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RESUMEN

En la actualidad, la elevada temperatura ambiental es una de las principales
causas de las pérdidas en la produccion agricola. El estrés térmico afecta a la
calidad y rendimiento de los cultivos. En vista de esta problematica mundial, se
ha propuesto el uso de sulfato de amonio para promover termotolerancia en
plantas de Vasconcellea pubescens. El objetivo general de este trabajo fue
examinar la influencia del sulfato de amonio en la respuesta de plantulas de V.
pubescens a diferentes temperaturas que les provoquen estrés. Para
determinar dicho efecto, se analizé la pérdida de electrolitos, la concentracién
de clorofila foliar y la actividad catalasa en las plantulas, posterior a la
exposicion a altas temperaturas. Primeramente, se hicieron crecer plantas de
V. pubescens durante15 semanas. Se analizd el porcentaje de germinacion y
de supervivencia. En la semana 15 se seleccionaron aleatoriamente 24 plantas
(por cada repeticién bioldgica), dividas en 2 grupos de 12, donde el primer
grupo recibié un tratamiento de agua y el otro recibié un tratamiento de sulfato
de amonio [6 mM], ambos durante una semana. En la semana 16, por cada
tratamiento se hicieron tres grupos de 4 plantas, las cuales fueron sometidas a
25 °C, 33,5 °C y 45 °C respectivamente, durante 4 horas. Posteriormente, se
realizaron analisis bioquimicos para evaluar el estrés generado en las plantas y
las diferencias de los tratamientos. En el caso del porcentaje de pérdida de
electrolitos, se observd que a mayor tiempo trascurrido se perdieron mas
electrolitos. Ademas que el tratamiento con sulfato de amonio presentd una
menor pérdida de electrolitos. Para la concentracion de clorofila (a y b), no se
hallaron diferencias significativas entre los tratamientos. En la actividad
catalasa se evidencié que dicha actividad bajaba significativamente a mayor
temperatura y con el tratamiento de agua, mientras que en el tratamiento con
sulfato de amonio se observo actividad estable. Con datos estadisticamente
validos, se concluyo que el sulfato de amonio podria estar involucrado en la
termotolerancia en plantas de V. pubescens y es necesario analizar otras
concentraciones del mismo, asi como evaluar diferentes tipos y tiempos de

estrés.



ABSTRACT

At present, the high ambient temperature is one of the main causes of the
losses in agricultural production. Thermal stress affects the quality and yield of
crops. In the light of this global problem, the use of ammonium sulfate has been
proposed to promote a thermotolerance in plants of Vasconcellea pubescens.
The general objective of this work was to examine the influence of ammonium
sulfate on the response of V. pubescens seedlings to different temperatures
that cause them stress. To determine this effect, electrolyte leakage, foliar
chlorophyll concentration and catalase activity in the seedlings, after exposure
to high temperatures, were analyzed. First, V. pubescens plants were grown for
15 weeks. The percentage of germination and survival was analyzed. At week
15, 24 plants were randomly selected (for each biological replicate), divided into
2 groups of 12, where the first group received a water treatment and the other
received an ammonium sulfate treatment [6 mM], both for one week . At week
16, for each treatment three groups of 4 plants were made, which were
subjected to 25 ° C, 33.5 ° C and 45 °C respectively, for 4 hours. Biochemical
analyzes were performed to evaluate the stress generated in plants and
differences in treatments. In the case of the percentage of electrolyte leakage, it
was observed that a longer time elapsed, more electrolytes were lost. In
addition, treatment with ammonium sulfate allowed for less loss of electrolytes.
For the chlorophyll concentration (a and b), no significant differences were
found between treatments. In the catalase activity, it was observed that this
activity decreased significantly at a higher temperature and with water
treatment, while in the treatment with ammonium sulfate was observed a stable
activity. With statistically valid data, it was concluded that ammonium sulfate
promotes thermotolerance in the plants of V. pubescens and it is necessary to
analyze other concentrations of the same, as well as to evaluate different times

of stress.
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1. TITULO DEL TRABAJO EXPERIMENTAL

Medicion del efecto que provoca la aplicacién de sulfato de amonio en la

respuesta de Vasconcellea pubescens a temperaturas que provoquen estrés.

2. INTRODUCCION

2.1 Antecedentes

El aumento de la temperatura ambiental es uno de los principales obstaculos
para lograr una produccidn agricola mas eficiente, ya que las altas
temperaturas estan provocando pérdidas globales. Una reduccién en el
crecimiento y un detrimento en la calidad de los cultivos son las principales
consecuencias del estrés térmico ambiental (Tai et al., 2014, p.820). Las
plantas han desarrollado mecanismos de resistencia cuando se encuentran en
estrés por altas temperaturas, los mismos que les permiten mantener la
homeostasis celular. Los mecanismos que les brinda esta resistencia son
producto de la expresidon de genes especificos, asi como de procesos
bioquimicos que se activan cuando la planta sufre estrés térmico (Kumar y
Wigge, 2010, p.135).

En paises de Latinoamérica se han observado temperaturas extremas que
estan afectando a la agricultura y en nuestro pais no es la excepcion. Debido a
la escasez de agua y las temperaturas extremas, durante el 2011 se
provocaron el 47 % de las pérdidas totales en Ecuador (Ortiz, 2012). Por tanto,
conocer los mecanismos de termotolerancia en plantas es de vital importancia
para implementar metodologias que ayuden a reducir pérdidas en los cultivos
agricolas. El sulfato de amonio (NH4)>,SO,4 ha sido un compuesto muy usado en
la agricultura como una excelente fuente de nitrégeno y azufre para la planta.
En la actualidad se han desarrollado estudios que han usado el sulfato de
amonio, no sélo como un fertilizante, sino como un factor que promueve una

termotolerancia en las plantas (Bajji et al., 2001, p.2).



Debido a que el Ecuador se ubica en una zona tropical, las especies vegetales
de nuestro pais estan mejor adaptadas a temperaturas altas, propias de esta
region. Una especie de interés es Vasconcellea pubescens (chamburo), ya que
es una planta silvestre y de caracteristicas unicas en Ecuador. Esta especie es
de apariencia similar a la papaya, posee un fruto comestible y rico en papaina.
A diferencia de la papaya tropical (Carica papaya), el chamburo o papaya de
alta montana (V. pubescens) crece en climas mas frios (Vega y Lemus, 2006,
p.23).

2.2 Planteamiento del problema

El clima actualmente tiende a cambiar constantemente, por lo que ocasiona
problemas en la economia mundial, siendo el sector agricola uno de los de
mayor vulnerabilidad. La agricultura se desarrolla en un lugar especifico porque
se ha adaptado a condiciones climaticas relativas. Sin embargo, cambios
extremos de temperatura afectan a la produccién sistematica. El problema del
aumento de temperatura es cada vez mas evidente e insostenible,
especialmente en las zonas tropicales. La busqueda de soluciones ya ha
empezado, sobre todo con sistemas alternativos de produccion. Una de las
soluciones que esta en pleno desarrollo es la de los mecanismos de resistencia
en las plantas frente al aumento de la temperatura ambiental (Lau, Jarvis y
Ramirez, 2011, p.4).

Muchos de estos mecanismos aun no han sido estudiados a profundidad, como
por ejemplo el de la expresion de genes especializados en resistencia al estrés
térmico. Arabidopsis thaliana ha servido como modelo para la comprension de
la accion de las histonas en el termosensado (Kumar y Wiggel, 2010, p.136).
Asi mismo, existen procesos bioquimicos que permiten a la planta obtener un
cierto grado de tolerancia al calor. Estos procesos se pueden evaluar para
tener un criterio del dafio que produce las altas temperaturas. El estrés que
provoca las elevadas temperaturas puede ser evaluado a través del dafo
provocado en los fotosistemas y los electrolitos liberados (Baijji et al., 2001, p.



3). Asimismo, la actividad de enzimas como la catalasa (que es una de las
enzimas encargadas de proteger a las células cuando se encuentra bajo
condiciones de estrés) tiene una actividad antioxidante que permite controlar
los niveles de ROS (de sus siglas en inglés Reactive oxigen species). La
actividad de la catalasa varia por cambios de salinidad y de temperatura, y por
lo tanto sirve como un criterio valido para verificar el dafio causado por el estrés
térmico. Todos estos procesos mencionados son de mucha importancia cuando
se pretende medir el efecto de un tratamiento novedoso en las plantas. El
sulfato de amonio [(NH4)2SO4] aun no ha sido analizado como un potenciador
de la termotolerancia, por lo que se podria medir correctamente su efecto, en

plantas sometidas a dicho estrés (Wang et al., 2014, p.3).

Partiendo de este conocimiento, es de mucho interés evaluar el mecanismo de
termo tolerancia, sobre todo en aquellas plantas de climas tropicales, ya que
éstas se han ido adaptando al estrés térmico y han logrado crecer en estas
condiciones. En Ecuador existe una enorme diversidad de plantas, cuyos
genomas aun no han sido secuenciados y que, por lo tanto, esconden
caracteristicas fisiolégicas de interés biotecnoldgico poco analizadas. En la
actualidad, no existe informacién sobre tratamientos que mejoren la
termotolerancia en variedades tropicales de nuestro pais. La V. pubescens es
una especie silvestre que no ha sido evaluada a nivel bioquimico (Tapia et al.,
2008).

2.3 Justificacion

Los efectos negativos de las elevadas temperaturas sobre la agricultura son
una buena razon para evaluar el grado de termotolerancia que las plantas
poseen. Adicionalmente si se logra potenciar esta tolerancia, se podria
extrapolar este conocimiento en todas les especies vegetales. Como se ha

visto, la tasa de crecimiento de una especie vegetal se ve mermada cuando la



temperatura supera el 6ptimo y se detiene cuando la temperatura es maxima
(Hatfield et al., 2011, p.358).

Estudios previos han comprobado que el uso de compuestos quimicos que
actuan como fuente de N, aumentan eficientemente la tolerancia de las plantas
frente al estrés por aumento de temperatura. En la investigacion de Wang et
al. (2014), se probd que el maiz y la cebada aumentaban su termotolerancia
cuando previamente recibian un pre tratamiento con Nitrégeno (sales de
amonio). En otro estudio se demostré que el tomate (Solanum lycopersicum)
recepta eficientemente las sales de amonio (NH4") como fuente de N, lo que a
la larga, aumentaba la termotolerancia de estas plantas cuando fueron
sometidas a estrés por temperatura elevada. El analisis de la termotolerancia
podria ser un mecanismo que puede ser potenciado con la fuente de nitrégeno
correcta y que puede ser evaluado en varias especies de plantas, para generar
datos de aclimatacion y sobre todo, un analisis protedmico posterior en
respuesta a condiciones de estrés (Rivero et al., 2004, p. 703). Para medir el
cambio que provocan las fuentes de nitrdgeno como el sulfato de amonio en la
termotolerancia, se puede evaluar la pérdida de electrolitos que se producen
debido a dicho estrés en las plantas, ya que es un criterio para establecer el
nivel de dafio de las plantas (Bajji et al., 2001, p.4). Por otra parte, se conoce
que la fotosintesis es muy sensible al estrés causado por temperaturas
extremas. La fotosintesis es un proceso que se inhibe mucho antes que otras
funciones celulares y por lo tanto, la concentracion de la clorofila puede
utilizarse como una forma para evaluar el dafio de los fotosistemas (Chen y
Cheng, 2009, p. 113) y asi seria usada directamente como marcador para

evaluar el nivel de dafio por estrés.

Las estrategias biotecnoldgicas permiten realizar analisis en cualquier planta,
en este caso, se pretende evaluar la V. pubescens. Esta planta se propone
como objeto de estudio, ya que se considera una variedad silvestre, la cual
posee caracteristicas fisiologicas, capaces de brindar nueva informacion sobre

el mecanismo de termotolerancia de las plantas tropicales. Se menciona al



chamburo como una planta tropical ya que nuestro pais se encuentra en la
zona intertropical, lo que determina que las plantas de esta zona solo tienen las
estaciones de verano e invierno. Sin embargo, por la altitud en la que crece, el
chamburo es también considerado una especie de los Andes, y ya que se
desarrolla en un habitat interesante, es de gran interés biotecnoldgico analizar
sus caracteristicas fisiolégicas en pos de obtener nueva informacion valiosa
sobre su capacidad de termotolerancia (Hernandez, 2011). V. pubescens al no
ser una especia totalmente domesticada, posee un material genético mas
homogéneo. En el Ecuador V. pubescens es un cultivo subutilizado y no ha
existido una promocién adecuada en el mercado. La falta de informacion y la
gran variedad de especies de Vasconcellea que tiene nuestro pais, son
razones para que se explote el potencial que poseen estas plantas y asi
fortalecer el conocimiento de especies endémicas (Hruz et al., 2008, p.4). Al
comprender las caracteristicas de adaptabilidad a distintas condiciones de
estrés, en un futuro se podra mejorar los rendimientos y calidad de cultivos de
interés comercial. Esta propuesta de experimentacion en ciencia basica se
justifica por los beneficios tedricos que aportara sobre la termotolerancia que
puede incrementarse en una especie vegetal de interés comercial. Puede ser

la base de impacto para nuevas investigaciones en el futuro sobre este tdpico.

2.4 Objetivo General
Examinar la influencia del sulfato de amonio en la respuesta de plantulas de V.

pubescens a temperaturas elevadas.
2.4.1 Objetivos especificos
a) Determinar el efecto de la aplicacion de sulfato de amonio en la
pérdida de electrolitos y la concentracion de clorofila foliar en plantulas

de V. pubescens posterior a la exposicion a altas temperaturas.

b) Determinar la actividad de la enzima catalasa en plantulas de V.

pubescens posterior a la exposicion a altas temperaturas.



3. MARCO TEORICO

3.1 Efecto del aumento de la temperatura ambiental en el crecimiento de

cultivos

El calentamiento global durante la ultima década se ha convertido en una
fuente de estrés para la gran mayoria de cultivos alrededor del mundo. El
aumento de la temperatura provoca el calentamiento global. Las zonas
tropicales seran las mas afectadas, ya que en estas zonas las precipitaciones
son mas vulnerables a decaer debido al cambio climatico. Los prondsticos
sefalan que en el afo 2030, la temperatura global aumentara 1 °C y para el
2100 se elevara entre 1,4 °C y 5,8 °C (Martins, 2014). Se estima que este
aumento de temperatura sera mayor en aquellas latitudes templadas y, a pesar
de que esto podria incluso favorecer a la agricultura en aquellos suelos
adecuados, la adaptacion al estrés térmico sera vital para las plantas. Por otro
lado, la evapotranspiraciéon disminuira la humedad del suelo, convertira
progresivamente las zonas tropicales en aridas y ocasionara pérdidas de
cultivos. En las zonas tropicales ubicadas en Asia meridional y el norte de
Sudamérica, las precipitaciones van a disminuir, por lo que nuestro pais sera
afectado severamente. Como es conocido, la temperatura ambiental y las
lluvias son factores climaticos fundamentales para los cultivos, y si estos se ven

afectados, la produccion agricola disminuye (Nicholls y Altieri, 2009, p. 2)

3.1.1 Efecto del aumento de la temperatura ambiental en el la

produccion agricola de Ecuador

Segun datos presentados en el 2010 por el Instituto Nacional de
Estadisticas y Censos (INEC), Ecuador tiene 7,3 millones de hectareas
en donde se practica la agricultura. Las provincias con mas actividad
agraria son Manabi, Guayas, Loja, Esmeraldas y Los Rios. La Costa
ecuatoriana es mas apta para especies vegetales de ciclos cortos. En la

costa se cultiva bastante el banano, las frutas tropicales, el cacao, el


http://www.agriculturesnetwork.org/persons/220170
http://www.agriculturesnetwork.org/persons/64848

café entre otros mientras que en la Sierra se cultivan hortalizas, papas,
maiz, etc. La Amazonia ecuatoriana es mas un area forestal. Ecuador
es un pais agrario por excelencia, liderando incluso las exportaciones de

banano y flores (Ramirez, 2013, p.12).

Nuestro pais, se encuentra en la region tropical y por lo tanto, esta
siendo afectado por las elevadas temperaturas del ambiente. En los
ultimos 50 afios se han registrado temporadas muy calurosas (ver figura
1), debido al progresivo aumento de la temperatura. Este fendmeno se
debe a una mayor incidencia de radiacion emitida por el sol. Este clima
perjudica especialmente a las especies vegetales de ciclos largos
(Ministerio del Ambiente, 2013). El excesivo calor esta provocando que
los cultivos se marchiten, como en el caso del cacao y el banano en
Manabi. Las altas temperaturas afectan mas a los cultivos de la Sierra
ecuatoriana y las bajas temperaturas a los cultivos de la Costa. Existen
temporadas en las cuales hay meses sin lluvias. En el 2012, varias
hectareas de papas, tomate, fréjoles y cebolla fueron arruinadas por la
falta de lluvia en la provincia del Carchi. Segun el MAGAP (2011), los
agricultores que no tienen agua de riego son los mas afectados. El clima
es tan cambiante hoy en dia que, al no existir una regularidad, los
pequenos y medianos agricultores pierden varias hectareas de cultivos.
Este problema a la larga ocasiona que los precios de los vegetales
suban, para compensar las amplias pérdidas de cultivos (Diaz, 2012. p.
16).

Debido a las pérdidas agricolas mencionadas en nuestro pais, cabe
entonces analizar como las plantas se adaptan en general al estrés

abidtico en zonas tropicales, y asi brindar soluciones eficientes.
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Figura 1. Aumento de temperatura media y provincias afectadas del Ecuador entre 1960 a 2006
Tomado de INAMI, 2007.

3.1.2 Adaptabilidad de cultivos en zonas tropicales

Las zonas tropicales son aquellas que se encuentran ubicadas dentro de
los trépicos de Cancer y Capricornio. En estas zonas no existen las
cuatro estaciones, por lo que su clima dependera de la altitud sobre el
nivel del mar. Si es que existen lluvias permanentes, es posible sembrar
por todo el ano, en dependencia de la sensibilidad de los cultivos. El
poder sembrar durante todo el afo representa una ventaja de
produccion agricola, ya que se puede proveer y exportar alimentos que
no tienen las zonas templadas. La desventaja de las zonas tropicales es
que las plantas deben combatir plagas muy agresivas durante todo el
ano; Las lluvias son mas intensas, lo que genera erosion de los suelos

asi como enfermedades bacterianas y fungicas (Hernandez, 2011).

Por lo mencionado, los agricultores que trabajan en zonas tropicales
sufriran bajas en la produccion de los cultivos de primera necesidad. El
problema de estos cultivos es que al ser domesticados completamente,

son muy propensos a sufrir el deterioro en su productividad. Los



agricultores se preparan para soportar el cambio de temperatura
ambiental de una forma eficiente. La mejor manera de adaptarse es usar
variedades locales de plantas, las cuales puedan soportar las sequias.
Se han desarrollado sistemas agricolas que se adaptan al estrés térmico
y permiten una produccion eficiente. Un sistema muy usado es la
produccion y monitoreo de cultivos nutridos con eficientes sistemas de
riego y un sustrato adecuado. El estrés abidtico es un indicador de que
la agricultura necesita diversificarse, y de esa manera ser menos
vulnerable al deterioro. Estrategias como los policultivos, uso de
genética local, y coberturas forestales son soluciones potenciales para
evitar dafos en los cultivos (Jordan, 2001, p.2). En este caso, es
importante el enfoque en el potencial genético que tienen ciertas
especies y que, debido a sus caracteristicas, se puede obtener
informacion valiosa de como las plantas afrontan la adaptacion al estrés

abidtico.

3.1.3 Mecanismos de respuesta de las plantas al estrés abiodtico

Durante millones de anos, los constantes cambios climaticos del planeta
han provocado que las plantas desarrollen mecanismos de adaptacion
que aseguren su supervivencia. Las especies de plantas que existen en
la actualidad poseen mecanismos morfo y fisiolégicos que les permiten
desarrollarse de una forma armoénica en el habitat en el que se
encuentran. Las plantas se han adaptado para ser tolerantes a factores
abidticos que provocan estrés, como la sequia, salinidad, altas
concentraciones de metales pesados, gases de invernadero,
inundaciones y a la radiacién principalmente (Jordan, 2001, p.3). A

continuacion se hara énfasis en la adaptabilidad al estrés térmico.
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3.1.4 Estrés térmico

La temperatura es el principal factor abidtico que limita el crecimiento
vegetal. El estrés térmico se puede dar por las bajas y altas
temperaturas. En este caso se hara mencion de las altas. Las ROS se
acumulan debido a diferentes tipos de estrés abidtico, y por lo tanto con
la exposicidén a elevadas temperaturas ambientales. Las ROS provocan
dafios celulares que afectan al metabolismo vegetal. En la actualidad,
durante el dia, las plantas estan expuestas a altas temperaturas que
limitan el mantenimiento de las proteinas estructurales del tallo y las
hojas. Enzimas que estan involucradas en el crecimiento también se han
visto afectadas. Si se registrasen temperaturas lo suficientemente altas
(mayores a 55 °C), los procesos bioquimicos de la planta no se
realizarian correctamente, llevandola a la muerte. Las altas temperaturas
provocan cambios morfolégicos en las plantas como quemadura de
hojas, inhibicion del crecimiento radicular, frutos en mal estado. Todo
esto es debido a que las ROS dafian el ADN, las proteinas, los lipidos y
los carbohidratos (Waraich et al., 2012, p. 222-224).

A continuacién se describen algunos mecanismos de adaptacion de las

plantas al estrés térmico:

e Tasa transpiratoria: las altas temperaturas aumentan la tasa de
transpiracién, por lo que se promueve la pérdida de agua en
forma de vapor por la apertura de los estomas. Esta pérdida de
agua como vapor produce enfriamiento (Waraich et al., 2012, p.
223).

e Apoyo osmético: las hojas que tienen mas exposicion a la luz y
por ende a la temperatura, son capaces de producir ciertos

compuestos (osmolitos tales como sacarosa, glicerol, aminoacidos



11

libres, etc) para retener el agua, evitando la deshidratacion
(Waraich et al., 2012, p. 224).

e Aceleraciéon de la senescencia: a través de fitorreguladores, esta
estrategia se presenta mas en plantas con hojas anchas pero no
carnosas. El acido abscisico (ABA) es el que permite que los
estomas se cierren cuando existen periodos de escases de agua.
Las altas temperaturas al generar un déficit hidrico, provocan el
cierre de estomas. Dicho cierre afecta a la tasa fotosintética. Este
complejo mecanismo de cierre de estomas evita pérdidas
excesivas de agua. Por otra parte, las giberelinas pueden retrasar
la senescencia, por lo que su produccion se ve mermada para que

se promueva la senescencia (Waraich et al., 2012, p. 224).

e Proteccion del ADN por la accion de histonas H2A.Z: de esta
manera el material genético estda protegido de las altas
temperaturas, y a la vez se protege inherentemente la sintesis de
proteinas y el resto de metabolitos primarios. Las proteinas
denominadas histonas, son las encargadas de compactar y
proteger al ADN, y por lo tanto, pueden tener una accion
fundamental en la tolerancia al estrés térmico (Acosta y Zavala,
1996, p. 167).

Se podria mencionar otros mecanismos especificos para tolerar el estrés
térmico de ciertas especies vegetales. Sin embargo, es importante
enfocarse en una forma mediante la cual se pueda potenciar de forma
general la termotolerancia en todas las plantas. Un comportamiento
general permitiria entender el comportamiento de la gran mayoria de

plantas.

Ecuador es un pais esencialmente agricola, y esta obligado a fortalecer

y mejorar la calidad de sus cultivos. Debe existir una transformacion de



12

un sistema agricola empirico a uno que aplica el conocimiento de las
nuevas investigaciones. Nuestro pais tiene una variedad de plantas que
son candidatos al andlisis del termosensado vegetal. Un buen ejemplo
son las plantas del género Vasconcellea, ya que son plantas que habitan
la zona tropical y al mismo tiempo, ciertas especies son de climas

templados, debido a su ubicacion en la zona andina.

3.2 Efectos y fuentes de Nitrogeno usadas en el desarrollo de cultivos

El Nitrégeno (N) es un elemento esencial para las plantas, es el componente
principal de la clorofila (figura 2) y por tanto se involucra en la fotosintesis. El
Nitrégeno forma parte de los aminoacidos, enzimas, proteinas vy
fitorreguladores. Es considerado como un macronutriente esencial, por lo que
las plantas requieren altas cantidades del mismo para multiples funciones,
sobre todo para permitir la absorcion del resto de minerales, y puede ser
absorbido en sus formas organicas e inorganicas. A medida que un cultivo se
desarrolla mas, el contenido de nitrégeno que requiere también aumenta de
forma proporcional. Adicionalmente, se conoce que, a mayor disponibilidad de
nitrégeno, la planta sintetiza mas moléculas de clorofila. De forma general, el
contenido de N reflejado en el peso seco de las plantas varia entre el 1 al 5%
(Perdomo y Barbazan, 2008, p.1).
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Figura 2. Molécula de clorofila, constituida por 4 atomos de nitrégeno.
Tomado de Berg et al, 2011.
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El Nitrégeno, dependiendo de la especie vegetal, es absorbido como nitrato
(NO3) o amonio (NH,"). Las bacterias nitrificantes tienen un papel importante
en los cultivos, ya que absorben la mayor parte de su N como NOj". Los
nitratos son muy solubles y se pierden por los lavados y por desnitrificacion.
Por otro lado, el amonio tiene poca movilidad en el suelo, por lo que puede ser
mejor retenido aunque se pierde a través de la volatilizacion. La absorcién de
NH;" se produce mayoritariamente en las etapas tempranas del desarrollo. En
un pH 8 se presenta la tasa de absorcién maxima de NH;" (Perdomo y
Barbazan, 2008, p.53).

Debido a la importancia del N, se han desarrollado fertilizantes para que actuen
como fuentes esenciales de Nitrégeno, y asi los cultivos puedan desarrollarse
eficientemente. Los fertilizantes nitrogenados se clasifican en organicos e
inorganicos, entre ellos el sulfato de amonio (Calvifio, Echeverria y Redollati,
2002, p.37).

3.2.1 Sulfato de amonio como fuente de nitrogeno para las plantas

Los fertilizantes a base de sulfato de amonio [(NH4).SO4] son muy
usados alrededor de todo el mundo. Su uso extendido se debe a que es
compatible con otros fertilizantes (lo que permite mezclarlos) y también
debido a que aporta azufre y nitrogeno en adecuadas concentraciones.
El nitrégeno del fertilizante aporta en el crecimiento vegetal, ya que
ayuda en el proceso de la fotosintesis. El (NH4),SO,4 ayuda al desarrollo
de todo tipo de especies vegetales, ya que aporta al calentamiento de la
planta en épocas frias y también promueve la nutricibn de los
microorganismos. Se recomienda que su aplicacion sea directamente en
el suelo, sobre todo en cultivos que demandan mucho azufre. El éxito de
este fertilizante de debe a que la mayoria de los suelos tienen una
escasez de N, y por lo tanto, representa una buena fuente del mismo. La
concentracion de sulfato de amonio como fertilizante varia (Lara,

Korndorfer y Motta, 1997, p.482). El rango usual se ubica entre los 160.5
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hasta 1176.2 kg por hectarea (Lingenfelter, 2015, p.30). EI modo de
aplicacion depende del tipo de cultivo, ya que puede ser en el inicio de la
siembra o de forma progresiva. Hay que recalcar que debido a la dosis
nitrificadora (21% de N) que brinda el sulfato de amonio, se considera un
tratamiento costoso pero efectivo. Actualmente, es ampliamente usado
en el cultivo de cereales, arbustos y tubérculos. Se usa el sulfato de
amonio comercial tanto en campos abiertos y en invernaderos. Se ha
comprobado que este fertilizante brinda a las plantas proteccion contra
los hongos, debido al azufre que contiene. Su uso se da especialmente
en suelos alcalinos debido a su efecto acidificante (Pena et al., 2004, p.
626).

Aunque la funcién del sulfato de amonio como fertilizante es
ampliamente conocida, se desconoce el efecto del mismo en otros
procesos vegetales. Si se conoce que el N que aporta el fertilizante
fomenta la fotosintesis, se puede plantear que puede estar involucrado
en funciones asociadas directamente. Ya que el estrés abidtico
producido por las elevadas temperaturas afectan a los fotosistemas, el

sulfato de amonio podria contribuir a la termotolerancia.

3.2.2 ElI Sulfato de amonio como potencial compuesto para

aumentar la termotolerancia en plantas

El estrés térmico es capaz de dafar los fotosistemas que realizan la
fotosintesis, por lo que reforzar las fuentes de nitrégeno puede fomentar
la presencia de mas clorofila, y eventualmente minimizar el dafo
causado por las altas temperaturas. El estrés térmico provoca que las
plantas sinteticen proteinas de choque térmico (HSP) como un
mecanismo de defensa. Se ha observado que, tratamientos con fuentes
de nitrégeno, han promovido una mayor termotolerancia en el desarrollo
del césped (Agrostis stolonifera L), ya que mejord su calidad visual,

eficiencia fotoquimica y redujo la pérdida de electrolitos. Todo esto
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indica que la fuente de nitrégeno aporté a los efectos favorables para la
planta (Wang et al., 2014, p.2).

El sulfato de amonio podria ser la fuente correcta de N, debido a que su
dosis nitrificadora podria contribuir a la planta en varios procesos
fisiologicos. Como se menciond, el N es un mineral necesario en las
plantas y se ha demostrado que en el A. stolonifera (césped), existid una
correlacion entre una fuente correcta de nitrdgeno con una mayor
termoestabilidad en ensayos de estrés por calor. Generalmente, los
nitratos son mas probados que el amonio como fuente de nitrégeno, por
lo que el sulfato de amonio es un candidato con potencial para evaluar
su aporte en la tolerancia a las elevadas temperaturas (Wang et al.,
2014, p.2). En una reciente investigacion, se informé que el maiz obtuvo
una mayor eficiencia fotosintética bajo estrés térmico, cuando
previamente fue tratado con dosis mas altas de nitrégeno (Wang et al.,
2008, p.3).

El sulfato de amonio tiene el potencial para ser evaluado, ya que podria
tener una funcién mixta, tanto en el desarrollo vegetal como en su aporte
a la resistencia a las altas temperaturas ambientales. Es verdad que
existen otros mecanismos que son esenciales en la resistencia al calor
extremo (como las mencionadas proteinas HSP), sin embargo, por la
facilidad de uso, y por sus potenciales funciones adicionales, se busca
una respuesta fisioldgica mejor con el tratamiento de sulfato de amonio.
Cabe resaltar que el sulfato de amonio, para que contribuya a la
termotolerancia, no debe aplicarse en concentracion de fertilizante sino

en una minima concentracion.
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3.3 Procesos bioquimicos para medir el dafio celular provocado por

estrés

La agricultura mundial sufre las consecuencias negativas del estrés térmico. El
exceso de calor provoca cambios en las respuestas fisioldgicas de las plantas,
ya que afecta al metabolismo y al crecimiento. Desde la producciéon de
proteinas de choque térmico, hasta cambios en la actividad enzimatica, a
continuacion se describen ciertos procesos importantes que permiten medir el
dafio causado por el exceso de calor y que son criterios validos para
determinar la eficiencia de un tratamiento que pretenda mejorar la resistencia al

calor.

3.3.1 Conductividad y porcentaje de electrolitos perdidos en hojas

El porcentaje de pérdida de electrolitos en una solucion se puede medir
con la conductividad generada en el medio. La conductividad se define
como la capacidad que posee una solucién acuosa para transmitir una
corriente eléctrica. La conductividad depende de la concentracion,
temperatura ambiental y movilidad de iones dentro de la solucion
acuosa. La conductividad del agua tiende a aumentar con la exposicién
al aire y también por la cantidad de electrolitos presentes en el medio
acuoso. Otros factores que alteran la conductividad son la cantidad de
solidos disueltos y la concentracion de sales. Compuestos inorganicos
(sulfatos, nitratos, fosfatos, etc) son buenos conductores y compuestos
organicos (azucares, fenoles, alcoholes, etc) son malos conductores de
la electricidad, ya que dependen de que tan bien se disocien en el agua.
Para medir la conductancia, se utiliza dos electrodos inertes que se
mantienen fijos. La conductancia de la solucién en la que se mide, es
inversamente proporcional a la distancia entre los dos electrodos. Cada
solucién posee una conductividad propia. Para realizar la medicion de la
conductancia de varias soluciones, deben tener de preferencia la misma

temperatura, ya que el flujo de electrones se ve afectado por la
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temperatura de la solucion. La conductividad se reporta en las unidades
de micro omhos por centimetro. En el sistema internacional el ohm
equivale al siemens (S), por lo que se puede reportar la conductividad en
pS/cm. Si se analiza el agua destilada utilizada en laboratorio, esta
posee una conductividad entre 0,5 a 3 uyS/cm (Universidad de Puerto
Rico de Mayagtiez, 2010).

Estudios realizados en plantas han demostrado que cuando Ia
temperatura ambiental supera los 40 °C, se produce una pérdida de
electrolitos, es decir un desequilibrio en las relaciones hidricas. A pesar
de que existen mecanismos de tolerancia al estrés térmico, se puede
cuantificar los electrolitos perdidos por la planta en el tejido foliar
(colocandolo en agua). Esto sirve como un criterio para saber si es que
dicha pérdida de electrolitos puede verse afectada de acuerdo a un
tratamiento previo en las plantas para fomentar la termotolerancia
(Restrepo et al., 2013, p. 254).

3.3.2 Clorofilasay b

La clorofila es una molécula de alta complejidad, y se encuentra
presente en las plantas y en los organismos que realizan la fotosintesis.
Las clorofilas son pigmentos de color verde. Existe la clorofila tipo a, la
misma que esta presente en todos los organismos que realizan
fotosintesis (cianobacterias, plantas, protistas, entre otros). También
existe la clorofila tipo b, que se la define como pigmentos accesorios
encargados de absorber el resto de energia que la clorofila tipo a no
puede. Las clorofilas se encuentran ubicadas en los plastos de las
células eucariotas. Debido a que estan asociados a pigmentos y
proteinas ancladas en la membrana, forman los fotosistemas. Un
fotosistema tiene en promedio 200 moléculas de clorofila a mas la

clorofila b, que en conjunto constituyen una antena (formada por



18

complejos que colectan la luz). La clorofila a es la mas importante ya
que es la encargada de transformar la luz en energia quimica. Las
clorofilas pueden absorber en el espectro visible, en la luz azul (400-
500nm) y luz roja (600-700 nm), mientras que reflejan el color verde
(Calvo, 2009). La funcion del fotosistema Il se puede evaluar a través de
la fluorescencia que emite la clorofila. La fluorescencia es un fendmeno
que permite medir la sensibilidad del fotosistema cuando ha sufrido dafio
debido a fuentes de estrés. Esta fluorescencia emitida por la clorofila
permite dar un seguimiento al proceso de la fotosintesis, y es muy
empleada en la evaluacion de la respuesta fisiolégica vegetal. Las
moléculas de la clorofila absorben la luz, misma que es destinada a
varios procesos como la fotosintesis y la que al perderse como calor,
provoca fluorescencia. La fluorescencia emitida representa del 1 al 2%
de la luz absorbida. De forma general, el proceso de la fotosintesis es el
que predomina. Sin embargo, cuando la planta se encuentra bajo
condiciones de estrés, el rendimiento de la fotosintesis baja y por lo
tanto la luz absorbida se dispersa. Para evaluar la fluorescencia de las
clorofilas, se calculan coeficientes de la luz absorbida por las clorofilas
presentes asociada al fotosistema Il, y que es usada en procesos
fotoquimicos. Dichos calculos, arrojan valores de clorofila total, que son
indicadores de que existe algun estrés y que sobre todo, permite
deteccidon temprana incluso antes de que existan evidencias visuales en

las hojas (Gonzales et al., 2008, p. 119).
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Figura 3. Longitud de onda a la que absorben luz la clorofila a (600-700 nm) y la clorofila b
(400-500nm).
Tomado de Berg et al, 2011.

3.3.3 Actividad de la catalasa en plantas

Existen mecanismos de defensa en las plantas, que les permiten
controlar los niveles de ROS en las células. Esta proteccién de las
plantas frente a diferentes condiciones de estrés, se debe a la presencia
de enzimas capaces de eliminar las ROS. Estas enzimas son la
catalasa, superéxido dismutasa y glutation peroxidasa. Este mecanismo
se conoce como defensa enzimatica, ya que también existe la defensa
no enzimatica (mediada por carotenoides, acido ascorbico, entre otros).
La catalasa permite la dismutacion del peroxido de hidrogeno (H202) en
oxigeno y agua. Esta enzima es fotosensible y su actividad se ve
afectada por la salinidad o el estrés térmico. Si existe una baja cantidad
de H,0,, la respuesta defensiva de la planta es eficiente. Sin embargo,
un alto contenido de H,O, conlleva a la muerte celular. A pesar de que
una deficiencia de la catalasa no representa cambios fisiologicos en
poca luz, un exceso de luz produce necrosis foliar (Universidad de
Sevilla, 2007).
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3.4 Generalidades del género Vasconcellea

Las plantas del género Vasconcellea pertenecen a la familia Caricaceae.
Anteriormente se consideraba a Vasconcellea dentro del género Carica pero
después de analisis genéticos y morfologicos se ha determinado las diferencias
genéticas evidentes. Vasconcellea posee 21 especies dentro de las 35
existentes en la familia Caricaceae, por lo que es el género mas amplio. La
distribucion de Vasconcellea se da mayoritariamente en la cordillera de los
Andes con especial concentracion en Ecuador. Dentro de nuestro pais, existen
16 de las 21 especies de Vasconcellea, por lo que Ecuador representa una

fuente de diversidad de este género (Vidal et al., 2009, p.93).

3.4.1 Generalidades de V. pubescens

La planta V. pubescens es una especie conocida comunmente como
chamburo, papayuelo o papaya de alta montafia. Su cultivo se ha
extendido por Sudamérica ya que es nativa de este continente, y se la
denomina papaya de alta montafia ya que crece en alturas que oscilan
entre los 1500 a 2400 metros sobre el nivel del mar (Tapia et al., 2008).
La V. pubescens (anteriormente denominada aqui como Vasconcellea
cundinamarcensis), crece de forma natural en los Andes sudamericanos
y también de forma controlada, sin embargo su cultivo no ha sido tan
extendido y se la puede considerar como una especie no domesticada
totalmente. Tiene un ritmo de crecimiento lento. Es capaz de producir
hojas durante todo el afio, especialmente en climas calurosos. Su tiempo
de vida oscila entre los 5 a 7 afios. Se ha reportado que esta planta
puede soportar temperaturas ambientales de hasta "3°C. V. pubescens
es considerada como arborescente y se han identificado que posee
flores masculinas, femeninas e incluso hermafroditas, ya que al igual

que la papaya, sus plantas son capaces de cambiar el sexo de las flores
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durante el afio, debido al aumento de temperatura ambiental (Caetano et
al., 2008, p.241).

3.4.2 Caracteristicas morfoldgicas de V. pubescens

Las plantas de V. pubescens cuando alcanza su madurez, se ven como
un arbusto de hasta 6 metros de altura. Es una especie dicotiledonea y
semilefiosa. Posee hojas largas con una destacada apariencia tropical y
con lobulos. En el envés de las hojas se pueden observar pelos muy
finos que lo recubren. Si el tallo sufre heridas, es capaz de exudar latex.
Por otro lado, sus flores poseen cinco pétalos de contextura carnosa y
de un color amarillento. Las flores también son capaces de exudar latex
(en su etapa inmadura) cuando han sufrido algun tipo de herida. V.
pubescens puede generar frutos una vez al afo si se encuentra en
zonas frias, mientras que en regiones calidas produce durante todo el
afno. El fruto es de color amarillento (al estar maduro) y comestible
(sabor agridulce), los cuales tardan en madurar de 3 a 4 meses en el
arbusto. Su tamano es de aproximadamente 8 cm de largo por 5 cm de
ancho, que se identifica por sus sefiales longitudinales que se originan
en la base del apice (ver figura 4). Sus semillas estan envueltas en la
pulpa del fruto. Se ha reportado que la germinacién empieza alrededor
de las 7 semanas. El fruto maduro se caracteriza por su aroma
penetrante y similar al del babaco. Tiene una alta concentracion de

papaina (Vega y Lemus, 2006, p.23).
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Figura 4. Morfologia exterior e interior de un fruto maduro de Vasconcellea pubescens.

Tomado de Frutipedia, 2009.

3.4.3 Importancia de V. pubescens en el Ecuador

En nuestro pais, el chamburo se propaga por semillas y generalmente
se desarrollan en climas frios y templados. En Ecuador, las provincias
con mayor cultivo de V. pubescens son Azuay, Loja y Cafiar. A pesar de
que Ecuador posee 16 especies de Vasconcellea, la comercializacién de
esta planta no se da a gran escala comparado con otros frutos similares

como la papaya (Proano, 2007).

Esta planta constituye un recurso genético importante para nuestro pais,
ya que es una fuente de genes aun no analizados. Todo tipo de recurso
genético aun no estudiado tiene un gran potencial para su explotacién
econdémica asi como para generar datos cientificos pioneros en su
campo. Al ser esta especie endémica de nuestros Andes, tenemos la

ventaja unica y el deber de conocer sobre nuestra biodiversidad.
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3.4.4 Usos y potenciales aplicaciones biotecnologicas de V.

pubescens

El chamburo puede ser utilizado para su consumo en diferentes
presentaciones, ya que su pulpa se puede comer fresca y también en
diferentes postres, desde helados hasta rellenos de frutas. Su pulpa se
puede cocer. Su consumo es recomendado, debido a que es rica en
vitamina A, fosfato, magnesio y hierro, vitamina C. Otro uso importante
es como ablandador de carne, ya que tiene papaina en altas
concentraciones, Se ha reportado que la V. pubescens no sélo se cultiva
por su fruto sino también por su uso ornamental debido al aroma

exquisito que la caracteriza (Proafio, 2007).

Las potenciales aplicaciones biotecnologicas radican en que al ser una
especie subutilizada, se puede obtener informacion nueva de respuestas
fisiologicas. Se puede estandarizar su micropropagacion, se puede
fomentar su produccién para aumentar su consumo, se puede analizar
sus propiedades bioquimicas para encontrar principios activos y genes

con potencial interés biotecnoldgico.
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4. DISENO DEL PLAN EXPERIMENTAL

La realizacion de este proyecto experimental se basé en la manipulacion in vivo
de plantas de V. pubescens (cultivadas en laboratorio), que fue el principal
material biolégico. Para el analisis del material vegetal de estas plantas se
utilizaron un potenciometro (Fisher Scientific accumet XL600), un
espectrofotometro (Shimadzu UVI-VIS UVmini 1240) vy un lector de placas
(FLUOstar Omega). Por cada repeticion biolégica se utilizaron 24 plantas. A

continuacion en la tabla 1, se presentan los 6 tratamientos realizados.

Tabla 1.
Tratamientos a los que fueron sometidas las plantas de Vasconcellea pubescens en las dos

réplicas bioldgicas.

Tratamiento Condiciones del tratamiento y estrés a las 15 semanas de crecimiento

1 4 plantas tratadas con agua destilada durante 1 semana y luego mantenidas
a 25 °C (control).

2 4 plantas tratadas con agua destilada durante 1 semana y luego sometidas a
33,5 °C por 4 horas.

3 4 plantas tratadas con agua destilada durante 1 semana y luego sometidas a
45 °C por 4 horas.

4 4 plantas tratadas con sulfato de amonio durante 1 semana y luego
mantenidas a 25 °C (control).

5 4 plantas tratadas con sulfato de amonio durante 1 semana y luego
sometidas a 33,5 °C por 4 horas.

6 4 plantas tratadas con sulfato de amonio durante 1 semana y luego
sometidas a 45 °C por 4 horas.

Transcurrido el tiempo de estrés, se realizaron los analisis bioquimicos
respectivos (porcentaje de pérdida de electrolitos, la concentracion de clorofila
foliar y la actividad de la enzima catalasa) con los materiales previamente
descritos, a las 16 semanas de crecimiento (figura 1). Se emple6 un Disefio
Completamente al Azar (DCA), usando la plataforma estadistica Rcommander.
Se realiz6é pruebas de Shapiro para comprobar la normalidad de los datos (en
caso de no tener normalidad se realiz6 el ajuste necesario). EI ANOVA fue la

prueba estadistica adecuada para verificar las diferencias significativas entre
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tratamientos. La prueba de Duncan se empled para analizar la relacion de las
variable dependientes (porcentaje de pérdida de electrolitos, la concentraciéon
de clorofila foliar y la actividad de la enzima catalasa) con las variables
independientes (tratamiento con agua y sulfato de amonio y las temperaturas
de estrés). Este ensayo se realiz6 por duplicado, con una semana de diferencia
cada uno, para la validacion estadistica. Finalmente se recopilaron los datos de
las dos réplicas bioldgicas para el analisis estadistico de los mismos, y asi se

obtuvieron las conclusiones.



4.1 Diagrama de flujo

Siembra de 75 semillas de V. Riego los lunes, miércoles y viernes con 15
pubescens en tierra eiy| ML de agua destilada, durante 15 semanas
(poblacion)

|

26

Seleccién de 24 plantas con morfologia similar de V. pubescens, a
las 15 semanas después de la siembra (toma de muestra)

Seleccion al azar de 12 plantas y darles
tratamiento con agua desionizada por 1 Seleccion al azar de 12 plantas y darles tratamiento
semana con sulfato de amonio [6mM] por 1 semana
—3| 4 plantas mantenidas a 25 °C 3| 4 plantas mantenidas a 25 °C
> 4 plantas sometidas a 33,55 °C por 4 horas 5! 4 plantas sometidas a 33.55 °C or 4 horas
Y—) 4 plantas sometidas a 42 °C por 4 horas T 4 plantas sometidas a 42 °C por 4 horas
Tomar muestras de Tomar  muestras de
hojas de las plantas hojas de las plantas
> Medicion de electrolitos liberados —> Medicion de electrolitos liberados
Medicion de fluorescencia de clorofila a . Medicién de fluorescencia de
las 16 horas de reposo clorofila a las 16 horas de reposo
Medicién de actividad enzimatica dep!  Medicion de actividad enzimatica
de la catalasa de la catalasa

N\

Determinar la influencia del estrés térmicoy
el efecto del sulfato de amonio

Anilisis estadistico
—

Figura 5. Diagrama de flujo del proceso experimental realizado.
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5. PROCEDIMIENTOS

5.1 Determinacién de la poblacion y muestra

Para la realizacidén de este trabajo investigativo en ciencia basica, se utilizaron
semillas de V. pubescens. Las semillas provenian de frutos de un arbol de
chamburo ubicado en la provincia de Imbabura, de la ciudad de Ibarra, ubicada
a una altura de 2220 metros sobre el nivel del mar. Posteriormente, a partir de
estas semillas, se obtuvo la poblacibn y la muestra para los respectivos

analisis bioquimicos.

5.1.1 Desinfeccidn de las semillas de V. pubescens

Los frutos de chamburo se desinfectaron al lavarlos con agua y jabon
primeramente. A continuacion los frutos fueron sumergidos en una
solucién de 600 mL de hipoclorito de sodio al 10% durante 10 minutos.
Transcurrido este tiempo, las semillas de V. pubescens fueron extraidas
de los frutos limpios con la ayuda de un bisturi y pinzas estériles dentro
de una cabina de flujo. Las semillas recolectadas (aproximadamente
500) se desinfectaron introduciéndolas primeramente en un matraz de
500 mL, en el cual se afiadié etanol al 96% por 3 minutos agitandolos. A
continuacion se extrajo el etanol y se afiadié 50 mL de una solucién de
hipoclorito de sodio al 10 % por 10 minutos en agitacion manual. Para
finalizar, se realizaron dos lavados con agua destilada estéril de 6
minutos cada uno, para eliminar el cloro de las semillas. Las semillas
fueron almacenadas en tubo falcon a una temperatura de -20 °C hasta

Su posterior uso.

5.1.2 Siembra de las plantas de V. pubescens

Las semillas desinfectadas fueron sembradas en turba estéril (PRO-MIX

PGX) que fue autoclavada. Se usaron vasos de cartén de 8 onzas, en
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los cuales fueron colocados 120 g de turba por vaso. Con una pinza
estéril se colocaron 3 semillas en cada vaso. Por cada repeticion
biolégica se utilizaron 25 vasos con 3 semillas cada uno. Para cada una
de las 2 réplicas bioldgicas se utilizaron el mismo numero de vasos y
semillas, con diferencia de una semana en la siembra para la segunda

réplica.

5.1.3 Crecimiento de las plantas de V. pubescens

Las semillas de chamburo que fueron sembradas en turba fueron
regadas los dias lunes, miércoles y viernes con 15 mL de agua
destilada. Los cambios semanales fueron anotados y se analizé dichos

cambios durante 16 semanas.

En este caso, la poblacion fue formada en el laboratorio, es decir, no fue
recolectada de un medio externo. La poblacion, por cada réplica
bioldgica consistia en las 75 semillas sembradas de V. pubescens, que

representan 75 plantas en potencial desarrollo.

De las 75 semillas sembradas, se trabajé con las plantas que
germinaron. De aquellas plantas que si germinaron, se tomaron 48 con
morfologia similar después de que hayan transcurrido 16 semanas,
etapa en la cual se encuentran viables las plantas para los respectivos
analisis. La muestra, en este caso consistid en las hojas verdaderas de
las plantas, con las que se realizaran los analisis que se puedan

extrapolar a la poblacién.

5.2 Procedimientos para la obtencion de datos

Los procedimientos realizados fueron realizados con equipos de alta precision

y reactivos adecuados, para el éxito de este trabajo experimental.
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5.2.1 Estandarizacién de los métodos de analisis bioquimicos

Estos ensayos se realizaron con el fin de obtener datos de las concentraciones
y diluciones correctas, a las cuales debia ser sometido el material vegetal. A

continuacion se detalla lo realizado en los tres analisis bioquimicos.

5.2.1.1 Método de la concentracion de la clorofila

Se tomaron varias hojas de una planta de V. pubescens (a las 14
semanas) para someterlas a un shock térmico (se las introdujo en agua
en ebullicion) por 10 segundos. Luego, las hojas fueron colocadas en un
tubo de microcentrifuga de 1,5 mL y sumergidas por 2 minutos en
nitrégeno liquido. Después, a las hojas se les extrajo el exceso de agua
y dentro de un mortero de aluminio se aplic6 mas nitrégeno liquido
mientras se molia el material vegetal. Este material vegetal pulverizado

se lo almacené en un tubo de microcentrifuga de 1,5 mL a -20 °C.

A continuacién, dentro de un tubo de microcentrifuga de 1,5 mL se
colocaron 10 mg de polvo de las hojas de V. pubescens junto con 0,5
mL de etanol absoluto. Se centrifugé por 5 minutos a 14000 rpm y se
extrajo el sobrenadante. Para comprobar a qué concentracion la
absorbancia era la correcta (es decir que no supere el valor de 1) se
analizé la mejor disolucion del sobrenadante con etanol, resultando ser
la ideal una mezcla con una proporcion de 4 volumenes de etanol mas 1
volumen del sobrenadante. De esta mezcla (con la proporcion
mencionada), se tomaron 200 pyL y se colocaron en la placa para la
respectiva lectura en el lector (FLUOstar Omega). Para realizar los
ensayos de la fluorescencia de la clorofila, se evalué a que cantidad de
horas se liberaba una concentracion de clorofila ideal (con
comportamiento lineal). Por lo tanto, se realizé por duplicado (2 tubos de
microcentrifuga) la mezcla de 10 mg de polvo de la hoja junto con 0,5

mL de etanol absoluto y se almacend a las diferentes horas de prueba
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(0, 2, 4, 8, 16, 24 y 48 horas). Transcurrido el tiempo respectivo, se
midieron las absorbancias de la clorofila a 645 y 663 nm (absorbancias
requeridas para el posterior calculo de las concentraciones reales de

clorofila).

5.2.1.2 Método de pérdida de electrolitos

Para este ensayo se usaron 2 plantas de V. pubescens (a las 14
semanas de crecimiento) y las cuales fueron sometidas a un estrés
previo. Estas plantas solo recibieron agua para su crecimiento. La
primera planta fue sometida a 33,5 °C y la otra a 45°C, durante 4 horas,
dentro de incubadoras (Thermo Scientific PRECISION). A continuacion,
usando un perforador de un solo hueco (6 mm), se obtuvieron 6 discos
de las hojas de cada una de las plantas y se lavaron con agua destilada
por 5 minutos. Después se extrajeron los discos de hojas y se las
introdujo en un vaso de precipitacion con 10 mL de agua destilada.
Usando el potenciometro (Fisher Scientific accumet XL600), se midi6 la
conductividad que generaban los electrolitos liberados por los discos
vegetales que provenian de las hojas sometidas a estrés de 33,5 °C y 45
°C. Las mediciones se realizaron a los 30, 45 y 60 minutos, para
observar el comportamiento. Se midié también los electrolitos liberado
del agua destilada sola. Este mismo procedimiento se realizdé con 2
plantas pero que recibieron el tratamiento con sulfato de amonio por 1

semana.

5.2.1.3 Método de la actividad enzimatica de la catalasa

Se tomo una hoja de una planta de V. pubescens (a las 14 semanas) y
se la introdujo en un tubo de microcentrifuga. Se sumergio el tubo en
nitrégeno liquido, y luego en un mortero de aluminio, se molio la hoja
agregando mas nitrégeno liquido. Se pesaron 200 mg del polvo de la
hoja molida y se mezclaron con 100 pyL de solucién PBS, los cuales
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fueron homogenizados con un pistilo y asi se formé una pasta. Dicha
pasta se centrifugd por 30 minutos a 14000 rpm a 4 °C. Después se
extrajo el sobrenadante. A la par, se prepard la solucion de trabajo
(fosfatos acidos de sodio) y una disolucion de H,O, al 30%. Se trabajo
con 3 diluciones del sobrenadante (75%, 50% y 25%), mas la solucion al
100%, todas ellas junto con la solucién de trabajo y se midio la
absorbancia a una longitud de onda de 240 nm, dentro de una cubeta de
cuarzo. Las disoluciones se realizaron para observar el comportamiento
de la actividad, relacionado con la concentracion del sobrenadante. Se
realizé la absorbancia a los 10, 30, 50 y 70 segundos, usando el
espectrofotometro (Shimadzu UVI-VIS UVmini 1240). De esta manera se
buscd encontrar un comportamiento lineal y una dilucion adecuada del
sobrenadante, para posteriormente usar estas condiciones en las

repeticiones bioldgicas.

5.2.2 Aplicacion del sulfato de amonio en las plantas de V.

pubescens

Antes de realizar los ensayos con el sulfato de amonio en las
repeticiones biolégicas, se realiz6 una evaluacion previa de la
concentracion de sulfato de amonio adecuada. Siguiendo el protocolo
de Rivero et al. (2004), se decidio aplicar una concentracion 6 mM de
sulfato de amonio (dicha concentracion es inferior a la minima requerida
para actuar como fertilizante, por lo tanto, se evalua su efecto como
potenciador de la termotolerancia) en 10 plantas de V. pubescens. Se
aplicéd el sulfato cada dos dias, una cantidad de 15 mL por planta,
durante 8 dias. Esta evaluacion se realizd para visualizar si es que
existia alguna respuesta fisioldgica negativa, como algun tipo de clorosis

en las hojas.

Se aplico la solucidon de sulfato de amonio de acuerdo a lo mencionado,

es decir, 15 mL de disolucion cada dos dias durante una semana. Se
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seleccionaron 12 plantas de V. pubescens (que procedian de la primera
réplica bioldgica) con morfologia similar y se les aplicé dicho tratamiento.
A la semana siguiente, se seleccionaron otras 12 plantas (segunda
repeticion bioldgica) de morfologia similar, para aplicarles el mismo
tratamiento de sulfato de amonio durante una semana. Para todas las
plantas de cada réplica bioldgica, se realizé el tratamiento de sulfato de
amonio en la semana 15 para que puedan ser analizadas en la semana
16.

5.2.3 Induccidn de estrés por aumento de temperatura

Por cada repeticion bioldgica, se usaron 24 plantas. Las 12 plantas de
V. pubescens que recibieron el tratamiento con sulfato de amonio fueron
agrupadas aleatoriamente en tres grupos de 4 plantas. Por otra parte,
se seleccionaron 12 plantas con morfologia similar, que recibieron el
tratamiento solo con agua, y de la misma manera fueron agrupadas en
tres grupos de 4 plantas. La induccién del estrés térmico se realizé de
manera directa, es decir, un solo periodo en el cual se mantuvo una
misma temperatura de estrés, dependiendo del tratamiento. Para llevar a
cabo dicho estrés, los vasos con las plantas de V. pubescens fueron
llevados a las incubadoras (Thermo Scientific PRECISION) a
temperaturas de 33,5 °C y 45 °C por el lapso de 4 horas. Por otra parte,
se usaron plantas a temperatura ambiente (25 °C) como control, para
que posteriormente se pueda contrastar la temperatura ambiental como
control. Transcurrido el tiempo de estrés, en todos los casos, se tomaron
las hojas de las plantas para realizar los respectivos analisis bioquimicos
con los protocolos estandarizados. 8 plantas fueron mantenidas a 25 °C
(temperatura ambiente del laboratorio que sirve como control), 8 plantas
a 33,5 °C y 8 plantas a 45 °C, en todos los casos 4 provenian del
tratamiento con sulfato de amonio vy las otras 4 plantas del tratamiento

solo con agua.
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5.2.4 Anédlisis de concentraciéon de clorofila

Se utilizdé la metodologia mencionada en el apartado 5.2.1.1. Para los
ensayos bioldgicos, las plantas de V. pubescens tenian 16 semanas de
crecimiento. En este analisis fueron utilizadas todas las plantas de las 2
réplicas bioldgicas, tratadas con agua y tratadas con sulfato de amonio,
sometidas a las diferentes temperaturas de estrés previamente
descritas. Se utilizd el protocolo modificado de Hassan et al (2014).
Luego de obtener el polvo del material vegetal, se pesaron 10 mg de
polvo de la hoja y se mezclaron con 0,5 mL de etanol absoluto dentro de
un tubo de microcentrifuga, y se almacené por 16 horas (debido a que
en los ensayos preliminares se obtuvo la mayor concentracion de
clorofila en este tiempo). Pasadas las 16 horas, se midieron las
absorbancias de la clorofila a 645 nm y 663 nm dentro de la placa
respectiva del lector (FLUOstar Omega). Por cada hoja se obtuvieron 2
tubos, de esa manera se realizaron dos repeticiones internas de cada

hoja.

Las concentraciones de clorofila a y b, se calcularon con las ecuaciones
de Arnon (1949) y después, en base a esos datos, se calcularon las
concentraciones reales de clorofila a y b, usando las ecuaciones
corregidas presentadas por Porra (2002), las cuales se presentan a

continuacion:

Ecuacion 1: formula utilizada para

calcular la concentracion de clorofila b

[Chlb] = 22,9(5645)_4,68(5663) presentada por Arnon (1949). Donde
g4 y E®® son las absorbancias

obtenidas a esas respectivas longitudes

Ecuacion 2: formula utlizada para
[Chl a] = 12,7(E663) . 2,69(E645) calcular la concentracion de clorofila a
presentada por Arnon (1949). Donde e
y E®? son las absorbancias obtenidas a

esas respectivas longitudes de onda.



[Chla + b] = 20,21(E®*5) + 8,02(E®53)

T

Chl % = 0,593 + 0,459 (Chl%) +0,229 (Chl%)

[Chla + b]T = 0,895(Chl a + b)

[Chla]T =

[Chl b]T =

T
[Chla + b]T * Chl %

b

(Chl

a

(Chl o+ 1)

a

b

[Chla + b]"

T+1)

2
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Ecuacion 3: férmula utilizada para calcular
la concentracion de clorofla a + b

presentada por Arnon (1949). Donde (S

663

y E™” son las absorbancias obtenidas a

esas respectivas longitudes de onda.

Ecuacion 4: férmula utilizada para calcular

la relacion de clorofila a sobre b

presentada por Porra (2002). Donde Chl%

representada la relacién obtenida entre los

datos de las ecuaciones 2 sobre la 1.

Ecuacion 5: férmula utilizada para calcular
la concentracién real de clorofila a + b
presentada por Porra (2002).

Ecuacion 6: formula utilizada para
calcular la concentracién real de clorofila

a presentada por Porra (2002).

Ecuacion 7: formula utilizada para
calcular la concentracién real de clorofila

b presentada por Porra (2002).

5.2.5 Andlisis del porcentaje de pérdida de electrolitos

Se utilizdé la metodologia mencionada en el apartado 5.2.1.2. Para los

ensayos bioldgicos, las plantas de V. pubescens tenian 16 semanas de

crecimiento. En este analisis fueron utilizadas todas las plantas de las 2

réplicas bioldgicas, tratadas con agua y tratadas con sulfato de amonio,

sometidas a

las diferentes temperaturas de estrés previamente
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descritas. Este proceso se realizé en base a la metodologia usada por
Bajji et al. (2001), con modificaciones pertinentes. De igual manera,
usando un perforador de un solo hueco (6 mm), se sacaron 6 discos de
las hojas de cada una de las plantas y se lavaron con agua destilada por
5 minutos. Después se extrajo los discos de hojas y se las introdujo en
un vaso de precipitacion con 10 mL de agua destilada. Usando el
potenciometro (Fisher Scientific accumet XL600), se midi6 la
conductividad que generaban los electrolitos liberados por los discos
vegetales que provenian de las plantas sometidas a estrés de 33,5 °C y
45 °C, y de las plantas controles de 25 °C. Las mediciones se realizaron
a los 0, 30 y 60 minutos para analizar la pérdida de electrolitos con el
paso del tiempo. Se midieron también los electrolitos liberados del agua
destilada sola. Finalmente se midi6 la conductividad que se generd en el
medio acuoso que contenian los discos vegetales, posterior a que hayan
pasado por un proceso de autoclavado, ya que de esa manera se
ocasiondé la muerte celular, y asi se obtuvieron los datos de
conductividad con la pérdida del 100% de electrolitos, para contrastarlos
con la conductividad generada en el estrés, y presentar el porcentaje de

electrolitos perdidos en base a la relacion descrita.

5.2.6 Analisis de la actividad enzimatica de la catalasa

Se utiliz6 la metodologia mencionada en el apartado 5.2.1.3. Para los
ensayos bioldgicos, las plantas de V. pubescens tenian 16 semanas de
crecimiento. En este analisis fueron utilizadas todas las plantas de las 2
réplicas bioldgicas, tratadas con agua y tratadas con sulfato de amonio,
sometidas las diferentes temperaturas de estrés previamente descritas.
Se realizé la metodologia de Aebi, 1984 con modificaciones. Se
utilizaron 100 mg del polvo de la hoja molida de V. pubescens
mezcladas con 100 uL de solucion PBS. Dicha pasta se centrifugé por
30 minutos a 14000 rpm a 4 °C. Después se extrajo el sobrenadante. A

la par, se preparoé la solucion de trabajo (fosfatos acidos de sodio) y una
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disolucién de H,O, al 30%. Para las absorbancias respectivas a 240 nm,
se colocaron 10 uL de la dilucién del sobrenadante junto con la solucion
de trabajo (50%-50%), mas 990 uL de solucién de trabajo y mas 500 uL
de la solucién de H,0O, dentro de una cubeta de cuarzo. Finalmente se
midié la absorbancia a los 10 y 70 segundos, usando el

espectrofotometro.

La actividad enzimatica para todas las diluciones se calculé usando la
siguiente férmula:

Ecuacion 8: férmula utilizada para

t(10s) — t(70s)

0,01 catalasa, tomada de Aebi (1984).
Donde t(10s) y t(70s) son las

absorbancias correspondientes a la

calcular la actividad enzimatica de la

Act enzimatica (U) =

medicion hecha a 240 nm de la

dilucién del sobrenadante vegetal.

5.3 Evaluaciéon estadistica de los datos

El analisis de los resultados obtenidos empezd por comprobar la normalidad de
los datos, con la prueba de Shapiro. Dependiendo de los resultados de
normalidad se procedid6 a hacer un ajuste de normalidad de datos y
posteriormente se realizd el analisis ANOVA para encontrar diferencias
significativas. Finalmente, se empleé una prueba de DUNCAN para

comparacion de medias.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Porcentaje de germinacion y crecimiento de plantas de V. pubescens

Después de transcurridas 16 semanas (en cada repeticidn bioldgica), se
utilizaron las plantas de V. pubescens que germinaron y se desarrollaron hasta
ese momento. Entre las dos réplicas biolégicas se obtuvo un promedio de
61,33 % de germinacion, por lo que se trabajé con dichas plantas, las cuales
fueron suficientes para obtener el material vegetal y realizar los analisis
bioquimicos. EIl porcentaje de germinacién de las semillas no presento
diferencias estadisticamente significativas entre las dos réplicas bioldgicas
(tabla 2).

Tabla 2.
Numero de semillas sembradas y pocentaje de germinacion de las plantas de Vasconcellea

pubescens en las dos réplicas bioldgicas.

Numero de semillas Numero de plantas que Porcentaje de
sembradas germinaron germinacion
Réplica 75 49 65,33%
biologica 1
Réplica 75 43 57,33%
biolégica 2
Promedio 75 46 61,33%

De 150 semillas sembradas, germinaron 92 hasta la semana 10, donde se
alcanzé el maximo umbral de cantidad de plantas. Sin embargo, en las
semanas posteriores se perdieron 4 plantas, por lo que en la semana 16 se
obtuvieron 88 plantas de V. pubescens listas para ser usadas en los ensayos.
En la tabla 3 y en las figuras 6 y 7, se observan los cambios en el crecimiento
de las plantas de V. pubescens. De las 92 plantas que crecieron, se obtuvo un

95,65% de germinacién acumulada.
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Tabla 3.

Numero de plantas de V. pubescens obtenidas de acuerdo al numero de semanas

transcurridas, en las dos réplicas biolégicas

Semana 112345 6 7 8|9 |10|11 |12 | 13|14 15| 16
Réplical [ 0 | O | 1| 4 | 10|18 |24 |31(40 |49 |49 | 47 | 47 | 47 | 46 | 46
Réplica2 | 0 | 0| 0| 3|6 |16|21|27 |36 |43 |43 |43 (43|43 |42 |42
Total#de [ O | O | 1| 7 |16 |34 45|58 (76|92 |92 |90 |90 |90 |88 |88
plantas
Nudmero de plantas obtenidas de V.
pubescens
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Figura 6. Porcentaje de germinacién acumulada de plantas de V. pubescens, desde la semana

1 hasta la 16, entre las dos réplicas biolégicas.
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Figura 7. Plantas de V. pubescens utilizadas en el experimento, a las 16 semanas de
crecimiento, antes del estrés térmico.

a) Plantas tratadas con agua sometidas a 25 °C.

b) Plantas tratadas con agua sometidas a 33,5 °C.

c) Plantas tratadas con agua sometidas a 45 °C.

d) Plantas tratadas con (NH,;),SO,4 sometidas a 25 °C.

e) Plantas tratadas con (NH,),SO, sometidas a 33,5 °C.

f) Plantas tratadas con (NH,4),SO,4 sometidas a 45 °C.

La germinacion de V. pubescens es considerada de dificultad media y se dice
que puede tardar incluso hasta un mes. Se ha comprobado que, naturalmente
en un ambiente de 25 °C promueve la germinacion de las semillas entre 15 a
20 dias. El sustrato ideal se afirma que debe ser una mezcla de tierra comun
junto con tierra vegetal y arena fina, de preferencia desinfectada (Espinosa,
2014). Al contrastar los resultados obtenidos, se reflejan algunas diferencias de
lo obtenido con lo ideal. A pesar de que se usé tierra preparada autoclavada, y
el riego de agua fue continuo pero no excesivo, solo se registro una alta tasa
de germinacion de las plantulas a partir de la semana 6, ya que antes de este
tiempo, de 150 semillas sembradas, tan solo habian germinado 16. Las plantas

se colocaron en temperatura ambiente, por lo que el problema pudo radicar en
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la viabilidad de las semillas. Segun Benitez (2013), la viabilidad de las semillas
se relaciona con la madurez del fruto, el cual se lo puede percibir de acuerdo al
color amarillento del fruto a medida que estd mas maduro. Es muy probable
que el fruto se encontrara a un 75 % de madurez, lo que signific el retraso de
la germinacién. Se han realizado pruebas in vitro para mejorar la germinacion
de V. pubescens aplicando KNOj3 (nitrato de potasio) y AG3 (acido giberélico),
lo que promovid una germinacién mayor, lo que se puede tomar en
consideracion en posteriores trabajos de investigacion (Benitez et al., 2013,
p.190). También, se infiere que la germinacién acumulada de esta planta puede
variar mucho de poblacion en poblacion, debido a que V. pubescens es una
especie no domesticada. Las plantas que hoy en dia se conocen como
domesticadas, se basan en caracteres fijados a lo largo del tiempo, los cuales
garantizan, una alta tasa de germinacion, un mayor indice de cosecha,
maduracién de frutos, entre otros (Diaz, 2010). Las plantas no domesticadas
presentan muchos genes deletéreos en heterocigosis, que no han sido
eliminados. La heterocigosis también provoca que, la segregacién de los
caracteres favorables no se dé en una tasa constante (Benitez, 2005). Por lo
que, en el caso de V. pubescens, la tasa de germinacién acumulada varia,
debido a que su genética silvestre (en el caso de la caracteristica de

germinacion) influye directamente en este proceso.

6.2 Estandarizacion de los métodos de analisis bioquimicos

6.2.1 Método de concentracién de la clorofila

Se realizaron pruebas para comprobar a cuantas horas se podia encontrar la
mayor concentracion de clorofila, para ser usada en los ensayos posteriores. A
continuacion se observan los resultados de las absorbancias encontradas a 2,
4, 8, 16, 24 y 48 horas (tablas 4 y 5).
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Absorbancias obtenidas a 645 nm, de los tubos que conteian el sobrenandante vegetal con la

clorofila presente, proveniente de hojas de V. pubescens.

tubo 1 tubo 1 tubo 2 Promedio tubo 2 tubo 2 tubo 2 Promedio
(a) (b) (c) (a) (b) (c)
2 horas 0,109 0,121 0,121 0,117 0,143 0,17 0,17 0,161
4 horas 0,191 0,19 0,195 0,192 0,14 0,146 0,15 0,145
8 horas 0,167 0,169 0,173 0,169 0,127 0,132 0,129 0,129
16 horas 0,401 0,404 0,402 0,402 0,293 0,451 0,459 0,401
24 horas 0,151 0,144 0,149 0,148 0,191 0,19 0,213 0,198
48 horas 0,372 0,487 0,488 0,449 0,276 0,278 0,284 0,279
Tabla 5.

Absorbancias obtenidas a 663 nm, de los tubos que conteian el sobrenandante vegetal con la

clorofila presente, proveniente de hojas de V. pubescens.

tubo | tubo | tubo2 | Promedio | tubo2 | tubo2 | tubo2 Promedio
1(a) | 1(b) () (a) (b) (c)
2horas | 0,235 | 0,266 | 0,268 0,256 0,321 0,391 0,392 0,368
4 horas 0,44 | 0,441 | 0,452 0,444 0,313 0,325 0,34 0,326
8horas | 0,238 | 0,234 0,23 0,234 0,239 0,24 0,238 0,239
16 horas | 0,174 | 0,176 | 0,174 0,174 0,133 0,193 0,196 0,174
24 horas | 0,335 | 0,319 | 0,335 0,329 0,444 0,44 0,5 0,461
48 horas | 0,163 | 0,207 | 0,208 0,192 0,139 0,126 0,129 0,131

Una vez obtenidas las absorbancias a 645 nm y 663 nm, se realizaron los

célculos con las ecuaciones 1 y 2 (Arnon, 1949) para cuantificar la cantidad

tanto de clorofila a y b presentes en los sobrenadantes vegetales. A partir de

los datos obtenidos, se realizé el calculo final con las ecuaciones 3, 4, 5,6,y 7

presentadas por Porra (2002) para obtener la concentracion real de clorofila a y

clorofila b. También se realiz6 el calculo de los promedios finales entre los dos

tubos y la desviacion estandar (tablas 6 y 7).




Tabla 6.

Datos de la concentracion de clorofila a, presente en los sobrenandantes vegetales que

conteian la clorofila proveniente de hojas de V. pubescens.

[1real de Promedios | Promedios Promedios Desviacion
clorofilaa tubo 1 tubo 2 Finales estandar
2 horas 3,191 4,237 3,714 0,739
4 horas 5,660 4,402 5,031 0,889
8 horas 2,978 1,967 2,473 0,714
16 horas 4,954 4,938 4,946 0,011
24 horas 4,129 5,312 4,721 0,836
48 horas 5,521 3,403 4,462 1,497

Tabla 7.

Datos de la concentracion de clorofila b, presente en los sobrenandantes vegetales que

conteian la clorofila proveniente de hojas de V. pubescens.

[1real de Promedios Promedios Promedios Desviacién
clorofila b tubo 1 tubo 2 Finales estandar
2 horas 1,160 1,521 1,340 0,255
4 horas 1,786 1,404 1,595 0,270
8 horas 2,165 1,475 1,820 0,488
16 horas 5,141 5,124 5,132 0,012
24 horas 1,441 1,826 1,633 0,272
48 horas 5,733 3,586 4,660 1,518

A partir de las concentraciones reales de clorofila a y b, se evidenci6 que a las
16 horas de incubacion se obtuvieron las mas altas concentraciones de las
mismas, asi como la mas baja desviacién estandar (figuras 8 y 9) por lo que,

para el ensayo biolégico, se decidio reposar a la clorofila en etanol por un lapso

de 16 horas en oscuridad.
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Concentracion de clorofila a versus el tiempo de
reposo en la oscuridad

.
T
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concentracion de clorofila

horas de reposo

Figura 8. Concentracion de clorofila a en los diferentes horas de almacenamiento en la
oscuridad. Criterio para la eleccion del mejor tiempo de reposo para encontrar la mayor
concentracion real de clorofila a.

Concentracion de clorofila b versus el tiempo de
reposo en la oscuridad
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Figura 9. Concentracion de clorofila b en los diferentes horas de almacenamiento en la
oscuridad. Criterio para la eleccion del mejor tiempo de reposo para encontrar la mayor
concentracion real de clorofila b.
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6.2.2 Método de pérdida de electrolitos

De manera general, se evidencioé que la conductividad aumenté a medida que
el tiempo de permanencia de los discos vegetales fue mayor. Comprobando de
esa manera que los discos vegetales liberan electrolitos que aumentaron la
conductividad en la solucion de agua destilada. La conductividad del agua
destilada que se registré fue de 1,34 uS/cm. También se observé una pérdida

mayor de electrolitos cuando la temperatura de estrés fue mayor.

Los vasos de precipitacion que contenian el agua con los discos vegetales (de
las plantas que no recibieron sulfato de amonio) fueron autoclavados, y se
obtuvieron conductividades de 106,8 uS/cm (vaso de 33,5 °C) y 112,4 uS/cm
(vaso de 45 °C). Con ese dato que representa el 100% de pérdida de
electrolitos, se realizd el calculo del porcentaje de pérdida de electrolitos,
utilizando el dato de pérdida en uS/cm. A continuacion en la tabla 8, se
presenta la conductividad (uS/cm) y el porcentaje de pérdida de electrolitos que
se determinaron en la solucién de agua destilada con los discos vegetales de

las plantas sometidas a estrés de 33,5 °C y 45 °C.

Tabla 8.
Conductividad generada en el agua por los electrolitos pérdidos por los discos de hojas de V.

pubescens que fueron sometidas a estrés térmico y que no recibieron el tratamiento de sulfato

de amonio.
Tiempo de Temperaturade | Conductividad | % de pérdida | Temperatura del
medicion estrés de la hoja (uS/cm) de electrolitos | disco vegetal en
(°C) solucién (°C)
30 minutos 33,5 11,85 11,09 20,1
45 minutos 33,5 15,61 14,8 20,3
60 minutos 33,5 19,50 18,25 20,1
30 minutos 45 21,01 18,69 201
45 minutos 45 25,71 22,87 20,3
60 minutos 45 28,73 25,56 20,3
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Después se realizdé la medicidn de los electrolitos liberados por parte de los
discos de hojas de plantas que tuvieron el tratamiento de 1 semana con sulfato
de amonio. También se autoclavaron los vasos de precipitacion que contenian
el agua con los discos vegetales, y se obtuvieron conductividades de 97,8
puS/cm (vaso de 33,5 °C) y 104,7 uS/cm (vaso de 45 °C). Con ese dato (que
representa el 100% de pérdida de electrolitos), se realizd el calculo del
porcentaje de pérdida de electrolitos, utilizando el dato de pérdida en uS/cm. A
continuacion en la tabla 9, se presenta la conductividad (uS/cm) y el porcentaje
de pérdida de electrolitos, que se determinaron en la solucibn de agua
destilada con los discos vegetales de las plantas sometidas a estrés de 33,5 °C
y 45 °C.

Tabla 9.
Conductividad generada en el agua por los electrolitos pérdidos por los discos de hojas de V.
pubescens que fueron sometidas a estrés térmico y que si recibieron el tratamiento de sulfato

de amonio por 1 semana.

Tiempo de Temperaturade | Conductividad | % de pérdida | Temperatura del

medicion estrés de la hoja (uS/cm) de electrolitos | disco vegetal en
(°C) solucién (°C)

30 minutos 33,5 3,616 3,69 20,6

45 minutos 33,5 4,407 4,50 20,5

60 minutos 33,5 5,619 5,74 20,6

30 minutos 45 4,833 4,61 20,6

45 minutos 45 5,540 5,29 20,7

60 minutos 45 7,465 7,12 20,8

Al contrastar los resultados de la pérdida de electrolitos generada con plantas
sin tratamiento de sulfato de amonio versus las que si recibieron dicho
tratamiento, se puede observar claramente que aquellas plantas que obtuvieron
una fuente de Nitrogeno por una semana, fue suficiente para que exista una

respuesta fisioldégica diferente. Por lo tanto, se observé que las plantas
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perdieron menos electrolitos cuando tienen una fuente de nitrégeno en su
desarrollo. El porcentaje de pérdida de electrolitos de plantas con tratamiento
de sulfato de amonio pero sin estrés térmico registro un promedio de 3,96 %
pS/cm, mientras que el promedio de la conductividad sin estrés y sin aplicacion
de sulfato de amonio fue de 5,189 %. Se encontraron temperaturas similares
en las soluciones medidas, por lo que esta no fue una fuente de variacién en la
pérdida de electrolitos. Con estos resultados se procedié a realizar los ensayos
en las réplicas biolégicas, sabiendo que el tratamiento con sulfato de amonio

por una semana no produce un efecto fisiologico negativo.

6.2.3 Método de actividad enzimatica de la catalasa

A continuacion se presentan en las tablas 10, 11, 12 y 13 las absorbancias a
240 nm que generaron las diluciones del sobrenadante que contenia la enzima
catalasa. Se trabajé con 990 uL de la solucion de trabajo mas 500 pL de

peroxido de hidrogeno mas 10 uL de la muestra diluida y la muestra al 100%.

Tabla 10.
Absorbancias obtenidas a 240 nm provenientes del sobrenadante de muestra vegetal de V.

pubescens. Sobrenadante concentrado al 100 %.

# Repeticion
Tiempo de medicién 1 2 3
10 segundos 1,692 2,206 2,157
30 segundos 1,673 1,880 2,128
50 segundos 1,70 1,872 2,114
70 segundos 1,665 1,860 2,094
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Absorbancias obtenidas a 240 nm provenientes del sobrenadante de muestra vegetal de V.

pubescens. Sobrenadante concentrado al 75 %.

# Repeticion
Tiempo de medicién 1 2 3
10 segundos 1,896 1,577 1,746
30 segundos 1,888 1,589 1,740
50 segundos 1,880 1,573 1,734
70 segundos 1,872 1,559 1,729

Tabla 12.

Absorbancias obtenidas a 240 nm proveneintes del sobrenadante de muestra vegetal de V.

pubescens. Sobrenadante concentrado al 50 %.

# Repeticion
Tiempo de medicién 1 2 2
10 segundos 1,456 1,514 1,346
30 segundos 1,426 1,498 1,337
50 segundos 1,410 1,482 1,335
70 segundos 1,397 1,462 1,322

Tabla 13.

Absorbancias obtenidas a 240 nm provenientes del sobrenadante de muestra vegetal de V.

pubescens. Sobrenadante concentrado al 25 %.

# Repeticion
Tiempo de medicién 1 2 3
10 segundos 1,196 1,155 1,179
30 segundos 1,182 1,144 1,1,88
50 segundos 1,180 1,133 1,191
70 segundos 1,175 1,120 1,136
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Una vez aplicada la férmula 8, se obtuvieron los resultados presentados en la
tabla 14, donde se observan las actividades enzimaticas en unidades de

activad enzimatica (U) por 100 mg de tejido vegetal y los promedios obtenidos.

Tabla 14.
Actividades enzimaticas obtenidas en las 3 mediciones hechas por cada dilucion del

sobrenadante vegetal proveniente de hojas de V. pubescens.

Concentracidn del Actividad 1 Actividad 2 Actividad 3 Promedio
sobrenadante vegetal V) (9)) V) V)
100 % 2,7 - 6,3 4,5
75 % 2,4 1,8 1,7 1,9
50 % 3.9 5,2 1,5 3,5
25 % 2,1 3,5 - 2,8

Debido a que en la segunda medicion de la muestra del sobrenadante al 100%
y en la tercera medicidon de la muestra del sobrenadante al 25% se obtuvo
datos atipicos, se descarté dicho calculo para usarlo en el promedio final.
Como se observa en la figura 10, la actividad enzimatica tiende a ser mayor a
medida que la concentracion del sobrenadante es mayor. Se descarto el
promedio del sobrenadante concentrado al 75 % por ser un dato atipico.
Debido a los resultados presentados, se decidié utilizar en los ensayos
biolégicos una concentracién del sobrenadante del 50%. Debido a que existe
una tendencia lineal con un r? del 98%, se justifica que las absorbancias sean

mayores a 1.
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Actividad enzimatica vs concentracion del
sobrenadante vegetal
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Figura 10. Actividad enzimatica de la catalasa versus la concentracion del sobrenadante

vegetal.

6.3 Andlisis de ensayos bioquimicos finales

6.3.1 Analisis de concentracion de clorofila

Al obtener las concentraciones de clorofila a y b, se las analizé por separado. A

continuacion se detalla el analisis de cada una de ellas.

En el caso de la clorofila a, considerando las dos réplicas biolégicas, tanto en el
tratamiento con agua y en el tratamiento con sulfato de amonio, la
concentracion de clorofila a aumenté a medida que las temperaturas de estrés
aumentaron (figura 11). La concentracion de dicha clorofila tiene una tendencia
de aumentar a medida que la planta se encontraba en una temperatura de
estrés superior. En el caso del tratamiento con agua, la concentracion de
clorofila a se elevd mas comparada con el tratamiento con sulfato de amonio,

en donde se evidencid una concentracion mas estable.
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Concentraciones de clorofila a (ug/mL) a las
diferentes temperaturas de estrés

ab

ab

[ ] Hzo

¥ (NH,);S0,

Concentraciones de clorofila a (mg/mL)
w

25°C 33,5°C 45 °C
Temperaturas de estrés

Figura 11. Concentraciones de clorofila a obtenidas a las 16 horas de almacenamiento en la
oscuridad. Comparacion de las concentraciones obtenidas en las diferentes temperaturas de
estrés del tratamiento con agua (barra azul) versus el tratamiento con sulfato de amonio (barra
roja). Concentraciones presentadas en unidades de pg de clorofila por mL de solucion. Letras

diferentes indican diferencias significativas para p = 0.01

Para la variable “concentracion de clorofila a”, se observé que los datos eran
normales con la prueba de Shapiro-Wilk (valor p= 0.1249), por lo tanto se
realizd el test ANOVA (anexo 1), en donde se encontraron diferencias
significativas muy bajas entre los tratamientos. La prueba de Duncan (anexo2)
sefala que, la concentracion de clorofila a es estadisticamente igual en agua y
sulfato de amonio a 45 °C, asi como en agua a 33,5 °C. También, la
concentracion de clorofila a no tuvo diferencia significativa con la aplicacién de
sulfato de amonio. En agua si existieron diferencias significativas, ya que a

45°C, la concentracion aumentd, comprando con los 25 °C.

Para la clorofila b, considerando las dos réplicas biolégicas, como se observa
en la figura 12, tanto en el tratamiento con agua y en el tratamiento con sulfato
de amonio, la concentracién real de clorofila b aumenté a medida que las
temperaturas de estrés aumentaron. A diferencia de la clorofila a, en la clorofila

b se observa que la concentracion aumenté en menor medida. Se evidencid
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que en el tratamiento con sulfato de amonio, la concentracion de clorofila b

aumenta de forma progresiva aunque ligeramente.

Concentraciones de clorofila b (ug/mL) a las
diferentes temperaturas de estrés

m H,0

B (NH,),SO,

25°C 33,5°C 45°C
Temperaturas de estrés

Log de las concentraciones de clorofila a
(mg/mL)

Figura 12. Concentraciones reales de clorofila b obtenidas a las 16 horas de almacenamiento
en la oscuridad. Comparacion de las concentraciones obtenidas en las diferentes temperaturas
de estrés entre el tratamiento con agua (barra azul) versus tratamiento con sulfato de amonio
(barra roja). Concentraciones presentadas en unidades de ug de clorofila por mL de solucién.

Letras diferentes indican diferencias significativas para p = 0.1

Para el caso de la clorofila b, los datos no resultaron normales en la prueba de
Shapiro-Wilk (valor p= 0.004148), por lo que se realizé un ajuste logaritmico,
con la férmula log (1+x), en donde x se refiere a la concentracién de clorofila b.
Con este ajuste realizado, mejordé la normalidad de los datos de forma
sustancial (valor p= 0.1339). El test ANOVA (anexo 3) reflejé que existié una
baja diferencia significativa entre tratamientos. La prueba de Duncan (anexo 4)
mostré un comportamiento similar al observado en el analisis de la clorofila a,
es decir, las plantas que recibieron el tratamiento con agua y las que recibieron
sulfato de amonio y fueron sometidas a 45 °C arrojaron las mas altas
concentraciones, mientras que las plantas a 25 °C presentaron las

concentraciones mas bajas. Es interesante, recalcar la concentracion de
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clorofila b con sulfato a 33,5 °C es similar a la del agua a 25°C y sulfato a 25

°C, y todas estas son diferentes al agua a 33,5 °C.

La baja significancia encontrada demuestra que las concentraciones de las
clorofilas no se vieron afectadas por los tratamientos con agua y sulfato de
amonio, frente a las diferentes temperaturas de estrés. De esa manera, se
evidencia que la concentracion de sulfato de amonio agregada en las plantas,
no representa una fuente de nitrégeno suficiente para fomentar un cambio en la
sintesis de clorofila y que por ende, el estrés térmico afect6 de una manera
similar a los fotosistemas en las plantas de V. pubescens. Es interesante
precisar que las concentraciones tanto de clorofila a y b, incrementaron a

medida que la temperatura de estrés era mayor.

Esta respuesta de incremento de la clorofila se ha presentado en un estudio del
tomate, en el cual se compard la variedad “Campbell-28” versus la variedad
“‘Nagcarlang”, y se determin6 que en la variedad “Campbell-28” existid un
incremento en la tasa fotosintética cuando fue sometida a 45°C durante 2
horas, en comparacion al control, que fue sometido a 25°C. Se observo que la
clorofila inicial fue la que aumenté a medida que el estrés térmico fue mayor,
probablemente por que existio una alteracion en la captacién de energia
(Camejo et al., 2005, p.286). Los autores sefnalaron que si la fluoresencia final
disminuye, se debe a que existid dafio en el fotosistema Il (como ocurri6 en la
variedad “Campbell-28”). Sin embargo, si la clorofila final no disminuye y se
mantiene constante (como ocurrié en la variedad “Nagcarlang”), podria
atribuirse a una resistencia de la planta. También se observé que, posterior al
estrés la variedad “Nagcarlang” poseia un menor radio de clorofila a/b. La
variacion en el radio de clorofila a/b puede ser un indicador de resistencia, ya
que la disminucién de la absorcion de luz se considera un mecanismo para
proteger a los cloroplastos y asi sobrevivir bajo condiciones poco favorables en
exposicion prolongada (Camejo et al., 2005, p.286). De acuerdo a los
resultados presentados por Camejo, se puede contrastar que la V. pubescens

podria tener una tolerancia al estrés térmico ya que si las concentraciones
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tanto de clorofila a y b no disminuyeron, puede deberse a su capacidad
termotolerante. La variedad “Nagcarlang” es silvestre igual que V. pubescens,

por lo que existe una similitud en su comportamiento.

Sin embargo, hay que tomar en cuenta el tiempo del estrés, que en este
estudio fue de 4 horas y en el tomate de 2 horas. Dicho tiempo de estrés podria
significar hasta que punto la termotolerancia se presenta. Un estudio en citricos
(C. unshiu Marc y C. sinensis Osbeck), revel6 que si existe una disminucion de
clorofila en altas temperaturas cuando las plantas fueron sometidas por largos
periodos de estrés térmico (15 dias) y so6lo una vez que el estrés haya
sobrepasado el umbral de la termotoleranica de la planta, se provocara una
disminucién en la capacidad fotosintética (Guo, Zhou y Cheng, 2006, p.266).
Esto podria demostrar que la capacidad fotosintética de V. pubescens se
mantiene estable cuando el tiempo de estrés térmico no supera las 4 horas, sin
embargo se desconoce si la concentraciones de clorofilas a y b hubiesen
disminuido a mayor tiempo de estrés. En este caso se eligié 4 horas de estrés
térmico, ya que en un analisis previo de este trabajo se demostré que este
tiempo fue suficiente para generar estrés a nivel proteico. Por otra parte, una
investigacion en el frijol (Phaseolus vulgaris) tambien demostré que la
concentracion de la clorofila aumenta hasta temperaturas de 35 °C, es decir, se
encontréo que los fotosistemas se mantenian activos por lo que al parecer,
dependiendo de la especie, temperatuas de 35 °C no representan un estrés
térmico (Pastenes y Horton, 1996, p.1250). En la metodologia usada con V.
pubescens, se la sometio a 33,5 °C como temperatura intermedia, por lo que a

futuro, se podria evaluar una temperatura media superior.

Finalmente, se puede analizar por qué las concentraciones de clorofilas no se
vieron afectadas entre tratamientos. En la investigacion de Garbin y Dillenburg
(2008, p.300), se analizd el efecto de la aplicacion de diferentes fuentes de
nitrégeno, para evaluar el crecimiento y la concentracién de clorofila en
Araucaria angustifolia. Se determiné que concentraciones de nitrogeno de 4

mM, provenientes de fuentes de nitratos y amonios si son capaces de
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incrementar la concentracion de clorofila (comparado con el grupo control). Sin
embargo, sefialan que la concentracion 4 mM inclusive pudo ser excesiva.
También concluyeron que fuentes de amonio permiten un mejor crecimiento
vegetal en etapas tempranas. Por lo tanto, los resultados obtenidos en este
trabajo sefialan que, probablemente el sulfato de amonio no es la fuente
adecuada para V. pubescens para que aumente la concentracion de clorofila y,
que al menos en esa concentracion, no se encontrd6 una diferencia tan
significativa frente al tratamiento con agua. Al analizar el efecto del sulfato de
amonio, se puede deducir que, cuando dicho compuesto se usa como
fertilizante, su concentracion aporta un 21% de N en total, lo que provoca la
nitrificacion en el suelo y a la larga, la abosrcion y su uso en la sintesis de
clorofila (IPNI, 2012). Este uso agricola del sulfato de amonio esta comprobado
por lo que, al bajar la concentracion (que en este caso fue 6mM), se podria
inferir que al estar menos concentrado el sulfato de amonio, la cantidad de
Nitrégeno absorbido no es la suficiente para promover una mayor sintesis de
clorofila, comparandola con el tratamiento con agua. Sin embargo, como la
concentracion de clorofila (a y b) no decayd, se puede relacionar el aporte del
sulfato de amonio en otros procesos que fomentaron una cierta

termotolerancia.

6.3.2 Andlisis del porcentaje de pérdida de electrolitos

En la figura 13, se observa el resumen de los datos obtenidos del porcentaje de
electrolitos perdidos en todas las temperaturas y repeticiones bioldgicas. A
medida que trascurria el tiempo la pérdida de electrolitos fue mayor. Por otro
lado, se observa que el tratamiento con sulfato de amonio permitié que se
pierdan menos electrolitos comparado con el tratamiento con agua. Los datos
finales del porcentaje de pérdida de electrolitos, representan el promedio de los

tiempos (0, 30 y 60 minutos) en los que se realizaron las mediciones.
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Porcentaje de pérdida de electrolitos en el
tiempo a diferentes temperaturas de estrés
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Figura 13. Porcentaje de pérdida de electrolitos en el tiempo a diferentes temperaturas de
estrés. Datos de las medias obtenidas a los 0, 30 y 60 minutos a los que se realizd la
medicion. Por cada temperatura se presentan el tratamiento con agua (barra azul) versus el
tratamiento con sulfato de amonio (barra roja). Letras diferentes indican diferencias

significativas para p = 0.1.

Al analizar el porcentaje final de la pérdida de electrolitos, se comprobé que los
datos presentaron normalidad, con la prueba de Shapiro-Wilk (valor p =
0.3934). EI ANOVA (anexo 5) indicoé que si existieron diferencias significativas
entre los tratamientos, entre los tiempos, pero no existieron entre la interaccion
tiempo por tratamiento. La prueba de Duncan (anexo 6) sefalé que los datos
presentaron coherencia en el tiempo, es decir, a mayor tiempo trascurrido,
mayor fue la pérdida de electrolitos. Los datos, en funcion de los tratamientos,
indicaron que a 45 °C, no existieron diferencias significativas, por lo que con
agua y con sulfato de amonio se perdieron electrolitos de manera similar.
Después se confirmd que con el tratamiento de sulfato de amonio, las plantas
en 25 °C y 33,5 °C perdieron menos electrolitos que con el tratamiento con
agua. Resultando asi que el sulfato de amonio permiti6 una mayor
termotolerancia en las plantas hasta una temperatura de 33,5 °C (donde existi6

significancia), comparado con el tratamiento con agua.
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Los resultados del porcentaje de pérdida de electrolitos demostraron
coherencia en la pérdida mostrada en el tiempo, y de forma positiva se refleja
que el tratamiento con sulfato de amonio, evité que las plantas perdieran de
forma excesiva electrolitos, en comparacién con las plantas regadas con agua
unicamente. Una investigacion realizada en maiz, revel6 que la pérdida de
electrolitos es mayor cuando las plantas son sometidas a periodos de estrés
térmico largos (de 30 a 70 horas). Los investigadores hallaron que en las hojas
de maiz, las temperaturas extremas desestabilizan la integridad de la
membrana celular, que es lo que provoca dicha pérdida de electrolitos. Las
membranas pierden estabilidad porque las ROS atacan los lipidos de las
membranas (Restrepo et al., 2013, p. 260). Por lo tanto, se podria inferir que
las plantas de V. pubescens asimilaron de forma positiva el tratamiento con
sulfato de amonio, lo que le brind6 una estabilidad a las membranas celulares,
lo que eventualmente permitid una menor pérdida de electrolitos frente a las
altas temperaturas, comparado con el tratamiento con agua. Probablemente, la
concentracion de Nitrégeno que el sulfato de amonio brindé a las plantas, fue la
necesaria para que aumente el N en las membranas celulares. Dentro de las
membranas celulares se encuentran glucidos y proteinas, que son moléculas
organicas compuestas por Carbono, Oxigeno e Hidrégeno, pero también de
Nitrégeno y Fésforo. Por lo tanto, el sulfato de amonio (6mM) debié brindar la
cantidad de N necesaria para fomentar la formacion de estos componentes de
la membrana celular. La importancia biolégica de estas moléculas organicas
radica en que confieren una estructura celular, es decir, mayor estabilidad en la
membrana (Ministerio de Educacién de Espafia, 2011). Dicha estabilidad

promovié una menor fuga de electrolitos.

El mencionado porcentaje de pérdida de electrolitos, en la mayoria de analisis
no sobrepas6d del 12%. Se infiere que a pesar de que las plantas se
encontraron a 33,5 °C y 45 °C, el tiempo de estrés no fue tan prolongado, ya
que periodos prolongados a temperaturas de 45°C, provocan la muerte vegetal.
Sin embargo, si se observo que a 45°C, la pérdida fue mayor que en las otras

temperaturas, sin importar el tratamiento. Este analisis fue importante realizarlo



57

para evaluar la tolerancia de la planta, la misma que fue proporcional a la

termoestabilidad de sus membranas celulares.

Las plantas, a pesar de que poseen mecanismos de proteccion frente a
elevadas temperaturas, éstos solo son eficientes cuando los cambios son
moderados. En caso de que la temperatura se eleve demasiado, el mecanismo
de los estomas se descontrola, y la pérdida de agua se produce (Nava, 2013,
p.250). Es interesante relacionar la pérdida de electrolitos con el dafio en el
aparato fotosintético. Asi lo reporto una investigacion en fresa, en la cual se
evidencio que una mayor pérdida de electrolitos estaba relacionada con una
menor tasa de fotosintesis (Martinez, 2014). En el caso de V. pubescens, al
relacionar estos parametros se evidencia que las 4 horas de estrés térmico
fueron suficientes para producir una pérdida de electrolitos moderada (aunque
la pérdida fue mayor a 45 °C), pero no fueron suficientes para promover una

menor concentracion de clorofila.

6.3.3 Analisis de la actividad enzimatica de la catalasa

Como se observa en la figura 14, la actividad de la catalasa en el tratamiento
con agua, decrecio progresivamente a medida que la temperatura de estrés fue
aumentando. Por lo tanto, la actividad de la catalasa se vio afectada por un
aumento en la temperatura cuando las plantas de V. pubescens fueron regadas
sblo con agua. También, se evidencié que las plantas de V. pubescens que
fueron regadas con sulfato de amonio, arrojaron datos de actividad catalasa
estable frente a las diferentes temperaturas de estrés. Al parecer, las plantas
que recibieron el tratamiento con sulfato de amonio, lograron desarrollar
termotolerancias que, a la larga les permiti6 mantener estable la actividad de la
catalasa. Graficamente, se observa el efecto positivo de la aplicaciéon de sulfato

sobre la actividad de la catalasa en relacion con la temperatura.
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Actividad enzimatica de la catalasa (U/mg) a

3 diferentes temperaturas de estrés
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Figura 14. Actividades enzimaticas de la catalsa (U/mg). Comparacion de las actividades

obtenidas en las diferentes temperaturas de estrés entre el tratamiento con agua (barra azul)
versus tratamiento con sulfato de amonio (barra roja). Actividades presentadas en unidades de
actividad enzimatica de la catalasa por cada 100 mg de tejido foliar. Letras diferentes indican

diferencias significativas para p = 0.1.

Al obtener las actividades de la catalasa, se juntaron los datos de las dos
réplicas bioldgicas y se analizé la normalidad de los datos con la prueba de
Shapiro-Wilk. Se comprobd que los datos no eran normales (valor p = 1.467e-
10), por lo que se realizé un ajuste logaritmico con la férmula log (1+y), donde y
es la actividad de la catalasa. El test ANOVA (anexo 7) sefalé que si existieron
diferencias significativas entre los tratamientos. La prueba de Duncan (anexo 8)
sefalo que el sulfato de amonio a 25 °C a 33,5 °C y a 45 °C es
estadisticamente igual. Mientras que la actividad en el tratamiento con agua
bajo significativamente, comparando el control versus temperaturas de 33,5 °C
y a 45 °C. Esto indica que el tratamiento con sulfato de amonio proporcioné a
los tejidos de la planta una mayor termotolerancia, por lo que al encontrarse
frente temperaturas de estrés, la catalasa tuvo una actividad proporcional.
Resulta asi que el tratamiento con sulfato de amonio permite que la actividad
de la catalasa no disminuya demasiado frente a elevadas temperaturas, incluso
en 45 °C.



59

Al evidenciar que la actividad de la catalasa fue afectada por el cambio de
temperatura, se puede discutir ciertos parametros. Se ha reportado que la
catalasa es insensible al frio y a temperatura ambiente, en analisis hechos en
hojas de pitahaya y menta. También existen analisis en hojas de nuez vomica
(Strychnos nux-vomica) que han demostrado una alta actividad de la catalasa
en ambientes frios (Martinez et al., 2013, p.63). Evidentemente, el estrés que
se genere por una temperatura extrema dependera de factores como la
especie y la fisiologia vegetal. En este caso, la temperatura de estrés era alta, y
con el control (agua) se evidencio que en hojas de V. pubescens, la actividad
catalasa si es sensible al aumento de temperatura. A pesar de que el
incremento de temperatura fomenta la actividad enzimatica, si se sobrepasa el
umbral del nivel 6ptimo, la actividad decrece. Esto se debe a que se producen
cambios (roturas de enlaces) en la estructura de la proteina, que disminuye
considerablemente su actividad, provocando que se desnaturalice (Cerdn et al.,
2012, p.552). Se conoce que temperaturas superiores a los 45 °C provoca la
disminucién de la actividad catalasa. Es por ello que, a dicha temperatura, la
actividad de la catalasa bajé considerablemente, comparada con la actividad a
temperatura control (25°C) y con la temperatura media (33,5°C) de estrés. Las
temperaturas frias en extremo provocan el mismo efecto. Por lo tanto, al
analizar el estudio realizado en la pitahaya, en donde se observé que la
catalasa era insensible al frio, probablemente la temperatura no fue lo
suficientemente extrema para provocar cambio en la actividad enzimatica,
como si ocurrié en el caso de la V. pubescens, donde a los 45°C, al ser una
temperatura extrema alta, si se modificd dicha actividad. Los 33,5 °C es una
temperatura que, en dias calurosos puede presentarse, y las mismas plantas
pueden estar acostumbradas, ya que la actividad enzimatica que se observd
fue estable.

Una vez que se comprobd que el aumento de la temperatura si provoca
cambios en la actividad de la catalasa, se contrastaron los resultados obtenidos
en el tratamiento con sulfato de amonio. Para las tres temperaturas analizadas,

se comprobd que la actividad de la catalasa no tuvo diferencias significativas, lo
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que hace ver que el sulfato de amonio con una dosis de 6 mM ayudé en la
termotolerancia de V. pubescens. Existe un estudio, en el cual se sometieron
diferentes especies vegetales a diferentes tipos de estrés oxidativo, entre ellos
el calor. La investigacion demostro que los diferentes tipos de estrés
fomentaron el incremento de la concentracion de H;O,, lo que a la larga
provoco la directa disminucién de la catalasa (Shim et al., 2003, p.287). En este
caso, con el tratamiento de sulfato de amonio, la actividad de la enzima no
disminuyo, por lo que se evidencia que los elementos brindados por el sulfato
de amonio, fortalecieron la fisiologia vegetal. La investigacion de Wang, et al
(2008) reveld que, cuando la Andropogon geredii recibio fuentes de N y
posteriormente se la sometid a estrés térmico, conservo una mayor biomasa en
comparacion con las que no recibieron dicho tratamiento, y a la larga
presentaron mejores resultados de termotolerancia. Al analizar el efecto del
sulfato de amonio en V. pubescens, se puede inferir que las plantas al recibir
una fuente de N adecuada, conservaron mayor biomasa, y por ende, mayor
cantidad de enzimas. También, se puede inferir que la fuente de N permitié una
mayor sintesis de aminoacidos que forman dichas enzimas, lo que evité una
pérdida elevada de la actividad enzimatica. El resultado tiene légica, ya que
una actividad muy alta de la enzima, podria significar que la planta estuvo muy
estresada y necesitaba compensar dicho estrés. En este caso, la actividad
estable permite entender que la planta no sentia excesivo estrés frente a las
altas temperaturas, por lo que se evidencia una respuesta fisioldgica positiva
en el aumento de la termotolerancia, gracias al tratamiento con el sulfato de

amonio.

Es importante mencionar que el hecho de que la actividad enzimatica no haya
bajado, representa una estabilidad frente al estrés. Esto debido a que una
investigacién en algunos genotipos de trigo reveld que la actividad catalasa
bajé significativamente cuando el trigo fue expuesto a estrés térmico. Es
interesante ver que en aquellos genotipos de trigo que no poseian
termotolerancia, también disminuyo significativamente la concentracion de

clorofila (Almeselmani, Deshmukh y Sairam, 2006, p.384). Esta correlacion
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entre disminucion de actividad catalasa y concentracion de clorofila demuestra
que en las plantas de V. pubescens, ocurrié un comportamiento légico, ya que
al no bajar la actividad catalasa con sulfato de amonio, tampoco bajé dicha
concentracion foliar de clorofila (en el caso de los tratamientos con sulfato, a
temperaturas de 33,5 °C y 45 °C).

Debido a que la catalasa tiene una actividad enzimatica antioxidante, cabe
sefalar que comparte labores con las enzimas superoxido dismutasa
peroxidasa, ascorbato peroxidasa y glutation reductasa. Probablemente, un
analisis de la actividad de estas enzimas, complemente mejor la evaluacion del
estrés térmico en V. pubescens. En un estudio realizado en Brassica juncea, se
reveld que en los genotipos tolerantes, el nivel basal de estas enzimas
antioxidantes se mantuvieron estables posterior al estrés a 45°C (Rani et al.,
2013, p.1). Por lo tanto, es interesante saber que de acuerdo a la bibliografia
investigada, se podria inferir que la V. pubescens si es una especie que posee
una termotolerancia, la misma que podria ser potenciada con adecuados

tratamientos, como en este caso, el sulfato de amonio en concentracion 6 mM.
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7. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Al finalizar con éxito este trabajo investigativo, se presentan las siguientes

conclusiones y recomendaciones.

7.1 Conclusiones

El sulfato de amonio en una concentracion 6 mM si tuvo influencias
significativas en la respuesta de plantulas de V. pubescens a temperaturas

elevadas.

La aplicacion de sulfato de amonio [6 mM] permitié que las plantas de V.
pubescens pierdan menos electrolitos posterior al estrés térmico. Por lo tanto,
modific6 de manera significativa a la termoestabilidad de las membranas

celulares, en comparacion con las plantas regadas con agua unicamente.

Las concentraciones de clorofila variaron ligeramente con el tratamiento de
sulfato de amonio. Por lo tanto, dicha concentracion no afect6 drasticamente en
la tasa fotosintética posterior a la exposicion a las altas temperaturas. Se
observo que V. pubescens es una especie vegetal que posee una resistencia

parcial frente a dicho estrés.

La actividad de la enzima catalasa se vio afectada por las altas temperaturas,
ya que su actividad decrecio proporcionalmente a mayores temperaturas. Dicha
actividad se mantuvo estable en las plantas de V. pubescens que recibieron el
tratamiento con sulfato de amonio. Por lo tanto, promueve una termotolerancia
que eventualmente, evita el descenso de la actividad antioxidante de la enzima

catalasa.

El sulfato de amonio ha demostrado que tiene el potencial para ser investigado
como un compuesto que aporta en la termotolerancia, en el caso del chamburo.

El sulfato de amonio provocé cambios significativos en las tres pruebas
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bioquimicas realizadas en este trabajo. Por lo que se concluye que el
(NH4)2.SO, tiene la capacidad de promover la estabilidad de la actividad
catalasa, y también de evitar pérdidas excesivas de electrolitos cuando las
plantas han sido sometidas a estrés térmico. Sin embargo, hace faltas mas

pruebas para comprobar su efectividad.

La V. pubescens ha demostrado que posee una relativa tolerancia a las altas
temperaturas, debido a que a los 45°C, no se observd una reduccion en la
concentracion de clorofila. Por otro lado, esta especie tiene el potencial
biotecnologico para ser evaluado con otros analisis bioquimicos e inclusive a
nivel genético, ya que se observdo procesos fisioldgicos positivos frente a

elevadas temperaturas que le provocaron estrés.

7.2 Recomendaciones

Analizar si es que el efecto del sulfato de amonio sirve para proteger a las
plantas contra estrés generado por la parte bidtica del ambiente que las rodea.
Asi como el estrés abidtico influye en el desarrollo vegetal, de igual manera las
plagas como insectos e inclusive otras plantas deterioran la calidad de los
cultivos, por lo que se puede hacer una investigacion sobre como el sulfato de

amonio puede aportar o no a la tolerancia al estrés biético.

Probar otras concentraciones de sulfato de amonio y asi evaluar si el efecto de
termotolerancia aumenta o disminuye. Se recomienda que la concentracién del
sulfato de amonio sea menor, ya que en aras de utilizar dicha sustancia como
un potenciador de la termotolerancia, la concentracion de sulfato de amonio (6
mM) deberia ser menor a la probada en esta investigacion. Si la concentracion
fuese superior a la indicada, se estaria utilizando al sulfato de amonio como un
fertilizante y no como mejorador de la tolerancia al estrés térmico. La tendencia
actual sugiere que el uso de los fertilizantes en base de azufre debe disminuir

para evitar la eutrofizacion a largo plazo.
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Las 4 horas de estrés térmico a las que fueron sometidas las plantas en este
trabajo experimental, si provocaron un estrés en las plantas. Sin embargo, su
efecto no necesariamente seria igual que mayores tiempos de estrés térmico.
Por lo tanto seria recomendable evaluar el comportamiento de esta planta en
diferentes tiempos de estrés tanto mayores y menores, para poder definir con
exactitud el nivel de tolerancia que tiene esta especie frente a las elevadas

temperaturas.
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Df Sum Sq Mean Sq Valor F Pr(>F)

Tratamiento 5 16,84 3,368 4,447 0,00266 **

Residuales 39 29,54 0,757

Codigos: 0 "***' 0.001 **' 0.01 '*' 0.05'.'0.1"'"'1

Anexo 1: ANOVA para analisis estadistico de la concentracion real de clorofila a

Tratamiento Media Grupos
Agua 45°C 4,7641 a
Sulfato de amonio 45°C 4,3001 ab
Agua 33,5°C 4,1571 ab
Sulfato de amonio 33,5°C 3,2841 b
Agua 25°C 3,2752 b
Sulfato de amonio 25°C 3,1634 b

Anexo 2: Prueba de Duncan para analisis estadistico de la concentracién real de

clorofila a. Letras diferentes indican diferencias significativas para p = 0.01.

Df Sum Sq Mean Sqg Valor F Pr(>F)
Tratamiento 5 0,02866 0,005733 2,556 0,0425*
Residuales 40 0,08973 0,002243

Cddigos: 0 "***' 0.001 **' 0.01 '*' 0.05'.'0.1"'"'1

Anexo 3: ANOVA para analisis estadistico de la concentracion real de clorofila b

Tratamiento Media Grupos
Agua 45°C 1,5787 a
Sulfato de amonio 45°C 1,5051 ab
Agua 33,5°C 1,4883 ab
Sulfato de amonio 33,5°C 1,2842 bc
Agua 25°C 1,2478 c
Sulfato de amonio 25°C 1,2030 c

Anexo 4: Prueba de Duncan para analisis estadistico de la concentracion real de

clorofila b. Letras diferentes indican diferencias significativas para p = 0.1

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Tratamiento 5 209,51 41,90 7,997 0,000404 ***




Tiempo 2 147,34 73,67 14,060 0,000210 ***
Trat:Tiempo 10 11,14 1,11 0,213 0,991849
Residuales 18 94,31 5,24

Cddigos: 0 *** 0.001 ** 0.01 " 0.05'."0.1'"'1

Anexo 5: ANOVA para andlisis estadistico del porcentaje de pérdida de electrolitos

Tratamiento Media Grupos
Agua 45°C 11,27 a
Sulfato de amonio 45°C 9,283 ab
Agua 33,5°C 6,952 ab
Agua 25 °C 6,154 bc
Sulfato de amonio 33,5 °C 5,345 bc
Sulfato de amonio 25 °C 4,133 c

Anexo 6: Prueba de Duncan para analisis estadistico del porcentaje de pérdida de

electrolitos. Letras diferentes indican diferencias significativas para p = 0.1

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Tratamiento 5 1,114 0,22272 5,605 0,000161 ***
Residuales 86 3,417 0,03974

Cdodigos: 0 "***' 0.001 **' 0.01 '"*' 0.05'.'0.1"'"'1

Anexo 7: ANOVA para analisis estadistico de la actividad catalasa

Tratamiento Media Grupos
Agua 25°C 10,7856 a
Sulfato de amonio 33,5 °C 7,1161 ab
Sulfato de amonio 25°C 6,7263 ab
Sulfato de amonio 45°C 6,1454 b
Agua 33,5 °C 5,2491 b
Agua 45 °C 3,3426 b

diferentes indican diferencias significativas para p = 0.1

Anexo 8: Prueba de Duncan para analisis estadistico de la actividad catalasa. Letras
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