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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 rdpidamente
proteinas, lipidos y DNA causando un dafio celular irreversible. Las plantas, debido a su
estilo de vida sésil, deben contar con diversos mecanismos enzimaticos y no enzimaticos
para prevenir el dafio oxidativo. Las plantas de metabolismo del dcido crasulaceo
(CAM), como es el caso de Aloe barbadensis Miller (Aloe vera), se encuentran
adaptadas a vivir en ambientes extremos donde el agua escasea y las temperaturas
diurnas son muy altas. Ambos estrés, hidrico y térmico, inducen la produccion de ROS
con formacion de radicales de oxigeno y posterior formacion de H,O,. Ascorbato
peroxidasa (APX) es una enzima clave en la reduccion de los niveles de H;O; y el
aumento de su actividad es un indicador de estrés oxidativo en células vegetales. El
objetivo de este estudio fue investigar los cambios en los niveles de actividad especifica
de APX en hojas de Aloe vera bajo condiciones de estrés hidrico y térmico. Las plantas
de Aloe vera fueron sometidas a distintos tratanentos 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 35°, 40° y 45°C, con plantas
control mantenidas a 25°C. Se realizaron tratamientos combinados de déficit hidrico y
altas temperaturas exponiendo plantas tratadas con los ricgos T3 y T4 a dos horas de

tratamiento a 40° y 45°C. La actividad especifica de APX aumento 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 hidrica y alta temperatura
combinados, el nivel mas alto de actividad especifica 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 migracién mds lenta solo en las bases de las hojas sujetas a 40° y 45°C, asi
como también 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 estrés utilizados en los experimentos
descritos generan una respuesta antioxidanie en las plantas de Aloe,vera, evidenciado
por las variaciones en la actividad especifica y en las isoenzimas detectables de APX
obtenidas a partir de extractos crudos de proteinas, asi como también en los cambios en
la acumulacién del sustrato principal de esta enzima. Ambos pardmetros constituyen

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

Reactive oxygen species (ROS) are formed as natural products of metabolisnt 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 Aloe barbadensis Miller (Aloe vera), are adapted to live in exireme
environments where the water is scarce and the diurnal temperatures are high. Both,
water and high temperature stress induce ROS with production of H»0; .Ascorbate
Peroxidase (APX) is a key enzyme in the reduction of H>O; levels and being a signal of
oxidative stress in plant cells. The objective of this study was to investigate changes in
the Ievels of the specific activity of APX in Aloe Vera leaves under drought and heat
stress conditions. Aloe vera plants were subjected to different water treatment according
to the field capacity of the soil: 25%, 50%, 75% and 100% (T1, T2, T3 and T4
respectively). Plants were then subjected for two hours to temperature treatments of 35°,
40° 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 the leaf bases in all stress treatments. The
activity does not incrcase 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
electrophoresis 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 treatients,

This study shows that the different stress treatments used in the experiments
already described triggers an antioxidant response in Aloe vera plants, as shown by the
variations in the activity and APX detectable isozymes obtained from the crude protein
extracts, and the changes in the accumulation of this enzyme’s main substrate. Then,

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

1.1 Aloe vera y metabolismeo del dcido crasuliceo.

Aloe vera (4loe barbadensis Miller) es una planta monocotiledonea suculenta de
metabolismo del 4cido crasulaceo (CAM) la que estd naturalmente adaptada a crecer en
regiones climaticas particularmente aridas, en donde se encuentra con una muy baja
disponibilidad de agura y altas temperaturas, convirtiéndose en un ambiente
particularmente inhdspito para organismos sésiles como las plantas. La adaptacion que
poseen las plastas CAM, consiste en la separacidén temporal del proceso de fijacion de
carbono en el interior de la célula vegetal. La asimilacion de CO. se realiza durante la
noche, momento en ¢l que la planta puede mantener sus estomas completamente abiertos
sin arriesgarse a perder agua por evaporacion, 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 def agua llega a ser 2 a 4 veces mayor en las
plantas CAM en comparacion a plantas de tipo C3 y C4 (Gross y col. 2013). El CO,
obtenido es incorporado a una molécula de fosfoenolpiruvato, y después de dos
reacciones se almacena como acido malico en la vacuola. Durante el dia este dcido
midlico sale de la vacuola y el CO; es liberado en el cloroplasto por descarboxilacion
mediada por la enzima malica. Ademds s¢ forma piruvato ¢l que es transformdao en
fosfoenolpiruvato gracias a la enzima piruvato fosfato diquinasa (Dittrich y col, 1973).

Como los estomas permanecen cerrados en el dia, la concentracion de CO, se mantiene
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alta y 1a de O, baja dentro de la célula, reduciendo la posibilidad de fotorrespiracion
asociada a la accion de l1a Ribulosa 1,5-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 estrés, hidrico y térmico principalmente, en
los que habitan plantas como Aloe vera inducen la generacion de especies reactivas de
oxigeno (ROS), las que pueden dafiar gravemente distintas estructuras de la célula
vegetal. A pesar de contar con notables adaptaciones como son las raices y hojas
especializadas, la gruesa cuticula que recubre a estas tltimas, y la sintesis de
polisacaridos 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 estrés por déficit 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 pérdidas a quienes cultivan esta planta con fines
comerciales. Conocer las condiciones optimas para el cultivo de esta especie, asi como
el poder identificar los distintos mecanismos que dan proteccion contra el estrés
abiotico, al que se ven sometidas en su lugar de cultivo, resulta de vital importancia para

mejorar fa produccion de Aloe vera a nivel nacional.
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1.2 Especies Reactivas de Oxigeno y Estrés Oxidativo.

1.2.1 Producecion de ROS

El O; es una molécula relativamente estable. No obstante, los procesos de
transferencia de energia o electrones para su reduccion durante las reacciones
metabolicas llevadas a cabo en el interior de las células generan diversas especies
reactivas de oxigeno. Las ROS incluyen radicales libres [radical superdxido (Oz*) y
radical hidroxilo (*OH)] y no radicales libres [peroxido de hidrogeno (H;0,) y oxigeno
singlete ('02)]. En una primera reaccion, €l O, forma O, o la especic protonada del
mismo, el hidroperdxido (HOz+). El O;* puede inactivar distintas enzimas que
contienen dtomos de Fe o S, mientras que, el HO,*" se forma a pH écido y esta implicado
en la oxidacion de lipidos al captar protones de los acidos grasos poliinsaturados (Van
Breusegem y col. 2001). En una siguiente reaccion, se origina H,O; que es relativamente
estable. El H,O; difunde ficilmente desde el lugar donde se forma dentro de la célula
hasta otros compartimentos celulares, incluso a células adyacentes, y puede inactivar
enzimas mediante la oxidacion de grupos tiol (Halliwell, 2006). E1 O, y el Hz0; en
presencia de algunos metales, como Fe y Cu, dan lugar, mediante la reaccién de Haber-
Weiss, al radical *OH, que presenta una reactividad quimica elevada y es considerada
una de las especies quimicas mds toxicas conocidas, ya que es capaz de oxidar
practicamente cualquier tipo de biomolécula y no se conoce enzirna capaz de eliminarlo
eficientemente, por lo que la planta debe evitar su produccion detoxificando rapidamente
Sus precursores o sintetizar antioxidantes no enzimaticos que eviten el dafio a estructuras

vitales (Aruoma, 1994; Kehrer, 2000; Rossi y col. 2013). El 'O, se forma a partir del O,
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en triple estado (CO;) y puede transferir su energia dafiando membranas e induciendo la
muerte celular (Ryter y Tyrrell, 1998). Todas las reacciones antes descritas se resumen

graficamente en la Figura 1.

Radical ion 1én Ion Ion
Dioxigeno Superdxido Perdxido Oxeno Oxido
3 g .- a 2- _@ 3- . g 2-
Q, — O, Q5 05 o —— 0
l IH‘ ! 24 2H" [H‘ lQH‘
'0, HO; H20, HO  OH® H,0
Singlete Radicat Peroxido de Agua Radical Agua
Oxigeno Perhidroxito  Hidrdgeno Hidroxilo

Figura 1. Generacion de las distintas especies reactivas de oxigeno por transferencia de energia o
reduccidn secuencial univalente del estado basal triplete oxigeno, Adaptado de Apel y Hirt,

2004,

Tradicionalmente, las ROS has sido consideradas moléculas toxicas debido a su
capacidad para oxidar componentes celulares provocando, en el peor de los casos, la
muerte de la célula. Sin embargo, los ROS, a concentraciones estrictamente controladas
por los sistemas antioxidantes, tienen una funcién muy importante como moléculas
sefializadoras, interviniendo en procesos importantes como el desarrollo y expansidn
celular, el cierre estomatico, la senescencia y muerte celular, la germinacion y
dormancia de semillas o la adaptacion a distintos tipos de estrés (Mittler y col. 2004,
Foyer y Noctor, 2005; Foyer y Noctor, 2013; Lariguet y col. 2013). Los ROS pueden
intervenir en la sefializacion en tres niveles: siendo detectadas por sensores especificos y
activando una cascada de sefializacién que conduce a la modificacion de la expresion

génica; activando o inactivando algin componente de la cascada de sefializacion por un
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proceso de oxidacion; y actuando directamente scbre factores de transcripcidn y, por
consiguiente, modulando la expresion génica (Apel y Hirt, 2004; Mittler y col. 2004;
Scandalios, 2005). En plantas, los principales procesos metabdlicos donde se generan

ROS son la respiracion, la fotosintesis y el metabolismo peroxisomal.

1.2.1.1 Produccion de ROS en mitocondrias.

La respiracién aerobica tiene lugar en las mitocondrias de todos los organismos
aerobios y es energéticamente mas ventajosa que los procesos de fermentacion y
respiracién anacrobica. Durante este proceso se lleva a cabo la reduccion completa del
0; a una molécula de H;O mediante la transferencia de cuatro electrones. Sin embargo,
esta reduccion se produce de manera secuencial, lo que provoca la formacion de ROS.
De hecho, se estima que aproximadamente el 1-2% del O, consumido durante la
respiracion es reducido a ROS. Los principales sitios de produccion de ROS en la
membrana interna mitocondrial son los complejos 1 (NADH deshidrogenasa) y 111
(ubiquinel-citocromo-c oxidorreductasa). El radical O,* producido en estos complejos
es dismutado posteriormente a H>0O, por la manganeso-superdxido dismutasa (MaSOD)

de la matriz mitocondrial.

1.2.1.2 Produccion de ROS en cloroplastos.

En los organismos fotosintetizadores, los cloroplastos son el principal sitio de
produccion de ROS. Durante la fotosintesis se pueden generar ROS tanto en el
fotosistema 1 como en el fotosistema II. En el fotosistema I se produce la fotorreduccion

del O, {reaccion de Mehler) al radical O,*". En el fotosistema ]I, el estado excitado de la
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clorofila (P680) puede transferir al O; su energia de excitacion formando '0; (Apel y
Hirt, 2004; Halliwell y Gutteridge, 2007). Tal como en ¢l caso de las mitocondrias la
enzima Cu-Zn SOD de cloroplasto transforma el O+ en H>O» desintoxificando al

organelo de este peligroso ROS (Ramirez y col. 2012).
1.2.1.3 Produccion de ROS en peroxisomas.

Los peroxisomas son el principal sitio de produccion de H,0; en la célula. Esta
especie reactiva de oxigeno se produce durante la fotorrespiracion, la B-oxidacion de los
acidos grasos, la oxidacion del acido trico por la urato oxidasa y la dismutacion de O,
por la accion de las superdxido dismutasas (SOD) peroxisomales. Ademas de H,0,, en
los peroxisomas se produce O,¢ por la accion 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 Rio y col. 2006). En respuesta a algunos tipos de estrés, se
ha observado un aumento en el niimero de peroxisomas de la célula. Esto, junto con la
capacidad de este organelo para producir y regular la liberacién de ROS y especies
reactivas de nitrogeno (RNS), determina que los peroxisomas tengan un papel clave en

la respuesta al estrés oxidativo en plantas (Corpas y col. 2001).
1.2.2 Datfio Oxidativo

Como se ha mencionado anteriormente, los ROS no solo se producen durante el
metabolismo normal de la célula, sino que sus niveles pueden aumentar durante
condiciones de estrés. En condiciones fisiologicas, la produccion y eliminacion de ROS

esta equilibrada debido a los mecanismos antioxidantes de las c€lulas. Sin embargo, en
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condiciones de estrés se rompe este balance, lo que puede originar la pérdida de la
eficiencia metabdlica y funcional de la célula, provocando una situacién conocida como
estrés oxidativo (Scandalios, 2005). Este se caractetiza por la acumulacién de productos
de la oxidacion de lipidos, proteinas y acidos nucleicos. Un estrés oxidativo intenso

puede incluso llegar a ocasionar la muerte celular.
1.2.2.1 Dafio oxidativo a lipidos.

La peroxidacion de lipidos es una reaccion en cadena que puede iniciarse por el
radical *OH o el 'O, (Bhattacharjee, 2005), o por la accién de las lipooxigenasas en
células vegetales, La peroxidacion de lipidos se inicia cuando un grupo metileno de un
acido graso poliinsaturado pierde un atomo de H, formando hidroxiperdxidos de lipidos
que se descomponen para dar lugar a otras especies reactivas, como los radicales
alcoxilos, alcanos, époxidos de lipidos y aldehidos citotdxicos como ¢l malondialdehido
(Sevanian y Hochstein, 1985; Halliwell, 2006). La peroxidacion de lipidos ocasiona
dafios a las membranas celulares alterando su estructura y funcion por fendémenos de
descompartimentacion idnica, pérdida del potencial de membrapa, inhibicion del

transporte y modificacion de receptores de membrana (Farmer y Mueller, 2013).
1.2.2.2 Dafio oxidativo a proteinas.

Los ROS pueden causar modificaciones covalentes en los aminodcidos de
manera irreversible. No obstante, en algunos casos, como la cisteina y metionina, las
modificaciones son reversibles vy constituyen un importante mecanismo de regulacion

redox permitiendo la activacion ¢ inactivacion de proteinas. Las modificaciones
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oxidativas mas comunes son Ia formacion de grupos carbonilos debido a la oxidacion de
las cadenas laterales de algunos aminoacidos como la lisina (Davies, 1987), formacion
de sulfoxido de metionina por oxidacion del grupo tioéter y la nitracidn de tirosinas

(Jacques y col. 2013).
1.2.2.3 Dafio oxidativo a DNA.

El dafio oxidativo al DNA ha sido menos estudiado. Los ROS, especialmente el
'0,, el *OH y los peréxidos de lipidos, pueden ocasionar dafio oxidativo al DNA,
produciendo la rotura de la doble hélice, asi como la oxidacion de la desoxirribosa y de
las bases nitrogenadas. Las modificaciones oxidativas del DNA, como la conversion de
la guanina en §-hidroxignanina, favorecen la ocurrencia de mutaciones derivadas de la
replicacion de este DNA dafiado, fendmeno que puede ser importante en la regulacion
de la expresion génica (Wiseman y Halliwell, 1996; Evans y col. 1999, Berk y col.

2011).

Si bien todos los organismos vivos deben lidiar con los efectos del estrés
oxidativo y necesitan contar con medios eficientes para controlar la concentraciéon de
estos ROS en sus células, las plantas se ven ain mds expuestas a este tipo de estrés y sus
medios de defensa deben ser muy eficientes, principalmente debido a que se trata de
organismos sésiles, los que no pueden simplemente escapar de las condiciones
ambientales adversas que gatillan la produccion excesiva de ROS. Estos sistemas de
defensa se clasifican principalmente en antioxidantes de tipo enzimitico y no

enzimatico, y en ambos destaca la importante participacion del ascorbato (AsA), una
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molécula que, como se vera a continuacion, estd involucrada en multiples funciones

antioxidantes y fisiologicas.

1.3  Ascorbato y su deble funcion antioxidante.

La sintesis de ascorbato en plantas se realiza a través de dos vias: a través de
intermediarios del acido urdnico, como el acido D-galacturonico (Isherwood y col
1954), vy, a través de la denominada ruta Smirnoff-Wheeler, que sintetiza ascorbato a
partir de D-manosa y L-galactosa, siguiendo la ruta descrita en la Figura 2, y que
constitnirfa la principal via de sintesis de este metabolito en este tipo de organismos

(Smirnoff v col. 2001; Conklin y col. 2013, Blauer y col. 2013).
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Figura 2. Ruta de Smirnoff-Wheeler, principal 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 detoxificacion de diversas
especies reactivas de oxigeno en distintos organismos fotosintéticos como plantas, algas
y cianobacterias (Shigeoka y col. 2002). En plantas cumple un importante papel en
diversos procesos fisioldgicos como el crecimiento de la pared y expansion celular,
diferenciacion, fotosintesis, sintesis de etileno, giberelinas, antocianinas e
hidroxiprolina, y otros variados procesos metabolicos. Ejemplo de esto es el estudio
realizado con mutantes de Arabidopsis thaliana con una deficiencia moderada (vicl) o
severa (vic2) en el contenido de AsA, en donde se observo cambios importantes en la
morfologia, estructura celular y desarrollo de las plantas (Olmos y col. 2006), asi como
también en la sefializacion mediada por hormonas y la respuesta defensiva a estrés
(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 molécula ubicua es capaz de reaccionar
directamente con los ROS evitando que éstas dafien otras estructuras vitales. También es
responsable de la regeneracion de otros antioxidantes como el w-tocoferol o Vitamina E
(Packer y col. 1979) y de los flavonoides oxidados (Pérez y col. 2002), v es ademds
cofactor de la violaxantina de-epoxidasa, que interviene en la sintesis de la zeaxantina

(Rockholm y Yamamoto, 1996).

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

tiene una segunda participacion en la maquinaria antioxidante presente en organismos
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fotosintéticos, al servir como sustrato reductor tinico de la enzima ascorbato peroxidasa
(APX), la cual es tambi€n, una pieza clave en la mantencion de la homeostasis en este
tipo de sistemas al encargarse del control del perdxido de hidrégeno (H,02), un ROS que

es probablemente la mas versatil de este tipo de especies.

1.4  Detoxificacién de H;O; por accion de la Ascorbato Peroxidasa

Dentro de las especies reactivas de oxigeno una de las que mds destaca es el
perdxido de hidrogeno. Esta molécula es solo moderadamente reactiva y tiene una vida
media relativamente larga (1ms), mientras que otros ROS como O+, OHe y 'O, tienen
una vida media mucho menor (2-4ps). Ademds es una molécula lo suficientemente
pequefia como para atravesar membranas y moverse por los distintos compartimentos
celulares (Gill y Tuteja, 2010). Las dos propiedades anteriormente sefialadas son
particularmente importantes en la funcion que esta especie reactiva de oxigeno cumple
como un sefializador multifuncional. En la dltima década se ha acumulado fuerte
evidencia de la participacion del peroxido de hidrogeno en la modulacion de multiples
procesos bioldgicos, como la induccion de resistencia, reforzamiento de la pared celular,
senescencia, produccion de fitoalexina, fotosintesis, apertura de estomas, ciclo celular y
muerte celular programada (Petrov y Van Breusegem, 2012). La produccion activa de
esta molécula no solo ocurre en el interior de los distintos organelos y citoplasma
celular, sino también en el apoplasto, en donde es necesario para gatillar la denominada

“rafaga oxidativa” (oxidative burst en inglés), la cual es parte de la respuesta
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hipersensible a patogenos, pero también 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 molécula, resulta
vital que los niveles de perdxido de hidrogeno sean finamente regulados en cada uno de
los compartimentos, asegurando que pueda cumplir con su funcion sefializadora sin que
la concentracion aumente hasta el punto de volverse dafiina para las distintas estructuras
que componen la célula, y es en esta labor donde la enzima ascorbato peroxidasa cumple

un rol fiindamental.

Ascorbato peroxidasa (APX, EC 1.11.1.11) es una enzima que utiliza de forma
especifica dos moléculas de AsA como dadores de electrones para reducir una molécula
de peréxido de hidrogeno (H20,) a agua con la generacion paralela de dos moléculas de
monodehidroascorbato  (MDIHA). Esta reaccion inicial es parte de dos ciclos de
eliminacioén de especies reactivas de oxigeno que constituyen la columna vertebral de la
respucsta antioxidante enzimatica en organismos fotosintéticos. En primer lugar, el
Ciclo Agua-Agua, o Reaccion de Mehler (Figura 3a), canaliza en primera instancia los
electrones obtenidos de la disrupcion de moléculas de H>O en el PSII a través del
aparato fotosintético en cloroplastos. Estos electrones son transferidos a O, en el PSI
resultando en la formacion de radicales superoxido (O7). Una superdxido dismutasa de
cobre/zine (Cw/Zn SOD) unida a la membrana convierte el radical superdxido en H,O,,
para que luego una APX unida a la membrana del tilacoide (tAPX) convierta este 11,02
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 {lujo de electrones a
través del aparato fotosintético incluso cuando la fijacién de CO; es limitada o estd
inhibida. Mientras esta reaccion ocurre tan solo en los cloroplastos, un segundo ciclo de
eliminacion de ROS iniciado por APX sucede en multiples compartimentos celulares.
En el denominado Ciclo del Ascorbato-Glutation, o Ciclo de Halliwell-Asada (Figura
3b) después de la primera reaccion en donde APX convierte H,O2 en HO con la
concomitante oxidacion de AsA en MDHA, este radical asi originado se convierte
espontidneamente a AsA y a dehidroascorbato (DHA), o puede ser reducido directamente
a AsA por la accion de la MDHA reductasa (MDHAR). DHA reductasa (DHAR) utiliza
glutation (GSH) para reducir DHA y regenerar con ello AsA. El glutation 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 acumulacién de niveles dafiinos de H;O, en organismos fotosintéticos,
regenerando los compuestos antioxidantes iniciales y asegurando la mantencion del pool

inicial de este grupo de moléculas (Asada, 1992, 1997).
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Figura 3. Rutas de detoxificacion de Peroxido de Hidrogeno (H,0») en plantas. (a) El ciclo
Agua-Agua. (b) Ciclo Ascorbato-Glutation. (c¢) Ciclo de la Glutation Peroxidasa (GPX) (d)

Reaccion de la Catalasa (CAT). Extraido de Mittler, 2002.




Acorde con esta importante funcion, existe evidencia de que APX estaria
distribuida en al menos 4 compartimentos intracelulares: en el estroma vy tilacoides de
los cloroplastos (sAPX y tAPX respectivamente), en microsomas, como glioxisomas y
peroxisomas (mAPX) y la forma citosdlica (cAPX), mientras que una quinta forma
presente en mitocondrias se ha descrito recientemente (mitAPX), hasta ahora
unicamente debido a la evidencia de actividad enzimdtica (Jiménez y col. 1997; De
Leonardis y cols. 2000; Teixeira, 2006; Xin y col. 2014), aunque no se ha descrito afin
ninglin 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 citosolica 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 mayoria de
los organismos estudiados, los tiempos de inactivaciéon media de las formas
cloroplisticas y mitocondriales son menores a 30 segundos, micntras que la
citoplasmatica y microsomal son de aproximadamentc 1 hora (Chen y Asada, 1989;
Amako y col. 1994; Yoshimura, 1998). Las formas de cloroplasto existen en forma
monomérica (sAPX 33,2 kDa y tAPX 47,7 kDa), pero cAPX es un dimero compuesto
por subunidades idénticas con una masa 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 ¢ peroxidasa, las que catalizan la oxidacion del sustrato (L-ascorbato para
APX) mediante la oxidacién inicial del Fe’ del grupo heme por accién del HyO2, para
formar un intermediario oxidado de dos electrones conocido como Compuesto I el que
contiene un ion oxiferrilo (Fe*=0) y un radical catidnico basado en porfirina
(Macdonald vy 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
peroxidasas, motivo por el cual la enzima se inactiva rapidamente y fue descrita tan
tardiamente, a pesar de haberse observado actividad peroxidasa dependiente de
ascorbato con anterioridad (Efimov y col. 2007). Recientes estudios han propuesto que
existirian dos sitios de union a sustrato en APX: uno para ascorbato y otro para sustratos
aromaticos, pero aunque esta propuesta no se ha podido sustentar con pruebas
definitivas, se ha demostrado que la afinidad por ascorbato de este supuesto segundo
sitio de unidn seria muy baja, no afectando la cinética de esta enzima en la reaccion que
cataliza principalmente (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 Optimos de actividad de esta y otras enzimas que conticnen fierro, la
cual disminuye en condiciones deficientes de fierro y aumenta bajo estrés por alta
concentracion de este metal, indicando la importancia de este jon en la respuesta a

distintos tipos de estrés (Salama y col. 2009).
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Por su rol en la proteccidon contra los efectos de la produccion excesiva de
especies reactivas de oxigeno (ROS), tanto las isoenzimas de APX como las enzimas
encargadas de eliminar el perdxido de hidrogeno se encuentran preferentemente
localizadas cerca de los sitios de produccion de O, como cloroplastos, peroxisomas y
mitocondrias (Miyake y Asada, 1992; Faize y col. 2013). Cuando la produccién de ROS
excede ampliamente la capacidad enddgena de eliminarlos, el balance regulado entre los
sistemas de generacion y eliminacion de ROS puede verse alterado, llevando a la
inactivacion de las enzimas de defensa. Por este motivo, tanto Oz como H,0, deben ser
constantemente controlados para preservar la actividad fotosintética (Noctor y Foyer,
1998; Shigeoka y col. 2002). Bajo condiciones de estrés ambiental, como por ejemplo
estrés hidrico, térmico, altas concentraciones 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 GSIH reductasa en respuesta al estrés sometido,
sugiriendo que los componentes de los sistemas de eliminacion de ROS estarian co-
regulados (Hossain y col. 2009; Wang vy Song, 2009; Azooz y col. 2009; Al-Ghamdi,
2009), lo que también se observa al exponer a los organismos a mayores
concentraciones de algunas hormonas clave en la regulacion sistémica y sefializacién en
condiciones de estrés bidtico y abidtico como el dcido abscisico (ABA) y é4cido
Jasmoénico (JA) (Zhang y col. 2009; Piotrowska y col. 2009). Sin embargo, en ¢l caso de
APX, la evidencia apunta a una expresion constitutiva de las isoformas de cloroplastos y

otros organelos para la detoxificacion de perdxido de hidrogeno de forma inmediata y
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eficiente tanto en condiciones normales como bajo estrés ambiental en aquellos

compartimentos donde se encuentran las mas altas concentraciones de H,0,.

Con respecto a la regulacion de la expresion de APX, en las formas
citoplasmaticas se ha encontrado en multiples estudios que la expresidn de estas
isoformas es gatillada por el aumento en las concentraciones de H>0O, y cambios redox
en el sistema fotosintético de transporte de electrones. Aunque se desconoce de que
forma funciona gran parte de este sistema de sefializacion para el control de la expresion
de cAPX gatillado por H.0,, estos pueden explicarse en parte gracias a la regulacion
mediada por factores de transcripcion de tipo Heat Shock (HSFs, o Heat Shock Factors
en inglés), aunque el funcionamiento de estos factores y Ia forma en que regulan la
expresion de estas isoformas es atin desconocido. Se ha predicho la existencia un
elemento en cis de union a HSF en el promotor de cAPX en base a identidad de
secuencias, pero no existe evidencia directa de la interaccion de estos elementos y los
HSFs conocidos. Ademas, la red de interacciones de los distintos factores descritos y la
expresion de ¢cAPX ha mostrado un alto grado de complejidad, ya que algunos factores
son capaces de activar la expresion de una de las dos isoformas sin afectar la otra,
mientras otros factores actiian 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 expresion génica de cAPX responde a cambios
ambientales, resultando en la proteccion de estructuras celulares de importancia contra

los daiios del estrés oxidativo y a la vez modulando los niveles de perdxido de hidrogeno
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para su participacion en la sefializacién intracelular (Yoshimura y col. 2000; Shigeoka y

col. 2002).

Debido a la evidente regulacion de los niveles de actividad de esta enzima bajo
distintas condiciones de estrés, es que ha sido utilizada cominmente para caracterizar la
respuesta de la maquinaria sistémica de detoxificacion de especies reactivas de oxigeno
en distintos organismos fotosintéticos. En el caso de este seminario de titulo, se
analizardn los patrones de actividad total de ascorbato peroxidasa y las concentraciones
de ascorbato y dehidroascorbato en extractos obtenidos de hojas de Aloe barbadensis
Miller (Aloe vera) sometidas a distintas condiciones de estrés hidrico y térmico, con el
objetivo de conocer parte de la respuesta de la planta ante estas condiciones adversas
que derivan en estrés oxidativo y el consiguiente dafio celular que estos organismos
sufien, A su vez, este trabajo busca complementar-los estudios previos realizados por cl
mismo grupo de laboratorio, en los cnales se ha descrito la respuesta de la enzima
antioxidante Superoxido Dismutasa (Ramirez y col 2012), asi como la de otras
proteinas protectoras (HSPs y Ubiquitina) y Ia sintesis y acumulacion de distintos tipos
de polisaciridos como respuesta a estas condiciones adversas (Salinas y col. 2007,

Delatorre-Herrera y col. 2010; Huerta y col. 2013).
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1.5 Objetivo General

Caracterizar los niveles de actividad de la enzima Ascorbato Peroxidasa (APX)
en hojas de Aloe barbadensis Miller (Aloe vera) en distintas condiciones de estrés
hidrico y térmico, correlacionar los valores observados con la aparicion de distintas
isoformas de esta enzima, y con las variaciones en la concentracion de su sustrato

ascorbato, en sus formas reducida y oxidada.

1.6 Objetivos especificos

1. Medir la actividad especifica y registrar el patrén de las distintas isoformas de la
enzima ascorbato peroxidasa obtenidos a partir de extractos proteicos de hojas de Aloe
vera en distintas condiciones de estrés hidrico (tratamientos de 100%, 75%, 50% y 25%
de la capacidad de campo), térmico (tratamientos de 25°, 35°, 40° y 45°C por dos horas)
y combinado (mezclando las dos condiciones estrés hidrico y térmico 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 estrés antes sefialadas, y determinar con esto

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

2.1 Materiales

2.1.1 Material Biologico
- Aloe barbandesis Miller

El modelo a utilizar son plantas de Aloe barbadensis Miller de aproximadamente
3 afios de edad, mantenidas en invernadero bajo un fotoperiodo de 16/8 h (luz/oscuridad)
a una temperatura de 25 °C. Las plantas fueron aclimatadas durante 6 meses a las

condiciones de invernadero antes de comenzar ios diferentes tratamientos hidricos.

2.1.2 Reactivos

Los reactivos utilizados son de calidad para biologia molecular y/o anilisis
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 a-o’-bipyridyl (Sigma-Aldrich
SKU D216305) estos fueron obtenidos gracias a la colaboracién del Dr. Marco Tulio

Nuiiez,.

2.1.3 Software

Para los analisis estadisticos y construccion de grificos se utilizo el sofiware
Graphpad Prism v5.02. Las mediciones de densitometria se¢ realizaron con el software

Image] v1.41, mientras que ¢l tratamiento de imagenes fue realizado utilizando el

software XnView.
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2.2 Métodos

2.2.1 Tratamientos de estrés hidrico, térmico y combinado

Para definir los tratamientos hidricos a usar, se determiné 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 plantas de Aloe vera. En aquel andlisis se establecié que un 100% de la
capacidad de campo (CC) corresponde a un riego de 312mL de agua por semana. Los
otros tratamientos de riego comprenderian 234mlL. para 75% CC, 156mL para 50% CCy

78mL para 25% CC.

Considerando lo anterior, las plantas de Aloe vera fueron regadas cada 7 dias,
bajo 4 diferentes tratamientos hidricos establecidos: T1: 100% CC (300mL semanales);
T2: riego control de 75% CC (200mL semanales); T3: 50% CC (150mL semanales) y
T4: 25% CC (80mL semanales), ajustando la cantidad de suelo que contendria cada
maceta para maceta para adecuarse a estos volimenes determinados para una mayor
comodidad al momento del riego (Freire 2009). Al cabo de 6 meses transcurridos desde
el inicio del tratamiento hidrico se recolectaron muestras de las plantas, las que
consistieron en al menos una hoja completa cortada desde la base, las cunales fueron
congeladas inmediatamente en N, liquido y almacenadas en un refrigerador a -80° C
hasta efectuar los diferentes andlisis. Los tejidos que finalmente foeron utilizados para

tales pruebas correspondian al tejido fotosintético de las bases y puntas de las hojas.
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Para la realizacion de los ensayos de estrés térmico, 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), 35°, 40° y 45° C, y se recolectd el tejido inmediatamente
después de este tratamiento, conservandolo a -80° C hasta su utilizacién en los distintos

analisis.

En el caso de los tratamientos de estrés hidrico y térmico combinados se utilizd
el mismo procedimiento detallado anteriormente para la generacion de estrés 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 analisis detallados a continuacion se utilizd el tejido fotosintético
de la hoja, separandolo del gel que se encuentra en el centro de ésta. Ademas se hizo la
distincion entre las puntas (mayor cantidad de tejido fotosintético) 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 Extraccion de proteinas

El proceso de extraccion que a continuacion se detalla se realizé pensando en
utilizar un tnico extracto para las diversas pruebas que debian hacerse (ensayos de
actividad especifica y geles para analisis clectroforéticos) y se basa esencialmente en el
protocolo inicialmente descrito por Nakano y Asada (Nakano y Asada, 1981),
integrando en esta ocasion algunas modificaciones posteriores incluidas por diversos
autores (Panchuk y col., 2002; Yabuta y col., 2002; Wang y col., 2008) con el objetivo
de realizar la extraccién a menor escala (debido a la limitacidn de Ia cantidad de tejido
disponible) y a Ia necesidad de reducir el efecto de la rapida inactivacion de la enzima

detectada en los extractos.

La extraccion, que originalmente se realizaba a partir de 2 gramos de tejido, fue
adaptada para utilizar 200mg de este, realizando el resto del proceso de extraccion en
tubos Eppendorf. El tejido fue congelado rapidamente en N liquido, y luego macerado
mediante un mortero previamente congelado a -80°C, aplicando de forma regular N,
cada vez gue fue necesario, con el fin de evitar que la muestra se descongele y ayudar al
proceso de pulverizacion del tejido. Una vez que el tejido se encontrd reducido a un
polvo fino, 200mg fueron transferidos a un tubo Eppendorf de 1,5mL al cual se afiadio
Iml de Buffer de Extraccién (Fosfato de Potasio 50mM pH 7.0, Glicerol 10%, PVP 1%,
EDTA 1mM, Ascorbato 5SmM) agitando la mezcla vigorosamente mediante un vortex a
maxima velocidad en varias ocasiones durante un periodo de incubacion en hielo de 10 a

15 minutos.
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Una vez que el tejido fire homogeneizado completamente, éste fue centrifugado a
18.000 g durante 20 min a 4°C, en una centrifuga refrigerada para tubo$ de 1,5mL. El
sobrenadante fue extraido y alicuotado en tubos Eppendorf, para luego ser almacenado

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

Al igual que en los objetivos que serdn descritos més adelante, se utilizaron 3
réplicas biologicas (tres plantas distintas) para cada uno de los tratamientos de estrés
analizados, 3 réplicas técnicas (tres extractos de la misma planta) y 3 réplicas
metodologicas (tres mediciones del mismo extracto). Las réplicas técnicas y
metodolégicas son promediadas entre si, obteniendo un n=3 para todos los

experimentos, dado por el niimero de réplicas biologicas.

2.2.2.2 Cuantificacion de proteinas

Las protefnas totales fiueron cuantificadas en duplicado utilizando el método de
Bradford (Bradford 1976). La solucion de Bradford (Coomassie Blue 0.01%, Etanol 5%,
H;PO, 8,5%) fue preparada con 100mg Coomassie Brilliant Blue G 250, cantidad que
fue disuelta en 50mi de etanol 95%. Luego de agitar la solucion durante 10 min se
agregaron 100ml de acido fosforico (HsPOs) 85% p/v. Luego se diluyd hasta un
volumen final de 1L con H,O desionizada. Finalmente la mezcla fue filtrada utilizando

un filtro Rundfilter MN 617 con calidad de analisis.

Se prepard una curva de calibracion utilizando seroalbumina de bovino (BSA), con

concentraciones que iban desde 0 a 10 pg/ml. La medicion de proteinas se realizo

utilizando 15pL de cada extracto de proteinas, en un volumen final de 4 mlL La




absorbancia fiie feida a 595am en un espectrofotometro PerkinElmer Lambda EZ201

(UV/Vis).
2.2.2.3 Visualizacién de proteinas totales

2.2.2.3.1 PAGE Nativo

Se construyeron geles de acrilamida, a partir de una soluciéon de acrilamida:bis-
acrilamida 30:0,8. EL gel separador fue preparado al 12% (Tris 0,375M pH 8,8)
mientras el gel concentrador tenia una concentracion de 4% (Tris 0,125M pH 6,8). Para
la preparacion del gel se utilizé como polimerizador TEMED, catalizador Persulfato de
Amonio 10%, Buffer Tris-HHC10,5M pH 8,8 para el caso del gel separador y Buffer Tris-
HC10,5M pH 6,8 para el gel concentrador. El buffer de corrida correspondié a un buffer

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

La migracion de las proteinas en el gel fue de catodo a dnodo, lo que fue
cfectuado en una cdmara de electroforesis de proteinas (Bio-Rad MiniProtean®

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

I

2.2.2.3.2 Visualizacion de proteinas, Tincién de Plata

La visualizacion de la totalidad de las proteinas en el gel de acrilamida se realizd
mediante tincion de plata (Nielsen y Brown, 1984). Primero el gel fue fijado con una
solucién de Acido Acético 10% v/v con Metanol 30% v/v, siendo incubado en ésta

durante 1 hora o por toda la noche. Después el lavado se realizé utilizando Etanol 30%



viv 3 veces, durante 15 minutos cada vez con agitacidn continua; finalmente, se
realizaron dos lavados con H;O desionizada durante 10 minutos. La sensibilizacion se
realizé incubando los geles en 100 ml de Ditionito de Sodio (Na;04S;) 1,4mM durante 1
minuto. Posteriormente, se realizaron 3 lavados con agua desionizada durante 20
segundos. La tincidn se realizé incubando el gel con 100 ml de una solucion de Nitrato
de Plata (AgNO;) 11,8mM con formaldehido 8,1%. v/v durante 20 minutos. Luego se
lavé una vez durante 1 minuto con agua desionizada, y se procedio al revelado con 100
ml de una solucion de Carbonato de Sodio (Na;CO3) 0,57M con formaldehido 48,4%a
v/v; una vez que se revelaron las bandas, se realizé la fijacién adicionando 100 ml de
una solucién de Acido Acético 3,5% v/iv y se incubé durante al menos 1 hora.

Finalmente se lavo con H,O 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 reaccidén por miligramo de proteina del extracto crudo total agregado durante
un minuto de monitoreo de la absorbancia, utilizando el método descrito inicialmente
por Nakano y Asada (Nakano y Asada, 1981), con algunas modificaciones. El método se
sustenta en el seguimiento de la desaparicion del ascorbato, el cual es utilizado como

dador de elecirones en la reaccion que convierte el peroxido de hidrogeno en agua y que

40



es catalizada por la enzima ascorbato peroxidasa; esta disminucion en la concentracidn
del sustrato fue monitoreada mediante la medicion de Ja absorbancia de Ia solucion de
reaccion a una longitud de onda de 300nm (coeficiente de extincién molar para el
ascorbato, € 0,49 mM “em™), durante un minuto desde la adicién de perdxido de
hidrogeno a la solucion. Los resultados fileron expresados en términos de actividad
especifica, lo que en este caso es definido como nmoles de ascorbato consumidos por

miligramo de proteina agregada por minuto de reaccion.

Para la medicion de actividad de APX se debid preparar la solucién de reaccion:
Buffer Fosfato de Potasio SO0mM pH 7,0, EDTA 0,imM, AsA 0,5mM. 975pL de esta
solucion fueron transferidos a una cubeta de cuarzo de 1mL y en ella se disolvié una
alicuota del extracto de proteinas (15 pL) y posteriormente se agregaron 10 pL de una
solucion de HyOp 10mM (preparada en el mismo buffer fosfato) para alcanzar una
concentracion final de 0,lmM en la solucion de reaccion. Luego de mezclar hasta
conseguir una solucién homogénea, la mucstra fiie incubada durante 30 s antes de
comenzar el monitoreo de la absorbancia a 300nm por 90 s con lecturas cada 1s
considerando para el calculo de actividad un lapso de tiempo de al menos 30 s durante el
cual la caida de la absorbancia mostrara un comportamiento lineal. Para esto se utilizo el
espectrofotometro PerkinElmer Lambda EZ201 (UV/Vis) registrando los valores de

absorbancia medidos cada 1 segundo.
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2.2.3.2 Tincién de actividad APX en gel: Zimografia

Para ver las distintas isoenzimas de ascorbato peroxidasa de fase soluble se
utilizd el protocolo descrito por Mittler y Zilinskas (Mittler y Zilinskas, 1993) con

algunas modificaciones.

2.2.3.2.1 PAGE nativo

La preparacion del gel nativo destinado a visualizar las distintas isoformas
presentes en la fase soluble por la actividad de estas, se realizé de la misma forma que se
detalla en la seccidon 1.6.2.3.1, con la salvedad de que ambos geles fueron preparados
esta vez con glicerol al 10% para asegurar la mantencion de la actividad enzimatica
durante el largo proceso de electroforesis y tincion. 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 concentracion calculada para cada uno de ellos, se cargaron 4pg
de proteinas totales en cada columna, mezclando cada alicuota con buffer de carga
nativo 2x (Tris-HC1 100mM pH 6,8; azul de bromofonenol 0,2% p/v; glicerol 20% v/v).
El gel fue corrido en una cdmara de electroforesis de proteinas (Bio-Rad MiniProtean®
TetraCell) durante 6 horas a 80V a 4°C, con una direccion de migracion 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 ocasion con ascorbato a concentracién final 2mM con el
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fin de evitar la inactivacion de APX. Por lo que fue necesario también realizar una “pre-
corrida”, en donde se indujo la diferencia de potencial sobre el sistema, permitiendo que
el buffer de corrida circulara a través del gel antes de cargar los extractos de proteina,
impregnandolo de ascorbato y ayudando a conservar la enzima en estado activo durante

su migracion a través de la matriz de poliacrilamida.

2.2.3.2.2 Tincién

Este ensayo se basa en el protocolo descrito por Mittler y Zilinskas en el afio
1993 (Mittler y Zilinskas 1993), y que aprovecha la capacidad del ascorbato de reducir
al mnitroblue tetrazolium (NBT), en presencia de N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamina
(TEMED), a Formazin, un derivado muy poco soluble y de color azul intenso. En
presencia de perdxido de hidrogeno, APX es capaz de prevenir la acumulacion de
Formazan debido a la rapida oxidacion del ascorbato en una reaccion dependiente de
H,0; vy, por lo tanto, la actividad de APX se observa como una banda acromatica en un

fondo de color azul-violeta.

Inmediatamente terminada la electroforesis, 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 agitacion 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 H,0; 2mM (este ultimo fue agregado a la solucion justo

antes de la incubacion del gel para evitar su degradacion), manteniendo una agitacion
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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
solucién de buffer fosfato de potasio 50mM, pH 7,8, TEMED 28mM y NBT 1lmM,
manteniendo una suave agitacion durante al menos 10 minutos en oscuridad. Pasados los
10 minutos ¢l gel fue monitoreado visualmente hasta obtener el grado de tincion
adecuado, ya que con tiempos de incubacién superiores se observo una tincién en
extremo intensa, lo que dificultaba la visualizacién de las bandas acromdticas. Una vez
obtenida Ia tincion deseada, los geles fueron lavados brevemente con agua desionizada y
almacenados en una solucidn de dcido acético al 10% a una temperatura de 4°C, en
donde podian permanecer durante varios dias sin perder su coloracién hasta el momento

de fotografiarles.

Se realizaron zimografias para cada repeticiéon (1 muestra por cada planta),
obteniéndose resultados similares entre las repeticiones de un mismo grupo de estrés.

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

2.2.4 Cuantificacion Ascorbato y Dehidroascorbato

El método de cuantificacién se basa en el protocolo disefiado por Kaecmpfenkel y
colaboradores para el anilisis de estos metabolitos en plantas (Kaempfenkel y col,
1995), considerando las modificaciones propuestas afios mas tarde por Guillespie y
Ainsworth (Guillespie y Ainsworth, 2007), en donde el ensayo es escalado para su

utilizacién con menores cantidades de tejido. Adicionalmente, se realizaron algunas
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modificaciones para facilitar su implementacién en nuestro laboratorio, utilizando un

espectrofotometro en lugar de un lector de placas,

Este método permite la cuantificacién indirecta del ascorbato presente en el
extracto de tejido, asi como la cuantificacién del dehidroascorbato mediante la
estimacién del contenido total de ascorbato en sus formas reducida y oxidada. La prueba
se basa en la capacidad que tiene ¢l ascorbato de reducir Fe™ a Fe', y la posibilidad de
determinar la concentracién del complejo que forma este Fe'? con el compuesto a-o’-
bipyridyl mediante espectrofotometria a 525nm. En un andlisis en paralelo, es posible
reducir todo el dehidroascorbato presente en un extracto a ascorbato incubando la
muestra con ditiotreitol (DTT), y posteriormente tratando con N-etilmaieimida (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 método
del a-o’- bipyridyl. La concentracion 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 Extraccion de ascorbato

Para efectuar la extraccién del ascorbato presente en las hojas de Aloe vera se
utilizaron 150mg de tejido de cada muestra, congelando rapidamente con Nz en un
mortero previamente congelado a -80°C y se macerd con la ayuda de un pistilo hasta
obtener un polvo fino. Se agregé al mortero 900uL de acido tricloroacético al 6% sobre
la muestra pulverizada y se continué homogeneizando con el pistilo congelado por al

menos 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 alicuota de 900uL de acido
tricloroacético 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 luego transferir el sobrenadante 2 un
nuevo tubo de 2ml y mantenerlos en hielo hasta la realizacion del ensayo descrito en el

siguiente paso.

2.2.4.2 Ensayo de deteccion de ascorbato

La prueba fue disefiada con el fin de realizar la cuantificacion de ascorbato
(AsA) y dehidroascorbato (DHA + AsA) de las muestras, por duplicado, de dos sets
distintos destinados a ensayos independientes, ademds de la construccion de un set de

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

AsA.,
AsA AsA Total (AsA + DHA)
Prueba Blanco Prueba Blanco
Estindar/Extracto 50pL 30uL

DTIT 10mM 25puL 250

TCA 6% S0uL 50pL

Buffer Fosfato 75mM pH 7,0 251l 251l 25uL 25uL
NEM 0,5% 25ul 25uL.

HO 50uL 50ul

TCA 10% 125ul. 125uL 125pL 125puL
H,PO, 43% 100pL 100uL 100pL 100pL
a-’-bipyridyl 4% 100pL 100uL 100pL 100pL
FeCls 3% 50pL 50uL 50uL 50uL
TOTAL 500pL 500pL 500pL 500uL

Tabla 1. Esquema para protocolo de cuantificacion de AsA y DHA en extractos de Aloe vera. Adaptado
de Guillespie y Ainsworth (2007).
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Los blancos, cstandares y muestras para los ensayos 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 agregdé 25uL de buffer fosfato 75mM pH 7,0 v,
seglin corresponda, S0pL de dcido tricloroacético (TCA) 6% (a los blancos), estandares
de ascorbato (0,15 —~ 10mM) o extracto a un tubo Eppendorf de 1,5ml. segin

corresponda.

Luego se agregaron 25ul. 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 agregd 25uL de NEM 0,5% con el fin de remover el exceso

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

Posteriormente se agregaron 50pL de agua a los tubos de AsA reducido con ¢l
fin de nivelar los volimenes de DTT y NEM agregados a los tubos de AsA total.
Finalmente se agregd 375uL de una solucién 5:4:4:2 de 10% TCA : 43% H3PO; : 4% a-
o’-bipyridyl : 3% FeCls. Esta solucion debid prepararse con anterioridad, agitando
vigorosamente después de afiadir el FeCl; para prevenir la formacion de un precipitado
blanco que afecta la medicidn espectrofotométrica posterior. Luego de mezclar la
solucion con cada extracto los tubos fueron incubados a 37°C por 1 hora. Posteriormente
se transfirieron los 500uL de cada muestra a una cubeta de 0,5mL y la absorbancia de la

solucion fue medida a 525nm.
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)

Se construyé una curva de calibracion a partir de las absorbancias obtenidas para
los tubos del estdndar y restandoles 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 pmol de ascorbato por
gramo de peso fresco de tejido (umol g? FW), lo cual se calculd, en los casos de

ascorbato reducido y ascorbato total, segin la signiente formula:

Agps Ve 1
* ok ——

1AsAg™! PF =
pmol AsAg= PF AT

m : pendiente curva calibracion (0,0453)

V,: volumen total de extracto obtenido (1800uL)
V: volumen extracto agregado (2511)

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.

2.2.5 Analisis estadisticos

Los analisis fueron realizados mediante ANOVA de 1 via. Para comparar
diferencias entre los distintos grupos de tratamientos se utilizé Test de Tukey. Las
comparaciones de estos andlisis fueron consideradas significativas cuando se obtiene un
valor de probabilidad igual o menor a 0,05. Se utilizd para estos andlisis el software

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

31 Fenotipo de plantas de Aloe vera sometidas a condiciones de estrés

En congruencia con lo descrito en otros trabajos realizados por el mismo grupo
de laboratorio (Salinas y col, 2007; Freire 2009; Ramirez y col, 2012), las plantas de
Aloe vera sometidas a las distintas condiciones de estrés hidrico presentan claras
diferencias visuales a causa de los tratamientos aplicados. Mientras las plantas regadas
con los tratamientos T1 y T2 se ven practicamente igual, con el color verde claro
caracteristico de esta especie vegetal, aquellas que se encuentran en e] tratamiento T4
presenta un cvidente cambio en su coloracion, en donde el color verde ha dado paso a
una coloracién mads rojiza-café en la superficie de la hoja, intensificindose este cambio

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

Asi como se observan cambios en el color de las hojas, también es posible
detectar una clara diferencia en el grosor y turgencia de las mismas, marcado por la
disminucidn en la cantidad de gel presente en plantas en tratamiento T4 en comparacion
con los demds tratamientos, llegando incluso a presentar una completa deshidratacion

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

En cuanto a los tratamientos de estrés térmico, estos no generan ningin tipo de
cambio fenotipico detectable en las plantas que se someten a cualquiera de los

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

Con el objetivo de observar los posibles cambios en los niveles de la enzima
Ascorbato Peroxidasa en los distintos tratamientos de estrés estudiados, se hicieron
extractos de proteinas totales de las hojas de Aloe vera, tanto en la punta de las hojas
como cn las bases de estas, o que permitiria observar diferencias entre tejidos que tienen
diferentes fiinciones respecto a las tasa fotosintética y almacenamiento de agua. El
analisis de la actividad enzimatica de APX en estos extractos crudos en condiciones
nativas comprendié la determinacion de la actividad especifica de estos extractos y la
identificacion de distintas isoformas de esta enzima mediante zimogramas en geles de
poliacrilamida en condiciones nativas y suplementados con glicerol y ascorbato para la

mantencion de la actividad durante el ensayo.

3.2.1 Estrés Hidrico.

El ensayo de estrés hidrico se efectuo siguiendo las condiciones seiialadas en la
seccion de Materiales y Métodos, gencrando los cuatro regimenes de riego distintos ahi
mencionados. A partir de estudios previos realizados por nuestro equipo de trabajo, se
determind que la condicion control de riego seria la correspondiente 2 un 75% de la
capacidad de campo (Tratamiento T2), ya que es en esta condicién donde la planta
alcanza el mayor incremento en peso fresco de sus hojas y, por consiguiente, mejor
cficiencia en ¢l 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 triplican a lo observados en los tratamientos T1 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 menos
promunciado en las bases de las hojas, donde tan solo el tratamiento T3 es

estadisticamente distinto al resto de las condiciones analizadas.
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Actividad Especifica

(umoles de AsA oxidados (min)™" (mg prot)™

T T2 (C) T3 T4
Tratamientos Hidricos (%CC)

Figura 4. Actividad enzimatica especifica de APX en puntas y bases de hojas de plantas de Aloe
vera sometidas a cuatro tratamiento hidricos [T1, 100% Capacidad de Campo (%CC); T2(C),
75% CC (control de riego); T3, 50% CC; T4, 25% CC]. Las barras son el promedio de tres
réplicas bioldgicas y se muestran con sus desviaciones estandar. Andlisis estadisticos fueron
realizados por una ANOVA de una via. Letras diferentes indican diferencias significativas entre

tratamientos determinadas por el Test de Tukey (para puntas, P=0,005; para bases, P=0,0062).
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Con los extractos con que se determinaron proteinas totales se realizd un
zimograma para detectar actividad de APX en geles de poliacrilamida. La Figura 5-A
muestra los resultados de este ensayo, en donde se transformo 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 aparicion 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 menos 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 s¢ muestra homogénea en los cuatro
tratamientos, mientras que en las puntas el aparente aumento de intensidad en T2 y T3
parece relacionarse con lo observado en ¢l grafico de la Figura 4 para la actividad

especifica total.
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Figura 5. Zimograma de APX en extractos de puntas y bases de hojas de plantas de Aloe vera
sometidas a cuatro tratamientos de estrés hidrico. Con flecha azul se sefiala la isoforma
predominante en todos los extractos. La nomenclatura en cada carril se refiere al tejido utilizado
(P: puntas, B: bases), al tratamiento hidrico al que fue sometido la planta [T1, 100% Capacidad
de Campo (CC); T2©, 75% CC (control de riego); T3, 50% CC; T4, 25% CC]. A, anilisis
electroforético por PAGE nativo (bandas tefiidas por actividad enzimatica) de extractos de
puntas y bases de hojas de plantas sometidas a los 4 tratamientos hidricos; B, control de carga

obtenido por PAGE nativo con tincién de plata, se observa la totalidad de las proteinas
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3.2.2 Estrés Térmico.

Como se puede apreciar en la Figura 6, los ensayos de actividad especifica de
APX en condiciones de estrés térmico mostraron diferencias mucho menos pronunciadas
entre los distintos tratamientos aplicados que lo observado en el ensayo de estrés hidrico,
mostrandose incluso estadisticamente iguales en el caso de las bases de las hojas. En las
puntas, sin embargo, fue posible observar que la actividad especifica detectada
disminuyd a aproximadamente a la mitad al someter las plantas a temperaturas de 35° y
40°C, mientras que en ¢l tratamiento de estrés mas severo (45°C) la actividad enzimatica |

detectada anmentd hasta volverse estadisticamente igual a todos los demnas tratamientos.
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Figura 6. Actividad enzimatica especifica de APX en puntas y bases de hojas de Aloe vera de
plantas sometidas a cuatro tratamientos térmicos [25°C (Control de Temperatura), 35°C, 40° y
45°C por dos horas]. Las barras son el promedio de tres réplicas bioldgicas y se muestran con
las desviaciones estandar. Analisis estadisticos fueron realizados por una ANOVA de una via.
Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos, las que fueron

determinadas por el Test de Tukey (para puntas, P=0,0162).
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En el anilisis de las isoformas de APX detectadas a través del zimograma en
geles de poliacrilamida presentado en la Figura 7 fue posible identificar nuevamente las
tres bandas sefialadas anteriormente en el ensayo de estrés hidrico. Una vez mas destaca
una banda muy notoria (sefialada con flecha de color azul) que se puede observar en
todas las columnas, y las otras dos bandas de migracion mds rdpida (seiialadas con
flechas negras) aparecen igualmente tenues. Sin embargo, en esta ocasion fue posible
observar una cuarta banda (identificada con flecha de color rojo) que se sittia por sobre
la banda predominante, y que tan solo aparece de manera detectable en las bases de las

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

A diferencia de lo observado en la zimografia del tratamiento de estrés hidrico, la
relacion entre lo observado en el gel de actividad para tratamientos de estrés térmico y la
medicion de la actividad especifica en los mismos es menos evidente, aunque al
comparar inicamente las mediciones de puntas entre si y bases entre si puede existir una

correlacion entre ambos tipos de ensayos.
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Figura 7. Zimogramas de APX en extractos de puntas y bases de hojas de plantas de Aloe vera
sometidas a estrés térmico. Con flecha azul se sefala la isoforma predominante en todos los
extractos; con flechas negras se muestran las isoformas que se presentan de manera muy tenue
en cada columna; con flecha roja se sefiala la isoforma solo presente en condicion de estrés
térmico de 40° y 45°C. La nomenclatura en cada carril se refiere al tejido utilizado (P: puntas, B:
bases), al tratamiento térmico al que fue sometido la planta [25°C (Control de Temperatura),
35°C, 40° y 45°C por dos horas]. A, andlisis electroforético por PAGE nativo (bandas tefiidas
por actividad enzimatica) de extractos de puntas y bases de hojas de plantas sometidas a los 4
tratamientos de temperatura; B, es un control de carga y se obtuvo por PAGE nativo con tincion

de plata, se observa la totalidad de las proteinas
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3.2.3 Estrés Combinado.

Finalizando con el andlisis de la enzima Ascorbato Peroxidasa, se realizo un
ensayo de esirés combinado con el fin de observar si existe interaccion entre los
regimenes de déficit hidrico y de exceso de temperatura al mezclarlos en distintas
combinaciones, y si esta interaccion es detectable en la forma de un alza o baja en los
niveles de actividad enzimatica o en la aparicion de las distintas isoformas de APX. Tal
como pucde observarse en la Figura 8, en donde se muestra un grafico que integra los
principales valores encontrados en los tratamientos de estrés hidrico y térmico realizados
de forma individual, asi como los obtenidos de la combinacion de estos, se puede
observar que la actividad especifica de APX no muestra una gran variacién en los
extractos crudos obtenidos de las bases de las hojas, siendo todos éstos estadisticamente
iguales a cada uno de los tratamientos anteriores, incluyendo lo obtenido en la condicion
de control de riego y temperatura (T2+25°C, control doble). Por otro lado, la actividad
especifica detectada en las puntas de las hojas experimenta una disminucion significativa
en practicamente todos los tratamientos combinados de estrés, con la tinica excepcion
del tratamiento menos severo (T3+40°), en donde los valores obtenidos son

estadisticamente iguales a lo observado en el control doble en el mismo tipo de tejido.
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Figura 8. Actividad enzimatica especifica de APX en puntas y bases de hojas de plantas de Aloe
vera sometidas a diferentes condiciones de estrés combinado hidrico y térmico. La
nomenclatura en cada grupo se refiere al tratamiento hidrico al que fue sometido la planta (T2:
75% Capacidad de Campo (CC), T3: 50% CC y T4: 25% CC) o al tratamiento térmico (25°C,
40°C y 45°C) y las correspondientes combinaciones de estos. Las barras son el promedio de tres
réplicas bioldgicas y se muestran con sus desviaciones estandar. Andlisis estadisticos fueron
realizados por una ANOVA de una via. Letras diferentes significan diferencias significativas
entre tratamientos determinadas por el Test de Tukey (para las puntas, P<0,0001; para las bases,

P=0,0367).
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Los zimogramas construidos para las condiciones de estrés combinado muestran
un patrén similar a lo observade en el resto de los tratamientos anteriores en €l caso de
las puntas de las hojas, aunque en esta ocasién no fue posible detectar ninguna banda
adicional ubicada por debajo de la banda principal sefialada con la flecha azul, tal como
se observa en la Figura 9. En el caso de las bases de las hojas destaca nuevamente la
aparicion de la banda de migracion mas lenta (sefialada con flecha roja) apreciable sobre
la isoforma de APX mas caracteristica, aunque en esta ocasion 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 mds severos.

La correlacion entre ambos tipos de ensayos de medicion de actividad parece ser
menos clara bajo estas condiciones, al no poder relacionarse tan facilmente la intensidad
dc las bandas observadas con la medicion de actividad especifica de los extractos
crudos. Sin embargo, la zimografia cumple su funcién en la demostracion cualitativa de
la aparicion y atenuacion 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
sometidas a estrés hidrico y térmico combinados. Con flecha azul se sefiala isoforma
predominante en todos los extractos (presumiblemente APX1); con flecha roja se sefiala la
isoforma solo presente en condicion de estrés térmico (presumiblemente APX2). La
nomenclatura en cada carril se refiere al tratamiento hidrico al que fue sometido la planta (T2:
75% Capacidad de Campo (CC), T3: 50% CC y T4: 25% CC) o al tratamiento térmico (25°C,
40°C y 45°C). A, anilisis electroforético por PAGE nativo de extractos de puntas de hojas de

plantas sometidas a estrés combinado (bandas detectadas por actividad enzimatica); B, analisis
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clectroforético por PAGE nativo de extractos de bases de hojas de plantas sometidas a estrés
combinado (bandas detectadas por actividad enzimatica); C, PAGE nativo en que las bandas de

proteinas fueron detectadas con tincion de plata.
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33 Determinacion de Ascorbato, Dehidroascorbato y Estado Redox.

Para complementar el andlisis iniciado con la caracterizacion de la enzima
ascorbato peroxidasa ante las distintas condiciones de estrés utilizadas, se propuso
continuar con una caracterizacion del contenido de ascorbato y de las variaciones que
presenta este metabolito en el tejido de las hojas de Aloe vera sometidas a déficit hidrico
y aumento de temperatura. Con el fin de obtener un perfil completo de la concentracion
de esta importante molécula antioxidante, se determinod tanto el 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 de Ascorbato, lo cual permite
hacer una comparacion objetiva entre los efectos producidos en la planta a consecuencia

del estrés oxidativo gatillado por las dos condiciones de estrés abidtico antes sefialadas.

3.3.1 Contenido total de ascorbato.

A partir del ensayo descrito en la seccion 1.6.4 del capitulo de Materiales y
Métodos fue posible obtener como primer resultado relevante el contenido total de
ascorbato en el tejido 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 enzimaético en las distintas condiciones de estrés abiodtico estudiadas.
Como se puede observar en la Figura 10, las condiciones de estrés correspondientes a
déficit hidrico y alta temperatura por si solos no son capaces de provocar diferencias

significativas en el contenido total de AsA con respecto a la condicion control doble, con
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la tinica excepcidn de las puntas de las hojas en la condicion T4 de riego que muestran
una leve, aunque significativa disminucion del contenido de este compuesto. Destaca sin
embargo en este grafico el evidente efecto de la interaccion de ambas condiciones de
estrés en la mayoria de los tratamientos combinados analizados. Tan solo la condicion
T3-+40° mostro niveles similares al control doble, mientras que en los otros tratamientos
combinados la disminucion fue muy significativa en cada caso, tanto en la punta de las

hojas 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 estrés analizadas. La nomenclatura en cada grupo se refiere al
tratamiento hidrico al que fue sometido la planta (T1: 100% Capacidad de Campo (CC), T2:
75% CC, T3: 50% CC y T4: 25% CC) o al tratamiento térmico (25°C, 40°C y 45°C) y las
correspondientes combinaciones de estos. Las barras son el promedio de 3 réplicas biolégicas y
se muestran con las desviaciones estdndar. Analisis estadisticos fueron realizados por una
ANOVA de una via. Letras diferentes significan diferencias significativas entre tratamientos
determinadas por el Test de Tukey (* = P entre 0,01 y 0,05; ** = P entre 0,001 y 0,01; *** =

P<0,001)..
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3.3.2 Contenido de ascorbato (AsA) y dehidroascorbato (DHA).

Para conocer en que condicidon antioxidante s¢ encuentra este compuesto en los
distintos tejidos sometidos a estrés abidtico se cuantificé ascorbato y dehidroascorbato
en cada caso, permitiendo generar los graficos que se muestran a contimuacion. En la
Figura 11 se muestra las concentraciones obtenidas para AsA y DHA en las puntas de
las hojas de Aloe vera para cada tratamiento. En practicamente todos los tratamientos es
posible observar la disminucion significativa de los niveles de ascorbato reducido (AsA)
hasta alcanzar en el tratamiento combinado mds severo un descenso de
aproximadamente un 50% respecto al contenido presente en la condicion control, punto
en el cual la concentracion 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

condicion de estrés combinado T4+45° con respecto al tratamiento control doble.
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Figura 11. Contenido de ascorbato (AsA) y dehidroascorbato (DHA) en las puntas de hojas de
plantas de Aloe vera sometidas a estrés hidrico, térmico y combinado. La nomenclatura en cada
grupo se refiere al tratamiento hidrico al que fue sometido la planta (T1: 100% Capacidad de
Campo (CC), T2: 75% CC, T3: 50% CC y T4: 25% CC) o al tratamiento térmico (25°C, 40°C y
45°C) y las correspondientes combinaciones de estos. Las barras son el promedio de tres réplicas
bioldgicas y se muestran con sus desviaciones estandar. Analisis estadisticos fueron realizados
por una ANOVA de una via. Letras diferentes significan diferencias significativas entre
tratamientos determinadas por el Test de Tukey (* = 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 menos
pronunciadas que lo observado en las puntas de las mismas hojas. Mientras que ninguno
de los tratamientos térmicos por si solo exhibe cambios significativos en el contenido de
ambas formas de ascorbato en el tejido, tan solo ¢l tratamiento T4 de riego fue capaz de
provocar este tipo de cambios. Sin embargo, resulta claro que una vez mds fue la
interaccion de ambos tipos de estrés abidtico lo que desencadend fluctuaciones mas
pronunciadas en las concentraciones de AsA y DHA detectables, mostrando una
disminucion 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
estrés que involucraron la condicién de riego T4 fue posible detectar un alza

significativa de sus niveles.
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Figura 12. Contenido de ascorbato y dehidroascorbato en las bases de hojas de plantas de Aloe
vera sometidas a condiciones de estrés hidrico, térmico y combinado. La nomenclatura en cada
grupo se refiere al tratamiento hidrico al que fue sometido la planta (T1: 100% Capacidad de
Campo (CC), T2: 75% CC, T3: 50% CC y T4: 25% CC) o al tratamiento térmico (25°C, 40°C y
45°C) y las correspondientes combinaciones de estos. Las barras son el promedio de tres réplicas
biolégicas y se muestran con sus desviaciones estandar. Anilisis estadisticos fueron realizados
por una ANOVA de una via. Letras diferentes significan diferencias significativas entre
tratamientos determinadas por el Test de Tukey (* = P entre 0,01 y 0,05; ** = P entre 0,001 y

0,01; *** = P<0,001)..
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3.3.3 Estado Redox de Ascorbato.

Por 1ltimo 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
cominmente para describir la carga reductora de este par antioxidante y proveer una

estimacion del grado de estrés oxidativo en el tejido con relacion al par AsA/DHA.

En la Figura 13 se muestra la grafica que presenta las variaciones de este indice
en todas las condiciones de estrés abidtico analizadas. Como la mayoria de los datos
observados en este estudio, en las bases de las hojas las variaciones son solo
estadisticamente significativas en aqueilas que involucran la condicidn de riego T4, con
una mayor significancia en aquellas de estrés combinado. En las puntas esta tendencia es
alin mas pronunciada, con una disminucion de aproximadamente un 35% del estado
redox en las condiciones de estrés combinado que integran la condicién de riego mds

severa con respecto a la condicidn de control hidrico y térmico.
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Figura 13. Estado Redox de ascorbato en puntas y bases de hojas de plantas de Aloe vera en las
distintas condiciones de estrés hidrico, térmico y combinado analizadas. La nomenclatura en
cada grupo se refiere al tratamiento hidrico al que fue sometido la planta (T1: 100% Capacidad
de Campo (CC), T2: 75% CC, T3: 50% CC y T4: 25% CC) o al tratamiento térmico (25°C, 40°C
y 45°C) y las correspondientes combinaciones de estos. El estado redox se presenta como el
porcentaje correspondiente al contenido de ascorbato en su forma reducida (AsA) divido por el
contenido total de ascorbato en las muestras (AsA + DHA). Las barras son el promedio de tres
réplicas bioldgicas y se muestran con sus desviaciones estdndar. Andlisis estadisticos fueron
realizados por una ANOVA de una via. Letras diferentes significan diferencias significativas
entre tratamientos determinadas por el Test de Tukey (* = P entre 0,01 y 0,05; ** = P entre

0,001 y 0,01; *** = P<0,001)..
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4. DISCUSION

Ante las condiciones climaticas cambiantes que hoy presenta el planeta, donde
destacan ¢l aumento de las temperaturas extremas, la menor disponibilidad de agua para
riego y las crecientes pérdidas del sector agricola debido a estos cambios (Teixeira y col.
2013), en los tltimos afios se ha incrementado el esfiierzo por conocer en profundidad la
respuesta metabolica de las diversas especies tolerantes a estas condiciones adversas de
estrés abiotico. Este conocimiento resulta de vital importancia, tanto para el impulso de
programas de mejoramiento genético destinados a obtener nuevas variedades resistentes
a estas condiciones, como para poder impulsar el cultivo y desarrollo de aquellas
variedades de potencial interés comercial que estén naturalmente adaptadas a climas
extremos (Gross y col. 2013; Kang y Banga, 2013). Esto tultimo puede permitir el
desarrollo de actividad agricola incluso en sectores donde antes no era posible por las
distintas limitaciones ambientales, especialmente en el caso de las plantas CAM como
Aloe vera, las que gracias a sus bajos requerimientos hidricos y alta capacidad de tolerar
ambientes 4ridos, pueden ser cultivadas en las regiones de nuestro pais que presenten

clima desértico (Borland y col. 2009; Delatorre-Herrera y col. 2010, Silva y col. 2010).

En este Seminario de Titulo se buscd poner énfasis en la caracterizacion de dos
componentes de la maquinaria antioxidante destinada a la eliminacion del perdxido de
hidrogeno en la célula vegetal en tejido de Aloe barbadensis Miller: la enzima ascorbato

peroxidasa, parte esencial del sistema de antioxidantes enzimaticos; y el ascorbato,

73




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
eliminacion de HzO0; y transformarlo en H;O, sino que ademas se inactiva rdpida e
irreversiblemente. Por ello la caracterizacién 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
estrés a la vez. En el caso de una planta como Aloe vera creciendo en el desierto, ademas
de enfientarse a la baja disponibilidad de agua y alta temperatura, ésta debe enfrentar
otros tipos de estrés como el inducido por la salinidad del suelo, la alta incidencia de luz
sobre el aparato fotosintético en las hojas, estrés por congelamiento en las mafianas, altas
concentraciones de metales pesados, etc., por lo que este ensayo es solo una muestra de
como estas respuestas van generando condiciones cada vez mas restrictivas a medida
que se van agregando. Si bien las plantas CAM estdn adaptadas a las condiciones que
pueden encontrar en ambientes desérticos, no quiere decir que no sufran los efectos de la
baja disponibilidad de agua vy el consiguiente dafio oxidativo. La adaptacioén principal,
correspondiente a la captacion de CO, durante la noche para evitar la pérdida de H,O,
puede verse alterada cuando la deficiencia de agua y las altas temperaturas son extremas.

Para cvitar 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
mantencion de los niveles internos de agua y del funcionamiento de la maquinaria
fotosintética, pero la planta se ve forzada a alimentar el ciclo de 4cido organico a través
del reciclaje interno de CO; que es re-fijado en la noche, con lo que sacrifica su tasa de
crecimiento, debe consumir los carbohidratos almacenados en el hidrénquima y
disminuye su eficiencia fotoquimica, produciendo fotoinhibicién (de Mattos y col. 1999;
Liittge, 2004; Matiz y col. 2013; Rodrigues y col. 2014). Si bien estos organismos
pueden mantener este CAM-idling incluso por afios y volver a restablecer el
metabolismo al percibir un aumento en la disponibilidad de agua, las plantas se
encuentran practicamente “momificadas” durante tal periodo, y lejos del ideal que la

industria busca en este tipo de especies de cultivo.

Los ensayos de estrés abidtico disefiados y las distintas condiciones de estrés
hidrico y térmico fueron previamente validados por otros integrantes del grupo de
trabajo, y forman parte de una caracterizacion global de la respuesta metabdlica de Aloe
vera a las condiciones sometidas (Delatorre-Herrera y col. 2010; Silva y col. 2010;

Ramirez y col. 2012; Huerta y col. 2013).

En la mayoria de los ensayos realizados destaca en primer lugar las diferencias
detectadas en las puntas y en las bases, tanto en la medicion de la actividad especifica
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

disminucion 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 menos pronunciadas,
sin evidenciar diferencias significativas con los controles en la mayoria de los casos.
Esto est probablemente relacionado con la mayor disponibilidad de agua y reservas en
la base de las hojas en comparacion a las puntas de estas, debido a que el gel es mas
abundante en las bases que en las puntas. La gran concentracion de azucares y
polisacaridos presentes en el gel que caracteriza a las hojas de Aloe vera son los
responsables del ajuste osmotico 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
aparicion de especies reactivas de oxigeno, y la mantencion de la homeostasis celular en
condiciones de estrés oxidativo. Bajo condiciones de estrés hidrico, la produccion de
especies reactivas de oxigeno es fuertemente impulsada, tanto por la firga de electrones
provenientes de la cadena fotosintética hacia la reaccion de Mehler en donde se da
origen a radical superoxido, asi como también por efecto de la produccion de peréxido
de hidrogeno a consecuencia de la fotorrespiracién en diversos organelos. (Bartoli y col.
1999; Cruz de Carvalho, 2008; Zhang y col. 2013). Por todo lo anterior, la variacién en
los distintos parametros medidos en las puntas de las hojas tendria una conexion con la
menor disponibilidad de agua en estos tejidos, los que ademds estdn mas expuestos a
verse afectados por aumento de la temperatura ambicntal, la cual puede provocar una
elevacion 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 fotorespiracién en la

76

O



fotosintesis (Sekmen y col. 2014), actividad que se mantenia reducida al minimo gracias

al metabolismo CAM (Ramirez y col. 2012).

Respecto a la actividad especifica de APX en estrés hidrico, llama Ia
atencion los altos niveles observados en las puntas de las hojas de plantas sometidas a
los tratamientos T2 y T3 en comparacion a lo observado en T1 y T4, aunque el
comportamiento de esta enzima muestra una estrecha relacion con lo observado para la
actividad especifica de superoxido dismutasa (SOD) previamente analizada por nuestro
grupo de trabajo en estas mismas condiciones de riego (Ramirez y col. 2012). La
disminucion de la actividad de esta enzima en el tratamiento mas severo puede guardar
relacion con la alteracion del equilibrio oxidativo en esta condicién y la mayor
concentracion de las diversas especies reactivas de oxigeno, las que al sobrepasar ciertas
concentraciones pueden afectar diversas estructuras celulares, pudiendo incluso inhibir
la accién de enzimas detoxificantes como la misma ascorbato peroxidasa de forma
directa al dafiar su estructura o por la eliminacién de ascorbato del medio circundante

(Hossain y Asada, 1984; Ishikawa y Shigeoka, 2008).

En la condicion de estrés térmico aplicado individuaimente se observd niveles de
actividad algo menores a los observados en la condicion de control a temperatura
ambiente en las puntas, condicion que resulté mas critica aun cuando se combinaron
estos aumentos en la temperatura con la condicion de riego mas restrictiva, llegando a
niveles incluso inferiores al 25% con respecto a la condicion de control doble. Esto
indicarfa que las condiciones de temperatura 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 interaccion de los dos tipos de estrés podria configurar un
escenario con condiciones letales para la planta (al menos en esta regién de la hoja). Tal

inferencia es en parte corroborada con los experimentos descritos mas 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
estrés hidrico, sino que para practicamente todas las condiciones de estrés analizadas,
indicando que en esta region de Ia hoja las distintas caracteristicas adaptativas que posee
esta planta, en especial la gran acumulacion de polisacdridos capaces de retener el agna
constituyendo un gel, realmente le son de gran utilidad para aliviar los efectos del estrés
oxidativo inducido por las condiciones de estrés abiftico a la que es sometida. En las
bases existe ademas una acumulacién de fructanos, polisacdridos que protegen las

membranas celulares cuando hay falta de agna (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
aparicion de una banda principal en todos las muestras obtenidas, la que de acuerdo a la
literatura se trataria de APX1, la isoforma citopldsmica 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

expresion génica de esta enzima son regulados por multiples condiciones de estrés
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biotico y abidtico (asi como otras condiciones fisiologicas), los niveles de esta isoforma
siempre permanecen altos y corresponderian a una de las principales barreras de
contencion con las que cuenta la célula para mantener los niveles de H>O; bajo control.
Sin embargo, en esta investigacion no es posible concluir que esta banda corresponde
efectivamente a la isoforma citoplasmatica APXI1, ya que no se realizaron ensayos
inmunologicos (Western blot), con anticuerpos especificos que identifiquen a esta

isoforma.

Ademas de esta forma tan claramente reconocible, Ilama la atencion la aparicion
de otra banda de intensidad intermedia que presenta una velocidad de migracién
levemente menor, y que solo es posible de detectar en condiciones de estrés térmico en
la base de las hojas (Figura 7 y 9, flecha roja). Lsta 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 estrés abidtico,
como son el estrés por exceso de 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 anticuerpos 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 térmico individual y solo en el tratamiento menos agresivo del estrés
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 estrés térmico se induce la expresion
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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 expresion es nuevamente
inhibida hasta niveles practicamente indetectables como sucede a temperatura control, y
cuyo descenso se correlaciona también con lo observado cuando se aplican
concentraciones elevadas de HO, (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 expresion
de APX2 (y no la de APX1), se podria inferir que la aparicion de esta isoforma en las
bases de las hojas solo fue impulsada por condiciones de mayor concentracién de
peroxido que solo se dieron cuando la temperatura aplicada excedié los 35°C, y que
condiciones oxidativas mucho mis severas, como las presentes en los tratamientos
combinados T3+45° T4+40° y T4+45°, fueron suficientemente elevadas como para
inhibir la expresion y sintesis de estas isoformas y volverlas indetectables en el resto de

las muestras,

En cuanto a la comparacién de resultados en medicion de actividad especifica y
lo observado en los zimogramas, cabe destacar que esta 1ltima prueba fue utilizada
unicamente para detectar cualitativamente las distintas isoformas que podian ser
detectadas en los extractos obtenidos. Esto ya que las condiciones en las que cada
ensayo se realiza son muy dispares y la rapida inactivacion 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 inactivacion mas rapida de la

enzima, debido a la menor cantidad de ascorbato presente 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 muy dispares y probablemente
afectan de distinta forma a la enzima en un ensayo tan extenso como la elaboracion de la

zimografia (6 horas de corrida).

La realizacion del ensayo que permitio la cuantificacion del par AsA/DHA en los
distintos tratamientos sirvid como complemento para los andlisis de APX iniciales.
Comnocer tanto el contenido total de la reserva de ascorbato en la célula como las
concentraciones individuales de las forma reducida y oxidada de este antioxidante
muestra de que forma esta viéndose afectada la homeostasis celular a consecuencia del

estrés oxidativo gatillado en las distintas condiciones analizadas.

En primer lugar, fue posible observar una disminucién de la reserva total de
ascorbato en los tratamientos de estrés hidrico y térmico combinados, aungue las
condiciones de estrés aplicadas de forma individual no presentaron variaciones
considerables. Esto muestra de forma clara como la interaccion de estos dos tipos de
estrés dan origen a una condiciéon 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 estrés a consecuencia de su menor disponibilidad de agua y el rapido
aumento de la temperatura. En estas condiciones, probablemente Jas enzimas
responsables de la sintesis de ascorbato son insuficientes para recuperar el ascorbato v,
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

condicion control, ya que la disminucion mds pronunciada alcanzo un descenso de
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aproximadamente un 10% respecto al tratamiento T2+25° no se conoce cudles son los
niveles requeridos para mantener el sistema sustentable por mayor tiempo. Pero mds
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 condicion 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
¢l dehidroascorbato (DHA), su contraparte oxidada, y aunque es posible observar
diferencias significativas en los distintos tratamientos de estrés abidtico aplicados
separadamente, es solo en aquellos donde el tratamiento hidrico y el térmico se
combinan donde se pueden observar las diferencias mds 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 estrés combinado intenso la capacidad
antioxidante de la célula se ve gravemente comprometida, ya que la pérdida critica de la
proporcion existente entre ias 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-Glutation haya disminuido de forma similar a lo observable con la actividad
de lIa APX en las distintas condiciones analizadas. Esto debido a que en el estado actual

son incapaces de restaurar las moléculas de AsA que han resultado oxidadas, ya sea por
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su utilizacion como sustrato de APX en la via enzimatica o bien por reaccion directa con
los ROS. La concentracion de estas especies reactivas de oxigeno da sefiales de haber
aumentado fuertemente dentro de la célula, mucho mds alla de la capacidad que tienc
ésta de poder controlarlos, lo que induciria la pérdida del equilibrio en la maquinaria

antioxidante.

El estado redox de ascorbato, que permite entender de mejor forma la capacidad
reductora de este compuesto en relacion al total de la reserva presente en determinada
condicion (Munné-Bocsh y Alegre, 2003), permiten observar los descensos netos en la
competencia antioxidante del ascorbato presente a nivel celular, bajando desde la
condicién control donde s¢ encontraba cercana al 80% hasta aproximadamente un 50%
en las puntas de la condicion de estrés T4-45°C. La disminucion de este indice no solo
indica la deficiencia de estos tejidos para poder tolerar condiciones adversas de este tipo,
sino que probablemente muestra una condicién potencialmente letal, ya que no solo se
muestra que la proteccion enzimdtica de APX y otras enzimas del ciclo ascorbato-
glutation se encuentran comproimetidas, sino que el contenido de antioxidantes no
enzimaticos también disminuye a niveles criticos. Suponiendo que la integridad de
diversas estructuras subcelulares de importancia podrian estar viéndose afectadas por las
evidentes alzas en los niveles de ROS, es posible que el tejido se encuentre seriamente
comprometido en una condicion de muerté celular, la que como sabemos, se encuentra
mediada por H;O; entre otros (Petrov y Van Breusegem, 2012). Estas conjeturas se
podrian relacionar a observaciones hechas al material vegetal con el que se trabajé, en el

cual fue 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 marron, para Iuego 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 la hoja completa, lo que se
podria explicar en parte por la mantencion del equilibrio que se evidencia en todos los

ensayos anteriormente sefialados.

A la luz de todo lo anterior, resulta evidente que el tratamiento de riego aplicado
a las plantas de Aloe vera constituye el factor de manejo agronémico més importante
que debe ser controlado con el fin de asegurar la integridad de la planta ante las
condiciones de estrés oxidativo que podrian poner en riesgo la produccién 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 también le permite al organismo una mayor
flexibilidad para afrontar las condiciones de estrés bidtico y abidtico 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 estrés aplicado pueden ser fatales para la planta,

incluso cuando este otro tipo de estrés no fuera potencialmente daiiino por si solo.
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5. CONCLUSIONES

La actividad en las puntas de las hojas exhibid una respuesta mas dindmica a las
distintas condiciones de estrés analizadas, mientras que los extractos de proteina
obtenidos de las bases de las mismas hojas mantuvieron niveles relativamente estables
de actividad enzimatica en todas las condiciones de estrés. Estas diferencias entre puntas
y bases estarian relacionadas con las diferencias en disponibilidad de agua, recepcion de
luz, niveles fotosintéticos y otras caracteristicas fisiologicas que diferencian a ambos

tejidos, tal como lo soportan estudios anteriores realizados por este grupo de trabajo.

Los niveles de actividad especifica de APX aumentaron a medida que el
tratamiento de riego se bacia cada vez mas restrictivo. Sin embargo, las condiciones de
estrés hidrico mas severas indujeron un descenso en los niveles de actividad de esta
enzima, lo que sugiere que niveles muy altos de estrés oxidativo podrian estar afectando
la funcionalidad de las enzimas antioxidantes. Comportamientos menos pronunciados se
observaron cn los tratamientos térmicos, aunque fue posible detectar una disminucion
significativa en Iz mayoria de los extractos obtenidos de plantas sometidas a estrés por
temperatura. Esta disminucion fue mucho mas pronunciada al someter a las plantas a

condiciones de estrés combinado.

Se pudieron detectar al menos cuatro isoformas de APX en las zimografias

realizadas. Una de estas isoformas mostrd una respuesta asociada a estrés térmico,
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apareciendo solo bajo estas condiciones en las bases de las hojas, pero siendo

indetectable cuando la condicion oxidativa aumentaba en estos tejidos.

Los niveles de ascorbato disminuyeron en relacion a su forina oxidada en las
condiciones mds restrictivas de riego y temperatura analizadas, en especial en el

tratamiento hidrico correspondiente al 25% CC y a los tratamientos de estrés combinado.

A pesar de presentar diferencias significativas respecto a la condicion control, el
contenido total de ascorbato permanecié practicamente estable en todas las condiciones
estudiadas, aunque la capacidad reductora de esta reserva sufrid una disminucién
cercana al 25% en los tratamientos mas severos, tal como lo indica el indice redox de
ascorbato, clara sefial del estado oxidativo alterado que presentan las plantas en tales

condiciones.
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6. PROYECCIONES

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 los ensayos realizados.

Identificar mediante Western blot la correspondencia de las bandas observadas en
los zimogramas a las isoformas APX1 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 monocotiledéneas que puedan servir como

referencia para esta tarea.

Es posible también realizar pruebas como las descritas por el grupo de Amako
(Amako y col. 1994) en el cual es posible realizar ensayos de determinacion de actividad
especifica de APX que permiten identificar el aporte de cada tipo de isoenzimas a la
actividad especifica total de los extractos, lo cual permitiria una caracterizacién mucho

mas completa y detallada de este parametro.

Asimismo, resultaria mteresante realizar una aproximacion a la expresion génica
de estas enzimas, disefiando partidores para las isoenzimas detectadas mediante Western
blot y relacionando la acumulacion de estas isoformas, la actividad de ellas y Ia

expresion de los genes que dan origen a ellas.
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7. PRESENTACIONES

- Estay, D., Rosales, C., Cardemil, L. (2010). “Characterization of the ascorbate
peroxidase enzymatic activity in Aloe Barbadensis miller (Aloe vera) leaves during
drought and heat stress”. TV Reunién de Biologia Vegetal. Olmué, Chile. 1 — 3

Diciembre,
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