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RESUMEN

Se determiné el efecto del acido salicilico (AS) y peroxido de
hidrégeno (H202) en la tolerancia a baja temperatura (-6 + 1 °C), en
microplantas de S. fuberosum de las variedades ‘Alpha’ y ‘Atlantic’.
Previamente se determind la respuesta a baja temperatura de mi-
croplantas de 3 a 7 semanas de edad expuestas a baja temperatura
por 2 6 3 h, lo que permitié elegir modelo para la minima superviven-
cia al de microplantas de 4 semanas de edad expuestas 3 h a baja
temperatura. ‘Alpha’ fue mas tolerante que ‘Atlantic’. Esquejes de
plantas producidos in vitro, fueron preincubados en H20: durante 1 h
en concentraciones de 0, 0.1, 1, S 'y 50 mM y luego incubados por 4
semanas en medio MS; igualmente se cultivaron esquejes en medio
MS en presencia de AS 0, 0.001, 0.01 y 0.1 mM durante 4 semanas.
La supervivencia y la actividad catalasa fueron determinadas para
todos los tratamientos. El tratamiento con AS 0.1 mM incrementé la
supervivencia de ‘Alpha’ en 31 % y la de ‘Atlantic’ en 78 %, en rela-
cion con los testigos, mientras que el tratamiento de H20: 50 mM
produjo aumentos de 44 % en ‘Alpha’ y 92 % en ‘Atlantic’. La ac-
tividad catalasa disminuyo en 37 % en ‘Alpha’ y en 36 % en ‘Atlan-
tic’ en el tratamiento 0.1 mM de AS, mientras que en el tratamiento
H:0: 50 mM la actividad catalasa se increment6 en 17 % en ‘Alpha’ y
28 % en ‘Atlantic’. Estos resultados indican las diferentes rutas de
sefializaciéon que pueden seguir el AS y Hz0: en la induccién de toler-
ancia a bajas temperaturas, lo que hace a estos compuestos poten-
cialmente ttiles para incrementar la tolerancia de S. tuberosum a baja
temperatura.

Palabras clave: Solanum tuberosum, acido salicilico, perdéxido de
hidrégeno, actividad catalasa, estrés por baja temperatura.

SUMMARY

The effects of salicylic acid (SA) and hydrogen peroxide (H:0:2)
on freezing-tolerance (-6 + 1 °C) were studied on S. fuberosum mi-
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croplants of cvs. ‘Alpha’ and ‘Atlantic’. The response to low tempe-
rature was previously determined by exposing microplants 3-7 weeks-
old for 2 or 3 h. Microplants 4 weeks old exposed for 3 h to low tem-
perature were selected as a model for further experiments. ‘Alpha’
cultivar was more tolerant to freezing than ‘Atlantic’. Nodal explants
of both cultivars were incubated in H20: (0, 0.1, 1, 5, 50) mM for 1 h
and allowed to grow in MS medium for 4 weeks. Nodal explants were
also grown for 4 weeks in MS medium with SA (0, 0.001, 0.01, and
0.1 mM). Plant survival and catalase activity were measured in these
treatments. The SA-treatment 0.1 mM enhanced survival by 31 % in
‘Alpha’ and by 78 % in ‘Atlantic’, relative to controls, whereas the
H20: 50 mM treatment induced an increment of 44 % in ‘Alpha’ and
92 % in ‘Atlantic’. Catalase activity was 37 % lower in ‘Alpha’ and
36% in Atlantic in the SA 0.1 mM treatments, while in the Hz0:-
treatment 50 mM the catalase activity increased 17 % in ‘Alpha’ and
28 % in ‘Atlantic’. It is possible that SA and H20: may have contri-
buted trough different routes to freezing-tolerance signaling. These
compounds are potentially useful for inducing freezing tolerance in
potato microplants.

Index words: Solanum tuberosum, salicylic acid, hydrogen perox-
ide, catalase activity, freezing-stress.

INTRODUCCION

En el sistema de produccién de semilla “in vitro-
invernadero-campo” de papa (Solanum tuberosum L.), son
las bajas temperaturas invernales, que inciden ain en in-
vernadero, porque alcanzan temperaturas bajo cero, las
que ocasionan estrés en las plantas y dafios en la producti-
vidad (Rubio et al., 2000). Los cambios bruscos de tempe-
ratura durante las primeras etapas de germinacién y emer-
gencia de las plantulas inducen estrés en muchos cultivos,
que alteran algunos procesos bioquimicos y fisioldgicos y
componentes celulares (Ding ef al., 2001).

La generacion de especies reactivas de oxigeno (ERO)
es una de las primeras respuestas al estrés y son altamente
destructivas de los componentes celulares (Scandalios,
2005). Las plantas expuestas a estrés acumulan ERO, co-
mo oxigeno en estado singulete (*O2), superdxido (O2),
radicales hidroxilo (OH") y peréxido de hidrégeno (H202).
Las ERO inhiben la funcién de algunas enzimas, dafian
proteinas y lipidos de la célula. El incremento en la pro-
duccién de derivados de oxigeno toxico se considera como
un indicador de condiciones de estrés oxidativo (Foyer y
Noctor, 2005).

El H202 y el 4cido salicilico (AS) estan involucrados en
las respuestas de aclimatacion y tolerancia a bajas tempera-
turas; por ejemplo, el frio inhibe la actividad de la catala-
sa, lo que incrementa el contenido de H20: y la susceptibi-
lidad al estrés oxidativo en plantas transgénicas de tomate
(Lycopersicum esculentum L.), por lo que un aumento en
la expresion de la actividad catalasa podria incrementar la
tolerancia al estrés por frio (Kerdnaimongkol y Woodson,
1999). Se ha demostrado que las ERO, especificamente el
H20> formado durante el estrés abidtico, es parte de la
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seflalizacion en cascada que permite la proteccion generali-
zada (Prasad et al., 1994; Chen et al., 1997; Neill et al.,
2002), al inducir la expresién de genes relacionados con la
defensa (Ledn et al., 1995; Lopez-Delgado et al., 1998;
Dat et al., 1998; Scott et al., 1999). Ademas, el AS in-
crementa al H20O2 debido a la inhibicién de catalasa, lo que
ha sugerido que existen respuestas de tolerancia a estrés
inducidas por AS (Lépez-Delgado et al., 1998; Dat et al.,
1998; Loépez-Delgado et al., 2004; Mora-Herrera et al.,
2005).

En este trabajo la papa se us6 como modelo para estu-
dios de estrés oxidativo, y para conocer algunos mecanis-
mos involucrados en la regulacion del sistema antioxidante
causado por baja temperatura; especificamente para explo-
rar el potencial de AS y H20: en la induccién de tolerancia
a baja temperatura en papa y su relacion con la actividad
catalasa.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron microplantas de papa de las variedades
‘Alpha’ y ‘Atlantic’, del Banco de Germoplasma in vitro
del Laboratorio de Fisiologia y Biotecnologia del Progra-
ma Nacional de Papa, del Instituto Nacional de Investiga-
ciones Forestales, Agricolas y Pecuarias, ubicado en Me-
tepec, Estado de México. Las microplantas se derivaron de
esquejes con una yema axilar sin hoja, que fueron subcul-
tivados por 3 a 4 semanas en un medio Murashige y Skoog
(1962, MS), como describen Espinoza et al. (1986).

Establecimiento del modelo de supervivencia a baja
temperatura. Microplantas de 3 a 7 semanas de edad, se
transplantaron a almécigos (30 x 50 mm) que contenian
“peat moss” (mezcla Sunchine Canadd) como sustrato. A
las 24 h se expusieron a dos periodos (2 o 3 h) de baja
temperatura (-6 = 1 °C), y luego se mantuvieron en condi-
ciones de invernadero para su recuperaciéon. La supervi-
vencia se evalud 15 d después de la exposicion a baja tem-
peratura, al considerar viva a la planta que tuviera al me-
nos una yema axilar completamente verde y en crecimien-
to. Estos experimentos se realizaron siete veces con 12 mi-
croplantas por tratamiento en cada experimento, en un di-
sefio completamente al azar. Estos experimentos se realiza-
ron para definir un modelo con base en la minima supervi-
vencia, apegado al modelo in vitro-invernadero que se
emplea en programas de produccién de semilla. Una vez
definido el modelo, fue usado en los experimentos poste-
riores.

Incubaciéon en H:20: . Esquejes de microplantas se pre-
incubaron por 1 h en concentraciones 0 (testigo), 0.1, 1, 5
y 50 mM de H202 como describen Mora-Herrera et al.
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(2005); posteriormente se cultivaron en medio MS durante
4 semanas.

Incubacion en AS. Esquejes de microplantas se culti-
varon durante 4 semanas en medio MS con concentracio-
nes de O (testigo), 0.001, 0.01 y 0.1 mM de AS.

Las microplantas obtenidas de las incubaciones con AS
y H202 se sembraron en suelo, se expusieron a baja tempe-
ratura y la supervivencia se evalué como se describi6 ante-
riormente. Ambos experimentos con AS y H20: se hicieron
7 y 6 veces, respectivamente, con 12 plantas por trata-
miento. La cuantificacion de la actividad catalasa se hizo
en tres experimentos, con el método reportado por Dat et
al. (1998), en microplantas de 4 semanas de edad antes de
ser transplantadas a suelo, y ademas se registrd la longitud
de tallos y raiz. Los promedios de tratamientos se sometie-
ron a la prueba de comparacion miltiple de medias de Tu-
key (P < 0.05), mediante el programa Statgraphics plus
5.0.

RESULTADOS Y DISCUSION

La supervivencia se evalu6 en microplantas provenien-
tes de tratamientos con AS o H20: de 4 semanas de edad,
transplantadas a suelo y expuestas a baja temperatura 3 h,
con base en el modelo previamente establecido; este mode-
lo permiti6 establecer el tiempo de cultivo in vitro (edad) y
el tiempo de exposicién a baja temperatura, en los cuales
las variedades ‘Alpha’ y ‘Atlantic’ fueron mas sensibles.
Las microplantas expuestas a 3 h en baja temperatura mos-
traron el menor porcentaje de supervivencia (P < 0.05),
que en ‘Alpha’ fue de 40.4 a 58.3 % y en ‘Atlantic’ de
21.4 a27.3 % para 3 y 4 semanas de edad respectivamen-
te, en comparacion con las otras edades y tiempos de ex-
posicion (Figura 1). Se eligié como modelo de plantas in
vitro el de 4 semanas porque fue una edad que presentd
baja supervivencia y porque esta edad es la comiinmente
empleada para subcultivo in vitro o para transplante a in-
vernadero en programas de produccién de semilla (Rubio
et al., 2000).

El tratamiento de AS 0.1 mM indujo mayor tolerancia
a la exposicion a baja temperatura (Figura 2A). En ‘Alpha’
indujo un incremento de 28.8 % y en ‘Atlantic’ de 78.3
%, en relacion con los testigos respectivos. La variedad
‘Atlantic’ que fue méas sensible al frio, presenté mayor ca-
pacidad de respuesta al efecto del AS. Estos efectos son
similares a los encontrados en plantulas jovenes de maiz
(Zea mays L.), en las que la aplicacion de AS o 4cido ace-
til salicilico (AAS) increment6 la proteccién a estrés por
baja temperatura (Janda et al., 1999; Janda et al., 2000).
Segtn Senaratna et al. (2000), estos mismos compuestos
aumentaron la tolerancia a estrés por calor, frio y sequia
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en plantas de tomate (Lycopersicon esculentum L.) y frijol
(Phaseolus vulgaris L.), debido a que estas moléculas ini-
cian la sefalizacién para inducir tolerancia y resistencia,
més que a un efecto directo. Scott et al. (1999) también
sugirieron que la tolerancia y proteccion del AS se debe a
su funcion en la sefializacion para la expresion de genes de
defensa contra el estrés.
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Figura 1. Supervivencia de microplantas de dos variedades de papa de
diferentes edades (semanas) de incubacion, transplantadas a suelo y ex-
puestas a baja temperatura (-6 + 1 °C) por 2'y 3 h. Promedios de 7 ex-
perimentos + e.s. (n = 12); (*) Significativamente diferente (Tukey,
0.05).

Las microplantas cultivadas en presencia de AS mostra-
ron inhibicién en el crecimiento de tallos y raices, inhibi-
cién que en la concentracion de 0.1 mM fue hasta de 80
% con respecto a los testigos, en ambas variedades (datos
no mostrados). Los efectos de los salicilatos sobre la mor-
fologia también fueron observados en papa (Lopez-
Delgado et al., 1998), y en plantas jovenes de maiz (Janda
et al., 1999). No obstante, los salicilatos pueden causar
severos dafios a las plantas porque disminuyen el proceso
fotosintético, la conductividad estomética y la transpira-
cion, lo que ocasiona estrés (Janda et al., 2000). El estrés
y la aclimatacién son respuestas estrechamente vinculadas;
por ejemplo, un leve estrés inducido por tratamientos qui-
micos o0 por exposicion a frio, parece beneficiar subse-
cuentemente a plantulas de maiz contra dafio por frio (Pra-
sad er al., 1994). El efecto del AS aqui observado en las
variedades de ‘Alpha’ y ‘Atlantic’, posiblemente fue simi-
lar a la aclimatacion, considerada un fenémeno complejo,
donde un ligero estrés oxidativo puede inducir tolerancia
no sélo a frio sino también a otro tipo de estrés (Prasad et
al., 1994; Gong et al., 2001).
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Figura 2. Supervivencia de microplantas de papa variedades ‘Alpha’ y
‘Atlantic’ de 4 semanas de edad: A) provenientes de esquejes cultivados
en presencia de dcido salicilico 6 B) preincubados 1 h en H20:y cultiva-
das 4 semanas en medio MS. Las microplantas fueron transplantadas a
suelo y expuestas a baja temperatura (-6 + 1 °C) por 3 h. Promedio de
7-6 experimentos + e.s. (n = 12); (*) Significativamente diferentes (Tu-
key, 0.05).

Ningin tratamiento de H20: inhibid el crecimiento de
tallos y raices (datos no mostrados). El tratamiento de
H202 5 mM increment6 la supervivencia, la de ‘Alpha’ en
41 % y de ‘Atlantic’ en 80 %, con respecto a los testigos;
el tratamiento 50 mM increment6 la supervivencia de
‘Alpha’ en 44 % y la de ‘Atlantic’ en 92 % (Figura 2B).
Esta respuesta es complementaria a la reportada por Mora-
Herrera et al. (2005), quienes encontraron que con 5 mM
de H202 y 4 h de tratamiento de frio, se incrementd la su-
pervivencia de microplantas de la variedad ‘Atlantic’, pero
no en ‘Alpha’; estos autores concluyeron que el H20: pue-
de funcionar por rutas independientes de sefializacién para
la induccidn de tolerancia al frio. En el presente trabajo la
concentraciéon de 5 mM de H20:2 con 3 h de exposicién a
frio, si increment6 la supervivencia en ‘Alpha’, lo que in-
dica que la capacidad de respuesta al tratamiento esta liga-
da a la intensidad del estrés y al genotipo. La participacién
de H20:2 en la induccién de tolerancia ha sido ampliamente
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documentada; por ejemplo, el H20: en forma exdgena
dispard la tolerancia cruzada al estrés incluido el frio en
plantulas de maiz (Gong et al., 2001), y protegi6 a plantu-
las de maiz contra el estrés oxidativo causado por frio
(Prasad et al., 1994).

El H20: y el AS participan en la induccién de toleran-
cia al frio, lo que puede ser por incremento de H>0O> (Rao
et al., 1997) o por incremento en el AS (Lebén et al.,
1995), porque ambos inducen proteinas de tolerancia. En
microplantas incubadas por 4 semanas en presencia de AS,
la actividad catalasa disminuy6 (Figura 3A), lo que con-
firma que el AS inhibi6 la actividad catalasa y eso condujo
a la acumulacién de H20: (Chen et al., 1997; Rao et al.,
1997; Lopez-Delgado et al., 1998; Dat et al., 1998). Al-
gunos investigadores sugieren que la inhibicion de la acti-
vidad catalasa no es necesariamente el principal mecanis-
mo por el cual se acumula H202. Una funcién directa del
AS puede ser potenciar la producciéon de H20: por la
NAD(P)H oxidasa de la membrana plasmatica (Kauss y
Jeblick, 1996). Sin embargo, en este trabajo la tolerancia a
la baja temperatura puede ser explicada por una baja acti-
vidad catalasa inducida por AS, pues se ha demostrado que
en papa provoca incremento en el contenido de H202 (L6-
pez-Delgado et al., 1998), tal vez al actuar como sefial pa-
ra la transcripcion de genes de defensa. Es probable enton-
ces que la inhibicién de la actividad catalasa por el AS ob-
servada en las variedades ‘Alpha’ y ‘Atlantic’, permitiera
un aumento en el contenido de H20: en la etapa de cultivo
in vitro, lo que pudo ser la sefial que desencadend las res-
puestas de tolerancia por exposicion a baja temperatura; en
papa también se ha sugerido la induccién de tolerancia a
calor por ASA (Lépez-Delgado er al., 1998).

En las microplantas preincubadas con H202, la activi-
dad catalasa presentd la tendencia de aumentar al incre-
mentarse la concentracion de H202, en ambas variedades,
y fue significativamente diferente en concentraciones de 5
y 50 mM con respecto a los testigos (Figura 3B). Este re-
sultado sugiere que la preincubacion de los esquejes en
H20: por 1 h pudo haber inducido la actividad de enzimas
antioxidantes, entre ellas la catalasa (Figura 3B). Al res-
pecto, Prasad er al. (1994) encontraron en plantulas de ma-
iz que las aplicaciones de H20: incrementaban la actividad
de CAT3 y peroxidasas, por lo que parece haber un efecto
dual del H202 en las respuestas a frio de las plantulas; por
una parte, el H2O2 endgeno contribuye a la muerte de la
plantula y por otro lado induce tolerancia al frio. El au-
mento de la actividad catalasa coincide con un incremento
en la tolerancia a la exposicion a bajas temperaturas (Figu-
ras 2B y 3B).

En conclusién, el AS y el H202 son compuestos poten-
cialmente utiles para incrementar la tolerancia de S. fube-
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rosum a estrés por exposicién a baja temperatura. Los tra-
tamientos con AS y H20: fueron mas eficientes para in-
crementar la tolerancia a la exposicién a baja temperatura
en la variedad ‘Atlantic’ que en la variedad ‘Alpha’, por-
que la primera es mas susceptible a dicho estrés. La capa-
cidad de repuesta al tratamiento parece estar ligada a la
intensidad del estrés y al genotipo. La variedad ‘Alpha’
mostrd ser mas tolerante al frio que ‘Atlantic’. El modelo
aqui generado permite estudiar un estrés abidtico como el
frio en forma reproducible y en corto tiempo.
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Figura 3. Actividad catalasa en microplantas de papa variedades ‘Alpha’
y ‘Atlantic’ de 4 semanas de edad: A) provenientes de esquejes cultivados
en presencia de dcido salicilico 6 B) esquejes preincubados 1 h en H202 y
cultivados 4 semanas en medio MS. La actividad catalasa se expresa en
umol Oz min”' mg™ de tejido. Los resultados son promedio de tres expe-
rimentos + e.s. (n = 12); (¥) Significativamente diferentes con respecto
al testigo (Tukey, 0.05).
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