '
Nota: La flecha indica fa direecidn de la migracién electro-
[orética.

aumento de actividad en la zona “a" y disminucion en
“b"y “c”, con desaparicion total de una banda.

Laactividad de las esterasas en plantulas se incre-
menté con la aparicion ¢ intensificacion de bandas al
disminuir el potencial osmotico de fa solucion (Fig. 3).
También aumentd ka actividad de fosfatasas 4cidas con
la aparicion de nuevas bandas en ‘Don Eduardo’ (Fig
4), si bien el sistema, en este caso, no fue tan “resolu-
tivo” como ca las plantas adultas,

En ‘Mormpa’, a 20°C, se observd la desaparicion de
bandas de peroxidasas en las zonas “a” y “¢” (Fig. 5b),
mientras que en 'Don Eduarde’ se intensificaron las
bandas con cl estrés mas severo, sobre todo la de mayor
movilidad (Fig. 6b). En lus pldntulas de control a esta
temperatura, se observaron isozimas de peroxidasas de
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Control . -0.3 MPa -0.6 MPa
—f 1

Fig. 2. Isocozimasde peroxidasas de phintulas de paste lHorin,
que erecio bajo 30°C.: a) ov. Don Eduardo; b) cv.
Morpa,

Control. =~ -03MPa , -0.6MPa:

Fig. 3. Isoenzimas de esterasas de pliniulas de pasto lordn,
que ereckd hajo 30°Crad ev. Morpas by ev. Don Eduar-
do

1.00 7

015y [T T 77

(@ 0507
A

625,
1 o000

cv. Morpa cv. Don Eduardo

Fig. 4. Isoenzimas de Tosfatasas deidas de plintufas de pasto
lioran crecido bajo 307C.; intensidad de las bandas en
orden decreciente.

-0.6 MPa Ly -0.3 MPa . Control

Fig. 5. Isoenzimas de esterasas (a)y peroxidasas (b) de pldntu-
Ias de paste llordn crecido en 20°C, en ¢l ev. Morpa.
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()

Control -0.3 MPa -0.6 MPa

e v it o

Fig. 6. Iseenzimas de esterasas{a)y peroxidasas (b} de planta-
fas de pasto Hordn crecido en 20°C, en ¢f ev. Don
Eduardo

movilidad electrotforética, ausenles en una temperatura
de 30°C, probablemente por el efecto de 1a temperatura
sobre su sintesis o actividad. En los controles, la acti-
vidad de peroxidasas fue mayor a 30" centigrados.

100

0.75 1

(+) 0501 | VA v
w7/

0.25 4

1 000 ] v

cv. Morpa cv. Don Eduardo

0 MPa -03 -06 OMPa .03 -06

Fig. 7. Isoenzimas de fesfatasas dcidas de plintulas de pasto
Ltordn crecide en 20°C.; intensidod de las bandas en
ordendccreciente

Control -0.3 MPa -0.6 MPa

1L il i

Fig. 8. Isoenzimas de peroxidasas de plantubas de pasio Hordn
unra semana despuds de haber sido liberadas ded estrés:
a) ev. Don Eduardo; b) ev, Morpa.

Se encontrd la induccion de nuevas bandas de este-
rasas e intensificacion de owras con el estrés (Figs. 5a y
6a), asi como un aumento general de la actividad de
fosfatasas dcidas (Fig, 7).

=

i by
-0.3 MPa- 0.6 MPa.- . )
J i i1 ]
Fig.9. lIsoenzimasde esterasas de plintalasde pasto dorénuna
semanadespués dehaber sidoliberadasdel estrés: a)cv.
Don Eduardo; b) cv. Morpa.

ool

Luego de transferir todas las plantulas a agua des-
tilada, los patrones iscenzimdticos no mostraron dife-
rencias cualitativas y demostraron unarapida recupera-
cion (Figs. 8 y 9).
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DISCUSION

Larespuesta de las plantas de ambos cultivares fue
diferente y estariarelacionada con la habilidad diferen-
cial de las mismas para (olerar condiciones de estrés am-
biental, fundamentalmente. de sequia Las plantas per-
tenecientes al cv. Don Eduardo son més resisientes a ka
sequia(Echenique y Carvetto 1986} y mostraron caracte-
risticas de tolerancia protoplasmdtica a la desecacion
(Echenique eral 1989). Estatoleranciaestarfarelaciona-
da con el mantenimiento de las estrocturas celulares in-
tactas debido auna mayor integridad de las membranas,
aun con bajos potenciales hidricos en fos tejidos (Eche-
nique eral. 1989). Las peroxidasas, junto al superéxido

dismutasa y catalasa, forman parte del sistemade control .

de perdxidos en las células vegetales (Dhindsay Matowe
1981; Kalir y Poljakoff-Mayber 1981) y de proteceion
de las membranas celulares . Eneste trabajo [ue evidente
un incremento general de laactividad de peroxidasasen
plantas y en pldntula y. wmin mds, en el coltvar wolerante
conactivacién de bandas lundamentalmente de movili-
dad electroforética alta

Estos resultados indican gue, en parte, latolerancia
protoplasmitica vbservada previamenie podria deberse
a un sistema mas electivo de remocicn de perdxidos.
Los efectos de los perdxidos sobre lns membranas sena-
lan la necesidad de un sistema de control para prevenir
su acumulacion (Dhindsa y Matowe 1981). Formando
parte de este sistema se encuentran fas peroxidasas, que,
junto con el superdxido dismutasa y catalasa, estdn in-
volucradas en la defensade las células aerdbicas contra
el radical superdxido y H,0,. productos delareduccion
parcial de O, (Kalir y Poljakoft— Mayber 1981), provo-
cadaporladésccacién (Bewley 1979 y otras condiciones
ambietales extremas. En un trabajo previo se observd
un aumento de ka actividad del superdxido dismutasa cn
plantas de pasio lordn sometidas a sequia con PEG-
6000 (Echenique er al. 1989)

Laactivacion de las peroxidasas depende de varios
reguladores de crecimiento y cambia durante ¢l desarro-
Ho (Galston y Davis 1969), de acuerdo con los factores
ambientales tales como temperatura (De Jong ef al.
1968; McCown eral. 1969a, b; Roberts 1967), enferme-
dades y dafio (Kanazawaefal 1967; Novacky y Hamp-
ton 1968); asi correlaciona los cambios isoenzimaticos
con la aclimatacion (Roberts 1967).

Gerloff er al (1967) y McCown er af (196%a, b)
encontraron cambios cualitativos y cuantitativos en
peroxidasas de alfalla y Dianihus, respectivamente. En

el primer caso, las diferencias entre cultivares aclimata-
dos y no aclimatados no fueron lo suficientemente cla-
ras; mientras que en Dianthns con 1a aclimatacion se
desarrollaron bandas adicionales de peroxidasas duran-~
te la exposicion a bajas temperaturas. En arroz, Maliy
Mehia (1977 descubricron handas de peroxidasas ca-
racteristicas de plantas tolerantes a la sequia y sugirie-
ron que las enzimas que presentan esos cambios se
encuentran implicadas en la tolerancia

En otros organismos, como Drosophila {Ashbur-
nery Bonner 1979), levaduras {Deshaies er al 1988 y
también plantas superiores (Bamet er al. 1980; Cooper
y Ho 1983), ante un cambio brusco de temperatura, apa-
recen nuevas proteinas que padeian proveer termotole-
rancia (L.oomis y Wheeler 1980; Mitchell er al. 1979),
siendo mas eficientes o tenos sensibles a tal situacion.
Estopodriaserelresultadode latranscripeion diferencial,
indicando la capacidad de adaptacion de la planta (Clou-
tier 1983; Sarhan y Perras 1987; Smith 1970).

En plantas del culiivar Don Eduardo, 1a actividad
de fosfalasas acidas fue menor. Viera Da Silva (1976)
encuentra que el déficit hidrico induce una importante
solubilizacion de fosfatasas dcidas y otras hidrolasas en
especies susceptibles de algoddn, Asimismo, estas en-
zimas muestran solubilizacion en plantas que evitan la
seqgufa, no asi en aquelias que la toleran (Viera da Silva
1969). Liberadas, las hidrolasas dcidas pueden tener
una accion destructiva y Ia mayoria de los efectos dele-
téreos del estrés podrian ser explicados por tales des-
trucciones (Viera da Silva 1976). Los cultivares més
resistentes al estrés hidrico logran mantener un balance
més favorable entre sintesis y degradacidn cuando se
enfrentan a este factor ambiental, fo que puede atribuir-
se al cultivar Don Eduardo.

Cheng er al. {1968) encontraron que la deshidrata-
cién. en determinados periodos de la germinacidn del
trigo, resulia en {ranscripeiones incorrectas y no se pro-
duce el complemento enzimdtico normal. Esto se debe
a dafios irreparables a nivel del ADN y ARN. En pasto
Hordn, y en las condiciones en que se realizo este esta-
dio, los cambios resultaron ser reversibles, ya que des-
pués de una semana sin esirés hidrico no se observaron
practicamente diferencias en relacion con las plantas
normalmente regadas.

Como conclusion, se puede decir que la capacidad
de rapidarecuperacion, sumada a un mayor incremento
en actividad de peroxidasas lundamentalmente en el
cultivar tolerante, indica gue tales cambios tienen natu-
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raleza adaptable y forman parie del proceso de induccion
de toleranciz a la sequia y aclimatacion en diferentes
temperaturas.

Si bien se observaron bandas que se modifican co-
mo consecuencia del estrés y un incremento general de
peroxidasas podria conferir tolerancia, porelmomento,
no puede atribuirse esta caracteristica a una banda en
particuiar,
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FE DE ERRATAS

Turrialba 42(3):375-381

Page Line
375 15
left

column

376 22
left
column

376 4
right
colurnn

380 g
left
column

380 27
left
column

Says:

genotype variety.

Two tissue
extraction

to detect the
presence of SDS

We do not that

IEF" and SDS-PAGE

Should say:

variety genotype.

Two different
methods of
extraction

for the presence
of SDS

We do not what

IEF - and SDS
PAGE
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