FORMA DE ACUMULACION DEL NITROGENO SOLUBLE
EN TUBERCULOS DE PAPA PROVENIENTIZ DE PLANTAS
SOMETIDAS A DIFERENTES REGIMENES DE SEQUIA

Por S. O. TrioNE ! v G. ArMELA PoNs'

SUMMARY

Form of accumulation of the soluble nitrogen in potato tubers coming from
plants submitted to different water stress regimes.

Potato tubers (Solanun tuberosum, cv. White Rose), originated
from plants submitted to different water stress regimes, viz., in plan-
tation; in critical period for water need (initiation of tuberization);
combination of both treatment; and check watered normally, were
examined for their soluble nitrogen content. The samples were taken
during the storage period of the tubers, at 50 and 70 days after harvest.

Qualitative as well as quantitative differences were observed in all
the variable. Tubers from water stress in plantation accumulated more
total nitrogen than that of the check, and this much more than tubers
from water stress in the critical period. During the early time of storage
(50 days) the tuber’s soluble nitrogen was accumulated as their
amino acids form, while later (70 days) the soluble nitrogen changed
preferentially to the amide form, except those tubers coming from
the critical period of water deficit. Compounds such as the aspartic,
glutamic and gamma-amino-butyric acids, the leucine (s), valine,
arginine, and the amides asparagine and glutamine were prominent
in the soluble nitrogen fraction of the tubers.

The dissimilarities among these metabolites with respect to the
different water stress treatments are described and discussed. The
type of compounds mainly accumulated are emphasised because they
represent the nitrogen material used in the first stage of sprouting
of the tubers,
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En lo referente a la fraccion nitrogenada, el tubéreulo de papa
se distingue de los otros drganos de la planta, por el hecho que los
coinpuestos nitrogenados solubles representan un porcentaje elevado
del nitrogeno total. Los amino 4cidos y amidas libres que se acumu-
lan en esta fase, son preferentemente empleados en los primeros
estadios de la brotacién del tubéreulo 1. Por lo tanto, siempre resulta
de interés el estudio de la composicién del denominado comparti-
miento nitrogenado soluble.

La aplicacion de la téenica cromatografica bi-direccional a ex-
tractos etandlicos de tubérculos de papa, primeramnete realizada por
DexT ef al,® en 1947, facilité la deteccidn de sus metabolitos nitro-
genados solubles y preparé el camino para ulteriores estudios. Desde
entonces muchos trabajos han mostrado el reflejo de las variaciones
ambientales v nutricionales sobre dicha fraccion ?. Entre otros, TRIONE
v StEwarp (datos atin no publicados) pusieron de manifiesto el efec-
to de la localidad, temperatura, y tipos genéticos sobre la composicién
vitrogenada soluble de diferentes regiones morfolégicas de la planta
de papa; TrioNE '* mostré el post-cfecto que sobre dicha composi-
cién ejercen las altas temperaturas suministradas, durante un tiempo
relativamente largo, sobre tubéreulos brotados.

Trabajos previos en este laboratorio  demostraron que la apli-
cacién de déficit hidricos a la planta de papa durante determinados
estadios de su ciclo vegetativo, viz., sequia en plantacién; sequia en
“perfodo erftico™ de necesidad de agua (comienzo de tuberizacién),
ejercen marcada influencia en los rendimientos, evaluado por el peso
fresco, tamafio v namero de tubérculos. Como el rendimiento obser-
vado fue independiente del volumen total de agua suministrada a
las parcelas, se infiere que es ¢l estimulo hidrico, a través del desa-
rrollo, y no la cantidad total de agua, el que modifica la expresion
del factor genético determinante del tamafio final que deben alcanzar
los tubéreulos.

Atendiendo al hecho de que la accién que ejerce el estimulo
hidrico sobre el crecimiento, debe canalizarse a través de una modi-
ticacion de los procesos sintéticos v metabélicos, incluido el metabo-
lismo nitrogenado, este trabajo tuvo por finalidad analizar las varia-
ciones cuali-cuantitativas de los amino 4cidos libres v sus amidas,
wdmacenados en el tubéreulo, segin los diferentes tratamientos de
sequia sufridos por las plantas madres durante el ciclo vegetativo.

MATERIAL Y METODOS

El material vegetal, i. ¢., tubérculo de papa (Solanum tuberosum,
cv. White Rose), fue obtenido en un ensayo realizado en este laho-
ratorio (5, loc. cit), vale decir, provenia de plantas sometidas a los
siguientes tratamientos de déficit hidrico: i) SP: sequia en plantacién
del “tubérculo semilla”, hasta el momento en que emergid el 50 %
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de los brotes. ii) SPC: sequia en periodo critico de necesidad de agua,
i.e., comienzo de tub(—'iwqcaon (hasta sintomas de marchitamiento
foliar por dos dias consecutivos). iii) SP+ SPC: sequia en plantacion
v en periodo eritico (tratamiento combinado). iv) T: tratamientos
con riegos normales (testigo).

Los tubéreulos de cada tratamiento, inmediatamente de cosecha-
cdos se almacenaron en recinto aireado, a temperatura de laboratorio.
Tias muestras para andlisis se tomaron a los 30 v 70 dias pmteriore%
a la cosecha. Esta Gltima muestra correspondio a tubérculos préoximos
a ruptura de dormicién. La extraccion, purificacién v posterior eva-
luacion de los compuestos nitrosenados solubles se realizo aplicando
Ia téenica y métodos de Troziesox y StEwanp 11, Vale decir, extrac-
ciém en alcohol etilico 80 %, puriticacidn a través de resinas de inter-
cambio catidnico, v evaluacion cuantitativa de los amino dcidos v
amidas por cromatografia hi-direccional revelado con ninhidrina. En
el residuo msolub'c en aleohol se determind el nitrdgeno insoluble
(mayormente nitrégeno proteico) por el método de micro-Kieldhal.
Los datos se presentan en forma de histogramas. en el cual cada com-
puesto estd representado por su contenido porcentual de nitrégeno
en relacion al nitrégeno soluble total reactivo a la ninhidrina. Este
nltimo, igual que el nitrdgeno insoluble total v el nitrogeno total, se
expresan en microgramos por gramo de peso seco de tejido

RESULTADOS

Puede apreciarse (Fig. 1) el aumento de nitrégeno total, i.e.,
N-soluble + N-insoluble, en los tubérculos provenientes de trata-
mientos de sequia en plantacion (5P; v SP + SPC) comparados con
los del testigo (T) regado normalmente. Dicho aumento alcanza al
35 9%. Al contrario, tubérculos provenientes de sequia en periodo
critico (SPC), muestran una disminucion del 33 % del N total en
relacion al testigo, y 50 % en relacién a log tratamientos con sequia
en plantacion.

A los 50 dias de almacenaje se detectd mayor cantidad de N-so-
luble total en tubérculos provenientes de tl‘dtdmi(llt()%‘ de sequia. El
tamafio de dicho compartimiento (medido en microg / g de tejido seco),
resulté segim los casos, entre tres v cineo veces mayor que el testigo.
Este periodo se caracteriza porque el nitrdégeno libre se acumula en
forma aminica, i.e., como amino dcidos v no como amidas. Los mas
prominentes, por su proporcién relativa de nitrégeno, son los dcidos
aspartico, glutamico, y gamma-aminobutirico, lencina (s), valina, v
eventualmente alfa-alanina. Los tratamientos de sequia provocan ma-
vor acumulacion de N-4dcido aspértico, y menor de N-leucina (s) que
el testigo. Tubérculos de SPC presentan el mas bajo porcentaje rela-
tivo de N-acido glutimico y el mas alto de N-dcido gamma-amino-
bhutirico, producto de descarboxilacion del primero.
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Fig. 1. Variacion de la composicién nitrogenada soluble durante el periodo de
almacenaje de tubéreulos de papa, cultivar White Rose, procedentes de plan-
tas sometidas a diferentes regimenes de sequia. T: tratamiento testigo; SP:
sequia en plantacién; SPC: sequia en periodo critico; SP -+ SPC: trata-
miento cambinado,

Claves de los nimeros: 2: 4cido aspértico, 3: dido glutdmico, 4: serina, 5:
glicina, 6: asparagina, 7: treonina, §: alanina, 9: glutamina, 12: lisina, 13:
arginina, 14: metionina (sulféxido), I5: prolina, 16: valina, 18: leucinas
(leucinga 4+ isoleucina), 19: fenflalanina, 21; tirosina, 23: 4cido gamma-
aminobutirico.
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A los T0 dias de almacenaje, el nitrdgeno soluble acumulado apa-
rece principalmente en forma amidica, i.e., N-asparagina y N-gluta-
mina, excepto en la variable SPC que contintia acumulado en forma
aminica. De las amidas Ja principal es la asparagina, siendo la rela-
cion, N-asparagina / N-glutamina, de 3.1 para testigo; 1.1 para SP;
2,2 para SP + SPC. En todas las variables también aparece lisina,
mientras que el otro amino 4cido de caracterfstica bésica, arginina,
solo se presenta en T y SP. El tamafio del compartimiento introgena-
do soluble, comparado con el del periodo anterior, incrementa 10
veces en tesligo, y 5 veces en tratamiento combinado, mientras que
en las otras variables no se observan diferencias apreciables. El tra-
lamiento combinado de sequia sigue presentando el mayor tamaiio
de este compartimiento, superando en casi tres veces al del testigo.

DISCUSION

Si, como parece evidente (Cuadro 1), los déficit hidricos v no
la cantidad total de agua recibida por cada tratamiento, son los
responsables de los rendimientos observados. se debe presumir que
la creacién de dichos déficits serfan en gran parte (las plantas con
tratamiento de sequia en plantacién iniciaron la tuberizacidn 30 dias
después que las de T vy SPC) los determinantes de las diferencias
cuali-cuantitativas apuntadas precedentemente. En su favor se pueden

CUADRO 1. Periodo de crecimiento de los tubdrculos de papa ev. White Rose
durante los 112 dias del ciclo gevetative de las plantas madres sometidas a
diferentes regimenes de sequfa; rendimiento medio; v volumen de agua Te-
cibido por cada tratamiento.

[ Rendimiento Medio de Tubéreulos |

[ Periodo de ereci- | ) | Volumen rela-
Tratamientos | miento de los tu- \ ., Tamano | tivo del agua
| Déreulos (dias) | Ke/ ) Nlmero/ | ar g recibida (%)
Parcela : Planta | (eriic)
: | ' ] 1
Testigo 82 12.5 | 9 4 100
‘ - : ‘
| ' i .
‘ ‘ ‘
Sequia plantacion, ‘ 53 ‘ 16.7 13 6 ‘ 75
| | |
[ | | ‘ s
Sequia periodo | |
critico, | 82 7.1 10 3 | 83
. = 5 | !_ -
Sequia plantacién | | ‘
+ sequia periodo | | |
critico, ‘ 53 2 | 1 5 ‘ 59
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citar varios acontecimientos. Asi, se postula, con hastante probabilidad,
que los cfectos ambientales v nutricionales sobre el metabolismo de
las plantas, frecuentemente intervienen en el 4rea en que los amino
acidos y sus amidas se entrecruzan con el metabolismo d los carbo-
hidratos ® Como los aminos 4cidos se encuentran entre los primeros
productos de la fotosintesis 1, 2, cualquier factor que limite este pro-
ceso, como los déficits hidricos, debe alterar imevitablemente el nivel
de estos metabolitos y las rutas metabélicas implicadas. Por otra parte,
los déficits hidricos al favorecer, en muchos organos, el desdobla-
miento de proteinas ¥, provocan un incremento en el nitrogeno libre,
el cual puede ser reutilizado por varias vias metabélicas 2. También,
cortos déficits hidricos, alteran cuantitativamente el traslado de me-
tabolitos a tubéreulos que muestran crecimiento secundario o

Es licito pensar que efectos similares a los citados, hayan tenido
lugar durante los tratamientos de sequia, con la concomitante altera-
cién de vias metabélicas, las cuales incidieron en la velocidad de
crecimiento y en la forma de acumular y retrabajar el nitrdgeno libre
de los tubérculos hijos. La manera v alcance por lo cual tales influen-
cias hidricas pueden ser explicadas en términos del metabolismo del
mirdgeno, son todavia muy complejas, v necesitan estudios més pro-
fundos. Sin embargo, al seguir el curso de los compuestos individuales,
muchos aspectos de su metabolismo pueden ser descriptos e intentar
una explicacién de sus cambios.

Los tratamientos de scquia afectan la cantidad total de nitrogeno
de los tubéreulos. Como era de esperar. por tratarse de drganos se-
parados de la planta madre. el aumento de N-soluble se realiza a
expensas del N-insoluble. v las variaciones cuali-cuantitativas de los
metabolitos nitrogenados libres, se suceden sin cambios aparentes en
la cantidad de N-total (soluble + insoluble).

Un hecho que debe destacarse es que el N-total incrementa con
el tratamiento de SP y disminuve notablemente con SPC. pero cuando
estos dos tratamientos se combinan, el efecto beneficioso de SP. en
el aporte de N-total, no es afectado por el efecto detrimental de SPC.
Este fendmeno se puede apreciar mejor cuando se estudian individual-
mente los compuestos nitrogenados solubles. Asi. los porcentajes re-
lativos de nitrogeno de asparagina, glutamina y édcido glutémico que
aparecen en el tratamiento de SP, resultan sensiblemente iguales a
los del tratamiento combinado.

Otras variaciones metabolicas que deben notarse, surgen al com-
parar las calidades de los respectivos compartimientos N-soluble en
las dos épocas en que se analizaron. Al final del periodo de almace-
naje, cuando los tubéreulos estaban préximos a salir de su estado de
dormicién, la concomitante movilizacién del nitrégeno provoca alte-
raciones en calidad y cantidad de los comstituyentes en todos los
tratamientos. Los amino dcidos dicarboxilicos (aspértico v glutémico)

disminuyen su porcentaje relativo en todas las variables, con excep-



S. 0. Trione v G. AuMELa Pons, Forma de Acumulacidn del Nitrdgeno... 33

cion de SPC que los incrementa. Tal disminucién coincide con la
sintesis de la amidas asparagina v glutamina a expensa de sus pre-
cursores acidos aspartico y glutamico, favorecida muy posiblemente
por el catabolismo proteico. Al contrario, la falta absoluta de amidas
en SPC explicaria la mayvor proporcion de los édcidos dicarboxilicos
ohservado. Esta diferente actividad metabdlica hace que, mientras
los tubéreulos procedentes de plantas regadas normalmente acumulen
su N-libre preferentemente como amidas, los de tratamientos con se-
guia en plantacion lo hagan tanto en forma amidica como aminica
(aspartico, glutimico, g-aminobutirico, arginina). Por su parte, los
tubérculos procedentes de SPC acumulan su N-soluble {inicamente
en forma aminica, siendo el principal N-4cido aspértico, Estas serian,
a su vez, las formas de provision de nitrégeno para los primeros esta-
dios de la brotacion de las yemas que cada variable presentaria a los
centros activos de crecimiento de los tubérculos.

Es evidente que en la planta de papa deben existir ciertas po-
tencialidades genéticamente determinadas para el metabolismo  del
nitrogeno, pero los resultados de este ensayo sugieren, que la expre-
sion de tales potencialidades son susceptibles de ser modificadas, du-
rante el desarrollo de las plantas, por la accién de los déficit hidricos.

RESUMEN

Tubérculo de papa (Solanum tuberosum, cv. White Rose), pro-
veniente de plantas sometidas a diferentes regimenes de sequia, viz,
en plantacién (SP); en periodo critico de necesidad d agua, i.e.,
comienzo de tuberizacién (SPC); combinacién de ambos tratamientas
(SP + SPC); y testigo, regado normalmente (T), fueron examinados
en cuanto a la composicién de su fraccion nitrogenada soluble, e.g.,
amino 4cidos y amidas, y en su contenido de nitrogeno insoluble
total. Tal examen se realizé durante el periodo de almacenaje, a los
30 y 70 dias de cosechados.

Diferencias cuali-cuantitativas aparecieron en todas las variables.
Los tratamientos que tuvieron sequia en plantacién acumularon més
N-total que el testigo, y éste mucho mds que el tratamiento SPC.
Durante el periodo temprano de almacenaje (50 dias), el N-soluble
se acumuld en forma aminica, mientras que al final (70 dias), éste
tendié a ser preferentemente amidico, a excepcién de SPC que no
acus6 presencia a las amidas asparagina o glutamina. Compuestos
tales como los acidos aspartico, glutdmico, gamma-aminobutirico; leu-
cina (s), valina, asparagina, glutamina, arginina, resultaron promi-
nentes en la fraccion N-soluble.

Se describen y discuten las variaciones de tales metabolitos en
relacién a los déficit hidricos, y se destaca la forma de acumulacién
del N-soluble que cada variable presenta a los centros de crecimiento
de los tubérculos, para el proceso ulterior de brotacién.
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