AGRISCIENTIA, 1992, VOL. IXN®2:97-102

Dormicion en yemas de Prosopis
chilensis (Mol.) St. Morfogénesis
y niveles de acido abscisico.

J.A. Argtello; E. Milanesi; A.L. Pascualides

RESUMEN

Los objetivos del presente trabajo fueron el estudio, en el contexto de las mo-
dificaciones fenolégicas, del comportamiento de las yemas de Prosopis chilen-
sis durante la dormicién en relacién a: a) Las variaciones de la actividad Pero-
xidasa (Px) y el contenido de Acido ascérbico (AA) como indicadores de la
morfogénesis, b) Las variaciones estacionales del acido abscisico (ABA).

Las bajas temperaturas tanto como el fotoperiodo, fueron determinantes en
la dormicion de yemas, produciéndose hacia el final del mismo, la caida de
las hojas. Los resultados indicaron que el comportamiento de la actividad Px
registré un incremento importante a mediados del invierno y que se mantuvo
unos 20 dfas, lo que sugiere que en la etapa de dormicién se producirfan cam-
bios metabdlicos previos, relacionados probablemente con la diferenciacion
de primordios foliares. Posteriormente se produjo un aumento de acido ascér-
bico que coincidié con los cambios en los meristemas de las yemas, de la for-
ma vegetativa a la reproductiva. El ABA, que durante el inicio de la dormicién
invernal tuvo valores relativamente bajos, hacia el final de dicha etapa, obser-
vé un importante incremento, que podria relacionarse con la calda de las ho-
jas. El ABA no jugarfa un rol importante en la dormiciéon de yemas de P. chi-
lensis, sino que intervendria en la brotacién, ya que la precede.
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ABSTRACT

The aim of the present work was to study within the framework of phenologi-
cal modifications, the behavior of Prosopis chilensis buds during dormancy,
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and related to:

a) Peroxidase activity variations and Ascorbic Acid content as morphogene-
sis Indicators; b) Seasonal variations of Abscisic Acid.

Both low temperature and photoperiod were related with dormancy of buds,
with leaf fall at the end of this period.

Evidences indicate that peroxidase activity had an important rise during win-
ter and it was manteined about 20 days. This finding suggest that in dormancy,
early metabolic changes occur probably related to leaf primordia differentia-
tion. After that, Ascorbic Acid increased as meristem buds changed from ve-
getative to reproductive form. At the begining of the winter dormancy, Abs-
cisic Acid had relatively low values, but when this stage was over an important
rise was observed that would be related with the fall of leaves. Abscisic Acid
would not play, during dormancy of Prosopis chilensis buds, an important ro-
le, but it might be an outbreak promoter, preceeding it.

J.A. Argtello; E. Milanesi; A.L. Pascualides. Laboratorio de Fisiolo-
gla Vegetal y Botdnica Agricola. Dpto. Biologia Aplicada. Fac. Cs

Agropecuarias. U. N. C. CC. 509. 5000 - Cérdoba. Argentina.

INTRODUCCION

En Prosopis flexuosay Prosopis caldenia se
han observado yemas en dormicion en otofio-in-
vierno, es decir en el periodo fenolégico com-
prendido entre las fases vegetativa y de senes-
cencia fohar (Distel y Pelaez, 1985). Los factores
ambientales que modifican dicho comportamien-
to fenolégico son la temperatura y el fotoperio-
do, no siendo afectada la dormicién por las pre-
cipitaciones y la disponibilidad de agua en el
suelo (Karlin y Diaz, 1984).'Sin embargo no hay
informacién respecto a los mecanismos fisiolé-
gicos que rigen la dormicién en yemas de Proso-
pis arborea. En yemas de otras especies, se han
observado diferentes modificaciones morfologi-
cas durante la dormicién (Arglello, 1987; Luna
etal., 1990 a, b; Tizio, 1982) Ademas se han uti-
lizado, fa actividad peroxidasa y el contenido de
acido ascorbico, como patrones predictivos de
la morfogénesis. Asf en tabaco (Thorpe et al.,
1978, Gaspar et al., 1977), en Arabidopsis (Ne-
grutiu et al., 1979), cafia de azucar (Kevers et al.,
1981) y ajo (Arguello, 1987}, se ha observado que
la actividad Px precede a la morfogénesis. Res-
pecto al acido ascédrbico, también citado como
indicador de la morfogénesis en maiz, en el 4pi-
ce caulinar se lo encontré asociado con una ac-
tiva divisidn celular, organogénesis y diferencia-
cién de tejidos (Chinoy et al., 1973). inclusive se
lo ha relacionado con cambios en los meristemas
de las yemas de la forma vegetativa a la repro-
ductiva (Chinoy, 1962). En base a lo anterior se

plantea la hipotesis que durante la dormiciéon en
yemas de Prosopis chilensis, se producen cam-
bios morfogénicos que son precedidos por un
aumento de la actividad Px debiendo ademas
existir correlacion entre el contenido de acido as-
corbico y dicha dormicion.

Con relacién a la regulacién hormonal, Wal-
ton (1980) y Wright (1975) sugieren que el ABA
esta involucrado en la induccién, mantenimien-
to y ruptura de la dormicidn en yemas en res-
puesta al estimulo ambiental, mientras que Ross
et al., (1983) y Webber et al., (1978) sostienen
que el ABA no es la principal sustancia inducto-
ra de la dormicién en yemas, sinc que actuaria
como controlador de la misma, Dorffling (1976)
y Dumbroff et al., (1979) sefialan que en Acer
saccharum se produce un aumento de ABA pre-
vi0 a la caida de hojas y posteriormente un des-
censo alcanzando sus valores mas bajos inme-
diatamente antes de la brotacion. En base a esto,
se plantea la hipdtesis que el ABA en las yemas
de Prosopis chilensis no es un factor determi-
nante de la dormicién.

El objetivo de este trabajo fue estudiar en ye-
mas de Prosopis chilensis las variaciones de ac-
tividad Px, contenido de 4cido ascorbicoy con-
centracién de ABA durante la dormicién, en
relacion a sus variaciones morfoldgicas y feno-
l6gicas, tomando en consideracion algunos da-
tos climaticos.
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MATERIAL Y METODO

Material Biolégico

Se recolectaron diez ramas de ejemplares de
Prosopis chilensis, cada quince dias en el perfo-
do comprendido de mayo a setiembre, de las cua-
les se extrajeron los braqui blastos. Las yemas se
extrajeron con bisturf y posteriormente se conge-
laron con aire liguido y se mantuvieron a -20° C
hasta las evaluaciones bioquimicas.

Evaluacion de la actividad Peroxidasa

Cien miligramos de las yemas provenientes de
cada muestreo se homogeneizaron en 10 ml de
buffer fosfato 0,05 M, pH 6,5, frio, al que se le
agregd 1% de polivinilpolipirrolidona. Posterior-
mente se filtré y dicho filtrado se centrifugd dos
veces durante 30 minutos a 5000 rpm a 2-4°C. El
sobrenadante fue empleado para evaluar la acti-
vidad peroxidasa. La misma se midié por triplica-
do para cada muestra usando bencidina como
sustrato (Gregori, 1966). La actividad se expresé
como mg de &cido ascérbico oxidado por gr de
PF por min.

Contenido de acido ascérbico

Ciento cincuenta mg de yemas se extrajeron
con una solucién de acido oxalico y se cuantificd
por el método colorimétrico del indofenol (Ruch,
1969). La unidad de medida fue mg de Acido As-
cérbico por gr de PF.

Determinacién de ABA

Quinientos mg de yema se molieron en un mor-
tero con aire liquido y se extrajeron con metanol
acuoso al 80%. Después de evaporar el metanol
acuoso al vacio y a 35°C, se acidificé el agua re-
manente a pH 3 con 4cido clorhidrico 1 Ny se par-
ticiond por cuatro veces con acetato de etilo, sa-
turado con agua. Las fracciones de la fase 4cida
acetato de etilo se mezclaron y el agua se conge-
16 y eliminé mediante filtracién, evaporandose el
acetato de etilo. El residuo seco se retomé con
acetato de etilo y se corrié en placa de 20 x 20 pa-
ra Cromatografia Liquida en Capa Delgada de 0,5
mm de espesor con silica gel G (Sigma Chemical
Co) desarrollada 15 cm con una mezcla de iso-
propanol, amonfaco y agua (100:14:6) V/V. La zo-
na que Co-cromatografié con ABA puro (Sigma
Chemical Co) se raspé y eluy6 con metanol y se
filtré con filtro de poro 0,45 mu para ser sometida
a anélisis por HPLC. Se utilizé un equipo Vanan
5000 con un inyector “Reodhyne” y una columna
de C,g de 3,9 x 300 mm Bondapack en fase rever-

sa. La elucion se hizo con metanol al 30% en aci-
do acético al 1% con un flujo de 2 mi/min. Se aco-
plé a una columna un detector de UV variable Va-
rian 2550, ajustado a 269 nm. El &rea del pico fue
manitoreada con un integrador Varian 300.

Estudios morfolégicos

Los braquiblastos extraidos en cada muestreo
se conservaron en FAA. Posteriormente se proce-
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Figura 1A. Variaciones medias mensuales de Temperatura 'y
Precipitacion. Lat. 31° 18’ S, Long. 64° 13' W.G.
Figura 1B. Sucesién de estadios fenolégicos de P. chilensis.
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Figura 2. Vanaciones ostacionales durante la dormicién de *
(A) Actividad Peroxidasa, B) Contenido de Acido Ascérbico, y
(C) Contenido de ABA

di6 a la deshidratacion en series de alcohol etili-
coy terbutanol Las yemas asi deshidratadas fue-
ron inclurdas en “Paramat” realizandose seccio-
nes microtdémicas seriadas transversales de 10 a
15 micrones, realizéndose preparados permanen-
tes utilizando la técnica descripta por Johansen
(1940). Latincién se realizd con safranina y verde
rapido (Gurr, 1965; Tolbert, 1962). Las fotomicro-
grafias se tomaron con un microscopio dptico
Zeiss, con camara fotografica incorporada.

Observaciones fenoldgicas

Se realizaron sobre ejemplares adultos de la es-
pecle y se tuvo en cuenta la clave fenolégica pro-
puesta por Everett et al, 1980. Se relaclonaron es-
tas fases fenoldgicas con las precipitaciones y
temperaturas medias mensuales, datos aportados
por la Estacidon Meteorologica del Aeropuerto Inter-
naclonal Cérdoba, Fuerza Aérea Argentina.

RESULTADOS Y DISCUSION

El comportamiento fenolégico de P chilensis
demostrd que las yemas se encuentran en repo-
so desde mayo a setiembre (Fig 1 B) entre la fa-
se vegetativa y de senescencia fohar, 1o que es
coincidente con los resultados de Distel y Pelaez
(1985) Se encontrd una correlacion positiva en-

DTV NPT,

Figura 3. Fowmicrogialia de corles longitudinales de braqui-
blastos de Prosopis chilensis

A. Apice vegelativo (fines de julio) y B, Apice reproductivo (fi-
nes de agosto).
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tre temperatura y comportamiento fenolégico (Fig.
1Ay 1B) Esto no fue afectado por las precipitacio-
nes o disponibilidad de agua en el suelo (Distel y
Pelaez, 1985). Las bajas temperaturas (Fig. 1A)
fueron determinantes en la dormicién de yemas
tanto como el fotoperiodo (Karlin y Diaz, 1984),
produciéndose concomitantemente, la calda de
las hojas (Fig. 1B). Para corroborar la hipotesis
que durante el perfodo de dormicién de yemas de
P. chilensis se producen profundos cambios mor-
fogénicos, se propusieron la actividad Px (Thorpe
etal., 1978, Gaspar, 1977, Kevers et al., 1981, Ar-
guello, 1987) y el contenido de AA (Chinoy et al.,
1973) como indicadores bioquimicos de la morfo-
génesis. Las evidencias indican que el comporta-
miento de la actividad peroxidasa (Fig. 2A) regis-
tra un incremento importante a mediados del
periodo invernal el que se mantiene durante 20
dias. Tal hallazgo también se observé durante la
diferenciacién de yémas en otros materiales co-
mo tabaco (Gaspar et al., 1977, Thorpe et al., 1978,
Thorpe y Gaspar, 1879}, cafla de azlcar (Kevers
ot al 1981) y ajo (Arguello 1987). El aumento de
actividad peroxidasa en yemas de P. chilensis (Fig.
2A), sugeriria que en la etapa de dormicidn, se
producen cambios metabdlicos previos relacio-
nados probablemente con la diferenciacion de pri-
mordios foliares. A medida que disminuye esta ac-
tividad peroxidasa, se observa un aumento en el
contenido de acido ascérbico (Fig. 2B) llegando
éste a valores maximos (agosto) hacia el final del
periodo de dormicién.

Respecto al aumento del acido ascorbico en
yemas de maiz se sugirié que estuvo asociado con
una activa division celular (Chinoy et al., 1979). La
alta concentracion de acido ascdrbico también se
ha correlacionado con los cambios de las yemas
de formas vegetativas a reproductivas (Chinoy,
1962). En base a ello, los resultados obtenidos en
P. chilensis registran también un aumento antes
de la brotacién, lo cual sugiere una importante ac-
tividad morfogénica. En tal sentido las evidencias
experimentales agul presentadas (Fig. 3) sugte-
ren que la diferenciacion de yemas vegetativas a
reproductivas se produciria hacia el final de la dor-
micion previo a la brotacion (Fig. 1B).

Respecto al ABA libre en yemas, durante la dor-
micién de P. chilensis se observa que hasta me-
diados de invierno, los valores son relativamente
bajos (Fig. 2C). Hacia el final de la dormicion se
observa un aumento de la concentracién de ABA,
llegando a un méaximo, seguido de caida de ho-
jas, luego cae abruptamente llegando a sus va-
lores mas bajos inmediatamente antes de la bro-
tacion. Estas evidencias avalan parcialmente la

hipotesis planteada, ya que el ABA se correlacio-
na con las Gltimas fases de la dormicién invernal,
nao asi en las primeras fases. Resultados seme-
jantes fueron encontrados por Dumbroff et al.,
1979 en Acer saccharumy por Dérfling, 1976 en
Acer pseudoplatanus y Syringa vulgaris. El ABA
no juega un rol importante en la dormicién de ye-
mas de P. chilensis 'y el mismo no seria como in-
hibidor, sino mas bien que intervendria en la bro-
tacion, ya que la precede.
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