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RESUMEN. La determinacién del cantenido de prolina, betaina v colms, en
plantas de cafia de amicar, evidencio la regulacién metabdlica existente y ¢l
puosible papel de estos compuestos en la tolerancia de esta planta a la salmi-
dad. La betama v la colma, no reportadas antes en esta graminea, mostraron
variaciones en hojas y raices de las variedades estudiadas, tolerantes y
susceptibles a la sahinidad. Estas variaciones presentaron una relacidn di-
recta can la acumulacidn de prolma en hojas y raices de las vanedades,
acorde a su grado de tolerancia al estrés salmo.

ABSTRACT. Proline. choline and Detame datenminalion i sugar cane
plants evidence the metabolic regulation @nd the possible role m satmily tol-
ermce of these compounds. Betaine mnd cholme. not betore reported in this
gramineae, showed vanation i leaves md roots from tolerant and suscepti-
ble studied vanaties 1o salinity stress. These vanations presented a direct re-
laticnship with leaves and roots prolme sccumulation from vaneties accerd-
mg, to the salt degree tolerance.

INTRODUCCION

El empieo de marcadores bioguimicos y fisioldgicos aumenta la
eficiencia de los programas de mejoramiento para la obtencion de
variedades tolerantes al estrés salino. Estos permiten establecer de
forma precoz las plantas que presentan un comportamiento de tole-
rancia a la salinidad, lo que agiliza y facilita el trabajo de seleccion.

Para diferentes gramineas, existen reportes que demuestran que
el aminoacido prolina y los derivados aminados, colina y betaina,
presentan las magores variaciones en sus niveles ante condiciones
de estrés salino %

La acumulacian de prolina ocurre en numerosas plantas sujetas a
cualquier tipe de estrés que incrementen el déficit de agua como la
salinidad, la sequia y el frio . La prolina a altas concentraciones ac-
tua como regulador asmético 5, coma agente protector de enzimas y
estructuras celulares ® y ademas como almacén de nitrégeno !,

La prolina constituye una fuente de energia necesaria en el meta-
bolismo inmediatamente después del estrés °. Splittstoesser en 1973
7, sefiald que la prolina, dada su sociubilidad, su caracter neutro, su
facilidad de transporte y el hecho de gue a elevadas concentraciones
tiene solo una pegueia influencia sobre la actividad enzimatica ceiu-
lar, juega un papel importante frente al estrés salino ya que al acu-
mularse en el protoplasma, las célutas alcanzan un potencial hidrico
muy baja-impidiendo la pérdida de agua desde la célula ®. La acumu-
lacion de prolina en las plantas es un proceso reversible, una vez ce-
sado el efecto del estrés disminuye el contenido de prolina 8

En condiciones de estrés salino se acumulan compuestos cuater-

narios como la betaina y la colina. En particular, la betaina es un
compuesto que se [ocaliza fundamentalmente en el citoplasma don-
de actia como regulador osmético °. Estudios radiactivos "in vivo"
demonstrarcn que la betaina se sintetiza en hojas a partir de la coli-
na a1gravés de dos pasos de oxidacidn mediados per deshidrogena-
sas .
Trabajos reatizagdos por Pan en 1981 ', demostraron que ia velo-
cidad de acumulacién de betaina es similar a la de la prolina al elimi-
narse el estrés, la prolina es metabolizada rapidamente mientras que
la betaina permanece en los tejidos. La prolina se acumula para
combatir el estrés momentaneo y la betaina, ademas de actuar como
regulador osmético, aclimata la célula para un futuro estrés.

E! abjetivo del presente trabajo consistio en estudiar el comporta-
miento de dichos compuestos en plantas de cana de azicar someti-
das o no a estrés salino y observar su posible relacion eon la toleran-
cia a la salinidad de esta graminea.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron dos variedades de cafia de aziicar que presentan di-
ferentes grados de tlerancia a la salinidad segun criterios y obser-
vaciones experimentales y de la produccion. La variedad C 26670 se
tomé como tolerante y la variedad C 8751 como susceptibte 12

Un grupo de yemas germinadas de ambas variedades se sem-
braron en bolsas de polietileno con suele pardo normal y otro grupo
fie sembrado en suelo pardo salino conteniendo 3 % de clorure de

4

sodio, siendo después situados en condiciones controladas de inver-
nadero.

Las determinaciones de pralina, betaina y colina se realizaron en
hojas y raices de las plantas a los tres meses de edad. La ruptura
del material vegetal se realizé mediante maceracion, luego de su
congelacion, con nitrdgeno liquido y se procedio a la obtencidn del
extracto vegetal para cada analisis.

Determinaclon del contenido de prolina.

Se utilizd el métode reportado por Torrecillas y col. '*. El extracto
vegetal se traté con acido sulfosalisilico al 3 % durante 20 h . El so-
brenadante, obtenido mediante una centrifugacion a 500 x g, se incu-
bo con 2.5 % ninhidrina, H2PO4 6 mol/L y 60 % acido acético, 1 h a
100°C. La absorbancia del producto coloreado obtenido se determi-
nd a 520 nm.

Extracolon de betaina y colina.

Se empled el métedo de Pearce 14, madificado. Un gramo de
muestra que tratado con 20 mL de metanol con agitacion constante.
Después de una hora se centrifugd 5 min a 500 x g . El sobrenadan-
te se evapord a sequedad a 65 °C. El residuo fue disuetto en 20 mL
de éter: HCI1 0,1 mol/L (1:1). La fase etérea fue eliminada y a la fase
acuosa se le affiadiéo 10 mL de éter etilico. La fase acuosa fue colec-
tada y evaporada a sequedad. El residuo final se disolvio en agua
destilada.

Determinaclon del contenido te betsjha y oollina

Se realizd por el método de Wall y col. 15 el extracto se diluyd 1:1
con KH2PQ4 0.2 mollL, pH 7 y se centrifugo a 700 x g. El precipitado
se disoivid en 0,5 mlL de agua destilada para |la determinacion de co-
iina. La betaina fue determinada a partir del sobrenadante, Se incu-
baron 0,2 mL de muestra con Kllz a 0 °C durante 80 min. El precipi-
tado periodado se disolvié en 1,2 dicloroetano y se determind la
absorbancia a 365 nm.

Los experimentos se realizaron en tres ocaciones y cada uno se
llevé a cabo con tres réplicas. Se confeccioharon curvas patrones a
partir de concentraciones conacidas de los compuestos estudiados y
la densidad optica correspondiente a cada valor de concentracion.
Los resultados fueron sometidos a un analisis estadistico empleando
el test de Anova de clasificacion simple y el de comparacion de me-
dias Duncan para p < 0,05.

RESULTADOS Y DISCUSION

Como resultado del estrés salino se observd una disminucién sig-
nificativa del nivel de betaina de las hojas y de las rafces. En la Figu-
ra 1 se muestra la determinacion del contenido de betaina a partir de
hojas y raices de 3 meses de edad de las variedades C 8751, sus-
ceptible, y C 26670, tolerante a la salinidad. Las plantas fueron sem-
bradas en suelo normal y suelo saline conteniendo 3 % de NaCl. En
las tres figuras, las letras diferentes indican diferencias significativas
seg'un el anlisis de varianza del test de comparacion de medias
Duncan (p < 0,05).
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Fig.1. Determinacion de betania (1) Hoja, suelo normal;
{2) Hola, suelo salino. (3) Raiz, suelo normal. (4) Raiz,
suelo salino. Las letras indican diferenclas significativas
segun el test de comparaclon de medlas Duncan

(p < 0,05).

Esto evidencid que el metabolismo de la betaina se deriva hacia
la formacion de prolina, que se acumula como regulador osmotico.
En la variedad susceptibie (C 8751), frente al estrés salino, se obser-
vb un aumento significativo en el nivel de betaina en las hojas y no
se produjo variacion significativa del contenido de betaina en las rai-
ces. Esto pudiera ser provocado por la acumulacién de betaina como
soluto asmético para contrarrestar el desbatance producido por el es-
trés salino.

En fa Figura 2 se muestra determinacién del contenido de colina
a partir de hojas y raices de 3 meses de edad de las varedades C
8751y C 2667¢. El contenido de colina en tas hojas de ambas varie-
dades disminuyd significativamente, siendo mayor en la variedad
suseeptible. Esto pudo ser provocado por la formacion de betaina a
partir de la colina, ya que en esta variedad es donde se produce un
aumento mayor en el contenido de betaina,

En las raices de ambas variedades no se observd presencia de
colina. De forma general, se aprecian bajos niveles de colina en las
variedades de la cafia de azicar. Es de suponer que estos bajos ni-
veles estan asociados a los incrementos de betaina y mas especifi-
camente ce prolina, por la interrelacion metabdlica existente entre
estos compuestos.

En ambas variedades se produjo un aumento significative en el
nivel de prolina en las hojas. En la Figura 3 se muestra la determina-
cign del contenido de prolina a partir de hojas y raices de 3 meses
de edad de ambas variedades. Las plantas fueron sembradas en las
mismas condiciones. Las letras diferentes indican diferencias signifi-
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Fig.3. Determinacion de prolina (1) Hoja, suelo normal;
(2) Hoja, suelo salino. (3) Raiz, suelo normal. (4) Raiz,
suelo salino. Las letras indlcan diferenclas slgnificativas
segun el test de comparacion de medlas Duncan
(p<0,05)
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Fig.2. Determinacion de colina (1) Hoja, suelo normal;
{2) Hoja, suelo salino. (3) Raiz, suelo normal. (4) Raiz,
suelo salino. Las letras Indlcan diferencias significativas
segun el test de comparacion de medlas Duncan
{p < 0,05).
cativas. Como se obseva en {Fig 3), tal y como observé Jerez 3 tren-
te al estrés hidrico. En la variedad susceptible, se observd una dismi-
nucion significativa del contenido de prolina en las raices, mientras
que en lavariedad tolerante no se apreciaron cambios significativos.
Este comportamiento pudiera encontrar su explicacién en una
franslocacidn de prolina de la raiz hacia las hojas, con el objetivo de
regular el desbalance osmotico producido en éstas y mantener efi-
ciente el metaboiismo de la planta.

CONCLUSIONES

Se demostrd ia existencia de diferentes niveles de los metabolitos
estudiados como respuesta al estrés salino en las variedades tole-
rantes y susceptibles a la salinidad.

Las variaciones de los niveles de prolina y betaina mostraron una
relacion directa diferencial como respuesta al estrés salino en las va-
riedades de la cafa de azlicar estudiadas y abren nuevas posibilida-
des en la bisqueda de marcadores bioguimicos asociados a la tole-
rancia al estrés salino en la cafa de azicar.
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