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RESUMEN

Formados  como  productos  secundarios  naturales  del  metabolismo  de  todos  los

organismos  vivos,  las  especies  reactivas  de  oxigeno  (ROS)  pueden  oxidar rapidamente

proteinas,  l]'pidos y DNA causando un dafio celu]ar irreversible. Las plantas, debido a su

estilo de vjda s6sil, deben contar con diversos mecanismos enzimatjcos y no enzimaticos

para  prevenir   el   dafio   oxidativo.   Las  plantas   de   metabolismo   del   5cido   crasulaceo

(CAM),   como   es   el   caso   de  .4/oe   b¢rdczcJCHs!.f   Miller   (Aloe   vera),   se   encuentran

adaptadas  a  vivir  en    ambientes  extremos  donde  el  agua  escasea  y  las  temperaturas

diurnas son  muy altas.  Ambos estr6s,  hidrico y t6rmico,  inducen  la producci6n  de ROS

con  formaci6n  de  radicales  de  oxfgeno  y  posterior  formaci6n  de  H202.     Ascorbato

peroxidasa  (APX)  es  una  enzima  clave  en  la  reducci6n  de  los  niveles  de  H202  y  el

aumento  de  su  actividad  es  un  indicador  de  esties  oxidativo  en  cc5lulas  vegetales.  EI

objetivo  de este estudio  fue investjgar los cambios en los niveles de actividad especffica

de APX en hojas de Aloe vera bajo condiciones de estres hfdrico y t6rmico. Las plantas

de   Aloe  vera   fueron   sometidas   a   distintos   tratamientos   de  riego   de   acuerdo   a   la

capacidad de campo del suelo, con riegos de:  100%, 75%,  50%, y 25% de la capacidad

de campo (CC) denominados T1, T2, T3 y T4 respectivamente. Las plantas fueron luego

sometidas  a  dos horas  de tratamiento  de temperaturas  de  350,  40°  y 45°C,  con plantas

control mantenidas a 25°C.  Se realizaron tratamientos  combinados  de  deficit  hidrico  y

altas  temperaturas  exponiendo plantas   tratadas  con  los ricgos  T3  y T4  a dos horas  de

tratamiento a 400 y 45°C. La actividad especifica de APX aument6  en las puntas de las



hojas de plantas bajo los tratamientos hidricos T2 y T3, manteniendo niveles similares al

control en T4. La actividad especifica de APX fue relativamente estable en la base de las

hojas   de   todos   los  tratamientos.   La   actividad   no   aumenta   con   el   aumento   de   la
1

temperatura   utilizada.   En   experimentos   de   deficiencia   hl'drica   y   alta   temperatura

combinados,  el  nivel  mas  alto  de  actividad  especffica  fue  en  plantas  T3  sometidas  a

40°C,  descendiendo  en  aquellas que  se  encontraban  en T3  y  fueron  luego  expuestas  a

45°C.  Los zimogramas hechos por electroforesis  nativa mostraron una nueva isoforma

de APX de migracidn mas  lenta solo  en las bases de las hojas sujetas a 40° y 45°C,  asi

como tambi5n en plantas en tratamiento T3 sometidas a 40°C. Los niveles de ascorbato

y  dehidroascorbato  descendieron  en  plantas  sometidas  a  los  tratamientos  de  riego  y

temperatura mas severos.

Este estudio  indica que los distintos tipos de estr6s utilizados en los experimentos

descritos  generan  una  respuesta  antioxidante  en  las  plantas  de  Aloe,vera,  evidenciado

por las  variacioncs  en  la actividad  cspeciflca y en  las  isoenzimas  detectables  de  APX

obtenidas a partir de extractos crudos de proteinas,  asi como tambi6n en los cambios en

la  acumulaci6n  del  sustrato  principal  de  esta  enzima.  Ambos  parametros  constituyen

entonces buenos indicadores de ]as condiciones de stress y estado redox en Aloe vera.
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ABSTRACT

Reactive oxygen species (ROS)  are formed as natural products of metabolism  in

all  living organisms.  The ROS  can rapidly oxidize proteins,  lipids and DNA causing an

irreversibly  cellular  damage.    Plants,  due  to  their  sessile  life-style,  must  have  diverse

enzymatic  and  non-enzymatic   mechanisms  to  prevent  this  oxidative  damage.   CAM

plants,   like  4/oe   boj.bac7cj7sz.a   Miller   (Aloe   vera),   are   adapted   to   live   in   extreme

environments  where  the  water  is  scarce  and  the  diurnal  temperatures  are  high.  Both,

water  and  high  temperature  stress  induce  ROS  with  production  of H202  .Ascorbate

Peroxidase (APX) is a key enzyme in the reduction of H202 levels and 1]eing a signal of

oxidative stress in plant cells.  The objective of this study was to  investigate changes  in

the  levels of the  specific  activity of APX  in  Aloe Vera leaves  under drought  and lieat

stress conditions. Aloe vera plants were subjected to different water treatment according

to   the  field  capacity  of  tlie  soil:   25%,   50%,   75%  and   100%   (Tl,  T2,  T3   and  T4

respectively). Plants were then subjected for two hours to temperature treatments of 350,

400  and 45°C,  with control plants maintained  at 25°C  .  Combined treatments  of water

deficit and high temperatures were performed by  exposing plants  of T3  and T4  to two

hours treatments of 40° and 45°C. The APX specific activity increased at the tips of the

leaves in plants under water treatments T2  and T3  remaining control levels  in T4.  The

APX specific activity was relatively stable at tlie leaf bases in all stress treatments. The

activity  does  not  increase  with  increasing  temperature.  In  combined  experiments  of

water  stress  and  high temperature,  the  highest    levels    of specific  activity was  in   T3
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plants    subjected   to    40°C,    decreasing    in   T3       plants    exposed   to    45°C.    Native

electroplioresis zymography showed a new slow-migrating isoform of APX only in leaf

bases  of plants subjected to 40° and 45°C,  as well as in the  T3  plants treated at 40°C.

The  ascorbate  and  the  dehydroascorbate  levels  decreased  in  plants  subjected  to  most

severe drought and heat treatments.

This  study  shows  that  the  different  stress  treatments  used  in  the  experiments

already described triggers an antioxidaut response  in Aloe vera plants,  as shown by the

variations  in the activity and APX detectable isozymcs obtained from the crude protein

extracts,  and  the  changes  in  the  accumulation  of this  enzyme's  main  substratc.  Then,

both parameters are good indicators of stress and redox state conditions in Aloe vera..
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1.   INTROI)UCCI0N

1.1                Aloe vera y metabolismo del acido crasuliceo.

Aloe vera (j4/oc bord¢de#sz's Miller) es una planta monocotiled6nea suculenta de

metabolismo del acido crasulaceo  (CAM) la que esta naturalmente adaptada a crecer en

regiones  climaticas  particularmente  aridas,  en  donde  se  encuentra  con  una  muy  baja

disponibilidad    de    agua    y    altas    temperaturas,    convirti6ndose    en    un    ambiente

particularmente  inh6spito para organismos  s6siles  como  las plantas.  La adaptaci6n que

poseen las plastas  CAM,  consiste en la separaci6n temporal del proceso  de fijaci6n de

carbono  en el interior de  la c6lula vegetal.  La asimilaci6n de   C02   se realiza durante  la

noche, momento en el que la planta puede mantener sus estomas completamente abiertos

sin arriesgarse a perdcr agua por evaporaci6n, tal como sucederia durante el dia cuando

la planta se encuentra expuesta a muy altas temperaturas y una muy baja humedad en el

aire.  Con este sistema la eficiencia del uso del agua llega a ser 2 a 4 veces mayor en las

plantas  CAM  en comparaci6n  a plantas  de tipo  C3  y C4  (Gross y  col.  2013).  EI C02

obtenido   es   incorporado   a  una  mol5cula  dc   fosfoenolpinivato,  y  despu6s   de     dos

reacciones  se  almacena  como  acido  malico  en  la  vacuola.  Durante  e]  dia  este  acido

malico  sale  de  la  vacuola  y   el  C02  es  liberado  en  el  cloroplasto  por  descarboxilaci6n

mediada por  la  enzima  malica.  Ademas  se  forma pinivato  el  que  es  transformdao  en

fosfoenolpiruvato   gracias a la enzima piruvato  fosfato diquinasa   (Dittrich y col,1973).

Como  los estomas permanecen cerrados en el di'a,  la concentraci6n de C02 se mantiene

13



alta  y  la  de  02  baja  dentro  de  ]a  celula,  reduciendo  ]a  posibilidad  de  fotorrespiraci6n

asociada a la acci6n de la Ribulosa  I,5-bisfosfato Carboxilasa, o  RUBISCO (Denius &

Homann  1972;  Christopher y Holtum,  1996;  Taiz  y Zeiger,  1998;  Yamori y  col.  2014)

Sin embargo, estas condiciones extremas de estr6s, hidrico  y t6rmico principalmente, en

los  que habitan plantas  como  Aloe vera inducen la generaci6n de  especies reactivas  de

oxigeno  (ROS),  las  que  pueden  dafizir  gravemente  distintas  estructuras  de  la  c5lula

vegetal.   A  pesar  de  contar  con  notables  adaptaciones  como  son  las  raices  y  hojas

especialjzadas,   la   gruesa   cutieula   que   recubre   a   estas   bltimas,   y   la   sintesis   de

polisacdridos y otros azucares  destinados  a formar  la gruesa  y espesa capa de gel que

caracteriza a esta planta, el dafio oxidativo  es posible cuando  el estr6s por deficit hidrico

es  severo  (Delatorre-Herrera y col.  2010;  Gross  y  col.  2013).  Los  efectos  de  este  dafio

oxidativo pueden no poner en riesgo  la sobrevivencia de organismos adaptados a estas

condiciones como el Aloe vera, pero pueden afectar la calidad y propiedades del gel de

Aloe, y con ello provocar importantes perdidas a quienes cultivan esta planta con fines

comerciales.  Conocer  las  condiciones  6ptimas para el cultivo  de  esta especie,  asi como

el  podcr   idcntificar   los   distintos   mecanismos   que   dan  protecci6n   contra   cl   estr6s

abi6tico, al que se ven sometidas en su lugar de cultivo, resulta de vital importancia para

mejorar la producci6n de Aloe vera a nivel nacional.
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1.2               Especies Reactivas de oxigeno y Estr6s oxidativo.

1.2.1                   Producci6n de ROS

EI  02   es  una  molecula  relativamente  estable.  No   obstante,   los  procesos  de

transferencia   de   energia   o   electrones   para   su   reducci6n   durante   las   reacciones

metab6licas  llevadas  a  cabo   en  el  interior  de  las  celulas  generan  diversas  especies

reactivas  dc  oxigeno.  Las  ROS  incluyen  radicales  libres  [radical  super6xido  (02.-)  y

radical hidroxilo  (.OH)]  y no radicales libres [per6xido de hidr6geno  (H202) y oxi'geno

singlete  ('02)].  En una primera reacci6n,  el  02  forma  02.-o  la  especie protonada  del

mismo,   el   hidroper6xido   (H02.-).   EI   02.-   puede   inactivar   distintas   enzimas   que

contienen atomos de Fe o S, mientras que, el H02.-se forma a pH acido y esti implicado

en  la oxidaci6n de  li'pidos  al  captar protones  de  los  acidos  grasos poliinsaturados  (Van

Breusegem y col. 2001). En una siguiente reacci6n, se origina H202 que es relativamente

estab]e.  EI  H202  difunde  facilmente  desde  el  lugar  donde  se  forma  dentro  de  la  c6lula

hasta  otros  compartimentos  celulares,  incluso  a  c6lulas  adyacentes,  y puede  inactivar

enzimas  mediante  la  oxidaci6n  de  grupos  tiol  (Halliwel],  2006).  EI  02.-  y  el  H202  en

presencia de algunos metales, como Fe y Cu, dan lugar, mediante la reacci6n de Haber-

Weiss,  al radical  .OH,  que presenta una reactividad qui'mica elevada  y es  considerada

una   de   las   especies   qui'micas   mas   toxicas   conocidas,   ya   que   es   capaz  de   oxidar

practicamente cualquier tjpo  de biomol6cula y no se conoce enzima capaz de eliminarlo

eficientemente, por lo que ]a planta debe evitar su producci6n detoxificando rdpidamente

sus precursores o sintetizar antioxidantes no enzimaticos que eviten el dafio a estructuras

vitales (Anioma,  1994; Kelirer, 2000; Rossi y col. 2013). El ]02 se forma a partir del 02

15



en triple estado (302) y puede transferir su energia dafiando membranas e  induciendo  la

muerte celular (Ryter y Tyrrell,  1998). Todas las reacciones antes descritas se resumen

graflcamente en la Figura  1.

Radical I6n                16n
Dioxi'geno            Su per6xido          Perdxido3o2 ±  a;- i 02. + 0

I
102

Singlete
Oxigeno

lH.                     12H.
HO;                  H202

Radical              Per6xiclo de
perhidroxilo        Hidrdgeno

Radical
Hidroxl'o

Figura  1. Generaci6n de las distintas especies reactivas de oxigeno por transferencia de encrgia o

reducci6n  secuencial  univalente  del  estado  basal  triplete  oxigeno.  Adaptado  de  Apel  y  Hint,

2004.

Tradicionalmente,  las ROS  has  sido  consideradas  mol6culas t6xicas  debido  a su

capacidad  para  oxidar  componentes  celulares  provocando,  en  el  peor  de  tos  casos,  ]a

muerte de  la celula.  Sin embargo,  los ROS,  a concentraciones estrictamente controladas

por  los  sistemas  antioxidantes,  tienen  una  funci6n  muy  importante  como  mol5culas

sefializadoras,  interviniendo  en  procesos  importantes  como  el  desarrollo  y  expansion

celular,   el   cierre   estomatico,   la   senescencia   y   muerte   celular,   la   germinaci6n   y

dormancia  de  semillas  o  la  adaptaci6n  a  distintos  tipos  de  estr6s  (Mittler  y  col.  2004;

Foyer  y Noctor,  2005;  Foyer  y Noctor,  2013;  Lariguet  y  col.  2013).  Los  ROS  pueden

intervenir en la sefializaci6n en tres niveles:  siendo detectadas por sensores especificos y

activando  una  cascada de  sefializaci6n que  conduce  a  la  modificaci6n  de  la  expresi6n

genica; activando o inactivando algiin componente de la cascada de sefializaci6n por un
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proceso  de  oxjdaci6n;  y  actuando  directamente  sobre  factores  de  transcripci6n  y,  por

consiguiente,  modulando  la  expresi6n g6nica (Apel  y Hirt,  2004;  Mittler  y  col.  2004;

Scandalios,  2005).  En  plantas,  los  principales  procesos  metab6licos  donde  se  generan

ROS son la respiraci6n, Ia fotosintesis y el metabolismo peroxisomal.

I.2.I.1               Producci6n de ROs en mitocondrias.

La  respiraci6n  aer6bica  tiene  lugar  en  las  mitocondrias  de  todos  los  organismos

aerobjos   y  es   energ6ticamente   mas   ventajosa   que   los  procesos   de   fermentaci6n   y

respiraci6n  anaer6bica.  Durante  este proceso  se  lleva  a cabo  la reducci6n  completa del

02 a una mol6cula de H20  mediante  la transferencia de cuatro  electrones.  Sin embargo,

esta reducci6n se produce de manera secuencial,  lo  que provoca la formaci6n de  ROS.

De  hecho,   se   estima  que  aproximadamente  el   1-2%   del   02   consumido   durante   la

respiraci6n  es  reducido  a  ROS.  Los  principales  sitios  de  producci6n  de  ROS  en  la

membrana  interna  mitocondrial  son  los  complejos  I  (NADH  deshidrogenasa)  y  Ill

(ubiquinol-citocromo-c  oxidorreductasa).  El  radical  02.-  producido  en  estos  complejos

es dismutado posteriormente a H202 por la manganeso-super6xido dismutasa (MnsoD)

de la matriz mitocondrial.

1.2.I.2               Producci6n de ROs en cloroplastos.

En  los  organismos  fotosintetizadores,  Ios  cloroplastos  son  el  principal  sitio  de

producci6n   de   ROS.   Durante   la   fotosi'ntesis   se   pueden   generar   ROS   tanto   en   el

fotosistema I como en el fotosistema 11. En el fotosistema I se produce la fotorreducci6n

del 02 (reacci6n de Mehler) al radical 02.-. En el fotosistema 11, el estado excitado de la
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clorofila  (P680)  puede  transferir al  02  su  energffl  de  excitaci6n  formando  '02  (Apel  y

Hirt,  2004; Halliwell  y  Gutteridge,  2007).  Tal  como  en el  caso  de  las  mitocondrias  la

enzima  Cu-Zn  SOD  de  cloroplasto    transforma  el  02.-  en  H202  desintoxificando  al

organelo de este peligroso ROS (Rami'rez y col. 2012).

1.2.I.3               Produccj6n de ROs en peroxisomas.

Los peroxisomas  son  el principal  sitio  de producci6n  de  H202  en  la c6Iu]a.  Esta

especie reactiva de oxl'geno  se produce durante la fotorrespiraci6n,  la a-oxidaci6n de los

acidos grasos,  la oxidaci6n  del  acido ririco por la urato oxidasa y la dismutaci6n de 02.-

por la acci6n  de  ]as  super6xido  dismutasas  (SOD)  peroxisomales.  Ademfs  de H202,  en

los peroxisomas  se produce  02.-por la  acci6n  de  la xantina oxidasa  en  la  matriz y por

una  cadena  de  transporte   de   electrones  dependiente  de  NAD(P)H   localizada  en  la

membrana peroxisomal (Del Rfo y col. 2006). En respuesta a algunos tipos de estrds, se

ha observado un aumento  en el ndmero de peroxisomas de  la celula.  Esto, junto  con la

capacidad  de  este  organelo  para  producir  y  regular  la  liberaci6n  de  ROS  y  especies

reactivas de nitr6geno  (RNS),  determina que los peroxisomas tengan un papel clave en

la respuesta al estr6s oxidativo en plantas (Colpas y col. 2001).

1.2.2                    Dafio oxidativo

Como  se lia mencionado  anteriormente,  los ROS  no  solo  se producen  durante el

metabolismo   normal   de   ]a   c6lula,   sino   que   sus   niveles   pueden   aumentar   durante

condiciones de estr6s. En condiciones fisiol6gicas, la producci6n y eliminaci6n de ROS

esta equilibrada debido  a los mecanismos antioxidantes  de  las c61ulas.  Sin embargo,  en
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condiciones  de  estr6s  se  rompe  este  balance,  Io  que  puede  orjginar  la  p5rdida  de  la

eficiencia metab6lica y funcional de la c6lula, provocando una situaci6n conocida como

estr6s oxidativo (Scandalios, 2005). Este se caracteriza por la acumulaci6n de productos

de  la  oxjdaci6n  de  lfpidos,  proteinas  y  icidos  nucleicos.  Un  esties  oxidativo   intenso

puede incluso llegar a ocasionar la muerte celular.

1.2.2.1                Dafio oxidativo a lipidos.

La peroxidaci6n de lipidos  es una reacci6n  en  cadena que puede  iniciarse por el

radical  .OH  o  el  '02  (Bhattacliarjee,  2005),  o  por  la  acci6n  de  las  lipooxigenasas  en

c6lulas vegetales.  La peroxidaci6n de  lipidos se  inicia cuando  un grupo  metileno  de un

acido graso poliinsaturado pierde un alomo de H, formando hidroxiper6xidos de li'pidos

que  se   descomponen  para  dar  lugar  a  otras  especies  reactivas,   como   los  radicales

alcoxilos,  alcanos,  6poxidos de  lfpidos y aldehidos citot6xicos como el malondialdehido

(Sevanian  y  Hochstein,   1985;  Halliwell,  2006).  La  peroxidaci6n  de  lipidos  ocasiona

dafios  a  las  membranas  celulares  alterando  su  estructura  y  funci6n  por  fen6menos  de

descompartimentaci6n   i6nica,   perdida   del   potencial   de   membrana,   inhibici6n   del

transporte y modificaci6n de receptores de membrana (Farmer y Mueller, 2013).

1.2.2.2                Dafio oxidativo a proteinas.

Los   ROS   pueden   causar   modificaciones   covalentes   en   los   aminoacidos   de

manera  irreversible.  No  obstante,  en  a]gunos  casos,  como  la  cisteina  y  metionina,  las

modificaciones  son reversibles  y  constituyen un  importante  mecanismo  de  regulaci6n

redox   permitiendo   la   activaci6n   e   inactivaci6n   de   proteinas.   Las   modificaciones
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oxidativas mas comunes son la formaci6n de gmpos carbonilos debido a la oxidaci6n de

las  cadenas  laterales  de  algunos aminoacidos como  la  lisina   (Davies,1987),  formaci6n

de  sulfoxido  de  metionina  por  oxidaci6n  del  grupo  tio6ter  y  la  nitraci6n  de  tirosinas

(Jacques y col.  2013).

1.2.2.3                Dafio oxidativo a DNA.

El  dafio  oxidativo  al  DNA lla sido  memos  estudiado.  Los ROS,  especialmente  el

'02,  el  .OH  y  los  per6xidos  de  lfpidos,  pueden  ocasionar  dafio  oxidativo   al  DNA,

produciendo  ]a rotura de  la doble h6lice,  asi como  la oxidaci6n de  la desoxirribosa y de

las bases  nitrogenadas.  Las  modificaciones oxidativas del DNA,  como  la conversion de

la  guanina en  8-hidroxiguanina,  favorecen  la ocurrencia de  mutaciones  derivadas  de  la

repljcaci6n de  este DNA dafiado,  fendmeno  que puede ser jmportante en la regulaci6n

de  la  expresi6n  g6nica  (Wiseman  y  Halliwell,   1996;  Evans  y  col.   1999,  Berk  y  col.

2011).

Si  bien   todos   los   organismos   vivos   deben   lidiar   con   los   efectos  del   estr6s

oxidativo  y  nccesitan  contar  con  medios  eficientes  para  controlar  la  concentraci6n  de

estos ROS en sus c6lulas, las plantas se ven ahn mas cxpuestas a este tipo de estres y sus

medios  de  defensa  deben  ser  muy  eficientes,  principalmente  debido  a  que  se  trata  de

organismos   s6siles,   los   que   no   pueden   simplemente   escapar   de   las   condiciones

ambientales  adversas  que  gatillan  la  producci6n  exce.siva  de  ROS.  Estos  sistemas  de

defensa   se    clasifican   principalmente    en    antioxidantes   de    tipo    enzimatico    y   no

enzimatico,  y  en  ambos  destaca  la  importante participaci6n  del  ascorbato  (ASA),  una
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mol6cula  que,  como  se  vefa  a  continuaci6n,  esta  involucrada  en  mdltiples  funciones

antioxidantes y fisiol6gicas.

1.3       Ascorbato y su doble funci6n antioxidante.

La  si'ntesis  de  ascorbato  en plantas  se  realiza  a  trav€s  de  dos  vias:  a  trav6s  de

intermediarios  del  acido  ur6nico,   como  el  acido  D-galacturdnico  (Isherwood  y  col.

1954),  y,  a  trav6s  de  la  denominada ruta  Smimoff-Wheeler,  que  sintetiza  ascorbato  a

partir  de  D-manosa  y  L-galactosa,  siguiendo  la  ruta  descrita  en  la  Figura  2,  y  que

constituiria  la  principal  via  de  sintesis  de  este  metabolito  en  este  tipo  de  organismos

(Smirmoffy col. 2001; Conklin y col. 2013, Blauer y col. 2013).
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Figura 2. Ruta de Smimoff-Wheeler, prineinal via de biosintesis de Ascorbato (ASA) en plantas

superiores. Adaptado de Blauer y col. 2013 .
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Dentro   de   las   principales   propiedades   que   caracterizan   al   ascorbato   (ASA)

destaca el rol de ser un sustrato reductor muy importante en la detoxificaci6n de diversas

especies reactivas de oxi'geno en distintos organismos fotosint6ticos como p]antas, algas

y  cianobacterias  (Sliigeoka  y  col.  2002).  En  plantas  cumple  un  jmportante  papel  en

diversos  procesos  fisiol6gicos  como  el  crecimiento  de  la  pared  y  expansi6n  celular,

diferenciaci6n,      fotosintesis,      sintesis     de     etileno,      giberelinas,      antocianinas      e

hidroxiprolina,  y  otros  variados  procesos  metab6licos.  Ejemplo  de  esto  es  el  estudio

realizado  con mutantes  de 4rabz.c7opri.s  /fac!/i.a;?cz  con una  deficiencia  moderada (v/cJ)  o

severa  (1//c2)  en  el  contenido  de ASA,  en  donde  se  observ6  cambios  importantes  en  la

morfologia,  estructura celular y desarrollo  de las plantas (Olmos y col. 2006), asi como

tambi5n  en  la  sefializaci6n  mediada  por  hormonas  y  la  respuesta  defeusiva  a  estres

(Pastori y col.  2003; Pavet y col.  2005).  En su rol antioxidante,  ASA  destaca por ser el

antioxidante soluble de bajo peso molecular mas abundante en plantas superiores, siendo

en hojas incluso mas abundante que la misma clorofila (Noctor y Foyer,1998; Smirnoff

y  Wheeler,  2000;  Sharma  y  col.  2012).  Esta  mol6cula  ubicua  es  capaz  de  reaccionar

directamente con los ROS evitando que 6stas dafien otras estructuras vitales. Tambi6n es

respousable de la regeneraci6n de otros antioxidantes como  el a-tocoferol o Vitamina E

(Packer  y  col.   1979)  y  de  los  flavonoides  oxidados  (P6rez  y  col.  2002),  y  es  ademas

co factor de la violaxantina de-epoxidasa,  que  interviene  en  la sl'ntesis  de  la zeaxantina

(Rockholm y Yamamoto,  1996).

Sin embargo,  y a pesar de  las  muchas  funciones  que ya cumple  esta mol6cula,

tiene una  segunda participaci6n en  la  maquinaria  antioxidante presente  en organismos
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fotosint6ticos,  al servir como  sustrato  reductor tinico  de  la enzima ascorbato peroxidasa

(APX),  la cual es tambi6n, una pieza clave en la mantenci6n de la homeostasis en este

tipo de sistemas al encargarse del control del per6xido de hidr6geno (H202), un ROS que

es probablemente la mas versatil de este tipo de especies.

1.4       Detoxificaci6n de H202 por acci6n de la Ascorbato peroxidasa

Dentro  de  las  especies  reactivas  de  oxigeno  una  de  las  que  mas  destaca  es  el

per6xido de hidrogeno. Esta mol6cula es solo moderadamente reactiva y tiene una vida

media relativamente larga (1ms)] mientras que otros ROS  como  02.-, OH. y ]02  tienen

una  vida  media  mucho  menor  (2-4Hs).  Ademas  es  una  mol6cula  lo  suficientemente

pequefia  como  para atravesar  membranas  y moverse  por los  distintos  compartimentos

celulares   (Gill   y   Tuteja,   2010).   Las   dos   propiedades   antcriormente   sefialadas   son

particularmente importantes  en la funci6n que esta especie reactiva de oxigeno  cumple

como   un  sefializador  multifuncional.   En  la  ri[tima  decada   se  ha   acumulado   fuerte

evidencia  de  la participaci6n del per6xido  de hidrogcno  en  la modulaci6n de  mriltiplcs

procesos biol6gicos, como la inducci6n de resistencia, reforzamiento de la pared celular,

senescencia, producci6n  de  fitoalexina,  fotosintesis,  apertura de estomas, ciclo  celular y

muerte  celular programada  (Petrov y Van Breusegem,  2012).  La producci6n activa  de

esta  mo]6cula  no  solo  ocurrc  en  el  interior  de  los  distintos  organelos  y  citoplasma

celular,  sino  tambi6n en el apoplasto,  en donde es necesario para gatillar la denominada

"rafaga   oxidativa"   (or!.cJcz/I.ve   b#rsf   en   ingl5s),   Ia   cual   es   parte   de   la   respuesta
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hipersensible   a  pat6genos,   pero   tambi6n   es   necesaria  para   el   crecimiento   normal,

desarrollo y muerte celular programada (Miller y col. 2010).

Ante la importancia de las distintas funciones que cumple esta molecula, resulta

vital que los nive[es de per6xido de hidr6geno sean finamente regulados en cada uno de

los compartimentos, asegurando que pueda cumplir con su funci6n sefializadora sin que

la conceutracidn aumente hasta el punto de volverse dafiina para las distintas estructuras

que componen la c6lula, y es en esta labor donde la enzima ascorbato peroxidasa cumple

un rol fundamental.

Ascorbato  peroxidasa  (APX,  EC  1.11.1.11)  es  una  enzima  que  utiliza  de  forma

especi'fica dos mo]6culas de ASA como dadores de electrones para reducir una mol6cula

de per6xido de hjdrogeno  (H202) a agua con la generaci6n paralela de dos mol6culas de

monodehidroascorbato   (MDHA).   Esta   reacci6n   inicial   es   parte   de   dos   ciclos   de

eliminaci6n de especies reactivas de oxi.geno que constituyen la columna vertebral de la

respuesta  antioxidante  enzimatica  en  organismos   fotosint6ticos.   En  primer  lugar,   el

Ciclo Agua-Agua, o Reacci6n de Mehler (Figura 3a), canaliza en primera instancia los

electrones  obtenidos  de  la  disrupci6n  de  mol5culas  de  H20  en  el  PSII  a  trav6s  del

aparato  fotosint6tico  en  cloroplastos.  Estos  electrones  son transferidos  a  02  en  el  PSI

resultando  en la formaci6n de radicales super6xido  (02-). Una super6xido  dismutasa de

cobre/zinc (Cti/Zn SOD) unida a la membrana convierte el radical super6xido  en H202,

para que luego una APX unida a la membrana del tilacoide (tAPX) convierta este H202

nuevamente  en  agua.  El  ascorbato,  utilizado  en  este  proceso  por  APX  como  agente

reductor,  es  convertido  a  radical  ASA  (o  monodehidroascorbato,  MDHA),  el  cual  es
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posteriormente reducido una vez mas a ASA por la Ferredoxina (Fd) utilizando para ello

electrones provenientes  del PSI.  Este  proceso  ciclico  mantiene  el  flujo  de  electrones  a

trav6s  del  aparato  fotosint6tico  incluso  cuando  la  fljaci6n  de  C02  es  limitada  o  esta

inhibida. Mientras esta reacci6n ocurre tan solo  en  los cloroplastos, un segundo ciclo de

eliminaci6n  de  ROS  iniciado  por APX  sucede  en multiples  compartimentos  celulares.

En el denominado Ciclo del Ascorbato-Glutati6n, o Ciclo de Halliwell-Asada (Figura

3b)  despu6s  de  la  primera  reacci6n  en  donde  APX  convierte  H202  en  H20  con  la

concomitante  oxidaci6n  de  ASA  en  MDHA,   este  radical  asi  originado   se  convierte

espontineamente a ASA y a dehidroascorbato (DHA), o puede ser reducido directamente

a ASA por la acci6n de la MDHA reductasa (MDHAR). DHA reductasa (DHAR) utiliza

glutati6n  (GSH)  para reducir DIIA y regenerar con  ello  ASA.  El  glutati6n oxidado  es

regenerado   luego   por   la   GSH   reductasa   (GR),   utilizando   para   ello   equivalentes

reductores de NAD(P)H. Esta cadena de reacciones muy bien enlazadas entre si permite

prevenir   la  acumulaci6n  de   niveles   dafiinos  de  H202   en  organismos   fotosint6ticos,

regenerando los compuestos antioxidantes iniciales y asegurando la mantenci6n del pool

inicial de este grupo de mol6culas (Asada,1992,1997).
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Acorde   con   esta   importante   funci6n,   existe   evidencia   de   que   APX   estaria

distribuida  en  al  memos  4  compartimentos  intracelulares:  en  el  estroma  y  tilacoides  de

los  cloroplastos (SAPX y tAPX respectivamente),  en microsomas,  como  glioxisomas  y

peroxisomas  (mAPX)  y  ]a  forma  citos6lica  (CAPX),  mientras  que  una  quinta  forma

presente    en   mitocondrias    se    ha   descrito    recientemente    (mitAPX),    hflsta    ahora

dnicamente  debido  a  la  evidencia  de  actividad  enzimatica  (Jim6nez  y  col.   1997;  De

Leonardis  y cols.  2000;  Teixeira, 2006; Xin y col.  2014),  aunque no  se  ha descrito  aiin

ninghn gen, CDNA o secuencia aminoacidica asociada a una isoforma correspondiente a

este compartimiento  subcelular (Teixeira y cols.  2004).  Todas  estas  enzimas tienen una

alta  especificidad  por  ASA  como  dador  de  electrones,  especialmente  para  las  formas

cloroplasticas  y  de  microsomas,  mientras  que  la  forma  citos6lica puede  oxidar ciertos

dadores  de  electrones  artificiales  como  pyrogallol  o  guaiacol  (Yoshimura  y  col.  1998;

Asada,1999).  Su  inestabilidad en ausencia de  ascorbato hace que  la actividad se pierda

rapidamente  cuando  ASA alcanza concentraciones menores  a 20uM.  En  la mayori'a de

los    organismos    estudiados,    los    tiempos    de    inactivaci6n    media    de    las    formas

cloroplasticas    y   mitocondriales    son   menores    a   30    segundos,    mientras    que    la

citoplasmatica  y  microsomal  son  de  aproximadamentc   1   hora  (Chen  y  Asada,   1989;

Amako  y  col.   1994;  Yoshimura,   1998).  Las  formas  dc  cloroplasto  existen  en  forma

monom6rica (SAPX  33,2 kDa y tAPX 47,7 kDa),  pero  CAPX es un di'mero  compuesto

por subunidades id6nticas con una nasa molecular de 28kDa cada una (Shigeoka y col.

2002).
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Ascorbato  peroxidasa  es  una peroxidasa heme  de  clase  I,  similar  a  la  conocida

citocromo  c  peroxidasa,  las  que  catalizan  la  oxidaci6n  del  sustrato  (L-ascorbato  para

APX) mediante la oxidaci6n inicial del Fe3t del grupo heme por acci6n del H202, para

formar un  intermediario  oxidado  de  dos  electrones  conocido  como  Compuesto  I  el  que

contiene   un   ion   oxiferrilo   (Fe4+=O)   y   un   radical   cati6nico   basado   en   porfirina

(Macdonald y col. 2006; Efimov y col. 2007). Este Compuesto I, que es posteriormente

reducido por el mismo sustrato (ascorbato) en dos transferencias sucesivas de electrones

que   dan   origen   al   monodehidroascorbato,   es   altamente   inestable   en   este   tipo   de

peroxjdasas,  motivo  por  el  cual  la  enzima  se  inactiva  rapidamente  y  fue  descrita  tan

tardia.mente,   a   pesar   de   haberse   observado   actividad   peroxidasa   dependiente   de

ascorbato  con anterioridad  (Efimov y col.  2007).  Recientes  estudios  ham propuesto  que

existiri'an dos sitios de uni6n a sustrato en APX: uno para ascorbato y otro para sustratos

aromfticos,   pero   aunque   esta   propuesta   no   se   ha   podido   sustentar   .con   pruebas

definitivas,  se  lia  demostrado  que  la  afinidad por  ascorbato  de  este  supuesto  segundo

sitio de union seria muy baja, no afectando la cinetica de esta enzima en la reacci6n que

cataliza  principalmentc  (Sharp  y  col.  2003b;  Sharp  y  col.  2004;  Efimov  y  col.  2007).

Concentraciones adecuadas de Fe en el medio de cultivo de estas plantas son necesarias

para  los  niveles  dptimos  de  actividad  de  esta  y otras  enzimas  que  contienen  fierro,  la

cual  disminuye  en  condiciones  deficientes  de  fierro  y  aumenta  bajo  estr6s  por  alta

conccntraci6n  de  cste  metal,  indjcando  la  importancia  de  este  ion  en  la  respuesta  a

distintos tipos de estr6s (Salama y col. 2009).

29



Por  su  rol  en  la  protecci6n  contra  los  efectos  dc  la  producci6n  excesiva  de

especies  reactivas  de  oxigeno  (ROS),  tanto  las  isoenzimas  de  APX  como  las  elizimas

encargadas   de   eliminar   el   per6xido   de   hidrogeno   se   encuentran   preferentemente

localizadas  cerca  de  los  sitios  de producci6n  de  02-  como  cloroplastos,  peroxisomas  y

mitocondrias (Miyakc y Asada,1992; Faize y col.  2013).  Cuando la producci6n de ROS

excede ampliamente la capacidad end6gena dc eliminarlos, el balance regulado entre los

sistemas  de  generaci6n  y  eliminaci6n  de  ROS  puede  verse  alterado,   llevando   a  la

inactivaci6n de las enzimas de defensa. Por este motivo, tanto 02- como H202 deben ser

constantemente  controlados  para preservar  [a  actividad  fotosintetica  (Noctor  y Foyer,

1998;  Shigeoka  y col.  2002).  Bajo  condiciones  de  estr6s  ambiental,  como  por  ejemplo

cstr6s   hl'drico,   t6rmico,   altas   con.centraciones   de   sales   y   metales   pesados,   etc.,   la

actividad de APX aumenta por lo general en conjunto con la actividad de otras enzimas

antioxidantes  como  catalasa,  SOD  y  GSH  rcductasa  en  respuesta  al  estres  sometido,

sugiriendo  que  los  componentes  de  los  sistemas  de  eliminacidn  de  ROS  estari'an  co-

regulados  (Hossain  y col.  2009;  Wang  y  Song,  2009;  Azooz  y  col.  2009;  Al-Ghamdi,

2009),    Io    que    tambien    se    observa    al    exponer    a    los    organismos    a    mayores

concentraciones de algunas hormonas clave en la regulaci6n sist5mica y sefializaci6n en

condiciones   de   estr6s   bidtico   y   abi6tico   como   el   acido   abscl'sico   (ABA)   y   acido

jasm6nico  (JA)  (Zhang y col.  2009; Piotrowska y col.  2009).  Sin embargo. en el caso de

APX, la evidencia apunta a una expresi6n constitutiva de las isoformas de cloroplastos y

otros organelos para  la detoxificaci6n de per6xido  de hidrogeno  de  forma inmediata  y
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eficiente   tanto   en   condiciones   normales   como   bajo   estr6s   ambiental   en   aquel]os

compartimentos donde se encuentran las mas altas concentraciones de H202.

Con   respecto   a   la   regulaci6n   de    la   expresi6n   de   APX,   en   las   formas

citoplasmaticas   se   ha   encontrado   en   mdltiples   estudios   que   la   expresi6n  de   estas

isoformas es gatillada por el aumento  en las concentraciones de H202 y cambios redox

en  el  sistema  fotosint6tico  de  transporte  de  electrones.  Aunque  se  desconoce  de  que

forma funciona gran parte de este sistema de sefializaci6n para cl control de la expresi6n

de  CAPX gatillado  por H202,  estos pueden explicarse  en parte  gracias  a  la regulaci6n

mcdiada por factores dc transcripci6n dc tipo Heat Shock (HSFs, o Hcflf S7zock Fczcfo;.s

en  ingl6s),  aunque  el  funcionamiento  de  cstos  factores  y  la  forma  en  que  regulan  la

expresi6n  de  estas  isoformas  es   atin  desconocido.   Se  ha  predicho   la  existencia  un

elemento  en  cz.I;.  de  uni6n  a  HSF  en  el  promotor  de  CAPX  en  base  a  identidad  de

secuencias,  pero  no  existe  evidencia  directa  de  la  interacci6n  de  estos  elementos  y  los

HSFs conocidos. Ademas, la red de interacciones de los distintos factores descritos y la

expresi6n de CAPX ha mostrado un alto  grado de complejidad,  ya que algunos factores

son  capaces  de  activar  la  expresi6n  de  una  de  las  dos  isoformas  sin  afectar  la  otra,

mientras otros factores acthan a la inversa y otros lo hacen activando ambas isoformas a

la vez (Panchuk y cols. 2002; Davletova y cols.  2005; Nishizawa y cols. 2006;  Suzuki y

Mittler,   2006).   En   cada   caso,   la   expresi6n   g6nica   de   CAPX  responde   a   cambios

ambientales,  resultando  en  la protecci6n  de  estructuras  celulares  de  importancia  contra

los dafios del estres oxidativo y a la vez modulando los niveles de per6xido de hidrogeno
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para su participaci6n en la sefializaci6n intracelular (Yoshimura y col.  2000; Shigeoka y

col. 2002).

Debido  a la evidence regulaci6n de los niveles de actividad de esta enzima bajo

distintas condiciones de estr6s, es que ha sido utilizada comdnmente para caracterizar la

rcspucsta de la maquinaria sist6mica de detoxificaci6n de especies reactivas de oxigeno

en   distintos   organismos   fotosint6ticos.   En   el   caso   de   este   seminario   de   titulo,   se

analizarin los patrones de actividad total de ascorbato peroxidasa y las concentraciones

de  ascorbato  y  dehidroascorbato  en  extractos  obtenidos  dc  hojas  de ,4/oc  bclrdcrde#s!.s

Miller (Aloe vera) sometidas a distintas condiciones de estres hidrico y t6rmico, con el

objetivo  dc  conocer parte  de  la respuesta de  la planta ante  estas  condiciones  adversas

que  derivan  en  estres  oxidativo  y  el  consiguiente  dafio  cclular  que  estos  organismos

sufrcn, A su vez, este trabajo busca complementar.los estudios previos realizados por el

mismo  grupo  de  laboratorio,  en  los  cuales  se  ha  descrito  la  respuesta  de  la  enzima

antioxidante   Supcroxido   Dismutasa   (Ramhez   y   col.   2012),   asi   como   la   de   otras

proteinas protectoras  (HSPs y Ubiquitina)  y la sintesis y acumulaci6n  de distintos tipos

de  polisacaridos  como   respuesta  a  estas   condiciones  adversas   (Salinas  y  col.   2007;

Delatorre-Herrera y col.  2010; Huerta y col. 2013).
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I.5     0bjetivo General

Caracterizar los nivelcs  de  actividad de  la cnzima Ascorbato Peroxidasa (APX)

cn  hojas  de  .4/oe  bczrbc!dc#si.s  Miller  (Aloe  vera)   en  distintas   condiciones  de  estrcss

hi'drico  y  termico,  correlacionar  los  valores  observados  con  la  aparicidn  de  distintas

isoformas  de  esta  enzima,  y  con  las  variaciones  en  la  concentraci6n  de  su  sustrato

ascorbato, en sus formas reducida y oxidada.

1.6      0bjetivos especificos

1.   Medir ]a actividad especifica y registrar el patron de las distintas isoformas de ]a

enzima ascorbato peroxidasa obtenidos a partir de extractos proteicos de hojas de Aloe

vera en disLintas condicjones de estr6s hidrico  (tratamientos de  100%, 75%,  50% y 25%

de la capacidad de campo), t6rmico (tratamientos de 250, 35°, 40° y 45°C por dos horas)

y combinado  (mezclando  las  dos  condiciones  estr5s  hidrico  y t6rmico  mas  severas  a la

vez).

2.    Medir las concentraciones  de ascorbato y dehidroascorbato  en  extractos de hojas

de Aloe vera en las distintas condiciones de estr€s antes sefialadas, y determinar con esto

el estado redox de la hoja.
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2.  MATERIALES Y METODOS

2.1                M ateriales

2.I.1     Material Biol6gico

-     Aloe barbaiidesis ^it:"er

EI modelo  a utilizar son plantas de A/oe borb¢dc#s`z.s` Miller de aproximadamente

3 afros de edad, mantenidas en invemadero bajo un fotoperiodo de 16/8 h (luz/oscuridad)

zi  una  temperatura  de  25  °C.   Las  plantas  fueron  aclimatadas  durante  6  meses  a  las

condiciones de invernadero antes de comenzar los diferentes tratamientos hidricos.

2.I.2     Reactivos

Los  reactivos  utilizados  son  de  calidad  para  biologi'a  molecular  y/o   analisis

provenientes  principalmente  de  distribuidores  como  Merck  y  Sigma-Aldrich  y  fueron

adquiridos   con   anterioridad   en   el    laboratorio.    En   el    caso   de   los   reactivos   N-

etilmaleimida  (NEM,   Sigma-Aldrich   SKU   E3876)   y  er-a'-bipyridyl   (Sjgma-Aldrich

SKU  D216305)  estos  fueron  obtenidos  gracias  a  la  co]aboraci6n  del  Dr.  Marco  Tu]io

Nrifiez,.

2.1.3     Software

Para  los  analisis  estadisticos  y  construcci6n  de  gfaficos  se  utiliz6  el  software

Graphpad Prism v5.02.  Las mediciones  de  densitometria  se realizaron con el  software

ImageJ  vl.41,   mientras  que  el  tratamiento   de  imagenes   fue  realizado  utilizando   el

software Xnview.
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2.2                 M6todos

2.2.1    Tratamientos de estr6s hidrico, t6rmico y combinado

Para  dcfinir  los  tratamientos  hidricos  a usar,  se  determin6  con  anterioridad  la

capacidad de  campo en macetas de  13,5L que contienen 4kg de una mezcla compuesta

de  1/3  de tierra de hoja y 2/3  de  arena  fina,  la  cual fue usada en  la macetas  donde  se

cultivaron  las plantfls de Aloe vera.  En aquel analisis se cstableci6  qua un  100%  de la

capacidad de  campo  (CC)  corresponde  a un riego  de  312mL de  agua por semana.  Los

otros tratamientos de riego comprenderian 234mL para 75% CC,  156mL pa'ra 50% CC y

78mL para 25% CC.

Considerando  lo  anterior,  las  plantas  de  Aloe  vera  fueron regadas  cada  7  dias,

bajo 4 diferentes tratamientos hidricos establecidos:  Tl:  100%  CC  (300mL semanales);

T2:  riego  control de  75%  CC  (200mL  semanales); T3:  50%  CC  (150ul, semanales)  y

T4:  25%  CC  (80mL  semanales)j  ajustando  la  cantidad  de  suelo  que  contendria  cada

maceta para  maceta  para  adecuarse  a  estos  volhmenes  determinados  para  una  mayor

comodidad al momento del riego  (Freire 2009).  Al cabo  de 6 meses transcurTidos desde

el   inicio   del   tratamiento   hidrico   se  recolectaron  muestras   de   las   plantas,   las   que

consistieron  en  al  memos  una  hoja  completa  cortada  desde  la  base,  las  cuales  fueron

congeladas  inmediatamente  en N2  h'quido  y almacenadas  en un  refrigcrador  a  -800  C

hasta efectuar los  diferentcs  anilisis.  Los tejidos que  finalmcnte  fueron utilizados para

tales pruebas correspondi'an al tejido fotosint5tico de las bases y puntas de las hojas.
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Para  la realizaci6n  de  los  ensayos  de  estr6s  t6rmico,  distintos  grupos  de plantas

sometidas a un tratamiento  de riego  T2  (definido  con anterioridad  como riego  control)

fueron introducidos por completo dentro de un incubador por 2 horas a temperaturas de

25°  (temperatura  control),  350,  40°  y  450  C,  y  se  recolect6  el  tejido  inmediatamente

despu5s de este tratzimiento,  conservindolo  a -80°  C hasta su utilizaci6n en los distintos

analisis.

En el caso  de los tratamientos de estr6s hidrico y t6rmico  combinados se utiliz6

el  mismo   procedimiento   detallado   anteriormente   para   la   generaci6n   de   estr5s  por

temperatura, pero utilizando inicialmente plantas en los tratamientos T3 y T4 de riego, y

solo   incubando   a   las   dos   temperaturas   mas   severas,   con   el   fin   de   generar   las

combinaciones T3+40°C, T3+45°C, T4+40°C y T4+45°C.

Para todos  los anilisis  detallados a continuaci6n se utiliz6  el tejido  fotosint5tico

de   la hoja, separandolo del gel que se encuentra en el centro de esta. Ademas se hizo la

djstinci6n  entre  las  puntas  (mayor  cantidad  de  tejido  fotosint6tico)  y  las  bases  de  las

hojas  (mayor  cantidad  de  reservas),  colectando  y  analizando  ambos  tejidos  de  forma

separada.
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2.2.2     Proteinas Totales solubles

2.2.2.1    Extracci6n de proteinas

E[ proceso  de  extracci6n que  a  continuaci6n  se  detalla  se  realiz6  pensando  en

utilizar  un  inico  extracto  para  las  diversas  pruebas  que  deb fan  hacerse  (ensayos  de

actividad especifica y geles para analisis electrofor6ticos) y se basa esencialmente en el

protocolo   inicialmente   descrito   por   Nakano   y   Asada   (Nakano   y   Asada,    1981),

integrando  en  esta  ocasj6n  algunas  modificaciones  posteriores  jncluidas  por  diversos

autores (Panchuk  y col.,  2002;  Yabuta y col.,  2002;  Wang y col.,  2008)  con  el objetivo

de realizar ]a  extracci6n a menor escala (debido  a la limitaci6n de  la  cantidad de tejido

disponib]e)  y a  la  necesidad de  reducir  el  efecto  de  la rapjda  inactivaci6n  de  la enzima

detectada en los extractos.

La extracci6n,  que originalmente se realizaba a partir de 2 gramos de tejido, fue

adaptada para utilizar 200mg  de  este,  realizando  el resto  del proceso  de  extracci6n  en

tubos Eppendorf.  El tejido  fue congelado rapidamente en N2 liquido, y luego macerado

mediante  un  mortero  prcviamente  congelado  a  -80°C,  aplicando  de  forma  regular N2

cada vez que fue necesario, con el fin de cvitar que la muestra se descongele y ayudar al

proceso  de  pulverizaci6n  del  tejido.  Una  vez  que  el  tejido  sc  encontr6  reducido  a un

polvo fino, 200mg fueron transfcridos a un tubo Eppendorf de  1,5mL   al cual se afiadi6

1ml de Buffer de Extracci6n (Fosfato de Potasio 50mM plJ 7.0, Glicerol  10%, PVP  1%,

EDTA  lmM, Ascorbato  5mM) agitando  la mezcla vigorosameute mediante un vortex a

maxima velocidad en varias ocasiones durante un periodo de incubaci6n en liielo de 10 a

15 minutos.
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Una vez que el tejido fue homogeneizado completamente, 6ste fue centrifugado a

18.000  g  durante  20  min  a 4°C,  en una centrifuga refrigerada para  tubo3  de  1,5mL.  EI

sobrenadante fue extraido  y alicuotado  en tubos Eppendorf, para luego  ser almacenado

hasta su utilizacj6n a -80°C por un periodo no superior a dos semanas.

Al  igual  quc  cn  los  objetivos  que  serin descritos  mis  adelante,  se utilizaron  3

replicas  biol6gicas  (tres  plantas  distintas)  para  cada uno  de  los  tratamientos  de  estr6s

analizados,   3   replicas   tecnicas   (tres   extractos   de   la   misma   planta)   y   3   replicas

metodol6gicas    (tres    mediciones    del    mismo    extracto).    Las    replicas    t6cnicas    y

metodol6gicas    son    promediadas    entre    si,    obteniendo    un    n=3    para    todos    los

experimentos, dado por el ndmero de replicas biol6gicas.

2.2.2.2    Cuantificaci6n de proteinas

Las protel'nas totales  fueron cuantificadas  en duplicado  utilizando  el m5todo  de

Bradford (Bradford 1976). La soluci6n de Bradford (Coomassie Blue 0.01%, Etanol 5%,

H3P04  8,5%)  fue preparada con  loomg  Coomassie  Brilliant Blue  G 250,  cantidad que

fue  disuelta  en  50ml  de  etanol  95%.  Luego  de  agitar  la  soluci6n  durante  10  min  se

agregaron   100ml   de   acido   fosforico   (H3P04)   85%   p/v.   Luego   se   diluy6   hasta  un

volumen flnal de  lL con H20 desionizada. Finalmente la mezcla fue filtrada utilizando

un filtro Rundfilter MN 617 con calidad de ana[isis.

Se  prepar6  una  curva  de  calibraci6n  utilizando  seroalbdmina  de  bovino  (BSA),  con

concentraciones  que  iban  desde  0  a   10   Hg/ml.  La  medici6n  de  proteinas  se  realiz6

utilizando   15prL  de  cada  extracto   de  Proteinas,   en  un   volumen   fmal   de  4   ml.   La
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absorbancia  fue  lel'da  a  595nm  en  un  espectrofot6metro  PerkinElmer  Lambda  EZ201

(UVIvis).

2.2.2.3    Visualizaci6n de proteinas totales

2.2.2.3.1   PAGE Nativo

Se construyeron geles de acrilamida,  a partir de rna soluci6n de acrilamida:bis-

acrilamida  30:0,8.   EL  gel   separador  fue  preparado   a[   12%   (Tris   0,375M  pH   8,8)

mientras el gel concentrador tenia rna concentraci6n de 4% (Tris 0,125M pH 6,8). Para

la preparaci6n del gel se utiliz6 como polimerizador TEMED, catalizador Persulfato  de

Amonio  10%, Buffer Tris-Hcl 0,5M pH 8,8 para el caso del gel separador y Buffer Tris-

Hcl 0,5M pH 6,8 para cl gel concentrador. El buffer de corrida correspondi6 a un buffer

Tris 0,025M pH 8,3, Glicina 0,19M.

La  migraci6n  de  las  proteinas  en  el  gel  fue  de  catodo  a  anodo,  lo   que  fue

efectuado   en   una   camara   de   electroforesis   de   proteinas   (Bio-Rad   Miniprotean®

Tetracell) sometido a una diferencia de potencial de  100V durante 3 horas.

2.2.2.3.2   Visualizaci6n de proteinas, Tinci6n de Plata

La visualizaci6n de la totalidad de las proteinas en el gel de acrilamida se realiz6

mediante  tinci6n  de  plata  (Nielsen  y  Brown,  1984).  Primero  el  gel  fue  fljado  con  una

soluci6n  de  Acido  Acetico   10%  v/v  con  Metanol  30%  v/v,  siendo  incubado  en  6sta

durante  1  hora o por toda la noche. Despu6s el lavado se realiz6 utilizando Etanol 30%
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v/v   3   veces,   durante   15   minutos   cada  vez   con   agitaci6n   continua;   finalmente,   se

realizaron dos  lavados con H20  desionizada durante  10  minutos.  La sensibilizaci6n se

realiz6 incubando los geles en 100 ml de Ditionito de Sodio (Na204S2)  I,4mM durante I

minuto.   Posteriormente,   se   realizaron   3   lavados   con   agua   desionizada   durante   20

segundos. La tinci6n se realiz6  incubando  el gel con 100 ml de una soluci6n de Nitrato

de Plata (AgN03)  11,8mM  con formaldehido  8,1%o  v/v  durante  20  minutos.  Luego  se

lav6 una vez durante  1  minuto con agua desionizada, y se procedi6 al revelado con  100

ml  de una  soluci6n  de  Carbonato  de  Sodio  (Na2C03)  0,57M  con formaldehido  48,4%o

v/v; una  vez que  se revelaron las bandas,  se realiz6  la  fijaci6n adicionando  100  ml  de

una   soluci6n  de   Acido   Ac6tico   3,5%   v/v  y   se   incub6   durante   al   memos   1   hora.

Finalmente se  lav6  con H20  desionizada 4 veces  durante 30 minutos cada una y el gel

fue almacenado en Etanol 20% v/v a 4°C.

2.2.3    Actividad APX

2.2.3.1    Actividad Especifica

La actividad  fue  medida determinando  el  consumo  de  ascorbato  presente  en el

medio de reacci6n por miligramo  de proteina del extracto  cmdo total agregado  durante

un  minuto  de monitoreo  de  la  absorbancia,  utilizando  el  m6todo  descrito  inicialmente

por Nakano y Asada (Nakano y Asada,  1981), con algunas modificaciones. El m6todo se

sustenta  en  el  seguimiento  de  la  desaparici6n  del  ascorbato,  el  cual  es  utilizado  como

dador de electrones en la reacci6n que convierte el per6xido de hidrogeno en agua y que
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es  catalizada por la  enzima  ascorbato  peroxidasa;  esta disminuci6n  en  la concentraci6n

del sustrato  fue monitoreada mediante la medici6n de  la absorbancia de  la soluci6n de

reacci6n  a  una  longitud  de  onda  de  300nm  (coeficiente  de  extinci6n  molar  para  el

ascorbato,  a:   0,49  mM  -'cm-I),  durante  un  minuto  desde  la  adici6n  de  perdxido  de

hidrogeno  a  la  soluci6n.  Los  resultados  fueron  expresados  en  t6rminos  de  actividad

especifica,  lo  que  en este caso  es  definido  como  nmoles  de ascorbato  consumidos por

miligramo de proteina agregada por minuto de reacci6n.

Para la medici6n de actividad de APX se debi6 prcparar la soluci6n de reacci6n:

Buffer Fosfato  de Potasio  50mM pH  7,0,  EDTA 0,1mM,  ASA 0,5mM.  975uL de  esta

soluci6n  fueron transferidos  a una cubeta  de  cuarzo  de  lmL y en  ella  se  disolvi6  una

alicuota  del extracto  de  proteinas  (15  LiL)  y posteriomente  se  agregaron  10  LiL de una

soluci6n  de  H202  10mM  (preparada  en  el  mismo  buffer  fosfato)  para  alcanzar  una

concentracidn  final  de  0,1mM  en  la  soluci6n  de  reacci6n.  Luego   de  mezclar  hasta

conseguir  una  soluci6n  homogcnea,  la  muestra  fue  incubada  durante  30  s  antes  de

comenzar  el  monitoreo   de  la  absorbancia  a  300nm  por  90   s  con   lecturas  cada   ls

considerando para el calculo de actividad un lapso de tiempo de al memos 30 s durante el

cual la cal'da de la absorbancia mostrara un comportamiento lineal. Para esto se utiliz6 el

espectrofot6metro  PerkinElmer  Lambda  EZ201   (UV/Vjs)  registrando   los  valores  de

absorbancia medidos cada  I  segundo.
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2.2.3.2    Tinci6n de actividad APX en gel: Zimografia

Para  vcr  las  distintas  isoenzimas  de  ascorbato  peroxidasa  de  fuse  soluble  se

utiliz6  el  protocolo  descrito  por  Mittler  y  Zilinskas  (Mittler  y  Zilinskas,   ]993)  con

algunas modificaciones.

2.2.3.2.1    PAGE nativo

La  preparaci6n  del  gel  nativo   destinado   a  visualizar  las  distintas   isoformas

presentes en la fase soluble por la actividad de estas, se realiz6 de la misma forma que se

detalla  en  la  secci6n  1.6.2.3.1,  con  la  salvedad  de  que  ambos  geles  fueron preparados

esta  vez  con  glicerol  al  10%  para  asegurar  la  mantenci6n  de  la  actividad  enzimatica

durante el largo proceso de electroforesis y tinci6n. Se preparan geles de acrilamida, sin

SDS,  con un gel separador al  12% (Tris  0,375M pH  8,8) y un gel concentrador al 4%

(Tris 0,125M pH 6,8).

Los  extractos  de proteinas previamente almacenados  a -80°C  fueron descongelados  en

hielo y, considerando la concentraci6n calculada para cada uno de ellos, se cargaron 4Llg

de  proteinas  totales  en  cada  columna,  mezclando  cada  alfcuota  con  buffer  de  carga

nativo  2x (Trjs-Hcl  I OomM pH 6,8; azul de bromofonenol 0,2% p/v; glicerol 20% v/v).

EI  gel fue corrido en una cinara de  electroforesis de protei'nas (Bio-Rad Miniprotean®

Tetracell)  durante  6  horas  a  80V  a 4°C,  con una  direcci6n de  migraci6n  de  catodo  a

anodo y un Buffer de Corrida correspondiente a un buffer Tris 0,025M, Glicina 0,19M,

pH  8,3, suplementado  en esta ocasi6n con ascorbato  a concentraci6n final 2mM con  el
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fin de evitar la inactivaci6n de APX. Por lo  que fue necesario tambien realizar una "pre-

corrida", en donde se indujo la diferencia de potencial sobre el sistema, permitiendo que

el buffer de corrida circulara a trav5s del gel antes  de  cargar los extractos de proteina,

impregnandolo de ascorbato y ayudando a conservar la enzima en estado activo durante

su migraci6n a trav6s de la matriz de poliacrilamida.

2.2.3.2.2   Tinci6n

Este  ensayo  se  basa  en  el protocolo  descrito  por Mittler  y Zilinskas  en  el  afro

1993  (Mittler y Zilinskas  1993),  y que aprovecha  la capacidad  del ascorbato  de reducir

al  nitroblue   tetrazolium   (NET),   en  presencia   de  N,N,N',N'-tetrametiletilendiamina

(TEMED),  a  Formazin,  un  derivado  muy  poco  soluble  y  de  color  azul  intenso.  En

presencia  de  per6xido   de  hidrogeno,  APX  es  capaz  de  prevenir  la  acumulaci6n  de

Formazan  debido  a  la  rapida  oxidaci6n  del  ascorbato  en  rna reacci6n  dependiente  de

11202 y, por lo tanto, la actividad de APX se observa como una banda acromatica en un

fondo de color azul-violeta.

Inmediatamente terminada la electroforesjs, el gel  fue  incubado con 50ml de un

buffer  fosfato  de  potasio  50mM pH  7,0  suplementado  con  ascorbato  2mM  durante 30

minutos  a temperatura ambiente,  con agitaci6n  continua,  en oscuridad y  cambiando  el

buffer  cada  10  minutos.  Luego  el  gel  fue  transferido  a  un  buffer  fosfato  de  potasio

50mM  con ascorbato  4mM y H202  2mM  (este tiltimo  fue agregado  a la soluci6n justo

antes  de  la  incubaci6n  del  gel para  evitar  su  degradaci6n),  manteniendo  una  agitaci6n
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continua  durante  20  minutos  en  oscuridad.  Posteriormente,  el  gel  fue  lavado  por  un

minuto  en  buffer  fosfato  de  potasio  50mM  pH  7,0,  para  luego  ser  incubado  en  una

soluci6n  de  buffer  fosfato  de  potasio  50mM,  pH  7,8,  TEMED  28mM  y NBT  lmM,

manteniendo una suave agitaci6n durante al memos  10 minutos en oscuridad. Pasados los

10   minutos  el  gel  fue  monitoreado   visualmente  hasta  obtener  el  grado   de  tinci6n

adecuado,  ya  que  con  tiempos  de  incubaci6n  superiores  se  observ6  una  tinci6n  en

extremo  intensa,  lo que dificultaba la visualizaci6n de las bandas acromaticas. Una vez

obtenida la tinci6n deseada, los geles fueron lavados brevemente con agua desionizada y

almacena,dos  en  una  soluci6n  de  acido  ac6tico  al  10%  a  una  temperatura  de  4°C,  en

donde podian permanecer durante varios dias sin perder su coloraci6n hasta el momento

de fotografiarles.

Se  realizaron  zimografias  para  cada  repetici6n   (1   muestra  por  cada  planta),

obteni6ndose  resultados  similares  entre  las  repeticjones  de  un  mismo  grupo  de  estr6s.

Las im5genes presentadas son representativas de los geles obtenidos en cada caso.

2.2.4     Cuantificaci6n Ascorbato y Dehidroascorbato

El m5todo  de cuantificaci6n se basa en el protocolo disefiado por Kaempfenkel  y

colaboradores  para  el  analisis  de  estos  metabolitos  en  plantas  (Kaempfenkel  y  col.,

1995),  considerando  las  modificaciones  propuestas  afros  mas  tarde  por  Guillespie  y

Ainsworth  (Guillespie  y  Ajnsworth,  2007),  en  donde  el  ensayo  es  escalado  para  su

utilizaci6n  con  menores  cantidades  de  tej.ido.   Adicionalmente,  se  realizaron  algunas
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modificaciones  para  facilitar  su  implementaci6n  en  nuestro  laboratorio,  utilizando  un

espectrofot6metro en lugar de un lector de placas.

Este  m6todo  permite   la  cuantificaci6n  indirecta  del  ascorbato  presente  en  el

extracto   de   tejido,   asi   como   la   cuantificaci6n   del   dehidroascorbato   mediante   la

estimaci6n del contenido total de ascorbato en sus formas reducida y oxidada. La pmeba

se basa en la capacidad que tiene el ascorbato  de reducir Fe+3  a Fe+2, y la posibilidad de

determinar  la concentraci6n del complejo  que  forma  este Fe+2  con  el compuesto  ci-u'-

bipyridyl mediante  espectrofotometria  a  525nm.  En un  analisis  en paralelo,  es posible

reducir  todo  el  dehidroascorbato  presente  en  un  extracto  a  ascorbato  incubando   la

mucstra  con ditiotreitol (DTT),  y posteriormente tratando  con N-ctilmaleimida  (NEM)

para  eliminar  el   exceso   de  DTT  restante,  pudiendo   en  ese   instante  determinar  el

contenido  total de  ascorbato  (en sus  formas reducida y oxidada)  con el mismo  mcstodo

del   ct-or'-  bipyridyl.   La  concentraci6n  de  dehidroascorbato   es  obtenida  entonces   al

calcular  la  diferencia  entre  los  valores  de  ascorbato  total  y  ascorbato  reducido  (sin

tratamiento con DTT).

2.2.4.1    Extracci6n de ascorbato

Para  efectuar  la  extracci6n del ascorbato  presente  en  las  hojas  de Aloe  vera se

utilizaron  150mg  de  tejido  de  cada  muestra,  congclando  rapidamente  con  N2  en  un

mortero  previamcntc  congelado  a  -80°C  y sc  macer6  con  la  ayuda  de un pistilo  hasta

obtener un polvo  fino.  Se agreg6  al morl:ero 900LiL de acido  tricloroac5tico al 6% sobre

la muestra pulverizada y  sc  continu6  homogeneizando  con  el  pistilo  congelado por al

memos  un  minuto  mas.  El  producto  obtenido  fue  transferido  a  un  tubo  Eppendorf de
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2mL,   mientras  el   mortero   fue   lavado   con  una  nueva   alieuota  de  900LtL  de   acido

tricloroac5tico 6%, el que fue luego transferido al mismo tubo. Posteriormente los tubos

de cada muestra, los que fueron conservados siempre en hielo, fueron centrifugados por

5 minutos a 13.000g a una temperatura de 4°C, para ]uego transferir el sobrenadante a un

nuevo tubo de 2mL y mantenerlos en hielo hasta la realizaci6n del ensayo descrito en el

siguiente paso.

2.2.4.2    Ensayo de detecci6n de ascorbato

La  prueba  fue  disefiada  con  el  fin  de  realizar  ]a  cuantificaci6n  de  ascorbato

(ASA)  y  dehidroascorbato  (DHA  +  ASA)  de  las  muestras,  por  dup]icado,  de  dos  sets

distintos  destinados  a  ensayos  independientes,  adem5s  de  la  construcci6n  de un  set  de

blancos para cada  ensayo  y una curva de  calibraci6n con  concentraciones  conocidas  de

ASA.

ASA                                ASA Total (ASA + DHA)

Prueba                Bl anco               Prueba                 Bl anco

Estandar/Extracto                           5 0LiL

DTT 10mM

TCA 6%

Buffer Fosfato 75mM pH 7,0

NEM 0,5%

H20

TCA  10%

113P04 43%

a-u'-bipyridyl 4%

FcC13  3%

50prL

25 iiL                    25 prL                    25 HL

25pL

5oHL                     5oprL

125prL                   125prL                   125tiL                     125pL

I ooprL                   1 ooprL                   I oouL                     1 oouL

iooprL                 ioorfu                 iooHL                   1 oouL

L50 L                   50HL                     50

TOTAL 5ooprL                  5 OOHL                  5o OUL                    5 oopL

Tabla  I. Esquema para protocolo dc cuantificaci6n de ASA y DHA en extractos de Aloe vcra. Adaptado

de Guillcspie y Ainsworth (2007).
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Los  blancos,  cstindares  y  muestras  para  los  cnsayos  de  ASA reducido  y  ASA

total (cuatro tubos por cada extracto  de tejido  en total)  fueron preparados en duplicado

tal  como  se  exhibe  en  la  tabla  1.  Se  agreg6  25LiL  de  buffer  fosfato  75mM pH  7,0  y,

segdn corrcsponda, 50prL de icido tricloroac6tico (TCA) 6%   (a los blancos), estindares

de   ascorbato   (0,15   -   10mM)   o   cxtracto   a  un   tubo   Eppendorf  de   1,5rfu   segtin

corresponda.

Luego   se  agregaron 25HL de  DTT  10mM  a los  tubos  destinados  al  ensayo  de

ASA  total  y  fueron  incubados  a  temperatura  ambiente  por  10  minutos,  con  lo  que  se

redujo el contenido de ASA oxidado (DHA) formando ASA en su forma reducida. Luego

a estos mismos tubos se les agreg6 25prL de NEM 0,5% con el fin de remover el exceso

de DTT y las muestras fueron incubadas por al memos 30 segundos.

Posteriomiente  se  agregaron  50uL de  agua a los tubos  de ASA reducido  con el

fin  de  nivelar  los  volinenes  de  DTT  y  NEM  agregados  a  los  tubos  de  ASA  total.

Finalmente se agreg6 375prL de una soluci6n 5:4:4:2 de  10% TCA : 43% H3P04 : 4% Ch-

tt'-bipyridyl   :   3%   Fec13.   Esta  soluci6n   debi6  prepararse   con   anterioridad,   agitando

vigorosamente despu6s de afiadir el Fec13 para prevenir la formaci6n de un precipitado

blanco  que  afecta  la  medici6n   espectrofotom6trica  posterior.     Luego  de  mezclar  la

soluci6n con cada extracto los tubos fueron incubados a 37°C por I  hora. Posteriormente

se transfirieron ]os 500LiL de cada muestra a una cubeta de 0,5mL y la absorbancia de la

soluci6n fue medida a 525nm.

47



Se construy6 una curva de calibraci6n a partir de las absorbancjas obtenidas para

los tubos del estindar y restindoles el valor de la absorbancia obtenida para los blancos

a 525nm. Con esta curva se calcularon las concentraciones de ASA total y ASA reducido.

El contenido de ascorbato en cada caso  fue expresado en Limol de ascorbato por

gramo  de  peso  fresco  de  tejido  (prmol  g-'   FW),  lo  cual  se  calcul6,  en  los  casos  de

ascorbato reducido y ascorbato total, segdn la siguiente formula:

Llmol ASA g-1 pF  =  4E3E *  ± *  iin       Va     PF

in : pendiente curva calibraci6n (0,0453)

Vt: volumen total de extracto obtenido (1800iiL)

Va: volumen extracto ilgregado (25uL)

PF: peso fresco de tejido (0,15g)

El valor de ASA oxidado fue calculado como la diferencia entre el contenido total

de este metabolito  (ASA total) y el valor obtenido de ASA reducido.

2.2.S     Analisis estadfsticos

Los   analisis   fueron   realizados   mediante   ANOVA   de   1    via.   Para   comparar

diferencias  entre  los  distintos  grupos  de  tratamientos  se  utiliz6  Test  de  Tukey.   Las

comparaciones de estos  analisis fueron consideradas significativas cuando se obtiene un

valor  de  probabilidad  igual  o  menor  a  0,05.  Se  utiliz6  para  estos  analisis  el  software

Graphpad Prism v5.00 y Microsoft Excel de la suite Microsoft Office 2010.
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3.  RHSULTADOS

3.I                Fenotipo de plantas de Aloe vera sometidas a condiciones de estr6s

En congruencia con lo  descrito  en otros trabajos realizados por el mismo  grupo

de  laboratorio  (Sa]inas  y  col,  2007;  Freire  2009;  Rami'rez  y  col,  2012),  las  plantas  de

Aloe   vera  sometidas   a   las   distintas   condiciones   de  esties   hidrico  presentan   claras

diferencias  visuales  a  causa  de  los  tratamientos  aplicados.  Mientras  las plantas regadas

con  ]os  tratamientos  Tl   y  T2  se  ven  practicamente  igual,  con   el  color  verde  claro

caracteri'stico  de  esta  especie  vegetal,  aquellas  que  se  encuentran  en  el  tratamiento  T4

presenta un  evidente  cambio  en  su  coloraci6n,  en  donde  el  color verde  ha dado  paso  a

una coloraci6n  mas rojiza-cafe  en la superficie de  la hoja,  intensificandose  este cambio

de tonalidad en los tejidos mas cercanos a ]a punta de ]a hoja.

Asl'  como  se  observan  cambios  en  el  color  de  las  hojas,  tambi6n  es  posible

detectar  urn  clara  diferencia  en  el  grosor  y  turgencia  de  las  mismas,  marcado  por  la

disminuci6n en la cantidad dc gel presente en plantas en tratamiento T4 en comparaci6n

con  los  demas  tratamientos,  llegando  incluso  a presentar una  completa  deshidrataci6n

del tejido ubicado en la punta de algunas hojas de plantas sometidas a este tratamiento.

En cuanto  a los tratamientos  de  estr5s t6rmico]  estos no  generan ningtin tipo  de

cambio   fenotfpico   detectable   en   las   plantas   que   se   someten   a   cualquiera   de   los

tratamientos utilizados, principalmente debido a la corta duraci6n de estas pruebas.
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3.2                Actividad enzimatica especirlca e isoformas de APX

Con  el  objetivo  de  observar  los  posibles  cambios  en  los  niveles  de  la  enzima

Ascorbato  Peroxidasa  en  los  distiutos  tratamientos  de  estr6s  estudiados,  se  hicieron

extractos de proteinas  totales  de  las  hojas  de  Aloe vera,  tanto  en la punta  de  las  hojas

como en las bases de estas, lo que permitiri'a observar difercncias entre tejidos que tienen

difercntes  funciones  rcspecto  a  las  tasa  fotosint6tica  y  almacenamiento   de  agua.  El

analisis  de  la  actividad  enzimatica  de  APX  en  estos  extractos  crudos  en  condiciones

nativas  comprendi6  la  determinaci6n  de  la  actividad  especiflca  de  estos  extractos  y la

identiflcaci6n de  distintas  isoformas  de  esta enzima mediante  zimogramas  en geles  de

poliacrilamida en condiciones nativas y suplementados con glicerol y ascorbato para la

mantcnci6n de la actividad durante el ensayo.

3.2.I Estr6s Hidrico.

El  ensayo  de  estr5s  hi'drico  se  efectu6  siguiendo  las condiciones  sefialadas  en  la

secci6n de Materiales y M6todos, generando  los  cuatro regimenes  de riego  distintos ahi

mencionados.  A  partir  de  estudios  previos  realizados por  nuestro  equipo  de  trabajo,  se

determin6  que  la  condici6n  control  de  riego  seria  la  correspondiente  a un  75%  de  la

capacidad  de  campo  (Tratamiento  T2),  ya  que  es  en  esta  condici6n  donde  la  planta

alcanza  el  mayor  incremento  en  peso  fresco  de  sus  hojas  y,  por  consiguiente,    mejor

eficiencia  en  el  uso  del  agua  al  cabo  de  tres  meses  de  recibir  el  tratamiento  de riego

correspondiente (Delatorre-Herrera y col. 2010; Silva y col. 2010).
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En este experimento,  cuyos resultados se exhiben graficados en la Figura 4,  fue

posible observar que en los apices de las hojas los niveles de actividad especifica total de

APX   son   significativamente   mayores   en   los   tratamientos   T2   y   T3,   los   cuales

aproximadamente  trjplican  a  lo  observados  en  los  tratamientos  Tl  y  T4,  mientras  que

estos tratamientos extremos no muestran diferencia significativa entre si. Por otra parte,

el   cambio   observado   en   los   niveles   de   actividad   especifica   es   bastante   memos

pronunciado   en   las   bases   de   las   hojas,   donde   tan   solo   el   tratamiento   T3    es

estadi'sticamente distinto al resto de las condiciones analizadas.
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TI                T2 (C)                T3                   T4
Tratamientos H[drloos (%CC)

Figura 4. Actividad enzimitica especifica de APX en puntas y bases de hojas de plantas de Aloe

vera somctidas a cuatro tratanriento hidricos IT1,  100% Capacidad de  Canpo (%CC);  T2(C),

75%  CC  (corfuol  de  riego);  T3,  50%  CC;  T4,  25%  CC].  Las barras  son  el promedio  de tres

rdrlicas  biol6ricas  y  se muestran Con  sus  desviaciones  estindar.  Analisis  estadisticos  fueron

rcalizados por una ANOVA de rna via.  Letras diferentes indican diferencias significativas entre

tratinentus  deteminadas par el Test de Tukey ®ara puntas, Pst,005; para bases, Pro,0062),
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Con   los   extractos   con   que   se   determinaron   protel'nas  totales   se   realiz6   un

zimograma para  detectar actividad  de  APX  en geles  de  poliacrilamida.  La  Figura 5-A

muestra  los  resultados  de  este  ensayo,  en  donde  se  transform6  la  imagen  a  escala  de

grises  y  fue  posteriormente  negativizada  para  observar  de  mejor  forma  el  patron  de

bandas obtenido. En esta imagen puede observarse la aparici6n de una banda muy nitida

(sefialada con una  flecha de color azul)  que  se repite en todas las  columnas.  De  forma

mas  tenue  se  presentan  al  memos  otras  dos  bandas  correspondientes  a  isoformas  de

menor peso molecular, las que se indican con flechas de color negro. Si bien la magnitud

de las bandas en este tipo de ensayos no necesariamente se relacionan con lo observado

en pruebas  de  actividad total,  ya que  solo  provee un registro  cualitativo  del patron de

bandas correspondientes  a distintas  isoformas detectables de  esta enzima,  la intensidad

de  la  banda  principal  observada  en  las  bases   se  muestra  homog5nea  en  los  cuatro

tratamientos, mientras que en las puntas el aparente aumento  de intensidad en T2 y T3

parece  re]acionarse  con  lo  observado  en  el  grafico  de  la  Figura  4  para  la  actividad

especifica total.
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Figura 5. Zinograma de APX en extractos de puntas y bases de  hojas de plautas de Aloe vera

sometidas  a  cuatro  tratamientos  de  estres  hidrico.  Con  fleeha  az`il  se  sefiala  la    isoforma

predominante en todos lus extractos. I.a nomenclatura en cada caril se refiere al tejido utilizado

a': puntas, 8: bases), al tratamiento hidrico al qLie fue sometido la planta ITl,  100% Capacidad

de  Carpo (CC);  T2©,  75%  CC  (control  de riego);  T3,  50% CC;  T4,  25%  CC].  A.  arilisis

eLectrofor6lico  par  PAGE  nativo  ®andas  tefiidas  por  actividrd  enzimitica)    de  extractus  de

ptmtas y bases de hojas de plantas sometidas a los 4 tratamientos hidrices; 8, cofrol de carga

obtenido per PAGE nativo con tinci6n de plata, se observa la totalidad de las proteinas
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3.2.2 Estr6s T6rmico.

Como  se puede  apreciar en  la  Figura  6,  los  ensayos  de  actividad  especifica  de

APX en condiciones de estr6s t6rmico mostraron diferencias mucho memos pronunciadas

entre los distintos tratamientos aplicados que lo observado en el ensayo de esties hidrico,

mostrindose incluso estadi'sticamente iguales en el caso de las bases de las hojas. En las

puntas,   sin   embargo,   fue   posible   observar   que   la   actividad   especi'flca   dctectada

disminuy6 a aproximadamente a la mitad al someter las plantas a temperaturas de 35° y

40°C, mientras que en el tratamiento de estrds mas scvero (45°C) la actividad enzimatica

dctectada aumcnt6 hastfl volverse estadisticamente igual a todos los demas tratamientos.
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FigLira 6. Actividad enzinitica especffica de APX en puntas y bases de hojas de Aloe vera de

plautas somctidas a ciiatro tratamientos tdrcos  [25°C (Control de Temperatura), 35°C, 40° y

45°C por dos horas].   Ias barras son el promedio de tres rdylicas biol6gicas y se muestran con

las desviaciones  estindar. Andlisis estadisticus fueron rcalizados per una ANOVA de una via.

Letras   diferentes   indican   diferencias    significativas   entre   tratamientos,    las   que   fueron

dcterminadas per el Test de Tukey ®ara puntas, Pst,0162).
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En  el  analisis  de  las  jsoformas  de  APX  detectadas  a  trav6s  del  zimograma  en

geles de poliacrilamida presentado en la Figura 7 fue posible identiflcar nuevamente las

tres bandas sefialadas anteriormente en el ensayo de estr6s hidrico. Una vez mas destaca

una  banda  muy  notoria  (sefialada  con  flecha  de  color  azul)  que  se puede  observar  en

todas  ]as  columnas,  y  las  otras  dos  bandas  de  migraci6n  mss  ripida  (sefia]adas  con

flechas  negras)  aparecen  igualmente  tenues.  Sin  embargo,  en  esta  ocasi6n  fue posible

observar una cuarta banda (identificada con flecha de color rojo) que se sitria por sobre

la banda predominante, y que tan solo  aparece de manera detectable en las bases de las

hojas en los dos tratanrientos de temperatura mas severos (40° y 45°C).

A  diferencia  de  lo  observado  en  la  zimografia  del  tratamiento  de  estr5s  hidrico,   la

relaci6n entre lo observado en el gel de actividad para tratamientos de estr6s termico y la

medici6n  de   la  activjdad  especifica  en  los   mismos   es   memos   evidente,   aunque   al

comparar rinicamente las mediciones de puntas entre si y bases entre si puede existir una

coITclaci6n entre ambos tipos de ensayos.

57



P25  P35    P40    P45    B25  835    840  845

3* - - jEL ±
+
+

I._1`_

Figure 7. Zinogramas de APX en extractos de puutas y bases de  hojas de plantas de Aloe vera

somctidas  a estrds  tinico.  Con flecha  azul se sedala  ha isofoma predominaute en todos  los

extractos; con flechas negras se muestran las isofomas que se presentan de manera may tenue

en cada  columna;  con flecha roja se sefiala  la  isofolm solo presente en condici6n de  estrts

tinico de 40° y 45°C. Ia nomenclatura en cada carril se refiere al tejido utilizndo a': puntas, 8:

bases),  al tratamieuto tinico al qLie fue sometido  la planta  [25°C  (Control de Temperatura),

35°C, 40° y 45°C por dos horas]. A, andlisis electroforedco por PAGE nativo (handas tehidas

per actividad enzimitica)   de extractos de puntas y bases de hojas de plantas sometidas a los 4

tratanientos de tenperat`m;  8, es un control de carga y se obtuvo per PAGE mtivo con tinci6n

de plata, se observa la totalidad de las protehas
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3.2.3 Hstr6s Combinado.

Finalizando  con  el  anilisis  de  la  enzima  Ascorbato  Peroxidasa,  se  realizd  un

ensayo   de   esties   combinado   con  el   fin  de  ot]servar  si   existe  interacci6n  entre   los

regimenes  de  deficit  hidrico  y  de  exceso  de  temperatura  al  mezclarlos  en  distintas

combinaciones, y si esta intcracci6n es  detectable  en  la forma de un alza o baja en  los

niveles de actividad enzimatica o en la aparici6n de las distintas isoformas de APX. Tal

como pucdc obscrvarse cn la Figura 8,  en donde  se muestra un grafico  que integra los

principales valores encontrados en los tratamientos de estr6s liidrico y t6mico realizados

de  forma  individual,  asi  como  los  obtenidos  de  la  combinaci6n  de  estos,  se  puede

observar  que  la  actividad  especifica  de  APX  no  muestra  una  gran  variaci6n  en  los

extractos crudos obtenidos de las bases de las hojas, siendo todos 6stos estadisticamente

igualcs a cada uno dc los tratamientos anteriores, incluyendo lo obtcnido en la condici6n

de control  de riego  y temperatura (T2+25°C, control doble). Por otro  lado, la actividad

especl'fica detectada en las puntas de las hojas experimenta una disminuci6n significativa

en  prdcticamente  todos  los  tratamientos  combinados  de  estr6s,  con  ]a tinica  excepci6n

del    tratamiento    memos    severo    (T3+400),    en    donde    los    valores    obtenidos    son

estadisticamente iguales a ]o observado en el control doble en el mismo tipo de tejido.
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Figura 8. Actividad enzinritica espeeifica de APX en puntas y bases de hojas de plantas de  Aloe

vera      somctidas   a   diferentes   condiciones   de   esrfes   combinado   hidrico   y  trfuco,   La

nomenclatura en cada gnipo se refiere al tratamiento hidrico al q`ie fue sometido la planta q2 :

75% Capacidad de Calxpo (CC), T3: 50% CC y T4: 25°/a CC) o al tratamiento t€imico (25°C,

40°C y 45°C) y las correspondientes condinaciones de estos. Las bans son el promedio de tres

rfalicas  biol6gicas  y  se  muestran  con  sus  desviaciones  estindar.  Analisis  estadisticos  fueron

rcalizados per una ANOVA de una via.   Letras difereutes significan diferencias significativas

entre tratandentos  dcterminadas por el Test de Tukey ®ara las puntas, P<0,000l ; para las bases,

Pro,0367).
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Los zimogramas construidos para las condiciones de estr6s combinado muestran

un patr6n similar a  lo  observado  en el resto  de los tratamientos  anteriores  en el caso  de

las puntas  de  las  hojas,  aunque  en esta ocasi6n no  fue posible  detectar ninguna banda

adicional ubicada por debajo  de la banda principal  sefialada con ]a flecha azul,  tal como

se observa  en  la Figura 9.  En el  caso  de  las  bases  de  las  hoj.as  destaca nuevamente  la

aparici6n de la banda de migraci6n m5s lenta (sefialada con fleclia roja) apreciable sobre

la isoforma de APX mis caracteristica, aunque en esta ocasi6n la banda aparece tan solo

en  el  tratamiento  T3+40°C,  siendo  imposible  de  detectar  en  el  resto  de  las  columnas

correspondientes a los tratamientos mas severos.

La correlaci6n entre ambos tipos de ensayos de medici6n de actividad parece ser

menos clara bajo estas condiciones, al no poder relacionarse tan faci[mente la intensidad

dc   las  bandas  observadas  con  la  medici6n  de  actividad  especifica  de  los  extractos

crudos.  Sin embargo, la zimografia cumple  su funci6n en la demostraci6n cualitativa de

la aparici6n y atenuaci6n de isoformas de APX como aquella indicada por la flecha roja

en la Figura 9.
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Figura 9, Zimografias de APX en extractos de puntas y bases de hojas de plantas de  Aloe vera

someddas   a   estr6s  hidrico  y  tinico  coinbinados.   Con   fleeha   azul   se   sefiala   isoforma

predominante  en  todos  lus  extractos  ®resumil)lemente  APxl);  con  fleeha  roja  se  sefiala  la

isofoma   solo   preseute   en   condici6n   de   estrts   tinico   ®resumiblemente   APX2).   La

nomenclatura en cada carril se refiere al tratamiento hidrico al qlie fue sometido la plauta (T2:

75% Capacidad de Cailpo (CC), T3: 50% CC y T4: 25% CC) o al tratamiento t€rmico (25°C,

40°C y 45°C). A, andlisis electroforctico per PAGE nativo  de extractos de puntas de hojas de

plantas sometidas a esdes combinado a)andas dctectadas por actividrd enzimatica); 8, analisis
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electrofor5tico por PAGE  nativo   de extractos  de bases  de hojas  de plantas   sometidas  a  estr6s

combinado (bandas dctcctadas por actividad enzimatica);  C, PAGE nativo en que las bandas de

proteinas fueron detectadas con tinci6n de plata.
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3.3               Determinaci6n de Ascorbato, Dehidroascorbato y Estado Redox.

Para  complementar  el  analisis   iniciado   con  la   caracterizaci6n  de  la  enzima

ascorbato  peroxidasa  ante  las  distintas  condiciones  de  estr6s  utilizadas,   se  propuso

continuar con una  caracterizaci6n  del  contenido  de  ascorbato  y de  las  variaciones  que

presenta este metabolito en el tejido de las hojas de Aloe vera sometidas a deficit hi'drico

y aumento de tempcratura.  Con cl fin dc obtener un perfil completo de la concentraci6n

de  esta  importante  mol6cula  antioxidante,   se  determin6   tanto  cl  contenido  total  de

ascorbato, como las concentraciones de su forma reducida y oxidada, lo que permitira a

su vez  conocer  el  indice  conocido  como  Estado  Redox  dc  Ascorbato,  lo 'cual permite

hacer una comparaci6n objetiva entre los efectos producidos en la planta a consecuencia

del estr6s oxidativo gatillado por ]as dos condiciones de estr6s abi6tico antes sefialadas.

3.3.1     Contenido total de ascorbato.

A  partir  del  ensayo  descrito  en  la  secci6n   1.6.4  del  capitulo  de  Materiales  y

M6todos  fue  posible  obtener  como  primer  resultado  relevante  el  contenido  total  de

ascorbato en el tejjdo de Aloe vera analizado,  lo que comprende la suma de sus  formas

reducida y  oxidada,  y que permite  observar  las  variaciones  en  la reserva total  de  este

antioxidante  no  enzimatico  en  las  distintas  condiciones  de  estr5s  abi6tico  estudiadas.

Como  se puede  observar  en  la  Figura  10,  las  condiciones  de  estr6s  correspondientes  a

d5flcit  hidrico  y alta  temperatura por  si  solos  no  son  capaces  de  provocar  diferencias

significativas en el contenido total de ASA con respecto a la condici6n control doble, con
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la rinica excepci6n  de  las puntas  de  las hojas  en  la condici6n T4  de riego  que  muestran

una leve, aunque significativa disminuci6n del contenido de este compuesto. Destaca sin

embargo  en este  grafico  el  evjdente  efecto  de  la  interacci6n  de ambas  condiciones  de

estr6s  en  la  mayori'a de  los  tratamientos  combinados  analizados.  Tan  solo  la condici6n

T3+400 mostr6 niveles similares al control doble, mientras que en los otros tratamientos

combinados la disminuci6n fue muy significativa en cada caso, tanto en la punta de las

liojas como en la base de estas.
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Figura 10. Contenido total de ascorbato en puntas y bases de hojas de plantas de Aloe vera en las

distintas   condiciones   de   estrds   analizadas.   ha  nomenclatura  en  cada   grapo  se  refiere  al

tratamiento hidrico al que  fue somctido la planta ql:  100%  Capacidad de Canpo  (CC),  T2:

75% CC,  T3:  50% CC  y T4:  25%  CC)  o al tratamiento tdrico  (25°C,  40°C  y 45°C)  y  las

conespondientes combimciones de estos. Las barras son el promedio de 3 replicas biol6gicas y

se  muestran  con  las  desviaciones  estindar.    Anilisis  estadisticos  fueron  reali2ndos  por  una

ANOVA  de una via,   Letras  diferentes  significan diferencias  significativas  enhe tratarientos

determimdas per el Test de Tukey (* = P entre 0,01 y 0.05; ** =   P eme 0,001  y 0,01; *" =

P<0,00l)..
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3.3.2    Contenido de ascorbato (ASA) y deliidroascorbato (DHA).

Para conocer en que condici6n antioxidante se encuentra este compuesto  en los

distintos tejidos  sometidos  a estr5s  abi6tico  se  cuantific6  ascorbato y dehidroascorbato

en  cada  caso,  permitiendo  generar  los  graficos  que  se  muestran  a  continuaci6n.  En  la

Figura  11  se muestra las  concentraciones obtenidas para ASA y DHA en las puntas de

las hojas de A[oe vera para cada tratamiento. En practicamentc todos los tratamientos es

posible observar la disminuci6n significativa de los niveles de ascorbato reducido (ASA)

hasta    alcanzar    en    el    tratamiento     combinado     mas    severo    un    descenso     de

aproximadamente un 50% respecto al contenido presente en la condici6n control, punto

en cl cual la concentraci6n de la forma reducida alcanza en promedio niveles similares a

las   de   la.   forma   oxidada.   El   comportamiento   de   DHA   se   muestra   inversamente

proporcional  a  lo  exhibido  por  su  contraparte  reducida,  aumentando  al  doble  en  la

condici6n de estr6s combinado T4+45° con respecto al tratamiento control doble.
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Figura 11.   Contenido de ascorbato (ASA) y dehidroascohato a)HA) en las puntas de hojas de

plantas de Aloe vera sometidas a estrds hidico, tinico y combinado. La nomenclatura en cada

grupo se refiere al tratamiento hidrico al que fue somdido la planta (T1:  100% Capacidad de

Canpo (CC), T2: 75% CC, T3: 50% CC y T4: 25% CC) o al tratamiento tinico (25°C, 4o°C y

45°C) y las conespondientes combinaciones de estos. Las bans son el promedio de tres rfalicas

biol6gicas y se muestran con sue desviaciones estindar. Andlisis estadisticos fueron realizados

per  una  ANOVA  de  una  via.     Letras  diferentes  significan  diferencias  significativas  entre

tratamientos   detcrminadas por el Test de Tukqy (* = P entre 0,01 y 0,05; ** =  P entre 0,001 y

0,01 ; *** -P<0,001)"
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La Figura  12 por otra parte muestra el comportamiento  de  estos dos metabolitos

en la base  de  las  hojas  de Aloe  vera,  evidenciando  esta vez variaciones  mucho  memos

pronunciadas que lo observado en las puntas de las mismas hojas. Mientras que ninguno

de ]os tratamientos t6rmicos por si solo exhibe cambios significativos en el contenido de

ambas formas de ascorbato en el tejido, tan solo el tratamiento T4 de riego fue capaz de

provocar  este  tipo  de  cambios.   Sin  embargo,  resulta  claro  que  una  vez  mas  fue  la

interacci6n  de  ambos  tipos  de  estr6s  abi6tico  lo  que  desencaden6  fluctuaciones  mas

pronunciadas   en   las   concentraciones   de   ASA   y   DHA   detectables,   mostrando   una

disminuci6n muy significativa de la forma reducida en cada una de estas condiciones, y

los  consiguientes  aumentos  de  la  forma  oxidada,  aunque  solo  en  los  tratamientos  de

estr6s   que   involucraron   la   condici6n   de   riego   T4   fue   posible   detectar   un   alza

significativa de sus niveles.
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Figura  12. Contenido de ascorbato y dehidroascofoato en las bases de hojas de planta.s de Aloe

vera somctidas a condiciones de estrds hidrico, tinico y combinado.  La nomenclatura en cada

grapo se refiere al tratamiento hidrico al que fue someddo la planta (rl:  100% Capacidad de

Campo (CC), T2: 75% CC, T3: 50% CC y T4: 25% CC) o al tratamiento tinico (25°C, 40°C y

45°C) y has correspondientes combinaciones de estos. Las barras son el promedio de tres rdylicas

biol6tlcas y se rmestran con sue desviaciones estindar. Anilisis estadisticos fueron realizados

por  urn  ANOVA  de  urn  via.     I.etras  diferentes  sigrifican  diferencias  significativas  entre

tratamientus   dcterminadas por el Test de Tukey (* = P entre 0,01 y 0,05; ** =  P entre 0,001 y

0,01; .*. -P<0,00l)..
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3.3.3    Hstado Redox de Ascorbato.

For tiltimo  se  presenta un arreglo  de  los  datos  anteriormente  exhibidos  que  da

cuenta  de  un  indice  conocido   como  Estado   Redox  de  ascorbato,  el  cual  se  utiliza

comtinmente  para  describir  la  carga  reductora  de  este  par  antioxidante  y proveer una

estimaci6n del grado de estr6s oxidativo en el tejido con relaci6n a[ par ASA/DHA.

En  la Figura  13  se muestra la gfafica que presenta las variaciones  de  este  1'ndice

en  todas  las  condiciones  de  estr5s  abi6tico  analizadas.  Como  la  mayoria  de  los  datos

observados   en   este   estudio,   en   las   bases   de   las   hojas   las   variaciones   son   solo

estadi'sticamente significativas en aquellas que involucran la condici6n de riego  T4,  con

una mayor significancia en aquellas de estr6s combinado. En las puntas esta tendencia es

atin  mas  pronunciada,  con  una  disminuci6n  de  aproximadamente  un  35%  del  estado

redox  en  las  condiciones  de  estres  combinado  que  integran  la  condici6n de  riego  mas

severa      con      respecto      a      la      condici6n      de      control      hidrico      y      t6rmico.
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Figura 13. Estado Redox de ascorbato en puutas y bases de hojas de plantas de Aloe vera en las

distintas  condiciones  de  estrds hidrico,  tinico y combinado  analizadrs.  ha nomenclatura  en

cada grupo se refiere al tratanriento hidrico al que fue somctido la planta ql:  100% Capacidad

de Cailpo (CC), T2: 75% CC, T3: 50% CC y T4: 25% CC) o al tratamiento tinico (25°C, 40°C

y 45°C) y las  correspondientes  conininaciones  de  estos.  El estado redox  se presema coma  el

porcentaje correspondiente al contenido de ascofoato en su forma reducida (ASA) divido por el

contenido total de ascofoato en las muestras (ASA + DHA).  Iris barras son el promedio de tres

rdylicas  biol6gicas  y  se  muestran  con  sus  desviaciones  estindar.  Andlisis  estadisticos  fueron

rcali2ndus por una ANOVA de una via,   Letras difereutes significan diferencias significativas

entre tratamientes   determinadas per el Test de Tukey (* = P entre 0,01  y 0,05;  ** =   P entre

0,001 y 0,01; *'* -P<0,00l)..
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4.  DISCUSI0N

Ante  las  condiciones  climaticas  cambiantes  que  hoy presenta el planeta,  donde

destacan el aumento de las temperaturas extremas, ]a menor disponibilidad de agua para

riego y las crecientes perdidas del sector agri'cola debido a estos cambios (Teixeira y col.

2013), en ]os tiltimos afros se ha incrementado el esfuerzo por conocer en profundidad la

respuesta metab6lica de  las  diversas  especies tolerantes  a estas  condiciones  adversas de

estres abi6tico.  Este conocimiento  resulta de vital  importancia,  tanto para el impulso  de

programas  de mejoramiento  genetico destinados a obtener nuevas variedades resistentes

a  estas  condiciones,  como  para  poder  impulsar  el  cultivo   y  desarrollo   de  aquellas

variedades  de  potencial  inteies  comercial  que  est6n  naturalmente  adaptadas  a  climas

extremos  (Gross  y  col.  2013;  Kang  y  Banga,  2013).  Esto  tiltimo  puede  permitir  el

desarrollo  de  actividad agri'cola incluso  en sectores  donde antes no  era posible por las

distintas  limitaciones  ambientales,  especfalmente  en  el  caso  de  las plantas  CAM  como

Aloe vera, las que gracias a sus bajos requerimientos hidricos y alta capacidad de tolerar

ambientes  iridos,  pueden  ser  cultivadas  en  las regiones  de  nuestro  pals  que  presenten

clima desertico (Borland y col. 2009; Delatorre-Herrera y col. 2010, Silva y col. 2010).

En este Seminario  de Titulo  se busc6 poner 6nfasis en la caracterizaci6n de dos

componentes  de  la maquinaria antioxidante destinada a la eliminaci6n del per6xido  de

hidrogeno en la c6lu]a vegetal en tejido de A/oc barbode#sz's Miller:  la enzima ascorbato

peroxidasa,  parte  esencial  del  sistema  de  antioxidantes  enzimaticos;  y  el  ascorbato,
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correspondiente al grupo de antioxidantes no enzimaticos.  Sin embargo, a pesar de tener

una naturaleza completamente distinta, ambas participan en la respuesta antioxidante de

forma estrechamente relacionada,  ya que  en ausencia de ascorbato  la enzima ascorbato

peroxidasa  no  solo  carece  del  exclusivo  sustrato  reductor  necesario  para  catalizar  la

eliminaci6n  de  H202  y  transformarlo  en  H20,  sino  que  ademas  se  inactiva  rapida  e

irreversiblemente. Por ello  la caracterizaci6n de estos dos elementos permite realizar un

analisis  comprensivo  de  este sistema antioxidante en particular,  asi como  arrojar luces

sobre el estado del resto del sistema que ASA y APX componen como integrantes de su

etapa inicial.

En  la  naturaleza,  las  plantas  no  se  encuentran sometidas  a tan solo  un tipo  de

estr6s a la vez. En el caso de una planta como Aloe vera creciendo en el desierto, ademas

de  enfrcntarse  a la baja  disponibilidad  de  agua y  alta temperatura,  6sta  debe  enfrentar

otros tjpos de estr6s como  el inducido por la salinidad del suelo,  Ia alta incidencia de luz

sobre el aparato fotosint6tico en las hojas, estr6s por congelamiento en las mafianas, altas

concentraciones de  metales pesados,  etc., por lo  que este ensayo es  solo una muestra de

c6mo  estas  respuestas  van  generando  condiciones  cada  vez  mas  restrictivas  a  medida

que  se van  agregando.  Si bien  las plantas  CAM  estan  adaptadas  a  las  condiciones  que

pueden encontrar en ambientes des5rticos, no quiere decir que no sufran los efectos de la

baja  disponibilidad  de  agua  y  el  consiguiente  dafio  oxidativo.  La  adaptaci6n principal,

correspondiente a ]a captaci6n de C02  durante  la noche para evitar la p5rdida de H20,

puede verse alterada cuando la deficiencia de agua y las altas temperaturas son extremas.

Para evitar al maximo  la perdida de agua, la planta puede entrar en un estado conocido
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como   CAM-idling   (CAM   inactivo),   donde   mantiene   los   estomas   cerrados   incluso

durante   la  noche   (Rayder  y  Ting,   1983;  He   y   col.   2013)   Este   estado   permite   la

mantenci6n  de  los  niveles  intemos  de  agua  y  del  funcionamiento  de  la  maquinaria

fotosintetica, pero la planta se ve forzada a alimentar el ciclo  de icido organico a trav5s

del reciclajc interno de C02 que es re-fijado en la noche, con lo que sacrifica su tasa de

crecimiento,   debe   consumir   los   carbohidratos   almacenados   en   el   hidr6nquima   y

disminuye su eficiencia fotoquimica, produciendo fotoinhibici6n (de Mattos y col.1999;

Ltittge,  2004;  Matiz  y  col.  2013;  Rodrfgues  y  col.  2014).   Si  bien  estos  organismos

pueden   mantener   este   CAM-idling   incluso   por   afros   y   volver   a   restablecer   el

metabolismo   al  percibir  un   aumento   en   la   disponibilidad   de   agua,   las   plantas   se

encuentran  prdcticamente  "momificadas"  durante  tal periodo,  y  lejos  del  ideal  que  la

industria busca en este tipo de especies de cultivo.

Los  ensayos  de  estrc5s  abi6tico  disefiados  y  las  distintas  condiciones  de  estr5s

hfdrico  y  t5rmico  fueron  previamente  validados  por  otros  integrantes  del  grupo  de

trabajo, y forman parte de una caracterizaci6n global de la respuesta metab6lica de Aloe

vera  a  las  condiciones  sometidas  (Delatorre-Herrera  y  col.   2010;  Silva  y  col.   2010;

Rami'rez y col. 2012; Huerta y col. 2013).

En la mayoria de  los  ensayos realizados destaca en primer lugar las diferencias

detectadas en las pimtas y en las bases,  tanto  en la medici6n de la actividad especffica

como   en  las   concentraciones  de  ascorbato.   Mientras  que  en  las  puntas   es  posible

observar fluctuaciones positivas y negativas en los  indices  de actividad especifica y una

disminuci6n  significativa  de  la  reserva  de  ascorbato  reductor  con  respecto  al  grupo
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control,  en  las  bases de  las  hojas  se presentan  variaciones  mucho  memos pronunciadas,

sin  evidenciar  diferencias  significativas  con  los  controles  en  la  mayoria  de  los  casos.

Esto est5 probablemente relacionado con la mayor disponibilidad de agua y reservas en

]a  base  de  las  liojas  en  comparaci6n  a  las puntas  de  estas,  debido  a  que  el  gel  es  mas

abundante   en   las   bases   que   en   las   puntas.   La   gran   concentraci6n   de   azucares   y

polisacaridos  presentes  en  el  gel  que  caracteriza  a  las  hojas  de  Aloe  vera  son  los

responsables  del  ajuste  osm6tico  requerido  en condiciones  de  aridez,  permitiendo  a  la

planta acumular una gran cantidad de agua en este gel y contar con ella incluso cuando

se   encuentra   sometida   a   condiciones   de   riego   deficitario   durante   varios   meses

(Delatorre-Herrera y col. 2010). La baja disponibilidad de agua es un factor critico en la

aparici6n de especies reactivas de oxi'geno,  y la mantenci6n de la homeostasis celular en

condiciones  de  estrds  oxidativo.  Bajo  condiciones  de  estr6s  hidrico,  la  producci6n  de

especies reactivas de oxi'geno es fuertemente impulsada, tanto por la fuga de electrones

provenientes  de  la  cadena  fotosint6tica  hacia  la  reacci6n  de  Mehler  en  donde  se  da

origen a radical super6xido,  asi como  tambi6n por efecto  de  la producci6n de per6xido

de hidrogeno a consecuencia de la fotorrespiraci6n en diversos organelos.  (Bartoli y col.

1999;  Cruz de Carvaino,  2008; Zhang y col.  2013).  Por todo lo  anterior,  la variaci6n en

los distintos parametros medidos en las puntas de las hojas tendria una conexi6n con la

menor  disponibilidad dc  agua  en  estos  tejidos,  los  que  ademas  estin  mas  expuestos  a

verse  afectados  por aumento  de  la temperatura ambicntal,  la cual pucde provocar una

elevacj6n de la carga de ROS debido al efecto sobre la estabilidad de las membranas de

cloroplastos y mitocondrias, y afectando reacciones bioquimicas como la actividad de la

Ribulosa  1,5-bisfosfato  carboxilasa,  causando  un  aumento  en  la  fotorespiraci6n  en  la
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fotosintesis (Sekmen y col.  2014), actividad que se manteni'a reducida al minimo gracias

al  metabolismo CAM (Ramirez y col. 2012).

Respecto  a  la  actividad  especifica  de  APX  en  estres  hidrico,  llama  la

atenci6n  los altos niveles observados  en las puutas  de  las hojas  de plantas sometidas a

los  tratamientos  T2  y  T3   en  comparaci6n  a  lo   observado  en  Tl   y  T4,  aunque  el

comportamiento  de esta enzima muestra una estrecha relaci6n con lo  observado para la

actividad especi'fica de superdxido  dismutasa (SOD) previamente analizada por nuestro

grupo  de  trabajo  en  estas  mismas  condiciones  de  riego   (Ram'rez  y  col.  2012).  La

disminuci6n de la actividad de esta enzima en el tratamiento mas severo puede guardar

relaci6n   con   la   alteraci6n   del   equilibrio   oxidativo   en   esta   condici6n   y   la   mayor

concentraci6n de las diversas especies reactivas de oxigeno, las que al sobrepasar ciertas

concentraciones pueden afectar diversas  estructuras  celulares, pudiendo  incluso  inhibir

la  acci6n  de  enzimas  detoxificantes  como  la  misma  ascorbato  peroxidasa  de  forma

directa al dafiar su  estructura o por la eliminacidn de  ascorbato  del medio  circundante

(Hossain y Asada,  1984; Ishikawa y Shigeoka, 2008).

En la condici6n de estr6s t6rmico aplicado individualmente se observ6 niveles de

actividad  algo  menores  a  los  observados  en  la  condici6n  de  control  a  temperatura

ambiente  en  las puntas,  condici6n  que  result6  mas  critica  aun  cuando  se  combinaron

estos aumentos en  la temperatura con la condici6n de riego  mas restrictiva,  llegando  a

niveles  incluso  inferiores  al  25%  con  respecto  a  la  condici6n  de  control  doble.  Esto

indicaria    que     las    condiciones     de    tempcratura    utilizadas    son    suficientemente

significativas como para causar un efecto negativo en la actividad de esta enzima, y que
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el  efecto  causado  por  la  interacci6n  de  ]os  dos  tipos  de  estr5s  podria  configurar  un

escenario con condiciones  letales para la planta (al memos en esta region de la hoja). Tal

inferencia es en parte corroborada con los experimentos descritos mds adelante.

En las bases, por otra parte, casi no se observan variaciones significativas en los

niveles  de  la actividad  de  esta peroxidasa.  Y  esto  no  solo  es  cierto  para  este ensayo  de

esties  hidrico,  sino  que para prdcticamente  todas  las  condiciones  de  estr6s  analizadas,

indicando que en esta rcgi6n de la hoja las distintas caracteristicas adaptativas que posee

esta planta, en especial la gran acumulaci6n de polisacdridos  capaces de retener el agua

constituyendo un gel, rcalmcnte le son de gran utilidad para aliviar los efectos del estr6s

oxidativo  inducido  por  las  condiciones  de  estr6s  abi6tico  a  la  que  es  sometida.  En  las

bases  existe  ademas  una  acumulaci6n  de   fructanos,  polisaciridos  que  protegen   las

membranas celulares cuando hay falta de agua (Salinas 2012).

Complementando    estas    observaciones,    los    zimogramas    revelan    la

presencia  de  varias  isoformas  de  APX  detectables  en  la  fase  soluble  de  los  extractos

crudos de proteinas realizados a estos tejidos. Los patrones aqui observados muestran la

aparici6n de una banda principal en todos las muestras obtenidas, la que de acuerdo a la

literatura  se  tratarfa  de  APX1,  la  isoforma  citopl5smica  mas  claramente  detectable  en

este  tipo  de  extractos  en todo  tipo  de  especies,  y  responsable  de  la mayor parte  de  la

actividad   especifica   cuantificable   en   base   a   los   ensayos   anteriormente   descritos

(Yoshimura y col.  2000; Panchuck y col.  2002;  Shigeoka y col.  2002;   Davletova y col.

2005;  Koussevitzky y  col.  2008).   Estos  estudios  muestran que,  aunque  los  niveles  de

expresi6n  g5nica  de  esta  enzima  son  regulados  por  mtiltiples  condiciones  de  estr6s
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bi6tico y abi6tico  (asi como otras condiciones fisiol6gicas),  los niveles de esta isoforma

siempre  permanecen  altos  y  corresponderian  a  una   de   las  principales   barreras   de

contenci6n con las que cuenta la c6lula para mantener los niveles de H202 bajo control.

Sin  embargo,  en  esta  investigaci6n  no  es  posible  concluir  que  esta banda  corresponde

efectivamente  a  la  isoforma  citoplasmatica  APX1,  ya  que  no  se  realizaron  ensayos

inmunol6gicos   (Western  blot),   con  anticuerpos  especificos  que   identifiquen  a  esta

isoforma.

Ademas de esta forma tan claramente reconocible, llama la atenci6n la aparici6n

de   otra  banda  de   intensidad   intermedia  que  presenta  una  velocidad   de   migraci6n

levemente menor, y que solo  es posible de detectar cn condiciones de estr6s t6rmico en

la base de las hojas (Figura 7 y 9, flecha roja). Esta corresponderia a APX2, una segunda

isoforma  citoplasmica  de  esta  enzima  la  cual  se  ha  descrito  con  anterioridad  que  es

expresada y cuya actividad es detectable solo  en algunas condiciones de estr6s abi6tjco,

como  son cl  estres  por  exceso  dc  luz,  salinidad y temperatura  (Panchuck y  col.  2002;

Suzuki  y  col.  2013).  Igual  que  en  el  caso  de  APX1,  no  podemos  confirmar  que  esta

isoforma  corresponde  a  la  denominada   APX2,  ya  que   solo   anticuexpos  especificos

generados  contra  APX2  pueden  identificar  esta  banda  como  tal.   Sin  embargo,  cabe

destacar que aparece tan solo en las bases de las hojas en las dos temperaturas mas altas

del  ensayo  de  t5rmico  individual  y  solo  en  el  tratamiento  memos  agresivo  del  estrc5s

combinado  (T3+40°),  para  luego  no  mostrar actividad  detectable  en  las  combinaciones

mas restrictivas. Esta caracteristica puede relacionarse con lo observado en la literatura,

donde es posible observar que en condiciones de  esties t6rmico  se induce  la expresi6n
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del gen responsable de la sintesis de APX2 y su actividad es detectable en zimogramas,

pero  cuando  las  temperaturas  sobrepasan  cierto  umbral  la  expresi6n  es  nuevamente

inliibida hasta niveles prdcticamente indetectables como sucede a temperatura control, y

cuyo    descenso    se    corre]aciona    tambi6n    con    lo    observado    cuando    se    aplican

concentraciones   elevadas   de   H202   (Panchuck   y   col.   2002;   Volkov   y   col.   2006).

Considerando    que    estudios    como    el   de    Volkov   y    col.    (2006)    muestran   que

concentraciones elevadas de ASA y otros antioxidantes mantienen inhibida la expresi6n

de APX2  (y no  la de APX1),  se podri'a inferir que  la aparici6n de esta isoforma en las

bases  de  las  hoja.s  solo   fue  impulsada  por  condiciones  de  mayor  concentraci6n  de

per6xido    que  solo  se  dieron  cuando  la temperatura aplicada  excedi6  los  35°C,  y que

condiciones  oxidativas  mucho  mas  severas,   como   las  presentes  en  los  tratamientos

combinados  T3+450,  T4+400  y  T4+45°,  fueron  suficientemente  elevadas  como  para

inhibir la expresi6n y sintesis de estas isoformas y volverlas indetectables en el resto de

las muestras.

En cuanto  a la comparaci6n de resultados  en  medici6n de actividad  especifica  y

lo  observado  en  los  zimogramas,  cabe  destacar  que  esta  iiltima  prueba  fue  utilizada

rfuicamente   para   detectar   cualitativamente   las   distintas   isoformas   que   podi'an   ser

detectadas  en  los  extractos  obtenidos.  Esto  ya  que  las  condiciones  en  las  que  cada

ensayo  se realiza son muy dispares y la fapida inactivaci6n de  la enzima se ve reflejada

con  distinta  intensidad  en  cada ensayo.  Por ejemplo,  en zimogramas realizados  con  los

extractos obtenidos en las puntas de las hojas se espera una inactivaci6n mas rapida de la

enzima, debido a la menor cantidad de ascorbato preselite en la muestra original. A pesar
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de complementar el PAGE nativo con glicerol y ASA para extender la funcionalidad de

la  enzima,  las  condiciones  iniciales  de  la  muestra  son  mny  dispares  y probablemente

afectan de distinta forma a la enzima en un ensayo tan extenso como la elaboraci6n de la

zimografia (6 lioras de corrida).

La realizaci6n del ensayo que permiti6 la cuantificaci6n del par ASA/DHA en los

distintos  tratamientos  sirvi6   como  complemento  para  los  analisis  de  APX  iniciales.

Conoccr  tanto  el  contcnido  total  de  la  reserva  de  ascorbato   en  la  c6lula  como   las

concentraciones   individuales   de   las   forma  reducida  y  oxidada  de   este  antioxidante

muestra de que forma esta vitsndose afectada la homeostasis celular a consecuencia de[

estrds oxidativo gatillado en las distintas condicioncs analizadas.

En  primer  lugar,  fue  posible  observar  una  disminuci6n  de  la  reserva  total  de

ascorbato   en   los   tratamientos   de   estr6s  hidrico   y  t6rmico   combinados,   aunque   las

condiciones   de   estr6s   aplicadas   de   forma   individual   no   presentaron   variaciones

considerables.  Esto  muestra  de  forma  clara  como  la  interacci6n  de  estos  dos  tipos  de

estr6s dan origen a una condici6n mucho  mas severa, especialmente en la punta de  las

hojas,  donde una vez mas se aprecia una mayor sensibilidad a los cambios  ambientales

que  producen  estr6s  a  consecuencia  de  su  menor  disponibilidad  de  agua  y  el  rdpido

aumento    de    la    temperatura.    En   estas   condiciones,   probablemente    Jas    enzimas

responsables de la sintesis de ascorbato  son insuficientes para recuperar el ascorbato y,

posiblemente la reserva total de ascorbato comienza a agotarse. Sin embargo, aunque los

niveles  de  ascorbato  no  alcanzan  valores  muchisimo  menores  a  lo  observado  en  la

condici6n  control,  ya  que  la  disminuci6n  mas  pronunciada  alcanz6  un  descenso  de
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aproximadamente un  10%  respecto  al tratamiento  T2+250,  no  se  conoce  cuales  son  los

niveles  requeridos  para  mantener  el  sistema  sustentable  por  mayor  tiempo.  Pero  mas

importante  que  este  indicador del contenido  total de ascorbato  es  conocer el equilibrio

entre  las  dos  formas  del  par  ascorbato/dehidroascorbato,  ya  que  es  un  indicador  de  la

capacidad actual del sistema para enfrentar la condici6n oxidativa que enfrenta (Noctor

y Foyer,1998; Gallie, 2013).

En condiciones control, tanto  en puntas como  en bases de  las hojas,  el nivel de

ascorbato en su forma reducida (ASA) se mantiene aproximadamente 4 veces mayor que

el  dehidroascorbato   (DHA),   su  contraparte  oxidada,   y  aunque   es  posible  observar

diferencias   significativas   en   los   distintos  tratamientos   de   estr6s   abi6tico   aplicados

separadamente,   es   solo   en   aquellos   donde   cl   tratamiento   hidrico   y   el   t6rmico   se

combinan donde se pueden observar las diferencias mas marcadas. Especialmente en las

puntas  de  las  hojas,  donde  los  niveles  de  ambos  compuestos  del  par  ASA/DHA  se

encuentran  en concentraciones  casi  iguales,  lo  que  explica  las  observaciones  sefialadas

en  puntos  anteriores:  en  estas  condiciones  de  estr6s  combinado  intenso  la  capacidad

antioxidante de la c6lula se ve gravemente comprometida, ya que la p5rdida critica de la

proporci6n  existente entre  las  dos  formas  de este  compuesto  antioxidante  da  luces  del

compromiso  que el resto  de la maquinaria antioxidante enzimatica debe estar sufriendo.

Particularmente,  es  posible  que  la  actividad  de  las  enzimas  pertenecientes  al  ciclo  de

Ascorbato-Glutati6n haya dismjnuido  de  forma similar a lo  observable  con  la actividad

de la APX en las distintas condiciones analizadas. Esto debido a que en el estado actual

son incapaces de restaurar las mol6culas de ASA que ham resultado oxidadas, ya sea por
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su utilizaci6n como sustrato de APX en la via enzimatica o bien por reacci6n directa con

los ROS.  La concentraci6n de  estas  especies  reactivas  de oxigeno  da sefiales  de haber

aumentado  fuertemente  dentro  de  la ccslula,  mucho  mas  alla  de  la capacidad que tiene

6sta  de  poder  controlarlos,  lo  que  induciria  la  p5rdida  del  equilibrio  en  la  maquinaria

antioxidante.

El estado rcdox de ascorbato, que permite entender de mejor forma la capacidad

reductora de  este  compuesto  en relaci6n al total  de  la reserva presente  en determinada

condici6n (Munnt5-Bocsh y Alegre, 2003), permiten observar los descensos netos en la

competencia   antioxidante   del  ascorbato   presente   a  nivel   celular,   bajando   desde   la

condici6n control donde  sc encontraba cercana al  80% hasta aproximadamente un 50%

en las puntas de la condici6n de estr6s T4-45°C. La disminuci6n de este l'ndice no solo

indica la deficiencia de estos tejidos para poder tolerar condiciones adversas de este tipo,

sjno  que probablemente muestra una condicj6n potencialmente  letal,  ya que no  solo  se

muestra  que  la  protecci6n  enzimatica  de  APX  y  otras  enzimas  del  ciclo  ascorbato-

glutati6n  se   encuentran  comprometidas,   sino   que   el   contenido   de   antioxidantes   no

enzimaticos  tambi6n  disminuye  a  niveles   criticos.   Suponiendo   que   ]a  integridad  de

diversas estructuras subcelulares de importancia podrian estar viendose afectadas por las

evidentes  alzas  en  ]os  njveles  de ROS,  es posible  que  el tejjdo  se  encuentre seriamente

comprometido  en una  condici6n  de  muerte  celular,  la que  como  sabemos,  se  encuentra

mediada  por  H202  entre  otros  (Petrov  y  Van  Breusegem,  2012).  Estas  conjeturas  se

podrl'an relacionar a observaciones hechas al material vegetal con el que se trabaj6, en el

cual fie posible apreciar en aquellas plantas sometidas a las condiciones mas restrictivas
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la perdida de tejido  en la punta de las hojas,  el cual en primera  instancia abandonaba su

color verde  y  era reemplazado  por una tonalidad  marr6n,  para  luego  continuar  con  la

perdida  de  suculencia  y  la posterior  muerte  del tejido.  En  las  bases  sin  embargo  este

dafio  era  mucho  menor,  causando  rara  vez  la  muerte  de  ]a  hoja  completa,  lo  que  se

podrl'a explicar en parte por la mantenci6n del equilibrio que se evidencia en todos los

ensayos anteriormente sefialados.

A la luz dc todo lo anterior, resulta evidente que el tratamiento de riego aplicado

a  las plantas  de  Aloe vera  constituye  el  factor  de  manejo  agron6mico  mds  importante

que  debe  scr  controlado   con  el  fin  de  asegurar  la  intcgridad  de  la  planta  ante  las

condiciones  de  estr6s  oxidativo  que podrian poner  en riesgo  la producci6n  de  gel.  El

riego  adecuado  no  solo  asegura una  mayor  eficiencia  en  el  uso  del  agua  y un  mayor

crecimiento   de   la   planta,   sino   que   tambi6n   le   permite   al   organismo   una   mayor

flexibilidad para afrontar las condiciones de estr6s bi6tjco y abi6tico en el medio, ya que

como  fue posible  apreciar en este trabajo,  en condiciones muy restrictivas de riego  las

consecuencias de un segundo  tipo  de  estr6s  aplicado pueden ser fata]es para la planta,

incluso cuando este otro tipo de estr6s no fuera potencialmente dafiino por si solo.
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5.  CoNCLUsloNns

La actividad en las puntas de las hojas exhibi6 una respuesta mis dininica a las

distintas   condiciones   de   estr6s   analizadas,   mientras   que   ]os   extractos   de   proteina

obtenidos de las bases  de  las mismas hojas mantuvieron niveles re]ativamente estables

de actjvidad enzimatica en todas ]as condicjones de esties. Estas diferencias entre puntas

y bases estarian relacionadas con las diferencias en disponibilidad de agua, recepci6n de

luz,  niveles  fotosint6ticos  y  otras  caracteristicas  fisiol6gicas  que  diferencian  a  ambos

tejidos, tal como lo soportan estudios anteriores realizados por este grupo de trabajo.

Los   nivcles   de   actividad   especifica   de   APX   aumentaron   a   medida   que   el

tratamiento de riego  se hacia cada vez mas restrictivo.  Sin embargo,  las condiciones de

estr6s  hidrico  mas  severas  indujeron un  descenso  en  los  niveles  dc  actividad  de  esta

enzima, lo que sugiere que niveles muy altos de estr6s oxidativo podrian estar afectando

la funcionalidad de las enzimas antioxidantes. Comportamientos memos pronunciados se

observaron  cn  los  tratamientos termicos,  aunque  fue posible  detectar una disminuci6n

significativa en la mayori'a de  los  extractos obtenidos de plantas sometidas a esties por

temperatura.  Esta djsminuci6n  fue  mucho  mas  pronunciada  al  someter  a  las  plantas  a

condiciones de estres combinado.

Se  pudieron  detectar  al  memos  cuatro  jsoformas  de  APX  en  las  zimografias

realizadas.  Una  de  estas  isoformas  mostr6  una  respuesta  asociada  a  esties  t6rmico,
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apareciendo   solo   bajo   estas   condiciones   en   las   bases   de   las   hojas,   pero   siendo

indetectable cuando la condici6n oxidativa aumentaba en estos tejidos.

Los  niveles  de  ascorbato  disminuyeron  en relaci6n  a  su  forma  oxidada  en  las

condiciones   m5s   restrictivas   de  riego   y  temperatura   analizadas,   en   especial   en   el

tratamiento hidrico correspondiente al 25% CC y a los tratamientos de estr6s combinado.

A pesar de presentar diferencias sjgnificativas respecto a la condici6n control, el

contenido total  de ascorbato  permaneci6  prdcticamente estable  en todas  las  condiciones

estudiadas,   aunque   la   capacidad   reductora   de   esta  reserva   sufri6   una   disminuci6n

cercana  al  25%  en  los  tratamientos  mas  severos,  tal  como  ]o  indica  el  l'ndice  redox  de

ascorbato,  clara  sefia]  del  estado  oxidativo  alterado  que  presentan  las  plantas  en  tales

condiciones.
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6.  PROYHCCIONHS

Entre   las   proyecciones   que   se   pueden   proponer   para   este   trabajo   resalta

inmediatamente  la  necesidad  de  identificar  las  distintas  isoformas  de  APX  que  dan

cuenta de lo observado en ]os ensayos realizados.

Identificar mediante Western blot la correspondencia de las bandas observadas en

los zimogramas a las isoformas APxl y APX2 tal como se ha propuesto, generando (en

primera  instancia)  anticuerpos  dirigidos  a  secuencias  consenso  de  estas  isoformas,  las

que pueden ser disefiadas comparando secuencias de esta enzima obtenidas de la base de

datos  y  que  correspondan  a  otras  plantas  monocotiled6neas  que  puedan  servir  como

referencia para esta tarea.

Es posible tambic5n  realizar  pruebas  como  las  descritas  por  el  grupo  de  Amako

(Amako y col.  1994) en el cual es posible realizar ensayos de determinaci6n de actividad

especirfica  de  APX  que  permiten  identificar  el  aporte  de  cada  tipo  de  isoenzimas  a  la

actividad  especl'fica total  de  los  extractos,  ]o  cual permitirfa una  caracterizaci6n  mucho

mas completa y detallada de este parametro.

Asimismo, resultari'a interesante realizar una aproximaci6n a la expresi6n g6nica

de estas enzimas, disefiando partidores para las isoenzimas detectadas mediante Western

blot  y  relacionando   la   acumulaci6n  de  estas   isoformas,   la  actividad  de   ellas  y   la

expresi6n de los genes que dan origen a ellas.
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