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RESUMEN

El estrés de alta temperatura es uno de los principales factores que afectan a la

agricultura a nivel mundial, debido a que los cultivos de importancia económ¡ca son los

más susceptibles. Por esta razón, es necesario estud¡ar los mecanismos de respuesta de

las plantas que sí son capaces de tolerar estas condiciones. Entre ellas tenemos a A/oe

barbadensis Miller (Aloe vera), una planta fisiológicamente adaptada a las cond¡c¡ones

desérticas, que implican altas temperaturas durante el día. conocer los mecanismos que

le permiten a Aloe vera tolerar las altas temperaturas, serÍa de gran utilidad para el

mejoramiento de plantas más susceptibles y que son importantes económicamente.

En este trabajo se estudió la respuesta al estrés térmico en plantas de Aloe vera

sometidas a altas temperaturas, de 35, 40 y 45'C. Para ello se determinó la TLso de la

planta a través del daño a membranas celulares, producido por calor, se estudió la

expresión de los genes de esirés térmico hsp70, hsp100 y ub¡quit¡na, mediante RT-PCR

semi-cuantitativo, y se midió la acumulación de las proteínas codificadas por estos genes,

mediante western blot usando ant¡cuerpos específicos. La TLso fue 52.3'C, comparable

con la temperatura letal de otras plantas del desierto. Los transcritos de estos genes se

acumularon con el aumento de la temperatura, aunque no todos los genes estudiados

comenzaron a transcribirse a la misma temperatura. El gen de ubiquitina comenzó a

transcribirse a una temperatura de 35'C, el gen hsp70 a 40"C, y el gen hspl00 lo hizo a

45.C. Además, el exper¡menio de aclimatación en que las plantas son sometidas a las

temperaturas sub-letales de 35'c o 4o'c antes de una exposición a la temperatura de

45.C indujo una mayor expresión de estos genes con mayor acumulación de transcritos, y

sin pérdida de proteínas totales, indicando que las plantas en estas condiciones se

hicieron más tolerantes al calor. La acumulación de transcritos en los experimentos de

aclimatación, se correlacionó con una mayor acumulación de proteínas de estrés térmico,
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tal como lo revelaron los análisis de western blot. Estos análisis permitieron ident¡ficar dos

isoformas de la proteína HSP70, una inducible por temperatura y otra constitutiva. La

proteína ubiquitina fue detectada en sus formas monomérica, dimér¡ca y trimérica.

Los resultados de esta tes¡s muestran que en Aloe vera se activa la respuesta al

estrés térm¡co tanto a n¡vel de transcr¡to como de proteínas. Esto explicaría, en parte, su

tolerancia a las altas temperaturas, tal como lo revela su alta temperatura letal. Conocer

en profundidad los mecanismos de respuesta en una planta como Aloe vera, naturalmente

adaptada a condiciones de desierto, perm¡t¡rá a futuro desarrollar estrategias de

mejoram¡ento de plantas de gran importancia económica que son susceptibles a este

estrés. A futuro podría considerarse al Aloe vera, una planta altamente tolerante al calor,

como un modelo de estudio que enseñe a los científicos las modificaciones genéticas a

realizar en oiras plantas susceptibles para poder sobrevivir en las altas temperaturas y

falta de agua que conlleva el cambio global de nuestro planeta.
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ABSTRACT

High temperature is an ¡mportant problem in agricultural production around the

world, because most economically ¡mportant plant spec¡es are suscept¡ble to heat

damage. For th¡s reason, it is necessary to study plant responses to heat stress,

specifically in plants tolerant to high temperatures. A/oe barbadensis Miller (Aloe vera) is a

succulent plant, physiologically adapted to desert cond¡t¡ons. Research in Aloe vera to

understand the molecular and physiological strategies to tolerate heat stress would be

useful to ¡mprove crops of susceptible plants, in a world where the temperature and lack of

water are increasing conditions of our planet.

ln this research, the heat shock responses were studied in Aloe vera plants

subjected to temperatures of 35o, 40" and 45oC. The LTso of AIoe vera, determined by

membrane damage, was estimated to be 53.2"C, similar to others desert plants, and

higher than in traditional crops. Gene expresslon of hsp70, hsp100 and ubiquitin was

studied by semi-quant¡tat¡ve RT-PCR, and accumulat¡on of proteins encoded by these

genes was determined by Western blot analyses using specific antibodies. Expression of

these genes increased with increasing temperature. The threshold temperature for

transcription ¡n¡tiat¡on var¡ed depend¡ng on the gene: ub¡quitin started increasing the

transcription at 35"C, hsp70 at 40'C, and hsp 100 at 45'C. Temperature accl¡mat¡on

experiments to determine the acqu¡red heat tolerance of Aloe vera, were performed ¡n

plants subjected to sub-lethal temperatures of 35" or 40'C, prior to exposit¡on at 45"C.

Under these conditions, the plant ¡ncreased the expression of heat shock genes with

accumulation of more transcr¡pts. A higher transcript accumulation occurred in these

experiments w¡thout losses of total prote¡ns, ¡ndicating that the Aloe vera plants acquired

tolerance to heat stress under acclimation conditions. The transcr¡pt accumulat¡on in the

acclimation experiments correlated with accumulation of heat shock proteins. ln western
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blot assays, two isoforms of HSP70 were detected, one of them inducibte by temperature,

and the other const¡tutive. The ubiquitin antibody identified tr¡mmers, dimmers and the

monomer Of this prote¡n.

. Results of this thesis show that in Aloe vera, heat shock response is activated at

transcriptional and protein levels. These might explain the adaptation of Aloe vera to high

temperature environments, adaptat¡on made evident through its high lethal temperature.

To study the molecular mechan¡sms of the heat shock responses of Aloe vera, naturally

adapted to desert conditions, w¡ll allow to develop genetic strateg¡es to ¡mprove the heat

adaptation of econom¡cally important plants which otherwise are susceptible to this stress.

ln a near future, Aloe vera should be considered as a model plant to investigate genetic

modifications in susceptible plants to surv¡ve the high temperature and water deficit,

conditions which are implied in the g¡obal warm¡ng.
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1. INTRODUCCION

La tolerancia al estrés abiótico se presenta como el nuevo desafío en las

investigaciones de mejoramiento en plantas, debido al fenómeno del cambio climático,

que ha puesto en peligro a muchas especies vegeiales- Específicamente, las altas

temperaturas corresponden a uno de los factores más importantes, provocando en los

últ¡mos 30 años una disminución del rendimiento en importantes cultivos para el

consumo humano, como el maíz y trigo, que presentaron una baja del 3,8 y 5'5%,

respectivamente, en la producción mundial (Lobell y col., 201 1). Si agregamos que la

población mundial está en constante crecimiento, esto implica un aumento en la

demanda de alimentos, por lo cual surge la necesidad de expandir los terrenos

cultivables a las regiones menos explotadas, como las áridas y semiáridas. Sin

embargo, son pocas las especies vegetales capaces de sobrevivir en este tipo de

ambientes, por lo cual se hace necesario conocer qué efectos causa el estrés de

temperatura en las plantas, y qué mecanismos despliegan éstas para contrarrestarlos.

Esta información permitirá desarrollar herramientas biotecnológicas para la generación

de plantas con una mejorada iolerancia al estrés abiótico.

1.1. Efectos del estrés térmico en las plantas

Se puede considerar el estrés térmico como un aumento en la temperatura que

logra ejercer una influencia desventajosa sobre.la planta (Taiz y Zeiger,2002). Cabe

señalar además, que el estrés térm¡co es una función comple;a que depende de la

intensidad, duración y Ia tasa de incremento en la temperatura (Wahid y col., 2007).
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Los pr¡ncipales daños causados por las alias temperaturas, y por el estrés

abióiico en general son la desnaturalización y agregación de proteínas y una fluidez

incrementada de los lipidos de membrana. Esto produce la inactivación de enzimas, ya

sean del citoplasma, del cloroplasto y mitocondriales; la inhibición de la síntesis

proteica, la degradación de proteínas y Ia pérdida de la integridad de las membranas

(Howarth, 2oo5). como consecuencia de esto, el estrés térmico afecta la organización

de los microtúbulos y la formación de ásteres en las células mitóticas (smertenko y

col., 1997). Estas injurias pueden llevar a Ia inhibición del crecimiento, la reducción del

flujo de iones, y la producción de compuestos tóxicos y especies reactivas del oxígeno

(ROS) (Schóff| y col., 1998; Howarth, 2005). Como resultado, se alteran las acfividades

a nivel celular y del organismo, aunque el umbral de temperatura y los efectos

causados varían considerablemente con el estado del desarrollo, con la especie

vegetal y con el estado fenológico (Wollenweber y col., 2003).

En cuanto a los efectos en la fisiología, podemos destacar que el status hídrico

de la planta es una de las variables más importantes baio las cond¡ciones inestables de

temperatura ambiental, y de suministro hídrico (Mazorra y col., 2002). Se ha reportado

que disminuye el potencial hídrico de la hoja y la conductividad hidráullca en la raíz

(Añon y co|.,2004; Wahid y Close, 2007; Morales y co|.,2003), lo que dificulta el

transporte del agua por la planta.

La fotosíntesis se ve fuertemente alterada por las altas temperaturas, siendo los

principales s¡t¡os afectados las reacciones fotoquímicas en las lamelas del tilacoide, y

el metabolismo del carbono en el estroma del cloroplasto (Wise y col., 2004). Además,

se produce un desequilibrio entre la fotosÍntesis y la respiración; en general, la tasa

fotosintética decrece mientras la tasa respiratoria aumenta considerablemente (Taiz y

Zeiger, 1998).
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Por otro lado, el estrés térmico puede inducir estrés oxidativo, lo que implica la

generación de ROS, cuyas reacciones causan la peroxidación autocatalítica de los

lípidos de membrana y los pigmentos, llevando a Ia pérdida de semi-permeabilidad de

membrana y la alteración de sus funciones (Xu y col., 2006).

Además, bajo el estrés térmico se han observado alteraciones en la

homeostasis hormonal, como camb¡os en Ia estabilidad, la b¡osíntesis y la

compartimentación de las hormonas ácido abscísico y etileno (Maestri y col., 2002).

Considerando todos estos efectos adversos, las plantas activan mecanismos de

respuesta para contrarrestarlos y/o disminuir la intensidad del daño causado- Esta

respuesta, que es similar en los d¡st¡ntos tipos de estrés abiótico, será descrita a

continuación.

1.2. Mecanismos de respuasfa de las plantas frente al estrés térmico.

En primer lugar, cabe señalar cómo las plantas perciben el calor, y cuáles son

los mecanismos que activan una respuesta inmediata para contrarrestar sus efectos

dañinos. Recientemente, se han revisado los cuatro potenciales sensores del calor que

estarían gatillando la respuesta al estrés térmico descritos hasta ahora (Mittler y col.,

20'12). Entre ellos se cuenta un sensor de histonas en el núcleo, un canal de la

membrana plasmática que iniciaría un flujo de entrada de iones calcio, y dos sensores

de proteínas desplegadas, uno en el retículo endoplásmico y otro en el citosol- Si bien

no se sabe con certeza la relación entre cada uno de ellos, se sabe que activarían un

set similar de genes Iogrando una termotolerancia mejorada.

Entre los mecanismos que las plantas activan para pal¡ar los efectos del estrés

térmico, figura la acumulación de ciertos compuestos orgánicos de bajo peso

molecular, comúnmente conoc¡dos como solutos compatibles (Hare y col., 1998), entre
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los cuales destacan Ia g licina-betaína, la prolina y el ácido gama-aminobutírico, que

actúan como osmorreguladores. Esta respuesta se activa tanto en el estrés de altas

temperaturas, como en el déficit hídrico y la alta salinidad, características propias del

desierto (Wahid y col., 2007).

Por otro lado, para contrarrestar el estrés oxidativo que se gatilla, las plantas

activan una serie de sistemas de detoxificación enzimática, tales como la

sobreexpresión de las enzimas ascorbato peroxidasa y superóxido dismutasa

(Delatorre y col., 2010; Ramírez y col., 2011; Sairam y Tyagi, 2004; Tang y col., 2006),

enzimas que remueven las especies reactivas de oxígeno.

1.2.1. Respuesta "Estrés térmico"

Existe una respuesta, universal en los seres vivos, denominada Respuesta

"Estrés térmico", que es bastante conservada desde los microorganismos hasta el

Homo sapiens (Vierling, 1991). En general, esta respuesta se activa frente a varios

tipos de estrés ambiental, tales como el déficit hídrico, Ias altas temperaturas, el

exceso de radiación, la alta salinidad (Záu,2002) y el estrés oxidativo (lba, 2002). A

n¡vel mo¡ecular, es una reprogramación trans¡tor¡a de las actividades celulares,

caracterizada por la síntesis de proteínas de estrés térmico @eaf shock prote¡ns, o

HSP), en conjunto con un cese general de la síntesis de proteínas.

Las proteínas de estrés térmico son chaperonas moleculares que se acumulan

en la célula para proteger a las proteÍnas de Ia desnaturalización en condiciones de

estrés. Entre ellas destacan HSP70, cuya función principal .durante el estrés es

replegar las proteínas que se han desnaturalizado, previniendo la agregación. Por otro

lado, existe HSP100, que solubiliza los agregados de proteínas para que éstas puedan

ser renaturalizadas, y Ub¡quitina, que destina al proteasoma las proteínas muy
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dañadas por desnaturalización, para que sean recicladas, debido a que se vuelven

potenc¡almente peligrosas- El efecto protector de estas proteínas puede ser atr¡buido,

en parte, a que actúan concertadamente, ya se ha descrito una ¡nteracción estrecha

entre HSP70 y HSPl00 (Liberek y col., 2008) por eso es interesante conocer de qué

manera se expresan frente a condiciones estresantes. La importancia de esta

respuesta radica en que, al devolver a las proteínas su estructura, y por ende su

función, se corrigen los efectos adversos en el resto de las actividades celulares (Wang

y col., 2004, Bayer y Bakau, 2005).

Arabidopsis posee genes que codifican para 14 HSP70s: cinco proteínas

citoplamáticas, tres proteínas del reiículo endoplásmico (llamadas BiP, homólogas a

HSP70), dos proteínas plastidiales y dos mitocondriales (Sung y col., 2001). Las

secuencias completas de estos genes están disponibles en las bases de datos, junto a

la secuencia truncada de otras dos proteínas HSP70, cuya localización subcelular aún

no se ha descrito. A partir del número calculado de aminoácidos que tendría cada

secuencia, podemos estimar el tamaño de las proteinas, el cual varia desde 71,5 kDa

en el caso de una proteína citoplamática, a 79 kDa, para el caso de las dos proteínas

localizadas en los plastidios. Por su parte, la familia génica de ubiquitina en

Arabidopsis cuenta con 14 miembros, ocho de los cuales contienen repetidos en

tándem de la región codificante de 228 pb. Otros cuatro miembros de esta familia

poseen la secuencia de un monómero de ubiquitina fusionada a una o dos proteínas

ribosómicas no relacionadas. Considerando la extensión de la región cod¡ficante del

monómero, la proteína Ubiquitina consta de 76 aminoácidos y ún tamaño aproximado

de 8,4 kDa (Callis y col, 1995, Huerta y col.,2012). En arroz hay seis copias repetidas

en tándem (Sivamani y Qu, 2006) y en levadura hay 4 genes caracterizados como

genes de poliubiquitina (Ozkaynak et al. 1987).



1.2.2. Expresión de los genes de estrés térm¡co y su regulación por

factores de transcripción HSF.

Los transcritos de hsp70 se acumulan bajo condiciones de estrés ambiental,

tales como las altas temperaturas, el frío y la sequía, así como durante la exposición a

químicos y radiación (Lin y col., 2001; Sung y col., 2001; Guy y Li, 1998). En el caso de

hsp100, se ha observado un aumento de los transcritos por estrés térm¡co, en plantas

como Arabidopsls, soya, arroz, tabaco y trigo (Agarwal y col., 2001; Singla y Grover,

1994). Ubiquitina aumenta sus transcritos durante el estrés térmico e hídrico, tanto en

Arab¡dops¡s como en tabaco (Rizhsky y col.,2OO2, Rizhsky y col., 2004). Además, se

ha reportado la acumulación del mRNA de hsp70, hsp100 y ubiquitina en plantas de

labaco y Arabidopsls sometidas a estrés térmico e hídrico, como también frente a estos

factores en forma combinada (Rizhsky y col.,2002, Rizhsky y col., 2004).

Los genes de estrés térmico son regulados por los factores de transcripción

HSF (HSF, heat shock factor), los cuales se unen a elementos reguladores río arriba

de cada gen para promover la transcripción. En Arabidopsis, es posible identificar 21

HSF, a diferencia de los vertebrados que tienen 3, y levadura y Drosophila que tienen

sólo uno (Koskull-Dóring y col., 2007). Esta gran diversidad, más que una redundancia

en Ia función, es considerada una manera de diversificar la respuesta, ya que Ia

interacción de distintos HSF para formar hetero-oligómeros perm¡te coactivar, potenciar

y suprimir la transcripción. Cabe señalar además, que muchos HSF de plantas son

proteínas inducibles por temperatura, por ejemplo, HSFA en tomate, el factor de

transcrpc¡ón crítico cuando sobreviene un estrés, 
"a "rpr"aádo 

constitut¡vamente,

mientras que HSFA2 y HSFB'I son inducidos por temperatura y regulan la transcripción

del primero. Este fac{or es inhibido por las chaperonas HSP70 y HSP90, y sólo cuando
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éstas se despegan del HSF éste puede en forma de trímero, activar la transcripción

uniéndose a Ia región promotora del gen (Richter y col., 2010).

EI investigar la respuesta al estrés térmico es de suma importancia, pues

permite conocer la toleranc¡a de la planta no sólo frente a este tipo de estrés, sino que

también al de salinidad, baja disponibilidad hídrica, el frío, entre otros, los cuales en

conjunto constituyen los principales factores limitantes en la producción mund¡al de los

cultivos para la alimentación (Hall, 2001). Esto adquiere mayor relevancia para el caso

de las plantas con importancia económica, no sólo desde el punto de vista alimenticio,

sino también desde el punto de vista farmacológico y cosmético. Este es el caso de

Aloe barbadensr's Miller, de nombre común Aloe vera, una planta de desierto que ha

despertado un gran interés por la utilización de su gel para la elaboración de

med¡camentos, cosméticos y como complemento alimenticio.

1.3. Aloe vera, una planta de desieño con importancia económica

El interés comercial por la planta de AIoe vera es debido a las propiedades

curativas que se le atribuyen a sus hojas, en especial al gel que contienen. Estas

propiedades abarcan desde et tratamiento de heridas (Kr¡shnan, 2006), quemaduras

(Wickline, 2004) e inflamaciones (Yagi y Takeo, 2003; Langmead y col., 2004), hasta el

tratam¡ento de enfermedades más severas, como algunos tipos de cánceres (Heggie y

col., 2OO2; Acevedo-Duncan y col., 2004; Su y col., 2OO4; lm y col., 2005), diabetes

mellitus (Yongcha¡yudha y col., 1996), e incluso SIDA (Schweitzer, 1994; Pugh y col.,

2001; Chow y col., 2005, Govindarajan, 2005). Para la industria.cosmetológica, el Aloe

vera es de gran interés por sus estudiadas propieáades hidratantes y cicatrizantes, por

lo cual se ha incorporado a productos de belleza, como jabones, protectores solares y

cremas (Eshun y He, 2004).
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Estas importantes propiedades han convertido al Aloe vera en una planta de

gran interés comercial, por lo que su cultivo se ha expandido alrededor del mundo.

Originaria del norte y este de África, región desértica de altas temperaturas, en nuestro

país se ha incrementado la superficie plantada, específicamente en las Regiones de

Atacama y Coquimbo. En esta área predomina el clima árido y semiárido, con

temperaturas que fluctúan entre los 25 y 30"C, y con baja pluviosidad (Araneda y col.,

2010)

La planta de Aloe vera posee ciertas características que hacen suponer que

estaría naturalmente adaptada a las condiciones del norte de Chile. Perteneciente a la

família Asphoda/aceae, Aloe vera es una planta de hojas suculentas que permiten

retener agua en condiciones de escasez, y al desarrollar el metabolismo del ácido

crasuláceo, o CAM, cierra sus estomas durante el día, evitando la pérdida de agua por

evaporación. Además, considerando lo anteriormente expuesto, es de esperar que

Aloe vera active eficientemente la respuesta "Estrés Térmico", acumulando las

proteínas de estrés ya mencionadas en las condiciones que se presentan en el norte

de Chile. Ya se ha visto en plantas del desierto chileno, como Prosop,s chtTens,s, altos

niveles basales de estas proteínas y que aumentan con la intens¡dad del estrés térmico

aplicado, en comparación con plantas de climas templados como soya (Oriiz y

Cardemil,2001).

No obstante, no se sabe si Aloe vera estaría naturalmente protegida a nivel de

las HSPs. El presente trabajo permitirá conocer mejor la respuesta de esta planta al

estrés ab¡ót¡co, y generar conocimientos aplicábles al mejorarhiento vegetal, lo que

permitiría obtener nuevas variedades de plantas, tolerantes a las condiciones

desfavorables producidas por el fenómeno del calentamiento global.



1.4. H¡pótesis

El estrés de temperatura induce la expresión de genes y la acumulación de

proteínas de estrés térmico -HSP70, HSP100 y Ubiquitina- en Aloe barbadensls Miller.

1.5. Objetivos

1.5.1. Objetivo General

Estudiar la expresión de los genes hsp70, hsp100 y ubiquitina, y la acumulación

de las proteínas codificadas por estos genes en Aloe barbadensrs Miller en

condiciones de estrés de temperatura.

1.5.2. Objetivos Específicos

- Analizar cuaniitaiivamente la acumulación de los RNA mensajeros de los genes
hsp70, hsp100 y ubiquitina, en plantas sometidas a directo estrés térmico.

- Analizar cuantitaiivamente la acumulación de los RNA mensajeros de los genes
hsp70, hsp100 y ubiquitina, en plantas en condiciones de aclimatación.

- Analizar cuantitativamente Ia acumulación de las proteínas HSP70 y Ubiquitina, en
plantas sometidas a estrés térmico.

- Analizar cuantitat¡vamente la acumulación de las proteínas HSP70 y Ubiquitina, en
plantas en condiciones de aclimatación.

9
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2. MATERIALESY MÉTODOS

2.1. Material Vegetal.

Para los expenmentos de estrés térmico, se utilizaron plantas de Aloe vera de 3

años, cultivadas en el laboratorio, en una cámara de crecimiento a una temperatura

constante de 25"C, con fotoperíodo de 16 h luz, y regadas una vez por semana con

200 mL de agua, lo cual corresponde al75% de la capacidad de campo. La capacidad

de campo se define como la facultad que tiene el suelo de retener agua, lo cual es

dado principalmente por su porosidad (Arya y col., 2008). El laboratorio AGROLAB

determinó que el suelo con el que se trabajó posee un 7,80/o plp de retención de

humedad, es decir, retiene 7,8 g de agua por cada 100 g de suelo. Como cada

macetero donde se cultivaron las plantas posee aproximadamente 4 kg de t¡erra, para

este formato de cultivo un 100% de capacidad de campo corresponde a 312 g de agua,

pero el riego óptimo es a un 750/0, por lo cual se regó con 200 mL, volumen aproximado

debido a las leves diferencias entre los distintos volúmenes de tierra en los maceteros.

2.2. Determinación de Ia temperatura letal (TL5s) por conductividad eléctrica.

Para determ¡nar la temperatura letal de Aloe vera, se consideró el método

basado en la determinación de conductividad, descrito por Sullivan (1967). La TL5o se

refiere a la temperatura a la cual se produce el 50% de la conductividad por salida de

electrolitos del tejido por daño de las membranas, con respecto al tejido muerto. Para

la medición, se tomaron puntas de hojas de Aloe vera, de aproximadamente 100 mg,

las cuales fueron colocadas en tubos con 2 mL de agua desionizada y se incubaron en

un baño húmedo a dist¡ntas temperaturas (25o, 35o, 45o, 55o, 65'y 75oC) durante 2 h.

Luego las muestras fueron enfriadas a temperatura ambiente y se agregaron 30 mL de
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agua desionizada. Estas muestras fueron mantenidas en agitación por t hora a

temperatura amb¡ente para promover la difusión de electrolitos desde Ios tejidos a Ia

solución externa. Después de este período se determinó la conductividad inicial de las

soluciones con el conductivímetro PWT modelo Hl 98308 (HANNA lnstruments, USA).

Luego, las muestras fueron autoclavadas durante 20 minutos a 121oC y 1,2 Kglcmz,

para matar el tejido. Las muestras fueron enfriadas a temperatura ambiente y se

registró la conductividad máxima.. El porcentaje de daño producido por los distintos

tratam¡entos térmicos fue calculado según la s¡guiente relación:

donde los subíndices 1 y 2 se refieren a las conductividades antes y después de

autoclavar las muestras sometidas a tratam¡entos térmicos (T) y los controles (C) (sin

tratamiento térmico). La temperatura letal fue determ¡nada a part¡r de la curva de o/o de

daño, versus temperatura, en donde la curva se comporta linealmente en el rango a

analizar. Para ello se obtuvo la ecuación de Ia recta entre los puntos que flanquean el

50% de daño, obteniendo la siguiente relación y = 4,2432x - 175,66; con un R'= 1)

2.3. Experimentos Fisiológicos.

Se realizaron dos experimentos de estrés: tratamiento de estrés térmico directo

y tratamiento de aclimatación. Para el tratamiento de estrés térmico directo, se

util¡zaron las puntas de las hojas, las cuales fueron incubadas dentro de un tubo

plástico con un poco de agua, en un baño húmedo durante 2 h, que de acuerdo a

trabajos anteriores es tiempo suficiente para funcionar como estrés (Ortiz y Cardemil,

,-l'1)1.,,,
,-l'/,,))
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2001), a las temperaturas de 25", 35", 40" y 45"C. Para los experimentos de

aclimatación, se incubaron plantas de Aloe vera a 35" y 40" pot 2 h y luego las mismas

plantas a 45" por 2 h más. Para comparar estas muestras, se incubaron otras plantas

de Aloe vera a las temperaturas 25', 35", 40" y 45" C durante el mismo período de

tiempo,4 h. Luego de este tiempo, se tomaron muestras de las puntas de la hojas, las

cuales se almacenaron rápidamente en Nz líquido, y se guardaron a -80oC hasta su

utilización. se recolectaron 3 series de muestras para cada tratam¡ento, extraídas

desde el ápice de las hojas. cada muesira consta de tejido de 3 plantas dist¡ntas, por

lo cual se utilizaron 9 plantas.

2.4. Análisis de la expresión de los genes de estrés térmico'

2.4.1. Tratamiento previo de las muestras

Para la extracción de RNA y proteínas, se maceró el tejido en molinillo elécirico

enfriado con N2 líquido, sin dejar descongelar la muestra, hasta la formación de un fino

polvo" Este polvo se reservó a -80oC hasta su utilización.

2.4.2. Extracción de RNA total

La extracclón del RNA se realizó utilizando un kit de extracción de RNA

(lnvisorb Sp¡n Plant RNA Mini Kit, de Invitek, Alemania), de acuerdo a las indicaciones

del fabricante, y adicionando una solución de Nacl para llegar a una concentración de

éste de lM, para reducir la viscosidad de la muestra. se utilizó como material inicial

aproximadamente 150 mg de polvo del tejido congelado.

El RNA obtenido fue cuantificado con el espectrofotómeiro ND-1000 V3.3'

NanoDrop Technologies, lnc., cuyo error de medición es del 2%.
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2.4.3, Electroforesis en geles de agarosa

Se verificó la integridad del RNA en geles de 'l% agarosa en búffer TAE (40 mM

Tr¡s, 19 mM ácido acético glac¡al y 1 mM EDTA pH 8), con 0,5 pg/ml bromuro de

etidio. se cargaron 200 ng de RNA en el gel con un búffer que posee los colorantes

azul de bromofenol y xylencyanol para visualizar el frente de corrida (Sambrook y col.,

1989), la cual se desanolló aplicando una diferencia de potencial de 70 V y 300 mA

durante 20 min. La visualización de los geles se realizó en el transiluminador syngene,

modelo MultiGenius.

2.4.4. Tratamiento con DNAsas y Transcripción Reversa

El extracto de RNA fue tratado con DNAsas, para eliminar el DNA que pudo ser

co-extraído con el RNA y que constituye un contaminante para las reacciones

posteriores. Para esto se utilizaron 200 ng de RNA, '1U DNAsa I (Fermenias) más su

búffer correspondienie y 10U inhibidor de RNAsas RibolockrM, (Fermentas). El volumen

fue ajustado con agua nanopura tratada con 0,1% DEPC' Esta mezcla de reacción se

incubó a 37oc por 15 min, y finalmente se adicionó EDTA hasta una concentración final

de 2,5 mM.

La mezcla de reacción de transcripción reversa incluyó 100 ng del RNA tratado

con DNAsas y el partidor oligoAP a 0,5 mM, la cual se incubó a 70oC por 5 min y luego

en hielo por 5 min. se adicionó a esta m.ezcla 1U de la enzima transcriptasa reversa

RT-lmprom Il (Promega), búffer de la enzima, 6,5 mM MgCl2, 0,5 mM dNTPs, y 20U del

inhibidor de RNAsas RibolockrM (Fermentas), en un volumen f¡nal de 20 uL. Para el

control negativo, se agregó agua tratada con DEPC en lugar de enzima. Se continuó

con el programa de transcripción reversa, incubando a 25oC por 5 min, a 42o por 60

min, a 70oC por 15 min, y una incubación final a 4oC.
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Para probar la eficiencia de los pariidores sobre el cDNA, se realizó la

transcripción reversa utilizando oligoAP y para los análisis de expresión semi-

cuantitat¡va, se utilizaron los partidores hsp70R, 18SR, hsp100R y ubiqR, ya que esto

arrojó resultados más satisfactorios en cuanto a cantidad y calidad del producto de

PCR. Las secuencias de estos partidores se encuentran en la Tabla l.

2.4.5. Amplificación por PCR

Para realizar la reacción dé PCR, se optimizaron las cond¡c¡ones de acuerdo a

las características de cada par de part¡dores, y del tamaño del fragmento que

amplifican.

Se utilizó el programa optimizado que consta de los siguientes c¡clos: una etapa

de incubación a 94oC por 5 min, 36 ciclos que incluyen intervalos de temperatura de

95oC por 40 s, 50,50C por 50 s y 72oC por 40 s. Finalmente, una etapa de 72oC por 10

min y una incubación final a 4oC. La mezcla de reacción incluyó:2 ¡.tL cDNA,2,5 mM

MgCl2, 0,2 mM dNTPs, 0,2 mM cada partidor, 1U enzima Iaq polimerasa (Favorgen) y

su búffer respectivo, en un volumen final de 25 pL. La técnica de RT-PCR se desarrolló

en el termociclador MyCyclerrM (Blo-RAD).

Para el caso del gen l8S, se utilizaron 0,5 pL de CDNA y 24 ciclos de

amplificación.

2.4.6. Diseño de partidores y estandarización de PCR

Los partidores utilizados para el estudio. de Ia expresión de Ios genes hsp70,

hspl OO y ubiquit¡na, fueron diseñados previamente (Huerta, 2009) a part¡r de

secuencias homólogas de otras plantas cercanas filogenéiicamente al Aloe vera. La

secuencia de los partidores utilizados se muestra en la Tabla L
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Tabla l.- Secuencia de los partidores utilizados en esta

para sintet¡zar oDNA desde el RNA total, para la reacción

ampl¡ficar los genes de estrés térm¡co y el rRNA 18S.

tesis. Partidores utilizados

de secuenciación, y para

Nombre
Partidor

Secuencia Fragmento To ann
amplif. (pb) fC)

oligoAP 5'- TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTA GCT TCG-3'

pUC/M13F

pUC/M13R

5'. CGC CAG GGT TTT CCC AGT CAC GAC -3'

5'- AGC GGA TAA CAA TTT CAC ACA GGA -3'

hsp70F

hsp70R

5'. GGT TTG AGG AGC TCA ACATGG A -3'

5'- GTG ATG GTG ATC TTG TTC TTC TG .3'
609 50,5

hsp100F

hsp100R

5'- CTC AAG GAG AAG TAC GAG GG -3'

5'- CCA RCG GCT CAC CAC CTC -3' (R= A/G)
570

ubiqF

ubiqR

5'- GGC AAG ACC ATC ACC CTG GA -3'

5'- ACT CCT TCT GGA TGT TGT AGT C -3'
165 55,5

1 8SF

18SR

s'.TTG ATT ACG TCC CTG CCC TTT-3

s'.ACA ATC ATC CTT CCG CAG GT-3
50,510-7

2.4.7. Electroforesis en geles de agarosa

La visualización de los productos de PCR se realizó mediante electroforesis en

geles de 'l% agarosa tal como se describe en2.4.3, pero aplicando un campo eléctrico

de 100 V. Para est¡mar los tamaños de las bandas, se utilizaron dos estándares de

peso molecular, Ladder GeneRulerrM de 1 00pb y l kb (Fermentas).

2.4.8. Guantificación del producto de PCR en geles de agarosa

Con el programa GeneSnap (Syngene), se fotografiaron los geles que

contenían el producto de PCR separado por electroforesis. A partir de estas imágenes

se comparó la intensidad de las bandas con respecto a las del estándar para estimar la
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cantidad de DNA. Este análisis se realizó con el Software lmageJ (Abramoff y col.,

2004). En el caso de ub¡quitina, donde los part¡dores ubiF y ubiR ampl¡f¡caron múltiples

bandas correspondientes a ubiquitina y poliubiquitina, se consideraron las 3 de menor

tamaño debido a su mayor resolución en el gel.

2.5. Clonación del CDNA de los genes de estrés térm¡co

2.5.1. Reacción de ligación

Para clonar y secuenciar el CDNA de los genes de estrés térmico, se

transformaron baclerias con un vector portador del fragmento de cada gen ampl¡f¡cado

por PCR. Este fragmento se ligó al vector pGEM@-T Easy (Promega), de 3 Kb, cuyo

mapa se muestra en la F¡gura 1 .

Xmnl 2009

Scal 1890 Nael 2707
1

14
20
¿t)
31
37
43
43
49
52

start

f1 ori

pUC/M13

pGEM -T Easy
Veclor

(3015bP)

forward-
lacZ

pUC/iil3 
-reverse

64

77
77
BB
90
97

109
118
127
141

Figura 1. Mapa del vector pGEM@-T Easy, que incluye puntos de referéncia en la
secuencia. Se ind¡ca con flechas rojas la ubicación de los partidores pUC/M13F y pUC/M13R
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utillizados en la secuenciación. En recuadro rojo se destaca la enz¡ma EcoRl,la cual fue

utilizada para los análisis de las colonias, cuyos sitios de corte flanquean el sitio de clonamiento.

Para tealiz la reacción de ligación, se incubaron el producto de PCR (inserto)

y el vector en una razón molar 3:'1 , óptima de acuerdo a las indicaciones del fabricante.

Para determinar las cantidades, se consideró la siguiente relación:

ng vector x kb inserlo x rozón inserto .. 
"eao, 

(3) = ng inserto
kb vector Q kb)

La mezcla de reacción consistió en: 2U de T4 DNA Ligasa (Fermentas) y su

búffer correspondiente, 50 ng de vector pGEM@-t Easy, y la cantidad necesaria de

producto de PCR para cada gen. Esta mezcla se incubó a 4'C toda la noche.

2.5.2. Preparación de las células competentes

Las células de Escherichia coli de la cepa DH5« se llevaron a un estado de

competencia, para ser transformadas mediante un golpe térmico. Para ello, se creció

un cultivo de esta cepa en medio Luria-Bertani (LB: '1% NaCl, lolo triptona y 0,5%

extracto de levadura) a 37oC con agitac¡ón constante, hasta alcanzar una D.0600= 0,3-

0,4. Las células se centrifugaron a 1 .000 x g por 10 min a 4oC, y luego se

resuspendreron en búffer TSS (10% PEG, 5% DMSO y 50 mM MgClz en medio LB),

utilizando 1/10 del volumen de cultivo inlcial. La células competentes se guardaron en

30% glicerol a -80oC hasta su utilización.

2.5.3. Transformación

La transformación fue realizada incubando toda la reacción de ligación con 200

pL de las células competentes de la cepa DHso, en hielo por 30 min. Luego se incubó

en un baño húmedo a 42oC por 75 s- En segu¡da se incubó en hielo por 2 min y luego
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a 37oC durante t h en 'l mL de medio LB, con agitación constante, Las células se

sedimentaron centrifugando a 7.500 x g duranle 3 min y se resuspendieron y

sembraron en placas de LB-A9ar-Ampicilina ('1 ,5olo Agar, 100 ¡:g/mL Ampicilina, en

medio LB). Las placas se incubaron a 37oC por 16 h o toda la noche. La eficiencia de la

transformación obtenida fue de 3%.

2.5.4. PCR Colonias

Para identificar aquellas colonias que incorporaron el vector ligado al fragmento,

se realizó un PCR colon¡a. Para ello, se prepararon tubos de PCR de la forma ya

descrita, pa'a cada par de partidores y se tomó una pequeña muestra de las colonias

crecidas en cada placa y se agregó al tubo de reacción. A partir de las colonias que

dieron resultado pos¡tivo, se realizaron los exper¡mentos poster¡ores.

2.5.5. Análisis rápido de colonias

Para identificar aquellas colonias que incorporaron el vector l¡gado al fragmento,

se real¡zó un análisis rápido, consistente en la extracción de todos los ácidos nucleicos.

Para ello, las colonias se pasaron a medio LB líquido con 100 Ug/mL Amp¡cil¡na, para

mantener la presión selectiva, y se crecieron a 37 oC por 16 h con agitación constante.

A partir del cultivo obtenido, se tomaron 150 pL y se centrifugaron a 7-500 x g por 3

min. El precipitado celular formado se resuspendió en 40 UL de soluc¡ón de extracción

(6% sacarosa ! 0,1o/o azul de bromofenol). Luego, se agregaron l4 ¡rL de la solución

fenol:cloroformo l:1, y se agitó vigorosamente. La mezcla se centrifugó a 13.000 x g

por 3 min y se cargó el sobrenadante en un gel de |o/o agarosa para su análisis por

electrofores¡s. Como controles, se cargaron el vector sin inserto y el extracto de ácidos

nucleicos de una colonia portadora del vector sin inserto.
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2.5.6. Extracc¡ón del DNA plasm¡d¡al

A part¡r de las colonias transformadas con el veclor recomb¡nante se extrajo el

DNA plasmidial utilizando el kit AxypreprM Extraction Miniprep (Axygen, USA) de

acuerdo a las instrucciones del fabricante.

2.5.7. Digestiones enz¡máticas

El DNA plasmadial se analizó mediante digestión enzimática, para lo cual se

combinaron 200 ng de DNA, 5U de enztma EcoRl (Fermentas) y su respectivo búffer y

agua destilada hasta un volumen final de 20 pL. Esta mezcla fue incubada a 37 oC por

90 min. La digestión se anal¡zó mediante electroforesis en geles de 't7o agarosa.

2.5.8. Secuenciación

El fragmento insertado en el vector pGEM@-T Easy fue secuenciado a partir de

500 ng de DNA plasmidial. La secuenc¡ación fue encargado al Centro de B¡otecnología

de la Facultad de Ciencias de la Universidad de Chile, en donde se utilizó el equipo ABI

PRISM 31O0-Avant Genetic Analyzer (Applied Biosystems, USA), el kit de

secuenciación DYEnamicru ET terminator (Amersham, lnglaterra), y los partidores

universales pUC/M I 3F y pUC/M I 3R, directo y reverso respectivamente. Las

secuencias se muestran en la Tabla l, y los s¡t¡os de hibridización al vector pGEM@T

Easy se indican en la Figura 1.

2.5.9. Análisis de las secuencias.

La secuencia nucleotídica del cDNA fue traducida a proteína con Expasy (Gasteiger

y col., 2003), y luego ambas fueron comparadas con la base de datos del National

Center for Biotechnology lnformation (NCBI) mediante BLAST (Altschul y col., '1990,

Altschul y col., 'f 997) para encontrar la similitud con otras espec¡es. Se analizó la
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secuencia aminoacidica para ver¡ficar a qué región de la proteína corresponde,

mediante ClustalW (Labarga y col., 2007) y se buscaron motivos conservados

mediante lnterProscan (Quevillon y col., 2005).

2.6. Análisis de la acumulación de proteínas de estrés térmico.

2.6.1. Tratamiento previo de las muestras

Para descartar contam¡nantes debido al alto contenido de azúcares en las hojas

de Aloe vera, se realizó un tratamiento previo de las muestras, a part¡r de

modificaciones del protocolo indicado por Wang (Wang y col., 2003). Aproximadamente

150 mg de tejido molido con N2 líquido fue resuspendido en acetona fría, se agitó

vigorosamente por 30 s y se centrifugó a 10.000 x g por 3 min a 4'C. Se repitió este

procedimiento una vez. Luego, el pellet fue secado a temperatura ambiente y fue

lavado 3 veces de la manera ya descrita con 10% ácido tricloroacético (TCA) en

acetona fría, dos veces con 10ok fCA en agua fría, y luego 2 veces en 80% acetona

fría. El pellet final fue secado a temperatura ambiente.

2.6.2. Extracción de proteínas.

La extracción de proteínas fue realizada en base al método de Meyer (Meyer y

col., I 988) pero en presencia de SDS, como fue descrito por Wang (Wang y col.,

2003). El pellet obtenido del tratamiento anterior fue resuspendido en volúmenes

equivalentes de fenol saturado en Tris pH 8, y de búffer SDS (30% sacarosa, 2% SDS,

0,1 M Tris-HCl pH 8 y 5% 2-mercaptoetanol), se agitó vigorosamente por 30 s y se

centrifugó a 10.000 x g por 3 min. La fase fenólica fue transferida a un nuevo tubo, la

cual fue diluida en 5 volúmenes de 0,1 M acetato de amonio en metanol frío, y

almacenada a -20"C por 30 min como mínimo. Luego, se centrifugó a 10.000 x g por 5
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m¡n, y el pellet fue lavado 2 veces con 0,1M acetato de amonio en metanol frío y dos

veces con 80o/o acetona fría. El pellet final fue secado a temperatura ambiente y

resuspendido en 400 ¡rL de búffer, descrito por O'Farrell (O'Farrell ,1975), con

modificaciones, consistente en 9,5 M urea,2oA NP-40 y 0,1 M DTT.

2.5.3. Cuantificac¡ón y separación de proteínas

Para la cuantificación de proteÍnas se utilizó el método de Bradford (1976) a

partir de una curva de calibración util¡zando BSA como proteína estándar,

Para la separación de proteínas se realizaron geles de 12% poliacrilamida

denaturantes (SDS-PAGE), de acuerdo a Laemmli (Laemmli, 1970) en una cámara

M¡ni-PROTEAN@ ll Cell (B¡o-Rad, USA) aplicando una diferencia de potencial de 100 V

por 2,5 h. Las proteínas fueron visualizadas por tinción de plata (Morrisey, 1981), y su

tamaño fue estimado considerando el estándar de peso molecular PageRulerrM

Fermentas.

El contenido de proteínas fue expresado en pg de proteinas/mg de peso seco.

Para obtener el peso seco de las hojas se determinó el contenido de agua, como

porcentaje del peso total, para lo cual se tomó una muestra de hoja de Aloe vera y se

dejó secando en una estufa hasta observar completa deshidratación. La diferencia en

el peso antes y después de secar corresponde al agua evaporada.

2.6.4. Western Blots

Luego de resolver 30 Ug de proteínas en un gel de 12o/o poliacrilamida, de

acuerdo a lo descr¡to en el punto 2,6.3, éste fue incubado junto a una membrana de

niirocelulosa y papeles filtro de igual tamaño, en un búffer de transferencia (25mM Tris,

192mM glicina y 20% metanol). Se realizó la transferencia en una celda de
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transferencia semi-seca Trans-Blot@ SD (Bio-Rad, USA) por 30 min a l5 V. Al cabo de

este tiempo, la membrana fue lavada en búffer TBST (20mM Tris-HCl, 137mM NaCl,

0,1% Tween 20 pH 7,6). Se verificó la efic¡encia de la transferencia mediante tinción

con Rojo Ponceau (0,1% Rojo Ponceau, 7o/o ácido tr¡cloroacético). Una vez desteñida

la membrana, ésta se dejó bloqueando en búffer de bloqueo (5% BSA en búffer TBST)

toda la noche. Luego de bloquear, la membrana se lavó 3 veces durante 10 min en

búffer TBST. Luego se incubó con el anticuerpo primario diluido en búffer de bloqueo

durante 3 h. Como ant¡cuerpo primar¡o se ut¡lizó el anticuerpo policlonal que reconoce

formas citoplasmáticas constitutivas e inducibles por calor de la proteína HSP70 de

Arabidopsis thaliana (Agrisera, UK) a una dilución 1:5.000, y el anticuerpo policlonal

que reconoce ubiquitina recombinante de Arabidopsis thaliana (A$isera, UK), a una

dilución 1:10.000. Luego de incubar, la membrana fue lavada 3 veces en búffer TBST

por 10 min y fue incubada poster¡ormente en el anticuerpo secundario ant¡-rabbit lgc

fusionado a fosfatasa alcalina (Sigma, Alemania) durante t h, a una dilución 1:10.000

en búffer de bloqueo. Se lavó la membrana 3 veces en búffer TBST por 10 min, y luego

se incubó 15 min en búffer de detección (0,1M Tris-HCl, 0,1M NaCl, pH 9,5). Para

revelar, se incubó la membrana en búffer de reacción (4mM MgClr, 0,'1% NBT en búffer

de detección, adicionando 150 pL de BCIP 5 mg/DMF 1mL por cada 10 mL de búffer

de reacción) hasta Ia aparición de bandas.

La intensidad de las bandas fue cuantificada con el software ImageJ (Abramoff y

col., 2004) y los análisis estadísticos fueron realizados con el software GraphPad

Prism v5.00 (Motulsky, H.,2007).
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3. RESULTADOS

3.1. Determinación de temperatura letal (TL50) mediante conductividad

eléctr¡ca

La TLso se ref¡ere a la temperatura a la cual se produce el 50% de la fuga de

electrolitos con respecto al tejido muerto, lo cual puede ser correlacionado con el daño

foliar. A partir de las determinaciones de conduclividad en muestras incubadas a

dist¡ntás temperaturas, fue posible calcular la temperatura letal de Aloe vera. Los datos

de daño foliar muestran una tendencia lineal en la región cercana a 50% como se

muestra en la Figura 2.

25 35 ¡t5 55 65
Temperatura (oC)

F¡gura 2. Determinación d€ TLso sn Aloe vera. La TL so se determinó como % del daño

foliar induc¡do por la temperatura. El daño foliar se evaluó midiendo la conductividad de la

solución que bañaban las hojas cuando fueron sometidas a distintas temperaturas. Esta

conduct¡vidad se comparó con la conductividad de la soluc¡ón que rodea a un tejido muerto.

El TLso nos permit¡ó determinar la temperatura letal de Aloe vera, es decir la temperatura a

la cual se produce el 50% de daño foliar, dando como resultado que esta temperatura letal

es 53,2'C.

orf:
o1'
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75
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Considerando esto, se tomaron los puntos de la curva que flanquean esa zona

(correspondientes a los puntos 45'y 55"C) y se calculó la ecuación que representa

esta tendencia, con lo cual se extrapoló el valor de temperatura a la cual se produce

un 50% de daño de membrana. Este análisis permitió determinar que la temperatura

letal de Aloe vera es de 53,2 oC.

Aloe vera presenta una alta temperatura letal, la cual es similar a otras plantas

de desierto como Prosoprls ch¡len.s¡s, que es de 53,3"C (Ortiz y Cardemil 2001), y

Agave tequilana, cuya temperatura letal es de 55"C (Luján y col., 2009). Agave

tequilana es una planta bastante cercana filogenét¡camente al Aloe vera, pues ambas

pertenecen al orden Asparagales, y además desarrollan el metabolismo del ácido

crasuláceo, o CAM. Esta es otra característica que le permite a estas plantas

adaptarse a zonas desérticas.

Esta determinación de Ia TL50 nos permite establecer las cond¡ciones

experimentales de este trabajo, selecc¡onando un rango de temperatura adecuado, que

implique un estrés para la planta pero no su muerte. Por esta razón se seleccionó el

rango de 25'- 45'C.

3.2. Glonación de los genes de estrés térmico hsp70, hspl00 y ubiquitina.

3.2.1. Secuencia del CDNA del gen de ubiquitina es homóloga a la

secuencia del gen en otras especies,

La secuencia del fragmento amplificado para el gen hsp70 fue obtenida en e¡

trabajo de Seminario de TÍtulo (Huerta 2009), y cgya secuenciá nucleotídica presentó

un 87Vo de ¡dentidad con Camellia sinens/s (té) y 86% con So/anum lycopersicum

(tomate), Oryza sativa (arroz) y Zea mays (maíz). En el caso de la secuencia
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aminoacídica deducida, ésta presentó un 99% de identidad con Ageratina adenophora

(hierba negra) y Zea mays, y un 98o/o e,¡n Oryza sativa y Anbidopsis thaliana.

En el caso de la secuencia amplificada con ubiqF y ubiqR, el fragmento de '165

pb fue clonado y secuenciado tal como se explica en materiales y métodos. En la

Figura 3 se muestra una digestión enzimática del vector que contiene el fragmento de

interés, con EcoRl, enzima que tiene dos sitios de corte en el vector, que flanquean el

inserto (Figura 1). Aquí observamos la liberación de un fragmento del tamaño

esperado, aproximadamente 165 pb, lo que indica que se tuvo éx¡to en la

trensformac¡ón.

DNA DNA
pb St PM die s/die

3000
2000

1000
750
500

250

Figura 3. Digestión enzimática con EcoRl de pGEMT-Easy que contiene el fragmento

de cDNA que correspondería a ubiqu¡tina. La digestión muestra la liberación de un

fragmento de tamaño cercano al esperado (165 pb). pb: tamaño en pares de bases de las

bandas, St PM: estándar de peso molecular, DNA dig: DNA plasm¡d¡al d¡gerido con la

enzima, DNA s/ dig: DNA plasmid¡al sin digerir.

Para comprobar que este fragmento de cDNA corresponde a una secuencia del

gen de ubiquitina, fue secuenc¡ado, en ambos sentidos, ut¡l¡zando los partidores

t
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un¡versales pUC/M13, Se secuenciaron 3 clones y la secuencia obtenlda se muestra

en la Figura 4.

5'-GGCAAGACEATEAEE-C'LGGGGTGGAGAGCTCTGACACGATTGACAATGTCATAGCTAA

GATTCAGGATMTGAGGGCATCCCCCCTGACCAGCAGAGGCTCATCTTCGCTGGCAAG

CAGCTCGAGGACGGGCGGACTCTGGCTGACTACAACATCCAGAAGGAGT -3'

Figura 4.- Secuencia del fragmento clonado en pGEMT-ubiqu¡t¡na, obtenido por PCR

con los partidores ubiqF y ubiqR. Se muestra la secuencia del fragmento, de 165 pb, y la

región que reconocen los partidores utilizados se muestra subrayada.

Además, se realizó una traducción in silico de la secuencia de cDNA, para

analizar la secuencia am¡noacídica de la proteína Ubiqu¡t¡na. Esto se realizó con una

herramienta bioinformática de Expasy (Gasteiger y col., 2003), con el único marco de

lectura encontrado. La secuencia se muestra en la Figura 5.

NH,- QDHHPGVESSDTIDNVIAKIQDNEGIPPDQQRLIFAGKQLEDGRTLADYNIOKE -COOH

Figura 5.- Secuencia aminoacídica deducida del fragmento de Ubiquit¡na en estudio.

Esta secuencia se dedujo a part¡r de la secuencia nucleotídica obtenida del fragmento. Se

obtuvo una secuencia de 54 aminoácidos.

Las secuencias de nucleótidos y aminoácidos fueron analizadas en busca de

s¡militud con otras especies vegetales. Para esto se realizá un alineamiento de

secuenc¡as contra la base de datos del NCBI mediante BLAST (Atschul y col. 1990,

Atschul y col., 1997), con lo cual se obtuvo una alta similitud con otras secuencias de
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ubiquitina en plantas, la cual fue mayor en el caso de secuencia de proteínas. Un

resumen con los resultados más relevantes de este análisis se muestra en Ia Tabla ll.

Tabla ll. Análisis de BLAST con la secuencia nucleotídica y aminoacídica de

ubiquitina. Se muestra que la secuencia de Aloe vera comparte gran identidad (ld) con

distintas especies vegetales. Secuencia nucleotídica (nt), con e-value igual a 0, y secuencia

am¡noacídica (aá), con e-value menor a 3e-1 14.(m) plantas monocotiledóneas.

Secuencia (nt) Especie Secuencia (aá) Especie
Yo

td

%
td

HM209468.1

DQ056362.1

AF502575.1

x67957.1

4F184279.1

u29162.1

Panicum virgatum
(leguminosa)

Populus alba (álamo)

Musa acum¡nata
(plátano malayo)

Ant¡rrhinum majus
(boca de dragón)

Oryza sativa
(arroz)(m)

Zea mays (maíz)(ñ)

M133551.1

4D885771_1

A8D61727 .1

AAC08400.I

AAC39466.1

MQ08322.1

Cucumis melo
(melón)

Woltfia arriza (lenteja
de agua)

Luplnus a/bus (lupino
blanco)

Mesembryanthemum
crystall¡num (planta
ornamental)

Arab¡dops¡s thal¡ana

Triticum aest¡vum
(tr¡go) (m)

't00

100

100

100

100

Para el caso de la secuencia de hsp'l00, no fue posible obtener su secuencia

deb¡do a problemas con la purif¡cación del vector desde las colonias. De forma

alternativa, se diseñó un mapa de restricción de la secuencia hspl00 de dist¡ntas

plantas (maí2, trigo, arroz, Arabidopsis), para obtener un patrón de los fragmentos que

se deberían obtener al digerir el producto de PCR con enzimas de restrlcción (datos no

mostrados). La alta variabil¡dad en el mapa de restricción obienido en las distintas

plantas, no nos permitió corroborar la ¡dentidad del fragmento con este método, ya que

se obtuvo un patrón diferente. Sin embargo, cabe destacar que al diseñar los

partidores se realizó un análisis de BLAST, lo cual corroboró la mayor identidad de los
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partidores con secuencias de hsploo con respecto a otros genes. Sin embargo, el

tamaño del fragmento ampl¡ficado es igual al esperado de acuerdo al diseño de los

partidores, por lo cual se espera que el único fragmento amplificado corresponda

efectivamente, al gen hsp'!00. Además la banda obtenida coresponde a la amplicación

de un fragmento cuya expres¡ón aumenta con la temperatura tando con experimentos

de estrés térm¡co d¡recto como en exper¡mentos de aclimatac¡ón.

Para identificar la región en estudio de la proteína Ubiquitina, se realizó un

al¡neamiento múltiple con ClustalW considerando las secuencias aminoacídicas de la

Tabla ll. Este análisis permitió comprobar que la secuenc¡a comprende los

aminoácidos 1't a 64 de la secuencia completa de 76, aproximadamente. Además, se

comparó la secuencia con la base de de datos CDD (Conserved Domain Database) del

NCBI (Marchler-Bauer y col., 2011), para identificar motivos conservados, atribuidos a

patrones específicos en la secuencia. Un esquema de la proteína Ub¡quitina donde se

destaca lo encontrado en estos análisis se muestra en la Figura 6.

Ub¡qu¡üná
16

secuencia compleia

N' aá sitos de interacción66 72 76 aá

76 aá

secuencia
de Aloe verá

54 aá

6 E2 UCH CUE

66-72 E2 68-70-71-72 aá
UCH 66- 68- 70- 71- 72 aá
CUE 68- 70- 72 aá

39 49
!-, ,

¡¡ú,tiples sittos de interacc¡ón

E2 40- 42 -44 -41 -48 -49 aá
UCH 39- 41- 42 aá
CUE : 44- 46- 47- 48- 49 aá

Figura 6.- Esquema modelo de la protefna Ubiquitina, y de la reg¡ón amplif¡cada de

esta proteína de Aloe vera, mostrando los dominos conservados. Se muestra un

esquema de Ubiquitina, que conesponde a un consenso de lo observado en los 14
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m¡embros de esta familia en Arabidopsis, que muestra la cantidad de residuos

aminoacídicos y ubicación de los dominios. En base a esto, el fragmento estudiado

comprende Ios residuos 11 al 64, y en él se identificaron sitios de interacción con la enzima

E2, con UCH (ubiquitina carboxi-terminal h¡drolasa) y CUE (conjugación de ubiquiiina a

degradación en el retículo endoplásmico), destacados en verde, y sitios conservados fuera

de este fragmento destacados en rojo (Marchler-Bauer y col., 2011).

El fragmento que se amplifica por PCR abarca 165 pb de 228 pb totales del gen

de ubiquitina, lo que corresponde a un 72% de cobertura sÍ consideramos el gen de

Arabidopsis como modelo. En el fragmento amplificado se encuentran múltiples sitios

de interacción conservados, que corresponden a determinados residuos aminoacídicos

que ¡nteractúan con la enz¡ma E2, con ubiquitina carboxi-terminal hidrolasa, y otros que

facilitan su destinación para degradac¡ón en el retículo endoplásmico.

3.3. Análisis de los niveles de expresión de los genes de estrés térmico.

3.3.1. Cuantif¡cación del mRNA de los genes de estrés térmico en plantas

de Aloe vera sometidas a estrés térmico directo.

Se estudió la acumulación del mRNA de los genes de esirés térmico hsp70,

hsp100 y ub¡quitina a d¡stintas temperaturas mediante RT-PCR semi-cuantitativo. Para

ello, se comparó la expresión de cada uno de estos genes con los niveles del RNA

rabosóm¡co 185, el cual fue utilizado como control interno (Goidin y col., 200'1,

Stüzenbaum y Kille, 2001), ya que son invariables en estas condic¡ones de estrés.

Para que las mediciones fueran cuantitativas y para que con ellas fuera posible

observar diferencia en los tratamientos, se estandarizaron las condiciones de uso de

los part¡dores. Se determinó el número de ciclos óptimo para cada par de part¡dores,

considerando el número de ciclos mínimo necesario para observar una banda discreta



30

en el gel, y a la vez, que no corresponda a una fase saturada de la ampl¡f¡cación, es

dec¡r, se consideró un c¡clo en la etapa exponencial. Esto se realizó para cada par de

partidores. El resultado de esta estandarización se muestra en la Figura 7'

n" de ciclos
st Prvl S2 34 36 38

§tPM 32 34

F¡gura 7.- Estandarización del nrimero de ciclos de amplificac¡ón para los partidorcs

diseñados. A) para los part¡dores de hsp100 el número de ciclos ópt¡mo es 36. B) para los

partidores de ubiquitina el nÚmero de ciclos ópt¡mo es 36. pb: tamaño en pares de bases, st

PM: estándar de peso molecular. Las flechas a la derecha de la figura indican los distintos

transcritos de poliubiquitina, pero sólo se conslderaron los 3 fragmentos más pequeños,

como se describe en materiales y métodos.

Para e[ caso de l8S, fue particularmente importante esta determinación, pues

presenta una gran establlidad, por lo cual se encuentra mucho más representado en el

RNA total. Esto ya fue realizado previamente y el número de ciclos ópt¡mo para 18S es

de 24 (Huerta, 2OOg). Por otro lado, se igualaron las cantidades de RNA utilizadas en

3836
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cada tratamiento, con el fin de obtener resultados comparativos y confiables. Por esto,

para realizar el tratamiento con DNAsas se ut¡l¡zaron 200 ng de RNA de las muestras

sometidas a estrés térmico. La cantidad de RNA utilizado dependió del extracto de

RNA más diluido, y se corroboró la integridad de cada uno mediante eleclroforesis en

geles de agarosa.

De manera similar, se estandarizó la temperatura óptima de ampl¡ficac¡ón y e¡

tiempo de elongación adecuado, para cada par de partidores, lo cual se muestra en la

Tabla 1, en Materiales y Métodos.

Se analizaron 6 med¡ciones de RT-PCR (3 réplicas b¡ológ¡cas x 2 réplicas

técnicas), a partir de muestras sometidas a estrés térmic!. La Figura I muesira un

resultado representativo.

hsp70 hspl00
pb :!EU -39. -gg- 19: 45'pb st PM 25" 35" 40" 45"25' 350 40' 45'

200

tr

700 +
500 +

pb stPM

700 -'
500 +

zoo *

ub¡qu¡t¡na
2f 350 400 450

]al-

18S
2S 35"

ffi

ja

45'st PM

t
200 +

T

n

7oo +
500 +

200 +

lBll
L---.aJ

pb

700 +
500 -)

Figura 8.- Acumulación de mRNA de los genes de estrés térmico hsp70, hsp'100 y

ubiquitina en plantas de Aloe vera sometidas a estrés térm¡co directo. Electrofores¡s
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en gel de agarosa del RT-PCR realizado a part¡r de hojas de Aloe vera sometidas a estrés

de temperatura, donde se observa la acumulación de transcrito de los genes A) hsp70, B)

hspl00, y C) ubiquit¡na, con respecto a la acumulación del D) RNA r¡bosómico 18S. Puede

observarse un aumento gradual de la intensidad de las bandas de los genes estudiados

conelacionado con la temperatura, no así en el caso de 18S que se mantiene constante.

pb: tamaño en pares de bases, st PM: estándar de peso molecular.

Se realizó una normalización de los resultados, en primer lugar, con respecto a

los n¡veles de l85, que fueron prácticamente invariables en todas las condic¡ones,

obteniendo una ¡azón gen/'l8s para cada tralamiento, y luego, una segunda

normalización para saber cuánto aumenta la expresión con respeclo a la condición

control a 25oC; se asume, por tanto, que la expresión de gen/18S a 25oC es 100o/o.

Se utilizó el software GraphPad Prsrn v5.00 (Motulsky, H., 2007) para realizar

el análisis estadíst¡co de los datos (ANOVA, de una vía y test a posúe/rbn de Tukey,

p<0,005 (Tukey, 1951). Con este análisis, el perfil de expresión de estos genes se

muestra en la Figura 9.
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F¡gura 9.- Expresión relativa de los genes de estrés térmico- hsp70, hsp100 y

ubiquitina- en hojas de Aloe vera sometidas a estrés térmico directo. Se observa que

a mayor temperatura, mayor es la razón gen/18S, espec¡almente a 40o y 45oC. Las líneas

sobre las barras representan el error estándar (Test de Student) p<0,005. Las barras con

distinta letra son estadísticamente d¡ferentes (Test de Tukey).

Los resultados muestran que en todos los genes la expresión aumenta con la

temperatura. A 40' y 45 "C aumenta s¡gn¡ficat¡vamente Ia expresión para hsp70 en un

50 %. Para hsp100 la expresión aúmenta en un 80% a 45'C. La expresión del gen de

ubiquitina aumenta significativamente a partir de 35"C, siendo mayor la expresión en

un 75, 90 y 11Oo/o a 35", 40'y 45'C respectivamente.

3.3.2. Cuantificación del mRNA de los genes de estrés térmico en plantas

de Aloe vera sometidas a tratamientos de aclimatación.

Se estudió además, la acumulación de mRNA de estos genes en plantas

sometidas a estrés térmico, pero que prev¡amente fueron tratadas a temperaturas suF

letales, a modo de aclimatación. Para ello, se incubaron plantas de Aloe vera por 2 h a

35'C y otras plantas a 40 "C y luego todas ellas se incubaron a 45 'C por otras 2 h. La

aclimatación perm¡tiría responder de manera más rápida y eficiente frente a un estrés

debido a que la planta ya estaría expresando los genes necesarios para su adaptación

y por ende con altos niveles de las proteínas correspondientes, como las HSP. La

Figura 10 muestra unos resultados representativos del RT-PCR semi-cuant¡tativo para

cada uno de los genes analizados.
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Figura 10.- Acumulación de mRNA de los genes de estrés térmico en plantas de Aloe

vera sometidas a tratamientos de acl¡matac¡ón. Análisis de los genes A) hsp70, B)

hspl00, C) ubiquitina, y D) 18S. La electrofores¡s en gel de agarosa muestra un aumento

gradual de la intensidad de las bandas de los genes de estrés térmico conelacionado con

la temperatura, con una mayor acumulación en las condiciones de aclimatación. En el gen

control, 18S se observa un nivel constante, pero que en plantas somet¡das a acl¡matación,

disminuye. pb: tamaño en pares de bases, st PM: estándar de peso molecular.

En la Figura 10 se muestra la expresión de los genes cuando la planta es

sometida d¡rectamente a un estrés de 35, 40 o 45'C por 4 horas, y cuando es

aclimatada previamente. Un análisis preliminar nos perm¡tiría decir que existe poca

var¡ac¡ón en los transcritos, por lo cual se anal¡zaron estadíst¡camente las 3 répl¡cas

biólogicas y dos réplicas técn¡cas de cada una, con lo cual se obtuvo el resultado

mostrado en la Figura I 1 .
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Estadísticamente, podemos ver que la aclimatación de las muestras durante

dos horas a 35.C y luego una incubación a la temperatura subletal de 45"C geneÉ un

aumento significativo de la transcdpción de estos genes de estrés térmico con respecto

a los otras temperaturas estudiadas, mayor al 200o/o en cada gen.

I hsp70

E hsp100

I ubiquitina

.Ib'f' ñ BSlt ri ú us $ut*É ""b'9 !§ 
tr§r's"'É

TenPeratura ('C)

Figura {1.- Expresión relat¡va de los genes de estés térmico- hsp70, hsploo y

ub¡quitina- en hojas de Aloe vera somet¡das a tratamientos de aclimatación' se

observa que en los tratamientos de aclimatación se acumula mayor cantidad de transcrito

que en los tratamientos de igual temperatura por separado, especialmente en el

tratamiento 35"- 45'C. Las líneas sobre las banas representan el enor estándar (Test de

student) p<0,005.. Las barras con distinta letra son estadísticamente difel"entes (Test de

Tukey).
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3.4. Análisis de la acumulación de proteínas de estrés térmico.

3.4,1. Acumulación de proteínas de estrés térmico en plantas de Aloe

vera sometidas a estrés térmico directo.

Se estud¡ó la acumulación de las proteínas de estrés térmico HSP70, HSPl00 y

Ubiquitina en tratamientos de estrés térmico directo, para verificar que efectivamente

existe una mayor producción de estas proteinas en Aloe vera cuando se encuentra

sometida a altas temperaturas.

Para ello, se determinó en primer lugar, el contenido de proteínas totales

mediante la técnica de Bradford (Bradford ,1976) en muestras de Aloe vera sometidas

a los distintos tratamientos térmicos. El contenido de proteínas totales disminuyó

gradualmente con el aumento de la lemperatura, como se muestra en la Figura 12.

35 40

Temperatura ('C)

Figura 12.- Proteínas totales obten¡das a partir de hojas de Aloe vera somet¡das a

estrés térmico d¡recto. Se observa que el contenido total de proteínas disminuye con la

temperatura. Las líneas sobre las banas representan el enor estándar (Test de Student).

Las barras con distinta letra son estadísticamente d¡ferentes (Test de Tukey). p<0,005.
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A paflir de estos extractos de proteínas iotales, se ideniificó la proteína HSP70

mediante ensayos de Western blot, ut¡lizando un anticuerpo monoclonal contla la

proteína de Araóldopsrs thatiana. como se aprecia en la Figura '13, aparecen dos

bandas, una conespondiente a una proteína de 84 kDa y otra de 69 kDa'

aproximadamente. La de mayor tamaño muestra una acumulación con las altas

temperaturas, a d¡ferencia de la otra banda, que al parecer corresponde a una proteína

no inducible por temperatura.

25" 35" ¡[0" 45"

Ín
m

55

q

!¡5

25

F¡gura 13.- Western Blot para HSP70 realizado a partir de extraetos de proteínas

totales de hojas do Aloe vera sometidas a estrés térm¡co directo. A) membrana de

nitrocelulosa que muestra el western blot, donde se reconocen dos bandas. B) Tinción de

plata, de un gel de poliacrilamida, para la visual¡zación de las proteínas. En el westem blot

Se utilizó el anticuerpo monoclonal desarrollado en bovino anti-HsP7o, que reconoce las

formas constitutivas e inducibles de la proteína. Se observan dos ¡soformas de la proteina

cuyo tamaño es aproximadamente de 84 y 69 kDa. La banda conespondiente a la isoforma

de 84 kDa muestra una mayor intensidad, la cual aumenta considerablemente con la

temperatura. kDa: tamaño en kiloDalton, stPM: estándar de peso molecular PageRulerfM

Fermentas.
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Se anal¡zaron estadísticamente 3 réplicas biológicas y 2 réplicas técnicas, para

mostrar este resultado de forma cuantitativa, y el resultado se muestra en la F¡gura 14.

84 kDa

69 kDa

25 35 40 45 25 35 40

Temperatura ('C)

F¡gura 14.- Acumulac¡ón de las isoformas de la proteína HSP70 en hojas de Aloe vera

sometidas a estrés térmico directo, Se observa que la proteína de 84 kDa se acumula

con la temperatura (isoforma inducible por temperatura), mientras que la proteína de 69

kDa mantiene sus niveles constantes a las temperaturas analizadas (isoforma no ¡nducible

por temperatura). Las líneas sobre las banas representan el error estándar (Test de

Student) p<0,005. Las barras con d¡stlnta letra son estadísticamente diferentes (Test de

Tukey).

El análisis de Tukey nos permite establecer que la proteína de 84 kDa muestra

un aumento sostenido con [a temperatura, a 35'C aumenta en un 500o/o, a 40'C

aumenta a 75O"/o y a 45" alcanza un aumento del 1100%. En cuanto a la isoforma de

69 kDa no se observan d¡ferencias estadísticamente significativas a las temperaturas

estudiadas, por lo cual podemos decir que es una isoforma de HSP70 no inducible por

temperatura.
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3.4.2, Acumulación de proteínas de estrés térmico en plantas de Aloe

vera sometidas a tratamientos de aclimatación.

Se estudió además, la acumulación de las proteínas de estrés térm¡co bajo

tratamientos de aclimatación, es decir, con un tratamiento térmico de 35'o 40"C de 2 h,

previo a la incubación de 45'C durante 2 h más. Este tratam¡ento previo de las

muestras fue realizado para evaluar si existe una aclimatación de la planta cuando es

sometida al €strés de alta temperatura de forma gradual. Para este análisis, se

determinó el contenido de proteínas totales, lo cual se muestra en la Figura 15.

Figura 15.- Proteínas totales obtenidas a partir de hojas de plantas de Aloe vera

somet¡das a tratam¡entos de aclimatac¡ón. Se observó que el contenido total de

proleínas disminüye con la temperatura, pero en las plantas aclimatadas, el conten¡do de

proteínas no disminuye con respecto al control de 25'C. Las líneas sobre las barras

representan el error estándar (Test de Student) p<0,005. Las barras con d¡stinta letra son

estadíst¡camente diferentes Oest de Tukey).

En la Figura 15 se observa una disminución del contenido de proteínas con la

temperatura. Sin embargo, las muestras con tratam¡ento prev¡o, no presentan
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diferencias significativas con el control a 25'C. Esto indicaría que la aclimatación fue

efec.t¡va en la adquisición de termotoleranc¡a, ya que se logró alcanzar IOS n¡veles de

proteinas totales similar a una condiciÓn que no fue expue§ta a altas temperaturas

A partir de estos extractos totales de proteínas se realizaron los ensayos de

western blot con el anticuerpo HSP7O. Un resultado representativo se muestra en la

Figura 16.

35"1 1o"l
!D.l stjrú 25" 3s" _4Ol 4s" 4s" -4r 25" 35" ¡O"
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Figura 16.- Western Blot para HSPTO de extractos de proteínas toiales de hojas de

Aloe vera sometidas a tratamientos de acl¡matación. A) membrana de nitrocelulosa que

muestra el Western blot, donde se reconocen dos bandas. B) Tinción de plata, de un gel de

pol¡acrilam¡da, para la visualización de las proteínas. Mientras en el gel teñido con plata se

observa que el contenido de proteínas es el mismo en cada carr¡l, en el western blot Se

observa una mayor acumulac¡ón de la ¡soforma de 84 kDa al incubar las plantas a altas

temperaturas (35" o 4O'C) antes de incubar a una temperatura mayor, y la ¡soforma de

menor tamaño no muestra gmades vafiaciones. (45'C). kDa: tamaño en kiloDalton, stPM:

estándar de peso molecular PageRulerrM Fermentas.

A las réplicas biológicas y técnicas se les realizó un análisis estadístico para

conoborar lo que sugiere el western blot. El resultado de este análisis se muestra en la

Figura 17.

45"
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I 84 kDa
l-1 69 kDa

rl S us É+1.*É ú É us s*,l.o*ñ
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Figura 17.- Acumulación de las isoformas de la proteína HSP70 en hojas de plantas

de Aloe vera sometidas a tratamientos de aclimatación. Se observa que la isoforma de

84 kDa se acumula con la temperatura, y más aún cuando es tratada previamente a

condiciones subletales. La isoforma de 69 kDa mantiene sus niveles constantes a las

temperaturas analizadas, con un leve aumento cuando es sometida a toleranc¡a induc¡da,

pero las diferencias no son sign¡ficativas estadísticamente. Las líneas sobre las banas

representan el error estándar (Test de Student). p<0,005. Las banas con distinta letra son

estadíst¡camente diferentes (Test de Tukey).

Se observa una mayor acumulación de HSP70 en hojas de Aloe vera bajo

termotolerancia inducida, lo cual puede conelacionarse con la aclimatación adquirida

por la planta al ser incubada durante 2 h a 35' o 40'C, previo a la incubación a 45"C.

Esto ind¡ca que la planta t¡ene la capacidad de adquirir tolerancia a altas temperaturas

cuando es sometida a un estrés previo.

Tomando en cuenta los datos de acumulación de mRNA y proteínas, podemos

decir que existe una correlación entre la expres¡ón génica y el contenido de proteínas

de HSP70, pues se observa una correlación entre el nivel de transcrito y el nivel de

proteínas, los cuales aumentan con la lemperatura.
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Para el caso de ubiquitina, se analizó la acumulación de proteina en estrés

térmico pero no so observaron bandas a ninguna de las 4 temperaturas en estudio. Sin

embargo, al rcalizat el western blot a partir de proteínas de plantas bajo tratam¡ento de

aclimatación, se observó la aparición de bandas correspondientes a proteínas de bajo

peso molecular, como se observa en la Figura 18.

ts"l &-l
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Figura 18.- Western Blot para Ublquitina de extractos de protelnas totales de hojas de

Aloe vera sometidas a tratamientos de aclimatación, A) membrana de n¡trocelulosa que

muestra el Western blot, donde se reconocen varias bandas, que corresponderían a

proteínas un¡das a ub¡qu¡tina. B) Tinc¡ón de plata, de un gel de poliacrilamida, para la

visualización de las proteínas. La aparición de estas bandas se observa sólo en los

tratamientos de termotolerancia inducida.

Se determinó el tamaño de las bandas detectadas con este anticuerpo,

considerando que existe una relac¡ón l¡neal entre la m¡gración relativa de las bandas o

Rf, y el logaritmo del peso molecular. De esta manera, se determinó el tamaño de las

bandas que aproxlmadamente son de 22.9, 13.5 y 8.6 kDa, las cuales podrían

corresponder a ub¡quitina en su forma monomérica, dimérica y trimérica, si

consideramos que el monómero tiene un tamaño aproximado de 8,4 kDa en

Arab¡dopsis (Callis y col., 1994)
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4. DISCUSION

En la actualidad la mayoría de los cultivos de importancia económica en el

mundo, son afectados negativamente por la exposición a altas temperaturas (Hall,

200'l; Giaveno y Ferrero, 2003). Esto trae como consecuencia una disminución en la

cant¡dad y calidad de la biomasa producida, Io que constituye un serio problema para la

agricultura. Sin embargo, sabemos que no todas las plantas responden de la misma

manera frente a un estímulo, y esto es lo que marca Ia diferencia entre plantas

tolerantes y susceptibles. Por esta razón se ha propuesto estudiar una planta de

desierto como AIoe vera, que estaria naturalmente adaptada a estas condiciones

adversas.

En este trabajo, se estudió la Respuesta "Estrés Térmico" en plantas de Aloe

barbadensis M¡ller somei¡das a altas temperaturas, con enfoque en la expresión de los

genes y acumulación de proteínas de estrés térmico, HSP70, HSP100 y Ub¡quitina.

4.1. Determinación de temperatura letal

Para diseñar los tratamientos térmicos, fue necesario determinar las

temperaturas sobre 25"C que Aloe vera es capaz de tolerar- Para ello se calculó la

LT50, que indica la temperatura a la cual se produce la muerte del 50% del tejido, y por

ende es considerada letal. Se obtuvo una alta TL50, de 53.2'C, similar a Ia que

presentan otras plantas de desie¡1o, como la leguminosa Prosoprs chilensis que t¡ene

una TL50 de 53.3'C, y Agave tequilana dé 55'C. Esta toleranc¡a a tan altas

temperaturas, indica que Aloe vera está capacitada para enfrentar condiciones

estresantes de temperatura, por lo cual es de esperar que active eficientemente la
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Respuesta "Estrés Térmico'. Una vez determinada la temperatura leial, se obtienen las

temperaturas subletales que son todas las inferiores a 53.2" C.

4.2. Estandarización de la técnica RT-PCR

Como metodología de estudio, se utilizó la técnica de RT-PCR semi

cuant¡tativo, la cual presenta ventajas para la cuantificación de la expresión génica

comparado con otras metodologías como Northern blot. Entre ellas, podemos

mencionar que la técn¡ca de RT-PCR no requ¡ere grandes cantidades de RNA, lo cual

permite detectar pequeñas diferencias en la concentrac¡ón. Es una técnica más

específica, requiere menos tiempo y es menos costosa (Dean y col,2002).

Un factor a considerar en la cuantificación mediante RT-PCR, es que este

análisis debe realizarse en la fase exponencial de amplif¡cación, donde existe una

relación lineal entre la cant¡dad de cDNA molde y el producto final, antes de que la

amplificación alcance la fase de saturación (Dean y col.,2OO2). Esto es particularmente

importante para el caso del control interno rRNA 18S, el cual es muy abundante; por

esta razón fue necesario estandar¡zar el número de ciclos de amplificación,

seleccionando el número de ciclos óptimo para observar diferencias en los distintos

tratamientos, y así obtener un producto de PCR de la fase exponencial. Con esta

corrección se determ¡nó que el número de ciclos óptimo para el control interno 18S es

de 24, mientras que para los genes en estudio, hsp70, hsp'100 y ubiquitina es de 36

c¡clos.

Con respecto al control interno, se estüdiaron distintos genes que comúnmente

son ut¡lizados para ello, como rubisco, tubulina, actina y '18S. Si bien la expresión de

estos genes no presentó variaciones con la temperatura, se lograron mejores

resultados con '18S, pues se obtuvo un producto de PCR en mayor cant¡dad y de mejor
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calidad (banda discreta en el gel). Esto puede deberse a que la secuencia del gen 185

es más conseryada y por eso func¡ona mejor en Aloe vera, ya que ninguno de los

partidores utilizados fue diseñado específicamente para esta planta, pues no se cuenta

con secuencias de sus genes en las bases de datos. Debido a que 18S no altera su

expres¡ón en éstas y otras condiciones estresantes, es ampliamente utilizado como

control ¡nterno (Go¡d¡n y col., 2001 ; Stüzenbaum y Kille, 200'l ; Al-Bader y Al-Sarraf,

2005).

Con respecto al d¡seño de partidores, se buscaron secuencias codiflcantes de

cada gen en la base de datos y se real¡zó un alineamiento de éstas para determ¡nar

cuáles son las regiones menos variables y diseñar los parlidores en ellas. Para

disminuir esa variabilidad, se consideraron las plantas más cercanas filogenéticamente

af Aloe vera, es decir, plantas monocotiledóneas principalmente, como maíz-, aÍoz y

trigo.

Los partidores para hsp100 fueron diseñados de tal forma que sólo ampl¡f¡can

desde cDNA, pues el partidor hsp100F reconoce una región del gen que es

¡nterrumpida por un intrón en el DNA genómico de las especies analizadas: Zea mays,

Oryza sativa y T¡tricum aestivum. El tamaño del fragmento que amp¡¡f¡ca es de

aproximadamente 570 pb, lo cual concuerda con lo esperado. Si bien se puede ver en

los geles la amplificación de otra banda, la abundancia de ésta es muy pequeña

comparada con ta del producto principal, por lo que esta amplificación inespecífica no

afectaría la interpretación de los resultados. En esta tesis no se pudo obtener la

secuencia del fragmento de cDNA amplificado. §in embargo el tbmaño del producto de

PCR y la acumulación del transcrito cuando aumenta la temperatura indican que la

amplificación corresponde a hsp100. lntentos de cortar el fragmento con enzimas de

restricción como Xhol y Pstl, para comparar con el mapa de restricción de otras
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especies, no fueron fructÍferos pues el fragmento amplificado de hsp100 de Aloe vera,

no fue digerido por ninguna de estas enzimas. El solo análisis in s¡l¡co de la digestión

nos da indicios de lo poco conservado de la secuencia, ya que eran pocos los s¡tios de

corte conservados en las especies, de hecho, se escogieron estas enzimas porque al

menos en maíz y trigo producen un sitio de corte conservado.

Los partidores d¡señados para hsp70 amplificaron por PCR un fragmento del

tamaño esperado, 609 pb. Cabe señalar que es probable que exista más de un gen

hsp70 en Aloe vera, pues se sabe que es una fam¡lia génica que, al menos en

Arabidopsis, cuenta con 14 m¡embros, que pueden ser de expresión constitut¡va o

inducible (Sung y col., 2001; Fietto y col., 2007) y por ende se puede estar amplificando

más de un gen con estos partidores. S¡n embargo, esto no afecta el propósito de este

trabajo, al contrario, enr¡quece los resultados ya que, de existir más de un gen en Aloe

vera, se estaría considerando la totalidad de los genes lo cual permite obtener una

visión más completa de su expresión. El fragmento ampl¡ficado por este par de

partidores ya fue secuenciado con anterioridad, mostrando aproximadamente un 90o/o

de identidad con varias especies, por lo cual efectivamente corresponde al gen hsp70

(Huerta, 2009)

En el caso de ubiquitina, el fragmento amplificado también tiene un tamaño

aproximado al esperado por el diseño de partidores, y es de 165 pb. S¡ bien el patrón

observado en la electroforesis da cuenta de muchas bandas, éstas corresponderían a

secuencias de poliubiquitina, debido a que en el genoma, el gen de ubiquitina se

encuentra organizado en repet¡dos en tándem 1§narp y Li, 1987; Callis y col., 1995), y

pueden transcribirse de esta forma, generando este patrón de bandas de dist¡nto

tamaño, dependiendo de cuantas copias tenga de ubiquitina. Por otro lado, la

secuenciación del fragmento más pequeño nos perm¡tió corroborar que los part¡dores
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efectivamente, amplifican ubiquitina, ya que en la comparación de la base de datos del

NCBI, su porcentaje más alto de identidad fue cercano al 86%, con secuencias del gen

de ubiquitina en maí2, trigo, entre otras. Además, al traducir la secuencia nucleotídica a

aminoacÍdica y realizar una nueva comparación contra la base de datos, se observan

porcentajes de identidad de 100% con muchas especies, ¡ncluso dicotiledóneas, grupo

al cual Aloe vera no pertenece. Estos análisis nos confirman que e¡ fragmento

amplificado corresponde al gen ubiquitina de Aloe vera, y nos dice que la secuencia de

ubiquitina es muy conservada entre plantas. Esta información valida además, la

utilización en Aloe vera de un anticuerpo anti-ubiquit¡na desarrollado contra la proteína

de Arabidopsis, ya que hemos observado un 100% de identidad en la secuencia

aminoacídica predicha de Aloe vera y esta planta.

4.3. Expresión de los genes HSP en plantas sometidas a tralamiento térmico

directo

Gracias a la efectividad de los partidores dlseñados para los genes de estrés

térmico, fue posible realizar ensayos de RT-PCR y cuantificar la expresión de éstos

con respecto a un gen de housekeeping y de expresión invariable en las condiciones

estud¡adas, como el del RNA ribosóm¡co 185. Se analizó la razón de la expresión de

los genes con respecto a 'tBS, para normalizar los resultados con respecto a una

expresión control, invariable, y además se consideró como un control de carga del RNA

utilizado, pues es probable que el RNA no estuviera totalmente íntegro y produjera una

disminución del cDNA del gen que no tendría relación con el efecto del estrés

estudiado. Además, se realizó una normalización de los niveles de expresión de estos

genes, con respecto a la condición control que se fijó a 25oC, para analizat el aumento

en la expresión, más que una expresión absoluta.
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En los experimentos de estrés térm¡co directo, la abundancia relativa de los

transcritos de hsp70, hsp100 y ubiqu¡tina presentó un aumento con la temperatura. Los

transcritos de hsp70 comienzan a acumularse desde los 40"C, los de hsp100 se

acumulan significativamente a los 45'C, y los transcritos de ubiquitina comienzan a

acumularse ya a los 35'C. Vemos que cada gen tiene distinto umbral de activación de

la transcripción, lo cual estaría determinado por el mecanismo de acción de cada una.

Si se analiza de forma coordinada, en primer lugar, hsp70 previene la

desnaturalización de proteínas y renaturaliza las que fueron recién dañadas; luego

actúa hsp100 disolviendo los agregados de proteínas ya desnatural¡zadas, y en tercer

lugar ubiquitina se encarga de Ia degradación de las proteínas que ya no pueden ser

reparadas. Considerando esto, podemos decir entonces, que la desnaturalización de

proteínas en AIoe vera ocurre desde los 40'C, temperatura a la cual se indujo la

transcripción del gen de hsp70. Además, a 45'C estaría ocurriendo la formación de

agregados proteicos, lo cual se deduce por la acumulación de transcritos para el gen

hspl00, y por últ¡mo, desde los 35"C comienza un eficiente reciclaje de proteínas

dañadas por desnaturalización, lo cual está dado por la acumulación de transcritos de

ubiquitina. La rápida degradación es ¡mportante ya que las proteínas desnaturalizadas

constituyen un serio peligro, ya que se pueden volver tóxicas para la célula.

Previamente en tabaco se ha reportado un aumento en los transcritos de hsp70,

hsp100 y ubiquitina con altas temperaturas. En ensayos de microarreglos (Rizhsky y

col., 2002) se observó un leve aumento, del 30%, de los transcritos de hsp70 y hsp100,

y un gran aumento de los transcritos de ubiquitina, cercanó a 300o/o en plantas

sometidas a 44'C con respecto al control a 23'C. Sin embargo, la acumulación de

transcr¡tos observada en Aloe vera es mayor a la de tabaco. Esto puede estar

relacionado a la tolerancia que tiene Aloe vera a las altas temperaturas ya que en esta
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planta hay una correlación entre los transcritos sintetizados y las proteÍnas HSP

acumuladas. Ambos, transcritos y proteínas, aumentan con la temperatura. En tabaco

hay menos transcritos sintetizados para los genes HSP sugiriendo que la acumulación

de las proteínas que codifican estos genes serÍa menor que en Aloe vera. Esto induce

a pensar que en tabaco hay menor reparación de proteínas por acción de las

chaperonas. Sin embargo, la alta acumulación de transcritos de ubiquitina en tabaco,

implicarían una mayor toleranc¡a. al estrés térmico por la vía de degradación de

proteínas más que por reparación de ellas.

4.4. Expresión de los genes HSP en plantas sometidas a tratamiento de

aclimatación.

Estos resultados nos entregan una primera aproximación a la respuesta que

despliega Aloe vera frente al estrés térm¡co. S¡n embargo, otro aspecto importante a

considerar es si las plantas pueden desarrollar una tolerancia al estrés térmico una vez

que han sido expuestas a temperaturas subletales. Para ello, sometimos a plantas de

Aloe vera a tratamientos de aclimatación, para lo cual las plantas completas se

incubaron a altas temperaturas - 35" y 40'C - y luego de 2 h, se incubaron a 45'C por

2 h más. En este caso, podemos ver que en el tratam¡ento de una sola temperatura, no

se produjo un aumento en los transcritos de los genes de estrés térmico, pero esto

puede deberse a que esta vez el estrés se mantuvo por 4 h en lugar de 2 h para que

fuera un t¡empo equivalente al de las plantas con tratam¡entos de aclimatación (Figura

1). Probablemente si se produjo un aumento en los transcritos, pero al cabo de 4 horas

los niveles se normalizaron porque la planta ya ha reparado el daño molecutar causado

por el aumento de la temperatura. En las plantas aclimatadas se observa una

acumulac¡ón de transcritos mayor que en las no aclimatadas. Por otro lado, esta
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diferencia puede deberse, además, a que en los tratamientos de estrés directo, se

incubó sólo la punta de las hojas a las temperaturas establec¡das, a diferenc¡a de los

experimentos de aclimatación, donde las plantas completas fueron sometidas a estrés.

Estas diferencias no nos permiten comparar ambos experimentos, pero sÍ podemos

tener en consideración los resultados de forma independiente, ya que cada uno de

ellos, fue realizado con un control adecuado. En el caso de los experimentos de

aclimatación los controles fueron plantas sometidas todo el período a 25'C como

también plantas sometidas todo el período a 35', 40" y 45" C obteniéndose de todos

modos una mayor expresión de los genes y mayor acumulación de proteínas en las

plantas acl¡matadas previo a ser sometidas a 45'C. La aclimatación que fue más

efectiva en la acumulación de transcritos fue la realizada a 35'C antes de someter las

plantas a 45"C. Esto posiblemente se debe a que 40 'C ya es un estrés cons¡derable

para la planta no permitiendo una acumulación efectiva de los transcritos para

sobrellevar una temperatura de 45'C. Si consideramos que en la naturaleza el

aumento de temperatura es gradual, podemos decir que Aloe vera en el medio

ambiente en que naturalmente vive, ya presenta acumulación de transcritos por

aclimatación cuando la temperatura comienza a aumentar durante el día.

No se analizaron los factores de transcripc¡ón de estrés térmico, HSF, en esta

tesis. En plantas, a d¡ferenc¡a de otros reinos, los HSF se caracter¡zan por su alto

número y gran diversidad. La presencia de 21 HSF en Arabidopsis da cuenta de la

enorme plast¡c¡dad en la respuesta que la planta puede presentar frente a un estímulo

de temperatura y otros estreses ambientales. Distintos HSF pueden oligomerizar y de

esta manera coact¡var, potenciar, o suprimir la transcripción de otros genes. Algunos

HSF son proteínas inducidas por temperatura lo que permite a la planta dar una

respuesta más rápida frente a un shock de alta temperatura. Estas características
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resultan muy benefic¡osas para un organ¡smo ses¡¡ como es la planta, que no puede

desplazarse a lugares más favorables, por lo cual necesita desarrollar mecanismos que

le permitan enfrentar las condiciones adversas con una eficiente respuesta de

protección frente al estrés. Esta respuesta de protección mediada por los factores HSF

puede explicar la adquisición de termotolerancia durante la aclimatación a

temperaturas subletales- El estrés moderado que la planta sufre a 35" C induce la

liberación de los HSF que están inactivos por unión a las proteínas HSP. Estas HSP

liberan a los factores de transcripción porque van a reparar a proteínas que se

desnaturalizan a estas temperaturas moderadas. Los factores HSF liberados emigran

al núcleo y actrvan la transcripción de los genes HSP que comienzan a transcribirse.

Cuando viene un estrés mayor, como es la temperatura de 45" C posterior a la de 35'

C, ya hay un cantidad de transcritos de HSP acumulados y por ende, factores de

transcripción libres y activos en el núcleo, por lo cual, el organismo puede tolerar mejor

la temperatura más estresante, incluso tolerar la temperatura letal (Ort¡z y Cardemil,

2001).

Todos estos análisis están dirigidos al n¡vel de expresión génica. Sin embargo,

el nivel de expresión génica debe corroborarse con los niveles de acumulación de las

respectivas proteinas, ya que no necesariamente el nivel de transcritos se correlac¡ona

con la acumulac¡ón de las proteínas correspondientes. Por lo tanto, discrepancias en

los niveles de mRNA y proteína estarían dando información de una regu¡ación post-

transcripcional-
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4.5. Acumulación de proteínas HSP en plantas sometidas a tratamiento

térmico directo

En esta tesis se estudió la acumulación de proteínas de estrés térmico

medianie western blot, usando anticuerpos específicos para su detección y

cuantificación. Para esto, se obtuvieron exiractos de proteínas totales desde plantas

sometidas a estrés térmico y bajo acl¡matac¡ón. Dada la naturaleza mucilaginosa del

gel de Aloe vera, fue necesario buscar el protocolo más adecuado que permitiera

descartar el gran contenido de azúcares y fenoles presentes, ya que éstos interfieren

con los experimentos poster¡ores. Fue necesario realizar un tratam¡ento previo al tejido

muestreado, consistente en lavar el tejido pulverizado en nitrógeno líquido repetidas

veces con acetona y ácido tricloroacético para precipítar las proteÍnas. Este tratamiento

es una buena opción para descartar los contaminantes de este tipo que abundan en los

tejidos recalc¡trantes, como los vegetales, en los cuales es posible encontrar alto

contenido de azúcares y pol¡fenoles. Luego de eso, una extracción basada en fenol y

SDS permitió obtener proteÍnas de buena calidad y en cantidades adecuadas. Las

cantidades fueron expresadas como pg proteína/mg peso seco, y se decidió expresarlo

de esta forma para que el va¡or sea más comparable a lo obtenido en otras especies,

debido al alto contenido de agua de las hojas de Aloe vera.

En el caso de los tratamientos de estrés direclo, el contenido total de proteínas

de las plantas disminuye a medida que aumenta la temperatura del tratamiento, siendo

la diferencia estadísticamente significativa entre 25'C y 45"C. Esta disminución de las

proteínas totales con el aumento de temperatura o"rrr" ai"rpr" en todos los

organismos (Taiz y Zeiger, 1998; Howarth, 2005; Ramírez y col., 201 1) ya que bajo
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condic¡ones de estrés disminuye la sÍntesis de proteínas junto con un aumento en la

degradación de proteínas vía ubiquitina.

HSP70 es una proteína de 70 kDa, pero dentro de la familia de proteínas, es

posible encontrar isoformas de mayor y menor tamaño, como en Arabidopsis donde el

rango de tamaño es de 71 y 79 kDa aproximadamente (Sung y col., 2001). Se realizó

un ensayo de western blot utilizando un anticuerpo monoclonal para la proteína

HSP70, con el cual fue posible identificar dos isoformas, de aproximadamente 84 kDa,

y otra de cerca de 69 kDa siendo la forma más pequeña una isoforma no induc¡ble por

temperatura. Estos resultados obtenidos en Aloe vera concuerdan con lo descrito en la

Iiteratura, pues se ha reportado en Prosopr's cñilenslb un aumento en los niveles de la

proteína HSP70 en plantas sometidas a estrés térmico (Ortiz y Cardemil, 2001),

alcanzando un máximo a 40oC.

4.6. Acumulación de proteínas HSP en plantas sometidas a tratamientos de

aclimatación.

En el ensayo de aclimatación, el contenido de proteínas en las plantas

incubadas a distintas temperaturas se conserva igual que en aquellas mantenidas a

25'C. Esto corrobora que las plantas se han aclimatado cuando son expuestas a las

temperaturas sub-letales, y por lo tanto los mecanismos de respuesta al estrés térmico

se han activado ef¡cientemente. Esto implica que ha habido una acumulación de

proteínas chaperonas que permiten la estab¡lización de las proteínas y prevención del

daño. Para verificar si esto es lo que está ocurriendo en Aloe vera, se analizó el

conten¡do de proteinas de estrés térmico mediante western blot.

La acumulación de la isoforma de 84 kDa de HSP70 aumentó gradualmente

con la temperatura siendo 45"C la temperatura en la cual hubo mayor acumulación. Sin
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embargo, el conten¡do de esta isoforma fue mucho mayor cuando las plantas fueron

aclimatadas a 35" ó 40'C previo a una exposición a 45'C, lo que nuevamente apoya

que Aloe vera a 35 "C tiene una eficiente respuesta de aclimatación. La isoforma de 69

kDa permanece sin cambios en sus niveles confirmando que es una isoforma no

inducible por temperatura. Si correlacionamos el mayor contenido de proteínas totales

y de HSP70 en plantas aclimatadas, versus las no aclimatadas, podemos dec¡r que,

efectivamente, la mayor acumulación de la chaperona permite estabilizar las proteínas

más eficientemente, y de este modo evitar el daño y degradación de las proteínas. Esto

permite además, que al someter a ¡a planta a una temperatura mayor, la planta

aclimatada, ya tendrá act¡vado el mecanismo que le permite proteger las proteínas.

Se analizó la acumulación de Ubiquitina en plantas sometidas a estrés térmico.

Sin embargo, estas formas de ubiquitina sólo pudieron ser detectadas en experimentos

de acl¡matación, posiblemente porque los niveles de acumulación de ellas fueron

suf¡cientemente altos para ser reconocidos por el anticuerpo que es un anticuerpo

policlonal dirigido contra la ubiquitina de Arabidopsis thaliana.

Se ha demostrado además, que Aloe vera activa una respuesta para detoxificar

Ia planta de las especies reactivas del oxÍgeno, cuando es sometida a déficit hÍdrico

(Ramírez y col., 2011) lo cual complementa su respuesta frente a una condición de

desierto. Por estas razones, el Aloe vera podría considerarse como modelo de estudio

para el mejoramiento de plantas sensibles a las altas temperaturas. El fenómeno del

cambio climático, trae consigo un aumento sostenido de la temperatura global, y las

especies mejor preparadas podrán resistir los nü"vos escenarioé que se avecinan. Por

los datos aquí presentados, esperamos que Aloe vera despliegue una buena respuesta

frente a las altas temperaturas, la cual sería interesante de estudiar más a fondo,

¡dentificar los genes clave en la termotolerancia, para poder desarrollar mecanismos de
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mejoramiento genét¡co en plantas de importancia económica, pero que son sensibles a

las altas temPeraturas.
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5. CONCLUSIONES

. Aloe barbadensrs Miller presenta un alto valor de temperatura letal, lo que explicaría

su alta termotolerancia como planta de desierto.

. El fragmento amplificado de Aloe vera de 165 pb corresponde a un segmento del gen

de ubiquitina, lo cual fue demostrado por los análisis de la secuenc¡a nucleotídica y

aminoacídica. Es un fragmento que comprende cerca del 72o/o de la secuencia

completa, en el cual se identif¡caron residuos conservados involucrados en su funclón

degradadora.

. El anticuerpo anti-ubiqu¡tina detectó por western blot a ¡a proteína Ubiquitina en su

forma monomérica, dimérica y tr¡mérica, no conjugada.

. El anticuerpo anti-HSP70 utilizado permitió identificar dos isoformas de la proteÍna

HSP70, una de 84 kDa, induc¡ble por temperatura, y otra de menor tamaño, de 69

kDa, correspond¡ente a una isoforma no inducible por temperatura.

. Los genes hsp70, hsp100 y ubiquitina aumentaron su expresión en condiciones de

estrés lérmico, pero no todos lo hicieron a la misma temperatura. Los primeros

transcr¡tos en acumularse fueron los de ubiquitina, a 35'C, luego los de hsp70, a

40"C, y finalmente hsp100 a 45'C. Estas dlferencias pueden estar dadas por Ia

func¡ón que desempeña la proteína en la respuesta al estrés térmico.
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. La acl¡matación a 35' y 40"C, previo a la incubación a una temperatura subletal como

45"C no produjo una disminución en el contenido de proteínas totales en las plantas

tratadas, a diferencia de aquéllas que fueron incubadas directamente a altas

temperaturas. Esto demuestra que las plantas aclimatadas adquirieron

termotolerancia,

. La aclimatación a altas temperaturas fue más eficiente a 35" que a 40"C. Esto

sucede porque 40'C es una temperatura que resulta ser estresante y posiblemente

no le permitiría a Aloe vera activar la transcripción de los genes de estrés térm¡co,

cuando es expuesta a una temperatura mayor.
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