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RESUMEN

En condiciones naturales, las plantas tienen la capacidad de aumentar su
tolerancia cuando son expuestas a una condicién desfavorable en forma
gradual.. Este fenémeno se conoce con el nombre de aclimatacidn. La mayor
parte de los estudios realizados para determinar los factores involucrados en
la aclimatacién han utilizado plantas completas. En cereales como la
cebada, se desconoce con exactitud los mecanismos involucrados en la
aclimatacion al frio y al estrés hidrico a nivel celular. El propdsito de esta
tesis fue desarrollar un sistema de suspensiones celulares de cebada para‘
estudiar su capacidad para aclimatarse al frio y al déficit hidrico.

Se obtuvieron suspensiones celulares a partir de dos cultivares de cebada
Aramir y Atlas 68. El cv. Atlas 68 presentd una tasa de crecimiento mayor
que la variedad Aramir, razén por la cual fue elegido para realizar los
estudios. La capacidad de esta suspensién para tolerar el congelamiento fue
medida por su capacidad para reducir el cloruro de trifenil tetrazolio (TTC), y
determinando la actividad respiratoria de las células a bajas temperaturas.
El grado de tolerancia estuvo en el rango determinado utilizando hojas (-6,2
°C), aunque los métodos empleados fueron diferentes. La tolerancia al déficit
hidrico de las células fue medida por la mantencién de la actividad

respiratoria en presencia de PEG-8000.
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Durante el desarrollo experimental de esta tesis, se obtuvo una suspension
tolerante al frio (4 °C), manteniendo las células a esa temperatura alrededor
de 45 dias. La capacidad de estas células para tolerar el congelamiento
aumentd en aproximadamente 4 °C, mientras que la capacidad para tolerar
el estrés hidrico aumenté en aproximadamente un 80%, respecto de las
células susceptibles al frio. En esta suspension, los contenidos de acido
abscisico y sacarosa fueron mayores que los encontrados a 28 °C {en un
55% y un 190%, respectivamente). Esta suspension resulta importante, pues
se dispone de un material a partir del cual se podrian obtener plantas
tolerantes. '

La suspension celular crecida a 28 °C fue capaz de aclimatarse al frio (4 °C)
y al déficit hidrico inducido por PEG-8000 (2%). Durante la aclimatacién al
frio la sobrevivencia disminuyé hasta un 40 % respecto del control, y la Tlsg
disminuyé desde -6,2 °C hasta -9,5 °C, lo cual es indicativo del fendmeno de
aclimatacion. Durante la aclimatacion de las células se produjo un estrés
oxidativo, caracterizado por un aumento en los niveles de malodialdehido
(230%), del cual las células fueron capaces de recuperarse aumentando la
actividad de ias enzimas catalasa (250%) y peroxidasa (400%) . En este
proceso se observé una acumulacion de prolina, ABA y sacarosa (500%,

260% y 300%, respectivamente).




Las células aclimatadas al frio toleraron mejor el estrés hidrico inducido por
PEG-8000. Esto sugiere la existencia de mecanismos comunes de tolerancia
al frio y al estrés hidrico.

La tolerancia de las células al frio o al déficit hidrico, aumentsé al incubarlas
con ABA. En este caso la iolerancia al congelamienio aumenid en una
proporcidon mucho mayor que la observada en las células aclimatadas o
tolerantes y en un periodo de tiempo menor (desde -6,2 °C en células control
a -31 °C en células tratadas con ABA 100 pM, durante 7 dias). Estas células
toleraron en mejor forma el déficit hidrico, pues la concentracion de PEG-
8000 necesaria para reducir la respiracion celular en un 50% aumento en un
100%.

La aclimatacién con ABA provocd cambios en los niveles de proling,
sacarosa y fosfolipidos. El nivel de prolina alcanzado, fue inferior al nivel
alcanzado durante la aclimatacion a 4 °C, mientas que los niveles de ABA y
sacarosa fueron mayores que los alcanzados a 4 °C (260% y 355%,
respectivamente).

Las células de cebada crecidas en suspension fueron capaces de
aclimatarse al déficit hidrico inducido por PEG-8000 (2%). Sin embargo, la
capacidad de estas células para tolerar potenciales hidricos menores
aumentd en una magnitud inferior a la observada, por ejemplo a 4 °C. De

igual modo, la capacidad de las células para tolerar el congelamiento
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aumento en aproximadamente 1,5 °C. Los niveles de sacarosa y ABA
acumulados-en estas condiciones fueron inferiores a los alcanzados a 4 °C,
mientras que la acumulacién de prolina fue similar. El estrés hidrico también
provocd cambios en los niveles de fosfolipidos en una proporcién menor
gue la inducida por ABA.

La tolerancia de las células al frio o al estrés hidrico puede ser modulada
alterando las propiedades de la membrana plasmatica. Por esta razén, las
células fueron incubadas en presencia de cloruro de colina, un precursor de
glicina-betaina y fosfatidilcolina. La tolerancia al congelamiento o al déficit
hidrico aumentd en forma significativa. Sin embargo en este caso los niveles
de ABA no experimentaron cambios significativos, mientras que los niveles
de prolina aumentaron en una proporcién menor que la observada a 4 °C. de
las sustancias que podrian experimentar cambio producio de la aplicacion
exdgena de cloruro de coling, los niveles de fosfatidilcolina, aumentaron en
forma significativa. esta fraccibn mostré ademas, un enriquecimiento
importante en acido linolenico (18:3), lo cual estaria modificando la fluidez
de [as membranas.

El hecho que en este caso el ABA no halla experimentado cambios
significativos sugiere que las células disponen de mecanismo de tolerancia
independiente que pueden actuar en forma sinérgica. Entre estos

mecanismos esta la acumulacién de ABA, sacarosa y fosfolipidos.
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Finalmente se puede concluir que las suspensiones celulares de cebada son
capaces de -aclimatarse a condiciones adversas, experimentando cambios
similares a los observados en plantas completas. Esto sugiere, que no es
necesaria la organizacion tisular para lograr la aclimatacion. De igual modo,
los resultados obtenidos en esta tesis apoyan la hipétesis acerca de la
existencia de mecanismos comunes de tolerancia a diferentes condiciones
de esirés.

Por lo tanto, las stspensiones celulares de cebada constituyen sistema
adecuado para identificar a nivel celular los factores responsables de la
aclimatacion a condiciones desfavorables. A partir de estas células se podria
identificar los genes responsables de tales factores, con lo cual se podria
mejorar los cultivos en tiempos mucho menores que los requeridos por los

procedimientos de fitomejoramiento actualmente en uso.
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ABSTRACT

Under natural conditions plants have the capacity o increase their tolerance
when they are gradually exposed to an adverse condition. This process is
called acclimation. Most of the studies carried out to determine the factors
involved in the acclimation process have used whole plants. In cereals, such
us barley, the mechanisms involved in the acclimation at the cellular level are
not precisely known. The proposal of this work was to develop a system of
cellular suspensions of barley to study acclimation to cold and drought.
Cellular suspensions were induced from callus obtained from radicular tips
of barley cultivars Atlas 68 and Aramir. The growth of cv. Atlas 68 was higher
than the growth of cv Aramir. The capacity of this syspension to tolerate
freezing was determined measuring the reduction of TTC and the respiratory
capacity of cells at low temperatures. The LTs, of cells were similar to those
found in leaves although the methodology used for leaves was different. The
tolerance to drought induced by PEG-8000 was determined by measuring the
respiratory capacity of cells.

During the experimental development of this work a cellular suspension
tolerant to cold (4 °C) was obtained. The freezing tolerance (LTsg) of the cells
decreased about 4 °C, while the capacity to tolerate drought increased about

80% with respect to susceptible cells. In this cells the content of ABA and
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sucrose were higher than the content found in cells growing at 28 °C (55%
and 190%, respectively). From this tolerant suspension it could be obtained
tolerant plants against cold or drought.

The cellular suspension growing at 28 °C was able to acclimate to cold (4 °C)
and drought (2 % PEG-8000). During the acclimation at 4 °C, the survival of
cells decreased to 40%, while the Tlsy decreased from -6.2 °C to -8.5 °C,
which is indicative that acclimation has occurred. During the initial phase of
the acclimation an oxidative process detected measuring the level of MDA.
Cells were able to stop this stress by increasing the activity of catalase
(250%) and peroxidase (400%). The levels of proline, ABA and sucrose,
increased during the acclimation of cells {500%, 260%, 300%, respectively).
Cold acclimated cells were more tolerant to drought induced by PEG-8000.
This result suggest the existence of common tolerance mechanism to cold
and water stress.

Cold and water sfress tolerance of cells may be improved incubating them in
presence of ABA. In this case, the tolerance increased in higher proportion
than that observed in acclimated cells and in a shorter period of time (from -
6,2 °C to -31 °C in 100 uM ABA acclimated during 7 days). These cells were
more tolerant to water deficit induced by PEG-8000, since the concentration
of PEG-8000 necessary to reduce the cellular respiration in a 50% increased

in 100%. During the acclimation with ABA, the endogenous levels of ABA and




sucrose were higher than the levels found at 4 °C (260% and 355%,
respectively).- In addition, the levels of phospholipids and proline also
increased.

Cellular suspensions were also able to acclimate to drought induced by 2%
PEG-8000. However, the capacity of this cells to tolerate lower water
potentials was lower than those found in cells growth at 4 °C. The LTso
decreased only in 1,5 °C. The levels of sucrose and ABA accumulated in this
cells were lower than the levels found at 4 °C, while the level of proline was
similar. .

The tolerance of cells could be modulated changing the properties of
membranes. For this reason, the cells were incubated with choline chloride
(ChCl) a precursor of both glicine-betaine and phophatidylcholine. The
tolerance to freezing and waters stress increased significantly. However, in
this case the level of ABA remains unchanged, while proline levels increased
less than at 4 °C. Within the substances that could experiment changes with
the endogenous application of ChCl, phosphatidylcholine levels increased
significantly. Besides, this fraction showed an important enrichment of
linolenic acid (18:3), which could modify the fluidity of membranes.

The fact that ABA has not experimented significant changes suggest that

cells have independent mechanisms of tolerance that could act synergically.

xxii




Within these mechanisms the accumulation of ABA, sucrose and
phospholipids may be important ’

Finally, it is concluded that cellular suspensions of barley are able to
acclimate to unfévo'rabie conditions, undergoing biochemical changes similar
to those observed in whole plants. If is suggested, that the organization as a
tissue is not necessary condition to acclimate.

Therefore, cellular suspensions of barley represent an appropriate system to
identify the factors responsible of the acclimation to adverse conditions, at

cellular level. From these cells it could be identified the genes responsible of

the tolerance, to introduce in'susceptible plants.




1. INTRODUCCION

- {

Durante la evolucién, muchas plantas se han adaptado con éxito a la
amplia diversidad de estreses ambientales, como son: las temperaturas bajas
y altas, la sequia, la salinidad y la toxicidad de metales, entre otros (Larcher,

1995),

Tanto las temperaturas bajas como el déficit hidrico (sequia), ejercen un
fuerte impacto sobre la distribucién geogréfica, el crecimiento y la productividad
de muchas plantas (Hsiao: 1973; Levitt, 1980, Turner, 1986). Las plantas
adquieren una temperatura similar a la del ambiente que las rodea. Si estas
son desfavorables, es decir si se ubican por sobre o debajo de los rangos
térmicos tolerados por ellas, se produce un efecto negativo sobre los procesos
bioquimicos generéndose un desbalance entre las diversas vias metabdlicas
que operan en el organismo (Larcher, 1995). En el ambito de la agriculiura, se
ha detectado una reduccion en la produccién de trigo de un 30%, cuando la
temperatura media anual disminuye en 1 °C (Fowler ef al., 1981). Por lo tanto,
el poder seleccionar plantas capaces de tolerar un par de grados centigrados
menos, significarfa poder aumentar la productividad en forma significativa y

extender las areas de cultivo.




Por otra parte, el contenido hidrico de las plantas esté regulado por el
estatus hidrico de! suelo, lo cual determina su desarrollo (Larcher, 1995). En
este contexto, la productividad vegetal en ambientes con escasa
disponibilidad hidrica puede ser aumentada mediante el desarrollo de
cultivares toleranies a la sequia.

La obtencién de plantas cultivadas tolerantes al frio y el estrés hidrico,
junto al conocimiento de las respuestas fisioldgicas y bioquimicas inducidas
frente a una condicion desfavorable tiene una gran importancia agronémica, y
constituye en la actualidad un requisito basico en la aplicacién de la
ingenierfa genética para mejorar los cultivos.

1.1 Efecto de las temperaturas bajas (frio y heladas) sobre las plantas.
Cuando se estudia la accion de las temperaturas bajas sobre el organismo
vegetal debe tenerse en cuenta que ellas pueden producir dafos por
enfriamiento y por congelamiento.

1.1.1. Dafios por enfriamiento'. Algunas especies, como aquellas de origen
tropical, sufren dafios a temperaturas por sobre el punto de congelamiento.
En especies sensibles, esto ocurre cuando las plantas son sometidas a
temperaturas entre 0° y 10 °C. Los dafios por enfriamiento dependen de la
etapa de crecimiento y desarrollo en que se encuentra la planta, siendo en
general las etapas juveniles y l0s organos reproductivos muy sensibles a este

factor (Levitt, 1980; Larcher y Bauer, 1981; Larcher, 1995).




Entre los procesos fisiologicos, la fotosintesis es uno de los primeros
procesos en- ser afectado cuando las plantas son enfriadas. Martin ef al.,
(1980) demostraron que cuando hojas de tomate son puestas en oscuridad a
1 °C durante 16 horas, y luego iluminadas, la asimilacién de CO; se redujo en
un 80 % con respecto a las plantas mantenidas a 25 °C. Esta inhibicién se
deberia a la rﬁodiﬁcacién de los componentes del fotosistema Il producto del
enfriamineto. Por otra parte, la transpiracién en plantas cuyas raices son
sometidas a temperaturas de enfriamiento, también decrece. Esto se explica
en base a una menor conductividad estomatica y una menor conductividad
hidraulica de la raiz (Iéunning y Read, 1980). Como consecuencia de la menor
tasa transpiratoria, se ve también afectada la absorcion de nutrientes desde el

suelo (Levitt,1980).

1.1.2. Daitos por congelamiento. Las temperaturas bajo 0 °C, reducen
el metabolismo de las células, inhibiendo las funciones fisiolégicas mas
importantes (Levitt, 1980). Si la temperatura de la planta es inferior a la del
punto de congelacién, la fase acuosa del apoplasto de sus células comienza a
congelarse (hielo extracelular) debido a que la concentracion de solutos es
muy baja. Dado que la tension de vapor de los cristales de hielo formados es
menor que la de la solucidn interna sobreenfriada, éstos extraen agua desde
el interior de la célula hasta que las tensiones se igualan, con lo que el

movimiento de agua cesa. Este proceso provoca un desecamiento celular. Si




el descenso térmico contintia, los cristales de hielo formado se extienden
entonces al- simplasto (hielo intracelular) ocasionando dafios irreversibles
(Larcher, 1995). Al igual que en el enfriamiento, uno de los principales sitios
de dafio celular por efecto de la congelacion son las membranas (Levitt, 1980;
Steponkus, 1984). Williams et af,, (1981) han presentado evidencias que
apoyan algunas hipotesis respecto al dafio de las membranas por
congelacion, a saber: a) el desecamiento celular produce un aumento en la
concentracién interna de iones (estrés osmético), lo que seria la causa
primaria del dafio por congelamiento; b) El estrés osmético provoca dafios
irreversibles en el material lipidico de la membrana durante la plamdlisis
inducida por el desecamiento; c) la tolerancia al congelamiento es causada
por una pérdida iniciai de ciertos componentes de membrana (por ej.
giroteinas transportadoras), los que pueden ser almacenados en sitios
intracelulares y recapturados por las membranas durante la hidratacién y
desplasmolisis. Cuando el hielo extracelular se derrite las células se
rehidratan y expanden. Si la membrana es capaz de regular el flujo de agua,

la célula puede sobrevivir al congelamiento (Steponkus, 1984).

El grado de fluidez de la membrana afecta la capacidad de las células
para sobrevivir y funcionar (Steponkus y Weist, 1979). En términos generales
la fluidez de la membrana aumenta con el aumento de la temperatura

ambiente y decrece con la caida de ésta. Sin embargo, tanto la estructura de




la membrana como su composicién determinan el umbral bajo el cual la

temperatura-afecta la fluidez.

1.2. Efecto del déficit hidrico sobre las plantas. La respuesta mas
apreciable de las plantas frente a la sequia es la detencién del crecimiento
celular (Levitt, 1980). En especies como el maiz, una disminucion leve del
potencial hidrico (-0,2 bares) induce una disminucién de la elongacion celular,
mientras que descensos mas severos inhiben el crecimiento (Acevedo et al.,
1870). En muchas especies, se ha descrito una relacién lineal entre el
crecimiento y el potencial de turgor (Cleland, 1971; Eastman et al., 1984).
Potenciales de turgor bajos, !ocasionados por déficit hidrico, son responsables
también del cierre de los-estomas, con lo cual se afecta la fijacion de CO.. Sin
embargo, plantas sometidas a estrés hidrico abren sus estomas a la misma
presion de turgor que plantas bien hidratadas, como ocurre en maiz (Turner,
1975), reduciéndose asi los efectos dafiinos del déficit hidrico. La sintesis de
proteinas y aminoacidos también es reducida por efecto de la sequia. Una de
las enzimas mas afectadas es la nitrato reductasa (Hsiao, 1973). Periodos
breves de déficit hidrico provocan una caida cercana al 20% en la actividad
enzimatica, mientras que periodos mas prologados de esirés producen un
descenso a aproximadamente el 50% (Hsiao, 1973). Esta es una de las
causas de porgué el contenido de nitrato en plantas fertilizadas aumenta en

condiciones de déficit hidrico.




Un estrés hidrico leve induce la inhibicién del crecimiento de los brotes y
al mismo tiempo estimula el crecimiento de las raices. De esta manera se
reduce la transpiracién y el mayor crecimiento radicular permite explotar
reservas adicionales de agua en el suelo (Levitt, 1980). En condiciones de
estrés suave a severo, puede producirse la destruccion de los
compartimientos celulares, con la concomitante liberacidén de hidrolasas que
actlan sobre sustratos que normalmente se encuentran protegidos en
compartimientos especificos. El déficit hidrico también provoca cambios en el
mecanismo fotosintético y en la ultraestructura del cloroplasto (Boyer y

Bowen, 1970). '

1.3. Aclimatacion a las temperaturas bajas y al déficit hidrico en plantas
superiores.

1.3.1. Aclimatacién a las temperaturas bajas. Muchas plantas pueden
incrementar su tolerancia a las temperaturas bajas cuando son expuestas a
temperaturas bajas no congelantes. Este proceso es conocido como
aclimatacién o endurecimiento (Sakai y Larcher, 1987). Segtn Guy (1990),
en la aclimatacién a las temperaturas bajas participan dos procesos
principales: El primero corresponde a la adaptacién metabdlica inducida en
algunas especies cuando son expuestas a temperaturas mederadas, como
por ejemplo, 14 °C por varios dias (Cabané et al., 1993; Prasad et al., 1994).

Este proceso corresponde a la aclimatacién al frio (no congelante). El




segundo proceso se relaciona con la induccion de tolerancia al congelamiento
(Steponkus;-1984). Una clara manifestacién de este proceso es el aumento
de la tolerancia al congelamiento que ocurre de otofio a invierno en muchas
especies vegetales en sus habitat naturales (Levitt, 1980, Sakai y Larcher,
1987, Alberdi ef al/, 1985 ). Por ejemplo, ciertas coniferas no aclimatados
sufren severos dafios cuando son sometidas a temperaturas de
aproximadamente -10 °C, mientras‘ que las aclimatadas pueden tolerar
temperaturas de -40 a -50 °C. Las plantas cultivadas pueden alcanzar niveles
intermedios de tolerancia, dependiendo de su grado de aclimatacidn. Asi por
ejemplo, plantas de trigo y centeno no aclimatadas mueren entre los -5y -10
°C, pero luego de la aclimatacion , el trigo puede sobrevivir temperaturas de

aproximadamente -15 a -20 °C y el centeno de -25 a -30 °C.

Durante la aclimatacion de las plantas ocurren una serie de cambios
bioquimicos, tales como alteraciones en la composicion lipidica de sus
membranas, aparicién de nuevas isoenzimas, aumento en el contenido de
proteinas y azUcares solubles y aumento en los niveles de prolina y otros
acidos organicos ( Sakai y Larcher, 1987; Steponkus, 1984). Algunos de estos
cambios, como son las alteraciones en la composicidn lipidica tendrian un
papel en él incremento de la tolerancia al frio de las plantas aclimatadas
(Steponkus y Lynch, 1989). La composicion lipidica de las membranas de

plantas aclimatadas es mas estable durante el ciclo de congelamiento-




descongelamiento que en membranas de células no aclimatas (Steponkus,

1984; Dowgert y Steponkus, 1984; Dowgert ef al., 1987).

También la aclimatacion induce cambios en la expresion génica.
Esto ha sido apoyado.por experimentos en los cuales se ha demostrado que
la cicloheximida, impide el aumento de la tolerancia en plantas de Brassica
napus (Kacperska-Palacz et al., 1977), Triticum (Trunova, 1982), ¥ Solanum
commersonii (Chen ef al, 1983). Se postula que para alcanzar la aclimatacion,
algunas plantas requieren la sintesis de nuevas proteinas (Guy, 1990;
Thomashow, 1990). Estas nuevas proteinas estarian involucradas en la
adquisicion de tolerancia al lcongelamiento (Meza-Basso ef al., 1986; Guy et

al., 1988; Mohapatra et al., 1987, Lang et al., 1989).

1.3.2. Aclimatacion al déficit hidrico. Las plantas sometidas a déficit hidrico
_también pueden experimentar el fenémeno de aclimatacién (Larcher,1995).
Durante ella ocurren varios cambios metabdlicos y fisioldgicos que
determinan un aumento de la tolerancia a la desecacion (Levitt, 1980). Una de
las manifestaciones mas conocidas de esta aclimatacion es el gjuste
osmético. El ajuste osmético implica un aumento en la concentracion
intracelular de solutos compatibles (sacarosa, prolina libre, glicina betaina) y
potasio, que conduce a una disminucion del potencial osmético celular
(Morgan, 1984; Flowers y Yeo, 1986; Hanson y Hitz, 1982). Estas sustancias

se acumulan en la vacuola y determinan también disminucién del potencial




potencial hidrico (Flowers y Yeo, 1986). Como consecuencia de esta

acumulacion gatillada por el estrés, se mantiene el turgor celular.

En muchas plantas también se relaciona con la aclimatacion a la sequia
a la fitohormona ABA y a algunas proteinas especificas (Ibarra-Caballero et
al., 1988; Arakawa et al., 1990; Creeiman y Mullet, 1991; Close y Chandler,

1990).

1.5. Cambios bioquimicos asociados con la aclimatacién al frio y a la

sequia en cereales.

Las temperaturas bajas y el estrés hidrico afectan la integridad de las
membranas celulares (Guy, 1990; Thomashow, 1990 ; Steponkus ef al.,
1993). Una de las respLJestas de las plantas a las bajas temperaturas es la
producciéon de altos niveles de &cidos grasos ipsaturados (Graham y
Patterson, 1982), destinados a mantener la fluidez y la funcionalidad de los
fosfolipidos de las membranas bioldgicas. Se ha sugerido que el rapido
incremento de los acidos grasos insaturados es el resultado de la activacion
de enzimas desaturasas embebidas en la membrana. Estas enzimas son
activadas en respuesta al incremento de la rigidez de los lipidos de
membrana, lo cual provocaria cambios conformacionales en la enzima que
inducirian una mayor actividad (Wolter et a/, 1992). Cambios similares han

sido descritos en plantas sometidas a estrés hidrico (Hubac ef al., 1989)
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La participacién de los acidos grasos insaturados en la tolerancia al
enfriamiento ha sido demostrada utilizando mutantes de Arabidopsis thaliana,
fad, que son incapaces de desaturar lipidos de membrana (Somerville y
Browse, 1991). Estos mutantes tienen bajos niveles de acidos grasos
polinsaturados y son sensibles al enfriamiento (Miquel et al., 1993). Mediante
el uso de plantas de A. thaliana modificadas mediante ingenieria genética,
también se ha demostrado que altos niveles de acidos grasos insaturados
aumentan la tolerancia al enfriamiento, mientras que altos niveles de acidos
grasos saturados (16:0), aumentan la susceptibilidad al enfriamiento (Murata
et al, 1992). Esta observacién, sin embargo, ha sido refutada por
experimentos realizados en mutantes de A. thaliana tolerantes al
congelamiento que presentan altos niveles de &cidos grasos saturados (Wu'y
Browse, 1995). En cebada y trigo, el papel del &cido linolénico se ha
demostrado utilizando sustancias quimicas que reducen su nivel (BASF 13-

338) ( St John et al., 1979).

Un incremento en el contenido de azlcares solubles (sacarosa, sorbitol,
rafinosa) en respuesta a ambos tipos de estrés es comdn en muchos cereales
(Koster y Lynch, 1992). Luego de la exposicion de plantas de trigo a 4 °C, se
observa un incremento en la actividad de la enzima sacardsa sintetasa, con el
consecuente aumento en los niveles de sacarosa (Calderdn y Pontis, 1985).

Se ha sugerido que esta acumulacion es el resultado de una menor demanda
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de asimilados, producto de un menor crecimiento a bajas temperaturas
(Livingston-ef al., 1989). La acumulacién de fructanos se ha asociado con la
respuesta de ciertas plantas.a temperaturas bajas (Tognetti et al., 1989). Sin
embargo, en cereales la induccién de la sintesis de estos azlcares se
iniciaria por la acumulacién de sacarosa y no directamente por las
temperaturas bajas (Wagner ef al., 1986).

La acumulacion de prolina libre, también se asocia con la tolerancia de
plantas a numerosos estreses, en particular las temperaturas bajas y sequia
(Ibarra-Caballero ef al., 1988 ; Kushad y Yelenosky, 1987). En trigo, se ha
demostrado que diferencias en la acumulacién de prolina se correlacionan
con la adquisicion de tolerancia al congelamiento (Dérffling ef al.,, 1990). De
igual modo la seleccion in vifro y la regeneracion de lineas con altos
contenidos de prolina, llevan a un incremenio en la tolerancia al
congelamiento (Dorffling, ef al., 1993). Por el contrario, en avena y en cebada
no se ha encontrado una relacién clara entre el contenido de prolina y la
tolerancia al frio y la sequia (Alberdi ef al.,1993 ; Zaniga et al., 1990). La
prolina puede jugar un papel importante en plantas estresadas, por ejemplo,
puede ser usada como fuente de nitrégeno o carbono, qurante la
recuperacion del estrés (Purvis y Yelenosky, 1982). La prolina también estaria
involucrada en la osmoregulacion celular y en la proteccion de proteinas

(Rhodes y Hanson, 1993). Una observacion frecuente es que sustancias
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como la prolina o la glicina-betaina, protegen en contra de la deshidratacién y
que esta proteccion seria proporcional a la concentracion de estas 2
sustancias (Paleg ef al., 1984). Dado que la prolina y la glicina-betaina son
sustancias osméticamente activas, ejercen una doble funcién, protegen contra
ia deshidratacion y mantienen un gradiente osmético favorable en la célula.
Se ha demostrado que moléculas organicas solubles, tales como
azlicares y aminodcidos, ejercen proteccion de las membranas (Heber, et al.,
1971; Santarius, 1987) y de algunos sistemas enziméticos in vifro contra el

congelamiento y el consecuente desecamiento celular (Krall, et al., 1889).

En la mayoria de loé casos, aunque no en todos, el contenido de
proteinas solubles aumenta durante la aclimatacion (Levitt, 1980, Sakai y
Larcher,1987). En trigo se ha encontrado que en contenido de proteinas
solubles aumenta entre un 50 y 300% durante la aclimatacion (Trunova,

1982).

Existen numerosos trabajos en los que se ha comparado la composicion
polipeptidica de plantas aclimatadas y no aclimatadas, mediante PAGE- SDS
y marcacion in vivo (Mohapatra et al., 1987 a y b; Guy ef al.,, 1985; Guy y
Haskell, 1987; Perras y Sarhan, 1989). Los resultados obtenidos en estos
trabajos muestran que la aclimatacion estd asociada con la aparicion de
nuevos polipéptidos y el aumento o disminucién de otros. Si bien, durante la

aclimatacién al frio pueden ocurrir cambios en la sintesis de proteinas, estos
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cambios son mucho menores que los cambios que se observan en otras
condiciones de estrés como son las altas temperaturas y la sequia ( Kimpel y
Key, 1985; Sach y Ho, 1986). Luego de la exposicion de plantas de cebada al
frio (1 a 5 °C), se inducen nuevos MRNAs y un conjunto de proteinas
reguladas por frio (genes cor) (Hughes y Pearce, 1988; Cativelli y Bartells,
1990). Analisis electroféreticos de los polipéptidos obtenidos mediante
traduccién in vitro de los mRNAs inducidos por frio mosiraron alrededor de 10-
12 polipéptidos de entre 10 a 30 kDa y 2 polipéptidos de 45 y 75 kDa. Los
mRNAs inducidos por frio en cebada, muestran diferentes cinéticas de
induccién: el mRNA que codifica para el polipéptido de 75 kDa se expresa
unas pocas horas luego de aplicado el frio, mientras los otros mensajeros se
expresan solo luego de 1-3 dias (Cativelli y Bartels, 1989). Evidencias
similares se han obtenido en los trabajos de Guy et al., (1985) con espinaca.
Mediante estudios de traduccién in vitro ellos lograron demostrar que los RNA
poly (A) de plantas con dos dias de aclimatacién sintetizaban dos polipéptidos
de 82 y 120 Kd, ausentes en plantas no aclimatadas. Resultados similares a
estos se han obtenidos en otras plantas (Meza-Basso ef e/, 1986; Mohapatra
et al., 1987 a; Gilmour et al., 1988; Robertson et al, 1988; Guy ef al., 1988;

Yoshida y Uermura, 1984; Uemura y Yoshida, 1984 y Perras y Sarhan, 1989).

Un incremento en la produccién de especies activadas de oxigeno

(superéxidos, peroxido de hidrogeno y radicales hidroxilos) se asocia con el
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desarrolio de sintomas de dafio en plantas sometidas tanto a temperaturas
bajas como-al estrés hidrico (Wise y Naylor, 1987; Purvis y Shewfelt, 1993 ;
Quartracci y Navari-lzzo, 1992). Las células vegetales estan normalmente
protegidas de la accion de estas sustancias por la accién de complejos
sistemas antioxidantes (Smirnoff, 1993; Zhang y Kirkham, 1994). Estos
sistemas se agrupan en tres grupos, a) antioxidantes asociados a membrana,
liposolubles («c-tocoferol, B-caroteno); b) reductantes solubles en agua
(ascorbato y glutation); ¢} antioxidantes enzimaticos (superoxido dismutasa,
catalasas, peroxidasas) y enzima del ciclo ascorbato-glutation. La tolerancia a
condiciones adversas se correlaciona con un incremento en la capacidad para
atrapar o destoxificar especies activadas de oxigeno (Kendall y Mckersie,
1989; Smirnoff, 1993; Foyer ef al., 1994). Bajo condiciones de sequia el
estado hidrico de la planta seria uno de los factores que gatillan los
mecanismos defensivos en contra del estrés oxidativo provocado por las

especies radicalarias (Sgherri y Navari-lzzo, 1995).
1.6. Papel del acido abscisico (ABA) en la aclimatacién al frio y la sequia

El ABA juega un papel importante en la respuesta de las plantas a
condiciones adversas y en algunos casos es capaz de acelerar la adaptacién

a condiciones desfavorables (Bartels ef al., 1988; La Rosa ef a/., 1985).

Los niveles endégenos de ABA aumentan en forma significativa en

plantas bajo sequia (Davis y Jones, 1991). Los niveles de ABA también
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aumenta, aunque en forma transitoria, bajo condiciones de frio (Lang ef &/,
1994) El papel del ABA y su grado de participacion en la modulacion de la
tolerancia al frio y congelamiento todavia genera controversia. Se ha
demostrado que la apiicacién exdgena de ABA puede sustituir a las
temperaturas bajas en la aclimatacién al frio en callos y suspensiones
celulares de diferentes especies (Chen et al.,, 1983; Orr et al., 1986; Ishikawa
et al., 1990; Hauser et al., 1992). En trigo se ha encontrado un correlacion
entre el nivel maximo de ABA v la tolerancia al congelamiento (Derffling, et al.,
1990), aunque en algunos genotipos sensibles a las temperaturas bajas, se
ha encontrado un auhento n los niveles endégenos de ABA por efecto del
frio (Daie y Campbell, 1981). Estos resultados indican que la relacién entre €l
contenido de ABA v la capacidad de las plantas para aumentar su tolerancia a
las temperaturas bajas no es del todo clara. Esta dltima hipdtesis, ha sido
corroborada por Dallaire et al., (1984), quienes demostraron que en callos de
trigo, la induccion de tolerancia al congelamiento no se asocia con -un
aumento en el nivel de ABA. En cambio, en papa o en Arabidopsis, al igual
que lo descrito en trigo, la exposicidn a temperaturas bajas provoca un

incremento transitorio en el contenido de ABA (Lang ef al., 1994).

Una gran cantidad de ofros trabajos han mostrado que ABA, aplicado
exdgenamente a plantas enteras o suspensiones celulares, incrementa [a

capacidad de tolerar el congelamiento en ausencia de temperaturas bajas
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(Irving, 1969; Mohapatra ef al., 1988; Waldman et al., 1975; Lang et al., 1989;
Chen ef al: 1979, Chen y Gusta, 1982,1983; Reaney y Gusta, 1987). Per
ejemplo, Chen y Gusta (1983), han establecido que el ABA induce en
suspensiones celulares de trigo y centeno niveles de tolerancia al
congelamiento mayores que los inducidos por temperaturas bajas. Los
cultivos controles perdieron viabilidad alrededor de -9 °C, en tanto que los
aclimatados lo hicieron a -17 °C. Los crecidos a temperatura ambiente en

presencia de 100 pM ABA a -30 °C.

El ABA induce tolerancia al congelamiento sélo en aquellas especies

t
que pueden ser aclimatadas. Datura innoxia, Catharanthus roseus, Glycine
max y Vicia hajastana no responden a la aclimatacion por temperaturas bajas

y tampoco a la aplicacion de ABA (Davis y Jones, 1991).

Mchos genes inducidos por frio o sequia son también inducidos por
tratamiento con ABA exdgeno. Estos genes contienen elementos que
responden a ABA (ABRE) en su regién promotora (Bray, 1993). Una
interrogante que resulta de los experimentos realizados con ABA para
aclimatar plantas, es si los genes cor son también regulados por esta
hormona. Trabajos realizados en plantas de alfalfa {(Mohapatra ef al.,, 1988a y
b) han mostrado evidencia directa de que el ABA puede afectar la expresion
de los genes cor. Mediante andlisis del tipo Northern blot, utilizando 4 clones

cDNA previamente aislados, se enconiré que los ftranscriptos
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correspondientes al clon pSM1409 aumentaron significativamente en
respuesta a-la aplicacién de ABA en aquel cultivar que alcanzd un mayor nivel
de tolerancia al congelamiento. En el cultivar sensible los niveles de

expresién no fueron modificados en presencia de ABA.

Los resultados sefialados anteriormente muestran que los genes
cor responden a la presencia de ABA, sin embargo, la relacion entre
temperaturas bajas y expresion de genes regulados por ABA no ha sido
establecida completamente. Chen et al, (1983), han propuesto que las
temperaturas bajas aumentan los niveles enddgenos de ABA, lo cual gatilla la
expresion de genes cor. Eéta hipétesis es apoyada por el hecho que muchas
plantas acumulan ABA en respuesta a las temperaturas bajas (Daie y
Campbell, 1981; Lalk y Dérffling, 1985.), aunque en otras esto no ocurre

(Waldman ef al., 1975).

El determinar si la expresion de los genes cor es afectada por déficit
hidrico, resulta interesante por al menos dos razones: Primero, el ABA se
acumula en plantas sometidas a estrés hidrico, entonces, aquellos genes cor
que responden al ABA también deberian responder al déficit hidrico. Segundo,
existen numerosos trabajos que muestran que el estrés hidrico severo puede
inducir una mayor tolerancia al congelamiento en algunas plantas tales como
trigo y centeno (Siminovitch y Cloutier, 1982 y 1983). La tolerancia a ambos

tipos de estrés requiere de una tolerancia a la deshidratacién. Ciertamente, el
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grado de deshidratacion provocado por las temperaturas bajas es mucho
menor que el-inducido por sequia. La expresion de genes cor en respuesta a la
sequia, sélo ha sido estudiada en especies como alfalfa y Arabidopsis. Los
resultados indican que a! menos algunos de los genes cor responden al déficit

hidrico (Mohapatra et al., 1988b, 1989).

1.7 Uso del cultivo de tejidos en el estudio de las respuestas de células

condiciones de estrés.

E! conocer los mecanismos bioquimicos y moleculares que permiten a
las plantas tolerar condiciorjes desfavorables como el frio o la sequia, resulta
indispensable para lograr el mejoramiento de cultivos mediante el uso de la
ingenieria genética. La }nayor parte de los estudios, sin embargo, se realizan
utilizando 6rganos de plantas enteras. Una de las limitaciones asociadas a
estos estudios es que el resultado obtenido corresponde a la sumatoria de las
respuestas de los distintos tipos celulares que componen el tefido. Ademas,
en hojas por ejemplo, existen varios tejidos diferentes que responden de
manera distinta a la condicidon de estrés. Esta situacion afecta las
determinaciones respecto del grado de tolerancia expresado frente a un
determinadio tipo de estrés. Existe una gran cantidad de trabajos en ios
cuales se evalla el uso del cultivo de tejidos para estudiar las respuestas
celulares a condiciones desfavorables. Si bien existe una abundante literatura

en la cual se muestran las respuestas de cultivos celulares (callos y
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suspensiones celulares) a condiciones adversas (Tabla 1.1.), a la fecha no se
reportan estudios en cebada, probablemente debido a que el cultivo de tejidos

de este cereal es dificil ( Karp y Lazzeri, 1990).

El uso del cultivo de tejidos para estudios fisiologicos y bioquimicos tiene la
veniaja que en este sistema simple los efectos de la diferenciacién y
especificidad de érganos presentes en plantas enteras son eliminados ©
reducidos. Ademas, las condiciones ambientales pueden ser controladas
cuidadosamente y las células expuestas en forma uniforme al tratamiento

deseado.
t

Por otra parte, se dispone de pocos estudios relacionados con los cambios
que experimentan células de cereales como la cebada, cuando son sometidas
a procesos de aclimatacion. Las respuestas de las plantas al frio y la sequia
originan varias interrogantes, como por ejemplo ¢, Qué cambios experimentan
las células frente a la perdida de agua o la caida de la temperatura?, ;Existen
algunas vias de respuesta comin a ambos tipos de esirés?. En relacion a
esta Gltima interrogante, estudios recientes han mostrado que en Avena
safiva, el estrés hidrico mejora ia capacidad de plantulas para tolerar el

congelamiento (Maldonado et al., 1996). Por otra parte, plantas de cebada
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Tabla 1. Uso del cultivo de fejidos en el estudio de la respuesta de células a

condiciones adversas.

Planta Tipo de Cuitivo Condicién Referencia

Alfalfa Suspensién Frio Borochov et al., 1289
Bromus Suspension Frio Reany y Gusta, 1987
Centeno Suspension l Frio Chen y Gusta, 1983
Maiz Suspension Frio Xiny Li, 1993

Maiz Callos Frio Duncan y Widhom, 1987
Papa Callos Frio Chen et a/., 1992

Trigo Suspension Frio Chen y Gusta, 1983
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infestadas con afidos, también alteran su capacidad para tolerar el
congelamiento (Bravo ef al., 1996). Por lo tanto, dado que el frio como la
sequia inducen deshidratacién celuiar, es posible que ambos tipos de estrés
gatillen algunos mecanismos comunes de tolerancia. La hipétesis a verificar

en este trabajo es la siguiente:
1.7 Hipotesis

1. No se requiere de organizacién tisular para que suspensiones celulares de
cebada se aclimaten al frio y a! déficit hidrico. Esta aclimatacion involucraria
aumento de “solutos compatibles”, cambios en la composicion de las

:
membranas bioldgicas y en los niveles endogenos de ABA, al igual que en

plantas completas.

2. La aclimatacién a estos tipos de estrés estaria dada por algunos
mecanismos comunes. De ser asi, se puede predecir que, por ejemplo, la
aclimatacién de células al frio permitirfa una mejor tolerancia al déficit

hidrico.

1.8. Objetivos
1.8.1. Objetivo General

Caracterizar las respuestas fisioldgicas y metabdlicas de suspensiones

celulares de cebada al frio y al déficit hidrico.
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1.8.2. Objetivos especificos

1. Obtener y caracterizar suspensiones celulares de cebada

2. Demostrar que las suspensiones ceiulares de cebada se aclimatan al frio y
déficit hidrico.

3. Comparar el contenido de solutos compatibles (prolina, glicina-betaina,
azucares solubles), proteinas, lipidos y ABA en suspensiones aclimatadas

al frio y a la deficiencia hidrica.

4. Inducir aclimatacién al frio y sequia mediante la aplicacion de ABA vy

compararla con la aclimatacion inducida por temperaturas bajas y déficit

hidrico.

5. Determinar si la aclimatacion al frio también provoca una aclimatacion al

déficit hidrico vy viceversa.
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2. MATERIALES Y METODOS

2. 1. Obtencién de suspensiones celulares de cebada

Para la induccion de suspensiones celulares fue necesaria la obtencién
previa de callos. Se probaron explantes provenientes de apices radiculares de
semillas de cebada recién germinadas (aproximadamente 24 horas) y de
hojas y raices de plantulas de 4 dias de edad (Hordeum vulgare cvs. Atlas 68
y  Aramir), Los explantes fueron esterilizados  superficialmente
introduciéndolos por 30 segundos en una solucion de hipoclorito de sodio al
10%. Al cabo de este tiempo, los explantes fueron lavados con abundante
agua destilada estéril y colocados en frascos con medio de cultive T (Tabla
1), suplementados con 2,4-D '1 mg/L. Los frascos fueron mantenidos en

oscuridad a 28 +2° C.

Para obtener las suspensiones celuiares se tfomé un trozo de callo y se
introdujo en un medio de cuitivo liquido (medio T sin agar). Los frascos fueron

colocados en un agitador orbital y mantenidos a 120 rpm y 28+ 2°C.

2.2 Caracterizacion de las suspensiones celulares de cebada. la
caracterizacién de las suspensiones celulares fue realizada determinando su
dinamica de crecimiento, su viabilidad y su actividad metabalica (consumo de

oxigeno) bajo las diferentes condiciones de estudio.
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Tabla 2. Composicion del medio de cultivo utilizado en la induccién de callos.

Compuesto Cantidad
(mg/L)
NH4NO3 1.000
KNO, 1.000
KCI 65
Ca(NO3).x 2 H.0 260
NaH2P04 X Hzo 165
MQSO4 X 7H20 360
MnSO, x H.O 5
HaBO4 3
N62M004 X 2H20 0,25
CuSO, 0,025
FESO4 X THzo " 27,8
NazEDTA X 2H20 37,2
Acido nicotinico _ 5
Tiamina-HCI . 10
Pantotenato de calcio 0,25
Acido ascorbico 10
Glicina 10
L-Giutamina 50
Mio-inositol 1.000
Sacarosa 20.000
Agar 8.000
2,4-D 1
pH 56

Este medio fue descrito por Dudits ef a/ (1975) para cultivo in vitro de trigo.
Para la induccidn de suspensiones celulares se elimino del medio de cultivo el

agar.
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294. Crecimiento: E! crecimientc de las suspensiones celulares fue
determinado evaluando las variaciones de peso fresco y seco.

La determinacion de peso fresco y seco se realizé utilizando la metodologia
descrita por Dixon (1985). Se tomd un {rozo de papel filtro al cual se le
determiné su peso (Po). A este papel se agregd una alicuota de 1 ml de medio
de cultivo, y se determiné su peso (P;). Se tomod un volumen igual de una
suspension celular y se agregé al papel, el cual fue sometido a vacio durante
10 s y luego se determind su peso (Pz). Luego se dejo secar a 80 °C por 24
horas y se determind su peso (Ps). Los pesos humedos y secos de las células

fueron determinados mediante las siguientes formulas:
Peso htimedo (g/L) = [(P2 - P4)/ volumen ]x 1000
Peso seco (g/L) = [(Ps - Po)/ volumen] x 1000 . .

22.2. Viabilidad celular. La viabilidad de las células fue determinada
evaluando la reduccién de cloruro de 2,3,5 trifeniltetrazolio (TTC) (Towil y
Manzur, 1975). Diversos estudios han mostrado que una menor capacidad
para reducir el TTC se correlaciona con una menor sobrevivencia de las
células (Xin and Li, 1992). Se tomaron 100 mg de células obtenidas de los
diferentes tratamientos y se incubaron en una solucién de TTC al 0,8%. La
mezcla se dejo reposar durante 2 horas. Al cabo de este tiempo, las células
fueron precipitadas y el sobrenadante eliminado. Las células fueron

resuspendidas en 1 ml de etanol 95% durante 6 horas para extraer el
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precipitado formado por la accién de las deshidrogenasas mitocondriales. Al
cabo de este tiempo se centrifugé a 13.000 x g y se determiné la absorbancia
(A) del sobrenadante a 485 nm utilizando como blanco etanol 95%.
La viabilidad de las células fue expresada mediante la relacion:
Sobrevivencia {%) = {Atatamiento/ Acontror) X 100

2.2.3. Consumo de oxigeno: El| estado fisiolégico de las ceélulas fue
determinado, ademéas, midiendo el consumo de oxigeno bajo los diferentes
tratamientos. Las determinaciones de respiracion celular se hicieron en un
oxigrafo HANSATECH, provisto una camara de reaccion (2 ml de volumen), y
un electrodo de oxigeno (tipo CLARK).

Las células (equivalente a 30 mg de proteinas) fueron resuspendidas en
medios frescos y colocadas en la camara de reaccion. El electrodo regisird el
consumo de oxigeno de las células, el que fue expresado como pmoles de O;
consumidos x ml de mezcla de reaccion™ x minuto™ x mg de proteina™ en la
alicuota agregada a la cémara.

2.3. Aclimatacién de las células. Se estudio la capacidad de las células
crecidas a 28 °C, para aclimatarse al frio, déficit hidrico, ABA, y cloruro de
colina.

2.3.1. Temperatura. Para aclimatar las células a bajas temperaturas, se tomé
una suspension celular (100 ml) en fase de crecimiento estacionario crecida

a 28 + 2 °C y luego se colocd en una camara fria (4 °C) por diferentes
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perfodos de tiempo. Se determinaron los efectos del frio evaluando la
viabilidad de las células mediante la reduccion del TTC y la actividad

metabdlica (consumo de oxigeno).

2 3.2. Déficit hidrico. Para aclimatar las células a un potencial hidrico menor
se tomd una suspension de células (200 ml) crecidas a 28 + 2 °C, las que
fueron transferidas a medios frescos (50 ml) suplementados con 2% PEG-
8000, durante diferentes periodos de tiempo. Se evalud la folerancia de estas
células a concentraciones mayores de PEG-8000 y al congelamiento.
2.3.3. Efecto del acido abscisico {ABA) sobre la aclimatacion de las
células. Se tomé una suspelnsién celular en fase de crecimiento estacionario
y se transfirié a medios de cﬁltivos frescos con diferenies contenidos de ABA
(0-100 pM). Al cabo de una semana se evalud la tolerancia de estas células al
congelamiento y al déficit hidrico.
23.4. Efecto del cloruro de colina (ChCl) sobre la aclimatacién de
células. Se tomdé una suspensién de céluias en fase de crecimiento
estacionario y se transfiri6 a medios con diferentes contenidos de ChCl (0-1
uM). Las suspensiones fueron incubadas por diferentes periodos de tiempo al
cabo del cual se determind su tolerancia al frio y déficit hidrico.
2.4. Evaluacién del grado de tolerancia

La tolerancia al congelamiento y al déficit hidrico, se determind

evaluando el grado de reduccién del TTC como una medida de la viabilidad
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de las células (Nachlas, 1960) y ademds, midiendo el consumo de oxigeno
de las células luego del tratamiento.

2.4.1. Tolerancia al congelamiento. Se tomaron aproximadamente 300 mg
de células, las que fueron resuspendidas en 1 ml de medio de cultivo en un
tubo Eppendorf. Cada tubo fue llevado a un bano termorregulado y sometido
durante 2 horas a la temperatura tratamiento (entre -28 y 28 °C). Para el caso
de las temperaturas congelantes los tubos fueron descongelados a una
temperatura de 4° C (refrigerador). Luego las celulas fueron precipitadas
mediante centrifugacién y resuspendidas en medio con 0.8 % de TTC. Los
tubos se dejaron reposar durante 12 horas. Al cabo de este tiempo, las
células fueron precipitadas y resuspendidas en etanol 95% durante 6 horas.
Luego de centrifugar a 500 x g, se determind la absorbancia (A) del
sobrenadante a 485 nm. Se determino el porcentaje de sobrevivencvia
utilizando la ecuacion mostrada en el punto 2.2.2. La tolerancia al
congelamiento fue determinada ademas, midiendo el consumo de oxigeno de
las células a las diferentes temperaturas.

2.4.2. Tolerancia al déficit hidrico. Se tomaron varias alicuotas de la
suspension celular, equivalente a 30 mg de proteinas y se colocaron en tubos
Eppendorf con medios de cultivos suplementados con diferentes cantidades

de PEG-8000 (0-10%). Se dejaron los tubos durante 24 horas y luego se
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determiné la viabilidad de las células midiendo el consumo de oxigeno
a 28 °C, seglin la metodologia antes descrita.

2 5. Caracterizacién bioquimica de las suspensiones celulares.

2.5.1. Glucosa y sacarosa. Los azucares solubles se extrajeron incubando
las células en etanol 80 % durante al menos 12 horas, segun la metodologia
descrita por Riazi (1986). Al cabo de este tiempo las muestras fueron filtradas
en un filtro Millipore de 0,45 pm y analizadas mediante cromatografia liquida
de alta eficiencia (HPLC). Las condiciones analiticas fueron Ias siguientes, se
utilizé una columna Carbohydrate 10 (Whatman) de 25 cm de largo; la mezcla
isocratica de elucion fue acetonitrilozagua (75 :25 viv) aun flujo de 1,5 mi/min.
La deteccidn de la sacarosa, fructosa y glucosa se realizd mediante un
refractémetro Knauer. Los tiempos de retencion fueron 5,1 min. para fructosa;
5,6 min. para la giucosa y 7,6 para la sacarosa. La Figura 1 muestra un
cromatograma tipo de los azlcares indicados. Estudios realizados para
determinar la eficiencia de extraccion del método de extraccién mostraron que
luego de la primera exiraccion se recuperaba el 80 % de la sacarosa. Los

valores obtenidos fueron corregidos por este % de extraccion.

2.5.2. Prolina y glicina-betaina. La extraccion y cuantificacién de prolina en
las células se realizd utilizando la metodologia descrita por Bates ef al,
(1973). Las células (300 mg) fueron homogeneizadas en 1,5 mi de acido

sulfosalicilico 3% p/v.
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Figura 1. Cromotagrama de los azticares fructosa, glucosa y sacarosa,
separados mediante cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC), segun lo
descrito en la metodologia. La sefial de fructosa y glucosa corresponden a

100 pg vy la sefial de sacarosa corresponde a 50 pg (A). Cromatograma de

una muestra problema (B)




31

Luego se filtré al vacio toméndese 300 pl del filtrado al que se agregaron 1,5
ml de acido acético concentrado y 1 mi de ninhidrina acida (0,63 g de
ninhidrina en 15 m! de acido acético concentrado y 10 ml de acido fosforico
(6M). Las muestras fueron calentadas a 100° durante 30‘minutos. Luego de
este tiempo se enfriaron en hielo, se transfirieron a un embudo de agitacién
se agregaron a cada muestra 3 mi de toluol. Luego de agitar se dejo reposar
para lograr la separacion de fases, se extrajo la fase organica (coloreada), y
se leyd su absorbancia a 520 nm. El contenido de prolina se calculd a partir

de una curva estandar de prolina (SIGMA) entre un rango de Oy 100 pg/mi (r=

0.995) !

La extraccion de glicina-betaina se realizé segln la metodologia descrita
por Grieve y Grattan (1983). La muestra fue homogeneizada en 1ml de agua
desionizada, dejandose en reposo por 12 horas. Luego de este tiempo se filtrd
y se agregaron al filtrado 2 ml de &cido sulfdrico 2 N . De esta dilucion se
tomaron 500 yl, a los cuales se agregaron 200 ul de una solucion refrigerada
de Ki-, (17,5 g de |,y 20 de Kl en 100 ml de agua destilada) y se almaceno a

0° durante 6 horas.

La mezcla se centrifugé a 13.000 rpm en una centrifuga Eppendorf,
eliminandose el sobrenadante. El precipitado fue resuspendido en 1,5 ml de

dicloroetano. Después de 2 horas se leyd la absorbancia a 365 nm. Las
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concentraciones de glicina-betaina se calcularon a partir de una curva’

estandar (0-120 pg/ml).

2.5.3. Lipidos. Los lipidos de membrana se extrajeron en una mezcla
cloroformo:metano! (2:1) utilizando la metodologia descrita por Borochov et
al., (1978). El contenido de fosfolipidos de la muesira fue determinado como
fosfato inorganico luego de la oxidacion con perclorato utilizando el reactivo
de Fiske-Subbarov (SIGMA) (Kendall et al, 1985). No se determinaron
galactolipidos, puesto que estos son propios de las membranas cloroplasticas
y suspensiones celulares carecen de estos organelos.

2.5.4. Analisis de fosfol'ipidos. Los fosfolipidos individuales fueron
analizados mediante cromatografia liquida de alta eficiencia utilizando la
metodologia descrita por Chen and Kou (1 982). Los lipidos fueron extraidas
de las muestras utilzando como sistema de extraccion CHCIs:MeOH (1:2 viv).
Los lipidos polares fueron separados de los lipidos neutros mediante la
precipitacion con acetona. A 1 ml de extracto lipidico se agregaron 10 ml de
acetona fria y se mantuvo la mezcia a 0° durante 1 hr. Luego de centrifugar a
10,000 x g durante 10 min., los fosfolipidos fueron resuspendidos en 500 i de
la mezcla CHCl: MEOH (1:2 viv) y separados mediante HPLC. Las muestras
fueron inyectadas en una columna Supelcosil Lc-Si y separadas mediante una
mezcla de elucion acetonitrilo:metanol: acido fosférico 85% (130:5:1,5 viviv) ¥

un flujo de 1 miimin. La deteccion de los fosfolipidos se realizé a 203 nm,
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utilizando como estandares  fosfatidilcoling, fosfatidilinositol ¥
fosfatidiletancamina (SIGMA). La separacion se realizd a temperatura
ambiente.

2 5.5. Analisis de acidos grasos. Los acidos grasos totales presentes en los
extractos fueron analizados mediante cromatografia liquida de alta eficiencia
(HPLC). Las condiciones de andlisis fueron una columna Supelcosii LC8
(Supelco), con una mezcla de eiucion acetonitrilo: tetrahidrofurano: 0,1%
HsPQO, (83:7:10 v/v) a una velocidad de flujo de 1 ml/min. La deteccidn se
realizé a 215 nm. Se preparé una curva de calibracion utilizando acidos
_ grasos puros (SIGMA) como estandares.

2 5.6. Analisis de acidq abscisico. El ABA fue extraido desde las células
mediante la incubacién en etanol 80% durante 12 horas. Las muestras fueron
luego filtradas y analizadas mediante HPLC. La identificacién y cuantificacién
fue realizada utilizando la metodologia descrita por Lipp (1991) ¥ medificada
en esta tesis. Las muestras fueron inyectadas en una columna Lichrosorb
RP18 (Merck) de 25 c¢cm de largo. La mezcla de elucién fue un gradiente de
acetonitrilo: H,0 (pH 3) en diferentes proporciones. To= 100% H0; Tio= 45%
H,O; Ti= 100% acetonitrilo; Tys= 100% acetonitrilo; T14e=100% H.0. EI ABA
fue detectado a 236 nm. Se utilizé ABA (SIGMA) como estandar. La curva de
calibracion fue construida utilizando ABA en el rango La Figura 2 muestra un

cromatograma tipo de esta hormona y un cromatograma de una muestra
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Figura 2. Analisis de ABA. La separacion se realizé utilizando una columna
Licrosorb RP18. La deteccién se realizé a 236 nm. A partir de una solucion de
ABA 0,1 mg/ml se prepard una curva de calibracién inyectando en la columna
alicuotas de diferentes voltimenes. Cromatogramas de una muestra estandar

(A), una muestra problema (B); espectro de masa de ABA eluido desde una

muestra (C).
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obtenida de células aclimatadas al frio. La identidad de la senal
correspondiente a ABA fue verificada coinyectando en el HPLC ABA puro
mas la muestra y luego colectando la sefial correspondiente a ABA para
un posterior analisis por espectrometria de masas en un equipo HP- 5989A.
La sefal correspondiente al ABA mostré un 95% de identidad con el ABA
existente en la base de datos del equipo (Fig. 2).

2.5.7. Andlisis de lipoperoxidacién. El nivel de lipoperoxidacion de lipidos
en las células, fue medido en términos del contenido de malondialdehido
(MDA), un producto de peroxidacion, determinado mediante la reaccion con
acido tiobarbiturico (TBA) (Dhindsa et al., 1981). Las células (200 mg) fueron
homogeneizadas en 2 ml de 1 % acido tricloroacetico (TCA). El
homogeneizado fue centrifugado a 10.000 x g durante 5 minutos. Del
sobrenadante se tomd una alicuota de 1 ml y se mezclé con 4 ml de 0,5%
TBA disuelto 20% TCA. La mezcia fue calentada a 95 ° durante 30 minutos y
luego enfriada en hielo. Luego de una centrifugacion a 10.000 x g se
determind la absorbancia del sobrenadante a 532 nm. La concentracion de
MDA fue calculada utilizando como coeficiente de extincidn el valor de 155
mM'em™ (Heath y Parker, 1964).

2.5.8. Analisis enzimaticos. Las actividades de las enzimas catalasa (CAT,
EC. 1.11.1.8) y peroxidasa (POD, EC. 1.11.1.7) de la fraccidn citosdlica fueron

medidas de acuerdo al método de Chance y Maehly (1955). Para la actividad
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CAT, se determind la descomposicién de H;0, medida a 240 nm (£=39.4 M
cm™), durante 2 minutos. Para la reaccion a 2 ml de amortiguador fosfato (pH
7,0) se agregéron 15 mM de H:0,, mas 20 pl de extracto proteico.

La actividad POD, se evalud midiendo Ia oxidacion del guaiacol, seguida
a 470 nm (e= 26,6 mM‘1cm") durante 2 min. La mezcla de ensayo estuvo
constituida por 2 ml de amortiguador fosfato, 20 ml de 20 mM guaiacol, 20 ul
de H,0, 40 mM. La reaccién se inicié agregando al medio 20 pl de extracto
enzimatico.

Las actividades CAT y POD se expresaron en katales mg" de proteina.
Para la CAT se definié un Katal como la descompasicién de 1 mol de Hz0, por
seg. Para la guaiacol-POD, se definié un Katal como la oxidacion de 1 mol de
guaiacol por seg.

2.5.8. Cuantificacion de proteinas solubles

Las proteinas fueron cuantificadas segin [a metodologia descrita por
Bradford (1976). Se tomaron 40 ul de muestra y se mezclaron con 1,1 ml de
reactivo de Bradford. Se esperé durante 10 minutos y luego se leyd la
absorbancia a 595 nm. El contenido de proteinas en las muestras se
determind a partir de una curva de calibracion de albimina de bovino 1 mg/ml

(SIGMA).




37

26 Analisis estadisticos. Los resultados obtenidos fueron analizados

mediante el test de student y/o mediante analisis de varianza a un 95 % de

confiabilidad




3. RESULTADOS

3.1 Obtencion y caracterizacion de las suspensiones celulares y callos

En esta seccion se describirén algunas caracteristicas fisioldgicas y
bioquimicas de las células de cebada crecidas en suspension. Se incluiran
ademas, estudios realizados con una suspensidén celular tolerante al frio
(4° C), obtenida durante el desarrollo experimental de este trabajo y con callos
obtenidos a partir de esta suspension.
3.1.1 Caracterizacion fisioldgica de las suspensiones celulares

Para la obtencién de suspensiones celulares, se requiere inducir
previamente callos. Luego de probar diferentes explantes, se logré obtener
callos a partir de apices radiculares de semillas con 24 horas de germinacion
en el medio T descrito por Dudits ef al., (1975), para el cultivo in vitro de trigo.
A partir de estos callos se indujeron suspensiones celulares de las
variedades Atlas 68 y Aramir. Las células mostraron las caracteristicas tipicas
de las célula en suspensidn, esto es forma alargada, con una gran vacuola
central {Fig. 3). El 2,4 D no afecto a las células luego de varios subcultivos,
3.1.2. Crecimiento. El crecimiento de las suspension presentd una fase de

latencia, una fase de crecimiento exponencial y una fase estacionaria (Fig. 4).
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Figura 3. Células de cebada {cv. Atlas 68) crecidas en suspension. Células
control (A), Estresadas con PEG-8000 (2%) (B) y Tolerantes al frio (4 °C) (C).
Las suspensiones fueron inducidas de segmentos de callos y cultivadas en un
agitador orbital a 120 r.p.my 28 £ 3 °C. El tamafio promedio de 10 células fue
8 pm de largo en A; 4 pm de diametro en B y 4 UM de didmetro en C. El

aumento es 40 x.

ba Tl
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Figura 4. Crecimiento de las suspensiones celulares de cebada. Las
suspensiones fueron cultivadas en oscuridad en un agitador orbital a 120
r.p.m. y 28 & 3 °C. Cada valor corresponde al promedio de tres mediciones + 1
error estandar. Atlas 68 (o) y Aramir (0). El nimero de células al final del
experimento fue 5 x 10° células/ml para Atlas 68 y 2 x 10° células/ ml para

Ararnir.
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La variedad Atlas 68 ;Sresenté a 28 °C, una tasa de crecimiento mas rapida y
alcanzé una mayor biomasa que la variedad Aramir en periodos de tiempo
comparables y bajo las mismas condiciones de cultivo (Fig. 4). Por esta
razdn, los resultados que se mostraran a continuacion fueron realizados s6lo
con la variedad Atlas 68. Al comparar el crecimiento en base a incrementos
en peso fresco y seco de suspensiones celulares crecidas a 4, 10 y 28 °C, se
observd que la suspension crecid mejor a 28 °C, puesto que alcanzé una
mayor biomasa y la fase estacionaria a los 13 dias de iniciado el cultivo (Fig.
5). Por el contrario, a 10 °C la biomasa fue menor y la fase estacionaria se
alcanzd a los 16 dias de cultivo. A 4 °C practicamente no se produjo
crecimiento. Estos resultados sugieren que esta suspension celular es
susceptible al frio. El porcentaje en peso seco respecto del peso fresco, fue
mayor a 10 °C (17 % de materia seca) que a 28 °C (8 % de materia seca).
Esta Ultima temperatura sera considerada como confrol en el presente

estudio

3.1.3. Consumo de oxigeno. La actividad metabdlica estimada en base a la
respiracion, es un buen indicador del estado fisiolégico de los organismos
vivos. Por esta razén, se evalué el consumo de oxigeno de las suspensiones
celulares crecidas a 4 y 28 °C, directamente en el medio de cultivo en
presencia de algunos sustratos descrifos como sustancias capaces de

mejorar la tolerancia al frio (Tabla 3). Se puede observar que para las células
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Figura 5. Crecimiento de la suspension celular de cebada variedad Atlas 68 a
diferentes temperaturas: 4° (00), 10° (A) y 28° °C (0). La suspension fue
iniciada utilizando un inoculo de células equivalente a 1 x 10° células/ ml . El
numero final de células fue 1 x1 0° células/ml a 4°, 2 x1 0° células/mi a 10° y

5 x10° células/ml a 28°.
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Tabla 3. Efecto de la temperatura sobre el consumo de oxigeno en

suspensiones celulares de cebada cv Atlas 68.

Consumo de oxigeno
(umol/min x mg de proteina)

Tratamiento 4°C 28°C.

Control 457 225+ 20
Glucosa 55+ 5 320+ 25
Prolina 45+ 7 225+ 25
ABA ( | 50+ 5 230+ 20
Sacarosa | 60+ 5 220+ 25

Las suspensiones celulares fueron crecidas a 4 o 28 °C hasta los 12 dias. Al
cabo de este tiempo se determind e! consumo de oxigeno a la temperatura de
crecimiento, en muestras suplementadas con las sustancias indicadas. La
concentracion de los 4 compuestos utilizados en los tratamientos fue de 10
uNl. Cada valor es el promedio de tres mediciones + 1 error estandar. Los
valores de consumo de oxigeno a 4° y 28 °C fueron diferentes (P< 0,05, test
de student)
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crecidas a 28 °C, so6lo se produjo un aumento en la respiracién cuando el
medio fue suplementado con glucosa. El consumo de oxigeno se redujo
significativamente cuando las ceélulas fueron colocadas a 4°C, no
observandose efecto significativo de ninguna de las sustancias agregadas
(P>0,05, test de t). La baja actividad metabdlica a 4 °C, podria ser una de las

causas por las cuales no se produjo crecimiento (Fig. 5).

3.1.4. Consumo de sacarosa. E| andlisis del contenido de sacarosa en el
medio de cultivo permite una mejor interpretacion de la dinamica de
crecimiento de Ia suspensiéril celular bajo distintas condiciones de estrés. Por
esta razon, resulta indispensable conocer la dindmica de absorcion de
sacarosa en las células control (crecidas a 28 °C). Luego de una fase de
latencia que durd alrededor de tres dfas, la sacarosa comenzo a disminuir
continuamente en el medio de cultivo, hasta el final del experimento (Fig. 6).
La fase estacionaria que se produjo en el crecimiento de la suspension a los
16 dias, podria estar determinada en parte, por la disminucion de la fuente de
carbono en el medio de cultivo, pues al colocar células en medios frescos
reasumieron su crecimiento. El andlisis cuantitativo de sacarosa realizado
mediante HPLC permitié utilizar varias muestras, en periodos cortos de

tiempo, con un error experimental bajo (Fig. 6).
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Figura 6. Absorcién de sacarosa en suspensiones celulares de cebada (cv
Atlas 68) crecidas a 28 °C. La determinacion de sacarosa en el medio de
cultivo fue realizada mediante HPLC. Cada valor corresponde al promedio de

3 mediciones £ 1 error estandar.
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3.1.5. Sobrevivencia a temperaturas bajas y tolerancia al congelamiento.
La capacidad de Ia suspension celular susceptible al frio (crecida a 28 °C),
para tolerar ei congelamiento, se determiné evaluando la reduccién del TTC
luego de congelar las células durante 2 horas (Fig. 7). La sobrevivencia de las
células decreci6 significativamente con la disminucion de la temperatura. Del
andlisis de la curva se pudo obtener la temperatura a la cual se produce una
mortalidad igual al 50 % de las células (TLso), y que correspondi6 a -6,2 °C.
Adicionalmente, se determiné el efecto de las temperaturas bajas sobre Ia
respiracién de las células, utilizando un oxigrafo. La capacidad respiratoria de
las células disminuyé con la caida de temperatura (Fig. 8a). El valor de
temperatura a la cual la capacidad respiratoria se redujo en un 50% fue de
aproximadamente -5,5 °C, valor muy similar al obtenido con la reduccion del
TTC. Por esta razén, como una forma de determinar si este dltimo ensayo
puede ser utilizado para determinar la tolerancia de las células al frio, se
tomaron muestras y expusieron a diferentes temperaturas durante un lapso de
2 hrs y luego se determiné su capacidad respiratoria a 28° + 2 °C. En este
caso, la capacidad respiratoria se correlaciona con la cantidad de células
vivas presentes en la muestra. La sobrevivencia de las células disminuy6 con
la caida de la temperatura. El valor de temperatura al cual se tiene un 50% de
muerte celular fue de -5,3 °C (Fig. 8b), que es algo may;Jr al valor

determinado evaluando la reduccién del TTC (-8,2 °C).
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Figura 7. Efecto de la temperatura sobre la sobrevivencia de células de
cebada (cv. Atlas 68) crecidas a 28 °C. La sobrevivencia fue determinada a
los 16 dias de iniciado el cultivo, luego de incubar las células 2 horas a ia
temperatura indicada. Se evalud la reduccién del TTC segun se describe en
Materiales y Métodos. Cada valor corresponde al promedio de 3 mediciones

+ 1 error estandar.
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Figura 8. Efecto de la temperatura sobre el consumo de oxigeno en una

suspension celular de cebada (cv. Atlas 68) crecida a 28 °C. El consumo de

oxigeno se determind después de colocar las células directamente en la

camara de reaccion del oxigrafo por 1 hora a la temperatura indicada (A), o

bien congelando las células durante 2 horas a |a temperatura indicada y luego

midiendo el consumo de oxigeno a 28 °C (B). Cada valor corresponde al

promedio de 3 mediciones * 1 error estandar.




49

3.1.6. Tolerancia al déficit hidrico. La capacidad de la suspension celular
para tolerar el déficit hidrico se determind evaluando los efectos del
polietilenglicol-8000 (PEG-8000) sobre el consumo de oxigeno de las
células. La capacidad respiratoria disminuyé a medida que aumentd la
concentracion de PEG-8000 en el medio de reaccion (Fig. 9). La
concentracién a la cual se redujo el consumo de oxigeno en un 50% fue

equivalente al 2,2% de PEG-8000.

3.1.7. Obtencién de una suspensién celular tolerante al frio. Los
resultados indicados en [a seccién 3.1.2 mostraron que en el periodo en el
cual la suspension celular Icrecida a 28 °C alcanzo la fase estacionaria, la
suspension colocada a 4 °C no experimentd crecimiento (Fig. 5). Sin
embargo, cuando esta suspensién se mantuvo a 4 °C por un periodo de
tiempo mayor (aproximadamente entre 45 y 50 dias), se pudo inducir la
formacion de una suspensién celular tolerante al frio, cuya dinamica de
crecimiento (Fig. 10) fue diferente a la observada durante el crecimiento a 28
°C (Fig. 5). La fase de latencia duré 6 dfas y la fase estacionaria se
alcanzd a los 12 dias. La ganancia en peso fresco en las células crecidas a
4 °C fue significativamente inferior (alrededor de 2/3) a la ganancia de las

células crecidas a 28 °C. El contenido de agua de las células crecidas a 4 °C

fue menor gue a 28 °C (Fig. 11), mieniras que el peso seco fue mayor. Esto
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Figura 9. Tolerancia al déficit hidrico en células de cebada crecidas a 28 °C.
La tolerancia fue determinada midiendo los efectos del PEG-8000 sobre el
consumo de oxigeno de las células. Las determinaciones fueron realizadas a

28 °C. Cada valor corresponde al promedio de 3 repeticiones + 1 error

estandar.
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Figura 10. Crecimiento de una suspension celular de cebada tolerante al frio
(cv Atias 68) a 4°C. La cinética de crecimiento fue determinada al cabo del
tercer subcultivo. La suspensién inicial se formé entre 45 y 50 dias a 4 °C.

Cada valor corresponde al promedio de 3 mediciones 1 error estandar.
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Figura 11. Contenido de agua y materia seca en células crecidas a 4 (1)
(tolerante al frio) y 28 (o) °C (susceptible al frio). Cada valor corresponde al

promedio de 3 mediciones + 1 error estandar. .
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gitimo indica que las células que crecieron a una menor temperatura

acumularon una mayor biomasa que las células que crecieron a 28 °C.

La capacidad de estas células para tolerar el congelamiento sera mostrada en

los experimentos siguientes.

3.1.8. Consumo de Sacarosa en las células tolerantes al frio. El menor
crecimiento observado a 4 °C puede ser el reflejo de una menor actividad
metabdlica de las células, lo que deberia traducirse en una menor
absorcin de nutrientes desde el medio. La cinética de absorcidn de sacarosa
desde el medio de cuitivo no difirid de la cinética de absorcién observada a 28
'
°C (Fig. 12). Igualmente las determinaciones de los niveies de glucosa en el
medio de cuitivo, no mostra'ron diferencias a ambas temperaturas, lo que
permitié descartar la posible hidrélisis de sacarosa (resultado no mostrado).

Estos resultados sugieren que los mecanismos de absorcion de sacarosa no

se afectaron por las temperaturas bajas.

3.1.9. Eficiencia en el uso del carbono. Debido a que la temperatura no
afectd la absorcion de sacarosa desde el medio de cultivo, se determiné la
eficiencia en el uso del carbono, definida como la cantidad de materia seca
acumulada/g de sacarosa consumida. Esta relacion permite evajuar los costos
metabslicos asociados con el crecimiento y sobrevivencia a 4 °C, con
respecto a los costos metabdlicos asociados con el crecimiento en

condiciones 6ptimas. Las células fueron cultivadas en medios suplementados
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Figura 12. Absorcién de sacarosa en células crecidas a 4 °C (, tolerante al
frio) y 28 °C (o, susceptible al frio). El contenido de sacarosa en el medio de
cultivo fue determinado mediante HPLC. Cada valor corresponde al promedio

de 3 mediciones % 1 error estandar
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Figura 13. Eficiencia en el uso del carbono en células crecidas a 4 °C (1],
tolerante al frio) y 28 °C (o, susceptible). Las células fueron crecidas durante
18 dias en medios con diferentes concentraciones de sacarosa. La eficiencia
en el uso del carbono fue determinada midiendo [a cantidad de materia seca

acumuladalg de sacarosa consumida. Cada valor corresponde al promedio de

3 mediciones + 1 error estandar.
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con diferentes cantidades de sacarosa. Las diferencias en el uso del carbono,
fueron minimas en el rango de sacarosa utilizada (Fig. 13). Estos resultados
sugieren que no existe un costo metabdlico adicional asociado al crecimiento
a 4 °C, sino mas bien una redistribucién de la sacarosa a ofras vias

necesarias para crecer a esta temperatura.

3.1.10. Tolerancia al congelamiento en células tolerantes al frio. Dado que
la temperatura de crecimiento de las células tolerantes es de 4 °C, es
esperable encontrar una mayor tolerancia al congelamiento que [a encontrada
en las células de la suspension susceptible al frio, crecidas 28 °C. En ambos
grupos la sobrevivencia de ilas células disminuyd con la caida de temperatura
(Fig. 14). Sin embargo, las células mantenidas a 4 °C, evidenciaron una Tlso
inferior (-11 °C) a la de las células crecidas a 28 °C (TLsp = 6,2 °C). Por lo
tanto, las células crecidas a 4 °C incrementaron en un 77% su capacidad para

tolerar el congelamiento.

3.1.11. Comparacion de la tolerancia al déficit hidrico en células crecidas
a 4 °C y 28 °C. La tolerancia al déficit hidrico inducido por PEG-8000 en las

células crecidas a 4 y 28 °C, fue evaluada en base al consumo de oxigeno de

las células (Fig. 15). Las células crecidas a 4 °C fueron mas tolerantes al

déficit hidrico que las células control crecidas a 28 °C, encontrandose en este

caso, que la concentracién necesaria para reducir el consumo de oxigeno en
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Figura 14. Efecto de la temperatura sobre la sobrevivencia de células
crecidas 4 °C (0O) y a 28 °C (o). La sobrevivencia fue determinada evaluando
la capacidad de las células para reducir TTC, luego de haber sido sometidas
por 2 horas a la temperatura indicada. La temperatura a la cual la
sobrevivencia se redujo en un 50% corresponde a la Tlg. Cada valor

corresponde al promedio de'3 mediciones * 1 error estandar.
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Figura 15. Tolerancia al déficit hidrico en células de cebada (cv Atlas 68)
crecidas a 4 °C (0, tolerante); y a 28 °C (o, susceptible). La tolerancia fue
determinada agregando PEG-8000 en las concentraciones indicadas. Cada

valor corresponde al promedio de 3 mediciones * 1 error estandar.
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un 50 %, fue equivalente al 3,2 % de PEG-8000 en comparacion al 2,2 % de

las células crecidas a 28 °C.

Para demostrar que efectivamente las células estan adaptadas a 4 °C, se
tomé una alicuota de la suspension y se colocd en un medio de cultivo sdlido
a 4 ° C en un refrigerador, con el objeto de observar la formacién de callos. Al
cabo de un tiempo aproximado de 45 dias, a partir de estas células se
formaron callos (Fig. 16). Ciertos autores han expresado que callos y
suspensiories celulares responden de manera diferente a condiciones de
estrés. Por esta razén, se evalud la respuesta al congelamiento y al estres

H
hidrico en los callos crecidos a 4 °C

3.1.12. Tolerancia al congelamiento y al estrés hidrico en callos crecidos
a 4 °C. La tolerancia al congelamiento en callos fue levemente inferior (TLso =
-10) a la de las suspensiones celulares de la cual derivan (Fig. 17). Ademas,

estos callos mostraron ser capaces de tolerar el déficit hidrico de manera

similar a las células (Fig. 18).




60

Figura 16. Aspecto de un callo crecido a 4 °C. El callo fue inducido a partir
de células crecidas a 4 °C, colocando el frasco de cultivo en un refrigerador a

4 °C. Los callos comenzaron a formarse a partir de los 45 dias de cultivo.




61

120 , . i

100 |-

o
o
|

B
o

Sobrevivencia (%)
(0]
o

[y
o
T

i

-20 -10 0 10

Temperatura (°C)

Figura 17. Tolerancia al congelamiento en callos (0) y células (J) crecidos a
4 °C (tolerantes al frfo). Los andlisis fueron realizados a los 30 dias de haber
iniciado un subcultivo. La sobrevivencia fue determinada evaluando la
reduccién del TTC. Cada valor corresponde al promedio de 3 muestras * 1

error estandar.
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Figura 18. Tolerancia al déficit hidrico en callos (o) y células (0) crecidos a 4
°C (tolerantes al frio). La tolerancia fue determinada agregando al medio
PEG-8000 en las conceniraciones indicadas y midiendo el consumo de
oxigeno. Cada valor corresponde al promedio de 3 mediciones + 1 error

estandar.
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3.2. Caracterizacion bioquimica

En los parrafos siguientes se mostraran los resultados obtenidos al
caracterizar desde el punto de vista bioquimico las suspensiones celulares
puestas a crecer a diferentes temperaturas, y la células (suspensiones o

callos) tolerantes al frio (4°C).

3.2.1. Contenido de solutos en células crecidas a diferentes
temperaturas. El contenido de solutos de las suspensiones celulares
susceptibles al frio crecidas a las diferentes temperaturas fue determinado el
dia 15, luego de iniciado el cultivo (Tabla 4). El contenido de sacarosa,
proteinas solubles, prolina y ABA fue mayor a 10 que a4y 28 °C (P<0,05,
test de varianza). No se observaron diferencias significativas entre los niveles
de glicina-betaina a las distintas temperaturas (P>0,05, test de varianza). El
mayor contenido de solutos en la suspension cultivada a 10 °C puede dar

cuenta parcial del mayor porcentaje en peso seco de las células.

3.2.2. Acumulacién de solutos en células y callos tolerantes al frio. Los
niveles de solutos presentes en la fase estacionaria de una suspension
tolerante al frio (crecida a 4 °C), y el callos de 40 dias crecidos a 4 °C se
muestran en la Tabla 5. El contenido de ABA, sacarosa, prolina, y proteinas
solubles de células y/o callos crecidos a 4 °C fue mayor que el contenido

presente en las células crecidas a 28 °C. El hecho que el contenido de
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Tabla 4. Contenido de solutos en suspensiones celulares susceptibles al frio

crecidas a diferentes temperaturas .

4°C 10°C 28°C
Sacarosa (umol/g p.s) 36,5+1,8 54,6+ 1,5 42,3+ 4,5
Glucosa (umol/g p.s) 102,7 £1,7 166,0£55 132,0+£5,0

Proteinas solubles (mg/g p.s). 224 +20 33,5+3,0 27,715

Prolina (mmol/g p.s) 0,3+0,01 1,2 +£0,05 0,5+ 0.07
ABA  (nmol/g p.s) . 23+ 3 35+5 296
Glicina- betaina (mmol/g p.s) 0,4+001 0,7 +£0,04 0,6+ 0.09

El contenido de sacarosa, glucosa y ABA fue determinado mediante HPLC. EI
contenido de proteinas solubles y prolina fue determinado colorimétricamente
de acuerdo a la metodologia descrita en Materiales y Métodos. Las
suspensiones fueron obtenidas de células crecidas a 28 °C’. Las mediciones
fueron realizadas a los 16 dias de iniciado los cultivos. Cada valor

corresponde al promedio de tres mediciones + 1 error estandar.
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Tabla 5. Contenido de solutos en céluias crecidas a 4 °C (tolerante al frio) y

28 °C (susceptible al frio)

Solutos

Temperatura de crecimiento

Sacarosa (umol/g .ps)
Glucosa (umol/g.ps)
Proteinas (mg/g. ps)
Prolina (mmol/g. ps)

ABA  (nmal/g. ps)

4°C 28°C
Suspension __Callos Suspension
126 +9 7610 43+ 9
444 + 61 366 + 61 143 + 44
37+ 2 29 3,0 25+ 2
20£0,08 13005 1,3+006
45+3 39 +4 29+3

El contenido de sacarosa, glucosa y ABA fue determinado mediante HPLC. E|

contenido de prolina y proteinas solubles fue determinado colorimétricamente.

El anélisis fue realizado a los 16 dias. Cada valor corresponde al promedio de

3 mediciones + 1 error estandar.
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sacarosa en las células crecidas a 4 °C, sea 3 veces superior al contenido de
Sacarosa presente en las células crecidas a 28 °C, ¥ que el nivel de sacarosa
encontrado en el medio de cultivo a ambas temperaturas sea equivalente (Fig.
12), sugiere que esta sustancia podria estar desempefiando un papel

osmético bajo estas condiciones,
3.3. Aclimatacion al frio

Uno de los objetivos de esta tesis, fue verificar si las células crecidas en
suspension son capaces de aclimatarse g condiciones desfavorables al igual
que plantas intactas. Por esta razén, para determinar la capacidad de las
:
celulas para aclimatarse 3] frio, se colocé una suspension celular susceptible
al frio en fase de crecimien.to estacionario, en una camara fria a 4 °C. Se
evalud la capacidad de sobrevivencia al enfriamiento y la tolerancia a ia
congelacion en funcion del tiempo. La sobrevivencia de las células
mantenidas a 4 °C disminuyé con el tiempo, alcanzando un valor minimo a los
16 dias (40 % de sobrevivencia respecto del control) (Fig. 19). La tolerancia a
la congelacién de las células varid durante el proceso de aclimatacion (Fig.
20). Al inicio del cultivo se produjo un aumento de las Tlso, y posteriormente
a partir del sexto dia se produjo un descenso alcanzandose la maxima
tolerancia a los 16 dias (TLso = -9.0 °C). El hecho que la TLso disminuya
significa que las células fueron capaces de aclimatarse al frio. El consumo de

oxigeno de las células también varid durante la aclimatacion (Fig.21),
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Figura 19. Sobrevivencia de células susceptibles al frio durante la
aclimatacién a dos temperaturas diferentes 4 °C (o} vy 28 °C (11). La
sobrevivencia fue determinada evaluando la reduccién del TTC. Cada valor

corresponde al promedio de 3 mediciones + 1 error estandar.
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Figura 20. Tolerancia al congelamiento de suspensiones celulares de cebada

susceptible al frio, durante el periodo de aclimatacion a 4 °C. El valor de Tlsp

se determind midiendo la reduccién del TTC. Cada valor corresponde al

promedio de 3 mediciones + 1 error estandar. 4 °C (o), 28 °C ().
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Figura 21. Consumo de oxigeno durante la aclimatacién a 4 °C de las células
susceptibles al frio. El consumo de oxigeno fue determinado en medios de
cultivo fresco. Cada valor corresponde al promedio de 3 mediciones + 1 error

estandar. Células aclimatadas a 4 °C (o}; Control a 28 °C (0)
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observandose una disminucion inicial en el consumo de oxigeno (menor
capacidad metabdlica) durante los primeros 4 dias de tratamiento, el que se
recuperd posteriormente. Este resultado es consistente con la variacion en el
valor de la TLs, mostrado en la Fig. 20, dado que la reduccién del TTC
requiere de la actividad de deshidrogenasas mitocondriales. Dado que ambos
métodos utilizados para determinar la tolerancia al congelamiento, requieren
de la integridad de las membranas celulares, el aumento de la sensibilidad
observado al inicio de la aclimatacion podria estar relacionado entre ofros
factores, con dafios provocados por el estrés oxidativo que ocurre a bajas

temperaturas.

Entre las manifestaciones de! estrés oxidativo en plantas, se encuenfra la
lipoperoxidacion de las membranas, lo que constituye una medida del dafio
producido (Elstner y Osswald, 1994). El aumento de ciertos sistemas
antioxidantes enzimdticos contrarresta el efecto nocivo de la oxidacién y
representa una medida de la recuperacion del estrés (Prasad, ef al,, 1994).
Por esta razén, se determiné durante la aclimatacion de las células a 4 °C, el
contenido de malodialdehido (MDA), un producto de la oxidacion de lipidos de
membrana y los niveles de actividad de las enzimas peroxidasas y catalasas

citosolicas (Eistner y Osswald, 1994).
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El contenido de MDA aumenté durante los primeros dias de la aclimatacion
(los mismos- en que aumentd la Tlsg) y se mantuvo constante a partir del

octavo dia hasta el final del tratamiento (Fig. 22). Las peroxidasas citosélicas

también experimentaron cambios durante la aclimatacién. En el periodo inicial
de la aclimatacién la actividad disminuyd (al igual que la tolerancia al
congelamiento), para posteriormente aumentar (Fig. 23). La actividad catalasa
mostrd un comportamiento similar. Durante el perfodo inicial de la
aclimatacion la actividad disminuyd pero en menor magnitud, que la actividad
peroxidasa. A partir del cuarto dia la actividad catalasa auments,
alcanzéndose valores por sébre el control desde el sexto dia a 4 °C (Fig. 23).
Los resultados muestran que las células de cebada son capaces de
recuperarse del estrés oxidative inducido por el frio, durante el procesc de

aclimatacion.

3.3.1 Contenido de solutos durante la aclimatacién. Se ha descrito que
como respuesta a la aclimatacién, numerosas especies acumulan compuestos
asociados con la adquisicion de un mayor grado de tolerancia como son la
prolina. betaina, sacarosa y ABA. Por esta razén, se determiné la variacién en
el contenido de estos compuestos durante la aclimatacion de las células a
4 °C. El contenido de prolina aumento durante la aclimatacién (Fig. 24). Este
aumento se produjo a partir del sexto dia de exposicion de las células a 4°C y

alcanzo valores maximos alrededor de los 20 dias 27 mmol/g. p.s). En
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Figura 22. Variacion en el contenido de MDA durante la aclimatacion a 4 °C

de suspensiones celulares de cebada susceptible al frfo. Cada valor

corresponde al promedio de 3 mediciones + 1 error estandar. Células

aclimatadas a 4 °C (o); Control a 28 °C ([})
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Figura 23, Actividad de las enzimas guiacol-peroxidasa y catalasa durante la

aclimatacion a 4 °C de células susceptibles al frio. Cada valor corresponde al

promedio de 3 mediciones + 1 error estandar. Células aclimatadas a 4 °C (o);

Controi 28 °C (00)
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Figura 24. Acumulacion de prolina durante la aclimatacion a 4 °C de células
susceptibles al frio. La determinacion se realizé colorimétricamente, segun lo
descrito en Materiales y Métodos. Cada valor corresponde el promedio de 3

mediciones + 1 error estandar. Células aclimatadas a 4 °C (o); Control 28 °C

(™)
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cambio el contenido de betaina no experimento cambios significativos,
manteniéndose los valores en el rango de las células control (0,06 mmolikg

p.s, P> 0,05 test de t).

La sacarosa, metabolitc que ha sido asociado con la tolerancia al
congelamiento también se acumuld durante la aclimatacion (Fig. 25). Esta
acumulacién se produjo a partir del cuarto dia de aclimatacion, alcanzando

valores maximos a los 10 dias (aproximadamente 3 veces el nivel del control).

El metabolismo proteico también no se vio afectado cuando ias plantas fueron
sometidas a bajas temperaturas. Los niveles de proteinas solubles totales en

las células control y las aclimatadas no experimentaron variacién durante el

perfodo de aclimatacion a 4 °C (Fig. 26, P> 0,05 test de varianza} .

En otras especies se ha descrito que durante la aclimatacién de las células se
acumula ABA. El contenido de ABA comenzd a aumentar a partir del sexto
dia de aclimatacion a 4 °C, alcanzando un maximo transitorio a los 8 dias (Fig.
27). Luego de este periodo se produjo un descenso estabilizandose los
niveles entre los 12 y 16 dias. El contenido de agua y el peso seco de las
células, medidos como porcentaje del control, mostraron variaciones durante
la aclimatacion (Fig. 28). El porcentaje de agua se redujo desde un 90% en
las células contral a un 78% en las células aclimatadas mientras que el

porcentaje de peso seco aumentd desde un 8 a un 26 % por efecto de la
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Figura 25. Acumulacidn de sacarosa durante la aclimatacion a 4 °C de las

células susceptibles al frio. Los valores de sacarosa en las células fueron
determinados por HPLC. Cada valor corresponde al promedio de 3
mediciones + 1 error estandar. Células aclimatadas a 4 °C (o); Control a 28 ©

C (@).
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Figura 26. Contenido de proteinas solubles durante la aclimatacion a 4 °C de

células susceptibles al frio. Cada valor corresponde al promedio de 3
mediciones * 1 error estandar. Células aclimatadas a 4 °C (o), Control a 28

°C (D).
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Figura 27. Variacion en el contenido de ABA durante la aclimatacién a 4 °C
de células susceptibles al frio. El contenido de ABA fue determinado mediante
HPLC. Cada. valor corresponde al promedio de 3 mediciones + 1 error

estandar. Celulas aclimatadas a 4 °C (o), Control a 28 °C (D).
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Figura 28. Variacion en el contenido de agua y materia seca durante la

aclimatacion a 4 °C de células susceptibles al frio. Cada valor corresponde al

promedio de 3 mediciones + 1 error estdndar. Células aclimatadas a 4 °C (o)

Control a 28 °C ([J)
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aclimatacién. La reduccion del contenido de agua y el aumento de los solutos
pueden contribuir a aumentar la tolerancia al frio de las células susceptibles.
3.3.2. Tolerancia al déficit hidrico en células susceptibles al frio
aclimatadas a 4° C. Como se mostré en los puntos anteriores, el frio indujo
en las células una serie de cambios, algunos de los cuales también han sido
reportados por efectos del estrés hidrico. Se deberia esperar entonces, que
las células aclimatadas a 4°C, respondan mejor al déficit hidrico que las
células no aclimatadas. La toler)ancia de las células al PEG-8000 aumenté en
forma considerable respecto del control a 28 °C (Fig. 29). La concentracién de
PEG-8000 necesaria para inhibir en un 50 % el consumo de oxigeno aumentd
desde 2,2 % a 3%. Esto sugiere que durante la aclimatacién al frio se gatilian

también mecanismos que permiten a las células tolerar mejor el estrés hidrico.

Los resultados mostrados en esta seccion, indican que las células
susceptibles son capaces de aclimatarse al frio, con lo cual mejoran también

su tolerancia al déficit hidrico.
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Figura 29. Efecto de la aclimatacion a 4 °C en células de cebada susceptibles
al frio sobre la tolerancia al déficit hidrico. El déficit hidrico se indujo
aplicando al medio PEG-8000 en las concentraciones indicadas. Cada valor

corresponde al promedio de tres mediciones + 1 error estandar.
aclimatadas a 4°C (o); Control a 28 °C ()
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3.4. Efecto del] ABA sobre la aclimatacion.

Debido a que el ABA exé‘geno puede incrementar la capacidad de las
células para tolerar el estrés inducido por frio y déficit hidrico, en diferentes
especies (Chen and Gusta, 1983; Reeney and Gusta, 1987), se pretendio
evaluar los efectos de este compuesto en la tolerancia al frio de las células
susceptibles (crecidas a 28 °C). Se incubaron suspensiones celulares con
diferentes concentraciones de ABA (0-100 uM) durante 7 dias. La TLso de las
celulas disminuy6 significativamente a medida que aumentd el contenido de
ABA del medio de cultivo (|Fig. 30), alcanzando valores inferiores a -.30 °C
con ABA 100 uM. La acumulacién de ABA en las células mostré una
proporcionalidad con el conténido externo hasta los 75 HM ABA. Los
niveles enddgenos fueron similares a 75 y 100 uM. Si se comparan estos
resultados con los obtenidos al aclimatar las células a 4 °C, se puede concluir
que la aclimatacién con ABA hace a las células mas tolerantes que cuando se

aclimatan a 4 °C en un periodo de tiempo menor (Figs 20 y 30).

Dado que durante la exposicién de las células a 4° C la méxima tolerancia al
congelamiento se obtuvo alrededor del sexto dia (Fig. 15), se quiso
determinar los efectos de un periodo de incubacion mayor que 7 dias con 100
HM ABA. Por esta razon, se evalué la capacidad de tolerar el congelamiento a

los 14 y 21 dias de incubacién. La incubacidén con ABA 100 HM redujo el
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Figura 30. Efecto de la incubacién con ABA exdgeno sobre la tolerancia al

congelamiento y la acumulacion de ABA en una suspension celular

susceptible al frio crecida a 28 °C. La TlLs se determiné a partir de los valores

de sobrevivencia medidos

evaluando la reduccion del TTC. Cada valor

corresponde al promedio de 3 mediciones + 1 error estandar.
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crecimiento de las células, medido como incremento en peso fresco del
inoculo inicial (Tabla 5). La viabilidad de las células se redujo sélo levemente.
Ei contenido de ABA a los 7, 14 y 21 dias no difirié significativamente (P>0,05,
test de varianza). Sin embargo, hubo un aumento significativo en la
capacidad de las células para tolerar el congelamiento. Al transferir las
células a un medio sin ABA, se recuperod el crecimiento y el contenido de ABA
de ias células disminuyo, esto probablemente por un efecto de dilucién debido
a la divisién. No obstante, esta baja en el contenido endégeno de ABA, las
células mostraron una mejor tolerancia al congelamiento que el control (Tabla
5). celular. El contenido de 'prolina aumenté en relacién al contenido de ABA
en el medio de cultivo. Sin-embargo, los niveles fueron menores que los
alcanzados durante la aclimatacién a 4 °C (27,2 mmolfg.ps y 12,3 mmol/g.
p.s, respectivamente) (Fig. 31). La presencia de ABA en el medio de cultivo
también indujo la acumulacion de sacarosa, alcanzandose valores méximos
de 170 mg/ g. p.s alrededor del decimotercer dia (Fig. 32). El contenido de
fosfolipidos en las células tratadas con ABA se muestra en la Fig. 33. Los
niveles de fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina y fosfatidilinositol aumentaron
con el ABA exdgeno, existiendo a 100 tM ABA claras diferencias con

respecto al control sin ABA 28 °C (P<0,05, test de varianza).
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Tabla 6. Efecto del tiempo de incubacion con ABA sobre la tolerancia al

congelamiento en suspensiones celulares de cebada Atlas 68.

ABA
exdgeno

(HM)
0
100
100
100

100

100

Tiempo

(dias)

7

7

14

21

ABA

interno
(nmol/g.p.s)

291 3
43+ 4
56+ 7
61+ 8
43+ 5
35+ 3
56 + 4

43+ 3

Peso fresco

(glL)

50,0+ 1
425+2
355+ 1
19,63
43,0:+2
525%2
3502

51,0+2

TLso
(°C)
6.2
-30.5
-30.5 (-38,5)°
-30,5 (-42,0)°
-30,5
-14.5
-30,5

-18,5

La TLso fue determinada evaluando la capacidad de las células para reducir

TTC. El contenido de ABA fue determinado mediante HPLC, segtn lo descrito

en métodos. El inoculo inicial de células fue de 10 g/L. Los valores

corresponden al promedio de tres mediciones + 1 error estandar. *Al cabo de

este tiempo las células se transfirieron a medios sin ABA y se incubaron

durante el tiempo indicado en la linea inmediatamente inferior, *Valores

determinados mediante extrapolacion de la recta de regresién lineal.
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Figura 31. Efecto de la aclimatacién con ABA exdgeno sobre la acumulacién

de prolina en suspensiones celulares de cebada susceptibles al frio crecidas

a 28 °C. Cada valor corresponde al promedio de 3 mediciones + 1 error

estandar. Control sin ABA ((1), ABA 100 uM (o).
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Figura 32, Efecto de la aclimatacién con ABA sobre Ia acumulacion de
sacarosa en ceélulas susceptibles al frio crecidas a 28 °C. La sacarosa se
determind mediante HPLC. Cada valor corresponde al promedio de 3
mediciones + 1 error estandar. Control sin ABA (00); ABA 100 uM (o).
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Figura 33. Efecto de la aclimatacién con ABA (100 uM) sobre el contenido de

fosfolipidos en células de cebada susceptibles al frfo. Los fosfolipidos fueron

determinados mediante HPLC, segin se describe en Materiales y Métodos,

Cada valor corresponde al promedio de 3 mediciones + 1 error estandar.
Fosfatidilinositol (A); Fosfatidilcolina (B); Fosfatidiletanolamina (C).
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3.4.1. Tolerancia al déficit hidrico en células aclimatadas al ABA

En la hipétesis se planteé la posibilidad de la existencia de mecanismos
comunes de tolerancia a las diferentes condiciones adversas. Por esta razén,
se determind la capacidad para tolerar el déficit hidrico de la células
aclimatadas con ABA 100 uM. Estas células toleran muy bien el
congelamiento (Fig. 31). Las células fueron incubadas durante 12 horas con
diferentes concentraciones de PEG-8000 (0-10%). Al cabo de este tiempo, se
determiné el consumo de oxigeno de las células en cada una de las
concentraciones de PEG-8000 utilizadas. La capacidad respiratoria de las
células se redujo en forma proporcional al contenido de PEG-8000 en el
medio de cultivo (Fig. 34). La concentracién necesaria para reducir el
consumo de oxigeno en un 50% fue equivalente al 5%, que es saobre el 100%
superior a la de las células control (2,2%). Entonces, las células de cebada
aclimatadas con ABA duplican su capacidad para tolerar el déficit hidrico

inducido por PEG-8000.

1

3.5. Aclimatacién de las células al déficit hidrico inducido por PEG-8000.
Si las células de cebada son capaces de aclimatarse al frio, se deberia
esperar que tambien fueran capaces de aclimatarse al estrés hidrico. Al
determinar los efectos del PEG-8000 sobre las células control, se pudo
constatar que el consumo de oxigeno de las células disminuy6 por debaijo del

50% a concentraciones iguales o mayores al 2%. Por esta razon, se escogid
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Figura 34. Efecto del ABA en la tolerancia al estrés hidrico inducido por PEG-
8000 en células susceptibles al frio crecidas a 28 °C . La tolerancia al déficit
hidrico fue determinada midiendo el efecto del PEG sobre el consumo de
oxigeno de las células. El consumo de oxigeno de las células en ausencia de
PEG fue de 240 + 10 ymol x min™ x mg de proteina®. Cada valor corresponde

al promedio de 3 mediciones + 1 error esténdar. Control sin ABA ([1); ABA 100

LM (o).
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una concentracion igual al 2% para aclimatar las células a condiciones de

déficit hidrico durante un periodo de 7 dias.

3.5.1. Efecto del déficit hidrico sobre la sobrevivencia de células de
cebada. La sobrevivencia de las células no se afectd al utiizar esta
concentracion de PEG-8000, pues no existen diferencias significativas
respecto del control sin PEG-8000 (P>0,05, test de t; Fig. 35). La capacidad
de estas células para tolerar niveles de estrés hidrico mayores aumentd
levemente con respecto a las células control (desde 2,2 % a 2,8%; Fig. 36).
Sin embargo, la magnitud de este incremento fue inferior al observado al

aclimatar con ABA (desde 2,2% a 5 %).

3.5.2. Tolerancia al congelamiento y acumulacion de solutos en células
aclimatadas al déficit hidrico. La aclimatacion de células con PEG-8000
aumentd su capacidad para tolerar congelamiento celular en
aproximadamente 1,5 °C (Fig. 37). La aclimatacion de células con 2% PEG-
8000 indujo la acumulacién de solutos relacionados con la respuesta a estrés
hidrico. La acumulacién de prolina fue mas rapida que la observada a 4 °C
(Fig. 38), mientras que la cinética de acumulaciéon de ABA fue similar a la
observada a 4 °C, aunque con un méaximo inferior (Fig. 39). La acumulacion
de sacarosa fue semejante a la observada durante la aclimatacién a 4 °C,

alcanzandose, no obstante, niveles inferiores (Fig. 40).
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Figura 35. Efecto del PEG-8000 sobre la sobrevivencia de suspensiones
celulares de cebada susceptibles al frio mantenidas a 28 °C. La sobrevivencia
fue determinada evaluando la capacidad para reducir TTC. Cada valor

corresponde al promedio de 3 mediciones + 1 error estandar. Control sin PEG

(0); Células aclimatadas con 2% PEG-8000 (o)
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Figura 36. Efecto de la aclimatacion con PEG sobre la tolerancia al déficit
hidrico en células susceptibles al frio mantenidas a 28 °C. La tolerancia al
déficit hidrico fue determinada midiendo los efectos de la concentracion de
PEG-8000 sobre el consumo de oxigeno. Cada valor corresponde al promedio
de 3 mediciones % 1 error estandar. Control sin PEG (0); Células aclimatadas

con 2 % PEG-8000 (o).
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Figura 37. Tolerancia al congelamiento en células de cebadas susceptibles al
frfo aclimatadas con PEG. La tolerancia al congelamiento fue evaluada luego
congelar las células durante 2 horas y determinando la reduccién del TTC.
Cada valor corresponde al promedic de 3 mediciones + 1 error estandar.

Control sin PEG (0); Células aclimatadas con 2% PEG-8000 (o).
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Figura 38. Efecto de la aclimatacién con PEG sobre la acumulacion de
prolina en células susceptibles al frio crecidas a 28 °C. La prolina fue
determinada colorimétricamente. Cada valor corresponde al promedio de 3

mediciones # 1 error estandar. Control sin PEG (1); Células aclimatadas con

2% PEG-8000 (o)
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Figura 39. Efecto de la aclimatacion con PEG sobre la acumulacién de ABA
en células susceptibles al frio crecidas a 28 °C. El contenido de ABA de las
células fue determinado mediante HPLC. Cada valor corresponde al promedio

de 3 mediciones * 1 error estdndar. Contro! sin PEG (0), Células aclimatadas

con 2% PEG-8000 (o)
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Figura 40. Efectoc de la aclimatacion con PEG, sobre la acumulacion de
sacarosa en células susceptibles al frio crecidas a 28 °C. La sacarosa fue
determinada mediante HPLC. Cada valor corresponde al promedio de tres

repeticiones + 1 error estandar. Control Sin PEG ([J); Células aclimatadas con

2% PEG-8000 (o).
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3.5.3. Efecto de la aclimatacion al déficit hidrico sobre el contenido de
fosfolipidos. El estrés hidrico puede inducir tambien alteraciones en los
componentes de la membrana plasmatica. Por esta razon, se determinaron
los efectos de la incubacién con PEG-8000 sobre los niveles de lipidos. El
contenido de fosfolipidos aumenté al incubar las células en 2% PEG-8000.
Los niveles de fosfoinositol, fosfatidilcolina y fosfoetanolamina aumentaron
en un 24%, 34% y solo 7% respecto del control sin PEG (Fig. 41). Los
cambios provocados por el PEG fueron menores que los cambios inducidos

por el ABA (Fig. 33)

3.6. Efecto del cloruro de colina sobre la tolerancia al congelamiento y

déficit hidrico.

En esta Ultima seccidn de los resultados se mostraran los efectos de la
incubacion de las células con cloruro de colina, un precursor de la glicina-

betaina y la fosfatidilcolina, sobre la tolerancia al frio y al déficit hidrico.

Como se mostrd en la Fig. 23, durante la etapa inicial de la aclimatacién de
las células a 4 °C, se produjeron alteraciones en las membranas, pues los
niveles de MDA aumentaron por efecto del frio. Hacia el final de la

aclimatacidén, cuando las células mostiraron una mayor tolerancia al frio,
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Figura 41 Efecto de la aclimataciéon con PEG (2 %) sobre el contenido de
fosfolipidos en células susceptibles al frio crecidas a 28 °C. Los fosfolipidos
fueron separados mediante HPLC. Los valores corresponden al promedio de
3 mediciones + 1 error estandar. Fosfatidilinositol (A); Fosfatidilcolina (B);

Fosfatidiietanolamina (C).
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los niveles de MDA permanecieron constantes. Debido a que diversos
trabajos han mostrado que la membrana plasmatica puede modular la
tolerancia a condiciones de estrés manteniendo su funcionalidad (fluidez), si
se modifica en forma artificial la composicién de las membranas plasmaticas,
se deberia modificar la tolerancia de las células al estrés. Con el propdsito de
verificar esta hipdtesis, se incubaron suspensiones celulares en medios
suplementados con cloruro de colina (ChCl) durante 7 dias. Al cabo de este
tiempo. se determind el efecto de la temperatura sobre la sobrevivencia de las
células (Fig. 42). Se observa que la tolerancia de las células a las
temperaturas bajas aumentd con la concentracion de cloruro de colina en el
medio de cultivo (Fig. 43), lo cual significa que las células se hicieron mas
tolerantes. La TLs alcanzada a una concentracion 1 mM de ChCl fue de
- 18°C. Al comparar estos resuitados con los obtenidos al aclimatar con ABA
se concluye que .el grado de tolerancia alcanzado en presencia de ChCl fue
menor, pero de todas maneras fue mayor que el alcanzado al aclimatar a 4

°C.

d.6.1 Tolerancia al déficit hidrico. Las células aclimatadas con CHCI

también fueron capaces de tolerar el déficit hidrico. La concentracion de PEG

a la cual se produjo la inhibicién de] 50 % en la capacidad respiratoria de las
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Figura 42. Efecto de la aclimatacion con ChCl sobre la tolerancia a
temperaturas bajas en células susceptibles al frio. Las células fueron
incubadas en presencia de ChCl durante 7 dias. La sobrevivencia se
determind midiendo la reduccion det TTC. Cada valor corresponde al

promedio de 3 muestras + 1 error estandar. Control (o}; 0,25 (0); 0,5 (A); 0,75
(V) y 1 M ChCl ().
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Figura 43. Efecto de la aclimatacion con ChCl sobre la TLsp de las células

susceptibles al frio. Las células fueron incubadas en ChC! durante 7 dias. La

tolerancia al congelamiento se determind midiendo la reduccién del TTC

luego de congelar las células durante 2 horas. Cada valor corresponde al

promedio de 3 mediciones % 1 error estandar.
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células fue de aproximadamente un 3,8% (Fig. 44). Esto significa que la

capacidad de tolerancia aumentd en aproximadamente un 79%.

3.6.2. Efecto del cloruro de colina sobre la acumulacién de solutos. La
incubacion de células en medios de cultivo con un menor potencial osmético,
puede inducir en estas la acumulacién de solutos. Los niveles de prolina
aumentaron por efecto del ChCl (Tabla 6), pero en una proporcién menor si
se compara con la acumulacion observada durante la aclimatacién a 4 °C (9,6
y 27 mmol/g. p.s., respectivamente) Glicina-betaina no experimenté cambios
significativos (P>0,05, test de t). De igual modo la aplicacién exdgena de
cloruro de colina no modiﬁcl:é los niveles endogenos de ABA (P>0,05 test de

t) (Tabla 6).

3.6.3. Efecto del cloruro de colina sobre el contenido de fosfolipidos.
Para verificar cambios en la composicién lipidica de las membranas de las
células incubadas con ChCl, se determinaron los niveles de fosfolipidos. El
contenido de fosfolipidos aumenté con la presencia de ChCl en el medio de
cultivo (Fig. 45). El contenido de fosfatidilcolina aumentd en forma lineal con

la concentracién de ChCl incorporada en el medio de cultivo {r= 0,99).

Los niveles de fosfatidiletanclamina, aumentaron en un 12%, mientras que
los niveles de fosfatidilinositol disminuyeron en un 13%. En los &cidos
grasos de la fraccion de fosfatidilcolina se produjo un aumento significativo en

la proporcién del acido linoténico (4,3 veces) (18:3). (Tabla 7). El aumento de
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Figura 44. Efecto de la aclimatacion con cloruro de colina sobre la tolerancia
al déficit hidrico en células susceptibles al frio crecidas a 28 °C. La tolerancia
al déficit hidrico se determind evaluando los efectos del PEG-8000 sobre la
actividad respiratoria de las células. Cada valor corresponde al promedio de 3

mediciones £ 1 error estandar. Control sin ChCl (1), Células aclimatadas con

ChCl 1 uM (o)
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Tabla 7. Efecto del cloruro de colina sobre el contenido de prolina, glicina-

betaina y ABA en suspensiones celulares de cebada cv Atlas 68.

ChCI (uM) Prolina Glicina-betaina ABA
{ mmol/g. ps)
0 55+0,3 0,10 £0,05 35x10°+ 3 x10°
0,25 6,3+0,7 0,15+ 0,05 39x10°+ 4 x10°
0,50 68+0,5 0,15+ 0,06 42x10°+ 2 x10°®
0,75 7.3£07 0,20 +0.08 39x10° £ 3x10°
1,0 96+0,8 0,18 £ 0,06 38x10° + 3x10°°

Prolina y Glicina-betaina fueron cuantificados colorimétricamente, mientras
que ABA fue cuantificado mediante HPLC, segun se describe en Materiales y
Métodos. Cada valor corresponde al promedio de tres mediciones % 1 error
estandar. Las mediciones fueron hechas luego de incubar las células en ChCl
1 MM durante 7 dias.
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Figura 45. Efecto de la aclimatacion con ChCl (1 uM) sobre el contenido de
fosfolipidos en células de cebada susceptibles al frio. Los fosfolipidos fueron
separados y cuantificados mediante HPLC. Cada valor corresponde al
promedic de 3 mediciones % 1 error estandar. Fosfatidilinositol (A),

Fosfatidilcolina (B); Fosfatidiletanoclamina {C). El tiempo de aclimatacion fue

de 7 dias.
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Tabla 8. Proporcion de &cidos grasos en la fraccién de fosfatidilcolina de

celulas aclimatadas con ChCl.

Control Células aclimatadas
(mol %)
16:0 209086 20,7 +0.7
18.0 1,5+0,02 0,7 +£0,03
18:1 15,1 £ 0,4 14,1+0,3
18:2 591,3 +2,8 53,7 £1,7
18:3 22+0,05 8,504
Otros 1,0+ 0,03 1,3+ 0,05
indice de insaturacion 3,41 3,61

La fosfatidilcolina fue colectada luego de separar los fosfolipidos mediante
HPLC. El contenido de &cidos grasos en la fraccién de fosfatidilcolina, fue
determinado mediante HPLC, segtlin se describe en Materiales y Métodos.
Cada valor corresponde al promedio de tres repeticiones + 1 error estandar.

El indice de insaturacion fue determinado mediante la siguiente relacién 18:1
+ 18:2+ 18:3/ 16:0 + 18:0.
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este acido, provoca un aumento en el indice de insaturacion, lo que podria

asociarse con una mayor fluidez de las membranas a bajas temperaturas.

Los resultados mostrados en esta seccién, sugieren que al modificar las

caracteristicas de la membrana plemética, se puede modular la respuesta de

las células a-condiciones desfavorables.
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4. DISCUSION

El propdsito principal de esta Tesis, fue estudiar la capacidad de células
crecidas en suspensién para aclimatarse al frio y estrés hidrico.

En condiciones naturales las plantas son sometidas a diversos tipos de
estrés en forma simultdnea. Por ejemplo, un estrés de fric o calor es a menudo
acompaiiado por un estrés hidrico. Para comprender las respuestas de las
plantas al ambiente, se deben conocer los mecanismos mediante los cuales
una planta se aclimata a los diferentes tipos de estrés ambientales. Una
aproximacion para comprender dichas interacciones es estudiar las
perturbaciones inducidas a nivel celular. Una caracteristica comin entre el
estrés inducido por frio y sequia es la deshidratacién. El fluido extracelular en
plantas terrestres contiene una menor cantidad de solutos que el vacuolar
(Larcher, 1995). Esta tdiferencia de concentracién combinada con la naturaleza
semipermeable de las membranas y la rigidez de la pared celular es
responsable de la presién de turgor. El proceso de deshidratacién es similar
bajo congelamiento y estrés hidrico (Palva, 1990). A medida que el aire se
entria, el hielo crece en el espacio apoplastico, provocando la salida de agua

citosdlica y el colapso de la célula. El movimiento del agua, ocurre debido a

que la presidn de vapor del hielo apoplastico es menor que la del agua
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citoplasmatica y vacuolar a la misma temperatura (Larcher, 1985). En estas
condiciones la membrana plasmatica no se separa de la pared celular.

L a capacidad de la suspensidn celular (variedad Atlas 68) para tolerar el
congelamiento estuvo en el rango determinado para las hojas (TLso -5,8 °C,
Bravo, 1996), aunque los métodos empleados en la determinacién de su Tlss
fueron diferentes. En hojas normalmente se determina la capacidad de la
membrana para conirolar el fiujo de iones luego del congelamiento
(determinada por cambios en la conductividad que experimenta el agua pura,
debido a la salida de iones desde las células). El grado de tolerancia de hojas
de plantulas de cebada determinado mediante esta técnica varia entre -5.4 °C
(cv Robur) y -10.8 (cv Libra) (Bravo , 1996). En cambio en la determinacion del
grado de tolerancia al fric en las suspensiones celulares, se emplearon dos
metodologias. El primer método se basa la capacidad de las células para
reducir TTC, para lo cual se requiere de la presencia de deshidrogenasas
mitocondriales activas, y es indicativo de la viabilidad celular. Este método ha
sido utilizado y validado por numerosos autores en estudios sobre folerancia al
frio, pues se ha demostrado que la capacidad de las células para reducir el
TTC esta en directa relacidon con la cantidad de células vivas presentes en la
muestra (Towill y Manzur, 1975; Chen, ef al., 1983). El segundo método, muy
relacionado con el anterior, se basd en determinacion de la actividad

respiratoria de las células a temperaturas bajas y déficit hidrico. La actividad




111

respiratoria de las células requiere de mitocondrias funcionales, de manera que
cualquier dafio que sufra la membrana mitocondrial interna o las enzimas que
participan en la cadena transportadora de electrones, afectara el consumo de
oxigenoc. Por el hecho de estar ambos métodos muy relacionados, se
obtuvieron valores similares de temperatura a los cuales se redujo Ia
sobrevivencia o la capacidad respiratoria de las células, aunque levemente
inferior en el caso de la reduccion del TTC. Recientemente, Ishikawa, et al.,
(1995), han mostrado gue la reduccion del TTC, puede sobreestimar la
capacidad de las células de plantas lefiosas, para tolerar el congelamiento en
comparacion con otros métodos. Los resultados encontrados en esta tesis,
utilizando ambos métodos mostraron muy pocas diferencias, lo que permite
sugerir que cualquiera de ellos resulta adecuado para determinar tolerancia, al
frio en células de cebada.

La determinacion de la capacidad respiratoria de las células también
resulta adecuada para evaluar los efectos de otras condiciones adversas sobre
las células. Utilizando esta metodologia, se determinaron los efectos del PEG-
8000 como inductor de déficit hidrico sobre las celulas. Esta sustancia por su
tamafio no puede penetrar la membrana plasmatica, de modc que en
condiciones de estrés severo las celulas sufren un colapso. La conceniracion
requerida para reducir el consumo de oxigeno en las células control (crecidas a

28 °C), fue de aproximadamente 2,2% PEG-8000.
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Nuestros resultados también demuestran que la exposicién prolongada
de las células a una condicién ambiental desfavorable, puede ser beneficiosa,
para la obtencién de suspensiones celulares en cantidades apropiadas, pues
basta que una célula responda y comience a dividirse para formar una
suspension celular. Ademas, la obtencién de una suspension celular capaz de
crecer a 4 °C, resulta importante, pues el disponer de este material, permitiria
caracterizar los mecanismos responsables de la capacidad para crecer a bajas
temperaturas. Estas células mostraron una capacidad para tolerar el frio y la
sequia mucho mayor que las células crecidas a 28 °C. La capacidad para
tolerar el congelamiento aumenté alrededor de 4 °C. Esto tiene importancia,
pues como se menciond con anterioridad, el seleccionar plantas capaces de
tolerar 1 °C menos, permitiria aumentar los rendimientos de algunos cultivos
(Fowler et al., 1981). De igual modo, estas células mostraron una mayor
capacidad para folerar el estrés hidrico. Entre los mecanismos responsables de
esta diferencia se podrfa sugerir, la acumulacién de ABA y sacarosa. Resulta
interesante destacar que la acumulacién de prolina en estas células (crecidas a
4 °C) no fue muy diferente a la prolina presente en células crecidas a 28 °C.
Este resultado apoya la hipdtesis planteada por algunos autores en el sentido
que este metabolito es un indicador del grado de estrés que sufren las células,

mas que un indicador del grado de tolerancia (Ibarra-Caballero et a/., 1988).
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Como era de esperar, las células ;:recidas en suspension mostraron al
igual que plantas intactas, capacidad de aclimatarse cuando fueron expuestas
a 4 °C, durante 20 dias. La maxima aclimatacién alcanzada por las células fue
de alrededor de -9,5 °C. Plantas de esta variedad presentan menor una
capacidad para aclimatarse, que la manifestada por las células en suspensién,
pues la Tlse varia entre -5,6 y -7.0 °C. Estas diferencias entre .las células en
cultivo y las plantas intactas en su respuesta a estimulos ambientales y en Ia
capacidad de aclimatacién sugiere que no es esencial la organizacion de las
células en tejidos para la expresion de la aclimatacién. Ademés, apoya la
premisa que dice que en la determinacién de TLsg en tejidos, el valor obtenido
corresponde al promedio de [os diferentes tipos celulares.

Durante el periodo inicial de la aclimatacién de las células (0-4 dia), el
valor de Tlso aumentd, para posteriormente disminuir. Este aumento de la TLsg
se correlaciond con una disminucién en la capacidad respiratoria de las
células. Esta menor capacidad respiratoria puede ser el reflejo de dafios sobre
la membrana mitocondrial o sobre enzimas respiratorias. Las temperaturas
bajas generan especies radicalarias que pueden afectar tanto membranas
como enzimas. Como se mostrd en la Fig. 3.20, durante el periodo inicial de la
aclimatacion se produjo un rapido aumento en los niveles de MDA. La
produccién de MDA es un claro reflejo de lipoperoxidacién, producto de la

accion de radicales libres, que sufren las membranas celulares (Zhan vy
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Kirkham, 1894). Concomitantemente, las actividades de las enzimas
peroxidasas-y catalasas que participan en la respuesta antioxidante de las
células, sufrieron cambios. Ambas enzimas disminuyeron su actividad al inicio
de la aclimatacion, [o que permitiria un aumento de las especies radicalarias. A
partir del 6 dia, la actividad de ambas enzimas aumentd por sobre el control.
Con esto se recupera la capacidad celular para degradar sustancias oxidativas
como el HxO; u ofras, Un resultado similar obtuvieron en plantas de maiz
Prasad ef al., (1995). Durante la aclimatacion de estas plantas, la actividad de
las enzimas guaiaciol-peroxidasa y catalasa aumentaron. Prasad ef ai., (1995)
postularon que durante la aclimatacidn de plantulas de maiz, el H,0, constituye
la sefal para ciertas enzimas antioxidantes, mientras que en plantas no
aclimatadas, el H,O; alcanza niveles téxicos debido a la baja actividad de estas
enzimas.

La aclimatacion de las células al frio, involucrd al igual que en otros
sistemas, una serie de otros cambios, como son la acumulacién de prolina,
sacarosa, y ABA. La prolina ha sido asociada con la tolerancia al frio en
especies tales como cebada, maiz y trigo (Alberdi y Corcuera, 1991, Duncan
and Widholm, 1987). El mecanismo mediante el cual la prolina participa en la
adquisicion de tolerancia al frio, no estd claro. Se ha sugerido que esta
sustancia puede proteger componentes celulares. Se ha reportado por ejemplo,

que la prolina puede proteger la piruvato fosfato dikinasa de maiz contra la
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desnaturag:ic':n por frio (Krall ef al., 1989). Herber ef al., (1973) mostraron que la
prolina 100 mM es capaz de prevenir la inactivacidn de membranas inducida
por el congelamiento. Otra alternativa es que la prolina pueda evitar la
lipoperoxidacion de las membranas, debido a la accion de especies
radicalarias al actuar como un agente antioxidante. Se sabe que esta sustancia
es capaz de proteger de la oxidacién a aceites insaturados (Ahmad et at.,
1983). Sin embargg, las concentraciones utilizadas en estos trabajos fueron
muy superiores a los niveles enddgenos presentes en las células de cebada
(de 27 mmol/kg. ps durante la aclimatacién). La acumulacién de prolina resulté
mas tardia que el aumento €n la actividad de las enzimas involucradas en los
procesos oxidativos probablemente inducidos por radicales libres, dado que se
acumuld MDA. Por ofra parte, al agregar prolina 10 mM al medio en el cual se
midié el consumo de oxigeno a 4 °C, no se observo un efecto protector sobre el
metabolismo respiratorio. Lo anterior, no descarta que la prolina esté
efectivamente involucrada en alglin mecanismo de proteccion.

El contenido de glicina-betaina no experimenté cambios durante la
aclimatacion. Esta sustancia ha sido asociada principalmente a estrés salino e
hidrico (Levitt, 1980). Una posible explicacién al hecho que las células crecidas
en suspension no acumularon gilicina-betalna, bajo condiciones adversas, es
que este metabolito no se acumula en todas las variedades de cebada (Hanson

y Hitz, 1982).
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La acumulacion de sacarosa a 4 °C se produjo a partir del cuarto dia
alcanzando su maximo antes que las células alcanzaran su maxima tolerancia
al congelamiento. Resulta facil postular un papel para la acumulacién de este
azlcar en hojas, pues como hidrato de carbono de reserva puede ser
translocado facilmente desde un sitio a otro dentro de la planta. En cambio, en
las células crecidas en suspensidn con un caracter heterotrofico, la Unica
fuente para la absorcion de sacarosa es medio de cullivo. En estas
condiciones, la acumulacién de azlcares se relacionaria con una funcién
crioprotectora. En numerosos estudios se ha demostrado un correlacién directa
entre la acumulacién de 'sacarosa y la adquisicion de tolerancia al
congelamiento (Levitt, 1980). El papel crioprotector de la sacarosa ha sido
documentado por diversos autores (Anchordoguy et al., 1987; Santarius, 1973).
Este azlcar protegeria las membranas del desecamiento e incremento de la
concentracion de iones (Herber y Santarius, 1973).

La acumulacion de ABA ha sido descrita en diferentes tipos de
suspensiones celulares (Grossmann et al., 1986; Hauser ef al, 1992). En
cebada la acumulacién de ABA alcanzd su maximo antes que las células

lograran su maxima tolerancia al congelamiento. El papel de esta hormona en

la tolerancia al fric ha sido mostrado utilizando mutantes de Arabidopsis

insensibles o deficientes en ABA (Heino et al., 1990).
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Un aspecto importante de esta tesis fue la demostracion que células
aclimatadas al frio son capaces de tolerar el estrés hidrico. Como se mostré en
la Fig. 29 las células aclimatadas al frio toleraron mejor el estres hidrico
inducido por PEG-8000 que las células control. Este resultado avala la
hipbtesis de la existencia de mecanismos comunes de tolerancia a diferentes
tipos de estrés. Entre los factores participantes en estos mecanismos, el ABA
parece ser importante, pues como se mencioné anteriormente mutanies de
Arabidopsis insensibles o deficientes en ABA son incapaces de tolerar ambos
tipos de estrés; frio e hidrico (Lang ef al., 1994).

Como una forma éie verificar la importancia del ABA en la tolerancia de
células a condiciones de estrés, se aclimataron células en medios
suplementados con esta hormona (0-100 pM). Se ha sugerido que el ABA
puede mediar la respuesta de las plantas a estimulos ambientales (Chen ef al.,
1983), lo que ha sido apoyado por numerosas evidencias: a) Los niveles
endégenos de ABA aumentan por efecto de las temperaturas bajas (Daie and
Campbell, 1981; Chen ef al., 1983; Lalk and Dérfiling, 1985; Lang et al., 1994)
y sequia ( 1988; Lang ef al., 1994); b) Las plantas son capaces de desarrollar
tolerancia el congelamiento en presencia de ABA exdgeno, sin que hayan sido
aclimatadas (Chen and Gusta, 1983; Lang ef al., 1989); c) En las mutantes
deficientes en ABA, aba-7, se puede inducir tolerancia al congelamiento

aplicando ABA exdgeno (Heino ef al,, 1990) y d) Varias de las proteinas
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inducidas por bajas temperaturas y sequia son también inducidas por la
aplicacion de -ABA exdgeno ( Cattivelli y Bartels, 1990, Davis y Jones, 1991)

Los resultados obtenidos en esta tesis muestran que la aclimatacion con
ABA exogeno permitié que las células alcanzaran un mayor grado de tolerancia
al frio y al déficit hidrico. A una concentracion 100 mM ABA la LTs, fue de -30
°C y la concentracién de PEG-8000 necesaria para reducir el consumo de
oxigeno en un 50% fue' de alrededor de un 6%. El tiempo requerido para lograr
estos valores fue menor que el tiempo requerido durante la aclimatacion a 4°C.
Por otra, parte los cambios en los niveles de la prolina fueron menores,
mientras que la acumulacién de sacarosa alcanzd un valor mayor, que la
observada duranie la aclimatacion a 4°C. Esta mayor acumulacion de
sacarosa, junto con los niveles de ABA interno podrian ser en parte los factores
responsables de la tolerancia alcanzada.

Un aspecto interesante de destacar, es que si bien en presencia de ABA
exdgeno né se observo en las células una acumulacidon proporcional a la
presente en el medio de cultivo, el nivel de ABA acumulado por las células fue
mayor que el presente en las células aclimatadas a 4 °C, en donde se obtuvo
un méximo ftransitorio. Este mayor nivel “endégenc” de ABA, podria gatillar el
mayor grado de tolerancia, probablemente mediante la induccién de ciertas
proteinas involucradas en ambos tipos de estrés, como se ha postulado en A.

thaliana. En esta especie, la tolerancia al congelamiento es dependiente de
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factores controlados por ABA, como son las proteinas RAB (responsive to ABA)
(Méntyla et al:; 1995).

También, en presencia de ABA se produjeron cambios en la composicién
fosfolipidica de las membranas plasmaticas, aumentando los niveles de PC y
PE. Este cambio también podria dar cuenta en forma parcial del aumento en la
tolerancia al estrés. Por ejemplo, en plantas de arroz resistentes al enfriamiento
los niveles de PC y PE se duplican con respecto al de plantas sensibles
(Kinney ef al., 1987).

Las suspensiones celulares pueden ser también aclimatadas a
temperaturas bajas mediante el uso de otros factores adversos. Enios estudios
realizados para evaluar la aclimatacion de las células al déficit hidrico, se pudo
constatar que la tolerancia a potenciales hidrico menores aumenid levemente
(cerca del 3% de PEG-8000). En estas mismas células la tolerancia al
congelamiento aumentd, pero también en una magnitud menor que la
alcanzada por efecto de la aclimatacion a 4°C o 100 mM ABA. Una probable
explicacion para esta diferencia es que la concentracion utilizada para
aclimatar no corresponde a una concentracion optima, pues en ambos casos
no fue suficiente para inducir el grado de aclimatacién alcanzado durante la
aclimatacién a 4 °C. Por otra parte, en relacion a la acumulacion de sustancias
involucradas en la tolerancia se pudo constatar que para prolina por gjemplo,

se requiri6 de un menor tiempo para alcanzar los niveles maximos, los que
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fueron equivalentes a los encontrados a 4°C. En el caso del ABA, el maximo,
semejante al alcanzado a 4-°C, se logrd en un periodo de tiempo mayor que el
observado a 4 °C. Es posible entonces, que los efectos del ABA no se hayan
manifestado por completo y sea necesario también evaluar los efectos del
PEG-8000 en un periodo de tiempo mayor a los 12 dias.

Como se discutid con anterioridad, la membrana plasmatica puede
también ser importante, en [a folerancia a condiciones de estrés. En el caso
particular del frio, se ha sugerido que [a membrana es el sitio primario de dario
(Steponkus, 1990). El dafio sufrido por jas membranas de células de cebada
quedo de manifiesto durante la aclimatacién a 4 °C, pues se produjo una
acumulacién de MDA, lo que-es indicativo de lipoperoxidacién. Al incubar las
células en presencia de cloruro de colina, se pudo constatar que las células
mejoraron su capacidad para tolerar el congelamiento y el déficit hidrico, en
una fraccion mayor que la observada durante ia aclimataciéon a 4 °C o con
PEG-800. Esta sustancia se incorpora en la fraccién de fosfatidilcolina de las
membranas. La fosfatidilcolina, es muy importante en el funcionamiento de la
membrana. Esta fraccion, mostrd un enriquecimiento en acido linolenico (18:3).
Diversos trabajos han sugerido que el aumento de este acido en las
membranas, esta relacionado con el aumento en la fluidez y por ende en la

funcionalidad de las celulas sometidas a bajas temperaturas (Kodama et al.,

1995).
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La incubacion con cloruro de colina también indujo otros cambios
aungue leves-en. las células. La presencia de ChCl en el medio de cuitivo
provocd un pequefio ascenso en los niveles de glicina-betaina y uno mayor en
los niveles de prolina Por el contrario, ios niveles de ABA no experimentaron
cambios. Estos resultados muestran que la composicién de la membrana
plasmatica juega un papel importante en la tolerancia a condiciones de estres.
" Sin embargo, a pesar de estas modificaciones con la adiciéon de este
fosfolipido, no se alcanz6 el grado de tolerancia alcanzado con ABA.,

Como se menciond antes, el proceso de deshidratacion inducido por
estrés hidrico, es muy similar al inducido por congelamiento, excepto que el
espacio extracelular en el tejido estresado contiene aire en lugar de hielo
(Palva, 1990). En la medida que la célula pierde agua, se elimina primero el
agua de los poros y capilares de la pared celular. A cada nivel de estrés, el
potencial hidrico del citoplasma y la vacuola permanecen en equilibrio con el
potencial hidrico del apoplasto. Al igual que en el congelamiento, la membrana
plasmatica no se separa de la pared celular (Palva, 1990).

Si bien una caracteristica comin entre el frio y el estrés hidrico es la
deshidratacion de ios tejidos, existen otros aspectos que los diferencian, por
gjemplo, la temperatura a la cual ocurre la deshidratacion (Larcher, 1995). En
el caso de frio, la temperatura puede provocar la inactivacion o desnaturacién

de enzimas, mientras que bajo déficit hidrico el efecto de la temperatura es
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inexistente. Otro aspecto interesante de mencionar, es que la maghnitud de la
deshidratacién inducida por frio o sequia es diferente (Palva, 1920). Esta
puede ser una de las causas por las cuales, las células aclimatadas a 4 °C
toleran mejor el congelamiento y la sequia que las células aclimatadas con 2%
PEG-8000. La deshidratacion ‘puede provocar también cambios en las
propiedades fisicas de los lipidos de las membranas, tendiendo a rigidizarlos.
Hay evidencia en la literatura que muestra cambios en la fluidez de Ia
membrana en la medida que la temperatura baja o la deshidratacion ocurre
(Kodama, ef al., 1995; Hubac et al., 1989). Estos cambios en las propiedades
de los lipidos pueden provocar desnaturaciones o alteraciones en las
propiedades de enzimas asociadas a membranas. Una de estas enzimas es la
ATPsintetasa. Se ha reportado que la actividad de esta enzima aumenta
durante la aclimatacion al frio, en conjunto con un aumento en los niveles del
cido linoleico (18:2) y una disminucion del &cido palmitico (16:0) (Browse et
al., 1993). La baja en la actividad respiratoria de las células de cebada durante
el periodo inicial de la aclimatacion al frio podria estar determinada por una
menor actividad de estas enzimas en la mitocondrias, lo cual reduciria el
transporte de electrones y el consumo de oxigeno.

Para que la funcionalidad de las membranas no se altere en forma
significativa durante un perfodo de estrés, deben producirse cambios en sus

componentes. Estos cambios pueden ocurrir en forma natural o por la
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presencia de precursores agregados en forma exdgena al medio de cultivo. Por
ejemplo, se -ha reportado que en medios suplementados con colina se
producen cambids en los niveles de fosfatidilcolina (Chervin et al., 1995). Los
resultados mostrados al incubar las células con ChCl, indican que si bien las
células aumentan su capacidad para tolerar el frio o la sequia, la magnitud en
la cual se verifica este aumento es menor que la observada durante la
aclimatacién en presencia de ABA. Si se considera que por efecto del ChCl no
se observaron cambios en los niveles de ABA, se puede sugerir que no basta
‘con la modificacién de las membranas plasmaticas, sino que también deben
ocurrir otros cambios que potencien el aumento en la tolerancia.

Un aspecto que no fue abordado en esta tesis y que seria interesante de
estudiar es el efegto del ABA sobre la expresion génica, durante la adquisicion
de tolerancia al frio y la sequia. Existen numerosos trabajos en los cuales se
muestran cambios a nivel génico inducidos por ABA (Bray, 1988; Robertson et
al., 1987 y 1988). Paor ejemplo, la incubacidn de hojas de tomate en medios
suplementados con ABA, induce la acumulacion de un conjunto de polipéptidos
que también se acumulan en condiciones de estrés hidrico (Bray, 1988). Una
situacién similar se ha descrito para el ABA y el frio. Seria interesante, estudiar
en las suspensiones celulares de cebada, que polipetidos son inducidos en
comun por las diferentes condiciones de estrés y verificar su participacion en la

adquisicion de una mayor tolerancia. De esta manera se podria intentar
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caracterizar los genes involucrados a fin de utilizar esta informacion en
programas de fitomejoramiento de cultivos.

En resumen, los resultados mostrados permiten validar la hipétesis planteada
en el sentido que las suspensiones celulares de cebada son capaces de
aclimatarse experimentando cambios fisiolégicos y bioquimicos similares a los
observados en plantas enteras. Seria interesante poder identificar los cambios
moleculares asociados a los cambios fisioldgicos y bioguimicos. El disponer de
células que se aclimatan al frio deberia utilizarse en la caracterizacién de
aquellos genes responsables de la aclimatacion e identificar aquellos
responsables de la tolerancia'al frio y/o la sequia. Esta informacion podria ser
utilizada en la obtencién de cultivos tolerantes al frio y la sequia en un periodo
de tiempo mucho mas cortos que el requerido por ios métodos tradicionales de
seleccién. Por otra parte, el disponer de una suspension o callos capaces de
crecer a 4 °C resulta de gran relevancia pues a partir de estas células se
podria intentar regenerar plantas o bien caracterizar aquellos genes
involucrados en dicha capacidad con el propésito de introducirlos en otras
especies susceptibles al frio.

Finaimente los resultados mostrados en esta tesis han demostrado que una
célula aclimatada a una determinada condicion responde mejor a otra condicion
desfavorable. Esto significa que en la via de transduccién de sefiales deben

existir etapas comunes y etapas especificas para un determinado estrés. En la
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iiteratura la informacion existente esta basada en el uso de sistema

experimentales modelo como la Arabidopsis thaliana y no en plantas de

importancia agricola como son los cereales.




- 5. CONCLUSIONES

1. Las suspensiones celulares de cebada (cv. Atlas 68), son capaces de
aclimatarse el frio y al déficit hidrico. Por lo tanto no es necesaria la
organizacion tisular para que ello ocurra.

2. Al igual que en plantas enteras, durante [a aclimatacion de células al frio y al
estrés hidrico, se producen cambios en los niveles de prolina, sacarosa y
ABA. Los niveles de ABA fueron mayores en las células aclimatadas al frio
que en las células aclimatadas al estrés hidrico.

3. La tolerancia de las célu[qs al congelamiento o el estrés hidrico puede ser
modificada incubando las células en presencia de ABA, PEG-8000 o cloruro
de colina.

Las células de cebada presentan algunos mecanismos comunes de
tolerancia al frio y el estrés hidrico. Al igual que en plantas enteras niveles de

ABA y sacarosa y la composicién lipidica de las membranas plasméticas

jugarian un papel importante.
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