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AUTOBIOGRAFIA

Naci el 10 de octubre del afio 1984 en el Hospital de la
Universidad Catdlica, en lo que podria decir fue el primer gran
logro de mi vida; esto porque, diez dias antes de mi
nacimiento, mi madre - que llevaba a mi hermano de 4 afnos y
medio al doctor - rodé por las escaleras desde un cuarto piso.
Mientras ella debié ser operada al romperse su brazo en la
caida, yo ni siquiera adelanté el dia para mi llegada al mundo,
naciendo el mismo dia que fue previsto por el doctor meses
antes del accidente, en lo que hoy pareciera ser un adelanto
de mi personalidad actual - claramente no tenia ningun apuro
en llegar.

Desde aquel dia he vivido junto a mi familia viviendo
una infancia tranquila y sin grandes sorpresas. Algo de eso
cambié en los siguientes afios. Desde septimo basico hasta
cuarto medio estudié en el Liceo N°7 de Nifias de Providencia,
en donde pasé los mejores afios de mi vida, fue ahi donde conoci a las que hasta el
dia de hoy son mis mejores amigas, y donde mis ganas por aprender nuevos temas en
las distintas areas del conocimiento comenzaron a verse satisfechas aunque, junto con
querer aprender aleman y muchas otras cosas, también aprendi a llegar tarde. Muchos
de los recuerdos mas felices que tengo se remontan a aquellos afios, en compania de
mis amigas y sin las presiones ni responsabilidades que los afios venideros traerian.

Llegado el momento de salir del liceo y decidir por el camino que seguiria los
siguientes afios de mi vida, podria decirse que segui un protocolo poco convencional.
El dia de las postulaciones aun no tenia clara mi decision y, debatiéndome entre las
dos opciones que mas llamaban mi atencion (Biotecnologia y Bioguimica), preferi dejar
la decisién a un juego de cachipun entablado con una amiga en el lugar donde se
realizaban las postulaciones. El resultado fue favorable para biotecnologia, pero dias
después parecia que el azar habia tomado una eleccion en conflicto con mi destino, ya
que al salir los resultados de las postulaciones apareci primera en la lista de espera
para biotecnologia. Casi de forma increible el azar justificé su decision cuando la lista
corrié un lugar, permitiéndome matricularme en la carrera.

A la luz de los buenos resultados que he obtenido a lo largo de estos afios en la
Universidad, de todo aquello que he aprendido tanto en clases como dentro del
laboratorio y, de la gente que me ha tocado conocer en el camino, y de todos los
amigos que he hecho dentro de la universidad, parece claro que la opcion fue
realmente la mejor de todas.
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“A mis padres,
por toda la dedicacion,

el esfuerzo y el carifio que han puesto en mi.
Los adoro”
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RESUMEN

Aloe vera, es una planta de gran interés comercial, debido a las grandes
propiedades que se le han atribuido: favorece la cicatrizacion, posee accion
antibacteriana, antioxidante. Su mayor uso se encuentra actualmente en la industria
cosmetologica, farmaceutica y dltimamente entrando fuertemente a la industria
alimenticia.

Esta es una planta monocotiledonea y de metabolismo CAM, por lo gque esta
naturalmente adaptada a condiciones de bajo recurso hidrico siendo asi cultivable en
terrenos semidaridos del norte de Chile, donde la escasez de agua y las altas
temperaturas son condiciones de estrés para cualquier organismo. Sin embargo, para
optimizar su cultivo en esta zona, se debe estudiar los mecanismos de tolerancia que
posee esta planta, sus limites de tolerancia y la mantencion de sus propiedades bajo
estas condiciones. Debido a que lafalta de agua aumentara en los proximos afios, estos
estudios podran determinar las condiciones letales y subletales que puede resistir Aloe
vera, para aconsejar a los agricultores los niveles optimos de riego para esta planta.

Los resuitados de este seminario muestran, que en condiciones de estrés hidrico,
s6lo se produce una disminucion en el contenido de agua en los tejidos fotosintéticos de
las puntas de las hojas de Aloe vera cuando el estrés es exiremo. Ademas, la
disminucién de la disponibilidad de agua produce una disminucién en la cantidad de
proteinas presentes en las hojas de las plantas.

Bajo condiciones de estrés se puede producir un aumento de las especies
reactivas del oxigeno (EROS), los cuales son removidos por diversos mecanismos de
defensa en la célula vegetal. Uno de los componentes de este mecanismo corresponde

a la enzima superoxido dismutasa (SOD), la cual cataliza la conversion del anion




superéxido a peréxido de hidrégeno y agua. En este seminario, se encontré que Aloe
vera posee 2 clases de isoenzimas de SOD del tipo Cu/Zn-SOD y Mn-SOD,
encontrandose 5 isoformas del tipo Cu/Zn-SOD y una del tipo Mn-SOD. La actividad de
la enzima fue medida como actividad especifica (U/mg proteina) y como actividad total
(Ulg tejido seco), encontrandose que en general existe una mayor actividad SOD en las
puntas de las hojas que en las bases, y se encontré que existe un aumento de la
actividad en hojas de plantas cuando existe un mayor estrés hidrico. Por otra parte, se
observa que el aumento de actividad SOD en las puntas de las hojas no es dada por el
tipo Mn-SOD, dado que la acumulacion de ésta disminuye en esta zona de la hoja; en
cambio existe una mayor acumulacion de esta isoenzima en las bases de las hojas que
en las puntas, pero disminuye drasticamente en plantas sometidas al tratamiento hidrico
mas extremo.

Luego, el mayor nivel de actividad superéxido dismutasa ocurre en plantas con un
nivel de riego medio. Un menor riego produce bajos niveles de acumulacién de proteinas

y agua en los tejidos fotosintéticos y una baja acumulacion de isoformas Mn-SOD.,




ABSTRACT

Aloe vera, is a plant with great commercial interest because. of the amount of
properties that have been described, like foster healing, antibacterial action and
antioxidant. Their increased use is currently in the pharmaceutical and cosmetologic
industries, and recently entering strongly to the food industry.

This is a monccotyledone plant with CAM metabolism, which is naturally adapted
to low water conditions, and can be grown in semi-arid lands of north of Chile, where
water shortages and the high temperatures are stress conditions for any organism.
However, to optimize this plant's cultivation, studies about the tolerance to the water
stress must be done. Due to the water will be more scarce in the hext coming years, and
we can know the sublethal and lethal limits of this plant to water deficits and to advise
agriculture about irrigation regimes for A. vera.

This work determined that under maximum conditions of water stress, there was a
decrease in the water content of photosynthetic tissues of the tips of the leaves of aloe
vera. In addition, the decrease in the availability of water causes a reduction in the
amount of protein present in the leaves of plants.

Under conditions of stress an increase in reactive oxygen species (ROS) can be
produced, but the plants have mechanisms of defense against these, being one of its
components the enzyme superoxide dismutase (SOD), which catalyzes the conversion
of superoxide anion to hydrogen peroxide and water. In this work was found that Aloe
vera has 2 types of multiple forms of SOD type Cu/Zn-SOD and Mn-SOD, while 5
isoenzymes are Cu/Zn-SOD type and only one is Mn-SOD type. In general there was a
greater SOD total and specific activity in the tips of the leaves of plants than in the bases

of these, and was found that there was an increase in this activity in leaves of plants




under water stress. Moreover, was found that the increase in SOD activity in the tips of
the leaves is mainly by the Cu/Zn-SOD isoforms rather than Mn-SOD type, because this
form has a decrease in its expression in water stress conditions as we saw by Western
Blot analysis, but there is a bigger accumulation of this isoform in the bases of the [eaves,
but this accumulation decrease in plant with less water availability.

This way, the biggest activity of SOD occurs in plants with a medium water
treatment. A low water availability produces low levels of water and protein concentration

in the photosynthetic tissues and a low presence of Mn-SOD isoforms.




1.- INTRODUCCION

Aloe vera (Aloe barbadensis Miller) ha ganado popularidad en los Ultimos afios
como planta terapéutica, desarrolldndose una fuerte industria farmacéutica vy
cosmetoldgica airededor de ella (Reynolds y Dweck, 1999), estando presente como
ingrediente en variados productos cosméticos y farmacéuticos. De las hojas de Aloe vera
es posible obtener tres productos principales: la aloina, proveniente de la zona vascular,
funciona como droga natural por su efecto catartico; el gel, presente en el centro de las
hojas, es usado principalmente en la industria cosmetoldgica y farmacéutica; y una
fraccion lipidica de las hojas que sirve para la industria cosmetologica como
transportador de pigmento y agente sedante (Vega G., 2005).

Debido a la creciente importancia econémica el cultivo de Aloe vera se ha visto
incrementado, encontrandose cultivos a gran escala en los terrenos semiaridos del norte
de Chile, donde la escasez de agua y las altas temperaturas son condiciones de estrés
para cualquier organismo. Aloe vera es una planta monocotiledénea, con un tipo de
metabolismo CAM, adaptada a regiones aridas y calurosas, lo cual hace interesante el
estudio de los mecanismos de tolerancia en esta planta, sus limites de tolerancia y la
mantencién de sus cualidades bajo estas condiciones exiremas.

Especies reactivas del oxigeno (EROs), como lo son por ejemplo, aniones
superéxido (O), peréxido de hidrégeno (H,O5), radicales hidroxilo (HO-} y singletes de
oxigeno ('0,) son producidos en condiciones fisiolégicas en todos los organismos
aerdbicos, y particularmente en plantas; siendo sintetizados principalmente en organelos
como mitocondrias, cloroplastos y peroxisomas (Foyer y Noctor, 2003). Sin embargo, la
pérdida de agua puede causar por varias vias la acumulacion de especies reactivas del

oxigeno: durante la desecacién la fijacién de carbono es inhibida, pero el flujo de
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electrones continGia y, radicales superéxido Y peréxido de hidrégeno pueden ser
producidos en el fotosistema Il (Krannery Lutzoni, 1999). Por otra parte, el estrés hidrico
inhibe la actividad fotosintética en los tejidos debido a un desbalance entre la captura de
energia y su utilizacién (Foyer y Noctor, 2000), a su se producen cambios en la
fotoquimica de los cloroplastos en hojas de plantas produciéndose una disipacién de
exceso de energia en el Fotosistema |l generandose asi especies reactivas del oxigeno
| os radicales superdxido a nivel de [a cadena transportadora de electrones, la cual se ve
perturbada en condiciones de desecacion, produciéndose una mayor reduccion de
oxigeno (Reddy et al., 2004). En los peroxisomas se producen Oy y H.O, en sus
reacciones metabodlicas (Del Rio et al., 2006) y, aunque en plantas verdes la mayor
produccion de EROs esta dada en los cloroplastos y peroxisomas, en las mitocondrias
también se produce O, a nivel de los complejos | y Ill (Foyer y Noctor, 2003).

Las células de las plantas y sus organelos contienen sistemas para la reduccién
de la concentracion de EROs, estos pueden ser sistemas enzimaticos, como: superoxido
dismutasa (SOD), catalasa (CAT), ascorbato peroxidasa (APX), peroxidasa (POD),
glutation reductasa (GR) y monodehidroascorbato reductasa (MDAR); y moléculas
detoxificadoras, como: flavonoides, antocianinas, carotenoides, acido ascérbico,
vitamina E y glutatién. Si los niveles de EROs aumentan por sobre la capacidad de
remocién de la célula, se produce un estrés oxidativo, llegando a producirse multiples
dafios en los distintos componentes celulares, una pérdida de funcién de los organelos,
reduccién en el metabolismo, mutaciones en ef genomay, finalmente, producir la muerte
celular (M¢ller et al., 2007).

Sin embargo, las especies reactivas del oxigeno no siempre se deben asociar a
dafio celular, pues en plantas cumplen roles fundamentales en sefializacion, como es €l

caso de la produccion de Oz enla superficie externa de la membrana plasmatica en el
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reconocimiento de patégenos (Torres y Dangl, 2005). Sen estos mismos EROs los que
actlan como sefiales para producir la respuesta de defensa de la planta; siendo ésta
dependiente de diversos factores, como de [a clase de ERO que estén aumentado, de Ia
concentracion, del sitio de produccion, de las interacciones con otras moléculas y del
estado en que se encontraba la célula previo al aumento de estos EROs (Gechev et al.,
2006).

La defensa de la plantas frente a los EROs es distinta entre diferentes especies
de plantas e inclusive entre variedades de la misma especie, pues el grado de actividad
de cualquiera de la enzimas antioxidantes, o la cantidad de las moléculas
detoxificadoras durante el estrés hidrico es variable (Reddy et al., 2004). Ademas, como
probablemente, no todas las defensas de la planta son utilizadas al mismo tiempo, es
posible que los organismos hayan desarrollado una combinacién definida de estos
mecanismos cuando los necesitan (Franga et al., 2007). Es por ello que es importante
entender la fisiologia y la participacién bioquimica de la tolerancia a estrés hidrico en
diferentes organismos y tejidos.

La defensa primaria frente a la toxicidad de EROs involucra la enzima superéxido
dismutasa (SOD), que se encuentra desde microorganismos hasta humanos al menos
en uno de sus tipos. Esta enzima, es la encargada de la catélisis de conversion del
radical superoxido a peréxido de hidrégeno (H.0;) y oxigeno, por las siguientes
reacciones parciales (Scandalios, 2005):

O +M* > O+ M’
Oy + M* + 2H" > H,0, + M**
Siendo la reaccién completa:
20, + 2H" > H,0, + O,

Donde M" se refiere al metal usado como cofactor por SOD en su forma reducida
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y M?* al cofactor en su forma oxidada.

El peréxido de hidrogeno también es un producto toxico para las células, asi que
es rapidamente transformado a agua y oxigeno bajo una reaccion catalizada por las
catalasas.

Dado que las membranas de fosfolipidos son impermeables a moléculas de O;”
cargadas (Takahashi y Asada, 1983), es necesario que las enzimas de superoxido
dismutasa se encuentren en los compartimentos donde los radicales superdxidos son
producides. Dependiendo del cofactor usado por la enzima SOD, se clasifican en tres
grupos: SOD unido a hierro (Fe-SOD) ubicado en los cloroplastos, SOD unido a
manganeso {(Mn-SOD) encontrados en las mitocondrias y peroxisomas, y SOD unido a
cobre y zinc (Cu/Zn-SOD) ubicados en los cloroplastos y citosol (Alscher et al., 2002).
Las enzimas Cu/Zn-SOD poseen una masa molecular alrededor de 32kDa consistente
en dos subunidades idénticas, cada una contiene una molécula de Cu** y Zn*" en su sitio
activo. Las enzimas del tipo Mn-SOD tienen una masa molecular entre 40kDa y 46kDa,
en general consiste en un dimero con subunidades idénticas y cada una posee una
molécula de Mn®* en su sitio activo; también se han encontrado formas tetraméricas de la
enzima (Alscher et al, 2002). La isoforma Fe-SOD no se encuentra presente en
animales, y se ha reportado su presencia en algunas plantas como Arabidopsis thaliana
(Kliebenstein, 1998) y arroz (Oryza sativa) (Feng, 2008). A diferencia de muchos
organismos que poseen solo una enzima de cada tipo en sus compartimentos celulares,
las plantas poseen muitiples formas de cada tipo de SOD codificadas en mas de un gen
(Scandalios, 1997). En Aloe vera se ha reportado la presencia de cinco isoenzimas del
tipo Cu/Zn-SOD y dos del tipo Mn-SOD (Sabeh, F. 1996).

Debido quizés a la distinta ubicacion dentro de [a célula, se ha visto que cada tipo

isoforma de superéxido dismutasa responde de forma distinta a los estrés a que pueda
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ser sometida una planta (Drazkiewicz, 2007).

1.2.- HIPOTESIS

“Aloe vera puede tolerar bien las restricciones de agua debido a que el estrés
oxidativo inducido por el estrés hidrico es mitigado por un aumento de la actividad de

superéxido dismutasa’.

1.3.- OBJETIVOS
1.3.1.- Objetivo general

Cuantificar la actividad de la enzima Superdxido Dismutasa y determinar el
patrén de actividad y presencia de sus distintas isoenzimas en hojas de Aloe vera

sometidas a estrés hidrico.

1.3.2.- Objetivos especificos

1 ldentificacién de los efectos del estrés hidrico en el contenido de agua del tejido
fotosintético y concentracién de protelnas en Aloe vera.

2 |dentificacion de las izoenzimas de Superéxido Dismutasa.

3 Cuantificacion de la actividad de SOD en Aloe vera en distintas condiciones de riego.
4 Determinacién de la acumulacién de Mn-SOD en Aloe vera en distintas condiciones

de riego.
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2 . MATERIALES Y METODOS

2.1.- MATERIALES

2.1.1.- Material Biolégico
El tejido utilizado proviene de plantas de Aloe barbandesis Miller de

aproximadamente 3 afios de edad, cultivadas en el Campo Experimental Las Cardas,
perteneciente a la Facultad de Ciencias Agronémicas de [a Universidad de Chile, enlalV

Region.

2.1.2.- Reactivos
Los reactivos utilizados son de Merck y Sigma-Aldrich con calidad de analisis.

2.1.3.- Software
Para los analisis estadisticos y graficos se utilizo el software Graphpad Prism 5.

Para la determinacion de la intensidad de banda mostrada en Western Blot, se utilizé la

herramienta de andlisis de densitometria del software ImageJ.

2.2.- METODOS

2.2 1.- Tratamiento hidrico
Las plantas de Aloe vera fueron regadas cada 15 dias, con un caudal de 1,6

L/h*planta. El tiempo de riego corresponde a los distintos tratamientos hidricos: T1- 60
min. T2- 45 min. T3- 30 min. T4- 15 min. Para este estudio, se ytilizaron las hojas de cada
planta sometida a estos tratamientos hidricos, utilizando dos zonas distintas de ella: las
bases (zonas en crecimiento) y las puntas de las hojas. Asf cada muestra es diferenciada
por el tratamiento hidrico (T1, T2, T3y T4) y por la zona de la hoja utilizada para la

extraccion de proteinas (P: punta, B: base). A suvez, se utilizo 3 replicas bioldgicas en
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cada uno de [os tratamientos hidricos.

2.2.2.- Secado de tejido
Para determinar la cantidad de agua presente en cada muestra de tejido vegetal

utiizado para este estudio, se cortaron aproximadamente dos gramos de tejido
fotosintético (sin gel) de las hojas de Aloe vera con cada tratamiento hidrico, tanto en
bases como puntas de las hojas. El tejido fue pesado y colocado en tubos eppendorf por
separado, para luego ser colocado durante 6 horas en una estufa de secado a 80°C.
Después de este tiempo, y encontrandose el tejido completamente seco, se volvio a
pesar. El porcentaje de agua se calcula utilizando como 100% el peso fresco, el peso
seco corresponde a cierto porcentaje del peso fresco, y luego la diferencia indica el

porcentaje de agua presente en el tejido.

2.2.3.- Proteinas Totales

2.2.3.1.- Extraccion de proteinas
La extraccion se realiz6 a partir de 2 gramos de tejido fotosintético de las hojas de

Aloe vera sometidas a cada tratamiento hidrico, evitando extraer el gel; y se utilizd
muestras separadas para las zonas de las puntas y de las bases de las hojas.

El tejido fue congelado rapidamente en N; liquido, para luego ser molido en un
molinillo de café, con el cuidado de que el tejido no se descongele, utilizando N liquido
cuando sea necesario. Una vez que el tejido se encuentra bien molido, se traspasé a un
tubo Corex de 30mL y se agregdé 10mL de Buffer de Extraccion (Fosfato de Potasio
Monobasico 100mM, PVYP-40 1% EDTA 2mM, pH 7,0) y se vortexeé a maxima velocidad
durante 30 seg. PVP-40 o polivinilpirrolidona de peso molecular 40kDa, es un polimero

que se asocia a compuestos fendlicos y alcaloides permitiendo su remocion, asi éstos no
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modifican las proteinas y no interfieren con la determinacion espectrofotométrica del
contenido de proteinas.

Una vez que el tejido fue homogeneizado se centrifugd a 8.500 rpm durante 12
minutos a 4°C, en una centrifuga Sorvall® RC-5B. E! sobrenadante fue extraido y

alicuotado en tubos eppendorf, para ser almacenado a -20°C hasta su utilizacion.

2.2.3.2.- Cuantificacién de proteinas
Las proteinas totales fueron cuantificadas en duplicado por el método de

Bradford (Bradford, 1976). La solucién de Bradford (Comassie Blue 0.01%, Etanol 5%,
HsPO, 8,5%) fue preparada con 100mg Coomassie Brilliant Blue G 250, disueltos en
50mL de etanol 95%, la mezcla se agité durante 10 min para luego agregar 100ml. de
acido fosforico (HsPO,) 85% piv. Luego se diluyo hasta un volumen final de 1L con H.0
desionizada. Finalmente la mezcla fue filtrada utilizando un filtro Rundfilter MN 617 con
calidad de analisis.

Se preparé una curva de calibracién utilizando seroalbiimina de bovino (BSA),
con concentraciones que van desde 0 a 10pg/mL.  La medicién de proteinas se realizd
utiizando 5pL de cada extracto de proteinas, en un volumen final de 4 mL y la
absorbancia fue lefda a 595nm en un espectrometro PerkinElmer Lambda EZ201

(UV/Vis).

2.2.4.- Analisis electroforético de las proteinas totales

2,2.4.1.- Obtencion y denaturacioén de proteinas
La extraccidn para la proteinas se realizé del mismo modo descrito en el punto

2.2.3.1, una vez determinada la concentracion de proteinas del extracto por el método de

Bradford, se calculd el volumen necesario para obtener 10pg de proteinas totales, y se
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coloct este volumen de cada muestra en un tubo eppendorf, agregando igual volumen
de Buffer de Carga 2x (Tris-HCI 100mM pH 6,8; B-mercaptoetanol 200mM; SDS 4% piv,
azul de bromofonenol 0,2% pfv; glicerol 20% viv). Luego, estos tubos se colocaron en un

bafio termorregulado a 60°C durante 15 minutos.

2.2.4.2.- SDS- PAGE
Se realizaron geles de poliacrilamida, a partir de una solucion de

acrilamida:bis-acrilamida 30:0,8. EL gel separador fue preparado al 12% (Tris 0,375M pH
8,8; SDS 0,1%) y el gel concentrador al 4% (Tris 0,125M pH 6,8 SDS 0,1%). Para la
preparacién del gel se utilizé como polimerizador TEMED, como catalizador se utilizd
Persulfato de amonio 10%, y un Btifer Tris-HCl1 0,5M pH 8,8 para el caso del gel
separador y un Buffer Tris-HCI 0,5M pH 6,8 para el gel concentrador. El buffer de corrida
corresponde a un baffer Tris 0,025M pH 8,3, Glicina 0,19M, SDS 0,1%.

Se cargd todo el volumen de las muestras tratadas y se utilizd el estandar de
peso molecular Precision Plus Protein All Blue Standards #161-0373, Bio-Rad
Laboratories. Las muestras se corrieron en una camara de electroforesis de proteinas
(Bio-Rad MiniProtean® TetraCell) a 100V durante 2 horas, siendo la direccién de

migracion del gel de catodo a anodo.

2 2.4.3.- Visualizacién de proteinas, tincion de Plata
La visualizacién de la totalidad de las proteinas se realizé mediante tincién de

plata (Nielsen y Brown, 1984), tanto para geles nativos, como para geles en condiciones
denaturantes. Primero, el gel fue fijado con una solucion de Acido Acético 10% viv con
Metano! 30% vlv, siendo incubado en éste durante 1 hora. Después el lavado se realizé
con Etanol 30% viv 3 veces, durante 15 minutos cada vez, en agitacion continua;

finalmente, se realizaron dos lavados con H,O desionizada durante 10 minutos. La
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sensibilizacién es realizada mediante la incubacién con 100 mL de Ditionito de Sodio
(Nay04S2) 1,4mM durante 1 minuto, realizando, posteriormente, 3 lavados con agua
desionizada durante 20 segundos. La tincién fue hecha incubando el gel con 100 mL de
una solucién de Nitrato de Plata (AgNO3) 11,8mM con formaldehido 8,1%e v/v durante 20
minutos. Luego, se lavo una vez durante 1 minuto con agua desionizada y se procedio al
revelado con 100 mL de una solucién de Carbonato de Sodio (Na,CO;) 0,57M con
formaldehido 48,4%. viv. Una vez que 1as bandas fueron reveladas se realizé la fijacion
adicionando 100 mL de una solucién de Acido Acético 3,5% viv y se incubd durante al
menos 1 hora. Finalmente se lavé con Hz0 desionizada 4 veces durante 30 minutos

cada vez y el gel fue almacenado en Etanol 20% viv a 4°C.

2,2.5.- Actividad SOD

2.2.5.1.- Actividad Total
La actividad fue determinada utilizando la capacidad de la enzima superoxido

dismutasa de inhibir la reduccion fotoquimica dei nitroblue tetrazolium (NBT) a formazan,
basado en el método de Giannopolotis y Ries con algunas modificaciones (Giannopolotis
y Ries, 1977). El método se basa en la capacidad de los radicales superéxido para
reducir el nitroblue tretazolium (NBT) generandose formazan, un compuesto de color
azul insoluble en agua. Estos radicales superéxido son producidos en una reaccion
mediada por TEMED, ya que éste es capaz de reducir la riboflavina, la cual rapidamente
vuelve a oxidarse en cuyo proceso se libera O". La actividad de la enzima S0D es
detectada por su capacidad de remover los radicales superoxido, impidiendo la
formacion de formazan. Una unidad enzimatica es definida como la cantidad de proteina
necesaria para disminuir en un 50% la reduccion de NBT, considerandose para

determinar dicho porcentaje que un 100% de reduccién se produce en una reaccion sin
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exiracto de proteinas.

Para la medicién de actividad fue preparado un Buffer de reaccion (Fosfato de
Potasio Monobasico 50mM pH 7,8, EDTA 100mM), y soluciones separadas de Metionina
200mM, NBT 5mM y Riboflavina 1mM.

Se utilizaron tubos de ensayo de 3ml exactamente iguales entre si, para que las
diferencias en la cantidad de NBT reducido no estén dadas por la diferencia en la entrada
de luz a los tubos. Se prepararon 6 tubos de reaccién con 3mL de Fosfato de Potasio
50mM, EDTA 100mM, Metionina 13mM, NBT 75pM, y distintos voliumenes de exiracto
de proteinas de cada muestra, desde Oul hasta la cantidad en que ya no ocurre
variacion en la absorbancia (30uL a 40pl). Para iniciar la reaccion a cada tubo se le
agreg6 Riboflavina con una concentracion final de 2uM, se agitaron rapidamente y
fueron colocados a 10cm de una luz blanca proveniente de una lampara fluorescente de
20 W, durante 15 minutos.

Al finalizar los 15 minutos, la luz fue apagada, los tubos cubiertos de la luz, y la
absorbancia de cada uno fue medida a 560nm. Se utilizé como blanco un tubo sin
extracto de las plantas y sin irradiacion con luz.

La absorbancia versus el volumen de extracto fue graficada y, considerando que
a volumen 0 hay un 0% de inhibicién por parte de SOD se calculd el volumen en que
ocurre el 50% de inhibicidn, o sea el volumen en que la absorbancia disminuye a la mitad.
Conociendo las concentraciones de cada extracto fue posible determinar la cantidad de

proteinas necesaria para producir un 50% de inhibicién en la reduccién de NBT.
2.2.5.2.- Tincion de actividad SOD en gel

Para analizar la actividad de las distintas isoenzimas de superdxido dismutasa se

utilizo el mismo principio utilizado para la medicién de la actividad SOD descrito en el
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punto 2.2.5.1. La metodologia utilizada estd basada en la metodologia de Beauchamp y
Fridovich (Beauchamp y Fridovich, 1871), con algunas modificaciones (Flohé L, y Otting

F., 1984).

2.2.5.2.1.- PAGE nativo
Se prepar6 un gel de poliacrilamida sin SDS, usando un gel separador al 12%

(Tris 0,375M pH 8,8) y un gel concentrador al 4% (Tris 0,125M pH 6,8).

Las muestras de proteinas se descongelaron en hielo y se cargaron rapidamente
4ug de proteinas de cada una de las muestras. E! gel se comié en una camara de
electroforesis de proteinas (Bio-Rad MiniProtean® TetraCell) a una temperatura
constante de 4°C durante 6 horas a 80V, siendo Ia direccién de migracién de catodo a
4nodo. El Buffer de corrida utilizando corresponde a un buffer Tris 0,025M, Glicina 0,19M,

pH 8,3.

2.2.5.2.2.- Tincion
inmediatamente finalizado el tiempo de electroforesis, el gel fue incubado con

agitacion continua en 100mi de una solucién de NBT 0,3mM y Riboflavina 0,27mM en
oscuridad a 4°C durante 20 minutos, tiempo tras el cual el exceso de reactivo fue
eliminado, y el gel [avado con agua destilada durante 10 segundos. Posteriormente, el
gel fue colocado en una fuente de vidrio transparente y sobre un transiluminador de
100W, a la vez que se agregaron 100 ml de una solucién de TEMED 1% vlv, el gel se
mantuvo bajo esta fuente de luz durante 5 minutos, siendo este el momento cuando
ocurre la reduccién fotoquimica del NBT, quedando asi el gei tefiido por completo de un
color azul, excepto en las zonas donde se encuentran las isoenzimas de superdxido
dismutasa, generando unas bandas incoloras. Finalmente el gel fue lavado 2 veces

durante 5 minutos con agua desionizada para eliminar el exceso de reactivos.
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2.2.5.2.3.- Tratamiento con KCN
Para inhibir las isoformas de SOD que utilizan como cofactor Cobre y Zinc,

posterior a la electroforesis el gel fue incubado en KCN 2mM, durante 10 minutos,
siguiendo con un lavado con agua destilada durante 30 segundos, para proseguir con el

proceso de tincién de actividad descrito anteriormente.

2.2.5.2.4.~ Tratamiento con H;0,
Después de la electroforesis, el gel fue incubado en H,O, 5mM, durante 30

minutos, con e fin de inhibir las isoformas de Fe-SOD. Luego, el gel fue lavado con agua
destilada durante 10 segundos, para continuar posteriormente con el proceso de tincion

de actividad descrito.

2.2.6.- Western Blot Mn-SOD

2.2.6.1.- Eleccién anticuerpos
Para la seleccién de anticuerpos comerciales se privilegié la eleccion de

anticuerpos que reconocieran secuencias especificas y conservadas para poder
analizarlos. Uno de los anticuerpos candidatos de Sigma-Aldrich fue desarrollado por
ellos, utilizando como inmunogen un péptido sintetico que corresponde a los residuos
aminoacidicos 183-199 de la enzima MnSOD de humano; las secuencias de estos
residuos aminoacidicos correspondientes se buscaron en la pagina web de National
Center for Biotechnology Information (NCBI), con numero de acceso AAA3E622,
correspondiendo a la secuencia aminoacidica: DVWEHAYYLQYKNVRPD. Ademas, se
realizd un Blast para determinar la posibilidad de que otras proteinas que contengan el
péptido y el rango de organismos que lo posean, y se observé que solo esta presente en
Mn-SODs de una gran variedad de organismos, incluyendo plantas monocotiledéneas

como: Oryza sativa e Triticum aestivum. De esta forma este anticuerpo (85069,

22




\JF

Sigma-Aldrich) fue seleccionado para la deteccién de Mn-SOD en Aloe vera. Este

anticuerpo fue desarrollado en conejo, con una adicién en el N terminal de cisteina.

2.2.6.2.- Obtencién de proteinas
La extraccion de las proteinas se realizé del mismo modo desctito en el punto

22 3.1. Una vez determinada la concentracion del extracto por método de Bradford, se
calculd el volumen necesario para obtener 10ug de protefnas para cada una de las
muestras, y este volumen se traté con igual volumen de Btiffer de Carga 2x (Tris-HCI
100mM pH 6,8; 8-mercaptoetanc! 200mM; SDS 4% piv, azul de bromofonenol 0,2% plv;
glicerol 20% viv), siendo incubados durante 15 minutos en un bafio termoregulado a

60°C.

2.2.6.3.- SDS- PAGE
Se realizé del mismo modo que el SDS-PAGE descrito para la visualizacion de

proteinas totales, utilizando un gel separador al 12% Tris 0,375M pH 8,8; SDS 0,1% y un
gel concentrador al 4% Tris 0,125M pH 6,8 SDS 0,1%. Cada carril fue cargado con 10pg
de proteinas de las 8 muestras y 3pl del estandar de peso molecular Precision Plus
Protein All Blue Standards #161-0373, Bio-Rad Laboratories.

La electroforesis se realizd en una camara de electroforesis de proteinas
(Bio-Rad MiniProtean® TetraCell) a 100V durante 3 horas, con una direccién de
migracion de catodo a anodo, ¥y utilizando un buiffer de corrida de Tris 0,025M pH 8,3,

Glicina 0,19M, SDS 0,1%.

2.2.6.4.- Transferencia
La transferencia se realizé sobre una membrana de celulosa (MicroFiltration

Systems). El gel, lamembrana y los papeles filtro (Extra thick blot paper Bio-Rad), siendo
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todos del mismo tamafio, se incubaron por separado durante 10 min en el Buffer de
Transferencia (Tris 25mM, Glicina 192mM, Metanol 20% viv).

La transferencia se realizé en una camara de transferencia semi-seca (Trans-Blot
SD Semi-Dry Electrophoretic Transfer Cell, Bio-Rad), con una direccién de transferencia
de catodo a anodo, durante 15 min a 15V.

Una vez terminada la transferencia, se lavo ia membrana con TBST (Tris-HCI pH
7,6; 20mM, NaCi 137mM, Tween20 0,1% viv) durante 15 seg. Posteriormente, la
membrana se tifié con Rojo Ponceau (Rojo Ponceau 0,1% piv, Acido Tricloroacético 7%
p/v) para verificar la transferencia de las proteinas. Luego, la membrana fue lavada 3
veces durante 10 seg. con H,0 desionizada y finalmente se termind de destefiir con un

tavado con TBST durante 10 seg.

2.2.6.5.- Deteccion
La membrana fue bloqueada con un Buffer de Bloqueo (BSA 5% p/v en TBST),

durante toda la noche a 4°C. Después ésta fue lavada 3 veces con TBST durante 10 min
con agitacién continua. Posteriormente, Ia membrana se incubd con el anticuerpo
primario (anti-MnSOD) en una dilucion 1ug/ml en Buffer de Bloqueo durante 3 horas a
temperatura ambiente. Al finalizar este tiempo la membrana fue lavada 3 veces con
TBST durante 10 minutos y posteriormente fue incubada con el anticuerpo secundario
unido a fosfata alcalina (anti-rabbit Sigma-Aldrich) en una dilucién 1:10.000 en Biiffer de
Blogueo durante 1 hora a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo se lavo 3
veces durante 10 min con TBST y se incubé la membrana con el Buffer de Deteccién
(Tris-HC! 0,1M NaCl 0,1 M pH 9,5) durante 15 minutos. Posteriormente, se revelé con
20ml de Buffer de Reaccion (Tris-HCI 0,1M, NaCl 0,1M, MgCl, 4mM, NBT 0,1% pfv, pH

9,5) y 200ul de una solucion que contiene 5mg de BCIP 1ml de DMF (dimetil formamida).
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2.2.7.~- Analisis estadisticos

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

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

comparaciones fueron consideradas significativas cuando se obtiene un valor de

probabilidad igual o menor a 0,05.
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3.- RESULTADOS

3.1.- Porcentaje de agua presente en tejido fotosintético
El secado del tejido permitid determinar la cantidad de agua presente en los

tejidos fotosintéticos de las plantas sometidas a los diferentes tratamientos hidricos (T1,
T2, T3y T4) (Tabla 1), encontrandose que, entre las plantas de Aloe vera sometidas a
distintos regimenes hidricos, sélo se produce una disminucién significativa del contenido
de agua en el tejido fotosintético en las puntas de las hojas en plantas sometidas al
tratamiento 4, produciéndose una disminucién del 30,1% con respecto a la misma zona

de la hoja en plantas control (tratamiento1).

Tabla 1.- Porcentaje de H,0 en el tejido verde con distintos tratamientos
hidricos. Se presentan los promedios con sus desviaciones estandar. Las letras indican
los resultados estadisticamente similares (indicados con a) y los distintos (b); los analisis
estadisticos fueron realizados por ANOVA, puntas: p<0,00328, bases: p<0,7 con

analisis a posteriori de Tukey (p<0.05).

Tratamiento 1

Tratamiento 2

Tratamiento 3

Tratamiento 4

Puntas

734+47 a

762+23 a

69,6 £10,1 a

512+17 b

Bases

81,5+29 a

836+04 a

80,5+52 a

79954 a

Con estos resultados se observa que el estrés hidrico no produce una
disminucion en la cantidad de agua presente en cualquiera de las zonas de la hoja,
exceptuando en las puntas del tratamiento 4 donde vemos que se produce una
reduccién en el contenido de agua en las hojas de estas planta, este efecto sodlo se
produce en las puntas de las hojas y no asl en las bases. Cabe destacar que estos

resultados tratan sobre el tejido fotosintético, y no sobre los efectos en el contenido de
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gel de [a hoja, principal sitio de almacenaje de agua en [a planta.

3.2.- Efecto del estrés hidrico en la concentracién de proteinas
La concentracién de proteinas de los tejidos fotosintéticos de las bases y puntas

de las hojas de plantas de Aloe vera fue determinada, con el fin de determinar si el
estrés hidrico produce un cambio en la acumulacion de proteinas presentes. La
concentracion se determiné como mg de proteinas por gramo de tejido seco (tabla 2).

Como primer resultado se observa que se presenta una menor cantidad de
proteinas en las puntas de las hojas que en las bases de éstas, en todos los tratamientos
hidricos, encontrandose porcentajes de proteinas en los apices que van desde 69% al
50% de la concentracién presente en las bases, dependiendo del tratamiento hidrico.

Ademas, en ambos tejidos (puntas y bases) se produce una disminucion
significativa en la concentracién de proteinas en plantas con los tratamientos 3 y 4
(regadas con 4 y 2 litros de agua cada 15 dias respectivamente), tanto en las puntas
como en las bases de las hojas. La concentracion de proteinas en el tratamiento 4, en
comparacién con el tratamiento 1 (controf) disminuye en un 60% en las puntas, mientras
que en las bases de las hojas se produce una disminucion del 45%.

En la Figura 1 se puede visualizar una clara tendencia de disminucién en la
concentracién de proteinas cuando se produce una disminucioén de la cantidad de agua
disponible, observandose que el tratamiento hidrico tiene un efecto sobre la cantidad de
proteinas presentes, y que existe una diferencia de concentraciéon dependiendo de la

zona del tejido analizado.
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Tabla 2.- Concentracion proteinas en tejidos de Aloe vera en distintos
tratamientos hidricos. La concentraciéon se encuentra expresada en mg de proteinas
por gramo de tejido seco, se muestran promedios con sus desviaciones estandar. Los
resultados estadisticamente distintos se expresan con las distintas letras asignadas,
teniendo asignada la misma letra los resultados estadisticamente similares entre si.
ANOVA, p<0,001; analisis a posteriori de Tukey (p<0.05).

Tratamiento 1 | Tratamiento 2 | Tratamiento 3 | Tratamiento 4
mg/g p.s. mg/g p.s. mg/g p.s. mg/g p.s.
Puntas 8301+1,131a|7576+1272a|5,789+0,356b|3,322+0,928¢
Bases 12,100 + 1,595 d (12,370 + 1,344 d| 8,871+ 1,307 e 6,675+ 2,248 e
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Fig. 1.- Cantidad de proteinas totales presentes en relacion al tipo de

tratamiento hidrico. La cantidad de proteinas estan expresadas en mg de proteina por
gramo de tejido seco, las barras representan valor promedio con desviacion estandar
(n=5) ANOVA ambos tejidos P<0,001. Las letras sobre las

resultados son estadisticamente similares o diferentes (analisis a posterori de Tukey

barras indican si los

p<0.05), letras iguales indican que el contenido de proteina es el mismo entre si,

mientras que letras distintas muestran los tejidos y tratamientos con un contenido de
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proteinas distinto.

De este modo, en ambas zonas de las hojas (bases y puntas) se produce una
disminucién en la concentracion de proteinas de las plantas que son sometidas a los
tratamientos hidricos 3 y 4, produciendo, este Ultimo, una disminucién de proteinas aun
maés radical. Por lo tanto, se observa que existe una relacion entre la cantidad de
proteinas y la disponibilidad de agua de las plantas, ademas de observarse una relacion

entre la cantidad de proteinas y la zona de la hoja analizada.

3.3.- Efecto del estrés hidrico en la actividad especifica de SOD

Los niveles de actividad de la enzima Superéxido Dismutasa (SOD) fueron
determinados en distintas zonas de la hoja de plantas sometidas a los diferentes
tratamientos hidricos, con el fin de determinar si la falta de disponibilidad de agua cambia
la actividad de SOD, la Unica enzima encargada de la eliminacion de los radicales
superoxido, parte de los radicales participantes del estrés oxidativo desencadenado por
el estrés hidrico.

Los resultados obtenidos muestran que la aclividad es significativamente
distintas en las diferentes zonas de la hojas utilizadas; es asi como se puede observar
que existe una mayor actividad en los apices (puntas) de las hojas que en las bases en
todos los tratamientos hidricos, encontrandose que esta diferencia es aun mayor en las

plantas sometidas a los tratamientos 3 (Tabla 3).
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Tabla 3.- Actividad especifica de SOD en hojas de Aloe vera sometidas a 4

diferentes tratamientos hidricos. La actividad de SOD es expresada en U/mg

(actividad por mg de proteina total). Se presentan valores promedios desviacion

estandar (n=3). Las letras diferentes indican diferencias significativas de acuerdo a

analisis de Tukey. Analisis ANOVA p=0,03; analisis a posterior de Tukey p=<0.05.

Tratamiento 1 | Tratamiento 2 | Tratamiento 3 | Tratamiento 4
U/mg U/mg U/mg U/mg
Puntas 128,71 £ 26,32 a|155,27 + 25,40 a|259,58 £ 13,12 b| 186,90 £ 35,47 a
Bases 68,33 15,01 ¢ | 98,38+ 15,03 d |87,35+ 3,38 ¢/d | 103,65 £ 6,39 d

Por ofra parte, en relacién con el tratamiento hidrico ocurre un aumento de la

actividad especifica tanto en las puntas de las hojas como en las bases. En plantas

sometidas al tratamiento 3 se observa que ocurre el mayor aumento de un 100% con

respecto al control (tratamiento 1) en las puntas de las hojas. En las bases el mayor

aumento ocurre en las plantas sometidas al tratamiento 4, aumentando

aproximadamente un 50% con respecto al control (Fig. 2).
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Fig. 2.- Actividad especifica de la enzima superoxido dismutasa en plantas
de Aloe vera sometidas a 4 tratamientos hidricos. La actividad esta representada por
unidad de actividad por mg de proteina, las barras representan valor promedio con su
desviacién estandar (n=3). ANOVA puntas p<0,002, bases P<0,021. Las diferentes
letras (a, b, ¢ y d) indican diferencias significativas, determinadas mediante analisis de
Tukey p=<0.05.

Los resultados obtenidos, muestran que al haber una disminucion en la
disponibilidad de agua se produce un aumento en la actividad total de la enzima
superoxido dismutasa, este aumento resulta mayor en las puntas que en las bases en
plantas sometidas al hidrico 3; mientras que en plantas bajo el tratamiento hidrico mas
extremo (T4) el aumento de la actividad SOD no resulta significativo y es menor que el
nivel de actividad encontrado en las plantas sometidas al tratamiento 3. Los resultados

encontrados para las bases de las hojas son diferentes, ya que el aumento de actividad

31




de SOD se produce ya en plantas sometidas al tratamiente 2, aunque estos niveles de
actividad no llegan a ser tan altos como los encontrados en las puntas de las hojas.
Para determinar [a actividad total en las hojas y por lo tanto el grado de proteccion
por parte de SOD en las hojas (Tabla 4), se calculé la actividad por gramo de tejido seco,
obteniéndose que la mayor actividad en la puntas de las hojas ocurre en plantas
sometidas al tratamiento 3, mieniras que con el tfratamiento mas extremo (tratamiento 4)
la actividad disminuye. En las bases, la mayor actividad se encuentra en plantas
sometidas al tratamiento 2, disminuyendo esta actividad en plantas sometidas a los

tratamientos hidricos 3 y 4.

Tabla 4.- Actividad total de SOD en hojas de Aloe vera sometidas a 4
tratamientos hidricos. La actividad total se encuentra expresada en U/g p.s (actividad
por g de peso seco). Los valores son expresados con su promedio + desviacion
estandar (n=3). Las lefras contiguas a cada resultado son (a) promedios igual a los
controles (tratamiento 1), {b) promedio significativamente mayor que el control, {(c}
promedio significativamente menor que el control. Analizados mediante analisis de
Tukey p=0,05.

Tratamiento 1 | Tratamiento 2 | Tratamiento 3 | Tratamiento 4

Uig p.s. Ulg p.s. Ulgp.s Ulgps
Puntas 1068,43 + 218,50 a[1176,29 + 192,42 a|1502,73 £ 75,97 b | 620,87 £ 117,83 ¢
Bases 826,75+ 181,63a(1216,98 £ 185,94 a| 774,86 +2095¢ | 691,85+ 4267 ¢

3.4.- ldentificacion de las isoforimas de superéxido dismutasa
Un siguiente paso, luego de observar el aumento de actividad total de la enzima

superoxido dismutasa, fue determinar cuales son las isoformas de la enzima que actlan
en estas condiciones, para ello se realizé un PAGE nativo, con el cuidado de mantener

las enzimas activas, seguido de una tincion de actividad (Fig. 3a).
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Una vez realizada la tincion de actividad, se puede observar que existe un patrén
similar de bandas para todas las muestras, donde se pueden observar al menos 6
bandas de actividad. Los valores de Rf para cada una de las bandas son: 0,12 ; 0,21 ;
0,37; 0,53; 0,58 y 0,70 (Tabla 5). La primera banda de actividad con un Rf de 0,12 es
ancha observandose mas bien como una gran mancha de actividad, en cambio las otras
5 bandas se presentan bastante definidas; de todas estas bandas las que presentan
mayor actividad son las bandas 3 y 6 de Rf 0,37 y 0,70 respectivamente. Se observa
también que las bandas 4 y 5 (Rfs 0,53 y 0,58 respectivamente) pueden ser observadas
con mayor facilidad en las muestras provenientes de las puntas que en las muestras
proveniente de [as bases.

Un tratamiento previo con KCN causa una inhibicién en la actividad de [as
isoenzimas de SOD que utilizan como cofactor Cu y Zn, asi es posible determinar que 5
de las 8 bandas de actividad previamente mencionadas corresponden a isoformas de
Cu/Zn-SOD (Fig. 3b). La incubacién con H,O, permitié dilucidar la identidad de la
isoenzima resistente a KCN, que ya el peroxido de hidrégeno inhibe las isoformas
Fe-S0D, de este modo, luego del tratamiento con peréxido de hidrégeno se determiné

que la isoforma resultante corresponde a una isoforma Mn-SOD (Fig. 3d).
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Fig. 3.- Patron de isoformas de superéxido dismutasa en hojas de Aloe vera
sometidas a 4 tratamientos hidricos. La nomenclatura en cada carril se refiere al tejido
utilizado P: puntas, B: bases y al tratamiento hidrico al que fue sometido la planta, T1:
tratamiento 1, T2: tratamiento 2, T3: tratamiento 3 y T4: tratamiento 4. Cada carril
cargado con 4ug de proteinas. (a) Isoformas de superoxido dismutasa, destacadas con
flechas a la izquierda y numeradas. (b) Gel tratado con KCN. (c) PAGE nativo con tincion
de plata. (d) Inhibicion con H,O,, sélo se observa la isoforma de Mn-SOD.

De este modo se encontré que 5 de las 6 isoformas encontradas en Aloe vera son
del tipo Cu/Zn-SOD; de ellas, las isoformas 4, 5 y 6 presentan variaciones en la
intensidad de la banda de actividad con el tratamiento hidrico, la cuales aumentan al
disminuir la disponibilidad de agua. Las bandas 4 y 5 presentan una mayor actividad en
las puntas de la hoja, dado que se pueden observar mas claramente en los tejidos

provenientes de las puntas de las hojas que de sus bases.
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Tabla 5.- Resumen de las isoformas de SOD detectadas en el analisis de actividad
en gel. Se muestran las 6 bandas detectadas, el Rf de cada una y el cofactor que tiene
unido, indicativo de la isoforma de SOD que corresponde.

N° Banda
actividad R Cofactor
0,12 CulzZn
2 0,21 Mn-SOD
3 0,37 Cu/Zn
4 0,53 Cu/Zn
5 0,58 Cu/Zn
6 0,70 Cu/Zn

3.5.- Expresion Mn-SOD (Western-Blot)
Para confirmar la presencia de la isoforma de Mn-SOD y determinar la expresion

de esta proteina en plantas sometidas a los distintos tratamientos hidricos y las zonas de
la hoja en que se expresa, se realizd un Western Blot, tal como se describid en
materiales y métodos.

Como se obsertva en la Figura 4a, se encuentra que el anticuerpo reconoce una
banda con un Rf de 0.625, lo cual corresponde a un peso molecular de
aproximadamente 22 kDa, que es el tamafio esperado para un monémero de Mn-SOD.
La banda aparece mas intensa en las muestras correspondientes a las bases de las

hojas que en las muestras obtenidas de las puntas.
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Fig. 4.- Expresion de Mn-SOD. . La nomenclatura es: P: puntas, B: bases; T1:
tratamiento 1, T2: tratamiento 2, T3: tratamiento 3 y T4: tratamiento 4. Cada carril fue
cargado con 10ug de proteinas. (a) Western Blot Mn-SOD en plantas con diferentes

tratamientos hidricos y distintas zonas de la hoja. (b) SDS-PAGE, con tincién de plata.

Se observa ademas, que el efecto del tratamiento no afecta de igual forma la
expresion de la proteina en ambas zonas de la hoja, en las bases se aprecia que no
ocurre un aumento notorio de la intensidad entre las bandas de las plantas control
(Tratamiento 1) y las plantas sometidas al tratamiento 2 y 3, sin embargo ocurre una
fuerte disminucién de la intensidad en plantas con el tratamiento hidrico extremo
(Tratamiento 4). En las muestras obtenidas de las puntas de las hojas ocurre algo
distinto, ya que se aprecia una disminucién en la intensidad de banda en plantas
sometidas a los tratamientos hidricos 2, 3 y 4 con respecto al control. Estas intensidades

de las bandas se muestran graficadas en la Figura 5.
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Fig. 5.- Grafico Western Blot Mn-SOD. La intensidad de banda de Mn-SOD
detectada por Western Blot fue determinada por densitometria, utilizando como un 100%
de densidad la intensidad de banda encontrada en puntas de las hojas de plantas
sometidas al tratamiento 1. Las barras corresponden a los valores promedios con su
desviacion estandar (n=3). Las letras (a) sobre las barras corresponden a resultados
estadisticamente similares a las muestras control, mientras que las letras (b)
corresponden a intensidades significativamente menores a las muestras control,

determinado mediante andlisis de Tukey, p < 0,05.
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4.- DISCUSION

El estudio sobre la actividad de la enzima superoxido dismutasa de este
seminario se encuentra enmarcado dentro del proyecto de estudio del efecto de Ia
disponibilidad de agua sobre la fisiologia de Aloe barbadensis Miller, con el enfoque de
optimizar el consumo de agua en la agricultura del Norte de Chile. Los efectos del estrés
hidrico en las plantas, y mas importante ain, las respuestas de las plantas a nivel celular
frente a este estrés, han sido mofivo de mucho interés, dado por su importancia
economica ya que se afecta directamente la productividad de la industria agrondmica.
Dado que Aloe vera es una planta adaptada naturalmente a regiones aridas es
interesante estudiar posibles moléculas que estarian relacionadas a la tolerancia a una
pluviometria limitada.

En este trabajo se ha encontrado que al proporcionarle una menor cantidad de
agua a las plantas de Aloe vera no se produce una disminucién en el contenido de agua
del tejido verde de las hojas, a excepcion de las puntas de las hojas de plantas que han
sido tratadas con una cantidad minima de agua (Tratamiento 4: 0,4L de agua cada 15
dias). Aunque a priori se podrfa esperar que ocurriera una disminucién ya en plantas
bajo el tratamiento hidrico 3 (0,8L de agua cada 15 dias) el hecho de que no ccurra una
disminucién puede deberse a que Aloe vera es una planta CAM adaptada a ambientes
aridos y posee un parénquima (gel) que funciona como almacenaje de mayoritariamente
agua (Ni Y., 2004), asi frente a una baja disponibilidad de agua se puede esperar que
ocurra una disminucion en las reservas de agua antes que en la corteza; esto es algo
que ha visto nuestro grupo de frabajo, determinéandose que ocurre una disminucién en la
cantidad de gel de las hojas de plantas sometidas al tratamiento 4. En plantas c{)n un

menor régimen hidrico se produce una disminucion significativa del contenido de agua,
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pero solamente en la corteza de las puntas de las hojas, cabe destacar que en éstas la
cantidad de gel ha disminuido casi completamente; asi la disminucién de agua en el
tejido fotosintético puede deberse al transporte de agua (desde un mayor potencial
hidrico hacia un menor potencial hidrico). Si el contenido de agua del suelo disminuye,
las puntas al no poseer gel, no tienen reserva de agua ni la cantidad de polisacaridos
para realizar un ajuste osmotico, produciendo que el tejido fotosintéticamente activo
tenga en general menos agua. Las bases, en cambio, al estar mas cercanas al suelo con
mayor contenido de gel y polisacarido de reserva tiene mayores reservas de agua,
efectivamente Salinas y col. (2007) han encontrado una mayor cantidad de az(icares y
polisacéridos como polifructanos en las bases de las hojas.

Por ofra parte, [a cantidad de proteinas presentes en las hojas de las plantas no
es igual en todas las zonas de la hoja, encontrandose que existe una mayor
concentracion de éstas en las bases de las hojas. Estas diferencias podrian ser
explicadas porque las bases son zonas de crecimiento de la planta y, dado que estas
celulas deben estar en constante crecimiento y divisién, la cantidad de proteinas que
poseen puede ser mas elevada que en células ubicadas en las puntas de hojas.

En relacion a los tratamientos hidricos a los cuales se han sometido las plantas,
se encontro que la cantidad de proteinas totales disminuye en plantas con una menor
disponibilidad de agua (tratamientos 3 y 4) en ambas zonas de la hoja. La disminucién de
la cantidad de proteinas, en plantas sometidas al tratamiento 3, puede ser deberse a los
cambios que ocurren en todo organismo en respuesta al estrés hidrico. Se ha visto que
en algunas plantas la disminucién en [a disponibilidad de agua induce la expresion de
varios genes involucrados en la tolerancia al estrés, en la regulacién de la expresion de
genes que oforgan tolerancia y en sefiales de fransduccion en respuesta al estrés

{Ingram J. y Bartels D., 1986). También se ha observado que ocurren cambios en el
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metabolismo: como una disminucion de la fotosintesis al producirse un déficit hidrico,
debido principalmente al cierre de los estomas, y una disminucidn considerable en la
sintesis de almidén (Chaves et. al, 2003). Es asi como todos estos cambios en el sistema
pueden provocar una disminucién en la cantidad de proteinas; ademas en toda planta
bajo un estrés se activa el sistema ubiquitina-proteasa que degrada proteinas que se
han dafiado irreversiblemente con este estrés (Kurepa y Smalle, 2008). En cambio, una
mayor disminucién de proteinas en plantas con un déficit hidrico extremo (tratamiento 4)
puede explicarse por el dafio general producido por el déficit de agua, como: marchitez
de las hojas, reduccion en el tamario de las células, dafios mecanicos en las membranas
(Chaves M. y Oliveira M., 2004) (Crowe et al., 1992) y aceleracién de la senectud (Lim et
al. 2007). Ademés se observa que también la disminucién en la cantidad de proteinas es
mayor en la punta de la hoja de la hoja que en la base vy, tal como se discutio
anteriormente, es la punta de la hoja la que sufre la mayor disminucion de agua, asf que
una baja cantidad de proteinas totales puede ser debido al dafio mas intenso producido
por la falta de agua.

Es conocido que el estrés hidrico produce un aumento en la formacion de
especies reactivas del oxigeno (EROS), los cuales producen denaturacion de proteinas,
peroxidacion de lipidos y dafio a los acidos nucleicos, con multiples consecuencias en el
metabolismo (Franga et al. 2007), por ello es de esperar que los sistemas de
detoxificacién cumplan un importante rol en la tolerancia a la deshidratacion, Uno de los
mecanismos de defensa que poseen las células para protegerse del dafio oxidativo, es
mediante enzimas detoxificadoras, una de las cuales es la enzima superdxido dismutasa
(SOD), la cual es la nica enzima que elimina los radicales superdxido, esta enzima
cataliza la reaccién de conversién de anion superdxido a perdxido de hidrégeno y

oxigeno, y se encuentra presente desde microorganismos a humanos al menos en una
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de sus formas (Pereira et al, 2003). Los resultados obtenidos muestran que
efectivamente ocurre un aumento en la actividad superéxido dismutasa, aunque el
comportamiento es diferente en puntas y bases de las hojas, ya que se encontré que las
puntas de las hojas tienen mayor actividad que las bases. Esto puede deberse a que en
las puntas de las hojas se encuentran cé€lulas de mas edad y, ademas, es una zona mas
alejada de la raiz, por lo cual su disponibilidad de agua es menor. Sin tener reservas de
agua a causa de que las puntas de las hojas casi no poseen gel, hay en ellas una mayor
actividad de los mecanismos detoxificadores para mantener un balance oxidativo
adecuado. Las bases, en cambio, pueden estar mas protegidas por las reservas de agua
en el gel y sus componentes. Efectivamente, en relacién a los tratamientos hidricos, se
observo que existe un aumento de la actividad SOD en la puntas de las hojas de las
plantas sometidas a tratamiento 3, sin embargo con el tratamiento mas extremo
(tratamiento 4) pese a ocurrir un aumento con respecto al control, no es significativo y es
aun menor que el observado en las plantas sometidas al tratamiento 3. Esto se explica
porque la deshidratacidn produce denaturacion de las protefnas, reduciendo la actividad
biolégica (Prestrelski et al, 1993}, por lo tanto los sistemas enzimaticos de defensa frente
a estrés oxidativo s6lo se pueden activar en condiciones de suficiente agua (Vertucei y
Farrant, 1995), lo cual se correlaciona con los resultados de este seminario, en que hay
una mayor actividad de SOD en el fratamiento 3 en comparacion al tratamiento 4, siendo
posible considerar al tratamiento 4 como un nivel ya dafino para la planta y al
tratamiento 3 como limite. En las bases de las hojas se observa un aumento en la
actividad SOD ya en plantas sometidas al tratamiento 2 (1,2L de agua cada 15 dias), y es
igual en plantas sometidas a tratamiento 3 (0,8L de agua cada 15 dias) y tratamiento 4
(0,4L de agua cada 15 dias), lo que indicaria que el tratamiento 4 no es tan dafiino para

las bases de las hojas.
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El hecho de que las plantas posean muiltiples formas de superdxido dismutasas,
permite la posibilidad de que cada una de los tipos pueda actuar de forma diferente
frente a variados tipos de estrés. Mediante electroforesis nativa, seguido por ensayo de
actividad mediado por NBT, se logré reconocer 6 isoformas de SOD en Aloe vera, de las
cuales se determing, por sensibilidad a cianuro (CN’) y a peréxido de hidrégeno (H,05),
que 5 de las isoformas corresponden a Cu/Zn-SODs y una a Mn-SOD. Aunque es
posible que se encuentren una o dos isoformas mas de Cu/Zn, dado que la gran
actividad encontrada a bajo Rf, puede que no corresponda a solo una isoenzima del tipo
CU/ZN-SOD, sinc a mas de una que no pueda ser resuelta. Estudios previos han
determinado que Aloe vera posee 7 isoformas de SOD, de las cuales 5 son Cu/Zn y dos
del tipo Mn-SOD (Sabeh et al., 1996), esta inconsistencia entre los resultados obtenidos
en este seminario y los determinados por el grupo de Sabeh pueden ser explicados por
que las plantas pueden tener distintas condiciones de crecimiento, o que sean
variedades distintas las utilizadas que expliquen las variaciones bioquimicas
encontradas. Las diferencias encontradas pueden deberse también al tipo de
procedimiento de extraccidn de las enzimas. En este estudio tampoco se encontrd que
alguna de las isoformas correspondiera a Fe-SOD.

Los resultados de la actividad SOD en geles, muestran que 3 de las bandas de
actividad, especificamente las 3 de mayor Rf aumentan su actividad en plantas que son
sometidas a tratamientos de menor régimen hidrico, siendo estas 3 bandas
correspondientes a enzimas del tipo Cu/Zn-SOD, y estas mismas isoenzimas presentan
mayor actividad en muestras obtenidas de las puntas de las hojas que en las bases, lo
cual se correlaciona con la actividad de la enzima que es mayor en las puntas que en las
bases, indicando que es posible que esa diferencia de actividad sea dada mayormente

por éstas isoenzimas.
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Posiblemente las isoenzimas que aumentaron su actividad en plantas con bajo
regimen hidrico son isoenzimas que mitigan mejor el estrés oxidative inducido por el
estrés hidrico y que tengan una regulacién positiva mediada por este estrés. En A.
thaliana se han encontrado 7 isoenzimas de SOD: 3 del tipo Fe-SOD, 3 Cu/Zn-SOD y
una Mn-SOD (Kliebenstein et al., 1998), y dos de ellas del tipo Cu/Zn-SOD y Fe-SOD
tienen secuencias rio arriba de unién a factores de transcripcion tipo ABRE (ABA
responsive element) que esta asociada a respuestas a cambios osméticos (Alscher et al.,
2002).

Aunque el método de reconocimiento del patrén de isoenzimas de superdxido
dismutasa por electroforesis nativa es bastante utilizado, a veces este método puede
conducir a error, pues en los extractos crudos pueden haber compuestos fenolicos y
peroxidasas que pueden alterar la actividad SOD (Michalski, 1996), asl, para realizar
analisis de expresion es preferible combinar la técnica con otras de reconocimiento,
como inmunodeteccion. Por ello se realizd Western Blot para la enzima Mn-SOD, se
sabe que entre las plantas esta enzima tiene un 65% de similitud, con una alta similitud
con la isoforma Mn-SOD de origen bacteriano (Bowler et al., 1994), por lo tanto, adn sin
saber la secuencia de esta proteina en Aloe vera, es posible reconocerla utilizando
anticuerpos dirigidos contra la misma enzima de otras especies. El anticuerpo utilizado
creado originalmente para la isoforma Mn-SOD de humano, reconoce una banda de
alrededor de 22kDa, el tamafio reconocido concuerda con lo esperado y reportado
previamente, de 21kDa (Sabeh et al., 1996). En relacion al estrés hidrico se ve un leve
aumento, aunque no significativo, en la acumulacién de Mn-SOD en [as bases de las
hojas, y una drastica disminucion en las plantas bajo el tratamiento 4. Se sabe que el
estrés hidrico induce un gran estrés oxidativo en los cloroplastos (ya que el principal

afectado por la falta de agua es el proceso de fotosintesis), aumentando
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considerablemente la acumulacién de superdxido y perdxido de hidrégeno debido al
aumento en la tasa de reduccién de O, en el cloroplasto (Robinson y Bunce, 2000).
Debido a que Mn-SOD es un tipo de superéxido dismutasa que se encuentra en las
mitocondrias, es posible que no sea ésta la que aumente su actividad, sino que de los
tipos Cu/Zn-SOD que se encuentran en cloroplastos y citoplasma. La acumulacién de
Mn-SOD disminuye en las puntas de las hojas, lo cual podria denotar que esta isoforma
no estaria regulada positivamente frente a un estrés hidrico, y que la disminucién en la
disponibilidad de agua afecte la expresion del gen que la codifica. Para comprobar este
punto se hace necesario realizar estudios de estado oxidativo de las plantas, para
determinar en qué punto la generacion de ROS sobrepasa [os mecanismos de defensay
se genera el estrés oxidativo.

Ademas, seria interesante analizar la acumulacion de las isoformas Cuw/Zn-SOD,
que segln los resultados obtenidos deberian ser las que producen el aumento de
actividad total de SOD en las puntas de las hojas, sin embargo estas isoenzimas
presentan mayor variabilidad entre las especies, por lo cual es dificil encontrar un
anticuerpo de otra especie que tenga inmunoreaccion cruzada con las isoformas de Aloe

vera.
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5.- CONCLUSIONES

El estrés hidrico genera una serie de cambios en las plantas. En este trabajo se ha
mostrado que una disminucién en Ia diponibilidad de agua genera ciertos cambios en los
tejidos fotosintéticos de las hojas de Aloe vera.

- Se encontré que una disminucion en la disponibilidad de agua no genera una
disminucion en el contenido de agua, excepto cuando la baja disponibilidad de agua es
extrema.

- Existe una diferencia en la concentracién de proteinas en las distintas zonas de |a
hoja, siendo mayores en las bases de las hojas que en las puntas. Sin embargo una
disminucién en la disponibilidad de agua produce una disminucion de la concentracién
de proteinas en el tejido fotosintético de ambas zonas.

- En relacién a la actividad superoxido dismitasa, en Aloe vera la actividad
especifica de SOD es mayor en las puntas de las hojas que en las bases, actividad que
esta dada por la presencia de 5 isoformas de Cu/Zn SOD y una isoforma de Mn-SOD en
Aloe vera.

- Una baja en la disponibilidad de agua produce un aumento en la actividad de la
enzima superéxido dismutasa.

- La acumulacién de la isoforma Mn-SOD es mayor en las bases de las hojas que
en las puntas, cuando el déficit hidrico es bajo. Sin embargo, cuando la baja

disponibilidad de agua es extrema la acumulacion de esta isoforma disminuye.
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