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RESUMEN

Deschampsia antarctica Desv, (Poaceae) es una graminea perenne, que junto
a Colobarnthus quitensis habita en las condiciones extremas del ecosistema antartico,
con temperaturas medias diarias de 0°C en el mes de Enero (verano). Atn cuando
también se le encuentra en Iatitudes menores en el continente Americano, se ha
sugerido que esta especie ha desarrollado diversas adaptaciones bioquimicas en
respuesta al frio. Entre estas adaptaciones, se han descriio aumentos de los
contenidos de lipidos y azlicares solubles. También se ha observado un incremento
en la temperatura foliar en varios grados con respecto al ambiente, con lo cual esta
especie alcanza las condicioneé optimas de asimilacién de CO,. En plantas de D.
antarctica la maxima tasa fotosintética se observa a los 13°C, reduciéndose ésta sdlo
a un 30% bajo temperaturas de 0°C. Un efecto de reduccién de la fotosintesis se
observa a temperaturas sobre 13°C.

La propagacion de D. anfarctica, comiunmente vegetativa o a través de
semillas, ocur;e en época de verano periodo en el cual la planta se encuentra
constantemente expuesta a las variaciones climaticas. Por ejemplo, en los dias de sol,
la temperatura de las hojas resulta ser mas alta que la temperatura 6ptima de
asimilacién de CO. (13°C). De este modo, se postula que esta planta sufre
adicionalmente un estrés térmico durante ios ciclos diumos en las condiciones del
verano antartico con temperaturas superiores a 13°C, sin conocerse que clase de

mecanismos estarian involucrados para hacer frente a esta condicidn de estrés. La

induccion de proteinas de estrés térmico (HSP), tales como las denominadas HSP70 y
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ubiquitina, son respuestas comtinmente asociadas a la proteccién y recambio de otras
proteinas dafadas en condiciones de temperaturas diferentes de las 6ptimas de
desarrollo. Asi entonces, en este estudio se pretendié evaluar la siguiente hipéttesis:
D. antarctica Desv. frente a temperaturas mayores o menores que su optimo de
asimilacion de CO, (13°C), responde con la acumulacidon de proteinas de estrés
térmico. Esta acumulacion seria modulada por las diferencias entre la temperatura de
crecimiento (4°C y 13°C) y la de estrés (sobre 13°C).

El trabajo experimental consistio en exponer grupos de plantas de D. antarctica
Desv crecidas a 13°C y 4°C, por 2 horas a tratamientos térmicos de 25°, 30°, 35°, 40°,
45°, 50° y 60°C. De estos tratamientos, se procedié a evaluar la temperatura
necesaria para obtener el 50% de muerte celular sobre el control (TLsp), definido por
los métodos de conductividad electrolitica y de reduccién del cloruro de trifenil
tetrazolio (TT'C). Por el método de conductividad, el TLso determinado fue de 48.3°C &
0,3 en ambos grupos de plantas crecidas a 13° y aclimatadas a 4°C. Con el método
de reducciéon de TTC, el TLgo fue de 47,8°C +'0,6 para las plantas aclimatadas a 4°C y
de 46,5°C + 0,6 en las plantas crecidas a 13°C..

Analisis de Western fueron realizados con las proteinas solubles de hojas de
D. anfarctica provenientes de plantas sometidas a estrés desde 13° hasta 45°C por 2
horas, usando un anticuerpo policlonal anti ubiquitina y un anticuerpo monoclonal anti
HSP70. El Western con el anticuerpo anti-ubiquitina reveld la acumulacién de
conjugados de ubiquitina en respuesta al daro celular por altas temperaturas. En
plantas crecidas a 13°C y expuestas a 40°C por 2 horas, se detectd un conjugado de

ubiquitina de 166 kDa, cuya acumulacion se incrementa en un 49% durante el

tratamiento a 45°C. En estas plantas fue igualmente detectado un posible tetramero




de 34 kDa de ubiquitina libre, cuya acumulacién disminuye en un 45% después del
aumento de temperatura de 13°C a 45°C, posiblemente para unirse a proteinas
dafiadas por el tratamiento calérico. En las plantas aclimatadas a 4°C y expuestas a
similares 'trétamientos de temperatura, no se detecto el posible tetrdmero de ubiquitina
de 34 kDa y sélo se observaron conjugados de ubiquitina - proteina, especialmente un
conjugado de 62 kDa que se acumuld entre los 25°C y 45°C de temperatura. A pesar
de la presencia y acumulacién de conjugados de ubiquitina asociados al esfrés
caldrico no fue posible detectar el mondmero de ubiquina libre en ambos grupos de
plantas, al menos hasta el limite de deteccidn de la proteina (10 ng), lo cual sugiere el
activo funcionamiento del sistema de ubiquitinacién necesario para el recambio de las
proteinas dafnadas durante el tratamiento de calor.

Los analisis de Western con el anticuerpo anti-HSP70 mostraron que la mayor
induccién de HSP70 fue observada a los 35°C de temperatura en plantas crecidas a
13°C y 4°C. Estudios cinéticos de acumulacion de HSP70 en plantas aclimatadas a
4°C y expuestas a 35°C por 120 minutos, demostraron una acumulacién de.la
proteina desde los 25 minutos de tratamiento. Tratamientos similares en plantas
crecidas a 13°C, presentaron una acumulacién de HSP70 recién a los 50 minutos de
estrés térmico. Ambos grupos de plantas presentaron la mayor acumulacién de
HSP70 a los 100 minutos de exposicién a 35°C de temperatura. La acumulacién mas
rapida de HSP70 se observo en las plantas pretratadas a 4°C respecto de las crecidas
a 13°C, lo cual concuerda con un menor grado de dano celular por el estrés cal6rico
en las primeras evidenciado por una 'menor pérdida de agua foliar y un mayor valor de

TL50 en la reduccion de TTC.
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Periodos mas largos de exposicién (20 horas) de las plantas a 35°C de
temperatura, indujeron una segunda acumulacion de HSP70 a las 12 y 16 horas en
las plantas aclimatadas a 4°C y en las crecidas a 13°C, respectivamente. La
respuesta de acumulacion de HSP70 en las plantas mantenidas a 4°C, fue también 4
veces mas intensa que la acumulacion de HSP70 en las plantas crecidas a 13°C. Esta
segunda acumulaciéon de HSP70, podria estar relacionada a un proceso de reparacién
de proteinas dafadas por e! calor, la cual parece ser mas eficiente en las plantas
aclimatadas a 4°C.

Estos resultados sugieren que la induccién y acumulacion de proteinas de
estrés térmico, HSP70 y conjugados de ubiquitina, constituyen elementos
fundamentales en un mecanismo de proteccién y reparacién de proteinas Qaﬁadas
derivadas del aumento de températura en plantas de D. anfarctica. La tolerancia al
calor adquirida en esta planta estaria relacionada al umbral de induccién de HSP70,
que parece depender de la diferencia entre la temperatura de crecimiento y la

temperatura de estrés.




ABSTRACT

Deschampsia antarctica Desv. ‘(Poaceae) is a perennial grass inhabiting
extreme conditions of the Antarctic ecosystem with average daily temperatures
of 0°C in the month of January (summer). Even though it is also found at lower
latitudes on the American continent, it has been suggested that this plant has
developed diverse biochemical adaptations in response to cold. Among these
adaptations, has been described an increase in lipids and soluble sugars
contents. An increase in leaf temperature by several degrees over atmospheric
temperature to reach optimal conditions of CO, assimilation has also been
observed. In plants of D. anfarctica the maximum photosynthetic rate is
observed at 13°C, decreasing by 30% at temperatures under 0°C.

Reproduction of D. anfarctica, commonly vegetative or by seeds, occurs
in the summer season when the plant is exposed to climatic variations. For
instance, in sunny days leaf temperature may be higher than the optimal
temperature of CO, assimilation. Thus, it is postulated that this plant suffers
temperature stress during the daily cycle under conditions of the antarctic
summer with temperatures over 13°C. The induction of heat shock proteins
(HSP), such as ubiquitin and HSP70 proteins is a response usually associated
with the protection and tumover of other damaged proteins in plants under

temperature conditions different from the optimal growth temperature.




Therefore, this study was carried out to evaluate the following hypothesis: D.
antarctica in front of higher or lower temperatures than its optimum for CO,
assimilation (13°C), responds with the accumulation of heat shock proteins.
This accumulation would be modulated‘ by the difference between the growing
(4°C and 13°C) and stress temperatures (over 13°C).

Groups of D. antarctica Desv. planis kept at 13°C and 4°C, were exposed
for 2 hours to heat treatments of 25°, 30°, 35°, 40°, 45°, 50° and 60°C. For these
treatments the temperature necessary to achieve the 50% of cellular death
(LTso), was evaluated by measuring electrolytic conductivity and
triphenyltetrazolium chloride (TTC) reduction. Using the conductivity method,
the LTs, value was 48.3°C + 0.3 in both groups of plants grown at 13°C and
acclimated at 4°C. With the TTC reduction method, the LT;O value was 47.8° C
+ 0.6 for plants acclimated to 4°C and 46.5°C £ 0.6 for plants grown at 13°C.

Western analysis of soluble proteins from leaves of D. anfarctica plants
with an anti-ubiquitin polyclonal antibody and anti-HSP70 monoclonal antibody,
was carried out upon heat treatment from 13° to 45°C for 2 hours. Western
analysis with anti-ubiquitin antibody revealed the accumulation of ubiquitin
conjugates in response to the cellular injury by high temperatures. In plants
grown at 13°C and exposed to 40°C for 2 hours, an ubiquitin conjugate of 166
kDa was detected, increasing its level by 49% upon heat treatment at 45°C. In

these plants a possible 34 kDa tetramer of free ubiquitin was detected,

decreasing its levels by 45% when temperature was increased from 13° fo
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45°C, possibly because free ubiquitin binds damaged proteins upon heat
treatment. In plants acclimated at 4°C and exposed to similar temperature
treatments, the possible ubiquitin tetramer of 34 kDa was not detected but an
ubiquitin conjugate of 62 kDa was accumulated between 25°C and 45°C. In
spite of the presence and accumulation of ubiquitin conjugates associated with
heat stress it was not possible to detect the free ubiquitin monomer in both
groups of plants, at least up to the detection limit of the protein (10 ng), which
suggests the active operation of the ubiquitination system as required by the
turnover of damaged proteins after heat treatment.

Western analysis with anti-HSP70 monoclonal antibody showed that the
highest HSP70 accumulation was observed at 35°C, both in plants grown and
acclimated at 13° and 4°C, respectively. Kinetic studies !of HSP70 accumulation
in acclimated plants at 4°C and exposed at 35°C for 120 minutes showed an
accumulation of the protein after 25 minutes of freatment. Similar treatments in
plants grown at 13°C, showed HSP70 accumulation only after 50 minutes of
heat stress. Both groups of plants showed the highest HSP70 accumulation
after 100 minutes of heat treatment. The faster HSP70 accumulation occurred in
plants pretreated at 4°C than those grown at 13°C, which agrees with the lowest
cellular damage found in the former plants upon heat stress, as evaluated by
determinations of the water content and TLso.

Long time exposure of plants at 35°C induced a second peak of HSP70

accumulation at 12 hours for the plants acclimated at 4°C and at 16 hours for
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those grown at 13°C. The second peak of HSP70 accumulation in plant
maintained at 4°C, was four times more intense than the accumulation peak
shown by plants grown at 13°C. This second HSP70 accumulation response
could be related to a repair process &f Idamaged proteins by heat which seems
to be more efficient in plants acclimated at 4°C.

These results suggest that the induction and accumulation of the heat
stress proteins, HSP70 and ubiquitin conjugate, are important protective and
repair mechanisms of the damaged proteins produced with the temperature
increase in plants of D.antarcfica. The acquired tolerance to heat stress in this
species would be related to the threshold of induction of HSP70 which seems to

depend on the difference between growing and heat stress temperatures.
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1.0 INTRODUCCION

1.1 Disfribucidn y caracteristicas de Deschampsia antarctica Desv.
Deschampsia antarctica Desv. pertenece a la familia Poaceae. Es una
planta perenne que se distribuye por el norte en Argentina en las zonas de
Mendoza y Santa Cruz y en Chile ocupa sectores de Tierra del Fuego e islas
asociadas; ademas, se encuentra en las lIslas Falkland, islas antarticas,
subantarticas y costa ceste de la Peninsula Antartica (Correa, 1978). Esta
graminea y Colobanthus quitensis (Kunt) Bartl. son las unicas plantas
vasculares que habitan bajo las condiciones exiremas del ecosistema antartico
(Komarkova y col., 1990; Moore, 1970), en donde las temperaturas minimas
existentes fluctian entre 0 y -6°C con un rango maximo entre 0 y 6°C en Enero,
siendo la media diaria de 0°C ( Edwards y Lewis-Smith, 1988). En estas
condiciones Deschampsia antarctica debe soportar el rigor del ambiente
Antartico, desarrollandose por medic de la germinacion de semillas o
propagacion vegetativa. Esta especie forma densos cojines de hasta 50 cm de
diametro y 10 cm de altura (Correa, 1978; Casaretto, comunicacion personal),
presenta hojas convolutas o plegadas con laminas ge 0,3 a 1,5 mm-de ancho y
una ligula acuminada y membranosa de 2 a 8 mm (Moore, 1970). La variacion
de estos caracteres morfolégicos asociados a la distribucion geografica son los
rasgos intraespecificos mas sobresalientes de Deschampsia antarctica {(Moore,

1970). Por ejemplo, las poblaciones de esta especie en la Peninsula Antartica




a diferencia de las poblaciones de Tierra del Fuego e Islas Fakland, presentan
ligulas mas cortas y angostas, ademas de hojas fuertemente convolutas con
cultmos de menos de 2 cm que no exceden el largo de la inflorescencia (Moore,
1970). En las pobiaciones antarticas de estas plantas, el inicio de la floracién
asi como el de las espigas fértiles, son observadas en el mes de Enero. A
mediados del mes de Febrero una gran mayoria de las plantas ha fructificado
(Correa, 1978).

Se han observado poblaciones de D. antarctica creciendo en |a Antartida
durante e! verano en suelos de origen glacial sin nieve, sugiriendo que esta
planta ha desarrollado diversas adaptaciones metabdlicas, fisiologicas y
morfolégicas inducidas por el frio, que le han permitido ser una especie
colonizadora (Casaretto y col., 1293).

Entre las consecuencias metabdlicas involucradas en la respuesta de las
plantas al estrés de frio se incluyen modificaciones en la organizacién y
composicion lipidica de las membranas (Alberdi y col., 1991), en el contenido
de proteinas (Gindin y col., 1992), carbohidratos (Chatterton y.col., 1989) y en
el balance de fitohormonas (Mohapatra y col., 1988; Talanova y Titov, 1994).
En gramineas de ambientes frios en respuesta a las temperaturas bajas, se
observado una pronunciada tendencia a la acumulacion de carbohidratos no
estructurales, tales como fructanos, sacarosa y almidén (Chatterton y col.,
1989). Estudios realizados en D. anfarctica demostraron un aumento del

contenido de azlcares solubles en los ciclos diurnos a lo largoe del verano. Esta




acumulacion es mayor a finales de Febrero en comparacién al mes de Enero,
sugiriendo que esta planta almacena fuentes de carbohidratos en respuesta a
la época invernal. (Zahiga, 1992).

Plantas de regiones frias aumentan el contenido de galaciolipidos,
fosfolipidos vy de acidos grasos insaturados en las membranas (Alberdi y col.,
1991). En hojas de D. antarctica, los niveles de galactolipidos son mayores que
los encontrados en raices de la misma planta (Zdniga y col., 1894). En tanto,
de los fosfolipidos analizados, sélo el fosfatidil glicerol fue enconirado en
niveles significativamente mayocres en las raices que en las hojas de D.
antarctica. Ademas, en la fracciér; fosfatidil inositol de las hojas, se observé un
alto cuociente de insaturacidon de lipidos (acidos grasos insaturados / acidos
grasos saturados) de 3.3, que podria conferir una eficiente proteccién contra el
frio a esta planta (ZUfiga, 1992; Zafiga y col., 1994).

Una importante adaptacion que determina en esta graminea su alto
grado de aclimatacién al frio es el aumento de la temperatura foliar en varios
grados con respecto al ambiente, alcanzando de esta forma las condiciones
optimas de asimilacion de CO.. Su maxima tasa fotosintética se obtiene a los
13°C y el 30% de esta tasa se observa a 0°C (Edwards y Lewis-Smith, 1988).
Otro estudio concuerda con estos resultados, sefialando que durante la
recoleccion de plantas de D. antarctica Desv. en Febrero, la temperatura de las
hojas al interior de la champa era de 9.4°C, mientras [a temperatura del aire

correspondia a 2.8°C (Zufiiga y col., 1994). Sin embargo, en época de verano




en la cual ocurre la propagacion de esta graminea, ella se ve expuesta a
variaciones climaticas. En algunos dias de sol puede establecerse un
microclima foliar con temperaturas por sobre 13°C, que es el optimo de
asimilacién de CQO,. La figura 1 muestra el registro promedio de la variacién
térmica foliar en D. anfarctica con respecto a la temperatura ambiental. Estos
datos fueron tomados in sifu durante 3 dias en el mes de enero de 1997, en la
Isla Robert de la Peninsula de Coppermine. Es posibie observar que la
temperatura de las hojas durante 6 horas superd en varios grados a la
temperatura optima de fotosintesis, es decir, 13°C (Fig. 1B) Entonces, es
posible suponer que en algunas ocasiones del verano Antartico, esta especie

se encuentra bajo algun grado’ de estrés térmico.

1.2 Estrés térmico .

Por definicion estrés es considerado como una desviacién significativa
de las condiciones dptimas de vida para el organismo, el cual induce cambios y
respuestas funcionales a todos los niveles, pudiendo ser estos transitprios o}
permanentes (si la perturbacion es constante). De esta manera el organismo se
adecua a un ambiente desfavorable (Larcher, 1995; Taiz y Zeiger, 1991). Una
vez ocurrido el estrés, se produce una sefnal que es seguida por una alteracion
de las condiciones que mantienen la estructura de proteinas y membranas, asi

como de las funciones en que ellas participan (procesos bioquimicos,

metabolismo energético) (Larcher, 1995). Durante esta sefial predominan las
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proteinas o sintesis de novo de sustancias de proteccion), los cuales conducen
a la fase de resistencia (Larcher, 1995; Brodi, 1989). Bajo estrés continuo, esta
resistencia puede incrementarse (endurecimiento) hasta alcanzar las
condiciones normales, es decir, la adaptacién al estrés. Si los limites de
tolerancia son excedidos y la capacidad adaptativa es sobrepasada, el dafio es

permanente o deviene la muerte (Larcher, 1995).

1.3 Alteraciones celulares frente al estrés térmico.

N

Las membranas son barreras fisicas y selectivas que separan I'as
actividades celulares del medic ambiente; ademas regulan el movimiento
interno de metabolitos entre los compartimientos celulares (Pareek y col,,
199?)

En general, los efectos de tratamientos severos de frio y calor influyen
sobre el aparato fotosintético, siendo el principal blanco la membrana del
tilacoide (Terashima y col., 1994). Por ejemplo, cloroplastos aislados de trigo
sometidos a fratamientos de fotoinhibicidn y estrés térmico, presentaron una
reduccion en la emision de fluorescencia de la clorofila y un aumento de la
peroxidacion de los lipidos constituyentes de las membranas tilacoidales
(Mishra y Singhal, 1993). Se ha sugerido que la cuantificacion del dafio a las
membranas seria un indice bioquimico adecuado para establecer la capacidad

de resistencia de las plantas a las condiciones estresantes (Palta, 1990).




En células foliares de arroz sometidas a estrés térmico se ha observado
discontinuidad de ia membrana plasmaética y granulos electrénicamente densos
asociados a estos sitios dafiados. (Pareek y col, 1997). Ademas, algunas
membranas del reticulo endopldsmico (R.E.) que atn se mantienen
metabdlicamente activas pueden reordenarse para formar densos complejos
con ribosomas. Estos complejos inducen la sintesis especifica de proteinas de.
estrés térmico (Pareek y col., 1997).

En cultivos celulares de maiz y tomate, el fratamiento térmico indujola
formacién de granulos asociados al citoesqueleto alrededor del nucleo,
denominados granulos de estrés térmico (HSG) (Nover y col., 1983, 1989)
Estos granulos pueden conterier mRNAs de proteinas normales y proteinas de
estrés térmico (HSPs70) (Nover y col., 1983, 1989), los cuales mantendrian la
estabilidad de estos mRNA durante el periodo de estrés (Gallie y col., 1995).
Estos autores sugieren que la inestabilidad de los mRNA frente a las
condiciones de estrés térmico se debe a la pérdida de sinergismo entre el cap y
la cola poly(A) de estos para funcionar como elementos regulatorios que
promueven la iniciacion de la traduccion.

La respuesta de algunas células secretoras al estrés térmico comprende
la interrupcion de la sintesis normal de las proteinas, ademas se observa -
inestabilidad de los mRNA. Este proceso puede ser resultado de una alteracion
estructural de las membranas dei RE durante el perfodo de estrés térmico

(Brodl, 1989). Este es el caso de la extensina, una proteina de la pared celular,




que es secretada a través del RE en respuesta al dafic mecanico (Brodl y col.,
1987). Al exponer tejidos heridos mecanicamente al estrés térmico de
parénquima radicular de zanahoria, se induce la sintesis de HSPs, pero la

sintesis y secrecion de extensina es eliminada (Brodl y col., 1987).

1.4 Induccion de proteinas de estrés térmico y termotolerancia

La respuesta comin de proteccién en la mayoria de los organismos
frente a temperaturas por sobre los rangos normales de crecimiento es la
induccion de cambios en el patron de la expresién génica (Bond y Schlesinger,
1985; Linquist y Graig, 1988; Nieto-Sotelo y col.,, 1990). 'E-sta induccién
promueve la activacién de la transcripcién de un grupo pequefio de, genes
(genes de estrés térmico), que codifican para las denominadas proteinas de
estrés térmico (HSPs) (Cardemil, 1985; Bond y Schlesinger, 1985; Nieto-Sotelo
y col., 1990; Vierling, 1991).

La induccion de HSPs es gatillada por un aumento abrupto de 5 a 10°C
por sobre la temperatura normal de crecimiento (Kimpel y Key, 1985; Vierling,
1991). La acumulacion de estas proteinas esta correlacionada con ‘ la
adquisicion de termotolerancia en los.organismos que las sintetizan (Key y col.,
1981; Lindquist y Craig, 1988). Es decir, breves éxposiciones a temperaturas
subletales, seguidas de un periodo de recuperacion son suficiente para iniciar -
la sintesis de HSP e inducir tolerancia a temperaturas superiores o letales

(Bettany, 1995; Goycolea y Cardemil, 1991; Medina y Cardemil, 1993).




Las plantas, como otros organismos, también responden al incremento
térmico induciendo la sintesis de HSPs. En plantulas de soja, breves
pretratamientos a 40°C por 10 a 20 minutos inducen la sintesis de elevados
niveles de HSP, otorgando termoproteccion a 45°C (Lin y col, 1984). En
cultivos celulares de Lofium temulentfum, se observan cambios en la expresion
de genes asociados con la induccién de termotolerancia, entre.15 a 60 minutos
a 37°C. Sin embargo, en este estudio se requirid un periodo previo de
recuperacion a 25°C para adquirir tolerancia a la temperatura de 45°C
(Bettany, 1995). También es posible adquirir tolerancia a una temperatura
extrema mediante un moderado esfrés caldrico previo o incrementando
gradualmente la temperatura de estrés (Yeh y col., 1994). Ademas, la
termotolerancia puede ser adquirida a temperaturas no estresantes (25°C),
mediante tratamientos quimicos que imitan la induccion de HSPs. En plantulas
de soja los pretratamienios de arsenitc (50 uM) agregado al medio de
incubacion oto'rgan termoproteccion a 45°C, sin haber sido sometidas a
temperaturas subletales (Lin y col., 1984).

La intensidad de la respuesta al estrés caldrico estd determinado por
algunos factores, como la velocidad de variacidn termica, la duracion de la
exposicion y la magnitud de la temperatura (Cheng y col., 1982). Estos factores
sugieren la presencia en los organismos de una temperatura umbral para la

activacion de los genes de HSPs, dependiendo de las condiciones ambientales

[
1
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de crecimiento, genotipo y estado de aclimatacién del organismo (Vayda y
Yuan, 1994)

Al inducir la sintesis de HSPs durante el estrés térmico, a menudo se
disminuye o elimina una porcidn de la sintesis normal de proteinas celulares
producidas sin estrés caldrico (Brodl, 1989). Este efecto del estrés térmico
sobre la sintesis normal de proteinas varia en relacion al organismo y el tejido
examinado (Brodl, 1989). En plantas de soja sometidas a estrés calérico, se ha
observado una notable disminucién en la expresion de proteinas que
normalmente estan presentes en la célula (Key y col., 1981). El patrén de
proteinas normales en apices radiculares de maiz incubadas a 40°C durante 2
horas se ve levemente afectado en comparacion al control (25°C) (Cooper y
col., 1984). Sin embargo, se observan diferencias sustanciales en el patrén
proteico del tejido foliar de maiz expuesto al calor, con respecto al normal

(Cooper y col., 1984). Asi también, las temperaturas altas producen una

elevada degradacion de proteinas en las raices del trigo (Ferguson, 1990).

1.5 Caracteristicas y funciones de las HSPs

Las HSPs encontradas en eucariontes y algunas veces en procariontes
muestran una alta similitud en la secuencia de nucledtidos y de aminoacidos
(Yeh y col, 1994), perteneciendo a miembros de familias altamente

conservadas a través de la evolucidon (Vierling, 1991; Hartl y col., 1994).
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Las principales clases de HSPs identificadas en los eucariontes han sido
divididas en proteinas de aita masa molecular de 60 a 115 kDa y proteinas de
baja masa molecular, con un range entre los 16 a 30 kDa (Lindquist y Craig,
1988; Kimpel y Key, 1985). Estas ultimas son particularmente abundantes en
las plantas, las cuales se clasifican en cuatro familias multigénicas; dos de
ellas se encueniran en el citoplasma y las restantes en el cloroplasto y el
sistema endomembranoso (Yeh y col., 1994). Las HSPs también pueden estar
presentes en las células no estresadas en bajos niveles (Brodl, 1989; Dai y
col., 1993). La répida induccién y acumulacién de las HSPs permitiria la
sobrevivencia celular durante los periodos de estrés térmico. Se cree que estas
estarian involucradas en los ‘mecanismos qu‘e minimizan o reparan el dafio
celular, causado por desnaturacién térmica porque pueden actuar como
chaperonas moleculares (Morimoto, 1993; Georgopoulos y Welch, 1993),.
Estas proteinas facilitarian el correcto plegamiento y ensamblaje de proteinas
sometidas a estrés, previniendo que ellas formen agregados irreversibles y sin
formar parte de la estructura final de ellas (Rothman, 1989; Gatenby y
col.,1990; Hartl y col., 1994, Miernyk, 1997). Es sabido que la mayoria de estas
chaperonas moleculares, expresadas por cambios térmicos bruscos u otras
condiciones de esirés, poseen conirapartes que son expresadas
constitutivamente. Estas chaperonas son esenciales para la viabilidad celular
en condiciones de crecimiento normal y su expresion no es aumentada por la

temperatura (Gatenby y col., 1990; Vierling, 1991; Hartl y col., 1994).
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Otra proteina perteneciente a las HSPs que es inducida en respuesta a
las condiciones de estrés térmico es la ubiquitina (Bond y Schlessinger, 1985;

Viestra, 1987)

1.6 Sintesis de HSP?O en respuesta a estrés térmico.

Un grupo importante de proteinas de estrés termico, descritas como
chaperonas moleculares, es la familia de 70 kDa (Miernyk, 1997). Estas
proteinas son identificadas facilmente, a causa de su alto grado de
conservacion. La proteina DnaK de E. coli, homéloga de las HSPs70, vy la
proteina de humanos presentan un 46% de identidad en las posicio‘nes y un
65% de similitud a nivel de aminoacidos (Rensing y Maier, 1994). Los ‘analisis
de secuencia de aminoacidos en HSP70 de maiz, muestran un 68% de
homologia en Drosophifa; esta aumenta a un 75% al compararlas con la de
Xenopus y de humanos (Rochester y col., 1986). ‘ |

Los estudios de Rensing y Maier (1994), confirman que cerca de un 75%
de las secuencias proteicas de HSP70 han sido conservadas en las diferentes
lineas a través de la evolucién. La demostracién de esta conservacion es [a
induccién térmica de un gen hibrido de HSP70 aislado de maiz
(monocotilédonea) y expresado en petunia (dicotilédonea) (Rochester y col.,
1986). En la mayoria de los eucariontes investigados, estas proteinas estan

presentes en los diferentes compartimientos celulares y pertenecen a miembros

de una familia de multigenes (Lindquist y Craig, 1988). En Arabidopsis las
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proteinas de estrés de 70 kDa p':{esentes en el citoplasma son codificadas por 4
a 6 genes ( Miernyk, 1997).

Se han establecido para las HSP70 tres dominios funcio:nales. El
dominio amino terminal de aproximadamente 44 kDa (Georgopoulos y Welch,
1993; Hartl y col., 1994); un dominio de ATPasa que contiene el sitio de unién
a ATP. De hecho, u;'la de las principales caracteristicas de estas proteinas es
su gran afinidad por ATP (Lindquist y-Craig, 1988). Distante a este dominio se
encuentra una region de 15 kDa, que contiene el sitio de reconocimiento y
unidn al péptido, es decir a las superficies hidrofdbicas expuestas de las
proteinas afectadas por el estrés (Hartl, 1994; Miernyk, 1997). El dominio
carboxilo terminal de la proteina de 10 kDa tendria un papel regulador; siendo
el mas variable en estructura y secuencia (Miernyk, 1997).

De acuerdo a la regulacion de su expresidon, algunos investigadores
sugieren que las HSP70 serian un “tipc de termémetro”, por el cual la célula
percibe un estrés metabdlico particular {Georgopoulos y Welch, 1993). En
presencia de un estrés caldrico, las proteinas normales nacientes y las
maduras comienzan a desplegarse parcialmente y/o agregarse {Lindquist y
Craig, 1988). Este hecho es debido a !a exposicion de sus grupos hidrofdbicos,
produciéndose interacciones con dominios intra e intermoleculares proteina-
proteina (Lindquist y Craig, 1988; Hartl y col., 1994), ain en presencia de
concentracioneé proteicas relativamente bajas (Hartl y col, 1994). Las

proteinas de HSP70 tendrian la capacidad de reparar y renaturalizar las
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proteinas inactivadas por el tratamiento calérico, volviéndolas a su
conformacién nativa (Georgopoulos y Welch, 1993; Yeh y col.,, 1994). Ellas
secuestrarfan los sitios reactivos del resto de las superficies reactivas
presentes en la vecindad, previniendo la aglutinacion y favoreciendo la ruta de
plegamiento nativa apropiada (Georgopoulos y Welch, 1993). ”
El modelo de accion propuesto para HSP70 en levadura, Drosophila y
humanos frente a un estrés calérico consiste en el reconocimiento de proteinas
desplegadas. Las HSP70 se unen a estas proteinas dafadas. De esta forma,
se produce una disminucidn de los niveles disponibles de las chaperonas
moleculares de 70 kDa, activandose los factores de transcripcion de esirés
térmico (HSF) a un estado oligomérico (Sorger,1991; Morimoto, 1993). Estos
HSF se acumulan en el nuclec para unirse a los genes blanco, es decir, a los
elementos de estrés térmico (HSE) (Morimoto, 1993). Estos HSE corresponden
a una secuencia especifica de reconocimiento del DNA, localizada en el
extremo 5 de los genes que responden al estrés (Morimoto, 1993). La
respuesta es rapida, ocurriendo pocos minutos después de la elevacion térmica
(Morimoto, 1993). Luego, se produce la fosforilacion de este complejo
multimérico, conduciendo a la activacidn de la transcripcién, sintesis y
acumulacion de HSP70 (Sorger,1991; Georgopoulos y Welch, 1993; Morimoto,
1993). La célula al retomar la condiciones normales, estimula la conversion de

los HSF al estado inactivo, manteniéndose- éstos en interacciones transitorias
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con HSP70. Al volver a su distribucién subcelulér normal, determinan una
regulacién negativa para estos HSF (Morimoto, 1993).

La activacidn transcripcional es atenuada bajo una exposicién
prolongada de las células a una tem.pe'ratura subietal de estrés o recuperacién
de la temperatura a las condiciones normales. Con ello, se inactivan los HSF ;
sin embargo, luego de exposic}ones prolongadas a temperaturas extremas, se
observa una sostenida transcripcién.de los genes de estrés térmico y la
activacion de HSF para unirse al DNA (Morimoto, 1993). En plantas, se han
aislado 'algunos genes en células de tomates que expresarian 2 o mds

proteinas con propiedades de HSF (Sorger, 1991).

1.7 Recambio proteico mediado por ubiquitina

-

El recambio proteico es un proceso fundamental en fodos los organismos. Este

4

)

consiste en dos eventos separados:

1. sintesis de proteinas a partir de aminoacidos y procesamiento de éstas a
formas maduras.

2. desensamblaje o degradacion de las proteinas maduras, especialmente en .
las protelnas de vida corta, de tal forma de restituir los aminoacidos
(Viestra, 1987). |

En las plantas, la degradacion proteica ocurre en la germinacién de semiilas,

desetiolacion, desarrollo de cloroplastos, nutricién mineral, senescencia y

]

sobrevivencia a diversos estreses (Viestra, 1987).
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Los agentes estresantes influyen en los nuevos polipéptidos sintetizados
causando mal plegamiento y desnaturac;ién de estos, los que deben ser
eliminados de la célula (Viestra, 1987). Esta actividad proteolitica es llevada a
cabo en los eucariontes por la ubiquitina (Bond y Schlesinger, 1985), proteina
pequefia que contiene 76 residuos de aminoacidos. Ubiquitina es altamente
conservada y participa en la respuesta proteolitica causada por las altas
temperaturas (Jentsch, 1992). Esta proteina se encuentra en forma libre o
unida covalentemente a las proteinas citoplasmaticas, nucleares e integrales
de membrana destinadas a la degradacién por proteasas dependientes de ATP
(Agell y col., 1988; Baichmair y Varshavsky, 1989; Rotfiman, 1989).

Estudios inmunocitoquimicos realizados en protoplastos de Vicia faba y
Sofanum nigrum apoyan los resultados de otros investigadores sobre la
localizacién de ubiquitina en las plantas, encontrandose en el citoplasma,
mitocondria, R.E., nlcleo, cloroplasto, plasmodesmos y en las vacuolas, pero
ausentes de paredes celulares (Ehlers y col., 19S6).

Las ubiquitinas son proteinas termoestables, que poseen una estructura
globular empaquetada y su secuencia primaria es la mas conservada,
observandose sodlo tres aminodcidos de diferencia entre las secuencias de
levaduras y humanos (Jentsch, 1992). Esta proteina de 8,5 kDa es codificada
por dos clases diferentes de genes. La ‘primera codifica poliub?quitinas en

tandas repetidas de secuencias (alineadas de cabeza a cola). La segunda

clase, cadifica directamente el mondémero de ubiquitina fusionada por su amino
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terminal a 2 extensiones diferentes de proteinas ribosomales de las

subunidades mayor y menor (Jentsch, 1992; von Kampen, 1996).

1.8 Ubiquitina como una proteina de estrés térmico

L.a conjugacion de ubiquitina a proteinas danadas durante el periodo de
estrés térmico, es uno de los principales eventos para la degradacién de
aquellas proteinas alteradas. Por ejemplo, raices de trigo expuestas a 40°C,
presentaron elevados niveles de conjugados de ubiquitina con proteinas de
alta masa molecular y bajos niveles de ubiquitina libre (Ferguson y col., 1990).
Paralelamente, el tratamiento a 40°C disminuyé la vida media de las proteinas
totales a 23 horas, de 51 horas a 22°C. Esto sugiere un aumento en el
recambio proteico mediado por [a induccidn de ubiquitina durante el periodo de

estrés térmico a 40°C (Ferguson y col., 1990).

1.9 Ruta de degradacion via ubiquitina

La conjugacion de las proteinas a ubiquitina es un paso obligado para la
hidrélisis de proteinas de corta vida, desnaturalizadas, o anormales, como de
ciertos reguladores del ‘cicio celular (Hochstrasser, 1996; von Kampen, 1996).
La unién de este complejo se realiza por enlaces isopeptidicos (covalentes)
entre el carboxilo terminal de la ubiquitina y los grupos e- amino de Ia lisina de
las proteinas (Hochstrasser, 1996). Los estudios indican que las cadenas de

multiubiquitinas se forman por la unién de la lisina 48 de una molécula de
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ubiquitina con la molécula anterior; en condiciones de estrés esta
multiubiquitinacién ocurre a partir de la lisina 63 (von Kampen, 1986). La ruta
de degradacién via ubiquitina en los diversos eucariontes requiere Ia
participacion de varias reaccijones enzimaticas (Jentsch, 1992). Esta comienza
con la activacidon del carboxilo terminal de la ubiquitina previo a la formacién
del enlace isopeptidico, mediante la enzima E;. Esta enzima adenila a la
ubiquitina en presencia de ATP, para luego formar un eniace tioéster E;-
ubiquitina (Jentsch, 1992; Hochstrasser, 1996). A diferencia de las levaduras y
mamiferos, en plantas se han reportado multiples proteinas E; (Hatfield y
Vierstra, 1989; von Kampen, 1996). En el siguiente paso, la ubiquitina activada
es transferida a un residuo ‘especifico de cisteina de una enzima E; que
conjuga a ubiquitina, formando un tioéster de ubiquitina-E; (Jentsch, 1992;
Hochstrasser, 1996). El tercer paso, es el reconocimiento del amino terminal de
las proteinas destinadas a protedlisis; esta funcion es realizada por la enzima
Es (proteina ligasa). La enzima Ej se une tanto a la proteina blanco, como al
conjugado de ubiguitina-enzima E.. Luego las cadenas de ubiquitinas son
transferidas desde el complejo ubiquitina-E,-E; a esta proteina blanco, en el
cual el residuo de glicina del carboxilo terminal de la ubiquitina se une por
enlace isopeptidico a un residuo de lisina interno de la proteina (Jentsch, 1992;
von Kampen, 1996). También es posible que la enzima E; catalice [a adicién de
ubiquitina a las proteinas blanco, sin [a participacién de la proteina ligasa (E3)

(Jentsch, 1992; Hochstrasser, 1996). Finalmente, la proteina marcada vy
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conjugada a esta cadena de ubiquitinas, es degradada por un complejo
multicatalftico de proteinasas llamado proteosoma de 26S. E! proteosoma de.
268 estd formado por una particula cilindrica hueca que contiene 4 anillos
apilados con 6 polipéptidos cada uno (20S) y 2 complejos de subunidades
polares regulatorias (19S), dependiente de ATP (Jentsch, 1992; von Kampen,
1996). En el interior del proteosoma de 208, la proteina conjugada a ubiquitina
se rompe en péptidos mas cortos y se reciclan nuevamente las moléculas de
ubiquitina (Hochstrasser, 1996; von Kampen, 1996). Alternativamente, los
conjugados de ubiquitina pueden ser desensamblados por isopeptidasas,

liberando a las ubiquitinas, asi como a la proteina conjugada intacta. Incluso,

los conjugados de ubiquitina pueden mantenerse estables en el tiempo

(Hochstrasser, 1996)

1.10 Presencia de proteinas de estrés térmico. en condiciones de
temperaturas bajas

A partir de los antécedentes previos, se ha determinado que la
temperatura a la cual son inducidos los genes que codifican HSP es
caracteristica para cada organismo y sus condiciones de crecimiento (Vayda y
Yuan,1994). Es asi que, Plocamium cartilagineum (L.'Dix.), alga roja que habita
'las aguas submariales de la Peninsula Antartica con variaciones térmicas de
+0,3°C en el verano a -1,8°C en el invierno, manifiesta induccién de mRNA

HSP70 y transcriptos de poliubiquitina, cuando el alga es incubada a los 5°C,
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siendo la temperatura de maxima induccidn de HSP70 a los 10°C (Vayda Y,
Yuan, 1994). En otro estudio efectuado en un ecotipo termotolerante de
Laminaria saccharina, que vive en la costa sur de Nueva York a 12°C (excepto
en los meses de verano), se pudo observar que la exposicién de esta alga a
20°C, determiné un aumento del contenido de proteinas como de HSPSO0,
siendo tres a cuatro veces superior la induccién de HSPS0 con respecto a las
algas susceptibles al calor {Gerard y col., 1997).

Cabané y col. (1993) demostraron la sintesis de proteinas que presentan‘
alta homologia con miembros de la familia de proteinas de estrés térmico de 70
kDa (HSP70), en plantas de soja aclimatadas a 8°C. El primer reporte de
aumento en la sintesis de estas proteinas de HSP70 inducidas por las bajas
temperaturas fue hecho en plantas de espinaca aclimatadas a 5°C (Neven y
col,, 1992). La induccidn y acumulacidén de estas proteinas durante la
aclimatacion al frio pueden representar la contraparte de las HSP70 que han
sido detectadas en abundancia relativa bajo condiciones normales, es dedir,
proteinas relacionadas a esta familia de esirés, las que pueden tener un
importante valor adaptativo durante la aclimatacién al frioc (Cabané y coil.,
1993). Estos autores plantean la posibilidad de que la tolerancia a las bajas y
altas temperaturas involucren mecanismos similares.
Las HSP70, bajo condiciones de estrés caldrico, actiian uniéndose a proteinas
desnaturalizadas, forzando el plegamiento a la conformacién nativa y evitando

que proteinas dafiadas se agreguen (Georgopoulos, 1993). Dado que las bajas




21

temperaturas también inducen cambios en el plegamiento de las proteinas
(Guy y col., 1994), es posible sugerir que en D. antarctica las HSP70 pueden
proteger y prevenir el dafio celular, producido por fa acumulacidn de proteinas
desnaturalizadas por frio y/o calor (Cabané y col., 1893; Vayda y Yuan, 1994).
Se ha demostrado también, que el estrés de frio induce L‘m aumento de
conjugados de ubiquitina-proteinas en extractos foliares de Clerod;ndum
speciosum (Gindin y Borochov, 1992).

Tanto la acumulacidn de proteinas de HSP70 como el incremento del
contenido total de ubiquitina conjugada en plantas sometidas a temperaturas
bajas y altas, tiene una gran importancia para la sobrevivencia de la célula
(Bond y Schlesinger, 1985; Gindin y Borochov, 1992).

Se han establecido algunos pardmetros anteriormente mencionados que
determinarian la tolerancia al frfo en D. anfarctica, péro se desconocen los ‘
antecedentes que indiquen el comportamiento o las estratégias utilizadas frente
a un estrés de calor, que efectivamente pareciera presentarse en la época de
verano, en la cual esta eséecie es mas vulnerable a temperaturas superiores a
13°C, temperatura en la que obtiene su maxima tasa fotosintética (Edwards y
Smith, 1988).

Ya que la acumulacidén de proteinas de estrés térmico parece ser un

mecanismo comun de respuesta frente a altas y bajas temperaturas diferentes

de las dptimas de crecimiento, en esta tesis se evalué la siguiente hipétesis:




22

Deschampsia antarctica Desv. frente a temperaturas mayores o
menores que su Optimo de asimilacién de CO, (13°C), responde con
acumulacion de proteinas de estrés térmico. Esta acumula‘cién sera modulada
;;or la diferencia entre la temperatura de crecimiento y la de estrés. Para probar
esta hipétesis, se evalud la acumulacion de las proteinas de estrés térmico
ubiquitina y HSP70, asociada a los tratamientos de temperatura en dos grupos
de plantas de D. anfartica: uno mantenido a 13°C y el otro aclimatado a 4°C por
15 dias. :

Si la hipdtesis es correcta, entonces como corolario de ella podria esperarse

que a mayores diferencias entre [a temperatura de crecimiento y la de estrés,

mayor deberia ser el grado de termotolerancia adquirida.




1.11 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la tolerancia al calor a través de respuestas fisioldgicas y

determinar la expresidn de proteinas de estrés térmico, en plantas de

Deschampsia antarctica Desv. sometidas a condiciones de altas temperaturas.

1.12 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1.

Determinar la susceptibilidad de Deschampsia antarctica Desv. a distintos
tratamientos caléricos rﬁediante el ensayo de TL50 por conductividad
eléctrica y reducciéon del cloruro de 2,3,5-rifeniltetrazolio (TTC) como
indicadores fisiologicos.

Determinar la presencia de proteinas de estrés térmico (HSP70,
ubiquitina) en plantas de D. anfarctica Desv., sometidas a tratamientos de
estrés caldrico.

Evaluar en el tiempo la presencia de HSP70 en plantas D. anfarctica Desv.
sometidas a una temperatura subletal.

Evaluar diferencias en los niveles de HSP70 y ubiquitina

inmunodetectable en respuesta al estrés calérico en D. antarctica.
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2.0 MATERIALES Y METODOS

2.1 Material Vegetal:

Se usaron plantas D. antarctica Desv., procedentes de la Antartida
maritima, colectadas en la Peninsula de Coppermine en la Isla Robert (62°22'
S, 59°43' W), durante los meses de Enero de 1996-97. Las plantas fueron
crecidas y multiplicadas en condiciones de laboratorio en potes plasticos. Se
ensayaron cuatro tipos de sustratos para determinar que tipo de suelo era el
mas adecuado. El ensayo se inicid con 40 plantas individuales, homogéneas,
puestas en cada maceta durante 3 meses y medio. Las evaluaciones se
realizaron a las 3, 6, 12 y 14 semanas, donde se muestrearon 40, 30, 20, 10
plantas respectivamente, para el analisis de brotes y 10 plantas cada vez para
materia seca. Los sustratos ensayados fueron:

1. corteza de pino lixiviada + perlita estéril (3:1)
2. turba + tierra de hoja esteril (1:1)

3. turba estéril

4, tierra de hoja + turba + perlita estéril (2:2:1)

Las plantas fueron mantenidas en una cdmara de cultivo Heraeus Vésch
a 13°/11° + 1°C dia/noche respectivamente, con un fotoperiodo de 12 horas luz,
intensidad de 125 pmol/ m?s™ y una humedad relativa del 70% (ver resultados

en el anexo).
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A partir de este ensayo se eligié multiplicar las plantas en turba + tierra
de hoja estéril (1:1), las que fueron fertilizadas con una solucién de 0,12 g/l de
phostrogen y regadas cada 3 dias. Se selecciond un grupo de plantas al azar

para ser aclimatadas por 15 dias a 4°C.

2.2 Analisis fisioldgicos:
2.2.1 Determinacion de temperaturas letales (TLs;) mediante conductividad
eléctrica

Plantas de D. antarctica Desv. en constante crecimiento a 13°C y
aclimatadas a 4°C durante 15 dias en camaras de crecimiento con una
intensidad de 70 pmol/ m?s™ jfotoperiodo de 12 horas, fueron sometidas por 2
horas a temperaturas de: 20°, 25° 30° 35° 40° 458° 5&0° 60° y 65°C,
respectivamente. Para determinar el TLs,, es decir, la temperatura en la cual se
logra un 50% de eliminacidn de electrolitos en relacion a la conductividad del
tejido muerto, que corresponde al 100% se utilizé una modificacién del
protocolo de Martineau y col. (1979). Se tomaron 200 mg de tejido foliar de
plantas crecidas a 4° y 13°C, cortadas a 1 cm de largo, que fueron colocadas
en frascos con 4 mf de agua desionizada y se les someti6 a los tratamientos de
estrés en bafos termoregulados. Luego, las muestras fueron enfriadas a
temperatura ambiente, el volumen se completé a 6 ml con agua destilada.
Estas muestras fueron incubadas en agitaciéon a 15°C, durante 18 horas en

oscuridad, para permitir la difusidn de electrolitos desde los tejidos a la
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solucién externa. Después de este periodo los frascos fueron mantenidos a
temperatura ambiente, procediéndose a registrar la conductividad inicial de las
soluciones. Una vez finalizada esta operacion, las muestras se autoclavaron
par 35 minutos a 1,2 Kglem® y 121° C, para matar el tejido foliar. Todos los
frascos fueron llevados a temperatura ambiente, para registrar nuevamente la
conductividad final de las soluciones. El grado de dafio inducido por los
tratamientos térmicos fue calculado segdn:
% dafio ={ 1 - [1- (Ta/T2) / 1-(Ci/C)] } x 100

donde los subindices 1 y 2 se refieren respectivamente a las conductividades
antes y después de matar en autoclave las muestras controies (C) y sometidas

a temperaturas (T).

2.2.2 Determinacion de temperaturas letales (TLs, ) mediante reduccion de
TTC

Para determinar el dafio por efecto de la temperatura a nivel enzimatico
(deshidrogenasas), se ensay6 la capacidad de las plantas estresadas para
reducir el cloruro de frifenil tetrazolio (TTC). La metodologia usada es una
“ modificacion descrita por Steponkus y Lanphear (1967). Un grupo de plantas
de D. antarctica Desv. crecidas a 13°C fueron aclimatadas a 4°C durante 2
semanas. Posteriormente, 100 mg de hoje;s de a;ﬁbos grupos de plantas (4° y
13°C) fueron cortadas a 1 cm de largo y colocadas en frascos oscuros con. 1 mi

de agua desionizada. Las muestras fueron sometidas a tratamientos caldricos
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en bafios termoregulados a 13°, 30°, 35°, 40° y 45°C, respectivamente, por 2
horas siendo 25°C la temperatura control para ambos grupos de plantas. Luego
del tratamiento térmico, el tejido se infiltrd al vacio con 0,6%. 7/, de TTC en
tampdn fosfato (0,05 M, pH 7,4) durante 5 minutos. Después de 20 horas en
oscuridad a temperatura ambiente y agitacion, el TTC reducido fue extraido del
tejido con 7 ml de etanol (95%) caliente por 5 minutos. Los extractos fueron
enfriados a temperatura ambiente y aforados hasta volumen total de 10 mi con
etanol. Finalmente, el extracto fue cuantificado espectrofotométricamente a 530
nm. El porcentaje de dafio en cada tratamiento se expreso como:
% dano = 1-(Assy hojas tratadas / Asy hojas controles) x 100

donde, As3 corresponde a la absorbancia debida al TTC reducido.

2.3 Contenido de agua en Deschampsia antarctica
Después de cada tratamiento térmico, 100 mg de hojas de D. antarctica fueron

secadas en estufa a 80°C hasta peso constante y luego pesadas. El porcentaje

de agua fue calculado como:
(Pf-Ps/Pf)x100

donde Pf y Ps comresponden a peso fresco y peso seco, respectivamente
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2.4 Tratamientos térmicos:

Grupos de plantas aclimatadas a 4°C durante 2 semanas, como crecidas
a 13°C fueron expuestas por 2 horas a temperaturas de 25° 30°, 35° 40° y
45°C para proceder a la extraccion de proteinas totales.

Se efectud una cinética de inmunodeteccidn con el anticuerpo de HSP70
para ambos grupos de plantas a la temperatura subletal de 35°C, desde 2

hasta 20 horas y se repitio la cinética de 20 horas para ubiquitina libre.

2.5 Extraccion y separacion de proteinas solubles:

Terminado el tratamiento térmico, 100mg de tejido foliar fueron
macerados en frio y homogeneizado en 3 volumenes de un tampén de
extraccién Tris-HCI 0,06 M pH 6.8; SDS 1%, pB-mercaptoetanol 2,5 % vy glicerol
5%, descrito por Laemmili (1970). Los extractos fueron hervidos por 2 minutos y
centrifugados por 7 minutos en una microcentrifuga. En el sobrenadante se
cuantificd las proteinas solubles por el método de Bradford (1976), mediante
una curva de calibracién con BSA (Sigma) como estandar. Las proteinas de
estas extractos fueron separadas y analizadas en geles desnaturantes SDS al
10%, 12.5% y 15% de acrilamida (SDS-PAGE), descritos por Laemli (1970),
agregando en cada pocillo del gel 15 ng de proteinas. Se aplicd un voltaje de
100 volts al gel concentrador y 200 volts al gel separador durante 1 hora,
utilizando una camara Mini - Protean Il (Bio - Rad). Como estandares de masa

molecular se incluyeron proteinas pretefiidas, de un kit comercial de amplio
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rango {Bio labs), estas fueron: B - galactosidasa (175 kDa), paramiosina (83
kDa), glutamico dleshidrogenasa (62 kDa), aldolasa (47,5 kDa), triosa
fosfatoisomerasa (32,5 kDa), B- lactoglobulina A (25 kDa), lisozima (16,5 kDa) y .
aprotinina (6,5 kDa). Los mini geles fueron tefiidos con Azul de Coomassie y
luego destefiidos en una solucién de 7,5% de acido acético y 5% de metanol.

Finalmente los geles fueron secados entre papel filiro y papel celofan en un

secador de geles (Drygel modelo SE540, Hoefer Scientific Instrument).

2.6 Analisis de Western blot:

Las proteinas separadas por SDS-PAGE fueron ftransferidas a
membranas de nitrocelulosa ﬁara efectuar los andlisis de inmunoblot segtn el
protocolo descrito por Guy y col. (1992), utilizando una celda de transferencia
semi seca (Bio - Rad) por 40 minutos a 450 mA. Efectuada la transferencia de
las proteinas, las membranas fueron bloqueadas con leche descremada al 10%
en un tampén Tris- HCI 20 mM pH 7.5 y NaCl 500 mM (TBS) durante una hora
en agitacion. Se procediod a efectuar la incubacion con el primer anticuerpo, ya
sea con el suero policlonal Anti-Ubiquitina libre (Sigma) desarrollade en conejo
contra ubiquitina de globulos rojos de bovino conjugada a hemocianina (KLH)
(dilucion 1:200 en TBS) o empleando un anticuerpo monaclonal anti HSP70,
que reconoce la forma inducible HSP72 de bovino (dilucidén 1:500 en TBS). La
incubacidn se realizd durante toda la noche a 4°C, posteriormente se hicieron

tres lavados de 20 minutos cada uno en TTBS (Tween al 0,1% en TBS). La
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membrana fue incubada en el segundo anticuerpo que fueron ambos

generados en cabra (anti IgG) y conjugado a fosfatasa alcalina por una hora a

temperatura ambiente. La visualizacién de las bandas se realiz6 a partir de la
incubacién de las membranas en una solucion de revelado (Tampén Tris 100
mM pH 9.5; NaCl 100 mM y MgCl, 5 mM) junto a los sustratos de la fosfatasa
alcalina, azul de nitrotetrazolio (NBT) y bromo cloro indolil fosfato (BCIP). La
intensidad de las bandas proteicas en los Western blot fueron evaluados
densitométricamente usando un scanman Logitech modelo 256 y en el software
IQ25. Los resultados fueron traducidos en intensidad relativa (unidades de
densidad dptica x mm? x pg de proteina™). Repeticiones independientes del

mismo experimento mostraron patrones de expresion similares.

2.7 Analisis estadisticos:

Se realizd un analisis de varianza para los ensayos de susiratos y el test
de Tukey (1951). Se ‘efectud una transformacién angular (arcsen) para la
determinacion de los porcentajes de biomasa : Peso fresco - Peso seco / Peso

fresco x 100. Mediante el test de Kruskal - Wallis se analizd el TlLsy de las

plantas crecidas a4°y 13° C.




3.0 RESULTADOS

3.1 Analisis Fisioldgicos
3.1.1 TLs mediante conductividad eléctrica

El método de conductividad desarrollado por Martineau y col. (1979) fue
utilizado para determinar el TLsy durante el tratamiento de temperaturas
superiores a 4° o 13°C, tanto en el grupo de plantas aclimatadas a 4°C durante
15 dias como en las crecidas a 13°C, respectivamente. Los analisis de varianza
efectuados para comparar los valores de estosa dos grupos de plantas
sometidas a las altas temberaturas de estrés indican que no existen
diferencias significativas en sus conductividades, segln prueba de Kruskal -
Wallis (p < 0,05) (Fig. 2). Se observd una tendencia sigmoidal de las curvas de
dafio foliar en D. antarctica en funcién de la temperaiura. Por ello ia
temperatura promedio necesaria para alcanzar el 50% de dano (valores
obtenidos a partir del software Table Curve, Jandel Sc.) en las plantas
aclimatadas a 4°C fue de 48,3°C £ 0,3 (Fig. 2). Este valor coincidid con el del
grupo de plantas crecidas a 13 °C (48,3°C % 0,1). Ademas, se observd un
menor porcentaje de dafio en [as plantas aclimatadas a 4° entre los 25° & 45°C
(temperaturas sub-letales) con respecto a las no aclimatadas. Por ejemplo, a
los 45°C de exposicion se alcanzé un 21% de dafo en las plantas crecidas a

13°C, con respecto a un 12% de dafio en las plantas aclimatadas a 4°C (Fig 2).
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Fig 2. Dafio provocado por tratamientos {érmicos en plantas aclimatadas a 4°C
durante 15 dias (® ) y plantas mantenidas a 13°C@ ). Estas fueron sometidas
a los tratamientos térmicos por 2 horas. El grado de dafio fue calculado: { 1 -
[1- (Ty/T2) ! 1-(C4/C)] t x 100, donde T y C corresponden a los tratamientos y
caontroles respectivamente y los subindices 1 y 2 se refiere a las conductividad
inicial y final, respectivamente. Mediante el test de Kruskal - Wallis se analizd
el TLsy de las plantas crecidas a 4° y 13° C. Los valores corresponden al
promedio de 6 mediciones independientes + error estandar.
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Los andlisis de varianza sefialan diferencias significativas para los ensayos de
40°C (ANDEVA, F[1,10]=5,1185p<0,05) y 45°C (ANDEVA, F[1,10]= 44,2032,

p<0,05) de estas dos curvas (Fig. 2)

3.1.2 TLs mediante reduccién de TTC

Para comparar los resultados obtenidos en la determinacién de TLso por
conductividad eléctrica, se efectud otra determinacién por el método de
reduccién del cloruro de trifenil tetrazolio (TTC) y asi, establecer posibles
diferencias de TLsy entre plantas aclimatadas a 4° y crecidas a 13°C que
pudieran haber no sido detectadas por el método de conductividad eléctrica
(Fig 3). La estimacion de esta temperatura, a partir del software Table Curve,

Jandel Sc. para.el ensayo de reduccién del TTC sefiala que la temperatura

critica para alcanzar el 50% de daiio en las plantas aclimatadas a 4°C fue a los’

47.8°C % 0.6 mientras que en las plantas crecidas a 13°C fue a los 46,5°C + 0.6
(Fig 3). Estos valores de temperatura no muestran diferencias significativas en
el ensayo de reduccion de TTC, segun prueba de Kruskal - Wallis (p<0,05).. 'Sin
embargo, se debe mencionar que los TLsy determinados por el método de
reduccién de TTC presentaron valores de temperaturas de 0,5°C a 1,8°C
menores que en los TLsy determinados por el método de conductividad, para
ambos grupos de plantas analizados (Tabla 1). Ademas, se observo, un menor
porcentaje de dafo en las plantas aclimatadas a 4°C, en comparacion a las

plantas crecidas a 13°C en las temperaturas subletales (Fig. 3), lo cual fue
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Fig 3 Evaluacion del dafio foliar por reduccidén del TTC en planias de
Deschampsia antarctica, aclimatadas a 4°C durante dos semanas (M) vy
crecidas a 13°( © ), después de los tratamientos térmicos de 2 horas. El
porcentaje de dafio es expresado como: 1- Asze hojas tratadas / Assp hojas
controles x 100, donde A corresponde a la absorbancia a 530 nm. Los valores
corresponden al promedio de 6 mediciones independientes + error estéandar.
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Tabla 1. Temperatura a las que se alcanza el 50% de dafio (TLsg) en los

ensayos de conductividad y reducciénde TTC ;:'Jara grupos de plantas crecidas

a 13°C y plantas aclimatadas a 4°C por 15 dias. Los valores corresponden a

los promedios de 6 repeticiones independientes + error estandar y fueron

calculados con el sofware Table Curve (Jandel Scientific).

Temperatura de crecimiento TLso TLso
previo al estrés en Plantas Conductividad Reduccion de TTC
de D.anfarctica
°C) (°C) (°G)
13 48,3 £ 0,1 46,5+ 0,6
4 48,3+ 0,3 47,8+0,6
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coincidente con las curvas presentadas en el ensayo de conductividad. El
andlisis de varianza confirma que el dafio foliar evaluado por el método de
reduccién de TTC a los 13°C, es significativamente menor en las plantas
aclimatadas a 4°C con respecto a las crecidas a 13°C (ANDEVA, F[1,10]=

22,4363, p<0,05) (Fig. 3).

3.2 Contenido de proteinas

Las proteinas solubles fueron cuantificadas en los exiractos foliares de
la graminea mantenidas a 13°C y a 4°C, y posteriormente expuestas a estrés
caldrico por dos horas. El efecto de los tratamientos caldricos causd una
reduccién del contenido de proteinas solubles en las plantas de D. antarctica,
en comparacién a los controles. Sin embargo, el mayor contenido proteico se ‘
observd en el grupe de plantas crecidas a 13°C, en todos los tratamientos
térmicos al compararlos con el grupo de plantas aclimatadas a 4°C (Fig. 4).
Este dltimo grupo presentd, ademas, una disminucion de proteinas a partir de
los 13°C hasta los 45°C, observandose una reduccion de un 12% a los 45°C en
comparacion al 2% determinado para el grupo crecido a 13°C a esa
temperatura de estrés. En ambos casos el porcentaje descrito es en relacién a.
la temperatura control de 4°C y 13°C, respectivamente.

Se observé un pequerno aumento del 2% de proteinas a 30°C para las

plantas crecidas a 13° (Fig. 4), en comparacion a la temperatura control (13°C).
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Fig. 4 Contenido de proteinas en extractos foliares de D. anfarcfica aclimatada
a 4°C (M) y crecida a 13°C (@ ) y posterior exposicién a estrés caldrico por dos
horas. Los valores corresponden al promedic de tres réplicas independientes £

error estandar.




38

3.3 Variacién del contenido de agua en plantas sometidas a estrés
caldrico

El contenido de agua en hojas de D. anfarctfica para ambos grupos
experimentales de plantas (4°C y 13°C), presentd una disminucion a medida
que aumentd la temperatura de estrés (Fig. 5). Se observd una disminucién
significativa entre los 45°C y 48°C, siendo la maxima pérdida de agua a los
48°C, que fue similar en ambos grupos de plantas. Sin embargo, comparando
el contenido de agua a los 48°C con respecto al observado en cada grupo de
plantas antes del tratamiento térmico, la pérdida de agua con el aumento de
temperatura fue un 5% menor en las plantas aclimatadas a 4°C que en las
crecidas a 13°C (Fig. 5).

Las plantas aclimatadas a 4°C presentaron un contenido de agua de un
7% menor con respecto a las crecidas a 13°C. Esta disminucion del contenido
de agua podria interpretarse como un sintoma de dafio durante el
pretratamiento a 4°C que ya ha puesto en funcionamiento algin mecanismo
que proteja al tejido contra una mayor deshidrataciép durante el aumento‘de

temperatura.

3.4 Ubiquitina en plantas crecidas a 13°C y sometidas a estrés calérico
Las proteinas solubles provenientes de los extractos de las hojas de D.

antarctica crecidas a 13°C y tratadas por 2 horas a diferentes temperaturas

entre 25°C a 45°C, fueron analizadas por electroforesis en un gel desnaturante
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Fig. 5 Determinacién del contenido de agua en jos exiractos foliares de D. antarctica
aclimatadas a 4°C ( @) y crecidas a 13° (g ) y posterior exposicion a las condiciones
de estrés durante dos horas. Los valores corresponden al promedio + error estandar
de tres réplicas independientes.
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SDS al 15% de acrilamida incluyendo un estdndar de ubiquitina de
aproximadamente 8,5 kDa extraido de glébulos rojos de bovino (Fig. 6). Al
analizar este gel mediante Western blot con un anticuerpo policlonal contra
ubiquitina no se detectd el monémero de ubiquitina, pero si una banda de
aproximadamente 34 kDa en todas las temperaturas ensayadas (Fig. 7).
Considerando que la masa molecular del monémero de ubiquitina es de
aproximadamente 8,5 kDa, esta banda podria corresponder al tetramero de
ubiquitina (Fig.7), aun cuando esta banda no coincide exactamente con la
migracian- del tetramero del estandar de ubiquitina (32 kDa), posibiemente
debido a alguna diferencia inherente al origen animal de la proteina estandar.
A medida que aumenta la temperatura de estrés la banda de 34 kDa se hizo
mas tenue (Fig. 7}, lo que permite especular que esta banda corresponderia el
tetréamero de ubiquitina, ya que el pool de ubiquitina tiende a disminuir al
conjugarse a proteinas dafiadas formando complejos de ubiquitina - proteina
(Jentsch, 1992). La reduccidn en intensidad del tetramero fue cuantificada
densitométricamente, presentando las plantas control (13°C) una intensidad
relativa de 6,73 (D.0O. x ug proteina ™), la cual disminuyé a la mitad a los 45°C
de estrés caldrico (Fig. 8A).

El anticuerpo usado contra ubiquitina libre también pudo detectar
conjugados de ubiquitina con otras proteinas, en respuesta al dario inducido
por las temperaturas ensayadas. Por ejemplo, en las plantas crecidas a 13°C y

expuestas a 40°C por 2 horas, aparecié un conjugado de 166 kDa que aumentd




kDa 13 25 30 35 40 45°C

Fig. 6 Patrén de proteinas solubles separadas por electroforesis en un
gel desnaturante SDS al 15% de acrilamida, en extractos foliares de
D. antarctica crecidas a 13°C. El primer carril corresponde a los
estandares de peso molecular y el segundo a la proteina pura de
ubiquitina de aproximadamenie 8,5 kDa, los siguientes carriles
representan las temperaturas de tratamiento caldrico entre 25° y
45°C, en cada uno de ellos se agregaron 15 ng de extractos
proteicos. Las proteinas fueron visualizadas con azul de coomassie.
UB: ubiquitina
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Fig. 7 Andlisis de Western blot de las proteinas solubles a partir de
extractos foliares de D. anfarctica crecidas a 13°C y luego sujetas a
los tratamientos caléricos, entre 25° y 45°C durante 2 horas. La
incubacién fue realizada con el anticuerpo comercial contra
ubiquitina libre en una dilucibn de 1:200. El primer carmil
corresponde a los estandares de peso molecular y el segundo (UB)
al estandar de la proteina pura de ubiquitina en la forma de
mondémero (a), dimero (b) y tetréamero (c). Los restantes carriles
corresponde a los tratamientos caldricos. Las lineas y flechas a la
derecha indican las masas aparentes de los conjugados de
ubiquitina - proteinas, a excepcién de la banda de 34kDa que
puede representar al tetramero de ubiquitina libre.
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Fig. 8 Analisis densitométrico a partir de las bandas detectadas con el
anticuerpo contra ubiquitina libre en el Western blot (Fig.7), en plantas de D.
antarctica crecidas a 13°C y posterior tratamiento calbrico entre 25° y 45°C
durante 2 horas. A, representa el andlisis del posible tetramero de 34kDa y
B, los conjugados de ubiquitina - proteina.
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en intensidad al someter las plantas a 45°C (Fig. 8B). Estas masas moleculares
son aparentes porque corresponden a la proteina asociada probablemente a
varias moléculas de ubiquitina. En general, se observan conjugados de
ubiquitina en un rango de 43 a 187 kDa., que dan cuenta de la activacién del
sistema de ubiquitinacién por efecto de las temperaturas aitas (Fig.7). Algunos
de estos conjugados son observados a 13°C, lo cual sugiere un papel relevante
dla ubiquitina en el recambio normal de proteinas en sitemas no sometidos a

estrés por temperaturas, como ha sido postulado por Ginding y Borochov

(1992).

3.5 Ubiquitina en plantas aclimatadas a 4°C y sometidas a esfrés calérico
El analisis electroforético de las proteinas desnaturalizadas de D.
antarctica aclimatadas a 4°C por dos semanas y sometidas a tratamientos
térmicos desde 13°C a 45°C durante 2 horas fueron visualizados en la figura 9.
El analisis del Western blot para este gel mostré principalmente conjugados de
ubiquitina - proteina (Fig. 10). En este ensayo no fue posible detectar la bénda
de 34 kDa presentes en las plantas crecidas a 13°C y que posiblemente
corresponda al tetramero de ubiquitina. EI Western Blot de la figura 10 se
realizd en ausencia del estandar de la proteina de ubiquitina en el gel, a fin de
evitar la reduccién en la concentiracion efectiva del anticuerpo disponible para

reaccionar con la ubiquitina presente en las muestras analizadas.
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Fig. 9 Patrén de proteinas solubles separadas en SDS - PAGE al
12% de acrilamida, en exiractos foliares de D. anfarctica
aclimatadas a 4°C, durante 15 dias. El primer carril corresponde a
los estandares de peso molecular y el segundo a la proteina pura
de ubiquitina (UB) de aproximadamente 8,5 kDa; los ntimeros en
los siguientes carriles representan las temperaturas de tratamiento
caldrico entre 13° y 45°C durante 2 horas. En cada uno de ellos se
agregaron 15 g de exiractos proteicos de cada tratamiento. Las
proteinas fueron visualizadas con azul de coomassie.
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Fig. 10 Analisis de Western blot de las proteinas solubles a partir de
extractos foliares de D. antarctica aclimatadas a 4°C, durante 15 dias y
luego sujetas a los tratamientos cal6ricos entre 13° y 45°C durante 2
horas. La incubacién fue realizada con el anticuerpo comercial contra
ubiquitina libre en una dilucién de 1:200. El primer carril corresponde a
los estandares de peso molecular, los restantes carriles a los
tratamientos caldricos. Las lineas y flechas a la derecha indican las
masas aparentes de los conjugados de ubiquitina - proteinas.
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Al examinar las bandas de conjugados de ubiquitina por densitometria,
especialmente las que poseen una masa aparente de 62 y 182 kDa, se observo
que esta Ultima estd presente en la mayoria de los tratamientos térmicos,
aumentando considerablemente entre 30°C y 35°C (Fig. 11). La banda de 62
kDa presenté una intensidad creciente a medida .que aumento la temperatura
de estrés, especificamente entre los 35° a 45°C (Fig 11).

En este experimento, como en los restantes ensayos realizados con el
anticuerpo contra ubiquitina no se pudo detectar el mondmero, el dimero, ni el
trimero de esta proteina en plantas de D. anfarctica. Para descartar problemas
de concentracion minima en el rango de deteccién del anticuerpo, se realizé un
analisis de Western con una’ serie de diluciones a partir del estandar de la
proteina de ubiquitina pura, que luego fue incubada con el anticuerpo contra
ubiquitina libre (1:200). Este Western blot de prueba indicé que el anticuerpo
puede detectar tanto al monémero como al dimero de ubiquitina, hasta un limite

de 10 ng de la proteina cargada en el gel (Fig. 12).

3.6 Deteccion de HSP70 en plantas crecidas a 13°C

El analisis de Western Blot de las proteinas solubles con el anticuerpo
monoclonal HSP70, mostré la presencia de esta proteina en todos los
tratamientos térmicos para las plantas crecidas a 13°C (Fig. 13A). Sin embargo,
la intensidad de la banda de 70 kDa fue minima a los 13°C (temperatura

control) con una intensidad de 0,163 de D.O. ug proteina™ como se demuestra
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Fig. 11 Analisis densitométrico a partir de las bandas detectadas con el
anticuerpo contra ubiquitina libre en el Western blot (Fig 10), en plantas de
D. antarctica aclimatadas a 4°C, durante 15 dias y posterior tratamiento

caldrico entre 13° y 45°C durante 2 horas. Las barras representan la -

intensidad relativa de los conjugados de ubiquitina - proteina en cada
temperatura.
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Fig. 12 Western blot del estandar de la proteina pura de ubiquitina en
diferentes diluciones entre 0,1 y 1000 ng. La membrana de nitrocelulosa
transferida fue incubada con el anticuerpo policlonal contra ubiquitina
libre (1: 200). El primer carril corresponde al estandar de peso molecular.
Las flechas indican el monémero y dimero de la proteina.
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Fig. 13 Presencia de HSP70 en las proteinas solubles, a partir de
extractos foliares de D. antarctica crecidas a 13°C y luego expuestas a los
tratamientos caldricos entre 25° y 45°C durante 2 horas. A, andlisis de
Western blot con la incubacién del anticuerpo monoclonal contra HSP70
en una dilucidn de 1: 500. El primer carril corresponde a los estandares
de peso molecular y los restantes a los fratamientos de temperatura. La
flecha indica la presencia de la proteina. B, analisis densitométrico de las
bandas detectadas por el anticuerpo contra la proteina de estrés de 70
kDa; los circulos representan la intensidad relativa en cada temperatura
del ensayo.
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en el andlisis densitométrico (Fig.13B). Posteriormente, la acumulacién de la
proteina aumentd con la temperatura de exposicién entre los 30° y 35°C,
presentando la mayor acumulacién a los 35°C, siendo unas 35 veces superior
al nivel basal (13°C) y 5 veces mas que la intensidad a los 30°C (Figs. 13A y
B). Esta intensidad disminuyé a los 40° y 45°C, sin alcanzar el nivel de

intensidad de la temperatura control (Fig.13B).

13.7 Deteccién de HSP70 en plantas aclimatadas a 4°C X

En las plantas aclimatadas a 4°C y luego sometidas a las temperaturas
de estrés, se observd un patréon de expresion de HSP70 similar al visualizado
en plantas de D. antarctica crecidas a 13°C, (Fig. 14A). La proteina fue
observada en todas las temperaturas ensayadas, sin embargo, la proteina se
acumuld mas en plantas aclimatadas a 4°C que en las plantas crecidas a 13°C.
Por ejemplo, en la temperatura control a 4°C la.banda de la proteina mostré
una intensidad relativa de 1,66 (D.O. pg proteina™) en comparacion a 0,163
(D.O. pg proteina™), observada en la temperatura control de 13°C (Figs. 13B y
14B). La maxima acumulacion de la HSP70 entre los 30°C y 35°C en las
plantas aclimatadas a 4°C coincidi6 con la observada en las plantés crecidas a
13°C; sin embargo, en las primeras se obtuvo una acumulacion 45 veces mayor
con respecto al contro-l a los 35°C de temperatura (Fig. 14B). La acumulacion

de la proteina decayd entre los 40°C y 45°C, no obstante la disminucion de la

proteina a los 40°C fue mas abrupta en el grupo de plantas aclimatadas a 4°C,
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Fig. 14 Presencia de HSP70 en las proteinas solubles, a partir de extractos
foliares de D. anfarctica aclimatadas a 4°C durante 15 dias y luego
expuestas a los tratamientos caldricos entre 13° y 45°C durante 2 horas. A,
analisis de Western blot con la incubacién del anticuerpo monoclonal contra
HSP70 en una dilucion de 1: 500. El primer carril corresponde a los
estandares de peso molecular y los restantes a los tratamientos de
temperatura. La flecha indica la presencia de la proteina. B, analisis
densitométrico de las bandas detectadas por el anticuerpo contra la
proteina de estrés de 70 kDa, los cuadrados representan la intensidad

relativa en cada temperatura del ensayo.
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siendo unas 40 veces menor en comparacion a la disminucion ocurrida en las

plantas crecidas a 13°C (30 veces menor).

3.8 Cinética de expresion de HSP70

Determinaciones de cinética de expresion de HSP70, permiten
establecer el tiempo minimo de expresion de esta proteina una vez comenzado
el estrés. También permite determinar el tiempo de expresion maxima y periodo
transitorio de expresién.
Para establecer este tiempo minimo de expresion, maximo y transitorio, se
realizaron estudios de cinética de expresion de HSP70 en plantas mantenidas
a 13°C y posteriormente expuestas a 35°C durante 120 minutc?s, tomando
muestras de tejido en intervalos de 10, 15, 20 y 25 minutos. Se puede observar
el patrén proteico de D. antarctica en un gel desnaturante de SDS al 10% de
acrilamida a los distintos tiempos de extraccion (Fig. 15). El ensayo de Western
blot detectd la presencia de esta proteina desde los 50 minutos de iniciado el
esirés, observandose la mayor acumulacién a los 100 minutos (Fig. 16A y 'B).
Luego esta respuesta descendio hasta un tercio del umbral maximo observado
(Fig. 16B). En tanto, el grupo de plantas aclimatadas a 4°C y sometidas al
mismo tratamiento anterior (Fig. 17) mostro un aumento detectable de HSP70 a
los 25 minutos doblando en cantidad con respecto al tiempo inicial,

coincidiendo con una maxima acumulacidn a los 100 minutos. La cantidad de

esta proteina disminuyé hasta.un tercio de la respuesta maxima (Fig. 18A y B).
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Fig. 15 Patron de separacion de proteinas solubles en SDS - PAGE al
10% de acrilamida, en extractos foliares de D. anfarctica crecidas a
13°C y expuestas a la temperatura subletal de 35°C durante 120
minutos. El primer carril representa los pesos moleculares y los
restantes carriles a los distintos tiempos de extraccion de las muestras.
Las bandas proteicas fueron tefiidas con azul de coomassie.
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Fig. 16 Presencia de HSP70 en las proteinas solubles, a partir de
extractos foliares de D. antarctica crecidas a 13°C y luego expuestas a
la temperatura subletal de 35°C durante 120 minutos. A, analisis de
Westemn blot con la incubacion del anticuerpo monoclonal contra HSP70
en una dilucién de 1: 500. El primer carril corresponde a los estandares
de peso molecular y los restantes a los distintos tiempos de extraccion
de las muestras. La flecha indica la presencia de HSP70. B, andlisis
densitométrico de las bandas detectadas con el anticuerpo conira
HSP70, los circulos representan la intensidad relativa en cada tiempo
del ensayo.

55




Fig. 17 Patron de separacion de proteinas solubles en SDS -
PAGE al 10% de acrilamida, en extractos foliares de D.
antarctica aclimatadas a 4°C durante 15 dias y luego expuestas
a la temperatura subletal de 35°C durante 120 minutos. El
primer carril representa los pesos moleculares y los restantes
carriles los distintos tiempos de extraccion de las muestras. Las
bandas proteicas fueron tefidas con azul de coomassie.
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Fig. 18 Presencia de HSP70 en las proteinas solubles, a partir de
extractos foliares de D. antarctica aclimatadas a 4°C durante 15 dias y
luego expuestas a la temperatura subletal de 35°C durante 120 minutos.
A, analisis de Western blot con la incubacién del anticuerpo monoclonal
contra HSP70 en una dilucidn de 1: 500. El primer carril corresponde a los
esténdares de peso molecular y los restantes a los distintos tiempos de
extraccion de las muestras. La flecha indica la presencia de HSP70. B,
analisis densitométrico de las bandas detectadas con el anticuerpo contra
HSP70, los cuadrados representan la intensidad relativa en cada tiempo
del ensayo.
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Cinéticas realizadas durante 8 horas de exposicion a 35°C (Fig. 19) en
plantas aclimatadas a 4°C, revelaron un pronunciado aumento de la proteina
entre las 5 y 8 horas, con respecto al tratamiento de 2 horas, siendo la reaccién
con el anticuerpo de HSP70 unas 6 veces mayor después de 8 horas de estrés
(6,5 D.O. x ng proteina™) (Fig. 20A y B). En cambio, plantas crecidas a 13°C
mostraron un leve incremento de la proteina de 1,6 veces a las 8 horas (4,72
D.0. ng proteina™) en comparacién a la intensidad de la banda a Iaé 2 horas de
tratamiento a 35°C (Fig. 20A y B).

Después de 20 horas a 35°C, ambos grupos de plantas presentaron ur;
aumento progresivo de HSP70 (Figs. 21A-B y 22A-B), presentando la maxima
acumulacion de la proteina a las 16 horas en las plantas crecidas a 13°C v a
las 12 horas en las plantas aclimatadas a 4°C . Ademas, la méxima expresion
de HSP70 con respecto a las 2 horas del tratamiento térmico, fue 40 y 32 veces
mayor en las plantas mantenidas a 13°C y 4°C, respectivamente (Figs. 21A-B y
22A-B). En ambos casos se detectd una disminucion del nivel de HSP70 a las
20 horas de estrés continuo a 35°C, presentando una reduccién del 39% para

las plantas a 13°C y un 83% para las plantas aclimatadas a 4°C (Figs. 21A-B y

22A-B).

3.8 Cinética de expresién de ubiquitina
Se determiné la expresion de ubiquitina a la temperatura subletal de

35°C durante 20 horas en ambos grupos de plantas (13° y 4°C), obteniéndose




Fig. 19 Patron de separacién de proteinas solubles en SDS -
PAGE al 10% de acrilamida, en extractos foliares de D. antarctica
aclimatadas a 4°C durante 15 dias y no aclimatadas y
posteriormente expuestas a la temperatura subletal de 35°C
durante 8 horas. Los tres primeros carriles corresponden a las
tiempos de exposicion en las plantas aclimatadas a 4°C, luego los
estdndares de peso molecular separan a este grupo de las
plantas crecidas a 13°C a igual periodo de exposicién. Las
bandas proteicas fueron tefiidas con azul de coomassie. PM:
estandar de peso molecular
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Fig. 20 Deteccidn de HSP70 en las proteinas solubles, a partir de
extractos foliares de D. antarctica aclimatadas a 4°C y no aclimatadas y
posteriormente expuestas a la temperatura subletal de 35°C durante 8
horas. A, andlisis de Western blot con la incubacién del anticuerpo
monoclonal contra HSP70 en una dilucién de 1: 500. Los tres primeros
carriles corresponden a las tiempos de exposicién en las plantas
aclimatadas a 4°C y los Ultimos tres a las plantas crecidas a 13°C,
separadas por los estandares de peso molecular. B, andlisis
densitométrico de las bandas detectadas en el Western blot.

60




61

kDa 0 2 5 8 12 16 20 horas
175 — i

83 -]
62 — < HSP70

47.5—

32.5—

T-g 140

= B

120 - )

g

x 100 -

o _

Q: 80

g 60

8 40

) o

k=] 20 ) o
S o

o 0 O—0O L)

=

2 T T T T T T
= 0 4 8 12 16 20 24

Tiempo (h})

Fig. 21 Presencia de HSP70 en las proteinas solubles, a partir de
extractos foliares de D. anfarctica crecidas a 13°C y luego expuestas a
la temperatura subletal de 35°C durante 20 horas. A, andlisis de
Western blot con [a incubacidn del anticuerpo monoclonal contra
HSP70 en una dilucién de 1: 500. El primer carril corresponde a los
estandares de peso molecular y los restantes a los distintos tiempos
de exiraccidn de las muestras. La flecha indica la presencia de
HSP70. B, analisis densitométrico de las bandas detectadas con el
anticuerpo contra HSP70, los circulos representan la intensidad
relativa en cada tiempo del ensayo.
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Fig. 22 Presencia de HSP70 en las proteinas solubles, a pariir de extractos
foliares de D. anfarctica aclimatadas a 4°C durante 15 dias y luego
expuestas a la temperatura subletal de 35°C durante 20 horas. A, analisis
de Western blot con la incubacion del anticuerpo monoclonal contra
HSP70 en una dilucidn de 1: 500. El primer carril corresponde a los
estandares de peso molecular y los restantes a los distintos tiempos de
extraccion de las muestras. La flecha indica la presencia de HSP70. B,
analisis densitométrico de las bandas detectadas con el anticuerpo contra
HSP70, los cuadrados representan la intensidad relativa en cada tiempo
del ensayo.
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solo dos conjugados de proteina - ubiquitina con masas moleculares aparentes
de 192 y 62 kDa (Figs. 23A y 24A). Sin embargo, se observaron diferencias en
el patron de expresion de estos conjugados en cada grupo de plantas; por
ejemplo, el conjugado de 62 kDa fue detectado a las 5 horas de tratamiento en
las plantas a 13°C y a las 2 horas en las plantas aclimatadas a 4°C (Figs. 23A-
B y 24A-B). Luego, la maxima acumulacion de este conjugado en ambos
grupos de plantas fue a las 12 horas, con un 56% de aumenito para las plantas
crecidas a 13°C y sobre 55 veces en las aclimatadas a 4°C, con respecto a la
intensidad inicial detectada a las 5 y 2 horas, respectivamente. El conjugado de
192 kDa presentd una intensidad méxima a las 5 horas en las plantas
mantenidas a 13°C y en las aclimatadas a 4°C a las 2 y 20 horas de exposicion

a 35°C (Figs. 23A - B y 24A - B).
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Fig. 23 Acumulacién de ubiquitina conjugada en las proteinas
solubles, a partir de extractos foliares de D. antarctica crecidas a 13°C
y luego expuestas a la temperatura subletal de 35°C durante 20
horas. A, andlisis de Western blot con la incubacién del anticuerpo
policlonal anti ubiquitina libre (1:200). El primer carril corresponde a
los pesos moleculares y los restantes carriles a los distintos tiempos
de extraccién de las muestras. Las flechas indican las masas
moleculares de Ilos conjugados de ubiquitina. B, analisis
densitométricos de los conjugados detectados con el anticuerpo en el
Western blot.
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Fig. 24 Acumulacion de ubiquitina conjugada en las proteinas solubles,
a partir de exiractos foliares de D. anfarctica aclimatadas a 4°C por 15
dias y luego expuestas a la temperatura subletal de 35°C durante 20
horas. A, analisis de Western blot con la incubacidn del anticuerpo
policlenal anti ubiguitina libre (1:200). El primer carril corresponde a los
pesos moleculares y los restantes carriles a los distintos tiempos de
extraccion de las muestras. Las flechas indican las masas moleculares
de los conjugados de ubiquitina. B, andlisis densitométricos de los
conjugados detectados con el anticuerpo en el Western blot.




4.0 DISCUSION

Las plantas que habitan ambientes extremos requieren cambios
radicales en su fisiologia celular, para compensar las condiciones estresantes
(Brodl, 1989). Es asi, como Deschampsia aniarctica es mas vuinerable durante
las pocas semanas del deshielo a principios de primavera y durante la época
de verano; esta es la estacidn de crecimiento de esta graminea, y por lo tanto,
determina su distribucion en la region antartica (Edwards y Smith, 1988).

Los principales sitios de dafic en los sistemas biolégicos frente a las
condiciones estresantes son las membranas y proteinas (Paita, 1990; Brold,
1989). La desorganizacion de la estructura de membranas puede alterar el
movimiento de agua, iones y solutos organicos, fotosintesi; y respiracién. El
dano de las proteinas produce directa o indirectamente inactivacion de las
enzimas, causando daro metabdlico y reduccion del crecimiento. (Cheng y col.,
1982; Ferguson y col., 1990). .

E!l tejido. foliar dafiado por la exposicion de las altas temperaturas
presenta un aumento de la permeabilidad de las membranas y difusion de
electrolitos fuera de la célula. Esta pérdida de iones puede ser evaluada

midiendo la conductancia eléctrica (Martineau y col., 1979). Sin embargo, el

método de reduccidn de TTC, tambien puede registrar el dafio por estrés
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calérico, pues es un indice de la estabilidad e inactividad de las enzimas
oxidorreductasas (Cheng y col., 1982).

Se debe destacar que ambas técnicas de TTC y conductividad eléctrica,
dieron resultados similares en la determinacién del Ths, en las plantas de D.
antarctica, tanto para las plantas crecidas a 13°C, como para las aclimatadas a
4°C. De hecho, el test de conductlividad ha sido usado para seleccionar
genotipos de soja, tolerantes a las altas temperaturas (Martineau y col., 1879).
En cultivares de Phaseolus vulgaris L. fueron probadas ambas técnicas, para
estimar diferencias genotipicas en respuesta al calor (Schaff y Clayberg, 1987).
Estos autores, encontraron que ambas técnicas se correlacionaron
moderadamente bien entre si, al estimar |a temperatura que causa el 50% de
muerte celular en 26 cultivares de frejol (r = 0,72 p< 0,01), a pesar de que
cambios en la conductividad de electrolitos es un indice de la termoestabilidad
" de la membrana plasmatica y el TTC mide la actividad de las enzimas que
participan en la transferencia de electrones. Sin embargo, Schaif y Clayberg
(1987) determinaron que el método de con;.iuctividad fue mas sensible que la
reduccion de TTIC al correlacionar el efecto de la temperatura sobre el
rendimiento de campo de estos cultivares, bajo condiciones de estrés. Ellos
encontraron una alta correlacion entre el rendimienio y la temperatura que
causa el 50% de muerte celular, solo para la técnica de conductividad (Schaff y

Clayberg, 1987).
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La respuesta observada en la graminea antértica frente al estrés calérico
con estos dos métodos (TTC y conductividad) fue una tipica curva sigmoidal de
grado de dafio frente a los tratamientos térmicos. Este tipo de curva ha sido
observada anteriormente en soja (Martineau y col., 1979), pera (Wu y Wallner,
1983), frejol (Schaif y Clayberg, 1987) y algarrobo (Ortiz y col.; 1895).

En D. antarctica ambos métodos permitieron establecer las temperaturas
que causan el 50% de muerte celular. El TLsp por conductividad fue 48,3°C +
0,3 en las plantas aclimatadas y no aclimatadas a 4°C. En el TTC se alcanzd
un rango térmico de 46,5° y 47,8° % 0,6 con un intervalo de 1.3°C, para las
plantas crecidas a 13°C y las aclimatadas a 4°C, respectivamente. En
comparacion al método de conductividad, el de reduccién de TTC fue més
sensible para detectar el dafio inducido por los tratamientos caldricos, lo cual
sugiere que la alteracion estructural de membranas es posterior a la alteracion
estructural de algunas enzimas.

Martineau y col. (1978), en sus estudios de TLsy por conductividad,
indicaron que las condiciones ambientales previas del cultivar de soja
ensayado, tienden a aclimatar o “endurecer". las membranas. Co'mo
consecuencia de este efecto, se observa un desplazamiento en la respuesta de
las curvas en el eje de la temperatura. Esta respuesta también pudo observarse
en D. antarctica a las temperaturas subletales en el grupo de plantas
aclimatadas a 4°C, ya que presentaron un porcentaje de dafio menor con

ambos métodos. Sin embargo, estas diferencias desaparecen a la temperatura
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letal. Los resultados con porcentajes de dafio menor a las temperaturas
subletales indican, que la aclimatacion previa a 4°C en D. antarctica otorgaria
una respuesta de proteccion cruzada frente a temperaturas mayores. E_p D.
antarctica esta respuesta parece estar relacionada a la induccién transitoria'de
HSPs a bajas temperaturas, las cuales podrian reparar y estabilizar estructuras
labiles durante el tratamiento a altas temperaturas. Dado que proteinas,
particularmente enzimas redox son mas sensibles al dafio que las estructuras
de membranas durante el aumento de temperatura en plantas de D. antarctica,
la iduccion de HSP durante el pretratamiento a 4°C, explicaria el aumento en
1,3°C de TL50 en las plantas aclimatadas a 4°C medido por el método de
reduccion de TTC.

Ya ha sido demostrado que ciertos tipos de esirés cémparten
interacciones fisioloégicas comunes, lo que se ha denominado adaptacién
cruzada (Pareek y col., 1997). Tejidos preadaptados a un determinado estrés,
por ejemplo, a la salinidad mostrardan una termotolerancia mayor en
comparacion a tejidos que no han sido pretratados (Pareek'y col., 1997; Collins
y col., 1993). |

Del mismo modo, Collins y col. (1993), observaron que se réquiere una
minima cantidad de proteinas de estrés térmico, para iniciar la proteccion
contra el dafo al congelamiento y la duracion de esta _protecbién depende de la
cantidad de proteina producida. Estos resultados fueron obtenidos por la

exposicién previa de hipocotilos de Vigna radiata a temperaturas altas. Esta




70

sensibilidad menor al congelamiento fue medida como disminucién de la

pérdida de iones (Lafuente y col., 1991; Collins y col., 1993).

4.1 Acumulacion de conjugados de ubiquitina en plantas de D. antarctica
sometidas a estrés caldrico.

La presencia de proteinas anormales y desnaturalizadas por efecto de
las altas temperaturas estimula a los sistemas de reparacién celular. Finley y
Varshavky (1985) propusieron que la ruta proteolitica dependiente de
ubiquitina y las proteinas de esirés térmico se encuentran acopladas en
regulacion y funcién. Estos dos sistemas serfan complementarios vy
responderian al esirés térmicé, previniendo el dafio celular que estas proteinas
alteradas pueden ocasionar. La sintesis de ubiquitina provee los mecanismos
para aminorar el dafio provocados durante el estrés calbrico, removiendo las
proteinas desnaturalizadas (Viestra, 1987). En D.' antarctica, al igual que en
otros sistemas vegetales estudiados, existe un nivel basal de conjugados en las
temperaturas normales, asumiendo que la ubiquitina jqega un papel en el
recambio normal de proteinas. Sin embargo, el aumento de temperatura indujo
la acumulacidn de distintos conjugados de ubiquitina con proteinas de alta
masa molecular. El rango de masas moleculares aparentes de conjugados fue
de 62 y 182 kDa en plantas aclimatadas a 4°C y de 166 y 185 kDa en las
plantas crecidas a 13°C. Estos conjugados de ubiquitina de alta masa

molecular sugieren la acumulacion de agregados proteicos derivados de
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proteinas dafadas estructuralmente durante el aumento de la temperatura, los
cuales son unidos para su remocion de la actividad celular. Asimismo, se ha
observado en células de mamiferos, pollo y algas verdes sometidas a las
temperaturas de estrés, un incremente de las concentraciones intracelulares de
conjugados de ubiquitina—proteina de alta masa molecular (Ferguson y col.,
1990).

En respuesta al estrés caldrico, se observan cambios en el contenido
relativo de las ubiquitinas libres y conjugadas (Ferguson y col., 1990). Es decir,
la transferencia de ubijquitina desde el pool libre molecular a la forma
conjugada aumenta por efecto de las temperaturas altas. Esta respuesta
también fue observada en’ raices de ftrigo bajo exposiciones térmicas
crecientes, junto a la disminucién de los conjugados de baja masa molecular e
induccion de HSPs (Ferguson y col, 1990). Estos autores sugieren que
deberia existir una reduccion considerable en la concentracién de ubiquitina
libre para inducir un aumento en la expresion de genes de poliubiquitinas.

En D. antarctica no fue posible detectar el mondémero de ubiquiting, al
menos hasta el limite de deteccién de 10 ng en las condiciones ensayadas. Es
decir, la cantidad de ubiquitina libre en el total de proteinas solubles de los
extractos, puede ser menor a 10 ng o inexistente. Sin embargo, en plantas
crecidas a 13°C se detectd una banda de 34 kDa que podria corresponder al
tetrémero de ubiquitina y que disminuye después de los 35°C de tratamiento,

con el aumento en la acumulacién de conjugados de ubiquitina con proteinas
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de alta masa molecular. La posible ausencia de ubiquitina libre en [as plantas
aclimatadas a 4°C, podria deberse a que en estas plantas el sistema de
ubiquitinacién es muy activo y por lo tanto, ubiquitina se encuenfra
mayoritariamente conjugada a proteinas y ubiquitina libre en una cantidad
menor a 10 ng. Andlisis realizados por Gindin y Borochov {1992), en exiractos
foliares de Clerodendrum sp. expuestas a 3°C por 48 horas, demuesiran la
disminucion del contenido de ubiquitina libre en un 90%, a pesar de la alta
concentracion de mRNA detectado. En contraste en este estudio se observd un
aumento de los conjugados ubiquitina—-proteina {Gindin y Borochov 1992).

La acumulacion de conjugados de ubiquitina durante el aumento de
temperatura en las plantas de’ D. antarctica, sugiere la induccién consecuente
de-la actividad proteolitica de degradacion de las proteinas ubiquitinadas (Bond
y Schilensinger, 1985). Esta induccidn ocurre con una disminuciéon o eliminacion
de una parte de las proteinas celulares existentes (Brod|, 1989).

La eficiencia transcripcional y traduccional, como la estabilidad de las
proteinas determina el rendimiento final de estas, que puede ser superior o
inferior al contenido alcanzado en la temperatura control por efecto del estrés
térmico. Un estrés caldrico mediano causa un pequerno aumento en estos dos
parametros, resultando un incremento en el contenido proteico (Gallie y col.,
1995). Posiblement'e, este evento aislado ocurridé en el grupo de plantas
crecidas a 13°C cuando fueron expuestas a 30°C, el rendimiento final de las

proteinas a esa temperatura fue superior al rendimiento producido a la
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teinperatura control. Sin embargo, la disminucién del contenido de proteinas
totales, tanto en plantas aclimatadas a 4°C y crecidas a 13°C durante el
tratamiento de temperaturas, apoya una relacion causal entre la acumulacion
de conjugados de ubiquitina y la degradacion de las proteinas dafiadas-con el

estrés caldrico.

4.2 Acumulacién de HSP70 en plantas de D. antarctica sometidas a esfrés

calorico

1

En diferentes plantas la inducciéon de proteinas de estrés térmico
muestra distintos dptimos térmicos (Pareek y col., 1995). Estudios de expresion
de HSP70 en plantulas tolerantes a las altas temperaturas de Prosopis
chilensis, expuestas a temperaturas de 25° a 50°C por dos horas, mostraron
que la maxima acumulacion de esta proteina se observa sobre los 40°C (Ortiz y
col.,, 1995). Otros ejemplos de plantas que crecen en temperaturas mas calidas
como soja y malz, expresan la mayor acumulacién de HSP70 entre los 40° y
45°C. Mientras otras plantas de estaciones frias como arveja, muestran la
maxima expresion de HSP70 a los 37°C (Vayda y Yuan, 1994). En D.
antarctica, la temperatura de maxima induccién de HSP70 se detectd a los
35°C. Sin embargo, en ambos grupos de plantas (aclimatadas y no aclimatadas
a 4°C) en los distintos tratamientos térmicos, se observd un desplazamiento en

el umbral térmico de percepcion de la expresion de esta proteina. Esto significa

que la induccién de HSP70 en las plantas crecidas a 13°C durante el
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tratamiento calérico comenzd a detectarse desde los 25°C y para las planias
aclimatadas a 4°C desde los 13°. Estos resultados concuerdan con la
propasicién que la aclimatacion a 4°C, gensibiliza el tejido foliar para adquirir -
tolerancia a mayores temperaturas a través de la efectiva induccién de HSPs.
La adquisicién de esta sensibilidad para responder al dafio por el aumento de
temperaturas, fue ta:mbién evidente durante los estudios cinéticos de expresién
de maxima acumulacion de HSP70 a los 35°C. Estos estudios indicaron que la
induccidn fue transitoria y en dos fases. La fase temprana fue observada
cuando plantas aclimatadas a 4°C presentaron una acumulacion detectable de
HSP70 con 25 minutos de antelacién que las plantas crecidas a 13°C. En la
fase tardia la acumulacion de’'HSP70 podria representar un extensivo proceso
de reparacion de las estructuras dafadas durante el estrés calorico, respuesta
que comienza a declinar a las 20 horas en ambos grupos de planta;g. Sin
embargo, fue posible establecer nuevamente diferencias en el tiempo e
intensidad de acumulacién, siendo esta respuesta previa y cuatro veces mas
intensa en las plantas aclimatadas a 4°C con respecto a las crecidas a 13°C.
La mayor acumulacion de HSP70 en las plantas aclimatadas a 4°C, parece ser
consecuencia de su temprana capacidad de acumular HSP70 que protege la
madquinaria biosintética necesaria para hacer frente eficazmente a un estrés
térmico prolongado a 35°C. Wisniewski y col. (1996) sugieren que las HSP70
estarian involucradas en la mantencion de la homeostasis celular durante la

aclimatacion al frio.
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La disminucion en intensidad de la banda de HSP70 observada a los 40°
y 45°C de tratamiento en ambos grupos de plantas, sugiere que a estas
temperaturas la sintesis y/o acumulacién de HSP70 disminuye, quizas porque
se ha excedido el limite de reparacion del sistema de proteinas de estrés
térmico. Esta posibilidad puede ser apoyada en los estudios de expresion de
HSP70 a 35°C durante 20 horas, en el cual se observa una acumulacion
creciente de la proteina por sobre 8 horas, sin embargo, bastaron 2 horas de
exposicion a 40° y 45°C para disminuir su expresién. Si los limites de tolerancia
son excedidos y la capacidad adaptativa es scbrepasada, el dafio es
permanente o deviene la muerte (Larcher, 1995).

La HSP70 es codificada por una familia multigénica (Vierling, 1991)
donde hay genes constitutivos y genes inducibles por calor. En P. chilensis
usando el mismo an_ticuerpo, se puede detectar idos bandas de protein;a, una
de 69 kDa y la ofra de 71 kDa, siendo la de 69 kDa constitutiva y la de 71 kDa
inducida por calor (Medina y Cardemil, 1993), En D. anfarctica se detecto una
sola banda de proteina HSP70. Sin embargo, no es posible descartar que haya
mas de un gen codificante para la proteina, probablemente inducibles y- que
codifiquen para proteinas de igual masa molecular.

La presencia de HSP70 favoreceria la mantencién de la integridad
celular y las diferencias en su acumulacién en ambos grupos de plantas,
explicarian el menor daio en las plantas aclimatadas a 4°C a las temperaturas

subletales. Esta evidencia fue observada en las mediciones de TLsg, ya sea por
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un menor porcentaje de dafio medido por la reduccién TTC, asi como un menor
dafio a la estructura de membranas medido por la liberacién de electrolitos.
Mas aun, se ha descrito que durante el estrés caldrico o estrés al frio, se
produée en forma frecuente una pérdida de agua de los tejidos (Palta, 1990,
Wisniewiski y col., 1996). Sin embargo, a pesar que tal pérdida de agua fue
observada en todos los tratamientos caldricos ensayados, la deshidratacion fue
menor en un 21,5% &n las plantas aclimatadas a 4°C en comparacion a las
crecidas a 13°C. Los dafios celulares derivados de la deshidratacién
generalmente estan relacionados a dafios provocados en la membrana, en
especial a cambios en las interacciones lipido - proteinas, pérdidas de iones y
solutos (Palta, 1990). Ademas, la deshidratacion produce desnaturalizacion de
algunas macromoléculas como proteinas y acidos nucleicos (Wisniewiski y col. -
1996). Estos antecedentes, junto con Ja menor deshidratacidn de las plantas
aclimatadas a 4°C concuerda con el menor dafioc a membranas y proteinas
durante el estrés termico en comparacion a las plantas crecidas a 13°C, como
se discutid anteriormente. )

Asi entonces, tomando estos resultados en conjunio es posible pensar
que la activacion de genes que responden al estrés térmico (HSPs) es una
funcion de una temperatura umbral ajustable dependiente de las condiciones
ambientales de crecimiento (Vayda y Yuan, 1984). Esto sugiere que D.
antarctica en su habitat puede inducir niveles crecientes de HSP70 de acuerdo

a la diferencia entre la temperatura de crecimiento y la de estrés. Estas




proteinas de estrés térmico permitirian la reparacién y recuperacién en forma
muy eficiente de proteinas y estructuras celulares dafiadas por el aumento
térmico durante algunas horas en la época de verano.

A partir de los resultados es posible sugerir que la induccién y
acumulacidon de la proteina de esirés térmico HSP70 y conjugados de
ubiquitina, son probablemente mecanismos de proteccién y reparacion de las

proteinas daftadas por efecto de la temperatura en D. anfarctica.




5.0 CONCLUSIONES

A partir de los resultados es posible concluir:
1. D. antarctica Desv. presenta induccién y acumulacién de proteina HSP70

frente a un estrés térmico.

2. Las plantas de D. anfarctica Desv. presentan induccién y acumulacion de

t

conjugados de ubiquitina frente a un estrés térmico.

3. En las plantas aclimatadas a 4°C, la induccién de HSP70 y ubiquitina
conjugada fue mas rapida y a una temperatura inferior que en las crecidas a
13°C, sugiriendo que el umbral de temperatura para la acumulacién de estas

proteinas cambia por la aclimatacion a 4°C.

4. De acuerdo al analisis cuantitativo del Western blot, la temperétura‘ de
maxima acumulacién de HSP70 fue a 35°C. Esta acumulacion fue transitoria
y en dos fases, una temprana (minutos) y otra mas tardia (horas). En ambas

fases la acumulacion de HSP70 fue mayor en las plantas aclimatadas a 4°C.

5. No se detectd el mondmero de ubiquitina libre (limite de deteccién = 10 ng);

sélo se detectd una banda que podria corresponder a un tetramero de
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ubiquitina libre en plantas a 13°C. La disminucidon de la intensidad de la
banda de este posible tetramero con el aumento de temperatura, podria
reflejar la formacién de conjugados de ubiquitina con proteinas danadas

durante el estrés calérico.




6.0 ANEXO

6.1 Andlisis del crecimiento de plantas de D. antarctica en distintos sustratos

El andlisis de varianza efectuade para el estudio de diferentes sustratos en el
crecimiento de D. antarctica, indica la existencia de diferencias significativas en el
numero de brotes dependiendo del susirato utilizado. Sin embargo, al analizar a
posterion los datos en el test de Tukey (Fig 25), se observa que la relacién de 3 :1 de
corteza de pino lixiviada + perlita estéril (sustrato 1), no es significativamente diferente
de turba estéril (sustrato 3) (Fig 25). Las diferencias significativas (P< 0.001) se
observan al comparar estos sustratos con turba + tierra de hoja e;téril en relacién 1:1
(sustrato 2) y tierra de hoja + turba + perlita estéril relacién 2:2:1 (sustrato 4); sin
embargo, estos ultimos no presentan diferencias significativas entre ellos,
Al realizar la evaluacion de] porcentaje de biomasa, con respecto a los distintos
sustratos ensayados (Fig. 26), se observan tendencias similares a las mostradas en el
grafico del ntimero de brotes (Fig. 25). Los mayores incrementos de peso fresco se
establecen en las plantas crecidas en los sustratos 2 y 4 (P< 0.001), en relacién a los
sustratos 1 y 3. Entre estos ultimos sust_gatos no se encontraron diferencias
significativas. En tanto, el sustrato 4 presenta mayores valores de biomasa al
compararlos con el sustrato 2, a diferencia eq}re estos r?side en la perlita, Este es un .
::ompuesto inerte cuya propiedad es dar a‘irea&ién a los suelos.

De actierdo a los resultados, los sustratos 2 y 4 son los mas:adecuados para el

crecimiento de D, antarciica, en condiciones de laborétorlo.
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Fig.25 Efecto de cuatro tipos de sustratos sobre el nlimero de brotes en plantas de D.

antarctica. Los sustratos 1, 2, 3 y 4 corresponden: corteza de pino lixiviada + perlita

(3:1); turba + tierra de hoja (1:1); turba y tierra. de hoja + turba + perlita (2:2:1),

respectivamente. Los valores representan el promedio de 40 mediciones * error

estandar, realizadas a las 3, 6, 12 y 14 semanas de ensayo.
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Fig.26 Porcentaje de biomasa en plantas de D. anfarcfica bajo cuatro tipos de suelo
(1, 2, 3 y 4), que corresponden a; corteza de pino lixiviada + perlita (3:1); turba + tierra
de hoja (1:1); turba y tierra de hoja + turba + perlita (2:2:1), respectivamente. Los
valores representan a 10 mediciones x error estandar de un total de 40 réplicas

realizadas a las 3, 6, 12 y 14 semanas.
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