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RESUMEN

En plantas de Solanum acaule, Solanum phureja, Solanum tuberosum c.v. Desireé,
transformada con un gen que codifica para proteinas anticongelantes del pez
lenguado del Artico, y el clon 88-35-7 de genealogia (tbr-(atzimba) x (acl x phu
cce81), genotipos de papa con diferente grado de tolerancia a las tempera-
turas bajas, se determiné la variacién en el contenido de poliaminas (PA)
durante una helada simulada en fitotrén. La especie tolerante (S. acaule) fue
la dnica que sobrevivié al tratamiento de temperaturas bajas (80% de tejido
vivo), las demds especies tuvieron més de un 50% de muerte del tejido al final
del experimento. El clon 88-35-7 tuvo una muerte de los tejidos mas lenta que
S. phureja y que Desireé.

La supervivencia de los tejidos estuvo relacionada con los incrementos de los
niveles de putrescina (Put) y espermina (Spm) libres observados en S. acaule y
en menor medida en el clon. Los valores de PA en las plantas susceptibles
(S. phureja y Desiré transgénica) permanecieron bajos y constantes durante
todo el tiempo de la condicién extrema. La fuente para el incremento en
concentracién de Put y Spm en S. acaule y en el clon 88-35-7 al parecer estuvo
constituida por las formas ligadas solubles de las dos fitohormonas, que
disminuyeron en la medida que avanzaba el tratamiento de frio.

Palabras claves: Bajas temperaturas, poliaminas, resistencia, papa, Solanum spp.
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ABSTRACT

Polyamine content and variation within a 48 hour simulated freezing stress
were determined in plants with different low temperature resistance. Genotypes
Solanum acaule, Solanum phureja, transgenic Solanum tuberosum c.v. Desireé with
antifreezing trans-genes from Winter Flounder and the clone 88-35-7 (tbr-
(atzimba) x (acl x phu ccc81) were used for the experiment. Tolerant species S.
acaule was the only one that survived freezing stress (80% surviving tissue) the
others had more than 50% of dead tissue by the end of the experiment. Clone
88-35-7 died slower than S. phureja and transgenic plants of Desireé.

This response was related to free putrescine and free spermidine titters of .
acaule plants and in less extend in clone 88-35-7 plants. Polyamine
concentration was low and stable in sensitive plants (S. phureja and Desireé)
within freezing condition. Soluble bound forms of polyamines were the source
for Put and Spm increase in S. acaule and 88-35-7 plants. As a result, soluble
bound polyamine titer decreased with the freezing stress.

Keywords: Low temperatures, polyamines, resistance, potato, Solanum spp.

INTRODUCCION

Las temperaturas ambientales bajas, con valores iguales o menores a 0°C,
constituyen un factor que limita la productividad y la distribucién geografica
de las plantas. Ademds ocasionan disminucién de la actividad biosintética
y en el funcionamiento normal de los procesos fisiolégicos y pueden causar
dafios permanentes de consideracién en los tejidos vegetales, que en muchos
casos llevan a la muerte.

En las zonas andinas tropicales se presenta el fenémeno de las heladas, que
trae consigo la disminucién de la temperatura ambiental a valores por debajo
de los 0°C. La ocurrencia de esta condicién en diferentes épocas del afio limita
la siembra del cultivo de papa y de otras especies horticolas de importancia, a
un 70% de la superficie potencial de siembra en el primer semestre y un 30%
en el segundo semestre y ocasiona caidas en la produccién que traen pérdidas
econémicas de miles de millones de pesos (Estrada et al., 1994).

Uno de los cultivos mds afectados por las temperaturas bajas es la papa y
debido a su importancia como alimento en todos los pueblos y en especial de
los paises en desarrollo, en el mundo se han emprendido numerosos estudios
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para tratar de conocer los mecanismos de tolerancia al frio en especies silvestres
y cultivadas (Alberdi & Corcuera, 1991; Chen & Li, 1980a; Chen & Li, 1980b;
Estrada, 1982; Hetherington et al., 1983; Mendoza & Estrada, 1977; Smillie
etal., 1983). Paralelamente se han hecho trabajos de mejoramiento con el fin
de obtener variedades de papa con tolerancia a las heladas (Estrada, 1982)
y se ha investigado en la aclimatacion como posible mecanismo de induccién
de tolerancia a las heladas (Alberdi & Corcuera, 1991; Chen & Li, 1980a; Li,
1985; Smillie et al., 1983). Incluso, por técnicas de biologia molecular, se ha
llegado a la produccién de variedades de papa transgénicas, a las cuales se les
ha incorporado el gen de resistencia a la congelacién, proveniente del pez
lenguado del Artico (Estrada et al., 1994). Sin embargo, hasta el momento no
se conocen muy bien, cudles son los mecanismos bioquimicos y fisiolégicos por
medio de los cuales algunas plantas pueden resistir esta condicién extrema.

Se han postulado varias hipdtesis acerca de los mecanismos de tolerancia de
papa a las bajas temperaturas. La mds aceptada es que haya una interaccién de
factores y condiciones de desarrollo en el momento de sufrir la helada (Hodson,
1973). Se ha visto que, para el caso de la papa, las especies tolerantes tienen
caracteristicas anatémicas y fisiolégicas que las diferencian de las susceptibles y
las protegen del dafio causado por las bajas temperaturas (Estrada et al., 1994).

Entre los factores fisiol6gicos mas importantes en la tolerancia de las plantas a
las bajas temperaturas se encuentra el balance en el contenido de fitohormonas
(Gusta et al., 1996; Morgan & Drew, 1997; Racz et al., 1996; Svenning et al.,
1997). Dentro de estas fitohormonas se encuentran las poliaminas (PA) que
son moléculas alifiticas con grupos amina que se protonizan, por lo que
adquieren condiciones policatiénicas. Esta condicién constituye la base para
su accién a nivel molecular, ya que forman complejos con polianiones como
proteinas y acidos nucleicos, modificando o afectando la actividad celular
(Norato & Romero, 1995). La naturaleza fisicoquimica de las PA permite
estabilizar las células vegetales sometidas a condiciones ambientales extremas
(Altman et al., 1977). La proteccién de las células por parte de las PA se ha
evidenciado gracias a los incrementos en las PA cuando han sido sometidas a
estrés por temperaturas extremas (Norato & Romero, 1995; Racz et al., 1996;
Romero & Norato, 1996), choques osméticos (Mengoli et al., 1989), patégenos
(Walters, 1986), ozono (Bors et al., 1989; Wellburn & Wellburn, 1996) y otros.

En maiz, se ha visto que en variedades sometidas a heladas, como MB 510,
el rendimiento no supera las 3,67 Ton/ha y apenas si se forman 1,7 ma-
zorcas/planta, mientras que si las plantas son tratadas con las diversas PA, los
procesos de crecimiento continuan de manera similar que si el cultivo no
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hubiera sufrido los rigores de la helada (Norato et al., 1990), y ademas se
activa el crecimiento de mazorcas que normalmente no se desarrollan y el
rendimiento en grano se mantiene en niveles normales. De igual manera en
papa, Romero y Norato (1996) aplicando poliaminas en la especie sensible
S. phureja, variedad yema de huevo, lograron mantener la produccién de
plantas que habian sufrido los rigores de una helada, en cerca de 10 Ton/ha,
mientras que los testigos no tratados produjeron apenas 5 Ton/ha.

Por lo anterior, este trabajo se planted para establecer la respuesta diferencial
de genotipos tolerantes y susceptibles a temperaturas bajas y la presencia o
no de mecanismos fisiolégicos de regulacién hormonal a través de poliaminas
durante el fenémeno de las heladas

MATERIALES Y METODOS
MATERIAL VEGETAL

Se sembraron tubérculos seleccionados de S. acaule, S. phureja, del hibrido 88-
35-7 (Tbr*(acl*Phu)) y de S. tuberosum c.v. Desireé transgénica con un gen de
resistencia al congelamiento del pez lenguado del Artico, en materos de 10 cm
de didmetro, que contenian una mezcla de suelo esterilizado, formada por
dos partes de suelo por una de arena. Los materos se colocaron en una casa
de malla del Departamento de Biologia de la Universidad Nacional de
Colombia.
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Figura 1. Variacién en la temperatura durante la helada simulada.
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TRATAMIENTOS

A los dos meses de edad, las plantas fueron sometidas a una helada simu-
lada, utilizando un fitotrén de CORPOICA Tibaitata. Se programé una curva
de temperatura que seguia las variaciones que ocurren en el campo cuando se
presentan las heladas (Fig. 1).

La temperatura diurna fue de 20°C y empezé a disminuir gradualmente du-
rante la noche hasta alcanzar -3°C a las 4 a.m. Esta temperatura se mantuvo
durante 2 horas. La velocidad de congelamiento fue de 1,2°C / hora y a las
6 a.m. se inicié el descongelamiento a una velocidad de 1,5°C / hora. Se utili-
z6 un fotoperfodo de 12 horas, y la humedad relativa minima fue de 75%.

A diferentes momentos de la helada simulada, se tomaron muestras del follaje
de plantas, constituyendo cada uno de estos momentos de muestreo un
tratamiento diferente de helada (Tabla 1). Se utilizaron todas las hojas sanas
y no senescentes de cuatro plantas diferentes de cada genotipo, escogidas al
azar. Las hojas de las 4 plantas se mezclaron y procesaron inmediatamente
segun la variable que se iba a determinar.

TRATAMIENTO HORA TEMPERATURA TIEMPO DE
DE HELADA (7C) EXPERIMENTO
1 16:00 15.0 0 hrs.
2z 20:00 5.5 -+
3 00:00 0.0 8
4 04:00 -3.0 12
S 06:00 -3.0 14
6 10:00 15.0 20
7 16:00 15.0 24
8 16:00 15.0 48

Tabla 1. Tratamientos de helada dados a plantas de diferentes genotipos de papa. La
hora y temperatura corresponden al momento en que las plantas fueron sacadas del
fitotrén para los andlisis correspondientes. Se presentan también las horas desde
iniciada la helada simulada. El tratamiento 1 corresponde a plantas sin el tratamiento
de helada, pero aclimatadas en el fitotrén.

DETERMINACION DE LA SUPERVIVENCIA DE LOS TEJIDOS

Para evaluar el porcentaje de supervivencia de los tejidos a las bajas tempe-
raturas, se utilizé el método mejorado de Steponkus y Lanphear (1967). Se
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pesaron 100 mg de material vegetal de las plantas sometidas a los diferentes
tratamientos de helada y se pusieron a incubar con cloruro de trifenil
tetrazolium al 1%, durante 15 horas hasta la infiltracién del reactivo. Luego se
extrajo el formazdn que se habia formado como respuesta de la respiracién
de los tejidos que habian quedado vivos, y se leyé la absorbancia a 570 nm.
El porcentaje de tejido vivo se midié como el porcentaje de disminucién en la
absorbancia con respecto al tejido vegetal de plantas que no habian sido
sometidas a la helada.

EXTRACCION Y ANALISIS DE POLIAMINAS

Las poliaminas Put, Spm y Espermidina (Spd) se extrajeron en &cido
tricloroacético al 10%, agregando butilamina como estdndar interno. Las
poliaminas ligadas solubles y las ligadas insolubles se liberaron por hidrélisis
acida con 4cido clorhidrico 6 N, y al igual que las poliaminas libres, fueron
purificadas mediante lavados con eter etilico (Romero et al., 1994). Las po-
liaminas purificadas fueron dansiladas (Flores & Galston, 1982), purificadas
y determinadas mediante Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (HPLC),
en un cromatégrafo Merck-Hitachi con detector de fluorescencia. Se utilizé
una columna Merck Lichrochart-Lichrospher RP-18. La fase mévil estuvo
compuesta por metanol-agua en gradiente segiin metodologia estandarizada
por Romero et al. (1994). La cantidad relativa de las dansil-poliaminas de
cada muestra fue determinada utilizando curvas de calibracién de soluciones
patrén de Dansil-PA. Las pérdidas derivadas del proceso fueron corregidas
utilizando el estandar interno.

ANALISIS ESTADISTICO

Se usé un disefio completamente al azar, bajo un arreglo factorial, con el
genotipo de papa y el tratamiento de helada como factores. La unidad
experimental estuvo compuesta por cuatro plantas, de las cuales se tomaron
las hojas para los diferentes andlisis bioquimicos y se hicieron 4 repeticiones.
El primer factor tenia 4 niveles, correspondientes a los genotipos S. acaule,
S. phureja, S. tuberosum c.v. Desireé transgénica y el hibrido 88-35-7. El se-
gundo factor tenia 8 niveles, correspondientes a los tratamientos de helada,
cuyas horas y temperaturas se encuentran relacionadas en la Tabla 1. Las
diferencias en la respuesta de los diferentes genotipos de papa a las bajas
temperaturas y su evolucién con el tiempo desde el inicio de la condicién
estresante, se determinaron mediante un andlisis de varianza (ANDEVA), con
p < 0.05. Todos los andlisis se hicieron mediante el Proc GLM del programa
Statistical Analysis System 6.0 (SAS).
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RESULTADOS Y DISCUSION

La figura 2 muestra el efecto de la helada simulada en la supervivencia de
tejidos de las plantas de los diferentes genotipos de papa analizados.
Se presentaron diferencias altamente significativas en la supervivencia entre
los genotipos, entre los tratamientos y en la interaccién. Durante los 4 pri-
meros tratamientos de helada, cuando se observé el descenso gradual de la
temperatura hasta los -3°C, no se observaron diferencias significativas entre
los tratamientos dentro de los diferentes genotipos (Tabla 2). Sin embargo,
a partir de este momento, cuando las plantas habian estado sometidas a
temperaturas por debajo de los 0°C durante 4 horas y se habia alcanzado la
minima temperatura (-3°C), se presentaron diferentes grados de supervi-
vencia entre los genotipos, obteniéndose al final que las plantas de S. acaule
fueron las que mejor resistieron la condicién de helada con un nivel de dafio
bajo (cerca de un 20% de tejido muerto al final del experimento), en
comparacién con los otros genotipos tratados (62% de tejido muerto en
S. phureja, 95% de tejido muerto en las plantas transgénicas de Desireé y
70% de tejido muerto en el clon 88-35-7).
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Figura 2. Supervivencia de los tejidos de plantas de diferentes genotipos de papa
sometidos a una helada simulada. La supervivencia es expresada como el porcentaje
de tejido vivo relativo a plantas sin el tratamiento de helada. Los datos se presentan
como los promedios + error estandar del promedio (n=4).

El mayor porcentaje de muerte de tejido de las plantas transgénicas de Desireé
se observé en el paso del tratamiento de helada 4 al 5 (de un 92% de tejido
vivo en el 4 a tan sélo un 49% en el 5), cuando las plantas estuvieron some-
tidas a -3°C por 2 horas y llevaban un acumulado de 6 horas bajo tem-
peraturas subcero. Mientras que para S. phureja y para el clon 88-35-7, los
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mayores porcentajes de muerte de tejido se produjeron en los tratamien-
tos de helada 5y 6 (de 76% a 54% en S. phureja y de 84% a 67% en el clon
88-35-7), cuando estuvieron sometidas a un recalentamiento rapido, pasando
de -3°C a 15°C en apenas 4 horas.

FUENTE GL SUMA DE CUADRADO | VALOR p
CUADRADOS MEDIO F

Modelo 31 82200.84 2651.64 62.82 0.0001
Genot. 3 11256.49 3752.16 88.89 0.0001
Trat. 7 58310.81 8330.11 197.34 0.0001
Genot. *Trat. 21 12633.54 601.59 14.25 0.0001
Error 96 4052.29 42.21
Total 127 86253.14

R? Cc.v. Desviacién Estandar Media
0.953019 8.4277967 6.4970280 77.09046875

Tabla 2. Analisis de Varianza (ANDEVA) para la supervivencia de plantas de dife-
rentes genotipos de papa sometidas a una helada simulada (n=4).

En el tratamiento de helada 5, las plantas transgénicas de Desireé presentaron
mas del el 50% de tejido muerto, punto considerado como el limite para la
supervivencia de la planta (Rada et al., 1985). Este punto fue alcanzado por
la plantas de S. phureja en el tratamiento de helada 6 y por el clon 88-35-7
después del tratamiento de helada 7.

Estos resultados eran de esperarse, toda vez que S. acaule es una especie de papa
que crece entre los 3.700 y 4.200 msnm, y algunas veces se encuentra a 4.650
msnm en las zonas andinas, en donde la ocurrencia del fenémeno de heladas
con temperaturas congelantes puede darse en cualquier dia del afo, razén por
la cual la especie, que estd adaptada a las condiciones extremas de frio que se
presentan en estas regiones, debe desarrollar mecanismos que le permitan no
sélo sobrevivir, sino mantener sus procesos de crecimiento y desarrollo a
temperaturas muy bajas. Es asi como las plantas de S. acaule son capaces de
soportar temperaturas hasta de -7°C sin aclimatarse y temperaturas por debajo
de los -10°C cuando han sido sometidas a procesos de aclimatacién (Chen &
Li, 1980b). Por lo anterior, no es extrafio que las plantas que mejor resisten la
helada simulada en el presente experimento hayan sido las de esta especie, con
niveles de dafio de los tejidos por debajo del 20%.

Las plantas del clon 88-35-7 tuvieron también algin grado de resistencia a las
temperaturas bajas, de tal manera que el 50% de muerte del tejido no se
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alcanzé sino hasta después del tratainiento 7, es decir, cuando las plantas
habfan sufrido una helada de 6 horas, con temperaturas minimas de -3°C por
dos horas. Por sus caracteristicas de duracién y en parte por la minima
temperatura alcanzada, se puede considerar que las plantas fueron sometidas
a una helada muy fuerte y sin embargo, las plantas lograron sobrevivir durante
un buen tiempo. Esta respuesta era de esperarse, si se tiene en cuenta que el
clon 88-35-7 tiene en su genealogia a S. acaule (Tbr*(acl*phu)), de tal manera
que una parte de los genes de resistencia de S. acaule podrian estar en las
plantas del clon, confiriéndole tolerancia.
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Figura 3. Variacién en el contenido de Putrescina (Put) de hojas de plantas de
diferentes genotipos de papa, sometidas a una helada simulada. Los datos se

presentan como los promedios + el error estindar del promedio (n = 4).
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Uno de los resultados menos esperados al inicio de esta investigacién fue la poca
resistencia de las plantas transgénicas de Desireé a las temperaturas bajas. Sin
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embargo, los resultados obtenidos se pueden explicar plenamente si se tiene en
cuenta que estas plantas transgénicas de Desireé tenian incorporado un gen de
resistencia a las temperaturas bajas del pez lenguado del Artico. Este gen codifica
para un tipo especial de proteinas denominadas AFPs (antifreeze proteins) que
inicialmente fueron identificadas en peces polares y en algunos insectos (Parody-
Morreale et al., 1988; Sicheri & Yang, 1995a; Yang etal., 1988). Con base en estos
hallazgos, se produjeron las plantas transgénicas, esperando que sintetizaran
proteinas anticongelantes que sirvieran para conferirles resistencia contra el frio.
Sin embargo, los trabajos iniciales mostraron un bajo nivel de proteccién de entre
32%y 45% (Estrada et al., 1994).
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Figura 4. Variacion en el contenido de Espermina (Spm) de hojas de plantas de
diferentes genotipos de papa, sometidas a una helada simulada. Los datos se
presentan como los promedios + el error estdndar del promedio (n = 4).
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Posteriormente se demostré que las AFPs también estan presentes en plantas de
invierno aclimatadas, con un mecanismo de accién similar al de las AFPs de peces
e insectos, es decir, inhibicién de la formacién de cristales de hielo, disminucién
de la recristalizacién e incrementos en la histeresis termal (Griffith & Antikainen,
1996; Griffith et al., 1997; Griffith & Ewart, 1995). Sin embargo, mientras en los
peces las AFPs estan presentes en el plasma sanguineo, en donde ejercen su
funcién (Sicheri & Yang, 1995b), las AFPs de plantas se localizan en el apoplasto,
en donde son importantes para evitar los dafios por congelamiento que se
producen en las células vegetales (Antikainen et al., 1996). Esto quiere decir que
en las plantas, no es suficiente con la sintesis de las AFPs, es necesario que estas
sean secretadas al apoplasto, para lo cual se necesitan mecanismos muy finos de
regulacién y de transporte. En las plantas utilizadas en este trabajo, es probable
que la incorporacién del gen de AFPs del pez lenguado a las plantas de Desireé
haya inducido la sintesis de las proteinas, perc debido a la procedencia del gen
pudo haber ocurrido que las plantas no tenian los mecanismos regulacién y
secrecion para que las AFPs pudieran llegar al apoplasto, de esta manera, aun
cuando las AFPs se estuvieran expresando en las plantas de Desireé, no
estarfan llegando al sitio de accién y por lo tanto, no estarian confiriendo
ninguna resistencia contra las temperaturas bajas. Sin embargo, esta es una
hipétesis que requiere ser confirmada.

La supervivencia de las plantas de S. acaule a las temperaturas bajas esta
explicada por el contenido de algunas formas moleculares de las poliaminas
analizadas, (Put libre, Spd ligada soluble y Spm ligada soluble). La accién
de las poliaminas en la proteccién de las plantas contra diferentes formas
de estrés es bien conocida (Faust & Wang, 1992; Flores, 1991). Incrementos
en la concentracién de Put libre ya habian sido correlacionados con la
tolerancia de citricos (Kushad & Yelenosky, 1987), frijol (Guye et al., 1986),
calabaza (Kramer & Wang, 1989; Kramer & Wang, 1990) y arroz (Lee et al.,
1995) a temperaturas bajas. Ademads, se ha observado que el grado de
tolerancia a temperaturas bajas de variedades de trigo estd determinado por
su capacidad de sintesis de Put libre durante el periodo de aclimatacién
que se produce en el otofio, existiendo una correlacién positiva entre la
induccién cuantitativa de Put y la tolerancia al congelamiento de las plantas
de trigo (Racz et al., 1996).

Asi, las mayores variaciones en el contenido de Put libre se presentaron en
plantas de S. acaule sometidas a la helada simulada (Figura 3a). En la medida
en que la temperatura se hizo mas baja, la concentraciéon de Put libre se
incrementd, correspondiendo los valores mds altos de la poliamina a las
plantas sometidas a temperaturas por debajo de los 0°C. La concentracion
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maxima de Put libre se alcanzé en el momento de temperatura mas baja
(tratamiento de helada 4, temperatura = -3°C).

Simultaneamente, los valores mas altos de Put ligada soluble (Figura 3b), se
registraron en las plantas de S. acaule, antes de la helada simulada
(tratamiento de helada 1), que fueron mas de 3 veces superiores a los valores
medios registrados para los otros genotipos analizados. En la medida en que
avanzé la helada simulada, la concentraciéon de esta poliamina empez6 a
disminuir, de manera inversa a lo ocurrido con la Put libre en las plantas de la
misma especie. Asi, los valores mas bajos se registraron cuando la tem-
peratura bajé de los 0°C, alcanzandose la minima concentracién de Put
ligada soluble, cuando la temperatura fue més baja (tratamiento de helada 4,

temperatura = -3°C).
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Figura 5. Variacién en el contenido de Espermidina (Spd) de hojas de plantas de dife-
rentes genotipos de papa sometidas a una helada simulada. Los datos se presentan como
los promedios + el error estdndar (n = 4). - Acaule - Phureja & Desire ¥ 88-35-7



Acta Bioldgica Colombiana, Vol. 4 No. 2, 1999 39

En el presente estudio se observé que la respuesta de las plantas de S. acaule
es inmediata, con cambios la concentracién de Put libre en la medida en que
la temperatura disminuye. Es decir que, a diferencia de lo observado hasta
ahora en las especies que incrementan el contenido de Put durante el periodo
de aclimatacién, (cambios drasticos en los niveles de la diamina después de
dias o incluso semanas), lo que se obtuvo en el presente estudio fue un cam-
bio rapido (de 1843 nmol/g PF a 8447 nmol/g PF), en tan solo unas pocas
horas. Esta respuesta resulta fundamental para la supervivencia de las plantas
como S. acaule que estdn sometidas a la condicién congelante en cualquier
momento de su crecimiento y desarrollo y deben responder a cambios de
temperatura diarios, a diferencia de las plantas que crecen en zonas con
estaciones y que deben cambiar su maquinaria metabdlica durante el otofio
para poder tolerar las bajas temperaturas del invierno. Por lo anterior, es muy
importante la variacién observada en la concentracion de la Put ligada soluble
en las plantas sometidas a los diferentes tratamientos de helada (Figura 3b).
Si bien la Put libre serfa la responsable de la proteccién de las plantas contra
las temperaturas bajas, la Put ligada soluble resulta fundamental como fuente
para la produccién de la forma libre.

En las plantas de zonas templadas, en las cuales el proceso de aclimatacién
para responder a las temperaturas bajas es gradual, los cambios en la
concentracién de la Put libre se producen por un aumento en la sintesis de
novo de la Put. Trabajos realizados en calabacin (Kramer & Wang, 1990),
muestran incrementos en la actividad de la ornitina decarboxilasa y la arginina
decarboxilasa, enzimas claves en la sintesis de Put, hacia los 5 dias de acli-
matacién, observdndose hasta 12 veces mds actividad de estas enzimas 12
dias después de iniciado el tratamiento de aclimatacién, es decir, cuando las
plantas alcanzan el méximo de tolerancia a las temperaturas bajas y las
concentraciones mas altas de Put (Kramer & Wang, 1989). Sin embargo, en
las plantas que necesitan responder en ritmos diarios a los cambios drésticos
de temperatura, deben existir mecanismos que hagan disponibles las formas
libres, metabdlicamente activas e importantes para la proteccién contra el
dafio por las temperaturas bajas, de manera rapida y con el menor gasto
de energia posible. Este mecanismo es la compartimentalizacién de las
poliaminas. Asi, cuando la temperatura es alta y los requerimientos de
las formas metabdlicamente activas son bajos, la Put es almacenada en
formas conjugadas, unidas ya sea a azcares u otros compuestos solubles.
Al bajar la temperatura, cuando las plantas requieren de altas concen-
traciones de la diamina libre, se hidrolizan las formas conjugadas, y se
incrementa la concentracién de las formas libres, a expensas, por supuesto
de las formas ligadas solubles.
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En la Spm libre (Figura 4a) y ligada soluble (Figura 4b) en S. acaule, se pre-
sentaron variaciones similares a las registradas para sus formas moleculares
homélogas de Put. En el caso de Spm libre (Figura 4), la concentracién se
incrementd en la medida en que la temperatura disminuia, obteniéndose el
valor maximo (157.58 nmol/g PF) cuando la temperatura habfa alcanzado su
punto mds bajo (en el tratamiento de helada 4, temperatura = -3°C), luego
de lo cual se produjo la disminucién de la concentracién de la poliamina
hasta alcanzar niveles similares a los del tratamiento de helada 1.

Al igual que habia ocurrido con la Put ligada soluble, la concentracién de
Spm ligada soluble (Figura 4b) disminuyé con la temperatura, de manera
inversa a lo observado para las formas libres de la hormona, en S. acaule
obteniéndose los valores minimos cuando la temperatura llegé a su punto
mas bajo, en el tratamiento de helada 4 (110.91 nmol/g PF). Cuando se ini-
cié6 el calentamiento, la concentracién de la poliamina se incrementé
rapidamente.

Las anteriores variaciones en Put libre y ligada soluble y en Spm libre y ligada
soluble, no se presentaron en los genotipos mads sensibles a las temperaturas
congelantes (S. phureja y Desireé transgénica), mientras que el clon 88-35-7
que mostré algo de tolerancia, presentd unicamente variaciones en las con-
centraciones de Spm libre y ligada soluble similares a las de S. acaule.

La forma como podrian estar actuando la Put y la Spm en la resistencia de las
plantas a las temperaturas bajas tiene que ver con el sitio primario de dafio en
la célula cuando se produce este tipo de estrés. Diversas investigaciones han
mostrado que la membrana celular es el primer sitio afectado en las células
sometidas a temperaturas congelantes (Steponkus, 1990) y es alli donde
estarian actuando las poliaminas. En efecto, se ha comprobado que las
poliaminas estabilizan las membranas celulares en plantas sometidas a
diferentes tipos de estrés (Altman et al., 1977; Flores, 1991), especificamente,
para el caso del estrés por bajas temperaturas, las poliaminas pueden
disminuir el efecto de cambio de fase (phase transition) de liquido-cristalino a
sol-gel que se presenta como respuesta a las temperaturas bajas (Guye et al.,
1986), al igual que estabilizan los fosfolipidos para evitar cualquier cambio
configuracional que pueda ocasionar pérdidas de las caracteristicas de per-
meabilidad selectiva (Flores, 1991).

Otra forma de accién de las poliaminas, estaria dada por su capacidad de
disminuir la pérdida de proteinas de membrana, que se produce en respuesta
a las temperaturas bajas (Guy, 1990a; Guy, 1990b; Steponkus, 1990)
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mediante la formacién de puentes catidnicos, entre las poliaminas y los
residuos cisteina/metionina de las proteinas vecinas (Guye et al., 1986;
Kaur-Sawhney & Galston, 1991). Asi mismo, ayudarian a mantener la ac-
tividad enziméatica y a proteger proteinas contra la actividad de proteasas
(Kramer & Wang, 1990), que en otros casos son muy activas en plantas
sometidas a temperaturas congelantes.

El dafio por bajas temperaturas es causado en buena medida por la deshi-
dratacién de las células debido a la influencia quimica del incremento en
la concentracién de sales y/o acidos en el protoplasma (Steponkus, 1984).
De esta manera, la supervivencia de las plantas a las temperaturas bajas esta
relacionada con la capacidad de retener agua (Steponkus, 1990). Las polia-
minas son compuestos policatiénicos razén por la cual son osméticamente
muy activos. Asf, la acumulacién de las formas libres sirve para que la célula
retenga agua al disminuir el potencial osmético dentro de la célula, haciendo
mas dificil la salida del agua al espacio intercelular (Norato & Romero, 1995).

La tolerancia inicial a las temperaturas bajas de las plantas del clon 88-35-7 era
de esperarse, si se tiene en cuenta que tiene en su genealogia a S. acaule
(Tbr*(acl*phu)), de tal manera que una parte de los genes de resistencia de
S. acaule deben estar en las plantas del clon, confiriendo tolerancia. Sin
embargo, el que la resistencia no haya sido completa se puede explicar por el
hecho de que en las plantas del clon no se presenté el incremento en Put libre
en respuesta a la disminucién de la temperatura, como ocurrié en S. acaule. De
la misma manera, no se presenté disminucion en los niveles de Put ligada
soluble, ya que la planta no tiene el mecanismo de proteccién dependiente de
Put contra el estrés por bajas temperaturas que se presenta en la especie
silvestre. Unicamente se presentd la variacién en el contenido de Spm libre y
Spm ligada soluble en respuesta a la condicién extrema, similar, aunque de
menor magnitud, al observado en S. acaule. De esta manera, lo que se puede
pensar es que si bien la Spm libre es importante en la proteccién de las plantas
contra las temperaturas bajas, es también muy importante la Put libre, y si
alguno de estos dos mecanismos no funciona, la resistencia de las plantas a la
condicién extrema se ve muy disminuida, llegando incluso a no presentarse.

Asi, como en las plantas de S. phureja y de Desireé transgénica no se presento
ni el mecanismo de Put ni el mecanismo de Spm, se podria explicar la baja
tolerancia de estas plantas a las temperaturas bajas. Al no tener estos meca-
nismos de proteccién las plantas quedaron sin ninguna defensa contra la
condicién extrema, lo cual ocasiond el altisimo porcentaje de muerte de tejido
observado.
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Las formas ligadas insolubles tanto de Put como de Spm, asi como la Spd en
todas sus formas, no presentaron variaciones en la concentracién que se
pudieran relacionar con la tolerancia de las plantas a las temperaturas bajas.
En este caso, los resultados obtenidos sirven para reafirmar la hipétesis de
que la Spd cumple tnicamente una funcién como puente metabdlico para la
biosintesis de la Spm en las relaciones de fuente demanda que se presentan
durante los patrones biosintéticos de las poliaminas (Norato & Remero,
1995; Romero & Norato, en prensa).

CONCLUSIONES

Se determiné la presencia y variacién de las poliaminas Put, Spd y Spm en
hojas de plantas de diferentes genotipos de papa, sometidas a estrés por
bajas temperaturas, durante una helada simulada.

Las plantas de S. acaule fueron completamente tolerantes a las temperaturas
bajas. Las plantas del clon 88-35-7 que en su genealogia tienen a S. acaule,
presentaron algun grado de tolerancia. Mientras que las plantas de S. phureja
y plantas transgénicas de Desireé no presentaron ningtin grado de tolerancia.

La tolerancia de las plantas de S. acaule se relacioné con su capacidad para
incrementar la concentracién de Put y Spm libres durante los momentos de
mds baja temperatura. Este incremento se produjo a expensas de las formas
ligadas solubles de las dos poliaminas asegurdndose una respuesta rapida y
con bajo gasto de energia.

El bajo grado de tolerancia de las plantas del clon 88-35-7 se produjo por que
este genotipo presentd el mecanismo de incremento de Spm libre a expensas
de la Spm ligada soluble, pero no presenté el mecanismo de la Put, por lo cual
se puede concluir que los dos mecanismos son indispensables para que haya
una tolerancia total.

La Spd (Figura 5) tuvo un papel Unicamente como puente metabdlico y su
variacién no se relacioné con la tolerancia a las bajas temperaturas. La Puty
Spm ligadas insolubles (Figuras 3c y 4c) no jugaron ningtn papel en la tole-
rancia de papa a las temperaturas bajas.
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