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PATRONES ELECTROFORETICOS DE PEROXIDASAS,
CATALASAS, SUPEROXIDO DISMUTASAS Y PROTEINAS
TOTALES EN PLANTULAS DE TOMATE

(Lycopersicon esculentum Mill) SOMETIDAS A ESTRES

DE TEMPERATURAS

Marilyn Florido®, Marta Alvarez, Regla M. Lara, Dagmara Plana
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ABSTRACT. The research work was aimed at finding
electrophoretic polymorphic bandsthat can be used asgenetic
markersto select tomato accessionswith heat stresstolerance.
An electrophoresis analysis of peroxidases, catalases,
superoxide dismutases and total proteins of control samplesand
those treated at 40°C for 90 minutes was performed in four
accessions with different heat tolerance degrees. Nagcarlang,
L-103, Campbell-28 and HC 3880. |soenzymatic patterns of
peroxidases and catalases were not affected by heat stress;
however, electrophoretic bands of superoxide dismutase
isoenzymes showed a reduced activity compared to the con-
trol at the heat susceptible accessions Campbell-28 and HC
3880. Also a new band of 100 kDa was observed in all heat
stressed genotypes.
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INTRODUCCION

En el cultivo del tomate, las altas temperaturas pro-
vocan serias afectaciones en los rendimientos y la cali-
dad de los frutos, limitandose el cultivo a los meses de
invierno; de ahi que sea necesario obtener nuevas varie-
dades que se adapten a las condiciones estresantes que
provoca este factor abiotico(1, 2).

Es por ello que resulta de suma importancia en los
programas de mejoramiento del cultivo, el poder contar
con marcadores genéticos que puedan ser usados para
asistir la selecciéon y permitan identificar genotipos con
alto grado de adaptabilidad al calor.
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RESUMEN. El presentetrabajo se desarroll6 con el objetivo
de detectar perfiles el ectroforéticos polimorficos, que puedan
ser utilizados como marcadores genéticosparaasistir laselec-
cién de accesiones de tomate tolerantes a calor. Parael desa-
rrollo del trabajo se efectud un andlisis electroforético de
peroxidasas, catal asas, superoxido dismutasasy proteinas to-
tales de muestras controles y tratadas a 40°C durante 90 min.
de cuatro accesiones con diferente grado de toleranciaa altas
temperaturas: Nagcarlang, L-10-3, Campbell-28y HC 3880. Se
pudo observar quelos patronesisoenziméti cos de peroxidasas
y catalasas no se afectaron por €l estrés de calor; no obstante,
los perfiles electroforéticos de isoenzimas superéxido
dismutasas mostraron una disminucion de actividad en las
accesiones Campbell-28 y HC 3880, susceptiblesal calor con
respecto a control. Se evidencié ademés lainduccion de una
bandade 100 kDa, ante lapresenciadel estrés de temperatura
en las cuatro accesiones evaluadas.

Palabrasclave: estréstérmico, tomate, electroforesis, HSP,
enzimas

En este sentido, se ha informado la posibilidad de
relacionar la respuesta de la planta en condiciones no
Optimas de cultivo con la respuesta inducida en presen-
cia de estrés en condiciones in vitro, lo que permite se-
leccionar diferentes genotipos con respuesta extrema ante
el estrés en cuestion.

Al respecto, diversos autores (3, 4, 5, 6) han sefia-
lado que ante la presencia de estrés abidtico y funda-
mentalmente de calor, se induce en las plantas la expre-
sién de un grupo conservado de genes que codifican para
proteinas de choque térmico (HSP), que se caracterizan
por la sintesis de un pequefio grupo de proteinas de alto
peso molecular (HMW) y un grupo complejo de bajo peso
molecular (LMW); asimismo se ha informado (7, 8, 9, 10)
ante condiciones de estrés inducido, la presencia de cam-
bios isoenzimaticos, fundamentalmente en enzimas re-
lacionadas con el mecanismo antioxidante, que pueden
ser utilizados como indicadores en estas condiciones.
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Teniendo en cuenta lo antes planteado se realiz6 el
presente trabajo, con el objetivo de buscar bandas
polimérficas en los sistemas de peroxidasas, catalasas,
superéxido dismutasas y proteinas totales, que puedan
ser utilizados como marcadores genéticos en la selec-
cién de genotipos de tomate tolerantes al calor.

MATERIALES Y METODOS

Para este estudio se tomaron plantulas de 20 dias
de edad de las accesiones Nagcarlang y L-10-3, ambas
tolerantes a altas temperaturas (2, 11) y las variedades
Campbell-28 y HC-3880, las cuales presentan bajos ren-
dimientos cuando se cultivan fuera de la época dptima’.

Entodos los casos, las corridas electroforéticas para
los sistemas isoenziméticos se efectuaron en geles de
poliacrilamida al 10 % con buffer Tris-HCI 0.375M pH 8.9
y buffer Tris-Glicina 0.025-0.019M pH 8.3 en los
compartimentos, mientras que para proteinas totales se
utilizo el sistema SDS-PAGE (12), con concentraciones
del 12 y el 4 % para los geles separador y concentrador
respectivamente, utilizando en este Ultimo caso marca-
dores de diferentes pesos moleculares: 12.3 kDa
(citocromo C), 17 kDa (mioglobulina), 30 kDa (anhidrasa
carbonica), 42.7 kDa (ovoalbimina), 66.2 kDa (albdmina)
y 78 kDa (ovotransferina), para conocer la ubicacion de
las posibles nuevas bandas.

El tiempo de corrida en cada caso estuvo determina-
do por el desplazamiento de la banda de Kolrhauch hasta
aproximadamente 6 cm del inicio. Se utiliz6 en todos los
casos una intensidad de corriente constante de 25 mA
para isoenzimas y 35 mA para proteinas totales, en una
camara de electroforesis vertical Mini Protean Il de Bio Rad.

Para la preparacion de los extractos se tomaron
muestras de 0.3 g de tejido foliar, las que fueron someti-
das a tratamientos de temperatura de 40°C durante 90
minutos, previamente establecidos (13) y las muestras
control fueron mantenidas a 25°C para posteriormente
efectuar las corridas electroforéticas. Para ello las mues-
tras se homogeneizaron en frio con buffer que contenia
Tris-HCI 0.05M a pH 7.2, sacarosa 10 % y 14 uM de
ditriotreitol en proporcion 1:2. El extracto fue centrifugado
a 12 000 rpm a 0°C durante 10 minutos, sometiéndose
entonces el sobrenadante a electroforesis en los siste-
mas de proteinas totales (12) e isoenzimas peroxidasas,
catalasas (14) y superéxido dismutasas (15).

Los fenotipos proteicos e isoenziméticos de cada
individuo en estudio fueron establecidos sobre la base
del nimero, la posicién e intensidad relativa de tincion de
cada banda, esta Ultima atendiendo a la escala de cuatro
grados propuesta por Brewbaker y Hasegawa (15). Se
realizaron seis lecturas réplicas en cada sistema
electroforético analizado.

! Gémez y Moya, comunicaciéon personal, 1999.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados bioquimicos obtenidos del andlisis
de los sistemas enzimaticos analizados no revelaron va-
riaciones apreciables en los patrones electroforéticos de
los sistemas peroxidasas y catalasas (Foto 1y Figura 1)
al ser expuestos al estrés; sin embargo, el sistema
superdxido dismutasa sufrio modificaciones en sus pa-
trones de bandas.
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Foto 1. Isoenzimas peroxidasas
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Figura 1. Zimograma catalasa

Asi, como se puede apreciar en la Foto 2, se cons-
taté la existencia de diferencias en la actividad superéxido
dismutasa de accesiones tolerantes y susceptibles al
estrés de temperatura. De este modo, las accesiones
tolerantes mostraron el mismo patrén de bandas que el
control cuando fueron expuestos a tratamientos
estresantes, mientras que los susceptibles presentaron
una disminucion en la actividad de esta enzima, lo que
se observé como bandas menos gruesas que el resto.
No se aprecio, sin embargo, la induccion de nuevas ban-
das en las accesiones de tomate ante este estrés am-
biental.
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Foto 2. Isoenzimas superdxido dismutasas

Estos resultados corroboraron lo planteado por di-
versos autores (16, 17, 18) en estudios realizados en tri-
go y tomate respectivamente, los cuales informaron dis-
minuciones apreciables de esta enzima en variedades
susceptibles al calor, a pesar de que a diferencia de lo
aqui observado en muchos casos, dichos autores encon-
traron correlaciones tanto positivas como negativas de la
actividad superéxido dismutasa con otros sistemas
oxidantes como catalasas y peroxidasas.

En particular, cabe significar que la no existencia de
variabilidad isoenzimatica pudiera atribuirse a que el tra-
tamiento de calor impuesto al tejido foliar, no afect6 a los
loci involucrados en la expresion de los sistemas
isoenzimaticos; de hecho, se han encontrado trabajos
gue informan disminuciones o incrementos en las activi-
dades de determinadas enzimas, que no alteran su pa-
tron electroforético (9, 19).

El sistema superdxido dismutasa, como se sabe,
ha sido implicado en la proteccidn de plantas contra da-
flos causados por el estrés, fundamentalmente
medioambientales, en diversos cultivos, lo que se de-
muestra mediante estudios de esta enzima, realizados
en presencia de estrés de temperatura y salinidad en to-
mate (17, 18); asimismo, en presencia de estrés salino
se ha encontrado respuesta diferenciada en los patrones
electroforéticos superdxido dismutasas de variedades de
limoén resistentes y susceptibles (20). De igual forma, se
ha informado que el estrés hidrico puede provocar incre-
mento de la actividad de la enzima en cultivos como maiz,
trigo y boniato (7, 8, 10, 21).

Estos resultados pudieran indicar que las varieda-
des tolerantes a estrés abidtico y particularmente las al-
tas temperaturas, presentan una fuerte correlacion entre
la capacidad de regular el sistema de defensa antioxidante
y, en general, la capacidad de producir altos rendimien-
tos en condiciones de estrés al calor, ya que muchas de
las respuestas enzimaticas, sobre todo las caracteristi-
cas del metabolismo de estrés, son también respuestas
adaptativas que favorece una proteccion inespecifica de
los dafios celulares causados por los factores estresantes
(9, 17, 22).
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Los resultados en la composicion de proteinas tota-
les, por su parte, presentaron diferencias en el nimero de
bandas entre tratamientos controles y estresados (Foto 3).
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Foto 3. Electroforesis de proteinas totales
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De hecho, ante el estrés de calor, todas las accesio-
nes estudiadas presentaron una nueva banda de aproxi-
madamente 100 kDa; sin embargo, en el patrén de ban-
das no se observé ninguna proteina de bajo peso
molecular.

Es posible, que estas bandas estén asociadas con
mecanismos de termotolerancia que se presentan a tem-
peraturas subletales (3). En este caso, aunque aparece
de manera constitutiva en presencia del estrés, se debe
recordar que las variedades Campbell-28 y HC 3880, a
pesar de ser sensibles al calor, crecen y se desarrollan
en condiciones tropicales y, por lo tanto, deben tener cier-
tos mecanismos que le provoquen cierta dermoproteccion,
aunque esta proteccién debe ser por un tiempo de expo-
sicion al calor menor.

Al respecto, se ha demostrado que un amplio rango
de especies sintetiza una familia de proteinas en el
cloroplasto de alrededor de 100 kDa (HSP/CIp), tanto
constitutivas como inducibles por el calor. Estas protei-
nas son las que tienen similitud antigénica con HSP104
de levaduras (3, 4, 5, 6); ademas, estas HSPs son reque-
ridas durante la sobrevivencia en corto tiempo a tempera-
turas extremas (5, 6), por lo que se sugiere que la activi-
dad “chaperona” de las HSPs ayuda a prevenir la agrega-
cion y/o desnaturalizacién de proteinas a altas tempera-
turas, facilitando la resolubilizacion de agregados de pro-
teinas dafiadas por el calor y, por lo tanto, ayuda a limitar
los dafios inducidos en las células por el calor, pudiendo
este ser un factor involucrado en la estabilidad de la mem-
brana celular (4, 6, 23).

Ahora bien, la ausencia de HSP de bajo peso
molecular (LMW HSP) se puede deber a que las condi-
ciones de corrida en SDS-PAGE 1-D (24) no sean capa-
ces de detectar estas proteinas, lo cual pudiera indicar
que es cuantitativa la expresion de los genes que contro-
lan la sintesis de HSP. En este trabajo se demostrd que
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solamente por SDS-PAGE 2-D se detectaban correlacio-
nes entre HSP de bajo peso molecular y tratamientos al
calor, las cuales se generaban tanto en cultivares tole-
rantes como sensibles al calor. Ahora bien, aunque se
sabe muy poco acerca del mecanismo celular y molecular
involucrado en la induccion de la sintesis (traduccion de
la sefial), se ha sugerido que las sefiales oxidativas pue-
den jugar un papel central en la respuesta celular al estrés.

De manera general, se debe sefalar que, en res-
puesta a cambios en las condiciones ambientales, las
plantas superiores son capaces de activar o inhibir la
expresion de genes especificos o acumulacion de un gru-
po de proteinas como las inducidas por el estrés, las
cuales podrian ser utilizadas en los programas de mejora
en la seleccion de genotipos tolerantes al calor, siempre
y cuando se encuentre una respuesta diferenciada entre
individuos tolerantes y resistentes, que se herede en las
poblaciones segregantes.
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