INDICADORES METABOLICOS DEL DEFICIT HIDRICO, COMO POSIBLE
CRITERIO DE EVALUACION DEL MANEJO DEL RIEGO:
ANALISIS EN PIMIENTO (Capsicum annum L.)!

Metabolic indicators of water stress as a possible criterion for the analysis of
irrigation management: the case of sweet pepper (Capsicum annum L.)

Maria Teresa Ponce V.?, Gabriel Sellés van 8.3, Rall Ferreyra E.}, José Maria Peralta A3,
Stella Moyano A.® y Patricio Hinrichsen R.®

SUMMARY

The effect of water stress on the proline, glicinbetaine (GB) guaternarium ammonium compound
(QAC) contents and patterns of proteins in pepper (Capsicum annum L.) plants under greenhouse
conditions was evaluated. Results obtained in a drying experience (100 to 22% of soil available
water, SAW) showed that in leaves and roots proline began to accumulate when the soil water
content was below 75 to 70%, with no apparent GB or QAC accumulation or variations in the protein
patterns of leaves and roots. After rewatering to saturation, the proline content of the leaves
diminished to levels near those measured before water stress. However, the proline contents in
roots were 1.7 times those measured at the beginning of the trial. In a second experiment,
maintaining fixed levels of SAW, plants subjected to moderate water stress (between 55 to 45%
SAW) and to severe water stress (under 35% of SAW), the proline contents in leaves and roots were
clearly higher than those in plants irrigated at 100% of SAW. The accumulation was proportional

to water stress level.
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INTRODUCCION

La practica del riego implica la aplicacién de
agua al suelo para reponer la consumida por las
plantas, con una determinada frecuencia que
permita mantener el estado hidrico del cultivo en
optimas condiciones, de modo de obtener altos
rendimientos de primera calidad. Cuando los
riegos son inadecuados, ya sea porque las
cargas de agua son insuficientes o porque las
frecuencias no son las correctas, se va desarro-
llando un déficit hidrico que afectara los rendi-
mientos potenciales del cultivo. El control del
estado hidrico de las plantas es, por lo tanto, una
herramienta necesaria para evaluar la forma en
que se esta manejando el riego.

Existen varios métodos para controlar el estado
hidrico de un cuiltivo, los cuales pueden ser direc-
tos o indirectos. Dentro de estos ultimos se en-
cuentra el control del estado hidrico del suelo,
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el cual puede ser expresado como fraccion de la
humedad aprovechable del suelo o como energia
de retencién del agua en el suelo o potencial
hidrico (Hillel, 1974). Dentro de los métodos di-
rectos se encuentra la evaluacion del potencial
hidrico del agua en la planta, que normaimente
se realiza utilizando la técnica de la camara de
presion (Scholander et al., 1965).

Los métodos sefalados, sin embargo, por lo ge-
neral indican situaciones temporalmente puntua-
les, no reflejando el historial hidrico de la planta
a lo largo de su ciclo de desarrollo (Jones, 1990).

Frente a condiciones de un inadecuado abaste-
cimiento de agua (estrés hidrico) las plantas
reaccionan de diferente manera, ya sea con
respuestas morfolégicas, como es la reduccién
de la velocidad de crecimiento de sus drganos,
cambios de posicién de las hojas, por citar algu-
nos (Begg, 1980) y respuestas fisiolégicas o
metabdlicas, tales como el cierre estomatico
(Jones, 1990), la acumulacién de acido absicico
(Aspinall, 1980), acumulacién de pequefias molé-
culas (Wyn Jones y Storey, 1981) y aparicion de
nuevas proteinas (Lin y Ho, 1987; Bozarth y
Boyer, 1987), entre otras.
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Las reacciones metabdlicas o fisiolégicas se ba-
san en la respuesta de éstas frente a un estrés
hidrico (Jones, 1990). Dentro de este contexto se
ubica la acumulacién de prolina (Levy, 1980), de
glicin-betaina (Wyn Jones y Storey, 1981) y la
aparicion de proteinas especificas (Desgupta y
Bewley, 1984).

El objetivo del presente trabajo, de caracter preli-
minar, fue explorar la sensibilidad de respuesta
de la acumulacién de prolina, glicin-betaina y la
composicién de proteinas en plantas de pimiento
(Capsicum annum L.) sujetas a distintos niveles
de restriccion hidrica, como un aporte a la bus-
queda de una posible herramienta de diagnés-
tico del historial de riego al cual han sido sujetas
las plantas durante su desarrolio.

MATERIALES Y METODOS

Este trabajo, de caréacter preliminar, consistié en
dos experimentos, que se lievaron a cabo en el
Centro Regional de Investigacién La Platina del
INIA, Region Metropolitana.

Los experimentos se realizaron en invernadero,
en plantas de pimiento, variedad Juapiter, cultiva-
das en maceteros (3,5 kg).

Los maceteros se llenaron con un mezcla de
suelo franco, arena y materia organica (tierra de
hoja), en partes iguales en volumen; se determi-
né la capacidad de retencion de humedad, obte-
niéndose un contenido de humedad a capacidad
de campo de 0,19 y 0,068 g g' a porcentaje de
marchitez permanente.

La plantacién se realiz6 en octubre de 1993 y las
mediciones se realizaron cuando las plantas
presentaron una altura promedio de 30 cm
(diciembre).

Se realizaron dos experimentos complemen-
tarios:

Experimento 1. Este consistié en evaluar el efec-
to de la disminucién gradual de humedad aprove-
chable del suelo sobre la acumulacién de profi-
na, glicin-betaina (GB), compuestos cuaternarios
del amonio (CCA) y la variacién de la composi-
cién proteica tanto en hojas como raices de las
plantas.

Para ello se utilizaron 35 plantas, las que se
colocaron en 7 hileras de 5 maceteros cada una.
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En este experimento se realizd un riego a satu-
racién en todos los maceteros y luego se dejé
que las plantas extrajeran el agua por un periodo
de 216 hr (periodo de desecamiento), para volver
a regar nuevamente, manteniendo los maceteros
cercanos a capacidad de campo por un periodo
de 168 hr (periodo de recuperacién).

Durante el proceso de desecamiento se tomaron
muestras para evaluar la variacién de humedad
aprovechable del suelo (HA), el estado hidrico de
las plantas y la evolucién de los distintos com-
puestos seflalados. El muestreo se realizé a las
48, 96, 144, 168, 192 y 216 horas contadas des-
de el inicio de este proceso. Durante el periodo
de recuperacion se tomaron muestras a las 24,
71y 168 horas.

Experimento 2. En este experimento se evalu¥
la respuesta de la acumulacién de prolina frente
a distintos niveles de disponibilidad de agua en
el suelo, de acuerdo a tres tratamientos de riego:

- Himedo, que consistié en la mantencion de la
humedad del suelo entre 100 y 70% de la hu-
medad aprovechable.

- Normal, que correspondié a la mantencion de
la humedad del suelo entre 50 y 40% de la hu-
medad aprovechable, valores correspondientes
al umbral de riego descrito para pimiento (Doo-
rembos y Pruitt, 1977, Ferreyra et al., 1984).

- Seco, en el cual se mantuvo la humedad apro-
vechable del suelo por bajo del 35%.

Cada tratamiento se efectud en 9 maceteros,
dispuestos en tres hileras de tres plantas cada
una, repetidos tres veces. A objeto de evitar
posibles efectos de luminosidad del invernadero
sobre los tratamientos se utilizé un disefio
estadistico de cuadrado latino.

Los tratamientos se aplicaron durante tres se-
manas, en las cuales el riego se efectué diaria-
mente a partir del consumo determinado por
pesada de los tres maceteros centrales de cada
tratamiento y repeticién; de esta forma se man-
tuvo el contenido de humedad en fos valores
preestablecidos para cada tratamiento, sin gran-
des variaciones a lo largo del experimento.

Los resultados se sometieron a analisis de va-
rianza y las posibles diferencias, fueron analiza-
das mediante pruebas de comparacién multiple
de Duncan.
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En ambos experimentos se midié el contenido de
humedad del suelo, mediante el método gravimé-
trico descrito por Caseel y Nielsen (1986); el po-
tencial hidrico a mediodia en hojas completa-
mente expandidas, mediante el método de la
bomba a presién, descrito por Scholander et al.
(1965) y modificado por Turner (1981). El conte-
nido de prolina en hojas y raices se determiné
segln el método descrito por Bates et al. (1973).
Para esta medicién se utilizaron entre 3 a 4 hojas
ubicadas cerca del dpice y totalmente expandi-
das. En raices, se tomaron raices secundarias,
formando una muestra compuesta.

Adicionalmente, en el experimento 1 se midid,
tanto en hojas como raices, la concentracién de
glicin-betaina y compuestos cuaternarios del
amonio, segun el método descrito por Grieve y
Grattan (1983) y la variacién de la composicién
de proteinas, mediante electroforesis vertical en
geles de poliacrilamida, segun la técnica descrita
por Laemmli (1970).

RESULTADOS Y DISCUSION

Experimento 1. La humedad aprovechable (HA)
durante el periodo de desecamiento, llegé a
valores cercanos al 22% (Figura 1). El potencial
hidrico de las hojas por su parte (Figura 2), bajé
de -0,6 a -2,6 MPa al término del periodo de
desecamiento (220 hr), sin embargo, entre las
100 y 140 horas, cuando la HA presenté valores
entre 40 y 60%, el potencial hidrico se estabilizé
en torno a -1,6 MPa, lo que podria estar asociado
a un control estomatico de las pérdidas de agua.
Posteriormente, el potencial disminuyé rapida-
mente, llegando a -2,6 MPa al término del dese-
camiento, cuando la HA disminuy6 considerable-
mente.
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FIGURA 1. Variacion de la humedad aprovechable del suelo (HA)
durante el periodo de desecamiento.

FIGURE 1. Soil available water (HA) change during the drying
period.

FIGURA 2. Variacién del potencial hidrico foliar (PHF) durante el
periodo de desecamiento.

FIGURE 2. Leaf water potential (PHF) change during the drying
period.

Durante el periodo de estrés a que fueron some-
tidas las plantas en el experimento 1, no se
detecté acumulacién de GB ni de CCA. En las
hojas se midié una concentracién de 0,42 y 1,11
mg g' de materia seca de GB y CCA, respectiva-
mente. En raices so6lo se registré la presencia
de CCA en una concentracién de 1,6 mg g de
materia seca. La acumulacién de GB frente a un
estrés hidrico o salino ha sido observada en va-
rias especies, sin embargo, el estrés salino pare-
ce ser mas determinante en la acumulacién de
este metabolito (Wyn Jones y Storey, 1981). Por
otra parte, la acumulacién de GB esta correla-
cionado con la cantidad que presentan las plan-
tas en condiciones normales. Si esta es peque-
fila, no es esperable una gran acumulacién del
compuesto en respuesta a una condiciéon de
estrés (Hanson y Hitz, 1982). La ausencia de res-
puesta observada se podria deber a que los me-
canismos involucrados en fa acumulacién de GB
no han sido afectados a los niveles de estrés
hidrico alcanzado por las plantas en las condi-
ciones de este ensayo, o bien, simplemente que
la acumulacion de GB no responde al estrés
hidrico en esta especie.

Tampoco se observé una variacion en la compo-
sicion de proteinas en respuesta al estrés hidri-
co. Efectos del estrés hidrico sobre la composi-
cién proteica ha sido observada en algunas
especies tales como tomate (Lin y Ho, 1987),
cebada (Jacobsen et al., 1986) y soja (Bozarth y -
Boyer, 1987). Por ejemplo, en cebada (Jacobsen
et al., 1986) se encontré la acumulacion de una
proteina de 60 kilodalton (KDa) y en soja y toma-
te una de aproximadamente 28 KDa (Bozarth y
Boyer, 1987; Lin y Ho, 1987).
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A diferencia de los compuestos sefialados, la
prolina se acumulé tanto en hojas como ralces.
Los contenidos iniciales de prolina fueron, en
promedio, 256 ug g"' de materia fresca (mf) y 268
rg g' de mf en raices, llegando al término del
experimento a valores superiores a 1.000 y 800
ug g' de mf, en hojas y raices, respectivamente.

En ambos 6rganos la prolina presente aumenté
rapidamente cuando la HA disminuyé por bajo 75
a 70% (figuras 3a y 3b). Por otra parte, con res-
pecto al potencial hidrico foliar, la concentracién
de prolina se produjo cuando este disminuyé por
bajo -1,6 a -1,7 MPa (figuras 4ay 4b). De acuerdo
a estos resultados, la acumulacién de prolina en
plantas de pimiento se manifiesta frente a estrés
moderados a severos y la cantidad acumulada
es funcion de la intensidad del estrés, lo que
concuerda con lo sefialado por Hanson y Hitz
(1982). La acumulacién de prolina es una res-
puesta a la disminucién del potencial hidrico en
los tejidos; sin embargo, no estd claro sies
un efecto del potencial osmético o de turgencia
o ambos a la vez (Aspinall y Paleg, 1981).
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FIGURA 3. Relacion entre la humedad aprovechable del sueloy el
contenido de prolina en las hojas (a) y en las raices (b).

FIGURE 3. Relationship bet 1 s0il available water and proline
content in leaves (a) and roots (b).

FIGURA 4. Relacién entre el potencial hidrico foliar (PHF) y el
contenido de prolina en las hojas (a) y en las raices (b).

FIGURE 4. Relationship between leaf water potential (PHF) and
proline content in leaves (a) and roots (b).

En condiciones de estrés se produciria sintesis
de novo, ya que la cantidad que se acumula no
guarda relacién con la prolina contenida en las
proteinas y la liberada por proteolisis de las mis-
mas (Aspinall y Paleg, 1981, Fukutuku y Yamada
1984).

Una vez complementado el periodo de deseca-
miento, los maceteros se regaron a saturacién,
iniciandose el periodo de recuperacién hidrica,
en el cual la HA del suelo se mantuvo cercana a
100% durante las 168 hr que duraron las medi-
ciones. Los potenciales hidricos foliares se man-
tuvieron entre -0,75 y -0,90 MPa, ligeramente infe-
riores a los medidos al inicio del experimento.
Los niveles de prolina tanto en hojas como rai-
ces disminuyeron rapidamente luego de aliviado
el estrés hidrico (Figura 5), lo que concuerda con
lo observado por diferentes autores en distintas
especies. en cebada (Singh et al., 1973), sorgo
(Aspinall y Paleg, 1981); y limoneros (Levy, 1980).
Esta pérdida se debe principalmente a su oxida-
cion a glutamato. En las raices, sin embargo, la
concentracién de prolina se mantuvo 1,75 veces
mayor que la medida al inicio del experimento 1
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(Figura 5). Esto se podria deber a una mayor tasa
de inhibiciéon de las enzimas responsables de la
oxidacion de la prolina a glutamato en raices que
en las hojas, como consecuencia de la magnitud
del estrés hidrico (El Sayed, 1992).
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FIGURA 5. Variacion del contenido de prolina en hojas y raices
después de riego.

FIGURE 5. Change on proline concentration in leaves and roots
after irrigation.

Experimento 2. En el Cuadro 1 se presentan las
condiciones de HA del suelo y potencial hidrico
foliar que caracterizaron los tratamientos de riego
durante las tres semanas que duré el experimen-
to. Tanto los valores de HA como los potenciales
hidricos medidos fueron estadisticamente dife-
rentes entre los tratamientos (P < 0,10y P < 0,05,
respectivamente).

A pesar de que en todos los tratamientos se rea-
lizaron aplicaciones diarias de agua para mante-
ner los niveles de HA de cada tratamiento, los
contenidos de prolina tanto en hojas como raices
fueron estadisticamente diferentes entre ellos
(P £ 0,10), durante las tres semanas que duré

CUADRO 1. Humedad aprovechable (HA, %)
y potencial hidrico foliar (PHF, MPa) en cada
tratamiento de riego, durante las tres
semanas de experimento

TABLE 1. Soil available water (HA, %) and leaf
water potential (PHF, MPa) in each irrigation
treatment during the three weeks of experience

Primera Segunda Tercera
Tratamiento semana semanha semana
HA Hamedo 136,0 a 115,0 a 105,0 a
Normal 678 b 392b 416 b
Seco 492 ¢ 183 ¢ 225 ¢
PHF Humedo -0,65 a -0,66 a -0,67 a
Normal -0,90 b -1,50 b -132b
Seco -165 ¢ -2,18 ¢ 215 ¢

este experimento (figuras 6a y 6b), lo que estaria
indicando que {a prolina se acumula frente a un
estrés permanente cuando éstos son moderados
a severos, aun cuando exista una cierta aplica-
cién de agua. Por otra parte, en las mismas figu-
ras se puede observar que, en cada tratamiento,
las cantidades de prolina medida en las distintas
semanas, fueron similares, por lo que su acumu-
lacién estaria mas determinada por la intensidad
del estrés a la cual son sometidas las plantas
que por la duracién del mismo, lo que concuerda
con lo seflalado por Hanson y Hitz (1982).
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FIGURA 6. Contenido de prolina en las hojas (a) y raices (b) encada
tratamiento de riego.

FIGURE 6. Proline content in pepper leaves (a) and roots (b) ineach
irrigation treatment.

CONCLUSIONES

- La prolina fue el Gnico compuesto que se acu-
mulé en las hojas y raices, como respuesta a
un estrés hidrico en pimiento.

- En pimiento la acumulacién de prolina comen-
z6 a producirse frente a un estrés moderado.
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- La acumulacién de prolina disminuyé rapida-
mente luego de recuperado el estrés hidrico,
sin embargo, se mantuvo elevada cuando los
riegos fueron deficitarios, aun cuando estos se
realicen diariamente.
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- Esta ultima caracteristica podria ser util para
usar este aminoacido como indicador del his-
torial hidrico de las plantas; sin embargo, sera
necesario correlacionar la acumulacién de pro-
lina con pardmetros de crecimiento para juzgar
su sensibilidad como indicador.

RESUMEN

En dos experimentos de caracter preliminar se
evalué el efecto del estrés hidrico sobre la acu-
mulaciéon de prolina, glicin-betaina (GB), com-
puestos cuaternarios totales del amonio (CCA) y
la composicién de proteinas en plantas de pi-
miento (Capsicum annum L.), cultivadas en con-
diciones de invernadero. Los resultados obteni-
dos en una primera experiencia de desecamiento
(entre 100 y 22% de humedad aprovechable del
suelo, HA) mostraron que, tanto en hojas como
raices, la prolina se comienza a acumular cuando
la HA disminuye por bajo 75 a 70% de la HA, no
observandose acumulacién GB, CCA ni variacio-
nes en la composicién de proteinas de las plan-
tas. Luego de un riego a saturacién el contenido
de prolina de las hojas disminuye a niveles cer-

canos a los medidos antes del déficit, sin embar-
go, en las rafces los contenidos de prolina pre-
sentaron valores 1,7 veces mayor que la medida
al inicio del experimento. En un segundo experi-
mento, en el que se mantuvieron diferentes
niveles permanentes de HA en el suelo, plantas
sometidas déficit hidricos moderados (entre 55
a 45% de HA) y severos (35 a 25% de HA) los
contenidos de prolina en hojas y raices son clara-
mente superiores a plantas bien regadas (100 a
70% de HA), siendo la acumulaciéon de prolina
proporcional a la magnitud del déficit hidrico sufri-
do por las plantas.

Palabras claves: estrés hidrico, acumulacién de
prolina.
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