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adelante” era esforzarse por lo que uno queria.

Mis primero afios los pasé en la casa de mi
abuela materna a quien carifiosamente llamaba agiieli.
Ahi fui muy regaloneado por ella, mis papas y mis
tios. La agiieli también me ensefi6 una de las cosas
que mas me gusta hacer —cocinar- y creo
humildemente que heredé algo de su talento. Después
de esa época nos cambiamos junto a Alvaro,- mi
hermano- a nuestra casa en la comuna de Maipu,
donde vivi hasta el afio 2008. En esa casa estd el
espiritu de nuestra familia, ya que conseguirla y
cuidarla nos exigi6 mucho esfuerzo. Un tiempo
después de cambiarnos aparecié la pulga de la
familia: Diego, mi hermano menor. Cada experiencia, alegria y dificultad que hemos pasado juntos a
través de los 24 afios que actualmente tengo pueden dar fe de ello.

Mis primeros estudios los cursé en Maipii en el colegio Alberto Pérez. Mucho tiempo después
este lugar me daria un hermoso regalo: la oportunidad de conocer a la mujer que amo. Luego ingresé al
Instituto Nacional, donde me formé y desarrollé como estudiante. Ahi también nacié mi interés por la
politica -estuve en la directiva del curso voluntaria o casi involuntariamente por 5 afios- y el servicio
publico. Sin embargo, lo que mas agradezco de mi paso por tan importante colegio es a los amigos que
conoct, los cuales han sido parte importante de mi formacién como persona. Con varios de ellos -debido a
un interés comin por ayudar a la gente- quisimos cambiar el mundo y desarrollamos un grupo llamado
Accién Pais, el cual tenia como propdsito solucionar con rigor y virtud los problemas que aquejan a
Chile. Lamentablemente, la falta de experiencia, organizacién y tiempo terminé por dejar a AP en nada
més que un recuerdo, aunque creo que las intenciones de ayudar y los amigos atn existen.

Llegado el momento de mi ingreso a la Universidad habia que salir airoso de la Prueba de
Seleccion Universitaria (PSU). Me puse las pilas y logré entrar a la Universidad de Chile a estudiar
Ingenieria en Biotecnologia Molecular, una carrera que excepto mis padres y hermanos -que después de 5
afios lograron aprender su nombre- el resto de mi familia ni siquiera recuerda. Mi conocimiento acerca de
ésta era que abarcaba el desarrollo de la tecnologia aplicada y la modificacion de organismos y productos
que permiten solucionar problemas para la gente. Ahora puedo decir que aunque aquella descripcion es
valida, en la realidad uno termina siendo un cientifico con distintas aplicaciones. Estos fueron 5 afios de
estudio, de algunas noches en vela, durmiendo poco, pero una vez terminado todos los ramos, llegaria el
momento de escoger un laboratorio donde realizar el Seminario de Titulo, y lo que en realidad mas me
interesaba a mi: aprender cémo desenvolverme dentro de un laboratorio como Biotecn6logo o més bien
como aprendiz de cientifico. De esta forma llegué al Laboratorio de Biologia Molecular Vegetal y
comencé el estudio con el Aloe Vera. En este lugar conoci a un grupo humano y cientifico increible del
cual he tratado de aprender al maximo. Actualmente me encuentro desarrollando un proyecto distinto en
una Tesis de Magister que me tiene con muchas ganas de investigar y aprender cosas nuevas!
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RESUMEN

El déficit hidrico y el estrés térmico producen grandes dafios y pérdidas en los
cultivos de plantas comerciales. Con el calentamiento global han aumentado cada vez
mas las zonas desérticas. Por lo tanto surge [a necesidad de estudiar plantas capaces de
soportar condiciones de aridez. Aloe barbadensis Miller (Aloe vera), es una planta
fisiologicamente adaptada a las condiciones desérticas, presentando metabolismo CAM.
A. vera es de gran importancia econémica debido a las cualidades farmacéuticas,
alimenticias, cosmetoldgicas que poseen el gel acumulado en sus hojas. Por sus
amplios usos y beneficios econdmicos el cultivo de Aloe vera ha se ha introducido en el
norte de Chile, sin embargo no existe un correcto manejo agronémico, debido a los
escasos estudios fisioldgicos que se han realizado en esta especie.

En este seminario de titulo se estudio la respuesta de las plantas frente al estrés
hidrico combinado con estrés térmico, ya que en condiciones de campo las plantas se
encuentran simultdneamente sometidas a ambos factores estresantes. La proteina
HSP70, es una chaperona molecular cuya funcion es replegar las proteinas dafiadas a su
configuracion funcional en las células, mientras que UBIQUITINA es una proteina
involucrada en la protedlisis y su funcion es marcar aquellas proteinas dafiadas. Se
estudio la expresion de los genes hsp70 y ubiquitina mediante RT-PCR semi-
cuantitativo, utilizando como control de expresién interna el gen del RNA ribosomal 188.

Se realizaron experimentos de combinacion de diferentes grados de estrés
térmico con diferentes grados de estrés hidrico. Para ello también se sometieron plantas
sblo a esfrés térmico y sblo a estrés hidrico los que se consideraron experimenios

coniroles.




Los resultados de esta tesis, indican que hay una mayor expresion los genes de
hsp70 y ubiquitina cuando las plantas son sometidas a esirés hidrico combinado con
estrés térmico. En plantas bajo estrés hidrico y térmico combinados se determind una
mayor expresion para el gen de hsp70 en el tratamienio de 25% de CDC y 40°C.
Mientras que para el gen de ubiquitina, la expresién es mayor en condiciones de 25% de
CDC y 45°C para las puntas y de 25% de CDC y 40°C para las bases. Para el gen hsp70
la mayor expresion en condiciones de estrés combinado fue 50% superior a la registrada
por plantas que estaban bajo estrés hidrico y 40% mayor que cuando las plantas estaban
en estrés térmico. Para ubiquitina la mayor expresion registrada en condiciones de estrés
combinado para las puntas y bases fue mas alta (62% y 48% respectivamente) que
cuando las plantas estaban bajo estrés hidrico. En tanto, para las puntas y bases también
incremento6 (30% y 37% respectivamente) respecto a las cuando las plantas estaban en
estrés térmico.

Estos resultados indican que la respuesta molecular que desencadena el déficit de
agua y el estrés térmico para el gen de hsp70 de Aloe Vera posee una via de
transduccion de sefiales que es comun para ambos estrés, existiendo una tolerancia
cruzada entre ambas vias. Mientras que para el gen de ubiquitina los resultados indican
las vias de transducciéon molecular pueden tener algunos componentes distintos o ser
independientes.

Los antecedentes experimentales reportados por este seminario de titulos aportan
valiosa informacién a un futuro protocolo de manejo agronomico del cultivo de Aloe vera

en el norie de Chile.




ABSTRACT

Water deficit and heat stress produce extensive damage and loss in commercial
plant breeding. Additionally, global warming has increased desert zones. Thus, it is
essential to study plants able to withstand dry conditions. Aloe barbadensis Miller (Aloe
vera) is a plant physiologically adapted to desert conditions, with CAM metabolism. A. vera
has great economic importance because of the pharmaceutical, food and cosmetic
qualities of the gel accumulated in the leaves. Due to the multiple applications and health
benefits, the cultivation of Aloe vera has increased rapidly in the north of Chile. However
there is no proper agronomic management, and few molecular studies have been
performed in this species.

In this thesis, we studied the combined response of plants against water deficit
and heat stress, since in field conditions the plants are simultaneously subjected to both
stress conditions. The HSP70 protein is a molecular chaperone which refolds damaged
proteins into their functional configuration in cells, whereas Ubiquitin is a protein involved
in proteolysis and its function is to mark damaged proteins. Semi-quantitative RT-PCR
was used to determine the expression of 1sp70 and ubiquitin, using 18S ribosomal RNA
gene as the internal expression control.

Experiments were performed under different degrees of heat stress and different
degrees of water deficit. As controls, plants were subjected to either heat or water stress
conditions, independently.

The results demonstrate that there was higher expression of hsp70 and ubiquitin
under the combined stress condition. In plants under combined water and heat stress,

there was a higher expression of hsp70 in the treatment of 25% of field capacity (FC) and
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40 °C. However, for ubiquitin, the expression is greater at 25% FC and 45 °C for the tips
and 25% of FC and 40 °C for the bases of the leaves. Under combined stress conditions,
the expression of hsp70 was 50% higher than in plants subjected only to water stress and
A0% higher than those treated only with heat stress. Expression of ubiquitin was 62% and
48% higher in bases and tips, respectively, under combined stress conditions compared to
the same samples taken from plants subjected only to water stress. These increases were
slightly lower comparing ubiquitin expression in combined versus heat stress conditions
(tips 30%, bases 37%).

These results indicate that there is a cross tolerance between temperature and
water stress for the expression of the hsp70 gene of Aloe Vera, probably because both
stress induce a common transduction signal pathway. However, in the case of ubiquitin
gene, the findings indicate that some components of the transduction signal pathways
might be different or, totally independent.

The experimental results reported in this thesis provide valuable information for the future

management of agronomic cultivations of Aloe vera in northem Chile.
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INTRODUCCION

El calentamiento global trae como consecuencias el aumento de las temperaturas
promedio de la tierra, el incremento de las zonas desérticas, un exceso de anhidrido
carbénico en la atmdsfera, etc., afectando a todos los seres vivos (Karl y Trenberth,
2003). Sumado a lo anterior, la poblacion ha crecido explosivamente en los Ultimos afios,
lo que se traduce en escasez de recursos alimenticios e hidricos (Bonan, 2008). Asi nace
la necesidad de investigar y optimizar el cultivo de especies vegetales que estén
adaptadas a las condiciones de las zonas aridas y semiaridas, las cuales aumentan en
desmedro de las plantas de climas templados, donde éstas, en general, enfrentan menos
adversidades. La produccion de biomasa de las especies vegetales en ecosistemas
aridos y semiaridos depende directamente de la disponibilidad de agua y de las
fluctuaciones estacionales de este recurso, este efecto se ve incrementado por la radical
oscilacion térmica diaria registrada en dichos ecosistemas. Asi, las pocas especies
resistentes a la falta de agua son las que permiten desarrollar la agricultura de zonas
aridas y semiaridas. Por otro [ado, las plantas son organismos sésiles, por lo tanto deben
desarrollar adaptaciones morfologicas, fisiologicas y moleculares para soportar las
condiciones que les impone el medio en que viven. Cuando estas condiciones
sobrepasan las adaptaciones recién nombradas se desencadena el estrés. Sin embargo
el estrés también puede analizarse desde el punto de vista constructivo, pensandolo

como un factor de seleccion evolutivo.

1.1Estrés hidrico y térmico en planias
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Para las plantas se considera estrés abidtico, la escasez de agua, 12 alta salinidad,
las temperaturas extremas, la anaerobiosis, agenies quimicos tdxicos o en
concentraciones nocivas. Todos estos estreses desencadenan el estrés oxidativo. Se
estima que el estrés abidtico es la mayor causa de pérdida de cultivos a nivel mundial,
reduciendo los rendimientos para la mayoria de las plantas de cultivo en mas del 50%
(Boyer, 1982 y Wang y cols., 2003). Resulta natural pensar entonces, que las plantas no
se encuentran sometidas s6lo a un estrés a la vez, sino a varios en condiciones normales
de cultivo. El déficit de agua y el estrés térmico representan un excelente ejemplo de
condiciones estresantes que ocurren simultaneamente en el campo, especialmente en
areas semi-aridas o con agua restringida (Mittler y cols., 2006, Rizhsky y cols., 2002,
Kotak y cols., 2007).

Cuando las plantas estan sometidas a esirés hidrico no cuentan con un riego
adecuado para mantener una biomasa normal, por lo que la baja disponibilidad de agua
induce cambios en la fisiologia de la planta.

El déficit de agua puede afectar a las plantas en diferentes intensidades, una
sequia leve induce una regulacion de la pérdida de agua permitiendo [a absorcion y la
mantencion (regulacion) del contenido relativo de agua en las hojas (CRA) dentro de los
Iimites donde la capacidad fotosintética se considera como normal (Hoekstra y cols,
2001). La forma més severa del déficit de agua es la desecacion, cuando gran parte-del
agua de las vacuolas se ha perdido y solo una pequefia cantidad de agua permanece
remanentemente en las células. Después de la pérdida de agua y por ende [a disminucién
en el volumen celular, ocurre una aglomeracién de los componentes citoplasmaticos, y el
contenido celular comienza a hacerse més viscoso, incrementandose la oportunidad de
las interacciones moleculares que pueden causar la denaturacion de las proteinas

(Hoekstra y cols, 2001).
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El esirés térmico se define como una elevacion o baja transitoria de [a
temperatura, en un corto periodo de tiempo, por sobre o bajo la temperatura en que el
organismo vive habitualmente. Si este aumento de temperatura supera el umbral térmico
normal de cada planta, por un tiempo suficiente, podria causar dafios en el desarrollo de
la planta e incluso la muerte (Wahid y Close, 2007 y Allakhverdiev y cols., 2008). Entre los
dafios se pueden mencionar, la perturbacion de la homeostasis celular causando severos
retardos en el crecimiento y desarrollo de la planta (Kotak y cols., 2007). De esta forma, el
esirés térmico puede ocurrir en un amplio rango de temperaturas, dependiendo del
arganismo.

Las altas temperaturas pueden afectar procesos vitales para [a planta, tales como,
la fotosintesis, ya que, las enzimas del Ciclo de Calvin son sensibles. (Law y Crafts-
Brandner ,1999). Un efecto temprano del estrés térmico es la inactivacién enzimatica del
complejo de proteinas que sostienen a la clorofila a en los centros de reaccién de los
fotosistemas. En plantas de arroz (Oryza sativa) y de arveja (Pisum sativum) se ha visto
gue las estructuras mayores también resultan dafiadas, como la integridad de [a
membrana tilacoidal, disminuyendo el apilamiento de las granas (Vani y cols 2001,
Semenova, 2004 y Allakhverdiev y cols., 2008). En general, una respuesta que se ve en
ambos estreses, tanto hidrico como térmico es una denaturacion y agregacion de
proteinas ademas de un aumento en la fluidez de las membranas celulares. Siendo la
denaturacion y agregacién de proteinas las causantes de mayores dafios en las plantas
que estan recibiendo ambos tipos de estrés. Todo esto desencadena una inhibicion del
crecimiento y en el caso de la fotosintesis, una inhibicion del transporte de electrones lo
que conlleva a la formacion de especies reactivas de oxigeno (EROS) y posiblemente la
muerte de la planta (Wahid y cols., 2007), Sin embargo los organismos y en particular las

plantas, poseen mecanismos de adaptacion que les permite soportar estos estreses.
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1.2 Mecanismos de tolerancia frente al estrés hidrico y térmico

Las plantas poseen distintos mecanismos de defensa frente al déficit de agua y las
altas temperaturas, las cuales se podrian separar en adaptaciones fisiclégicas y
moleculares. Dentro de las primeras se cuentan, por ejemplo, las adaptaciones de las
plantas CAM, tales como, una gruesa cuticula en sus hojas, inversion estomatica y
asimilacién nocturna de anhidrido carbénico, ademas algunas plantas presentas tricomas
que proveen a la planta de una epidermis mas resistente a la transpiraciéon ya que
retienen una cierta cantidad de agua (Buchanan, 2000).

Junto con lo anterior, las plantas sintetizan algunos compuesto que ayudan a
prevenir las interacciones moleculares, actuando como osmorreguladores, manteniendo
hidratadas las proteinas, entre ellos estan la prolina, el glutamato, glicina-betaina,
camitina, manitol, sorbitol, fructanos, polioles, frehalosa, sacarosa y oligosacaridos
(Hoekstra y cols, 2001).

La respuesta molecular estd determinada por distintos tipos de genes, estos se
pueden dividir en tres categorias: (1) aquellos envueltos en las cascadas de sefializacion
y en el conirol transcripcional, tales como MyC, MAP kinasas y (Shinozaki y Yamaguchi-
Shinozaki 1997, Munnik y cols., 1899 y Zhu, 2001), fosfolipasas (Frank y cols. 2000) y
factores de transcripcion tales como HSF y las familias CBF/DREB y ABF/ABAE (Schoffl y
cols. 1998; Choi, 2000, Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki, 2000). (2) aquellos cuya
funcién esta directamente relacionada con la proteccién de membranas y proteinas, tales
como los que codifican para proteinas de estrés térmico (Hsps) y otras chaperonas como
las de bajo peso molecular (LMW), las proteinas abundantes en la embriogénesis tardia

(LEA) (Vierling 1991, Ingram and Bartels 1996, Tomashow 1998, 1999; Bray y cols. 2000)
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y los osmoprotectores (Bohnert y Sheveleva 1998). Algunas de estas moléculas actan
tambien como sefiales induciendo genes que codifican para proteinas que facilitan la
absorcién y transporte de iones y agua. Como es el caso de las acuaporinas y los canales
ionicos (Maurel 1997, Serrano y cols. 1999, Tyerman et al. 1999, Zimmermann y
Sentenac 1999, Blumwald 2000) que corresponderian a la tercera categoria. En la Figura
1 se explica mediante un diagrama la participacion de los genes mas importantes y su

efecto en la tolerancia al estrés.
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Figura 1: Esquema que presenta las principales reacciones moleculares frente al estrés
abidtico. Adaptado de Wang y cols., 2003.
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Una de las maquinarias de respuesta fisiologica sincronizada mas importantes es
la respuesta heat shock, que ha sido altamente conservada a través de la evolucion, no
s6lo como un fendmeno fisioldgico, sino a fravés de las mismas secuencias nucleotidicas
y aminoacidicas de cada proteina (Parsell y Lindquist, 1993). Evidenciandose
acumulacion de estas proteinas en procariontes como Escherichia coli, en hongos como
Saccharomyces cerevisiae, y en todo el Reino Vegetal y Animal desde insectos a
mamiferos (Vierling 1991, Parsell y Lindquist, 1993, Yang y Tower, 2009 y Colinet y cols,
2010).

Las proteinas de estrés térmico (HSPs) se han clasificado de acuerdo a su peso
molecular en kDa como HSP100, HSPS0, HSP70, HSP60, HSP40 y las LMW entre 15y
30 kDa. Ubiquitina también se considera como HSP. Esta es una pequefia proteina
involucrada en la protedlisis dependiente de ATP (Vierling, 1991). Las chaperonas
moleculares son componentes claves para la homeostasis celular bajo condiciones de
crecimiento éptimas o adversas. Ellas son responsables del plegamiento y ensamblaje de
proteinas, ademas tienen una funcién en la estabilizacién de proteinas y membranas. La
caracteristica que mas interesa de [as chaperonas y que distingue a las HSPs, es que
algunas se expresan especialmente en procesos de re-plegamiento de proteinas bajo
condiciones estresantes (Wang, 2004). Aquellas expresadas constitutivamente se
conocen como HSP cognate, 0 HSC y dependiendo del tipo de chaperona es la funcion
que realizan (Vierling 1991).

HSP70 asiste a un amplio rango de plegamientos proteicos en casi todos
organismos y en los compartimentos celulares, si es que los organismos los poseen. E.
coli presenta un homologo, DnakK, esta proteina se encuentra en condiciones normales y
se induce una mayor expresion del gen que la codifica frente a un aumento de las

temperaturas (Baniwal y cols, 2004). En el citoplasma se encuentra normalmente la forma
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HSC70, y cuando el organismo es sometido a altas temperaturas, HSP70 (Nover, 1989).
En el reticulo endoplasmico de células de mamifero, se describio un homologo de la
proteina HSP70, que se conoce como BiP (Binging protein), mientras que en levadura se
ha descrito un ortdlogo de HSP70 perteneciente a mitocondrias, el cual presenta
homologia con proteinas mitocondriales de células de mamifero y Euglena (Amir-Shapira,
1990). La funcién principal de HSP70 es prevenir la agregacion y asistir en el
replegamiento de proteinas denaturadas bajo condiciones estresantes y durante [a
sintesis de proteinas (Vierling, 1991 y James, 1997). Los miembros HSC de [a familia
HSP70 se encargan de ayudar en el plegamiento de los péptidos sintetizados de novo y
la importacién/traslocacion de precursores proteicos (Wang, 2004).

El estrés térmico incrementa la transcripcion de Ubiquitina en muchos eucariontes
(Vierling, 1991), esta es una proteina de 76 aminoacidos, altamente conservada, que
forma parte del sistema ubiquitina/proteosoma (UPS), el cual se encarga de [a
degradacién de proteinas deterioradas o que normalmente deban ser eliminadas. Este
pequefio péptido actlia como una marca molecular covalente para las proteinas dafiadas,
siendo posteriormente destinadas al protecsoma (Ortiz y Cardemil 2001, Yang y col. 2004
y Dreher y Callis, 2007).

Utilizando microarreglos (microarrays) para plantas de N.tabacum y A. thaliana se
ha visto que los mensajeros que se acumulan en condicién de bajo riego, son aquellos
relacionados con la respiracién, mientras que los relacionados con la fotosintesis se
suprimen (Rizhsky, 2002). Ademas, en el estrés térmico aumentan los franscritos
correspondientes HSPs, dentro de los cuales destacan Hsp70, Hsp90 y Ubiquitina
(Rizhsky, 2002 y Rizhsky, 2004).

En investigaciones recientes en el laboratorio, se encontré que ante el esirés

hidrico o térmico aumenta la acumulacién de mRNA de hsp70 (Huerta, 2008).
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Estrés combinado

En la mayoria de los experimentos donde se estudia la respuesta de las plantas a
cambios de las condiciones ambientales se enfocan en un solo tipo de estrés, aplicado a
las plantas bajo condiciones controladas (Rizhsky,2004). Sin embargo en condiciones de
campo, diferentes estreses pueden estar afectando a las plantas simultdneamente. La
sequia y las altas temperaturas usualmente ocurren paralelamente en zonas éridas y
semi-aridas, pero los efectos que tienen estos dos estreses en el desarrollo de las plantas
son generalmente estudiados por separado, mientras que es muy probable que la
respuesta de los cultivos a un estrés pueda ser alterada por el otro estrés (Machado,
2001).

Machado, en el afno 2001 demostrd, que la temperatura claramente afecta en
como influye la cantidad de agua de riego con el crecimiento en plantas de trigo y sorgum.
Ademas que la severidad del efecto combinado esta directamente relacionado con la
temperatura estresante.

Rizhsky, en el 2002 comprobd para N. fabacum y en el 2004 para A. thaliana,
utilizando microarreglos, que al someter la planta a un déficit de agua y a altas
temperaturas, aumenta | a expresion de los mismos genes. Esto permite postular la
activaciéon de las mismas cascadas génicas para proteger a la planta, lo que implicaria
que los mecanismos moleculares podrian ser similares y en el estrés combinado se
obtendria una expresion cercana al doble de la que se registra en plantas sometidas a un
solo tipo de estrés. Sin embargo también es probable es que la acumulacion de mRNAs
(RNAs mensajeros) en estrés combinado sea en algun grado mayor, indicando que cierta
parte de los mecanismos moleculares son compartidos (tolerancia cruzada) y los

restantes se activan al combinar ambos estrés en forma particular.
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Aloe Vera

Aloe barbadensis Miller, también conocida como Aloe vera es una planta
monocotiledénea, de la clase Asparagales, introducida desde Africa cultivdndose mas de
50.000 plantas sélo en la IV region de Chile. Ademas, también se cultiva en [a [l Region,
en ambos sectores con un régimen de riego arbitrario y seguramente excesivo, tomando
en cuenta que Aloe vera esta naturalmente adaptada a las condiciones desérticas, dado
que posee metabolismo CAM. Aloe vera es de gran importancia econdmica por sus
atractivas propiedades, dentro de las que se cuenta en general sus caracteristicas
cicatrizantes, antiinflamatorias y estimulante regeneradora de tejidos, inhibitoria del cancer
(Suy col. 2004 y Im y col. 2005,) y de la diabetes mellitus (Yongchaiyudha y col. 1996),
ademas de ser estimuladora del sistema inmune, se le recomienda en el tratamiento de
SIDA ( Chow y col. 2005, Govindarajan 2005). Tiene reconocidas propiedades
cicatrizantes, por lo que se usa en el tratamiento de cortes y heridas, disminuyendo la
inflamacién y el dolor (Hutter y col. 1996, Yagi y Takec 2003,Choi y col. 2001, Krishnan
2006). Por lo anterior es que se utiliza en la industria farmacolégica cosmetotégica y
alimenticia. Aloe vera retiene gran cantidad de agua, debido a las moléculas de manano
que posee, gracias a esta propiedad se usa en la industria de pafiales y de absorbentes
de agua.

Fenotipicamente, Aloe vera es una planta perenne que cuenta con hojas
suculentas recubiertas de una gruesa cuticula fotosintética dispuestas en forma de roseta,
Sus hojas son triangulares y alargadas, en forma de lanza, las cuales nacen de un corto
tallo, esto hace parecer que las hojas salen directamente de la tierra orientadas
diagonalmente. Lo anterior genera una diferencia en el potencial hidrico (w) entre [a punta

de la hoja y su base. Este potencial da cuenta de la disponibilidad de agua que tiene cada
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parte de las plantas y se relaciona con el crecimiento. La disponibilidad de agua es clave
cuando [as plantas reaccionan al estrés hidrico y térmico. Debido a la forma de las hojas y
su disposicion, las puntas de estas mismas estan mas expuestas a la [uz que las bases,
pudiendo ser un factor determinante en la fotosintesis, la produccién de energia y defensa
ante el estrés. Junto con lo anterior, en las puntas se encuentran la mayor concentracién
de cloroplastos en comparacion con los tejidos de las hojas.

En el desierto chileno, donde se cultiva Aloe vera, existen especies endémicas
como los arboles del género Prosopis, Prosopis chilensis y Prosopis tamarugo en los que
se ha demostrado niveles basales altos de expresion de HSP70 y Ubiquitina, los que
aumentan a medida que la planta se somete a mayores temperaturas (Oriiz y Cardemil,
2001), dejando entrever la necesidad de una investigacidén a nivel molecular de estas
proteinas para Aloe vera,

Uno de los problemas que enfrenta el cultivo de Aloe vera en las regiones
sefialadas (Il y IV) es que se mantiene con riego no regulado, lo que indica un manejo
agricola inadecuado de esta planta (Cardemil, 2007) generando un gasto innecesario de
recursos hidricos poco abundantes en esfas zonas y muy caros, lo que se traduce en una
fuerte limitante econdmica para los agricultores locales.

Por todos los antecedentes antes planteados, es interesante estudiar, si en
plantas de Aloe vera, esta presente el fenomeno de proteccion cruzada de las respuestas
fisiolégicas y moleculares causadas por la falta de agua y el estrés termico. Esto quiere
decir, averiguar si las proteinas que protegen a la planta contra uno de estos estreses la
protegen también contra el ofro estrés. De ser asi, podrian existir también en Aloe vera
vias comunes de expresion molecular para ambas condiciones estresantes.

Con el objetivo de manejar datos cuantitativos que relacionen algin grado de

estrés (diferentes temperaturas en el caso de estrés térmico y diferentes volimenes de
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riego en el caso de estrés hidrico) con la respuesta molecular real e inmediata de la
planta, es que se presentan estudios de semi-cuantificacion de expresién del gen hsp70
y ubiguitina en plantas de Aloe vera.

El analisis de datos se realizara a través de RT-PCR semi-cuantitativo, técnica que
ha demostrado ser altamente sensible y especifica para la cuantificacion de mRNA
mensajeros y la variacién en sus niveles de expresion bajo diferentes condiciones
experimentales (Marone y cols. 2001).

Para identificar y cuantificar RNA también se utilizan otras técnicas, como el
Northem bloting (entrega una informacién similar al RT-PCR, pero es mas lento y menos
cuantitativo), el ensayo de corte con nucleasas (que implica la fabricacion de sondas que
permitan diferenciar los mRNAs estudiados), RT-PCR tiempo real (mucho mas especifico
y cuantitativo, pero de mas alto costo). Sin embargo para los alcances de esta
investigacion, el RT-PCR semi-cuantitativo resulta ser un método adecuado, debido a que
necesita pequefias cantidades de RNA, detectandolo a bajas concentraciones (Dean y

cols, 2002 ).

Hipdtesis
En plantas sometidas a estrés combinado se induce una respuesta molecular similar a la

inducida en estrés hidrico.

1.5 Hipotesis Alternativa

Las plantas sometidas a estrés hidrico inducen una respuesta molecular distinta,

seguramente menor a la inducida por el estrés combinado.
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1.6 Objetivos

1.6.1 Objetivo General
Evaluar la respuesta de Aloe barbadensis Miller al ser sometida a estrés hidrico y térmico
combinados frente a la respuesta mostrada ante sélo uno de estos, a través de la

expresion de los genes hsp70y ubiguitina.

1.6.2 Objetivos especificos

s Determinar los efectos del déficit hidrico en plantas de Aloe vera, mediante el
crecimiento de [a planta.

o Determinar la expresiéon génica de HSP70 y UBIQUITINA en plantas de A. vera
sometidas a estrés térmico por RT-PCR semicuantitativo.

e Determinar la expresion génica de HSP70 y UBIQUITINA en plantas de A. vera
sometidas a estrés hidrico por RT-PCR semicuantitativo.

e Determinar la expresion génica de HSP70 y UBIQUITINA en plantas de A. vera
sometidas a un estrés hidrico previo a un estrés térmico (esirés combinado)
mediante RT-PCR semicuantitativo.

s Determinar si existe una expresion diferencial de los genes hsp70 y ubiquitina

entre muestras de puntas y bases.
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MATERIALES Y METODOS

2.1 Material biolégico

Se utilizaron plantas adultas de Aloe barbadensis Miller (Aloe vera) de 3 afios de
edad. Las plantas se encuentran en una camara donde se controla la humedad y la
temperatura (25°C). Con un régimen de luz de dias largos, que consisteen 16 hde luzy 8
h de oscuridad. Estas plantas son regadas normalmente una vez por semana con 200 mL
de agua. Considerandose estas plantas como controles (200 mL de riego y 25°C de
temperatura). Se tomo tejido de las hojas posterior al tratamiento de estrés térmico,
hidrico y el tratamiento combinado (detallados mas adelante). Este tejido se congeld con
nitrogeno liquido para después ser triturado en un molinillo, obteniéndose el tejido
pulverizado, agregando permanentemente nitrogeno liquido. Al moler, se tomé el tejido
verde de la planta, descartandose la mayor cantidad posible de gel, debido a que este
esta altamente enriquecido en azlcares, los que merman el proceso de extraccion de
RNA. Todo el tejido conseguido, posteriormente se almacend en un refrigerador a - 80°C

hasta ser utilizado.

2.2 Experimentos fisiologicos

2.2.1 Tratamientos de estrés térmico
Las plantas completas, incluyendo su respectiva maceta, se sometieron a cuatro

temperaturas distintas (25°C, 35°C, 40°C y 45°C) durante 3 hrs. en una cédmara
incubadora (PRECISION MODEL 815 REFRIGERATED INCUBATOR) que alcanza en
forma constante hasta 45°C, una vez establecida la temperatura, posterior a la incubacion

se tomaron las muestras. Dentro de la camara se dispuso una fuente de luz y humedad,
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para conservar las condiciones lo mas constantes posibles. Para cada temperatura se
emplearon 3 plantas distintas (3 réplicas bioldgicas), a estas se le tomaron muestras de
bases y puntas de las hojas de cada planta. Por lo tanto, para cada temperatura, hay 6
muestras.
2,2.1 Tratamientos de estrés hidrico

Las plantas completas, se sometieron a un determinado volumen de riego durante
3 meses, posterior a esto, se recolectaron las muestras. Se usaron cuatro vollimenes de
agua, correspondiendo al 100%, 75%, 50% y 25% de la capacidad de campo (CDC) del
suelo. El analisis de la retencién de humedad del suelo empleado para cuitivar los Aloes
fue encargado al laboratorio de analisis agricola y forestal AGROLAB. Este [aboratorio
determind que el suelo retenia un 7,8% p/p, es decir 7,8 g de agua en 100 g de suelo.
Cada macetero donde se cultivan las plantas posee aproximadamente 4 kg de tierra, por
lo tanto un 100% de CDC para este formato de cultivo corresponde a 312 g de agua. En
la Tabla 1 se muestra el volumen que corresponde a cada porcentaje de CDC y el
volumen con el cual se regd. Se aproximaron los volimenes para mayor comodidad en el
riego. Las plantas estresadas, al igual que las controles, se regaron una vez por semana

con el volumen correspondiente a cada tratamiento.

Tabla 1: Porcentajes de CDC, su volumen correspondiente y el volumen real de riego.

... [Porcéntaje CDC (%) __CDEmL) . Volumendefiego(mk)-
100 312 300
75 234 200
50 156 150
25 78 80

El suelo donde se cultivan las plantas corresponde a una mezcla de tierra de hoja

y arena fina en una proporcion 1:3, esta mezcla es semejante a las condiciones al terreno
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donde crecen en el campo las plantas que se caracterizan por su aridez, entregada por la
arena.

Para cada tratamiento hidrico también se emplearon 3 réplicas biclégicas, donde,
al igual que para el estrés térmico se extrajeron muestras desde la base y punta de las

hojas en cada planta. Por lo tanto, para cada volumen de riego, se analizaron 6 muestras.

2.2.3 Tratamientos de estrés combinado
Para el tratamiento combinado las plantas de Aloe vera fueron sometidas primero

a estrés hidrico y luego a estrés térmico. Las plantas estuvieron por 3 meses en
restriccion acuosa controlada y posteriormente se les aplicé por 3 h una temperatura
estresante. Se emplearon las condiciones mas extremas, es decir 80 mL y 150 mL en el
caso del riego y 40°C y 45°C para el estrés térmico. También se tomaron muestras de

puntas y bases para cada una de las 3 réplicas biologicas.

2.2.3 Estudio del crecimiento de las plantas en estrés hidrico
Se evalud el crecimiento de [as hojas plantas sometidas a los diferentes

volimenes de riego. Esto se realizd midiendo el largo de las hojas y el ancho de la base
de las mismas. Por otra parte también se cuantifico el peso fresco del gel (pfg) y el peso
seco del gel (psg) de las hojas correspondientes a plantas sometidas a los distintos
tratamientos hidricos. Para cada parametro medido se emplearon 3 réplicas bicldgicas (3
hojas de plantas distintas) de cada tratamiento. Los valores de psg se obtuvieron a partir
de la razon del peso seco del gel de [a hoja (g) en relacion al peso de la hoja fresca
completa(g), mientras que los valores de pfg se obtuvieron dividiendo el peso fresco del

gel {g) en el peso de la hoja fresca (g).
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2.3 Obtencion de RNA de plantas sometidas a los distintos estreses

2.3.1 Extraccion de RNA
La extraccién de RNA se realizé de aproximadamente 100 mg de cada muestra

mediante el kit Invisorb® Spin Plant RNA Mini Kit (Invitek), el cual esta especialmente
disefiado para la extraccion de RNA en tejidos que poseen una alta concentracion de
azucares o fencles. Algunas de las caracteristicas que posee este kit es un primer paso
donde se debe mantener el material bioldgico siempre en nitrégeno liquido para evitar la
degradacion de los acides nucleicos por las nucleasas, sin embargo, el primer fampén
que se emplea en el protocolo (solucion de lisis DCT, indicado para plantas con altas
concentraciones de polisacaridos) contiene tiocianato de guanidinio, este compuesto
quimico produce la inactivacién de todas las proteinas RNAsas para asegurar la
purificacion intacta del RNA. Por lo tanto, el resto del protocolo se realizé a temperatura
ambiente, hasta cuando se eluye el RNA, donde es imprescindible mantenerlo en hielo y
conservarlo a -80°C. La modificacion que se incluyé en el protocolo sefialado por la
empresa proveedora del kit, corresponde a que en el momento de la lisis celular, se
agregaron 200 pL de NaCl 5M, para estimular la precipitacién de azucares mediante
desplazamiento ionico en la soltcion. Este paso fue necesario debido a la alta cantidad de
azucares presente en la planta estudiada. Ademas, en una parte del protocolo indican el
uso de etanol 99% a temperatura ambiente, sin embargo se determiné que al usar el

etanol frio (-20°C) se obtenia un mejor rendimiento.
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2.3.2 Cuantificacion y evaluacién de la integridad y calidad del RNA obtenido
Para cuantificar el RNA total exiraido se utilizé el espectrofotometro Nanodrop ND-

1000 V3.3, este instrumento mide acidos nucleicos (A=260 nm) con un 2% de error,
Ademés, el programa de este espectrofotdmetro, entrega las razones 260/280 y 260/230
que permiten evaluar la pureza de las extracciones de RNA. Un valor de la relacion
260/280 cercano a 1.8 indica extracciones puras de DNA, mientras que, valores cercanos
a 2.0 indican extracciones puras de RNA, valores mas bajos que estos, sefialan la
presencia de proteinas, fenoles u otros contaminantes que absorban a 280 nm. Para la
relacion 260/230 los valores para muestras puras de RNA o DNA son ligeramente
mayores, comtnmente en el rango de 1.8 y 2.2. Valores mas bajos revelan la presencia
de solventes orgénicos, algunas sales y proteinas.

Finalmente, para evaluar la integridad del RNA {otal extraido, se realizé una
electroforesis en gel de agarosa al 1%, el cual fue preparado con buffer TAE 1X (Tris-
acetato 40 mM y EDTA 1 mM, pH 8) y Bromuro de etidio 1 pg/mL. En el gel se cargaron 3
UL de cada muestra junto a 1 pL de buffer de carga (Azul de bromofenol 0.25%, xylene
cyanol 0.25% v glicerol 80%). El gel se colocd en una camara de electroforesis con buffer
TAE 1X a una diferencia de potencial de 50 V durante 20 minutos. Los geles fueron
observados y fotografiados bajo luz UV en un transiluminador con camara fotografica
incorporada (GeneGenius Classic de SynGene®). Para determinar la integridad del RNA
total, se verifico la presencia de las bandas de RNA ribosomal 285 y 18S. De esta forma,
sélo las muestras de RNA que presentaron las razones 260/280 y 260/230 optimas asi
como el bandeo caracteristico en el gel, fueron seleccionadas para sintetizar

posteriormente los cDNA.
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2.3.3 Tratamiento con DNAsas
Para asegurar que al realizar el PCR posterior a la transcripcion reversa se

amplifique el cDNA obtenido y no algun fragmento de DNA genémico que no se haya
eliminado en la extraccion, se realizoé un tratamiento con la enzima DNAsa | (Fermentas).
Donde se tomaron en 7,5 L (80ng/ul) de RNA, 1pL de enzima (1U de DNAsa ) y 1uL
del tampon 10X de la DNAsa | con MgCl, (Fermentas), ademas de 0,25 L de inhibidor
de RNAsas Ribolock™, (10U, de Fermentas). La mezcla se incub6 por 20 minutos a 37°C
para que se llevara a cabo la reaccion, posteriormente se inactiva [a DNAsa adicionando
a cada tubo de reaccién 1uL de EDTA-DEPC 25mM. Para finalizar la inactivacion de las
nucleasas, el protocolo de Fermentas contempla un paso final de 15 min a 65°C, con el
objetivo de conseguir mayor eficiencia en el trabajo, este paso se reemplaza por la
primera etapa del protocolo de RT-Impront Il (Promega), enzima utilizada para la
transcripcion reversa, que contempla un periodo inicial de 5 min a 70°C, paso con el cual

se suplen los 15 min a 65°C originales.

2 4 Extraccion de DNA

Se extrajo DNA con el método del tampén CTAB (Bromuro de Cetil Trimetil
Amonio: CTAB 2%, NaCl 1,4 mM, EDTA 20 mM, Tris 8 100 mM), con este amortiguador
se puede extraer DNA eficientemente, adaptado del procedimiento descrito por Murray y
Thompson, 1980. Se tomaron 100 mg de tejido congelado previamente molido, se
agregaron 4 L de B-mercaptoetanol y 600 uL del amortiguador CTAB, posteriormente se
homogenizd. Esta mezcla se calenté a 60°C por 30 min. Luego se afiadieron 400 uL
adicionales de CTAB y se incubd por 15 min a 70°C. Posteriormente, se adiciond 400 uL
de cloroformo: alcohol isoamilico 24:1, invirtiendo enérgica y repetidas veces los fubos

con el objetivo de separar las proteinas y polisacaridos. La mezcla se centrifugé a 13.000
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rpm durante 10 min, luego de esto, se tomo el sobrenadante, que posee el DNA. Para
lograr la precipitacion del DNA, se agregaron 600 pL de isopropanol y se incubé a -20°C
durante 30 min. Transcurrido este tiempo, se centrifugd a 13.000 rpm por 10 min, el pellet
formado se lavé con 700 L de etanol al 70% frio, se vortexed y se centrifugé a 13.000
rpm por S min. El etanol fue retirado y el pellet se dejé secar a temperatura ambiente. Este

pellet, que contiene el DNA, fue resuspendido en 25 pL de agua nanopura.

2.5 Transcripcién Reversa y Reaccién en Cadena de la Polimerasa (RT-PCR)

Para llevar a cabo el RT-PCR se empled el termociclador MyCycler™ (BIO-RAD).
En la Tabla 2 se detallan las etapas programadas en el termociclador. En cada reaccién

se mezclaron 5,5 pL del mRNA fratado con DNAsas con 1pL del partidor “oligo AP” (5'

CGCCACGCGTCGACTAGTACTTTTTITITTITITIIT 3), este fue puesto en el
termociclador, para dar un golpe de calor de 70°C por 5 min, luego de esto, se retiré y se
puso en hielo por otros 5 min. Pasado este tiempo, a cada tubo se le agrega la mezcla
que permite [a reaccion. Esta mezcla se prepard con 1pL de la enzima transcriptasa
reversa RT-Improm Il (Promega), 4 pL de buffer 5X de enzima RT (proporcionado por
Promega), 5,2 pL. de MgCl, 25 mM, 1ul. de dNTPs (preparados en agua DEPC) 10 mM y

0,5 pL (20V) de inhibidor de RNAsas Ribolock™ (Fermentas).

2.6 PCR

Para amplificar el fragmento de interés de hsp70 (609 pb) se empled como partidor
directo 5GGTTTGAGGAGCTCAACATGGAY y el reverso
S'GTCTTCTTGTTCTAGTGGTAGTGS', estos partidores se disefiaron previamente
usando secuencias del gen hsp70 de Arabidopsis thaliana (AY059885.1, AY054183.1,

AY054190.1), Zea mays (AY914601.1), Oryza safiva (X67711.2) y Triticum (AF005993.1).
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Para amplificar el gen de ubiguitina (196 pb) se usé el partidor directo
5'GGCAAGACCATCACCCTGGAZ y el reverso 5ACTCCTTCTGGATGTTGTAGTCS3,
disponibles en el laboratorio, para realizarlos se utilizaron las secuencias de ortélogas de
ubiquitina disponibles (Triticum aestivum (AY297059 y X56803), Zea mays (S94464),
Oryza sativa (XM_464194), Arabidopsis thaliana (NM_104380), Glycine max (X13251) y
Gladiolus grandifiorus (DQ445914)). En el caso del gen del RNA ribosomal 78S (llamado
en adelante como 18S) el partidor directo corresponde a
5'TTGATTACGTCCCTGCCCTTT3, mientras el reverso es
SACAATCATCCTTCCGCAGGT3', estos Ultimos son partidores de uso estandar en el
laboratorio que se emplean para chequear la integridad del cDNA y DNA. Las
especificaciones de los programas de PCR se muestran en la Tabla 2.

Para cada reaccion de PCR se realizdé una mezcla que contenia 0,2 mM de dNTPs,
0,2 mM de cada partidor, 1U de enzima Paq polimerasa (Favorgen) y tampdn 1X

(Favogen) y agua nanopura.
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Tabla 2: Caracteristicas de los programas de PCR y RT-PCR. En esta Tabla se muestran los
detalles (los segmentos y pasos, ademas del fiempo, femperatura y ciclos de cada uno de los
pasos) de los programas utilizados para amplificar los fragmentos de hsp70, ubiquitina y 18S.
Ademas, en la dltima parte se sefiala el programa con el cual se llevd a cabo la transcripcion

reversa {impront I[}.
¢ FoHsp70 Segmentos Paso  Tiempo  Temperatura (°C)¥

1 1 5 min 94
1 30s 94

2 2 30s 50,5 36
3 40s 72

3 1 10 min 72 1

4 1 © 10 1

%’ubiquitina Segmentos  Paso  Tiempo Temperattira(°C):~

1 1 5 min 94
1 30s 94

2 2 30s 55 30
3 40s 72

3 1 10 min 72 1

4 1 o0 10 1

©°188 = Segmentos  Paso  Tiempo  ° Temperaturai(°G) - :-Ciclosiy

1 1 5 min 94
1 30s 94

2 2 30s 52 30
3 40s 72

3 1 10 min 72 1

4 1 o 10 1

7RT:PCR:. - . Segmentos:  Paso..

Tiempo™ - - .Temperaturai(C)-

1 5 min 70
1 2 5 min Hielo

3 5 min 25
2 1 60 min 42

2 15 min 70
3 1 o0 10
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2.7 Determinacion y cuantificacion del producto de PCR

Para la visualizacién del producto de PCR se realizé electroforesis en geles de
agarosa al 1% en tampon TAE 1X (Tris base 40 mM, acido acético glacial 19 mM y EDTA
1 mM pH 8), ademas de bromuro de etidio en una concentracion de 1pg/mL para la
visualizacion de los acidos nucleicos a la luz ultravioleta. Cada muestra fue mezclada con
el tampdn de carga preparado en el [aboratorio que contenia azul de bromofenol 0.25%,
xylene cyanol 0.25% y glicerol 80%, todo diluido en TAE pH 4. La eleciroforesis se
llevd a cabo con una diferencia de potencial de 80 V, durante 30 min.

La deteccion e identificacion el tamario de banda esperada en cada electroforesis,
se hizo con el estandar de peso molecular Ladder GeneRuler™ de 100pb y de 1Kb,
ambos de Fermentas, Luego, para visualizar los geles se empleé un fransiluminador
Syngene, modelo MultiGenius. Las bandas fueron cuantificadas mediante el programa de

analisis de imagenes Image J.

2.8 Analisis de datos

Los datos obtenidos desde el programa Image J fueron analizados
estadisticamente mediante un analisis de varianza (ANOVA) de una via, asumiendo datos
no parameétricos. Para los datos obtenidos desde los experimentos de estrés térmico,
hidrico y combinado se realizaron comparaciones entre los distintos tratamientos para las
puntas y las bases independientemente. Luego para determinar entre que tratamientos
existia una expresion significativamente distinta se empleo el Test de Tukey.,

En los graficos realizados para la expresion de los genes de ubiquitina y de hsp70
de plantas sometidas a estrés térmico e hidrico, los datos fueron expresados relativos al
control de carga (el gen del RNA ribosomal 18S) y normalizados respecto a la condicién

control. Mientras que para los experimentos de estrés combinado, los datos sdlo se
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expresan relativos a la expresién del gen 78S, obteniéndose una expresion calibrada,

debido a que no se cuenta con un control valido para todos los experimentos.

2.9 Andlisis de secuencias de hsp70 y ubiquitina

En un trabajo anterior (Proyecio de seminario de titulo de Claudia Huerta) se
clonaron los cDNAs de los genes hsp70 y ubiquitina de Aloe vera en el vector pGEM®-T
Easy Vector (Promega), posteriormente se mandaron a secuenciar. Paralelamente se
realizé una blsqueda de ortélogos en distintas especies de plantas, usando la base de
datos del NCBI, con estos datos mas la secuencia obtenida, se realizaron cladogramas

utilizando el programa ClustalW.
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RESULTADOS

3.1 Caracteristicas fenotipicas de plantas de Aloe vera sometidas a estrés hidrico.

Con el objetivo de determinar la influencia del estrés hidrico sobre el desarrollo
foliar de Aloe vera, se midio el largo y ancho de las hojas de plantas sometidas a los
distintos tratamientos hidricos, ademas se determind la masa de las hojas para cuantificar
entre otros parametros, el porcentaje de agua de cada hoja, En la Figura 2 se muestran 2
plantas de Aloe barbadensis Miller, una regada con 75% de CDC (Figura 2 Ay C) y ofra
regada con el tratamiento mas extremo utilizado en este estudio, de 25% de CDC (Figura
2 B y D). En esta Figura se puede observar la diferencia fenotipica que presentan las
plantas con distinto suministro de agua. La planta con mayor riego exhibe hojas mucho
mas gruesas Yy turgentes que las regadas con menos agua, presentando ademas estas
tltimas una escasa cantidad de gel (Comparar Figura 2 C y D). La elevada turgencia de
las hojas de las plantas con mas riego se determind por la facil ruptura de éstas al
doblarlas, lo cual no ocurria en las de menos riego, mucho mas flexibles a la curvatura.
Una diferencia interesante entre estas dos plantas, es en la coloracion de sus hojas. En
la Figura 1A, se aprecia que la coloracién de las hojas es verde claro intenso, mientras
que en la Figura 1B ésta es de color verde oscuro con algunas zonas cafés y rojizas,

Los primeros parametros de comparacion para determinar el efecto de los
distintos tratamientos en [as plantas, fueron el largo y el ancho de las bases de las hojas.
Para ello, se escogieron hojas de 3 plantas similares sometidas a cada régimen hidrico.
Esto se resume en la Tabla 3, donde se ve que las hojas significativamente mas largas se
presentaban en las plantas con 50% y 100% de CDC, alcanzando longitudes por sobre

los 40 cm. Mientras que el ancho de [as bases fue incrementando, en plantas regadas
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con el 50%, 75% y 100% de CDC. Lo anterior evidencia una relacion directa y significativa

entre el agua recibida por la planta y el largo y ancho de sus hojas.

Figura 2: Fenotipo de plantas de Aloe vera sometidas a 75% y 25% de CDC. A) Planta
sembrada en maceta y regada por 3 meses con 200 mL de agua (75% CDC) de agua una vez por
semana. B) Planta sembrada en maceta y regada por 3 meses con 80 mL de agua (25% CDC) una
vez por semana. C y D) Cortes transversales de las hojas ilustradas en A y B. En el cetro de casa

hoja se observa el gel. En cada seccion se muestra la barra de tamafio empleada para cada
imagen.
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Tabla 3: Determinacion del largo y ancho de bases de las hojas de A. vera sometidas a 4
tratamientos hidricos (25%, 50%, 75% y 100% de CDC). Cada valor es el promedio de 3 medidas
tDE.  Las letras indican valores significativamente diferentes con un p< 0,05(Test de Tukey)

= sPOTCENAJOICDCH(%) . Largd delaHoja(em) ;. = Anchoidela base (cm) .-
25 34172225  a 417076 o
50 4183%293  be 483029 op
75 39,17 £ 1,89 b 5732025 p
100 48,00 + 3,05 c 553045 p

Debido a la forma triangular de la hoja de aloe vera, se podria calcular un area
foliar con su largo y ancho (base x largo /2). Aplicando esta férmula se obtienen areas
foliares aproximadas de 71; 101; 112; y 132 cm?, para las plantas sometidas a 25%, 50%,
75% y 100% de CDC.

Para establecer la existencia de una relacion entre la variacion en el tamafio de
las hojas y ancho de sus bases, con la cantidad de gel presente en [as hojas, se cuantifico
el peso seco (psg), el peso fresco (pfg) y la cantidad de agua de 3 hojas similares de cada

tratamiento hidrico. Los datos recolectados se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4: Determinacion de cantidad de gel y de agua almacenada en hojas de A. vera
sometidas a 4 tratamientos hidricos (25%, 50%, 75% y 100% de CDC). En esta Tabla se
muestran el peso seco del gel (psg), peso fresco del gel (pfg) vy agua del gel. Los valores de psg se
obtuvieron a partir de la razon del peso seco del gel de la hoja (g) en relacién al peso de la hoja
fresca (g), mientras que los valores de pfg se obtuvieron dividiendo el pesa del gel (g) en el peso
de la hoja fresca (g). Cada valor es el promedio de 3 medidas + DE. Las letras indican valores
sianificativamente diferentes con un b< 0.05(Test de Tukev)

~PorcentajeCBC (%)  psg, it Pfd. " “Aguadeligel
25 0,08:0,03 a 203:159 a 223+157 a
50 0,13+0,04 a 6141362 a 6,01+£358 a
75 0,17£001 b 120£398 a 11,8397 a
100 0,14+0,04 a 16,97 £7,04 b 16,8+7,02 b

La Tabla 4 muestra que el peso seco del gel es mayor en las plantas regadas con

75% de CDC, mientras que el peso fresco del gel resulta ser mayor {con un valor de

37




aproximadamente 17) para la planta regada con 100% de CDC y disminuye
paulatinamente con el déficit hidrico, llegando a un pfg de 2,03 para las plantas
mantenidas con 25% de CDC. Ademas, esta Tabla indica que las plantas con mayor
cantidad de agua en las hojas, son aquellas que corresponden a las plantas mantenidas

con 100% de la CDC.

3.2 Analisis molecular

Una vez que se realizaron los experimentos fisiologicos, es decir el estrés térmico,
hidrico y combinado, se evalué la expresién de los genes de estrés térmico hsp70 y
ubiquitina mediante RT-PCR semi-cuantitativo. Primero se muestran los distintos pasos
necesarios para asegurar que se efectiia este método correctamente Yy que los resultados
que se obtuvieron s on véalidos. C on el propésito de determinar el efecto del estrés
combinado sobre las plantas de Aloe vera, es necesario en primer lugar determinar en
forma independiente efecto del estrés térmico y del déficit hidrico sobre la expresion
génica. Con estos resultados, se pueden obtener conclusiones respecto a la expresion
génica determinada para los genes de hsp70 y ubiquitina en plantas bajo estrés
combinado.
3.2.1 Estandarizacion del ntimero de ciclos del programa de PCR

Con el fin de estandarizar el ntimero éptimo de ciclos de amplificacién por PCR
de los genes hsp70, ubiquitina y el control cotrespondiente al gen del RNA ribosomal 188
(18S), se hicieron PCR a distintos ciclos para asi obtener la fase exponencial de la
amplificacion, es en esta fase donde existe una relacién lineal entre el cDNA molde y el
producto final, lograndose [a cuantificacién. En la Figura 3 se observa que para amplificar

hsp70 la cantidad de ciclos Gptimos para alcanzar la fase exponencial deseada,
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corresponde a 36 (Figura2B), mientras que para ubiquitina y 18S, ésta corresponde a 30
ciclos ( Figura 2A y C).

Para asegurar la confiabilidad de los resultados obtenidos durante toda la
evaluacion molecular cuando se utiiza RT-PCR semi-cuantitativo, es necesario
comprobar que no se esta amplificando DNA gendmico residual, sino que se esta
verificando solo la expresion de los genes (acumulacion de mRNA). Para esto, cada vez
que se realizé RT-PCR se realizé un control sin RT, en el cual se utilizé como molde del
PCR la solucién sometida a transcripcion reversa, pero a la cual no se le agregé la
enzima transcriptasa reversa (C sin RT en Figura 4). Ademas se debe utilizar un control
positivo que nos indique que la reaccién de PCR se lleva a cabo correctamente.

N° de ciclos de amplificacién de ubiquitina

M 28 30 32 34
A
—
200pb —
N° de ciclos de amplificacién de hsp70
M 32 34 36 38
B
600pb —
N° de ciclos de amplificacién de 78S
M 26 28 30 32
C
200pb — — Pr—

Figura 3: Estandarizacién del programa de RT-PCR semi-cuantitativo para los genes
hsp70, ubiquitina y 18S. Se determiné el niumero de ciclos Optimos para obtener una banda
amplificando cDNA que corresponde a la fase exponencial de amplificacion. A) Gen de
ubiquitina amplificado en 28, 30, 32 y 34 ciclos de PCR, B) Gen de hsp70 amplificado en 32,
34, 36 y 38 ciclos de PCR. C) Gen 18S amplificado en 26, 28, 30 y 32 ciclos de PCR. M
corresponde al estandar de peso molecular de 100 pb.
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En la Figura 4 se ilustra la amplificacion de los genes ubiquitina (196 pb), hsp70
(609pb) y 78S (198pb) a partir de DNA genomico y cDNA de Aloe vera, con el fin de
comprobar el correcto disefio de los partidores. En los tres genes analizados se
obtuvieron bandas de igual tamario, independiente el molde utilizado. En consecuencia,
se utilizo DNA genémico como control positivo para todos los analisis de RT-PCR semi-
cuantitativo realizados en este seminario de titulo. Ademas se comprobo la limpieza del
proceso de extraccion de RNA, donde no existe DNA residual que pudiese intervenir con
los resultados.

C sin

M cDNA RT DNA c-
——— ubiquitina
(196 pb)
250 pb —F e S
B e
hsp70
500 pb 4| (609 pb)
C ! 188
200 pb —f (198 pb)

Figura 4: Evaluaciéon del disefio de los partidores para la amplificacion de los genes
ubiquitina, hsp70 y 18S. Se muestra bandas de equivalentes tamario al utilizar como molde de
amplificacion cDNA o DNA genémico. A) Fragmentos amplificados de 196 pb, correspondientes a
ubiquitina. B) Fragmentos amplificados de 609 pb, correspondientes a hsp70. C) Fragmentos
amplificados de 198 pb, correspondientes a 78S. De izquierda a derecha, se cargaron las muestras
correspondientes al marcador de peso molecular (M) de 1Kb (en Ay B) o 100 pb (en C), cDNA,
control sin transcriptasa reversa (C sin RT), DNA gendmico y un control negativo, correspondiente
a agua (C-).
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3.2.2 Analisis de las secuencias de hsp70y ubiquitina

partidores disefiados amplificaran para los genes hsp70 y ubiquitina, estos fueron
clonados y secuenciados (Proyecto de Tesis de Claudia Huerta). En la Figura 5 se
muestran las secuencias obtenidas. Los fragmentos secuenciados se compararon con
secuencias de ofras especies tomadas desde la base de datos del NCBI Los
cladogramas construidos se exponen en la Figura 6, en la cual se observa que el
fragmento del gen de ubiguitina (A) obtenido tiene similitud con el grupo de las plantas
monocotiledoneas. Para el gen de hsp70 (Figura 6B) se observa una mayor identidad

nucleotidica con arroz (Oryza sativa). Sin embargo, en este cladograma también hay una

Para comprobar que efectivamente los fragmentos de cDNA amplificados con los

alta similitud con genes de Sofanum commersonii, planta dicotiledénea.

A

Figura 5: Secuencias de hsp70 y ubiguitina, En trabajos previos del laboratorio se secuenciaron

5'—GGTTTGAGGAGCTCAACATGGATCTCTTCAGGAAGTGCATGGAACCGGTTGAGAAGTGTT

TGAGGGATGCCARGATGGACAAGAGCAGTGTTCACGAT GTCGTGC T TG TCGGTGGGTCCA
CCAGAATTCCCAAGGTGCAGCAGCTGCTGCAGGACTTCTTCAACGGGAAGGAGCTCTGCA
AGAGCATCAACCCGGATGAGGCTGTTGCCTAT GGTGCTGCTETGCAGCCTGCTATCTGA
GTGGTGAGGGCAATGAGAAGGTGCAGGATCT I CTCT TG TTGGATGT TACCCCTCTGTCTC
TTGGTCTTGAGACTGCTGGAGGTGTGACGACTGTCT TGATC CCGAGGRAACACARCTATCC
CRACGARGAAGGAGCAGGTGTTCTCCACATACTCGGACAACCAGCCAGGTGTCTTGATCC
AGGTGTACGAGGGTGAGAGGACAAGGACCAAAGACAACAACTTGCTTGGCAAGTTTGAGC
TCTCTGGCATCCCACCTGCACCTAGGGEAGTTCCTCAGAT TACTGTGTAT TTTGACATTS
ATGCCAATGGTATCTTGAATGTCTCTGCTGAGGACARAGACGACTGGTCAGAAGAACAAGA
TCACCATCAC-3'

5'—GGCAAGACCATCACCCTGGGGTGGAGAGCTCTGACACGATTGACAATGTCATAGCTA

AGATTCAGGATAATGAGGGCATCCCCCCTGACCAGCAGAGGCTCATCTTCGCTGGCA
AGCAGCTCGAGGACGGGCGGACTCTGGCTGACTACAACATCCAGARGGAGT ~37

los cDNAs correspondientes a hsp70(A) y a ubiquitina (B).
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I Aloe_vera J
| ‘ Tniticum_aestivum_AF517839.1_
™ — Lofum_temulentum_EU328536.1_
] Zea_mays_EU953010.1_

! Hordeum_vuigare_AK248213.1_
| 18 Oryza_sativa AF184219.1
, Musa_acuminata_AF502576.1_
'—( Lycopersicon_esculentum_B10126

- Popuius_trichocarpa_EF148020.1
L - Fragaria_ananassa_U82086.1

| | Alge_ vera |

—
’T L [ Sandersonia_surantiaca AFATA05)

L Solanum_commersonii AF002667.1
[l , Glycine_max_AK286469.1
L Camellia_sinensis EUT14122.1
‘ Lycopersicon_esculentum_X54030
<8 Solamam_lycopersicum_AK324395,
l. Spinacia_oleracea [ 26243.1

b Zea mays AY109330.1

- TF Hor-=dm'__wfgar_=-e_AK2485JQM ]

Popukis_trichocarpa_XIA_0023325

Figura 6: Homologia de Aloe vera y otras especies. A) Cladograma realizado con el fragmento
de ubiquitina; B) Cladograma hecho con el fragmento de hsp70 secuenciado. Los recuadros rojos
sefialan Aloe vera, los recuadros azules indican las plantas monocotiledoneas. El codigo de cada
secuencia empleada se indica a continuacion de cada especie en los cladogramas (NCBI). Para
ambos casos se empled el programa ClustalW

3.2.3 Expresion de los genes ubiquitina, hsp70 en A.vera bajo estrés térmico
Con el objeto de determinar la expresion de los genes hsp70 vy ubiquitina de

plantas de A. vera sometidas a distintas temperaturas (25°C, 35°C, 40°C y 45°C), se
realizaron andlisis de RT-PCR. En la Figura 7 se muestra Ia fotografia tomada a un gel
donde se cargaron los productos de PCR para los genes de ubiquitina (196pb), hsp70

(609pb) y 18S(198pb) amplificados desde muestras foliares de plantas sometidos a los
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estrés térmicos mencionados. En el caso de ubiquitina se ve una banda mas intensa en el
carril donde se cargé la muestra correspondiente al tratamiento de 45°C, mientras en
hsp70 se observan 2 bandas de mayor intensidad, correspondientes a las muestras
tratadas a 40°C y de 45°C. El gen 18S se utilizé como control de carga, ya que su
expresion permanece constante, independiente de los tratamientos aplicados. Para todas
las pruebas de RT-PCR se realizaron controles positivos, negativos y sin RT (no

mostrados en la Figura 7) que dieron resultados equivalentes a los mostrados en |a Figura

4.
ubiquitina hsp70 188
_M 25 35 400 45° _25° _35° 400 as°  25° 35° 40 a5
600pb —» W i GE— S—
200ph — = L

Figura 7: Expresion de ubiquitinay hsp70 en plantas sometidas a estrés térmico. Se cargo el
producto de PCR proveniente de muestras de plantas sometidas a 25°C, 35°C, 40°C y 45°C. Se
muestran los dos genes analizados, primero ubiquitina, luego hsp70, y finalmente, el control 18S.
Todos los carriles fueron cargados con igual cantidad de producto de RT-PCR. El estandar de
peso molecular utilizado (M) es de 100 pb.

Se cuantificé la intensidad de las bandas registradas para cada réplica mediante el
programa Image J. En cada caso se utilizaron 3 plantas similares (réplicas biolégicas),
desde las cuales se obtuvo el RNA. A cada muestra se les realizé una transcripcion
reversay a partir de ésta se realizaron 2 replicas técnicas del RT - PCR. Por lo tanto, para
cada tratamiento se registraron 6 datos. Estas mediciones se resumen en la Figura 8, la
cual muestra 2 graficos. La Figura 8A ilustra la semi- cuantificacion de hsp70, mientras
que B la de ubiquitina. En A se observa una relacién proporcional entre el aumento de la

temperatura y el aumento de la expresion relativa del gen que codifica para hsp70, tanto
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en las puntas como en las bases de las hojas. Particularmente, en el caso de las puntas
hay una diferencia estadisticamente significativa entre el control y los dos tratamientos
mas extremos (40°C y 45°C), siendo los valores porcentuales similares para ambas
temperaturas.

En los anélisis de ubiquitina (Figura 8B), se observa una diferencia significativa
entre las puntas de las plantas control y las plantas sometidas a 45°C. no existiendo
diferencias significativas en los demas tratamientos, tanto en las puntas como en las
bases. Para esta medicion, se consideré como 100% a los valores correspondientes a las
plantas sometidas a 25°C, es decir, las plantas controles. Es por esto que los datos se
expresan en forma porcentual.

Los resultados mostrados en la Figura 8 permiten hacer comparaciones solo entre
cada tratamiento, para las puntas y las bases de manera independiente, por esto, para las

puntas se muestras las diferencias significativas con las letras a y b, mientras que para las

puntas conpy q.
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Figura 8: Expresion relativa de los genes hsp70 y ubiquitina en plantas sometidas a estrés
térmico. A) Expresién relativa de hsp70. B) Expresion relativa de ubiquitina. En los graficos
mostrados en esta Figura se consideré6 como 100% lo expresado por la planta control (25°C).
Los valores corresponden al promedio de 3 determinaciones independientes con sus
desviaciones estandar. Letras distintas denotan diferencias significativas con un p< 0,05 entre
tratamientos (Test de Tukey).
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3.2.4 Expresion de los genes ubiquitina, hsp70 en A.vera bajo estrés hidrico

Haciendo un andlisis similar al del estrés térmico. se determiné la expresién de los
genes de ubiquitina y hsp70 para muestras de plantas mantenidas por 3 meses con
distintos regimenes de riego (100%, 75%, 50% y 25% de CDC). El experimento se realizé
a una temperatura constante de 25°C. En la Figura 9 se presenta el gel con los
fragmentos amplificados por RT-PCR, donde es posible observar una banda mas intensa
en el tratamiento con 50% de CDC, tanto para hsp70 como para ubiquitina.

Para todas las pruebas de RT-PCR se realizaron controles positivos, negativos y

sin RT (no mostrados en la Figura 7) que dieron resultados equivalentes a los mostrados

en la Figura 4.
hsp70 ubiquitina 188
M 100% 75% 50% 25% 100% 75% 50% 25% 100% 75% 50% 25%
600pb —>
200pb —]

Figura 9: Expresion de ubiquitina y hsp70 en plantas sometidas a estrés hidrico. Se cargo el
producto de PCR proveniente de muestras de plantas sometidas a 100%, 75%, 50% y 25% de
CDC. En este gel se muestra primero hsp70, luego ubiquitina y finalmente 18S, el control de carga.
Todos los carriles fueron cargados con igual cantidad de producto de RT-PCR. Se utilizé un
estandar de peso molecular (M) de 100 pb .
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Figura 10: Expresion relativa de los genes hsp70 y ubiquitina en plantas sometidas a
distintos tratamientos hidricos (25%, 50%, 75% y 100% de las CDC). A) Expresion relativa de
hsp70. B) Expresion relativa de ubiquitina. En los graficos mostrados en esta Figura se considero
como 100% lo expresado por la planta control (25°C). Los valores corresponden al promedio de 3

determinaciones independientes con sus desviaciones estandar. Letras distintas denotan
diferencias significativas con un p< 0,05 entre tratamientos (Test de Tukey)
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En la Figura 10 se presenta la semi-cuantificacion de las bandas correspondientes
a cada fragmento de PCR (Figura 9). Es posible observar que la expresion del gen hsp70
aumenta significativamente con el estrés hidrico, tanto en las puntas como en las bases
de las hojas (Figura 10A).

En la Figura 10B, se observa que la expresion del gen de wbiquitina, aumenta
significativamente en las puntas de las hojas al disminuir la cantidad de agua
suministrada. En las bases no existen diferencias significativas entre los 4 tratamientos
hidricos.

Los resultados mostrados en la Figura 10 permiten hacer comparaciones solo
entre cada tratamiento, para las puntas y las bases de manera independiente, por esto,

para las puntas se muestras las diferencias significativas con las letras a y b, mientras que

para las puntas conpy q.
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3.2.5 Analisis de la expresién de los genes hsp70y ubiquitina de plantas sometidas
a estreés hidrico y térmico combinado

Para evaluar la expresion de los genes hsp70y ubiquitina de plantas sometidas a
estrés combinado de temperatura y déficit hidrico, se efectuaron ensayos de RT-PCR
semi-cuantitativo. El estrés combinado se hizo en plantas regadas con 50% y 25% de
CDC, las cuales se pusieron en una camara a 40°C y 45°C. En la Figura 11 se muestra
uno de los geles que se cargaron para realizar éste analisis. Aqui se observa que la
mayor expresion del gen de ubiquitina fue en el tratamiento de 25% de CDC a 45°C
(Figura 11A). La Figura 11B muestra la expresion del gen hsp70, donde se puede
observar que la mayor expresién es a 25% de CDC y 40°C. En la Figura 11C se ilustra la

expresion constante del gen 78S en estos tratamientos.

CDC (%) 75 50 25 75 75 50 50 25 25 .

T (°C) 25 25 25 40 45 40 45 40 45 °C- C* SRT
M

A
. ubiquitina
—

200pb 15 S e Sl

B

600 pb - ! e hsp70

- 188

200 pb—>

Figura 11: Expresion de los genes ubiquitina y hsp70 de plantas sometidas a estrés hidrico
y de temperatura. A) Gen de ubiquitina, B) Gen de hsp70. C) 18S, control de carga. Todos los
carriles fueron cargados con igual cantidad de producto de RT-PCR. M corresponde al estandar de
peso molecular de 100 pb. C-, control negativo C+, control positivo y S/RT, control sin transcriptasa
reversa.
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Figura 12: Expresion relativa de hsp70 respecto a la expresion del gen 18S de plantas
sometidas a estrés combinado. A) Expresién de hsp70 en las puntas de las hojas de Aloe vera.
B) Expresion de hsp70 en las bases de las hojas de Aloe vera. Se muestra el promedio de las
expresiones relativas a diferentes regimenes de riego de 3 analisis independientes con sus
desviaciones estandar. Letras distintas denotan diferencias significativas con un p< 0,05 entre
tratamientos (Test de Tukey).
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Figura 13: Expresion relativa de ubiquitina respecto a la expresién del gen 18S de plantas
sometidas a estrés combinado. A) Expresion de ubiquitina en las puntas de las hojas de Aloe
vera. B) Expresion de ubiquitina en las bases de las hojas de Aloe vera. Se muestra el promedio de
las expresiones relativas a diferentes regimenes de riego de 3 andlisis independientes con sus
desviaciones estandar. Letras distintas denotan diferencias significativas con un p< 0,05 entre
tratamientos (Test de Tukey).
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En la Figura 12 y 13 se muestran respectivamente, la cuantificacién de hsp70y de
ubiquitina. Se grafico la cantidad de producto de PCR registrada para hsp70 o ubiquitina

frente a la de 78S correspondiente, con el fin de obtener una expresion calibrada.

En la Figura 12 se observa que la mayor expresion para hsp70, tanto en puntas
como en bases, se registra en el tratamiento de 25% de CDC y 40°C. Por otro lado, la
expresion del gen de ubiquitina es maxima en las condiciones de 25% de CDC y 45°C

para las puntas, mientras que para las bases es la de 25% de CDC y 40°C (Figura 13).

Tabla 5: Determinacién de la diferencias entre puntas y bases para el gen de hsp70. En esta
Tabla se informa las diferencias significativas entre |a expresion de hsp70 en puntas y bases para
cada tratamiento. Los tratamientos se expresan como % de CDC - T°. ns indica que entre las
puntas y bases de esos tratamientos no hubo diferencias significativas, * ** *** indican diferencias
significativas, desde menos a mas diferencias(Test de Tukey, p<0,05)

Puntas 25% 50% 75% 75% 75% 50% 50% 25% 25%

25° 25° 257 40° 45° 40° 45° 40° 45°
Bases
25% 25° ns ns Ns ns ns ns ns Ns ns
50% 25° ns ns Ns ns ns ns ns Ns ns
75% 25° ns Ns ns ns ns ns ' ns
75% 40° ns ns Ns ns ns ns ns Ns ns
75% 45° ns ns Ns ns ns ns ns Ns ns
50% 40° ns ns ns ns ns ns Ns
50% 45° ns Ns ns ns ns i ns
25% 40° ot - s Ns
25% 45° ns ns ns ns ns ns Ns ns
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Tabla 6: Determinacion de la diferencias entre puntas y bases para el gen de ubiquitina. En
esta Tabla se informa las diferencias significativas entre Ia expresion de ubiquitina en puntas y
bases para cada tratamiento. Los tratamientos se expresan como % de CDC - T°. ns indica que
entre las puntas y bases de esos tratamientos no hubo diferencias significativas, *, **, *** indican
diferencias significativas, desde menos a mas diferencias(Test de Tukey, p<0,05)

Puntas 25% 50% 75% 75% 75% 50% 50% 25% 25%

25° 25° 25° 40° 45° 40° 45° 40° 45°
Bases
25% 25° ns ns Ns ns ns ns ns Ns
50% 25° ns ns Ns ns ns ns ns Ns
75% 25° ns ns Ns ns ns ns ns ns
75% 40° ns ns Ns ns ns ns
75% 45° ns ns Ns ns ns ns ns
50% 40° ns ns Ns ns ns ns Ns ns
50% 45° ns ns Ns ns ns ns ns ns
25% 40° vas - ns Ns ns
25% 45° ns ns Ns ns ns ns Ns ns

Las Tablas 5 y 6 muestran en que condiciones de tratamiento existe diferencia
significativa entre la expresion de los genes hsp70 y ubiquitina en las puntas y las bases
respectivamente. En la Tabla 5 se observa que las bases de las hojas correspondientes al
tratamiento de 25% de CDC y 40°C presentan diferencias significativas con casi todos los
tratamientos de las puntas.

En la Tabla 6, la expresién de las bases en el tratamiento de 25% de CDC y 40°C
muestra diferencias significativas en 6 de los tratamientos presentados para puntas.
Ademas, la expresion de puntas en el tratamiento de 25% de CDC y 45°C exhibe

diferencias significativas con 5 de los tratamientos.
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DISCUSION

4.1 Caracteristicas fenotipicas de plantas de Aloe vera sometidas a estrés hidrico.

En la Figura 2, donde se muestra la diferencia entre los fenotipos de plantas
sometidas a 75% y 25% de CDC, se observan claramente los efectos causados por los
distinfos regimenes hidricos. Esto concuerda con los multiples estudios que sefalan al
estrés abibtico y en especial al hidrico, como uno de los mayores responsables de las
perdidas de rendimiento y por dafios de cultivos (Boyer, 1982, Wang vy cals, 2003, Mittler
y cols., 2006 y Kotak y cols., 2007).

Dependiendo de las diferencias en comportamiento del aparato fotosintético,
durante la desecacion se distinguen dos grupos de plantas tolerantes a esta agresion, las
tolerantes a la desecacion homocloréfilas (HDT, de su sigla en inglés homochlorophyilous
desiccation toleranf) y las tolerantes a la desecacién poiquiloclorofilas  (PDT
poikilochlorophylious desiccation tolerant). La mayor diferencia entre las plantas HDT y
PDT es que durante la desecacion el aparato fotosintético de las HDT se mantiene en una
forma recuperable, es decir no se ve afectado ireversiblemente p or la desecacion,
mientras que en las plantas PDT, la clorofila y el sistema de tilacoides se degradan y
necesitan ser reconstruidos completamente, lo que implica un mayor gasto energético
para la planta, lo que no siempre se logra realizar, desencadenandose la muerte de |a
planta (Yordanov y cols, 2003). Los distintos fenotipos mostrados por las plantas de aloe
en los diferentes tratamientos hidricos (Figura 2) dan indicios de que estaria siendo
afectado el aparato fotosintético de ia planta, dado que cambia de color verde a rojizo, lo
que sugiere que existe una redistribucién de pigmentos o una degradacion de clorofila,

producto del dafio oxidativo que conlleva el estrés hidrico (Alexieva y cols., 2001).
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Paralelamente, en el laboratorio, se demostré [a rapida recuperacion de una planta de
Aloe vera sometida a déficit extremo. Plantas regadas por tres meses con el 25% de
CDC, se pasaron a un riego de 100% de la CDC. En sélo dos semanas las plantas
presentaban el color verde de una planta mantenida en condiciones controles,
recuperando la turgencia y aspecto normal de sus hojas. Por lo tanto, de acuerdo a las
apreciaciones fenotipicas, aloe vera corresponderfa a plantas HDT, segun la clasificacion
de Yordanov y cols, 2003. De esta forma es posible recuperar cultivos mal mantenidos
actualmente, tanto por déficit hidrico cémo por exceso de riego, estas apreciaciones son
sélo fenotipicas, se deben corroborar con el analisis molecular que posteriormente se
expone.

Para cuantificar el efecto del estrés hidrico en Ia planta se midié el largo y ancho
de las hojas. Con estos datos se determiné las areas foliares correspondientes a las hojas
en cada tratamiento hidrico. Los valores calculados expresan el aumento de la superficie
de [a hoja, obteniéndose un 47% de diferencia entre el 4rea de las hojas correspondientes
a las plantas regadas con mayor y menor cantidad de agua. Si se analiza por separado
ambos parametros, las hojas con mayor longitud son las regadas con 100% de capacidad
de campo, mientras que las que tienen una base més ancha son las de 75% de CDC,
valor estadisticamente similar al registrado para las plantas con 100% de CDC. Por lo
tanto existiria una variacion mayor en el largo que en el ancho de las hojas (Tabla 3).

Otra manera de evaluar el efecto de los distintos tratamientos hidricos en las
plantas de Aloe vera, es cuantificar el peso seco y fresco del gel, ademas de determinar la
cantidad de agua que presentan las hojas. Esto permite determinar el riego con el cual se
podra tener mayor rendimiento tanto en peso fresco como en peso seco. Lo cual tiene un

alto valor comercial.

53




De acuerdo a los resultados obtenidos, el tratamiento hidrico que producia
mayores cantidades de gel, es el de 75% de CDC, sin embargo no se ha estudiado si la
calidad y composicion del gel varfa con los distintos tratamientos hidricos. Antecedentes
obtenidos paralelamente en el laboratorio de la Dra Liliana Cardemil, demuestran que la
concentracion de los carbohidratos se incrementa de forma significativa en el tratamiento
con 25% de CDC con respecto al de 100% de CDC, aumentando ademés los fructanos
presentes. Obviamente la disminucion de agua conlleva una concentracién de los
azucares presentes y probablemente una mayor sintesis de estas moléculas para
asegurar una ¢ antidad de moléculas de agua suficiente para evitar la desecacion.
Seguramente este aumento que se registré a 75% de CDC se podria deber, ademas del
agua en su mayor proporcion, a otras moléculas distintas a los azucares, tales como
betainas o prolina, que en investigaciones posteriores serian interesantes de estudiar,
para determinar la composicién y calidad del gel, dependiendo de las moléculas de
interés particular, que se produce con cada protocolo de riego.

El peso fresco del gel (pfg) resulta mayor en el tratamiento de 100%, al igual que
la cantidad de agua, sugiriendo que el pfg depende directamente de ia cantidad de agua
presente en el gel, mas que de la cantidad del gel. Para comprobar esto se realizé un
analisis de Pearson, determinandose la correlacion entre el pfg con la cantidad de agua (r
de Pearson= 0,9998, correlacion estadisticamente significativa con un a=0,05) y el pfg
con el peso seco de este mismo (r de Pearson= 0,7449, correlacién estadisticamente no
significativa con un a=0,05). De acuerdo a este andlisis estadistico, existe una correlacion
en ambos casos, sin embargo la correlacién entre el pfg y la cantidad de agua,
naturalmente es mayor que la correlacion entre g peso fresco del gel (pfg) v su peso
seco, de acuerdo al r de Pearson. De esta forma, el riego que se le proporcione a los

cultivos de A.vera es el factor de mayor peso para obtener mayores rendimientos de
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tejidos frescos que es una de las formas en las cuales se comercializa esta planta. En
especial debido a que para preparar algunas cremas y suplementos alimenticios se utiliza
directamente el gel, mas alla que el tejido liofilizado. Para aquellas preparaciones que
necesitan el gel liofilizado también resulta importante el riego, sin embargo, la mayor

concentracion de azucares se da en plantas con el menor riego.

4.2 Analisis molecular

Con el objetivo de determinar la expresion génica de hsp70y ubiquitina e n
condiciones de estrés combinado de calor y sequia se realizé RT-PCR semi-cuantitativo,
técnica adecuada para este propésito debido a que entrega sensibilidad y especificidad
en la determinacion de la acumulacién de mRNAs (Dean y cols, 2002).

El analisis de RT-PCR se debe realizar en la fase exponencial de amplificacion,
debido a que en esta fase hay una relacidn lineal entre cantidad del oligo molde y el
producto final, relacién que se pierde al alcanzar la fase de saturacién (plateau) del PCR,
correspondiente a los Ultimos ciclos. De lo contrario, este andlisis serfa cualitativo mas
que cuantitativo. Una forma simple para prevenir una amplificacion excesiva, es realizar
PCRs a distintos ciclos y definir en cudl de ellos se observa amplificacién exponencial
(Dean y cols, 2002 y Al-Bader y Al-Sarraf, 2005). En este seminario se determing que el
namero de ciclos éptimo para la amplificacién de hsp70 es 36, mientras que para
ubiguitina y el control de expresion interna 78S (mRNA ribosomal 18S) son necesarios 30
ciclos {Figura 2).

Los fragmentos de cDNA amplificados clonados y secuenciados para genes de
fhisp70 y de ubiquitina son muy Utiles para determinar la relacién que presenta Aloe vera

con otras especies. Por esto, con [as secuencias de hsp70 (609pb) y ubiquitina (196ph)
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se realizaron los cladogramas, utilizando el programa de alineamiento Clustal W,
mostrados en la Figura 5. Segun este analisis, el gen de la ubiquitina amplificado se
encuentra dentro del grupo de las monocotiledéneas, como el trigo, el maiz o el arroz, lo
cual concuerda con su clasificacion cientifica. Sin embargo hsp70 se situd entre
monocotiledoneas y dicotiledéneas, lo cual era bastante probable, debido a que el
fragmento de hsp70 amplificado coresponde a una porcién ampliamente conservada del
gen, esto porque se disefiaron partidores desde una regién conservada entre varias
especies, determinado por un alineamiento mdltiple (datos no mostrados). Ademas, se ha
reportado que este gen presenta una alta conservacién entre todas las especies y reinos
(Vierling 1991).

Para realizar una adecuada semi-cuantificacion se debe contar con un buen
control interno de amplificacién. Para este fin se escogid el gen 78S porque se ha
demostrado que su expresién se mantiene constante, independiente de las condiciones a
las cuales se someten las plantas (Al-Bader y Al-Sarraf, 2005). Ademas, en nuestros
experimentos comprobamos que su expresién se mantuve constante en las plantas
sometidas a los distintos estrés.

Cabe destacar que el gen de ubiquitina presenté mas de un fragmento amplificado
en los fratamientos de estrés hidrico y al amplificar con un elevado nimero de ciclos. Esto
ocurre debido a que es un poligen (poliubiquitina), que posee secuencias repetidas o
duplicadas (Sharp y Li, 1987). Este comportamiento no se da en todas las muestras
empleadas, por lo tanto, con el objetivo de estandarizar la cuantificacién solo se considerd
la banda amplificada de menor tamario (196pb), en base al fragmento que se espera

amplifiquen los partidores disefiados.
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Una vez que se discutieron las condiciones Optimas para realizar el analisis
molecular de forma seria, a continuacién se discuten los resultados obtenidos en la
cuantificacion de los productos génicos de hsp70 y ubiguitina.

Con el fin de determinar si existe alguna diferencia entre la expresion génica de
los genes hsp70 y ubiquitina al ser sometidos a estrés térmico, a estrés hidrico y su
combinacion (hidrico previo al térmico), fue necesario realizar experimentos fisiolagicos de
ambos estrés por separado y posteriormente experimentos con estrés combinado. Luego,
todas las muestras fueron analizadas por RT-PCR semi-cuantitativo, determinando la
expresion de los genes hsp70 y ubiquitina. Para establecer sj existen diferencias
estadisticamente significativas entre los distintos niveles de expresion, se realizd el
analisis de varianza ANOVA y posteriormente el Test de Tukey, para identificar entre
cuales tratamientos habia diferencia.

Los andlisis realizados para los experimentos de estrés térmico sefialan que en la
expresion de Asp70 existe un incremento gradual en puntas y bases a medida que se
aumenta la temperatura.

La expresion del gen es estadisticamente similar para 25°C y 35°C, aumentando
significativamente a los 40°C y 45°C. Esto indicaria que en los tratamientos de 25°C y
35°C, la planta es capaz de sobreponerse al estrés generado con sus niveles basales del
gen hsp70. Sin embargo, al aumentar [a temperatura a 40° C, los niveles de expresién de
hsp70 a umentan, entonces, ésta seria la temperatura desde la cual se induciria la
respuesta heat shock. Lo anterior concuerda con la lteratura, donde se reporta la
acumulacion de mRNA de hsp70 en tabaco (Rizhsky y cols. 2002) y Arabidopsis (Rizhsky
y cols. 2004) sometidas a estrés térmico. Estos resultados se complementan con estudios

realizados en plantas transgénicas que sobreexpresan los factores de transcripcion HSF1
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y HSF3, los cuales inducen la expresion de genes heat shock y generan termo-tolerancia
(Wang y cols, 2003).

Para ubiquitina no se registré una modificacidn sustancial en su expresion en los
distintos tratamientos, a excepcion de las bases de las hojas sometidas al tratamiento de
45°C presentan una diferencia estadisticamente significativa con los otros grupos
experimentales. En los estudios de Rizhsky y cols. 2004, realizados con microarreglos, se
encontrd una acumulacién de mRNA de genes de estrés térmico como hsp70, hsp100,
ubiquitina, fosfatasa 2C inducida por acido abscisico, la fosfatasa trehalosa-6-fosfato efc.
en plantas de Arabidopsis sometidas a estés térmico. A partir de los resultados obtenidos
de los tratamientos de estrés térmico se determing que 40°C y 45°C eran las
temperaturas adecuadas para lograr observar un sfecto conjunto significativo al aplicar un
estrés hidrico adicional (estrés combinado).

El andlisis para las plantas sometidas a déficit hidrico sefiala que los tratamientos
hidricos que inducen una mayor expresion de hsp70 son los de 50% y 25% de CDC para
puntas y bases. Ademas, se observé un aumento paulatino en la expresion desde los
tratamientos con mayor a menor riego, seguramente debido a que la planta al disponer de
menos agua, necesita desplegar una magquinaria de defensa articulada por las proteinas
de estrés térmico induciéndose una transcripcion mayor a la basal. Segtin la literatura, la
expresion de hsp70 se ve incrementada en condiciones de déficit hidrico (Rizhsky y cols.
2002, Wang y cols, 2003 y Rizhsky y cols. 2004). Para el gen de ubiquitina la mayor
expresion se obtuvo en el tratamiento de 50% de CDC, lo cual concuerda con un aumento
en [a expresion de este gen en condiciones de estrés hidrico en plantas de Arabidopsis
(Rizhsky y cols. 2004). Segtin los resultados obtenidos a partir de los tratamientos de
estrés hidrico se determind que 50% y 25% de la CDC eran las mejores opciones para

realizar el estrés combinado. Sin embargo, es curioso que la expresion del gen de
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ubiquitina es mayor al 50%CDC que a 25%CDC. Este efecto se debe a que el volumen
de agua suministrada a la planta es insuficiente (25%CDC), lo que induce en ella un
estrés severo por déficit hidrico perjudicial. Llevando a la planta a una condicién casi letal,
es decir su limite de supervivencia. L

En general, los resultados obtenidos para los experimentos de esirés térmico e
hidrico son similares a los documentados en el proyecto de Seminario de Titulo de
Claudia Huerta. En este seminario se analizé la expresién del gen de hsp70 de puntas de
hojas comrespondientes a plantas cultivadas en condiciones de campo (estres hidrico) y
plantas mantenidas en el laboratorio para estrés térmico, donde se sometieron hojas a
estrés temmico en bafios de agua. La expresion resulté ser mayor para los tratamientos de
40°C y 45°C. Los andlisis de estrés hidrico que se realizaron, también provienen de
plantas cultivadas en campo, regadas con cuatro tratamientos hidricos, T1: 8L/ha/15dias;
T2: 6L/ha/15 dias; T3: 4L/ha/15dias, y T4: 2L/haf15dias. Determinandose una mayor
expresion de hsp70 en T3 y T4. Estos tratamientos, son similares a los empleados en
este seminario de titulo con la diferencia de que este se realizé enteramente con plantas
completas dentro del laboratorio, lo cual reafirma los andlisis realizados y los resultados
obtenidos.

El objetivo central de este trabajo es determinar si existe alguna diferencia entre la
expresion de hsp70 y ubiquitina en plantas sometidas a estrés hidrico y térmico por
separado o al combinar estos dos experimentos. Para esto, se seleccionaron los
tratamientos que presentaron una mayor expresién génica en los experimentos de estrés
térmico (40°C y 45°C) y los que indujeron mayor expresion génica en plantas con déficit
hidrico (50% y 25% de CDC). En la Figura 11A se observa que para ubiquitina los
tratamientos que presentan mayor expresién son los de 25% CDC — 25°C, 50% CDC -

40°C y 25% - 45°C. Esto se puede observar mas claramente al graficar la expresioén
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relativa de ubiquitina de todas Ias réplicas realizadas, tanto para las puntas (Figura 13A),
como para bases (Figura 13B). En general, para todos los tratamientos hay un aumento
con respecto al control (75%CDC - 25°C). Ademas, la expresion obtenida para ias
plantas sometidas a estrés combinado es mayor que en las sometidas sélo a estrés
termico o sélo a estrés hidrico. Si se comparan las expresiones relativas para ubiquitina
en algunos tratamientos claves estresantes hidricos y termicos (25%CDC-25°C y 75%-
40°C respectivamente), con la expresion de los tratamientos combinados, se ve que estos
Ultimos registran una expresién que corresponde aproximadamente a la adicién de Ia
registrada para los experimentos hidricos y térmicos por separado. Esto Ultimo estaria
indicando que existe una comunicacién cruzada de algunos de los elementos
moleculares. Sin embargo, las vias moleculares que desencadenan el déficit de agua y el
calor para este gen en su mayoria serian diferentes. Esto tltimo se correlaciona con lo
encontrado para mRNAs en tabaco por Rizhsky y cols.(2002) donde se ve que algunos
genes de la respuesta heaf shock presentan una expresién mucho mayor en plantas
estresadas con deficit hidrico y calor que en plantas sometidas a alguno de los dos estrés
por separado.

La Figura 11B muestra que los tratamientos con mayor expresion para hsp70
resuitaron ser los de 75%CDC — 40°C, 50%CDC — 40°C, 25%CDC- 40°C y 25%CDC -
45°C. Las expresiones promedio obtenidas desde todas las réplicas realizadas se
muestran en la Figura 12, tanto para puntas (A), como para bases (B). La expresion
obtenida para las plantas sometidas a estrés combinado es mayor que [a obtenida para
las plantas sometidas soélo a estrés térmico o sélo a estrés hidrico, con excepcion del
tratamiento 50%CDC — 45°C que en las puntas y las bases registra una expresion similar
al control. Al comparar la expresién para 25%CDC combinada con 40°C y 45°C, se ve

una disminucion de la tasa de acumulacién de transcrito. Una posible explicacién para
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esto es que al someter plantas previamente sometidas a estrés hidrico a una temperatura

de 45°C, se induciria la degradacién del mRNA de hsp70.

Al comparar las expresiones relativas para hsp70 en algunos tratamientos
estresantes claves hidricos y térmicos (25%CDC-25°C y 75%-40°C respectivamente),
con la expresién, en los tratamientos mixtos, se ve que estos Ultimos registran una
expresion un poco mayor a la de los experimentos hidricos y térmicos por separado,
aungue en ningln caso representando la adicion de la expresion de las plantas sometidas
a los tratamientos por separado. Esto Gltimo estarfa indicando que las vias moleculares
que serian activadas por el déficit de agua y el calor para este gen son, en gran parte,
similares. Seguramente existe un porcentaje de esta respuesta que implica vias
especificas del estrés combinado. Un fenémeno similar se ha registrado para genes que
codifican para proteinas de estrés térmico en Arabidopsis (Rizhsky y cols. 2004). En los
resultados mostrados por Rizhsky y cols., (2004) se muestra que parte de los genes
transcritos en estrés hidrico, son compartidos en estrés térmico y también al mezclar

ambos tipos de estrés.

Con el objetivo de evaluar el posible efecto del potencial hidrico y [a exposicion de
luz diferencial en la expresién de los genes hsp70 y ubiquitina en las hojas de Aloe vera,
todos los analisis se realizaron tomando muestras de puntas y bases. Para determinar si
existe una expresion significativamente diferente en puntas y bases se realiz6 un anélisis
de varianzas (ANOVA) y un Test de Tukey, para los genes de hsp70 y ubiguitina,
mostrados respectivamente en las Tablas 5 y 6. En general se determiné para hsp70 que
la expresién es similar tanto en puntas como bases, con excepcién del tratamiento

25%CDC - 40°C donde en las bases se presenta una diferencia sustancial de expresién
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con practicamente todos los tratamientos de las puntas. Para ubiquitina, la situacion es
equivalente, sin embargo, el tratamiento de 25%CDC - 45°C de puntas resulta ser
significativamente distinto entre las puntas y algunos tratamientos de las bases. Por lo
tanto, el potencial hidrico diferencial y la diferente exposicion a la luz no estaria afectando
la expresién de los genes estudiados al evaluar su efecto a lo largo de la hoja.
Paralelamente, el Investigador José de La Torre, determind que para plantas de Aloe
vera, el potencial hidrico varia en los distintos tratamientos hidricos (100%CDC: - 0,208;
75%CDC: - 0,268; 50%CDC: -0,273 y 25%CDC: - 0,288), lo cual es una evidencia clara
de [a mayor o menor presencia de agua en éstos organos y seria un pardmetro adicional
capaz de reflejar de manera precisa el estrés hidrico que ocurre en las hojas de Aloe
vera,

En resumen, el gen wbiquitina presenta una respuesta mas compleja
molecularmente hablando, al compararse con la de hsp70 debido a que requiere de la
activacion y catalizacién de las proteinas E1, E2 y E3 (Dreher y Callis, 2007) . Entonces,
para producir una respuesta completa, se deben transcribir varios genes, distinto de lo
que ocurre con la familia de las HSP, donde por si solas son capaces de prevenir [a
agregacion proteica (Goloubinoff y De Los Rios, 2007) como una manera de disminuir la
energia entropica local que se genera en cada porcioén de las proteinas desplegadas. En
cuanto a la energia de funcionamiento de cada proteina, ambas son dependientes de
ATP, sin embargo ubiquitina necesita de una activacién mediante un enlace tiol de alta
energia para poder ser cedida a las proteinas dafiadas. Por lo tanto, se presume que esta
seria la razon a los resultados obtenidos, donde, la respuesta molecular para el estrés
hidrico y térmico es independiente para ubiguitina, mientras que hsp70, al ser un sistema
mas simple es mas probable €] efecto de conversacién crusada {cross talking) en la

respuesta a ambos estreses. Explicando de esta forma un efecto aditivo en Ia expresion
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de los mensajeros de ubiguitina en el estrés combinado y un efecto equivalente en el
estrés térmico, hidrico y combinado para hsp70. Sin prejuicio de que para ambos genes,
en general haya una expresién mayor en estrés combinado que Ia registrada para los
estreses por separado, debido a que las plantas seguramente se fratan de defender con
la mayor capacidad que poseen sus vias de respuesta moleculares.

Después de desarrollar toda Ia investigacion, se cuentan con resultados
fisiologicos y moleculares, los primeros indican que el mejor volumen de riego para
obtener el mayor rendimiento es75% de la CDC, sin embargo la mayor expresion de
mRNA ocurre en los tratamientos con mayor estrés, tanto por separado como cuando
ambos se combinan. Los resultados obtenidos se puede inferir que posiblemente los
genes estudiados repararian las moléculas de proteinas de la planta fundamentales para
sobrevivir al estrés térmico, hidrico ¥y su combinacién. Por lo tanto se abre Ia posibilidad
cierta de un manejo genético de la planta de Aloe vera para aumentar rendimiento
economico en Chile, sobreexpresando ambos genes, seguramente, con mas probabilidad
de exito con hsp70, debido a que para ubiquitina se necesitan mas componentes
moleculares para realizar una respuesta efectiva. Posiblemente de esta forma desplazar
le mejor rendimiento desde el 75% CDC a menos cantidad de agua. Estableciéndose un
equilibrio mas eficiente entre la falta de agua y el bien estar de las proteinas presentes en
la planta. Ofro aspecto que es posible blanco a mejorar genéticamente son los
mecanismos moleculares que le permiten a la planta almacenar més agua, resistiendo a
las condiciones adversas que aumentan actualmente debido al calentamiento climatico,
manteniendo un buen pfg y un correcto funcionamiento de la maquinaria proteica de Ia
planta en general. Esto hace referencia a las distintas enzimas que regulan ia produccion

de distintos azucares, mananos, acetomananos, prolina, betainas, etc.
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CONCLUSIONES

Con los resultados obtenidos en este seminario de titulo, es posible sefialar las
siguientes conclusiones:

Al evaluar el efecto del déficit hidrico en plantas de Aloe vera se determing que el
déficit de agua afecta directamente el tamafio de sus hojas, ademas de que el pfg se
correlaciona con la cantidad de agua presente en el gel. Estableciéndose que el régimen
hidrico que proporciona mejores rendimientos en |a cantidad de gel, es el de 75% de CDC
este finalmente se traduciria en los mejores rendimientos econdmicos.

Las pruebas de RT-PCR semi-cuantitativo permitieron determinar que cuando se
somete a plantas de Aloe vera a esirés térmico, las temperaturas que inducen mayor
expresion del gen de hsp70 son 40°C y 45°C. Para el gen de ubiquitina la mayor
expresion se registro a los 45°C.

Al someter plantas de Aloe vera a déficit hidrico se determing mediante ensayos
de RT-PCR semi-cuantitativo, que el régimen hidrico que induce mayor expresion del gen
fisp70 y el gen de ubiquitina es el de 50% de CDC.

En plantas sometidas a estrés hidrico y térmico combinados se determind una
mayor expresion para el gen de hsp70 en el fratamiento de 25% de CDC y 40°C para las
puntas y las bases. Mientras que para el gen de wubiguitina, la expresion es mayor en
condiciones de 25% de CDC y 45°C para las puntas y de 25% de CDC y 40°C para las
bases,

Los resultados demuestran que una temperatura de 45°C, en conjunto con un
alglin déficit de agua, resulta en una disminucion de Ia ‘expresion del gen de hsp70en la

planta de Aloe vera.
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La expresion de hsp70 y ubiquitina es homogénea en las puntas y en las bases,
por lo que el potencial hidrico diferencial, el desarrollo de la fotosintesis y la exposicion a
la luz no afectan dicha respuesta frente a estrés hidrico y térmico.

En conclusién, los resultados obtenidos indican que las vias moleculares que
desencadenan el déficit de agua y el estrés térmico para el gen de hsp70 en su mayoria
son las mismas. Mientras que la acumulacién de mensajero cuantificada para el gen de
ubiquitina en los distintos tratamientos indica que en gran parte, el estrés térmico e hidrico
induce componentes moleculares distintos que explican la expresion de ubiquitina.

Este seminario de titulo se enmarca en la nvestigacién de la respuesta molecular
y fisioldgica de Aloe barbadensis Miller frente al estrés térmico e hidrico, en condiciones
similares a las condiciones de las regiones donde se cultiva la planta. Para, en el futuro
desarrollar, con los antecedentes logrados, un protocolo de manejo agricola eficiente del

uso del agua para el cultivo de esta planta.
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