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Introduccion

Pocos ambientes permanecen siempre dentro de los ambitos de temperatura 6ptimos

para las funciones vitales (aproximadamente 5-25 °C), y en respuesta a estas limitaciones
ambientales las plantas despliegan una amplia plasticidad estructural y fisiol6gica que les
permite adaptarse a diferentes temperaturas provocadas por la geografia, y por los ritmos
diurnos y estacionales (Larcher, 1980; Kappen, 1981). Los vegetales son sensibles al
estrés por temperatura y sufren cuando estas son bajas 0 muy altas con respecto a los
umbrales definidos para cada una. Por ejemplo, las plantas tropicales sufren dafios al ser
expuestas a temperaturas menores a 10 °C (“chilling injury”) y la mayoria de las especies
empiezan a tener problemas entre los 30 y 40 °C. Pequefios incrementos de la temperatura
(de 30 a 35 °C) pueden dafiar los érganos reproductivos de muchos cultivos. (Samach y
Wigge, 2005). En los agrios las temperaturas Optimas para la actividad fotosintética son
de 25° a 30°C y temperaturas de 35°C o superiores la reducen (Agusti, 2010). Aunque se
pueden alcanzar temperaturas de mas de 55 °C en los tropicos de Africa, México y
California, entre 60 y 70 °C parece ser el limite para la supervivencia de las plantas
(Larcher, 1980; Levitt 1980; Berry y Raison, 1981).
En un gran ndmero de cultivos, el ambito de temperatura bajo el cual el desarrollo es al
menos 50% del obtenido a temperaturas éptimas es muy estrecho, y varia de 10-15° a 40-
45 °C (Parent y Tardieu, 2012). Esto indica que la tolerancia al calor no ha sido
modificada por la domesticacién y el mejoramiento genético, ocurridos a lo largo de unos
12000 afios de evolucion de los cultivos en varios continentes. EI promedio mundial de
la temperatura ambiental se ha incrementado gradualmente en los Gltimos 150 afios, como
consecuencia de la actividad humana y la emisién de gases con efecto invernadero como
CO», metano, clorofluorocarbonos y éxido nitroso (Jones y Moberg, 2003; Wahid et al.,
2007).

La tasa de calentamiento global de 1901 al afio 2000 se ha estimado en 0,07 °C cada
década (Jones y Moberg, 2003), y en los ultimos cien afios, a nivel mundial, se produjo
un incremento de las temperaturas minimas y maximas de 1,86 y 0,88 °C,

respectivamente (Hoegh Guldberg et al.,2018). Se estima que para el afio 2025 la

temperatura promedio global se incrementara 1 °C, y en 3 °C para el 2100 (Wahid et al.,
2007). Se proyecta que los efectos del cambio climatico incluiran modificaciones de los

ambitos ecoldgicos y geograficos donde se distribuyen las plantas, la zonificacién



agricola y las epocas de siembra; irregularidades que representan amenazas potenciales
para la produccion agricola y que cambiaran las prioridades actuales del mejoramiento
genético (Porter, 2005; Long y Ort, 2010), en especial en las regiones tropicales calidas,
donde la temperatura es un factor determinante en el rendimiento de los cultivos
(Challinor et al., 2007). Por estas razones, la respuesta de las plantas al incremento en la
temperatura ambiental y al calentamiento global ha alcanzado las agendas sociales y
politicas del mundo, porque el suministro sostenible de alimentos es crucial para la
seguridad alimentaria de las sociedades.

El sobrecalentamiento es solo uno de los multiples estreses que interaccionan
cotidianamente en los agroecosistemas tropicales, y es a menudo acompafiado por alta
radiacion, poca disponibilidad de agua e incrementos en la concentracion de CO:
atmosférico. Ademas de acelerar el metabolismo celular y causar la deshidratacion de los
tejidos, el estrés por calor genera un estrés oxidativo porque induce la produccion de
especies reactivas de oxigeno (ERO). Estas incluyen el oxigeno singulete (02 “singlet™),
radicales de superdxido_(O27), perdxido de hidrégeno (H202) y radicales hidroxilos
(-OH"), que provocan la peroxidacion autocatalitica de los lipidos y los pigmentos de las
membranas celulares, la pérdida de la semi-permeabilidad de estas y la modificacion o
pérdida de sus funciones fundamentales de transporte y osmoregulacion (Almeselmani et
al., 2006; Wahid et al., 2007), que culmina con la fuga de electrolitos y agrava los
problemas osméticos y los desbalances hidricos. La proteccion contra el estrés oxidativo
es un componente importante en el repertorio de las plantas para tolerar el estrés por
altas/bajas temperaturas (Wahid et al., 2007).

Las plantas responden con la produccién de enzimas antioxidantes como la guayacol
peroxidasa especifica (POX) (Mittler, 2002; Almeselmani et al., 2006; Nagesh y Devaraj,
2008).

Las membranas celulares son las primeras afectadas por el estrés debido al calor
(Wang et al., 2011), porque el incremento de la temperatura conduce a la
desnaturalizacion de proteinas y enzimas, y a aumentos en la cantidad de &cidos grasos
insaturados (Savchenko et al.,, 2002). Lo anterior ocasiona que los lipidos de las
membranas se vuelvan mas fluidos y permeables, y permite la pérdida de electrolitos
(Porch y Hall, 2013).

En cultivares tolerantes se activan los mecanismos antioxidantes y se duplica el nivel
de POX en la planta (Nagesh y Devaraj, 2008).



Las bajas o altas temperaturas es un factor abidtico que limita el crecimiento y
desarrollo de las plantas. Teniendo en cuenta esto, el objetivo de este trabajo fue evaluar
el efecto de la aplicacion de un complejo nutricional de avanzada, [formulado para
estimular el crecimiento y desarrollo de cultivos sometidos a condiciones de estrés], sobre
la actividad de la enzima peroxidasa como mecanismo por el cual las plantas responden

al estrés por altas/bajas temperaturas.

OBJETIVO GENERAL
e Evaluar la actividad de la enzima peroxidasa (POD) en hojas de limén (Citrus
limén).
OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Adquirir destreza en la recepcion, acondicionamiento y procesamiento de las
muestras para su analisis.

e Adiestramiento en la determinacion de la actividad peroxidasa (POD).

MATERIALES Y METODOS

El experimento se realiz en el Departamento Mburucuya, Corrientes, en lotes de
Limon (Citrus limén) cv 'Eureka’ injertado sobre Limén rugoso (Citrus jambhiri Lush),
de 11 afos de edad, densidad 357 plantas ha.

El muestreo foliar se realizé colectando cuatro hojas sanas por arbol, una en cada
cuadrante y a la altura media de la planta, luego que hayan pasado més de 30 dias después
de la dltima aplicacion foliar del fertilizante liquido indicado para estimular el
crecimiento y desarrollo en condiciones de estrés en la mayoria de los cultivos con un 2%
de nitrogeno total y 2,5% de potasio soluble en agua y trazas de hormonas vegetales.
Todas las plantas fueron fertilizadas: 200 kg ha™* de N; 80 kg ha* P,Os; 200 kg ha! K20;
60 kg ha! OCay 80 kg ha* de OMg.

Para la determinacion de la actividad enzimaética, la recoleccion se realizé tomando la
tercera o cuarta hoja en buen estado sanitario y nutricional generada en la primavera
anterior o bien la tercera o cuarta hoja de rama fructifera con frutos de un tamafio de 3-4
cm de diametro. Cada muestra fue puesta en bolsa y almacenada en conservadora con

agua y hielo para su envio inmediato al laboratorio. Luego de recolectar las muestras por



la mafiana 9 am aproximadamente, se enviaron inmediatamente al laboratorio de Fisica 'y
Quimica de la Facultad de Ciencias Agrarias y se procedio a la determinacién de la
actividad enzimatica, el tiempo que transcurrio entre el muestreo y el andlisis fue poco
mas de dos horas. Este muestreo se realizo en el invierno (agosto).

Las muestras se tomaron con 4 repeticiones por tratamiento y cada tratamiento esta
compuesto por cuatro plantas por parcela siendo las plantas Utiles las dos centrales donde
se realizaron las mediciones.

Los tratamientos evaluados fueron T1: testigo, T2: [0,5 L ha* de producto en julio (invierno)],
T3[0,5 L ha! de producto en enero (verano)], T4 [0,5 L ha de producto (invierno) y 0,5 L ha?
de producto (verano)], T5 [1 L ha® de producto (invierno)], T6 [1 L ha? de producto (verano)],
T7 [1 L ha' de producto (invierno) y 1 L ha en Verano)].

La actividad peroxidasa se determiné por el método continuo. Se utilizé como sustrato
el guayacol (0,018 M) y el peroxido de hidrogeno (30 %). Se determiné la velocidad de
la oxidacion del guayacol por la enzima en presencia de perdxido de hidrogeno, durante
seis minutos, y se midi6 la absorbancia a 436 nm en un espectrofotémetro Ultrospec 2100
pro UV/visible (Thongsook y Barrett 2005).

Las peroxidasas se conocen con el nombre corriente de POD, la cual convierte el H,O>
en agua; (Oueslati et al., 2010). La actividad enzimatica se reporté como U/g de peso
fresco, donde U = Unidad de actividad enzimatica y una unidad es igual a la formacién

de 1 umol de tetraguayacol/min. Los ensayos se realizaron a temperatura ambiente.

Es una oxidoreductasa, la cual cataliza la deshidrogenacion de una gran cantidad de
compuestos organicos Ej. 2,6-dicloro fenol indo fenol o guayacol.
Aqui se transfieren hidrégenos de un donor al H20>
4 H02+4GH, —> 8 H20 + Ga4

GH: es guayacol y el producto de reaccion (Ga) es el octadehidrotetraguayacol.

Obtencion de los extractos.

Para la obtencidn del extracto se tomaron 3 hojas, colocandolas en agua destilada con
0,01% de NaCl en vaso de precipitado durante 4 horas en heladera y luego se sec6 con
ayuda de papel suplex (Figura 1, A-B-C). Se pesaron las hojas rapidamente utilizando
una balanza de plato externo, para confirmar masa constante de las muestras, indicando

que las hojas han sido infiltradas con la solucion 0,01% de NaCl. Posteriormente las hojas



se disponen con el enveés hacia arriba, y con ayuda de un tubo plastico, se enrollaron, de
tal manera que no superaron el borde superior de un tubo de centrifuga de 20 mL para
finalmente ser centrifugados durante 20 minutos a 2500 rpm (Figura 1, D-E). Se obtiene
una pequefia cantidad de liquido (800uL aproximadamente), el cual debe estar libre de
clorofilas. En el caso de que se presente este tipo de pigmentos indica lesiones de las hojas

durante el proceso, y se recomienda repetir la extraccion.



Figura 1: Pasos para la obtencion del extracto para realizar determinaciones de la

actividad enzimatica.

A-B-C: hojas, previamente lavadas con agua destilada para luego ser colocadas en agua destilada con 0,01% de NaCl
en vaso de precipitado durante 4 horas. D-E muestras en tubos de centrifuga para ser centrifugados por 20 minutos a

2500 rpm.



Para la determinacion se tomaron cubetas de 3 mL y se adiciond la *mezcla de reaccién

a temperatura ambiente para leer la absorbancia a 436 nm (Figura 2).

*mezcla de reaccion:

Solucién tampon de acetato de sodio pH 5,2, 0,1 M 2,7 mL
Muestra problema 0,01 mL
Guayacol 10 mg/mL 0,2 mL
H202 1% en solucion tampon 0,1 mL

La reaccion se inicié al adicionar perédxido de hidrégeno.

Se evalu6 el cambio de la absorbancia en seis minutos a 436 nm.

Figura 2: Medicion de la absorbancia a 436 nm en Equipo espectrofotémetro Ultrospec
2100 pro UV/visible.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Figura 3 se presentan los resultados de la actividad enzimatica en funcion del tiempo y
el tratamiento. Se puede observar que todos los tratamientos presentaron mayor actividad
enzimatica transcurrido 1minuto en relacion al testigo, excepto el tratamiento T3 [0,5 L ha* de
producto en enero (verano)] que presentd valores inferiores. Luego de los 3 minutos la actividad
enzimatica de la peroxidasa de los tratamientos T2 [0,5 L ha* de producto en julio (invierno)], T6
[1 L ha? de producto (verano)], y T7 [1 L ha de producto (invierno) y 1 L ha? en verano)]
aumentan respecto del testigo y del resto de los tratamientos, siendo mas contrastada esta
diferencia en los tratamientos T6 y T7 respecto del resto de los tratamientos en el tiempo. Los
tratamientos T3 [0,5 L ha de producto en enero (verano)], T4 [0,5 L ha de producto (invierno)



y 0,5 L hat(verano)]y T5[1 L ha de producto (invierno)] presentaron actividad de la peroxidasa

inferiores al testigo en el tiempo.
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Figura 3: Actividad especifica de la enzima peroxidasa en hojas de limén en los siete tratamientos

probados.

Otros autores han informado resultados acerca de la actividad de la enzima peroxidasa y la
tolerancia a estrés. Martinez Damian et al., (2013) sefialan incrementos de la actividad de la
enzima peroxidasa (POD) en menta (Mentha piperita L.), variedad “mint moroco” almacenadas
a bajas temperaturas. Estos resultados pueden estar asociados a la generacién de un estrés
oxidativo provocado por la exposicion del area foliar a condiciones no favorables de temperatura,
por lo que se puede generar una mayor liberacion de la POD al citoplasma, incrementando su
actividad. Este comportamiento ha sido mencionado por Goodman et al. (1986) y confirmado por
Altunkaya y Gokmen (2008) y Ding et al. (2009). A los 6 dias de almacenamiento en frio (6 y
10°C) la actividad de la POD en la menta fue significativamente superior a lo observado a
temperatura ambiente. Estos resultados sugieren que la POD es una molécula clave en la
aclimatacion de las plantas o de alguno de sus érganos a los cambios que experimenta el medio

ambiente en el que se desarrolla.

La planta tolerante muestra una elevada actividad POD, en respuesta defensiva de la planta, al
desempefiar su papel protector en la eliminacion de las especies reactivas del oxigeno en extractos
de hojas (Diaz et al., 2010); asi como su utilidad para la seleccion del grado de tolerancia de los

cultivos al estrés abiotico por temperaturas extremas.



Nagesh y Devaraj, (2008) encontraron en vainica (Phaseolus vulgaris) que el estrés produjo
una reduccion de més del 50% de la actividad antioxidante de las enzimas catalasas, provocando
dafio moderado en el ADN gendmico, y, finalmente la muerte celular. Sin embargo, en cultivares
tolerantes se activan los mecanismos antioxidantes y se duplica la produccion de enzimas
antioxidantes en la planta. Asi mismo en fresa (Wang y Zheng, 2001), cuando las plantas se
sometieron a temperaturas relativamente altas (22-30 °C), aumentaron la concentracion de
antioxidantes en los frutos con respecto a las plantas que crecieron en temperaturas menores (12-
18 °C).

CONCLUSION

La actividad de la enzima peroxidasa fue mayor en los tratamientos T2 [0,5 L ha en
julio (invierno)], T6 [1 L ha (Verano)] y T7 [1 L ha? (Invierno) y 1 L ha Verano)]
respecto de las plantas sin aplicacion (testigo), siendo los tratamientos 6 y 7 los que
superaron en un 183% y 174% respectivamente a la POD del testigo en el transcurso del

tiempo (6 minutos).



Comentarios finales

En el laboratorio, al transitar todas las instancias, desde el procesamiento de las
muestras, la preparacion de los reactivos y las determinaciones quimicas, adquiri
destrezas en la recepcion, acondicionamiento y procesamiento de las muestras y entendi
que es un trabajo de mucha precision que requiere una gran dedicacion. Aprendi a
manipular los materiales para realizar los analisis, sabiendo lo peligrosos que algunos de
estos pueden ser y sobre todo aprendi a trabajar en equipo. Puedo decir que fue una
experiencia enriquecedora, positiva y de aprendizaje permanente, donde pude integrar

conceptos teoricos con la practica profesional.
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