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Con el objetivo de evaluar la respuesta antioxidante al estrés hidrico por sequia en siete variedades mejoradas de
papa, se evalud la actividad enzimatica de la Catalasa (CAT), el Ascorbato peroxidasa (ASPX) y la guayacol
peroxidasa (POX). Los resultados mostraron que las variedades Aurora, Victoria y Jaspe fueron resistentes al
estrés hidrico por sequia y mostraron valores superiores en la actividad enzimatica de la CAT, ASPX y POX,
que sus propios controles. Esto confirmé que estas variedades fueron las mas resistentes al estrés hidrico por
sequia. En cambio, los clones 00-216-3, 00-207-6 a y las variedades Desirée y Salomé, mostraron los valores mas
bajos que sus controles. Indicando esto, que estas variedades fueron susceptibles al estrés hidrico por sequia. Sin
embargo, la variedad Salomé con 20 dias de estrés hidrico por sequia contrariamente a lo que se esperaba, mostro
altos valores de actividad enzimatica, respecto a sus controles. Esto sugirié que ésta variedad probablemente
tuvo otros mecanismos de resistencia al estrés hidrico por sequia que le permitieron reaccionar a estreses mas
drasticos de sequia. Por tltimo, la permeabilidad cuticular mostré que las variedades Aurora y Victoria tuvieron
bajos contenidos de clorofila en referencia a sus controles que mostraron altos contenidos de clorofila.
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In order to evaluate the antioxidant response to water stress by drought in seven improved varieties, we assessed
the enzymatic activity of catalase (CAT), ascorbate peroxidase (ASPX) and guayacol peroxidase (POX). The
results showed that the Aurora, Victoria and Jaspe varieties were resistance to water stress by drought and
showed higher values in the enzymatic activity of CAT, ASPX and POX, that their own controls. This confirmed
that these varieties were more resistant to water stress by drought. In contrast, clones 00-216-3, 00-207-6 and
Desirée and Salome varieties, showed resistance and lower values than their controls. However, the Salome
variety with 20 days of drought water stress contrary to what was expected showed high levels of enzyme activity
compared to controls. This suggested that this variety probably had other mechanisms of resistance to water
stress by drought that allowed more dramatic reaction to drought stress. Finally, cuticular permeability showed
that Aurora and Victoria varieties had low chlorophyll content in reference to its controls that showed high

chlorophyll content.
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Introduccion

El cultivo de papa es conocido por su sensibilidad
a la sequia y su efecto en la productividad
depende de la intensidad, duracion y etapa feno
logica en la que se presenta asi como de la
estrategia inherente del genotipo (Mamani 2000,
Gabriel et al. 2011a).

La resistencia a la sequia de un cultivo hace
referencia a su capacidad para crecer satisfac
toriamente en zonas con déficit hidrico. Las modi
ficaciones que tienen lugar en la estructura y
funcion de las plantas para aumentar la proba
bilidad de sobrevivir y reproducirse en un ambi
ente determinado se llama adaptacion (Charco
2002). Las respuestas adaptativas al estrés pueden
clasificarse en: a) El control de la homeostasis,
que incluye homeostasis i6nica y la osmotica. b)
El control del dafio y la reparacion o detoxifi
cacion. ¢) El control del crecimiento. Estos meca
nismos actiian conjuntamente ya que la sefial de
homeostasis regula negativamente la respuesta de
detoxificacion, entonces ambas respuestas inducen
la tolerancia al estrés, el cual regula negativamente
la inhibicién del crecimiento provocada por la
aparicion de las condiciones ambientales adversas.
El segundo mecanismo repara la alteracion del
equilibrio entre las especies peroxidantes y los anti
oxidantes, a favor de las primeras (Sies 1991).
Esta alteracion bioquimica se manifiesta como un
incremento en la tasa de produccion de ERO.

Las especies reactivas de oxigeno (ERO), también
llamadas especies activas de oxigeno (EAO) son
resultado de la reduccion parcial del O,
atmosférico. Existen basicamente cuatro formas de

ERO celular, oxigeno molecular singlete (10,),
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radical superoxido (O,-), peroxido de hidrogeno
(H,0,) y el radical hidroxilo (HO"), cada uno con
la caracteristica vida media. Las ERO pueden ser
extremadamente reactivas, especialmente el oxi
geno molecular singlete y el radical hidroxilo y a
diferencia del oxigeno atmosférico pueden oxidar
multiples componentes celulares como proteinas y
lipidos, ADN y ARN. Las ERO se producen conti
nuamente en el cloroplasto, mitocondria vy
peroxisomas.

En condiciones normales, la produccion y remo
cion de las ERO esta estrictamente controlada. Sin
embargo, el equilibrio entre la produccion y la
depuracion de éstas puede ser perturbado por diver
sos factores fisicoquimicos, como son el déficit
hidrico, la salinidad, las temperaturas extremas, la
excesiva o insuficiente radiacion luminosa, la
anaerobiosis por encharcamiento o inundacion, los
factores mecanicos como el viento o la compac
tacion del suelo, viento fuerte y las lesiones (Cabre
ra 2006, Mano 2002). Cuando, tanto por un aumen
to de producciéon cuanto por una disminucion en
los mecanismos de defensa, se pierde el balance en
tre la aparicion de especies nocivas y la capacidad
de la célula de evitar su acumulacidn, ocurre una
situacion conocida como estrés oxidativo. En estas
condiciones las especies activas del oxigeno rea
ccionan con las macromoléculas de las células mo
dificando su estructura y su funcién y dando lugar
a alteraciones que pueden conducir a la muerte ce
lular.

En el caso de déficit hidrico, si este es prolongado
en el tiempo, este ocasionara inevitablemente dafo
oxidativo debido a la sobreproduccion de especies

reactivas de oxigeno.
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Por lo tanto el incremento en la capacidad de
eliminacion de estas ERO por parte de la planta es
considerada como sintoma de tolerancia, mientras
que la ausencia de respuesta o una disminucion res
pecto de los valores control se considera sintoma
de sensibilidad (Hernandez & Jiménez 2000, Tou
mi et al. 2010).

El mantenimiento de las ERO a un nivel com
patible con el funcionamiento celular normal se
lleva a cabo por diversas actividades con capa
cidad antioxidante y que se clasifican en enzima
ticas y no enzimadticas (Foyer et al. 1994, Perl-
Treves & Perl 2002).

Un antioxidante es cualquier substancia que a ba
jas concentraciones comparadas con las del sustra
to oxidable, inhibe o disminuye significativamente
la oxidacion de este sustrato. Las ERO que se lle
gan a producir en las células son eliminadas por va
rios sistemas antioxidantes que se clasifican como
sistema antioxidante enzimatico y no enzimatico
(Perl-Treves & Perl 2002).

Entre los antioxidantes enzimaticos se tiene a la
Catalasa (CAT) que elimina H,0, en los peroxi
somas, superoxido dismutasa (SOD) que elimina
el anion-radical superoxido, Ascorbato peroxidasa
(ASPX) que elimina H,0, en diversos comprar
timentos, guaiacol peroxidasa (POX) (Moller et al.
2007).

Otras enzimas de este grupo que desempefian un
papel importante en la detoxificacion celular son:
la monodehydroascorbate reductasa (MDHAR),
dehidroascorbato reductasa (DHAR) y la glutation
peroxidasa (GPX) (Arora et al. 2002). Entre los
Antioxidantes no enzimaticos, se tiene a los antio
xidantes liposoluble como los carotenoides y alfa
tocoferol y a los hidrosolubles como el acido as

corbico y glutation.
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Desde el punto de vista agricola, las posibles solu
ciones frente al estrés hidrico pasan por la moder
nizacion de los sistemas de regadio y por la utili
zacion de cultivos con pocas necesidades hidricas.
Por ello, numerosos proyectos de investigacion a
nivel mundial estan orientados a la obtencion de
variedades que sean capaces de resistir mejor las
condiciones adversas de falta de agua (Parry et al.
2005).

SOD es la enzima que encabeza en el ataque a las
ERO debido a que remueve rapidamente uno de
las primeras ERO en ser producidas: el supero
xido. La SOD dismutasa, el superdxido en oxigeno
y H,O,, Sin embargo, esta reaccion solo convierte
una ERO en otra y el H,O, también debe ser
destruido. Es aqui donde intervienen enzimas
como la CAT y la ASPX. La CAT es una enzima
que contiene hierro en su estructura y cataliza la
dismutacion del H,O, en agua y oxigeno mole
cular (Arora et al. 2002). Esta enzima se encuentra
en todos los organismos eucariota aerdbicos y
constituye un mecanismo esencial para la elimi
nacion del H,O, generado en los peroxisomas por
oxidasas que participan en la B-oxidacion de aci
dos grasos, la fotorespiracion y el catabolismo de
las purinas. La CAT fue una de las primeras enzi
mas en ser aislada y obtenida con un alto grado de
pureza. Todas las formas enzimaticas de la CAT
son tetraméricas con pesos moleculares de aproxi
madamente 220 KDa. Multiples formas de la CAT
han sido descritas en numerosas plantas. Estas
formas han sido clonadas principalmente de maiz
(Teran & Singh 2002).

El ASPX es un sistema eficiente en las plantas y
esta formado por el sistema acido ascorbico y la
enzima ASPX. El ASPX es una enzima que con
tiene un grupo hemo y requiere de la presencia de

ascorbato en cantidades considerables para su esta
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balidad y funcionalidad. Reduce el H,O, a agua
utilizando el ascorbato como co-factor. La acti
vidad ASPX ha sido reportada principalmente en
cloroplasto y citosol (Arora et al. 2002). En los
cloroplastos, la SOD y la enzima ASPX se pre

sentan en forma soluble y unida a los tilacoides.

El Ascorbato es el antioxidante cuantitativamente
predominante en las células vegetales, se encuen
tra en todos los compartimentos subcelulares, in
cluido el apoplasto, en concentraciones que osci
lan entre 2-25 mM. El ascorbato es oxidado por el
oxigeno, el anion superdxido, el oxigeno singlete y
el peréxido de hidrogeno para dar lugar al radical
monodeshidroascorbato, el cual se desproporciona
en ascorbato o dehidroascorbato (Smirnoff 2000).
Desempenia un papel fundamental en la fotopro
teccion y la regulacion de la fotosintesis, y preser
va las actividades de enzimas que tienen iones
metalicos de transicion (Cu®*, Fe*") como grupo
prostético. El ascorbato es también un poderoso
antioxidante secundario, ya que reduce la forma
oxidada del a-tocoferol. Adicionalmente, es el re
ductor utilizado para la hidroxilacion de residuos
de prolina de la extensina, una proteina de la pared
celular. También esta implicado en la elongacion
de la raiz, el funcionamiento de los estomas, y de
sempefia una funcién critica asociada a los meca
nismos a través de los cuales las plantas perciben
los cambios medio ambientales y responden a
ellos (Noctor & Foyer 2005).

La POX utiliza como sustratos al guayacol y al
peroxido de hidrogeno. Asimismo, desempefia
una funcién catalitica importante al reducir los
niveles de H,O, en los tejidos vegetales, evitando
con ello que este compuesto se difunda entre las
membranas biologicas para reaccionar con iones

libres como el Fe*" y generar el potente radical

hidroxilo, a través de la reaccion de Fenton
(Vogiatzi et al. 2009).

Por otra parte, se han encontrado evidencias de
que las ERO también funcionan como sefiales mo
leculares que median respuestas a varios estimulos
(Desikan et al. 2004).

Entre las especies reactivas del oxigeno, el H,O,
parece ser que desempaiia el papel mas importante
en la sefializacion de los cambios estresantes, debi
do a su elevada estabilidad y largo tiempo de vida
media (Hung et al. 2005). Si el H,O, sirve como
sefial al estrés, las fluctuaciones de H,O, en
plantas podrian reflejar cambios espaciales y
temporales en el ambiente (Hung et al. 2005). En
apoyo a esta idea, un aumento brusco del estado
oxidativo es una respuesta comun a estreses avio
ticos y bioticos (Desikan et al. 2003). Estos estre
ses incluyen patégenos, elicitores, dafios
mecanicos en el vegetal, calor, bajas temperaturas,
luz UV y ozono. Por ejemplo, en invierno el
descenso hasta 4°C causé en las hojas de Triticum
aestivum un aumento en los niveles de H,O, de
tres veces en comparacion con el control durante
un minuto de ensayo (Desikan et al. 2003).

Sobre la base de lo anteriormente mencionado, la
presente investigacion tuvo el objetivo de evaluar
la respuesta antioxidante al estrés hidrico por se

quia en variedades mejoradas de papa.

Materiales y métodos

Material vegetal, para la evaluacion de la acti
vidad enzimatica se utilizaron tres variedades
resistentes al estrés hidrico por sequia
(Gabriel et al. 2011a,b) y cuatro variedades
/clones susceptibles (Tabla 1).
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Tabla 1 Lista de variedades/clones utilizados para
evaluar la actividad enzimatica para resistencia al estrés
hidrico por sequia. El Paso, Cochabamba, 2012.

Variedad/Clon Genealogia Reaccién
Hembra Macho

Aurora tbr x (tbr x sto) Adg R
Victoria tbr x adg (ajh x phu) x tbr R
Jaspe sto x pls tbr x phu R
Salomé tbr x (tbr X sto) phu + gon MR
00-207-6a Sto Tbr S
00-216-3 Ajh Adg S
Desirée Tbr S

tbr: Solanum tuberosum, adg: S. andigena, ajh: S. x ajanhuiri, sto: S.
stoloniferum, pls: S. palustre, gon: S. goniocalyx, R=resistente a
estrés hidrico por sequia, MR: Moderadamente resistente, S:
Susceptible. Gabriel et al (2011a, b)

Experimento en invernadero, se implementé en un
invernadero de la Fundacion PROINPA en el afio
2012, ubicada a 13 km en la zona del Paso de la
provincia Quillacollo en Cochabamba, a 17° 21’
01.91°’de latitud sud y 66° 15’ 44.34”°de longitud
Oeste, con una altura de 2.613 msnm, una precipi
tacion media anual de 512 mm y una temperatura
promedio de 17.4°C.

Los tratamientos fueron la combinacién de dos fac
tores: 1) Siete variedades de papa y 2) Tres niveles
de estrés hidrico por sequias (Sin sequia, 10 y 20
dias de sequia). Estos tratamientos se iniciaron a
los 79 dias después de la siembra (dds) (Mamani
2000). El experimento se implement6 en un disefio
de bloques completos al azar en arreglo de par
celas divididas con tres repeticiones (Martinez-Gar
za 1998). Cada unidad experimental tuvo cuatro
macetas con una planta/maceta. Las macetas
fueron de plastico de 1 kg de capacidad y se uso
sustrato estéril con chala de arroz, arena lama y
tierra vegetal en una proporcion 1:1:1. Los riegos
fueron realizados con una probeta graduada, utili
zandose Y2 L de agua/maceta. La variable evaluada
fue la marchites o severidad (S), utilizando la esca
la de Blum (1993) modificada por Angulo et al.
(2009).
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Experimento en laboratorio, se tom6 una muestra
de cada variedad y se hizo la lectura por triplicado
para cada cuantificacion enzimatica. La colecta se
realizd en hojas de plantas sometidas a estrés
hidrico por sequia a los 10 dias y a los 20 dias
(tratamiento) y en hojas de plantas no estresadas
(control). Posteriormente se conservaron a -80°C

en un freezer Continental 260 hasta su analisis.

Preparacion de los extractos enzimaticos, el
material colectado fue triturado y congelado en ni
trogeno liquido, el buffer de extraccion enzima
tico se prepar6d segun la metodologia de Frary et
al. (2010). Donde se utiliz6 0.1% de polivinil
polipirrolidona (PVPP), 100mM de tampoén fosfa
to de potasio a pH 7.0, 1 mM de EDTA, 1 mM de
acido ascorbico. Los extractos se centrifugaron en
una microcentrifuga Legend Micro 21 marca Ther
mo Scientific, a 10000 rpm por 20 minutos a 4 °C
y los sobrenadantes se retiraron a otro tubo para
las determinaciones de la CAT, ASPX y POX.

Determinacion la actividad de la enzima CAT, se
prepar6 una mezcla de reaccion conteniendo 100
mM tampoén fosfato de potasio (pH 6.5), 1.0 mM
EDTA, 60.0 mM H202 (Aebi 1983). La actividad
se determino siguiendo la descomposicion de perd
xido de hidrégeno (H,0,) a 240 nm en un espectro

fotometro Marca Biorad.

La ASPX se cuantifico utilizando el método descri
to por Nakano & Asada (1987) y Asada (1992). La
mezcla contenia 90 mM de tampon fosfato de pota
sio (pH 7.0), 0.1 mM EDTA, 0.65 mM ascorbato,
y 1.0 mM H,0,. La actividad se determiné siguien
do la descomposicion de H,O, dependiente de as
corbato a 290 nm. Las mediciones se realizaron en

un espectrofotdmetro marca Biorad.
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Para determinar el POX se prepard una mezcla de
reaccion conteniendo 100 mM tampon fosfato de
potasio (pH 6.5), 1.0 mM EDTA, guaiacol, y 50%
H,0,, (Aebi 1983). La actividad se determind
siguiendo la descomposicion de H,O,, utilizando
guaiacol como agente donador de hidrégeno a 470

nm.

El calculo de la actividad de las enzimas antioxi
dantes se utiliz6 la siguiente férmula (Frary et al.
2010): CAT, ASPX, POX activity (Unit) = (Aabs

/min X reaction volumen)/0.001.

Permeabilidad cuticular, fue medida en base a ex
traccion de clorofila, adaptado de acuerdo a méto
dologia descrita por Zhang et al. (2005) y Kosma
et al. (2009). Las plantas fueron aclimatadas por
un periodo de 3 horas en oscuridad, cubriéndolas
con bolsas negras, antes de la medicion. Luego se
colectd una hoja, de la misma posicion para todas
las plantas en estudio y se sumergid en tubos de
ensayo de 50 mL de capacidad con 15 mL de
etanol 80% (v/v a temperatura ambiente). Los
tubos falcon de 50 mL, fueron agitados a 30 rpm
en un agitador orbital Labnet orbit 300 y en la
oscuridad. Fueron tomadas alicuotas de 200 pL
con micropipetas marca Biohit de cada tubo para
medir la clorofila, a 647 y 664 nm, a intervalos de
1 hora durante 6 horas y posteriormente a las 24
horas. Los datos fueron expresados como porcen
taje del total de clorofila extraida a las 24 horas en
etanol 80% (v/v).

Andlisis estadistico, los datos de la variable
severidad o marchitez que satisfizo o se aproximod
a los supuestos de distribucion normal y
homogeneidad de varianzas, se analizé de acuerdo
al modelo estadistico planteado (Martinez-Garza
1998). Sobre la base del modelo definido se

realiz6 un analisis de varianza para probar hipo
tesis de los efectos fijos y comparaciones de me
dias mediante contrastes de un grado de libertad
para determinar las variedades mas resistentes. El
analisis de varianza también sirvio para estimar
los componentes de varianza para los efectos alea
torios. Los analisis indicados se realizaron
utilizando el Proc GLM del SAS (SAS 2004).
Para el analisis estadistico de comparacion entre el
tratamiento y el control de la actividad enzimatica
se hizo una prueba de T-test (SAS 2004).

Resultados

Analisis de la resistencia al estrés hidrico, el anali
sis de varianza de la severidad o marchitez, mostro
que el efecto de sequia y variedad fueron signifi
cativos al Pr<0.01 de probabilidad (Tabla 2), indi
cando esto que ambas variables tuvieron un valor
diferente con un nivel de sequia y al menos en una
variedad. Asi mismo, la interaccién sequia *
genotipo fue significativo, sugiriendo que el efecto
de los niveles de sequia sobre la severidad fue
diferente en al menos una variedad, por lo que
seria posible encontrar variedades/clones con un

alto grado de resistencia a sequia.

Tabla 2 Analisis de varianza para severidad o
marchitez a estrés hidrico por sequia en siete variedades
de papa. El Paso, Cochabamba, 2012.

Fv gl SC CM F
Bloque (blo) 2 0.41 0.20  2.63ns
blog * seq 4 0.37 0.09  1.20ns
Sequia (seq) 2 14946 74.73  464.00
sk
Variedad (var) 6 10.49 1.75  22.56*
*
seq * var 12 6.40 0.53  6.88%*
Error 35 2.71
Total 61 166.24
C.V. (%) 13.98
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La comparacién de medias de severidad (Figura
1), mostro diferencias significativas (Pr<0.01) en
tre los tres niveles de sequia, donde la sequia para
20 dias registro mayor severidad, indicando esto
que las variedades/clones presentaron una mayor
severidad (marchitez) cuando las plantas sufrieron
una deficiencia de agua de 20 dias.

Severidad (0-5)

a

testigo 10dias 20dias
sequia (dias)

Figura 1 Comparacién de medias de severidad en
tres niveles de sequia. Las medias con la misma
letra son estadisticamente iguales al nivel de
Pr<0.05 de probabilidad. El Paso, Cochabamba,
2012.

La comparacion de medias de severidad entre
variedades (Figura 2), mostré6 una amplia varia
cion frente a la sequia, donde las variedades con
menor severidad (marchitez) fueron Aurora, Victo
ria, Jaspe y Salomé, sugiriendo que estas varie
dades presentarian una alta resistencia al estrés
hidrico por sequia, por lo que, ademas de ser una
buena fuente de genes de resistencia, serian aptos
para zonas agricolas o épocas con minima disponi

bilidad de agua.
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Severidad (0-5)

Aurora Victoria Jaspe Salome 00-207-6a 00-216-3 Désirée
Variedades

Figura 2 Comparacion de medias de severidad por
sequia en siete variedades de papa. Las medias con la
misma letra son estadisticamente iguales al nivel de
Pr<0.05 de probabilidad. El Paso, Cochabamba,
2012.

Analisis de la actividad enzimatica, El analisis de
T-test realizado para cada variedad (T) y su testigo
(C) no mostré diferencias significativas al Pr<0.05
de probabilidad para ninguna de las variedades es
tudiadas (Tabla 3). Con excepcion de la variedad
Desirée que mostr6 diferencias significativas para
el contenido de POX.

Sin embargo, se debe mencionar que aun cuando
no se detectd diferencias significativas, el experi
mento es valido porque se lograron observar dife
rencias marcadas entre las enzimas evaluadas en
plantas estresadas y su control respectivo. En este
sentido, en los siguientes parrafos se hace un
analisis de las mismas, considerando tanto el
estrés hidrico por sequia a los 10 dias como a los
20 dias.

Evaluacion del estrés hidrico por sequia a los 10
dias, se observo que las variedades Aurora, Victo
ria y Jaspe (Tabla 4) bajo sequia de 10 dias mostra
ron valores superiores en la actividad enzimatica
de la CAT (188.63 U/g, 758.10 U/g y 251.00 U/g
respectivamente), ASPX (2130.38 U/g, 2487.24
U/g y 1300.18 U/g respectivamente) y POX
(148.79 U/g, 586.00 U/g y 383.68 U/g respec
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tivamente) que sus propios controles. Esto indica
que la resistencia de estas variedades podria estar
relacionada con la remocion de las ERO mediante
estas tres enzimas. En cambio, la varie dad Salomé
solo mostr6 un ligero incremento en la
produccion de la enzima ASPX con respecto a su

control

Tabla 3 Analisis de T-test para reaccion de las variedades
resistentes y susceptibles al estrés hidrico por sequia a la
actividad enzimatica de CAT, ASPX y POX en U/g. El Paso,
Cochabamba, 2012.

Variedad Reaccion Enzima T C Dif. Prob.
/clon

Aurora R CAT 402.18 284.01 118.17 0.68

ASPX 3022.90 2912.10 110.80 0.95

POX 1572.90 294.36 1278.54 0.30

Victoria R CAT 4079.00 1348.90 2730.10 0.40

ASPX 2881.70 3631,70 -750.00 0.38

POX 1668.40 872.30 796.10 0.55

Jaspe R CAT 980.89 33.57 947.32 0.68

ASPX 12627.00 10807.00  1820.00 0.90

POX 2496.20  2131.90 364.30 0.97

Salomé MR CAT 1012.10 170.57 841.53 0.09

ASPX 4160.80 2726.40 1434.40 0.52

POX 2909.60 1190.80  1718.80 0.35

00-207-6a S CAT 3356.10 3985.70 -629.60 0.74

ASPX 11273.00 12253.00  -980.00 0.73

POX 5040.40 7380.70  -2340.30 0.94

00-216-3 S CAT 876.11 1182.50 -306.39 0.68

ASPX 2811.10 368920  -878.10 0.95

POX 1572.90 444.01 1128.89 0.30

Desirée S CAT 402.18 284.01 118.17 0.68

ASPX 3022.90  2912.10 110.80 0.95

POX 1572.90 294.36 1278.54 0.03

CAT: Catalasa, ASPX: Ascorbato peroxidasa, POX: guaiacol
peroxidasa, R: Resistente, MR: Moderadamente resistente, S:
Susceptible, T: Promedio planta estresada, C: Promedio planta
control, Dif.: Diferencia entre T y C, Prob.: Significativo al Pr < 0.05
de probabilidad. Numeros en negrilla son significativos al Pr<0.05 de
probabilidad.

Tabla 4 Actividad de Enzimas antioxidantes CAT,
ASPX y POX en variedades mejoradas sometidas a 10
y 20 dias de estrés hidrico por sequia. El Paso, Cocha
bamba, 2012.

Variedad 10 Dias 20 Dias
ASPX POX CAT ASPX  POX
CAT (Ulg) (U/lg) (U/g) (Ulg) (Ulg) __ (Ulg)
Aurora T 188.63 2130.38 148.79 23935  1269.19 972.73
C 125.72 1988.56 110.77 21593 1024.89 218.13
Victoria T 758.10 2487.24 586.23 - - -
C 260.49 2365.63 365.60 - - -
Jaspe T 251.72 1300.18 383.68 -
C 133.19 1005.11 116.86 - - -
00-207-6* T 734.16 1456.23 462.00 -
C 863.10 1466.08  477.00 - - -
Desirée T 426.30 1710.19 107.87 31621  3040.80 482.09
C 589.12 2764.67 15620  408.80 3314.69 542.56
Salomé T 54.55 1919.87 372.46 19427 2246.86 742.68
C 98.00 1905.82 479.67 108.59  1765.63 583.44
00-216-3 T 557.81 1398.09 78.39 119.61 702.15 108.31
C 766.78 1708.56 87.23 289.15 996.43  248.23

CAT: Catalasa, ASPX: Ascorbato peroxidasa, POX: guaiacol
peroxidasa.

Esto indica que la resistencia de esta variedad po
dria estar dada por la remocion de Ero mediante
esta Unica enzima. En el caso del clon 00-207-6a
la resistencia que presenta podria involucrar otros
mecanismos diferentes a estas tres enzimas para la
remocion de las ERO producidas. Por otra parte,
la variedad Desirée y el clon 00-216-3 mostraron
valores mas bajos que sus controles. Indicando
esto, que la susceptibilidad de estas variedades
podria estar dada por un incremento en la
produccion de ERO y una disminuciéon en la pro

duccidn de enzimas removedoras de ERO.

Evaluacion del estrés hidrico por sequia a los 20
dias, se observo (Tabla 4) que la variedad Aurora
nuevamente mostro valores mayores de la activi

dad enzimatica de la CAT (239.35 U/g), ASPX
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(1269.19 U/g) y POX (972.73 U/g) con respecto
de sus controles, lo que indica que esta variedad
presentd la misma actividad enzimatica bajo un
nivel mayor de estrés hidrico. Esta actividad enzi
matica antioxidante aparentemente le confiere re
sistencia a diferentes niveles de estrés hidrico a
esta variedad.

La variedad Salomé nuevamente mostré valores
mayores de la actividad enzimatica para ASPX
(2246.86) con respecto a su control. Por otra parte,
también mostré un incremento en las actividades
de la CAT (194.27 U/g) y POX (742.68 U/g) res
pecto a sus controles. Esto indicd que la variedad
Salomé necesita un estrés hidrico mayor para
inducir una actividad en estas enzimas.

En cambio, el clon 00-216-3 y la variedad Desirée
volvieron a mostrar valores mas bajos de actividad
enzimatica de la CAT (119.61 y 316.21 U/g respec
tivamente), ASPX (702.15 y 3014.80 U/g respec
tivamente) y POX (108.31 y 482.09 U/g respecti
vamente) respecto a sus controles. Esto indica que
estos genotipos la susceptibilidad de estos geno
tipos podria deberse a la incapacidad de remover

ERO, lo cual ocasionaria severo estrés oxidativo.

Permeabilidad cuticular, en referencia a la permea
bilidad cuticular (Figura 3), se observo que las va
riedades Aurora y Victoria tuvieron menores conte
nidos de clorofila en referencia a sus controles y a
las variedades susceptibles. Indicando esto que la
resistencia de estas variedades al estrés hidrico
estaria relacionada con una reduccién en el conte

nido de clorofila durante el estrés hidrico.
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Figura 3 Porcentaje de clorofila acumulado a
través del tiempo (hr) de variedades extremas
analizadas por permeabilidad cuticular, El Paso,
Cochabamba, 2012.

Analisis de correlacion, de Pearson entre
CAT, ASPX y POX (Tabla 5), mostro sola
mente una alta correlacion positiva y alta

mente significativa al Pr<0.01 de probabilidad
para POX y ASPX.

Tabla 5 Correlacion de Pearson de CAT, ASPX y POX
en variedades cn estrés hidrico por sequia. El Paso,
Cochabamba, 2012.

CAT ASPX POX
CAT 1.00
ASPX  0.099ns  1.00
POX 0.094ns  0.573**  1.00
CAT: Catalasa, ASPX: Ascorbato peroxidasa, POX: guaiacol
peroxidasa, **:Diferencias altamente significativas al Pr<0.01 de
probabilidad.

Discusioén

Se observo a través de la evaluacion en inverna
dero y laboratorio, que la resistencia a niveles de
estrés hidrico de 10 y 20 dias de duracién en las
variedades de papa Aurora, Victoria y Jaspe apa
rentemente estaria relacionada con la actividad de
las enzimas CAT, ASPX y POX. Estos antio
xidantes enzimaticos estarian involucradas en la

remocion de las ERO. Por su parte, la variedad
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Salomé registré un incremento en la produccion de
la enzima ASPX, en ambos niveles de estrés (10
dias y 20 dias). En cambio, el incremento de las
enzimas CAT y POX solo se observo para el estrés

de 20 dias de duracion.

El mecanismo antioxidante utilizado para explicar
los resultados indicados, se baso en la eliminacion
del exceso de especies reactivas del oxigeno,
formadas en las células de la planta, lo cual se
atribuye a la accion eficiente de enzimas como la
CAT, ASPX y POX en su conjunto. Existe la
hipotesis de que la ASPX, enzima ubicada en cada
compartimento celular donde se producen ERO
podria funcionar como un regulador preciso de
niveles intracelulares estables de ERO, posible
mente con propoésitos de sefializacidon, mientras la
enzima CAT, la cual se ubica exclusivamente en
los peroxisomas, podria funcionar como remove
dor principal del exceso de produccion de ERO

bajo condiciones de estrés.

En el caso de la variedad Salomé el nivel de ERO
obtenido después de 10 dias de estrés hidrico
podria ser insuficiente para inducir la actividad de
la enzima CAT, la cual seria activada solamente
después de un estrés de 20 dias de duracion. En
cambio en las variedades Aurora, Victoria y Jaspe
se observd una actividad temprana de la CAT, lo
cual podria significar que el estrés hidrico por se
quia de 10 dias en estas variedades genera canti
dades mayores de ERO o también podria significar
que el sistema de remocion de ERO en estas varie
dades es mucho mas complejo que en la variedad
Salomé. Asimismo, estas variedades podrian
presentar una resistencia constitutiva en lugar de

inducida.

En un estudio realizado en plantas de papa trans
génica modificadas para la sobre-expresion de las
enzimas de ASPX y CuZnSOD se observd un in

cremento en la remocion de las ERO dentro los
cloroplastos. Este estudio mostré que la expresion
conjunta de las enzimas ASPX y CuZnSOD (bajo
el control de un promotor inducido por estrés
oxidativo) y el transporte simultdneo a los cloro
plastos prueban ser altamente eficientes en incre
mentar la tolerancia al dafio oxidativo inducido me
diante un estrés abidtico. En este caso la enzima
CuZnSOD jugb un papel similar al de la CAT en
nuestro ensayo. Entonces, se confirm6 que en la
papa estas dos enzimas juegan un papel importante
en la resistencia a estrés hidrico probablemente a
través de la remocion de ERO. Ahora la actividad
antioxidante no solo se interpreta como el proceso
de atrapar ERO sino también como un mecanismo
que evita la formacion de estas especies reactivas
de oxigeno, junto a procesos de reparacion y elimi
nacion de los productos de oxidacion (Mano
2002), por ello podria ser que la actividad de las
enzimas CAT, ASPX y POX seria mas compleja
que la simple remocion de ERO.

Las variedades Aurora, Victoria, Jaspe y Salomé
pueden ser utilizadas en ambientes donde hay esca
ses de lluvias y también como fuente valiosa de ge

nes para transferir a otras variedades.

Las variedades que mostraron actividad enzima
tica disminuida en relacion al control, no tuvieron
la capacidad de inducir la activacion de las enzi
mas CAT, ASPX y POX y probablemente por ello
no tuvieron la capacidad de eliminar o reducir el
efecto oxidante de las ERO formadas por el estrés
al que fueron sometidas, como es caso de la varie
dad Desirée y el clon 00-216-3.

Sin embargo, es importante considerar que la acti
vidad enzimatica puede variar por distintas causas,
como el estadio fisioldgico de la planta u 6rgano
en el momento de la colecta y procesamiento de

las muestras y ademas por los factores ambientales
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como la temperatura, el pH y el estado hidrico de
la planta, a ello se debe afnadir el método emplea
do para la extraccion y cuantificacion enzimatica
(Shylesh & Padikkala 1999).
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