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RESUMEN

Prosopis chifensis {gigarrobo chifeno), es un arbol feguminos que crece
en Chite en tas zonas Aridas y semi-Aridas del Morte y Centro det pais y se e ha
descrito como resistente & altas temperaturas, a fatta de agua y a aitas
concentraciones de sat.

En consecuencia, en esta tesis, se postuta que:

4y Si P. chilensis presenta una aita tolerancia at calor, es debido a fa
presencia y accion simuitanea de caracteristicas anatomicas, fisioldgicas
y molecuiares.
2) Si P. chifensis es excepcionaimente termotolerante, presentara mejores
respuestas fisioldgicas que e oforgan tolerancia a altas temperaturas y
una mé&s rapida y més intensa acumulacién de proteinas de estrés térmico
gue una planta ya descrita como termotolerante.

Para probar la primera hipétesis, se midid la asimifacidn de CC., &
conductancia estomatica, el potencial hidrico, @ ascumuacion de solutos
compatibles, {a evolucidn de oxigeno y etifeno, y la acumuiacion de ubiquitina y
HSP70. Se usaron plantas en poblaciones naturales y plantas aclimatadas en
cameara de crecimiento simulamdo un dfa de primavera en 2 Quebrada San
Carlos, iV Regidn.

1a temperatura foltar de £. chilensis en et campo vy en fa camara de

crecimiento fue menor que la temperatura ambiental a fas toras de mayor

xi




temperatura y menor humedad relativa. Esto se relaciond con 2 apertura
estomatica continua durante el dia. La asimitacidn de CO, de las plantas e et
campa presentd una curva himodat, simiiar 2 Io que se observd en condiciones
simutadas. 1a asimitacién de CO, disminuyd a fas horas de mayor temperatura y
menor humedad ambiental y se recuperd parciaimente por la farde. La
asimitacidn de €O» no fue himadat en plantas control crecidas a 25°C y 50% de
humedad ambiental. Los azicares reductores solubles fueron més bajos en
ptantas en condiciones de terreno que en los controles a ias horas de mayor
temperatura. Prolina aumentd 50 veces en plantas bajo  fuctusciones
ambientates respecta al contral fo que se asocid a una  posible proteceion de fa
actividad de las membranas tilacoidales por praiina. Concentraciones det sofuta
simitares a las presentes en plantas bajo condiciones de terreno protegen fa
evolucidn de oxigeno en cloroplastos tratados a §50°C. Etileno no aumenta
significativamente en P. chifensis durante el esirés témmico y los niveles
dependen de ta edad de las plintulas. | a menor tasa de evolucion de etileno se
ohservé a fas 96 horas de germinacion.

Durante et dia, el nivel de ubiquitina varié en plantas aclimatadas a
caondiciones de terreno. Et vator minimo de fa proteina se observd a tas horas de
mayor temperafura y menor humedad ambientat asoctado a una mayor
conjugacion de ubiquitina a2 ofras proteinas. Se detectd mas ubiquitina
conjugada en plantas somefidas a fluctiaciones diarias de temperafura y
humedad.
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t a mayor acumulacién de HSP70 en plantas en condiciones de ferreno
fue a tas 15:00 horas, cuandu ta temperatura fue 33°C.

Para prabar la segunda hipétesis, se campard el crecimiento, fa induccitn
de termotolerancia, la emision de fluorescencia, iz evolucidn de stieno, la
acumutacion de las prafeinas de estrés tarmica ubiquitina y HSP70 enfre £
chifensis {algarroho) v en Giyeine max (soya), una fegumincsa descrita coma
termotolerante.

La adquisicion de termofolerancia se evalud comparando el crecimiento
de algarrobo v soya (vr. McCafl), en semiltas germinadas a 25° y a 35°C.
Algarmabo crecid mas que soya en ambos casos. La temperatura letat para et
crecimiento de algarrobo fue §°C mayor que para soya. Las plantulas de P
chilensis fueron capaces de crecer 2 50°C cuarndo las semillas se germinaron a
35°C. Soya no mosird termainduccidn bajo condiciones similares. La Tlsg fue
6°C mayar para algarrobo que para soya.

La Fludrescencia inicial {Fo) fue mayor en soya que en algarrobo. La
Fluarescencia méxima (Fm), disminuyd menas en soya gque en aigarroha y no
existieron diferencias en la relacidn FufFm. La temperatura critica fus mas alta
en algarmobo gue en soya.

1a evolucidn de etileno fire mayor en soya respecto a algarrobo a todas
las temperaturas ensayadas.

La acumulacion de ubiquiting libre y conjugada bajo estrés térmico, fue

similar en algarroba y en soya. En ambas plantas ubiquiting libre disminuyd y




ubiquitina conjugada sumentd con el incremento de temperatura. independiente
del fratamiento, soya presentd mas ubiquitina libre y conjugada. A altas
temperaturas, HSP70 fue mayor en algarrobo respecto a soya. Uhiquitina
conjugada y HSP70 aumentaron a los mismos fiempos de tratamiento a 40°C en
algarrobo y saya. Ubiquitina fibre disminuyé a los § minuios y aumentd a los 90
de tratamiento en ambas plantas. Las cinglicas fueron similares aungue la
conjugacion de ubiquitina fue levemente mayor en algamrabo respecto a soya.

El nivel de mRNA de ubiguitina en algarrobo fue dependiente de la
temperatura vy hubo expresidn basal a 25°C. La mayor acumulacidn de
mensajeros fue en cotileddn. El mRNA de ubiquitina se acumuld a 40°C hasta

los 30 minutos de tratamiento.




ABSTRACT

Prosopis chifertsis {chitean algarrobo) is a teguminose tree growing in
Chite in arid and semi-arid regions of the Northern and Centrat part of the
country. This tree has been described as resistent 1o extreme temperature,

Therefore, in this thests, it has been proposed that:

1) if P. chifensis shows z high heat tolerance, is because its anatomicat ,
2y if P. chifensis is particutarly thermotolerant, it wilt show better
physiologicat responses which give it tolerance at high temperature. The
accumutation of heat shock proteins wilt be faster and more intense than

in a piant already described as thermotolerant

To test the first hypothesis, €0, assimitation, stomatat comductance, water
potentizt, accumuiation of compatibie solutes, € amd ethytene evolationr and
accumuiation of ubiquitr and HSPTO were determined. e used Tmturat
populations of plants and” plants acclimated ir & growing chamber simulating =
spring day in Quebrada San Carlos, 1 Region.

Leaf temperature of £. chiferrsis in natural populations and in‘a growing

chamber was fower than the environmental temperature at the time of the day

with higher temperafure and fower humidity. This result comelated to the




contimous opening of stomatas during the day. GO, assimilation in maturat
poputations plants showed a bimodat tehaviour. The same was observed in
ptants urnder field simutated conditions. €O, assimitation decreased at the time of
ﬁmdaylwimhighertewmerahmaﬁdmesthmnidityshowﬁrgaparﬁairecom
it the aftermoon. CO, assimitation was mot bimodat in plants acciimated at a
constant temperature (25°C) and §0% of humidity {confrol conditions). Soluble
reducing sugars were tower it plarts acclinrated to fietd conditions than in controt
ptants at the time of the day with higher termperature and owest umidity. Profine
increased 50 times in plants under field simutated conditions retated to controt
ptarts. This increase was associated o a possible protective rote of proiine on
thytacoidat membranes. Proline concentrations simitar to those found in plants
under field simutated conditions protect the oxygen evolution in chioroplasts
treated at 56°C. Ethylene did not increase significatively in £. chifensis plants
urder heat stress and fevels depend on the age iof the plants. The smattest
amount of ethylens was detected in 88 tour oid ptants.

Duting the day, ubiquitin fevels changed in plants acclimated to field
conditions. The towest anount of the protein was detected at the time of the day
with the highest temperature and the towest humidity. This behaviour was
&WﬂtoanhcreaseﬁrMievetofﬁebﬁrdﬁrgifubiquiﬁnpmteins.
Conjugated ubiquitin was higher in plants urder daity fluctuations of temperature




The highest amount of HSPT0 was detected at 15:00 h, when ihe
temperature was 33°C.

To test the second hypothests, the growing rate, thermotolerance
and HSP70 were compared between £. chifensis and Glycine max (soybean), a
teguminose already described as thermototerant.

Thermotolerance was studied by compaying of £. chifensis amd Gmax (vr
McCall) growth rate in seeds germinated at 25° and 35°C. P. chilensis grew
muore than G.max in both treatments. The fethat femperature for P chifensis
growing was 5°C higher than in soja. F. chifensis seedlings were are able 1o
grow at 50°C when the seeds were germinated at 35°C. Soja did not show
themminduction umder simitar canditions. Thse was 6°C highrer in atgarroba tham
in soja.

The initiat fluorescence {(Fo) was higher in soja tharn in algarmobo. The
maximat fluorescence {Fm) decreased at a tesser extent in soja than in algarrobo
and there were not differences in the Fvitm rate. The criticat temperature was
higher in algarrobo than in soja.

Ems;lene evolution was higher in soja than in algancbo at alt the
temperatures of treatment.

Free and conjugated ubiquitin accumutation under heat siress, was simitar
in algarrobo and soja. i both ptants, free ubiquitin decrgased amd conjugated
ubiquifin increased wiren the temperature ncreased. Soja showed more free and
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conjugated ubiquilin at aft the temperatures of freatment. At high temperatures
HSP70 level was higher in aigarrobo than in soja. Conjugated ubiquitin and
HSP70 increased at the sane time of treatment at 46°C in algarroba and sofa
Free ubiquitin decreased after § minutes of heat treatment and increased 90
minutes fater. Time course variations showed simiiar tendencies aithough
conjugated ubiquitin was stightly higher in algarrobo with respect to soja.
Ubiquitin mRNA tevet in 2. chﬂm%wasdependentontemperatﬁremdit
showed a basal expression at 25°C. The highest mRNA accumutation was in
cotyledon.  Ubiquitin mRNA was accumdated at 40°C undd 30 minutes of

treatrment.




1 INTRODUCCION

1.1 Fisiologia del estrés térmico en plantas.

Bajo condiciones naturales y de cultivo, las plantas estan constantemente
expuestas a diferentes tipos de esirés ambientales que ocurren
simultdneamente, como son alta temperatura y déficit hidrico o altas
temperaturas con altas radiaciones solares (Weiss & Berry, 1988), y que pueden
llegar a limites letales para los individuos (Piper, 1987). Las variaciones o
aumentos en la temperatura ambiental pueden afectar dentro de pocos minutos
tanto la respiracion como la fotosintesis (Harding y col., 1990; Barker y col.,
1988), las funciones mas sensibles a cambios de temperatura en las células
vegetales (Berry & Bjérkman, 1980). La exposicién de plantas o algas a
temperaturas en un rango de 35-45°C, dependiendo de las especies y
condiciones de crecimiento durante el estrés, tiene un efecto inhibitorio sobre la
evolucién de oxigeno, fijacion de CO; y capacidad de fosforilacién (Berry &
Bjdrkman, 1980; Quinn & Williams, 1985). Se ha observado que el principal sitio
de dafio por altas temperaturas estd asociado a algunos componentes del
aparato fotosintético ubicados en las membranas tilacoidales, que forman parte
del fotosistema Il (PSII). La inactivacién del PSIl inducida por calor involucra la
separacion fisica del centro de reaccién del complejo cosechador de luz (LHCH)
(Sundby y col., 1986). Al mismo tiempo, el sistema de evolucién de oxigeno

acoplado a la fotdlisis del agua se disocia liberando iones manganeso y




proteinas asociadas (Enami y col., 1994). Se cree que los eventos de
desnaturalizacién que ocasionan la desorganizacidén molecular del PSIl son
consecuencia de cambios en las interacciones lipidos-proteinas debidas a una
mayor fluidez lipidica provocada por altas temperaturas (Berry & Bjérkman,
1980). Algunos autores han observado que el crecimiento de plantas a
temperaturas elevadas provoca aumentos en el nivel de acidos grasos
saturados en los lipidos de membranas, lo que estabiliza la fotosintesis
(Gombos y col., 1994); sin embargo, en espinaca y en mutantes de Arabidopsis
no se observé una asociacion entre la estabilidad térmica de la fotosintesis y
cambios en el nivel de saturacion de acidos grasos (Santarius & Muller, 1979;
Browse y col., 1989). Otros efectos del estrés térmico sobre procesos celulares
que ocurren en sistemas de membranas es la pérdida de electrolitos y
deficiencias en el transporte de glucosa y rubidio (Cress & Gerner, 1980). En
estos casos, se ha propuesio que los cambios de temperatura causan
transiciones de fase de los lipidos, impidiendo el funcionamiento adecuado de
las proteinas asociados a éstos (Grindstaff y col., 1996).

El efecto de altas temperaturas sobre el proceso fotosintético es mayor
en plantas C3 que en plantas C4 o CAM. Se ha observado que la reserva de
carbohidratos disminuye como resultado de la inhibicién del proceso fotosintético
(Taiz & Zeiger, 1991). Por otra parte, los limites de termotolerancia varian segtn
el genotipo de los individuos y el nivel de aclimatacién de la planta (Barker y

col., 1988). Es asi como la mayoria de los vegetales superiores viven a




temperaturas que fluctiian entre 10°C y 30°C, pero las plantas adaptadas a
climas méas célidos pueden presentar limites de tolerancia mayores. Las plantas
son capaces de soportar el estrés causado por altas temperaturas mediante el
desarrollo de estrategias morfolégicas, fisiolégicas y moleculares como por
ejemplo, disminucién de la absorcién de radiacién solar mediante el plegamiento
de las hojas (Taiz & Zeiger, 1991), aumento en la concentracién de solutos
compatibles (ZGfiga y col., 1991) y/o aumento en la transcripcién de proteinas
especificas que protegerian a la planta durante el estrés (Vierling, 1991). Las
variaciones en el nivel de algunas hormonas también han sido observadas como
respuestas al estrés por altas temperaturas (Kiee & Estelle, 1991). Los cultivos
celulares de epidermis de pepino crecidos a bajas temperaturas responden
aumentando los niveles de evolucidn de etileno cuando son transferidos a
temperaturas mayores (Wang & Adams 1980). Existen evidencias de que los
mecanismos que participan en la tolerancia y adaptacién al estrés actdan en
forma simultanea, por ejemplo, las plantas de soya bien irrigadas en el campo,
mantienen la temperatura foliar hasta 5,5°C por debajo de la temperatura
ambiental mediante transpiracién, en horas del dia en que ésta alcanza 50°C. Al
mismo tiempo, se observé un aumento en la sintesis de proteinas de estrés
térmico de bajo peso molecular (Kimpel & Key, 1985), lo que se considera una

estrategia universal de los organismos frente al aumento de la temperatura por

sobre niveles normales.




1.2 Proteinas de estrés térmico.

El aumento en los niveles de proteinas de estrés térmico (HSPs), es una
respuesta a la exposicién a altas temperaturas y se caracteriza porque estas
proteinas no estén presentes, o estén presentes en muy baja cantidad en las
células no estresadas. En eucariontes, las principales HSPs pertenecen a 5
clases: HSP100, HSP90, HSP70, HSP60 y HSPs de bajo peso molecular, entre
15 y 30 kDa (Vierling, 1991). En levaduras, insectos, células animales en cultivo
y plantas, se ha establecido una correlacién entre la acumulacion de proteinas
de estrés térmico y la resistencia a temperaturas subletales (Cooper & Ho,
1983). En algunos organismos, la funcién de algunas HSPs ha sido
determinada; en Escherichia coli, se han identificado una tRNA lisil sintetasa y
una proteasa dependiente de ATP (Philips y col., 1984); en fibroblastos de
embrién de pollo se ha identificado ubiquitina (Bond & Schiesinger, 1885); en
levadura existe una HSP que es una isoforma de una enolasa (llda & Yahara,
1985) y en células Hela se conoce una proteina que se une a cadenas de
poli(A) ( Schénfelder y col., 1985). Sin embargo, la identidad de la mayoria de
las HSPs aun es desconocida. En plantas superiores, las proteinas de estrés
térmico son un grupo complejo de polipéptidos que son codificados por familias
multigénicas (Vierling, 1890). Muchos genes para proteinas de estrés térmico en
plantas han sido clonados y secuenciados, entre los que se observa una alta
conservacion a nive! de las estructuras de nucledtidos y aminoacidos. Se ha

propuesto que las proteinas que pertenecen a las clases HSPS0 y HSP70




funcionan como chaperonas moleculares (Ellis & Hemmingsen, 1989; Harll y
col., 1994; Gatenby y col., 1990), algunas de las cuales estéan codificadas en el
genoma del cloroplasto (Viitanen y col., 1995). Las chaperonas moleculares son
proteinas que alteran o mantienen la conformacién de otras proteinas
facilitandoles su plegamiento, ensamblaje, renaturacién o transporte a través de
membranas (Gething & Sambrook, 1992). Esta funcién es esencial para las
actividades celulares normales y se cree que juega un papel importante en la
supervivencia celular durante el estrés. La familia de las HSP70 es una clase
importante de chaperonas molecuiares. Los miembros de esta familia han sido
identificados en una serie de compartimentos celulares como citoplasma,
reticulo endoplédsmico, mitocondrias y cloroplastos y poseen secuencias de
aminoéacidos altamente conservadas entre los organismos en que se ha descrito
su presencia (Marshall & Keegstra, 1892). Entre organismos tan distantes como
E. coli y humano, miembros de la familia de HSP70 presentan una identidad de
un 46% y una similitud de 65% a nivel de aminoacidos (Rensing & Maier, 1994).
La estructura de las HSP70 puede dividirse en ires regiones: un péptido de
reconocimiento con un dominio de union en la regidn carboxilo terminal, una
secuencia intermedia y un dominio con funcion de ATPasa en el exiremo amino
terminal (Wang y col, 1993). Aunque en la HSP70 citosdlica de células
humanas la funcién ATPasa parece no ser relevante, en tomate y maiz, la

delecién de esta regién afecta fuertemente la funcién de la proteina, lo que ha

llevado a sugerir que la unién a ATP por las HSP70 es esencial para la funcién




de chaperonas moleculares (Miernyk & Hayman, 1996). El dominio de unién
carboxilo terminal interactuaria en forma transitoria con segmentos hidrofébicos
de péptidos en formacion, permitiendo su plegamiento y transporte a través de
membranas o manteniendo la conformacién correcta de proteinas que han
sufrido cambios en ésta por efecto de altas temperaturas ( Schmid y col., 1994).
Por otra parte, se sabe de la existencia de un mecanismo de degradacion
guiado por ubiquitina, un polipéptido de 76 aminoacidos, que juega un papel
importante en la mantencion de la estructura de la cromatina y en la
degradacién dependiente de ATP de proteinas celulares inestables (Vierstra,
1987; Agell y col., 1988; Hatfield y col.,, 1990). La ubiquitina fue descrita como
una proteina de estrés térmico por primera vez en fibroblastos de embrién de
pollo donde se observd que los niveles de RNA mensajero para la proteina
aumentaban 5 veces en respuesta a la incubacién a altas temperaturas (Bond &
Schlesinger, 1985). En maiz, la secuencia aminoacidica del polipéptido
monomérico de ubiquitina maduro es idéntica a la determinada en cebada,
avena y Arabidopsis y se diferencia de la ubiquitina de levadura y animal en sélo
2 y 3 aminoécidos, respectivamente (Christensen & Quail, 1989). La proteina es
sintetizada como una paliproteina con multiples repeticiones de la secuencia de
ubiquitina 0 como una proteina de fusién en la cual ubiquitina forma el dominio
amino terminal de un péptido mayor (Agell y col., 1988). Cerca de la mitad de [a

ubiquitina presente en la célula se encuentra como monémero y el resto esta

presente como ubiquitina conjugada a otras proteinas a través de un enlace




isopeptidico entre el carboxilo terminal de ubiquitina y grupos e-amino de lisinas
de las protefnas a las que se une (Haas & Bright, 1985). La conjugacion de
ubiquitina requiere de un complejo enzimético y ATP, el que activa a ubiquitina
libre y la transfiere a las proteinas que de esta manera se convierten en blanco
para ser degradadas por una proteasa dependiente de ATP (Rechsteiner, 1987).
Este sistema se encarga de! recambio de proteinas de corta vida en la célula y
de proteinas que poseen conformacién anormal debido al esirés térmico (Bond y
col., 1988).

La sintesis de HSPs es regulada principalmente a nivel de la activacién
transcripcional de los genes correspondientes (Vierling, 1981). Este control
regulatorio ocurre a través de la interaccién entre el factor de transcripcion de
estrés térmico (HSF), una protefna trimérica que se une ai DNA, y los elementos
cis de estrés térmico presentes en copias multiples y altamente conservados en
todos los sistemas hasta ahora analizados (Sorger, 1991; Harrison y col., 1994).
La induccién de la sintesis de HSPs es transitoria y se caracteriza por un
aumento rapido entre 30 a 100 veces en la actividad del HSF durante menos de
1 hora (Sorger, 1990). Se ha especulado que algunas HSPs podrian actuar
como reguladores negativos de los HSFs, lo que ha generado un modelo de
autorregulacién de la induccion de la transcripcion de HSPs. Bajo condiciones
normales de crecimiento, algunas HSPs se unirfan a los HSFs, reprimiendo su

actividad. Estas HSPs podrian ser HSP70, involucrada en la homeostasis de la

respuesta a estrés térmico en Drosophifa (DiDomenico y col., 1982) y/o HSP 90,




gue interactUa con receptores de hormonas esteroidales regulando su actividad
transcripcional (Picard y col., 1990). Durante el estrés térmico, las proteinas
dafiadas competirian con los factores de estrés térmico por la unién a HSP70 6
a HSP90. De esta manera, el complejo HSF-HSP se disocia y la afinidad del
HSF por el DNA aumentaria con el correspondiente aumento en los niveles de
transcripcion de proteinas de estrés térmico (Sorger, 1991). No se ha
descartado la posibilidad de que la conformacién de los HSFs sea afectada por
el estrés térmico, y que los cambios conformacionales asociados a la
temperatura controlen la capacidad del factor para unirse al DNA (Sorger, 1991).
Ademas de la induccién de la franscripcién, la seleccién traduccional de los
mensajeros juega un papel importante en la sintesis de HSPs. Se ha observado
que el estrés térmico acelera la maquinaria traduccional de las células
estresadas. Como consecuencia, la fraduccién de RNAs mensajeros para
proteinas de estrés térmico esta altamente favorecida en comparacién con otros
mensajeros lo que implicaria que la mayoria o la totalidad de los RNAs
mensajeros para proteinas de estrés térmico que se sintetizan son utilizados
(Apuya & Zimmerman, 1992). Se ha sugerido que la region &' del péptido lider
juega un papel regulatorio en la traduccion selectiva de RNAs mensajeros
eucaridticos que codifican para proteinas de estrés térmico, ya que estas
regiones podrian funcionar como sitios de entrada al ribosoma para Ia iniciacién
de la traduccidn durante el estrés (Chandrashekhar & Nguyen, 1995). Por ofro

lado, en Tetrahymena thermophila se ha observado que bajo estrés térmico se




acumula rapidamente un RNA citoplasmatico de aproximadamente 300
nucledtidos llamado G8 y que se asocia en forma cuantitativa a los ribosomas
(Hallberg y col., 1992). Se ha propuesto que el RNA G8 podria ser parte de una
maquinaria que regula la traduccién selectiva de diferentes clases de RNA
mensajero durante situaciones de estrés (Fung y col., 1995).

La via de sefial de transduccién de la expresion de genes que codifican
para HSPs es desconocida. La caracteristica principal en la induccién de HSPs
es el dafio causado a la estructura de las proteinas o la sintesis de proteinas
aberrantes, de manera que se ha planteado como posible hipétesis que la sefial
para la induccion de HSPs seria la acumulacién de proteinas anormales en la
célula (Ananthan y col., 1986; Edington y col., 1988). Por otra parte, en plantulas
de soya se ha observado que el &cido azetidina-2-carboxilico (Aze), un analogo
de prolina, induce la acumulacion de proteinas de estrés térmico a 28°C (Lee y
col., 1996). En maiz, andlisis por HPLC revelaron que el nivel de glutation (GHS)
aumenta y el contenido de cisteina disminuye en las raices cuando las plantas
son sometidas a estrés térmico (Nieto-Sotelo & Ho, 1986). Mitchel y col. (1983),
demostraron que cultivos de células VT9, derivadas de hamster y expuestas a
inhibidores de Ia sintesis o a la accién de glutatidn, presentaron bajos niveles
de GHS intracelular y una mayor sensibilidad térmica cuando eran sometidas a

esfrés térmico. Por lo tanto, es posible que moléculas pequefias producte de la

degradacién proteolitica durante el esirés, como el aminoacido prolina y/o el




tripéptido GHS, puedan tener un papel en la via de transduccién de la sefial
para la sintesis de HSPs.

La sintesis de HSPs se correlaciona estrechamente con la adquisicién de
termotolerancia en plantas. En plantulas de soya, se ha observado que un
cambio de temperatura desde 25°C a 45° 6 50°C, es letal. Sin embargo, estas
temperaturas pueden ser toleradas por pléntulas aclimatadas a temperaturas
subletales de 40°C lo que se correlaciona con un aumento en la sintesis de
proteinas de estrés térmico (Lin & col., 1984). Plantulas de maiz expuestas a
40°C presentan una disminucién en la actividad de la ATPasa de membrana
plasmatica dependiente de K', sin embargo, la actividad se recupera luego de
20 minutos de estrés. Esta recuperacién se correlaciona con un aumento en la
sintesis de proteinas de estrés (Cooper y col, 1984). Plantulas de arroz
sometidas a estrés térmico, acumuian HSP104 y HSPS0 al mismo tiempo en
que ocurre induccién de termotolerancia (Pareek y col., 1895).

En condiciones de campo, la expresién de proteinas de estrés térmico ha
sido muy poco estudiada. Existen algunos trabajos realizados en plantas de
cultivo que permiten asociar en condiciones naturales la respuesta a estrés
térmico con la sintesis de HSPs. En plantas de soya crecidas en terreno, se ha
observado acumulacion de RNAs mensajeros que codifican para proteinas de
estrés térmico de baja masa molecular (Kimpel & Key, 1985). Plantas de
algodén expuestas a altas temperaturas en el campo, acumulan proteinas de

estrés térmico de baja y alta masa molecular (Burke & col., 1985). En
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experimentos realizados en hojas de arveja en camaras de crecimiento
simulando un dia de alta temperatura en terreno, se demostré la acumulacion de
proteinas de estrés térmico al tiempo que aumentaba la temperatura (Chen &
col., 1990, DeRocher y col., 1991). En condiciones naturales, la sintesis de
proteinas de estrés térmico ha sido asociada al estado de desarrollo
reproductivo en Medicago sativa. A temperaturas Optimas de crecimiento,
plantas bien irrigadas que crecen en el campo, presentan produccion de HSPs
de baja masa molecular en flores y frutos (Hernéndez & Vierling, 1993). Los
resultados de estos trabajos permiten asociar la respuesta a estrés térmico con
la sintesis de algunas proteinas especificas, sin embargo, no se presentan
evidencias que correlacionen la tolerancia a altas temperaturas que presentan

algunos cultivos con la sintesis de HSPs y/o respuestas fisiologicas adaptativas.

1.3. Prosopis chilensis como modelo experimental.

Prosopis chilensis (Mol.) Stuntz (algarrobo chileno), como otras especies
de Prosopis son arboles leguminosos de la familia mimosacea que conforman
bosques monoespecificos en las regiones aridas y semi-aridas del norte y centro
de Chile. P. chilensis presenta una distribucidon geografica amplia, desde
Copiapé a Talca. La precipitacion anual en la regién de Copiapé es de 28,4 mm
mientras que en Santiago es de 356 mm . En esios lugares, las temperaturas
fluctian entre 1°C en inviermo a 55°C en verano y entre 6°C en la noche a 55°C

a mediodia en un dia de verano. Las hojas y las legumbres del algarrobo, asi
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como de ofras especies de Prosopis, se usan como forraje para ganado caprino
y ovino; su biomasa lefiosa se utiiza como combustible y en cascs de
dimensiones mayores, como fuente de materiales de construccion (postes para
cierres, parquets); su corteza es también rica en taninos (Arce & Balboa, 1988).
P. chilensis es un arbol resistente a déficit hidrico, estrés por alta temperatura y
salinidad (Medina & Cardemil, 1993). Semillas de P. chilensis presentan una
tasa de germinacion entre 70 y 80% en presencia de NaCl 0,3M. Después de 5
dias de germinacion, la sobrevivencia de plantulas de P. chilensis regadas con
NaCl 4% es de 1% y no se observa efecio en plantulas de 30 dias de edad
(Arce & Balboa, 1988). Durante la germinacién, P. chilensis expresa 4 proteinas
de pared celular que presentan inmunoreaccion cruzada con un anticuerpe anti
extensina de soya (Rodriguez & Cardemil, 1994). La expresion de estas 4
proteinas aumenta luego de herir las planias, por lo que se ha sugerido que
participarian en la reparacién del dafio a la pared celular. Al mismo tiempo, en
plantulas de P. chilensis heridas mecénicamente, la rapida elongacion de los
ejes embrionarios ha llevado a plantear un control hormonal de la respuesta a
dafio por heridas (Rodriguez & Cardemil, 1984). Por otra parte, semillas de
algarrobo son capaces de germinar a altas temperaturas. Se ha observado que
100% de las semillas de P. chilensis germinan a 35°C; a 40°C, el porcentaje
disminuye a 90% (Medina & Cardemil, 1993). De estas observaciones se ha
deducido que P. chilensis es un arbol resistente a condiciones ambientales

adversas. Datos experimentales obtenidos en nuestro laboratorio demuestran
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que P. chilensis es una planta altamente termotolerante capaz de responder al
estrés por alta temperatura mediante induccién de termotolerancia, fenémeno
que se correlaciona con la aparicién de proteinas no detectadas a la
temperatura de germinacién (35°C) (Medina & Cardemil, 1993). Estudios del
efecto de fluctuaciones ambientales en condiciones de campo sobre algunos
parametros fisiologicos y expresién de HSPs han mostrado que el arbol es
capaz de modular la respuesta fotosintética y resistir temperaturas ambientales
que son desfavorables para otras especies (Ortiz y col., 1995).

Ya que el conjunto de respuestas fisiolégicas a diferentes tipos de estrés
ambientales hacen de P. chilensis un modelo adecuado para el estudio de
mecanismos responsables de la tolerancia de la planta a temperaturas elevadas
en su medioambiente natural, en esta tesis se plantean las siguientes hipotesis:
1. Si P. chilensis presenta una alta tolerancia al calor, es debido a la presencia y
accion simultanea de caracteristicas anatdémicas, fisiolégicas y moleculares.

2. Si P. chilensis es excepcionalmente termotolerante, presentara mejores
respuestas fisiologicas que le otorgan tolerancia a altas temperaturas y una mas
rapida y mas intensa acumulacion de proteinas de estrés térmico que una planta

ya descrita como termotolerante.
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1.4 Objetivos

Como objetivo general se desea caracterizar en P. chilensis, parametros
fisiolégicos que son afectados por el estrés de calor, en plantas en condiciones
de laboratorio similares a las determinadas en el campo y comparar las
respuestas en la expresion de proteinas de estrés térmico de P. chilensis con

otra planta leguminosa resistente al calor que es Glycine max. {soya, vr McCall).

Como objetivos especificos se ha propuesto:

1, Caracterizar la tasa de fotosintesis, fluorescencia, evolucién de oxigeno,
potencial hidrico y resistencia estomatica en plantas jovenes de P. chilensis bajo
condiciones de temperatura y humedad relativa similares a las determinadas en

terreno.

2. Determinar el contenido de azlcares solubles, sacarosa y prolina en plantas
jovenes de P. chilensis sometidas a variaciones diarias de temperatura y

humedad relativa.

3. Determinar diferencias en la termotolerancia, capacidad de crecimiento,
evolucién de etileno y fluorescencia entre P. chilensis y Glycine max bajo

condiciones de estrés iérmico.
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4, Caracterizar v comparar mediante analisis Western y dot blots en
experimentos de cinética, la presencia, variacion y velocidad de expresion de

proteinas asociadas al estrés por temperatura en P. chilensis y soya.

5. Caracterizar mediante analisis Northern, la presencia y variacién del RNA

mensajero de ubiguitina en P. chilensis.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Material vegetal para analisis en terreno.

Prosopis chilensis (algarrobo chileno), es un arbol nativo que se encuentra en
Chile en regiones aridas y semi aridas de la zona Central y Norte Chico, ademas
de Pert y Argentina.

Para los estudios en terreno, se emplearon seis arboles de P. chilensis de
tamafio similar (de aproximadamente 50 afios de edad), pertenecientes a una
poblacién ubicada en la Quebrada San Carlos, Vicuiia, Cuarta Regién (30°0.2'S,
70°49'W, 520 m de elevacién). Tres de ellos se encontraban en exposicion
Noroeste y tres en exposicion Sureste. En primavera, la Radiacidn
Fotosintéticamente Activa (PAR) varia, dependiendo de las horas del dia, enire
100 y 2100 pmolesm'zs'1 desde las 8 :00 a las 15 :00 horas en los arboles con
orientacion NO, y desde 100 a 1800 pmolesm"zs'1 a las mismas horas del dia
para los arboles con orientacién SE. La humedad relativa (RH) varia enire 60 y
25% desde las 6 :00 a las 18 :00 horas. Las muestras para los andlisis y las
lecturas fueron realizadas a las 8 :00, 10:00, 12:00, 14 :00, 1600, 1800 y

20 :00 horas.

2.2 Material vegetal para analisis de simulacion.
Para los experimentos de simulacién, se colectaron semillas de P. chilensis

en la Quebrada San Carlos, en 1991 y 1992, las que fueron germinadas de

acuerdo a la metodologia descrita por Medina y Cardemil (1993). Las semillas
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separadas de los frutos, fueron escarificadas con acido sulfiirico durante 10
minutos con la finalidad de romper la testa de la semilla. Después de varios
lavados con agua, las semillas se colocaron sobre un papel absorbente
humedecido en una bandeja de germinacion y germinadas a 25°C en una
camara de crecimiento con un fotoperiodo de 12 horas luz, 12 horas oscuridad.
Plantas de tres meses de edad fueron aclimatadas por 10 dias en una
camara de crecimiento (Heraeus vétsch HPS 2000) bajo condiciones que
simulaban las determinadas en un dia de Primavera en la Quebrada San Carlos
para los arboles con exposicién NO. La intensidad luminosa maxima en la
camara de crecimiento fue 550 pmolesm™s” dentro de la cédmara (25% de Ia
encontrada en condiciones naturales), la que es suficiente para alcanzar

saturacién de la fotosintesis en la planta tal como lo demuestra Pinto (1989).

2.3 Condiciones luminosas en la camara de crecimiento.

La luminosidad en la camara fue programada para un fotoperiodo de 11
horas de luz y 13 horas de oscuridad y las temperaturas y ciclos de humedad
relativa fueron similares a las determinadas en terreno para los arboles en
exposicion NO. El periodo de luz comenzé a las 8 :00 horas y el periodo de
oscuridad a las 20 :00 horas. La intensidad luminosa fue regulada variando la
altura del panel movil de tubos de luz fluorescente. La intensidad minima fue
100 pmolesm™?s™ a las 8 :00 horas, aumentando a 300 pmolesm™s™ a las 11 :00
horas y llegando a un maximo de 550 pmolesm?s” a las 14 :00 horas, para

posteriormente disminuir y volver a la intensidad inicial a las 19 :00 horas. El
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medio dia solar en Ias plantas en el campo se registrd a las 14:00 horas y en la

camara de cultivo a las 15:00 horas.

2.4 Condiciones de humedad y temperatura.

Simulando las condiciones naturales, la temperatura en la camara fue
aumentada a una tasa de aproximadamente 4°h™, desde 6°C a las 6 :00 horas
con una humedad relativa de 60% para alcanzar un maximo de 35° en la tarde
(14 :00-15 :00 horas) con una humedad relativa de 25%. Luego, la temperatura
fue disminuida a una tasa de 4°h™ alcanzando un minimo de 6° en la noche
(22 :00 horas) con una humedad relativa de 50%. Después de las 22 :00 horas
las condiciones se mantuvieron uniformes a 6° y 60% de humedad relativa. L.os
experimentos control se realizaron bajo condiciones de luminosidad similares a
las descritas y la temperatura y humedad relativa se mantuvieron constantes a
25°C y 60% respectivamente. Las muestras para los andlisis se tomaron a las
8:30, 11:00, 15:00, 17 :00, 20:00 y 23 :00 horas. La temperatura foliar fue
determinada en Ia superficie superior de los foliclos mediante termocuplas de

constantan-cobre.

2.5 Experimentos de estrés térmico.
Estos se realizaron con plantulas crecidas a 25°C por 72 horas luego de

la germinacidn. Grupos de 20 plantulas fueron expuestas por 2 horas a 30°, 35°,

40°, 45° y 50°C. Luego de los tratamientos, las planiulas fueron congeladas en




hielo seco y procesadas para la extraccién de proteina segln lo descrito en

Medina y Cardemil {1993).

2.6 Determinacién de asimilacién de COa.

La asimilacion neta de CO. fue determinada en terrenoc en hojas de
arboles adultos y en el laboratorio bajo condiciones simuladas en plantas de 6
meses de edad utilizando un analizador de gases infrarojo con un sistema
abierto para el flujo de aire (IRGA, Analytical Development Co. Ltd, modelo
225/2/SS/B), durante 4 dias consecutivos. Bajo condiciones simuladas, la
humedad en la camara de crecimiento fue controlada mediante un flujo de aire
de 150 mi/min a través de un sistema de humidificacién. La humedad relativa
fluctué entre 60 a 25%. La concentracion de CO2 se mantuvo entre 340 y 370
ppm. Para los calculos de asimilacién de CO2 se considerd la masa molecular
de CO, (44 g/mol), el volimen especifico (22,4 I/mol) y la densidad (2 gfl). El

érea de exposicién fue alrededor de 30 cm? en las hojas medias de las plantas.

2.7 Determinacién de conductancia estomatica.

Las mediciones de conductancia estomatica se realizaron con un
pordmetro automatico transiente (MK3 Delta-T). En los experimentos bajo
condiciones simuladas, el pordmetro fue calibrado a las condiciones en la

camara al momento de fomar las muestras para ser analizadas. El potencial

hidrico fue determinado en brotes terminales de longitud entre 6 a 8




centimetros con una bomba de presion tipo Scholander. E! potencial hidrico se

mantuvo entre -0,8 y -2,8 MPa desde las 6:00 a las 15:00 horas.

2.8 Determinacion de prolina.

Prolina fue cuantificada en plantas crecidas en camara de crecimiento
hajo condiciones de terreno simuladas. Se determind segun el método descrito
por Bates y col. (1973) con el reactivo Ninhidrina acida al 3% (p/v) en H2SOy4
(p.a.), que forma el complejo coloreado con prolina, aminoacido que se extrae a
partir de tejido fresco en acido sulfosalicilico al 3% (p/v). La absorbancia del
complejo ninhidrina-prolina extraido en tolueno (p.a.), fue medida a 520 nm en

un espectrofotometro Shimadzu. Mediante una curva de calibracion se obtuvo

un coeficiente de absorbilidad molar €=11551.

2.9 Contenido de azicares solubles y sacarosa.

Los azicares solubles se cuantificaron en plantas crecidas en cdmara de
cultivo bajo condiciones de terreno simuladas mediante el método colorimétrico
con el reactivo de Anirona, tal como lo describen Riazi y col. (1985). Tejido
fresco de plantas de Prosopis chilensis (0,5 g) se tratd con etanol al 85% (viv) a
25°C por 24 horas. El extracto fue posteriormente filtrado en papel Whatman
N°1 y una alicuofa de 0,1 ml de extracto etandlico se hizo reaccionar a 100°C
por 10 minutos con 3 ml de Antrona {0,15% p/v en HxSO4 al 72% viv) recién

preparada. La reaccién fue detenida en hielo y la absorbancia medida a 625 nm
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en un espectrofotémetro Shimadzu. La concentracidn fue expresada en
equivalentes de glucosa a partir de una curva de calibracién.

La concentracion de sacarosa en hojas de Prosopis chilensis fue
determinada por cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) segun la
metodologia de Nachtmann y Budna (1977). Los azicares fueron obtenidos del
tejido mediante un extracto etandlico como se describe en la obtencién de
aziicares solubles. Los extractos fueron filtrados en Millipore (0,2 um) antes de
analizar las muestras en una columna Merck (RP18) y ser caracterizadas por
medio de un detector de indice de refracciéon en ondiciones isocraticas de

acetona:agua (55:45).

2.10 Evolucién de oxigeno

La tasa de evolucion de oxigeno fue determinada en un oxigrafo
Hansatech en cloroplastos y membranas tilacoidales exiraidos segin se
describe a continuacién. Tejido foliar fresco de Prosopis chilensis fue macerado
en amortiguador de ruptura (sacarosa 250 mM; tricina 26 mM; NaCl 10 mM;
MgCl: 5 mM; NaN; 1 mM; pH 8,0) en una proporcion 1:4 peso.volumen. El
macerado se filird por gasa, fue transferido a tubos frescos preenfriados y se
centrifugé a 3000 x g durante 2 minutos a 0°C en rotor SS-34, modelo Sorvall.
Se elimind el sobrenadante y se resuspendio la pella en 1 a 2 ml de medio de
reaccion (sacarosa 250 mM; NaCl 10 mM; MgCl; 5 mM; tricina 25 mM; KHzPO4
0,5 mM; NaN; 1 mM; pH 7,5). La determinacién de la evolucién de oxigeno se

realizd en extractos tratados a 25°, 35°, 40° y 45°C por 2 horas en ausencia y
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presencia de prolina 0,15 mM o en extractos tratados a 50°C durante 2 horas
con diferentes concentraciones de prolina. La evolucidn de oxigeno fue
determinada en pmoles de Oz (ml min mg proteina)™ previa calibracién del
oxigrafo con ditionito de sodio que remueve todo el oxigeno disuelto en el agua .
Se consideré que la concentracion de oxigeno disuelto en el agua destilada a
25° es 0,253 pmoles/ml. En el registro, el eje vertical se asocia con

concentracion de oxigeno y el eje horizontal representa el tiempo transcurrido.

2.11 Evolucidn de etileno en P. chilensis y soya.

La evolucién etileno fue determinada en plantulas de Prosopis chifensis
de 48, 72 y 96 horas de edad y en plantulas de soya de 96 horas de edad en un
cromatégrafo de gases. Las plantulas fueron germinadas en camara de
crecimiento a 25°C y transferidas a frascos herméticos en las que se trataron a
30°, 35°, 40°, 45° y 50°C durante 2 horas. Posteriormente, se tomaron muestras
de gases desde los frascos en jeringas de 1 ml a fravés de un septo de goma. El
contenido de etileno se determind en base al peso seco del tgjido mediante el

uso de un estandar que contenia 77,2 ppb del gas.

212 Emiséén de fluorescencia en P. chilensis y soya.

Par: la determinacidn de la fluorescencia de las moléculas de clorofila del
fotositema I, se utilizé un fluorémetro Plant Efficiency Analyser (PEA) fabricado
por Hansatech (U.K.). Las mediciones se realizaron en hojas de plantas de

Prosopis chilensis de 3 meses de edad y de soya de 1 mes de edad,
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mantenidas a 25°, 35°, 40° y 45°C durante 2 horas en una camara de
aclimatacién. Una porcion de las hojas se mantuvo en oscuridad por 30 minutos,
utilizando una pinza oscura. Posteriormente, se iluminé con el dispositivo de
iluminacién del aparato que consiste en 6 fotodiodos con un méaximo de emisién
de alrededor de 650 nm. La intensidad utilizada fue de 2250 umolm'zs'1. Los
registros se tomaron durante 40 segundos. Se obtuvieron los principales
parametros de la fluorescencia: Fo, Fm, Fv, y la relacion entre Fv/Fm. Los datos
fueron transferidos mediante una interfase a un computador en donde fueron

analizados posteriormente.

2.13 Germinacidn y crecimiento en P. chilensis y Glycine max.

Las semillas de P. chilensis fueron germinadas en bandejas plasticas en
oscuridad en estufas termorreguladas a 25°, 30°, 35°, 40°, 45° y 50°C durante
72 horas. Las semillas de Glycine max (soya, vr. McCall), fueron imbibidas en
agua destilada durante 10 minutos y luego fueron germinadas en condiciones
similares a las de P. chilensis.

El crecimiento en Prosopis chilensis y soya fue determinado en plantulas
germinadas a 25° y 35°C durante 24 horas y luego transferidas a bandsjas que
fueron sometidas a 25°, 30°, 35°, 40° y 45°C. Luego de completar 72 horas de

germinacién, se midié la longitud de! eje embrionario de las plantulas.
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2.14 Temperatura letal en P. chilensis y Glycine max.

La temperatura letal (TLsg) fue determinada en tejido foliar de algarrobo y
soya segln modificacién del método descrito por Raymond (1986). Trozos de
foliolos de plantas de P. chilensis de 3 meses de edad y de G.max de 1 mes de
edad con un peso aproximado de 0,12 g fueron incubadas a temperaturas entre
25° y 70°C durante 2 horas en frascos oscuros con 2 ml de agua desionizada.
Luego de la incubacién, los frascos fueron enfriados a temperatura ambiente e
incubados a 25°C por 1 hora con agitacion suave previa adicién de 25 ml de
agua desionizada a cada uno. La conductividad del medio se determiné
mediante el usc de un conductivimetro WTW. Posteriormente, para obtener la
conductividad maxima del tejido, los frascos fueron incubados en una estufa a

80°C durante toda la noche.

2.15 Determinacion del contenido de proteinas

El tejido congelado se macerdé en amortiguadorTris-HCI 1,5 mM, pH 7,5;
Triton X-100 al 2% y 2-mercaptoetanol al 0,1% en una relacion peso volumen
1:2. El macerado fue tratado a 100°C por 90 segundos y cenirifugado a 15.000
rpm por 5 minutos en microfuga. El sobrenadante se traspasé a un nuevo tubo y
se precipitd la proteina con acetona fria en una proporcion
acetona:scbrenadante (5:1). La proteina precipitada fue resuspendida en
amortiguador Tris 100mM pH 6,8. Las muestras fueron congeladas y se

determind el contenido de proteinas solubles mediante el métode de Bradford

24




(1976) usando una curva de calibracién a partir de un estandar de BSA marca

Sigma.

2.16 Analisis electroforético.

Las proteipnas solubles fueron analizadas en geles de poliacrilamida al
10% y 12% en condiciones desnaturantes como describe Laemli (1970). El gel
separador (pH 8,8) contenia poliacrilamida en la concentracién adecuada y 0,
1% de SDS y el gel concentrador (pH 6,8) contenia 3,5% de poliacrilamida.
Ambos geles fueron preparados a pariir de una solucion de acrilamida:bis-
acrilamida 30:0,8. En cada pocillo del gel se colocaron 30 pug de proteina y éste
fue desarrollado a una intensidad de corriente constante de 30 mA durante 5a7
horas. El amortiguador de corrida contenia Tris-HCI 0,25M, glicina 0,192 M pH
8,8 y SDS al 0,1%. El amortiguador de muestra (1X) consistid en Tris-HC!
0,0625 M, pH 6,8; SDS al 2%; glicerol al 10% (v/v); mercaptoetanci al 5% y azul
de bromofenol al 0,001%. Las muestras fueron hervidas a bafic Maria por 3
minutos antes de ser colocadas en el gel.

Las proteinas usadas como estandares de masa molecular preparadas a
partir de un kit comercial (Sigma), fueron las siguientes: a-macroglobulina (180
KD), B-galactosidasa (116 KD), fructosa-6-fosfato quinasa (84 KD), piruvato
quinasa (58 KD), fumarasa (48,5 KD), lactato deshidrogenasa (36,5 KD) y triosa-
P-isomerasa (26,6 KD). Las masas moleculares de las proteinas de las

muestras fueron determinadas por interpolacion de la curva de movilidad relativa
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en los geles en funcion del logaritmo de la masa molecular estandar de cada
marcador.

Las bandas de proteinas fueron visualizadas mediante la tincién con azul
de Coomassie 0,25%, metanol 50% y acido acético 10%. La solucion de
destefiido consistid en acido acético 7,5% y metanol 5%. Los geles mantenidos
en esta solucion fueron fotografiados y posteriormente secados entre papel de
celofan en un secador de geles (Drygel modelo SE 540, Hoefer Scientific

Instrument).

2.17 Analisis Western.

Para los anélisis Western, las proteinas exiraidas de plantas de P.
chilensis y soya fueron electrotransferidas durante toda fa noche desde los geles
de poliacrilamida a membranas de nitrocelulosa a 180 V de acuerdo al método
de Towbin y col. (1979). Las membranas fueron bloqueadas en amortiguador
Tris-HCI pH 8,0; azida de Na 0,05%, BSA 0,25%, gelatina 0,25% y Tween-20
0,30% durante 3 horas o toda la noche. Posteriormente, las membranas fueron
lavadas varias veces con amortiguador Tris-HC! pH 8,0; azida de Na 0,05%,
Tween-20 0,30%. L.uego de los lavados, las membranas fueron incubadas con
anticuerpos policlonales contra ubiquitina libre, ubiquitina conjugada, ambas de
embrién de pollo (Ciechanover y col. 1984) o con un aniicuerpo monocional
contra la proteina de estrés térmico de 72 KD de células Hela. La dilucidn para
el anticuerpo anti ubiquitina libre fue 1:200, para el anticuerpo anti ubiquitina

conjugada 1:300 y para el anticuerpo anti HSP 70 1:1000. Luego de la

26




incubacion con el primer anticuerpo, las membranas fueron incubadas con un
anticuerpo secundario anti IgG desarrollado en cabra y ratén y conjugado a
fosfatasa alcalina en una dilucién 1:20 000. Para comprobar la especificidad de
los anticuerpos, se realizaron controles incubando membranas con suero

preinmune o sin el primer o segundo anticuerpo.

2.18 Dot blot, inmunodeteccion y andlisis densitométrico.

Anélisis de inmuno dot blots fueron realizados con proteinas extraidas de
plantas de P. chilensis mantenidas bajo condiciones simuladas. Experimentos
de cinéticas se realizaron con exiractos de plantulas de P. chilensis y de soya
germinadas y crecidas a 25°C por 72 horas y tratadas a 40°C. Se utilizé6 una
camara BioRad (modelo Bio Dot) en la que se colocé por pocillo, 12,5 0 20 pg
de proteina. Luego, las membranas fueron incubadas con el primer y segundo
anticuerpo tal como se describe para los ensayos Western. Se realizaron
inmuno dot blots con diluciones seriadas de ubiquitina comercial (Sigma) para
obtener una curva de calibracién.

La densitometria de los dot blots se realizé con un scanner Gelscan CS-
4500 y el andlisis de la imagen se hizo con el programa Gel-Perfect 5-2,
software desarrollado por el Dr. Salvador Bozzo, Depto. de Medicina
Experimental, Facultad de Medicina de la Universidad de Chile. Las
absorbancias de los "dot blots" se registraron como picos y el area integrada de
estos fue comparada con las absorbancias obtenidas con la curva de

calibracion. Los resultados fueron expresados en pg de ubiquitina pg de
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proteina" o pg de ubiquitina conjugada pg de proteina™. En el caso de HSP 70
KD, los resultados fueron expresados en unidades de Absorbancia {(mm? pg de

proteina)™ debido a la ausencia de un estandar de HSP 70 KD para realizar una

curva de calibracion.

2.19 Extraccion de RNA.

El RNA total de plantas de P. chilensis fue extraido segln la metodologia
descrita por Nieto-Sotelo y col. (1990). Se trituro el tejido con nitrdgeno liquido
en mortero y se fransfirié el polvo a un tubo que contenia 2 volimenes de
amortiguador de extraccion RGB (1% de Tris-isopropylnaphtalene sulfonic acid;
6% deacido p-aminosalicilico; 100mM Tris pH 7,6; 50mM EGTA; 100mM NacCl;
1% SDS; 50 mM mercaptoetanol) y 2 volimenes de suspensiéon de
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1). La mezcla se homogenizdé en
polytron a velocidad maxima y se mezcld por inversion durante 15 minutos. Se
centrifugd a 4°C durante 10 minutos a 4000 x g. A la fase acuosa se le agregé 1
vol de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) y se mezcld por 15 minutos.
Se centrifugd a 4°C durante 10 minutos a 4000 x g y se afnadio a la fase acuosa
1/10 de volumen de acetato de sodio 3M y 2 vol de etanol frio. Se precipité
durante toda la noche a -70°C. Se centrifugd a 0°C durante 15 minutos a 12 000
x g y la pastilla se disolvidé en agua destilada estéril. Se afiadié un volumen de
LiCl 4M y se precipitdé durante 8 horas como minimo. Luego se centrifugd a 4°C
durante 15 minutos a 12 000 x g y se repitid la precipitacion con LiCl por lo

menos dos veces mas. La pastilla de disolvid en agua destilada estéril y se
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precipité a -70°C durante toda la noche en presencia de 1/10 volumenes de
acetato de sodio 3M y 2 vol de etanol frio. Se centrifugd a 12 000 x g durante 15
minutos a 0°C y se lavo la pastilla con etanol al 70%. Se centrifugé a 12 000 x g
durante 10 minutos a 0°C y la pastilla se secd al vacio y fue resuspendida en

agua destilada estéril. Se determind la absorbancia a 260 y 280 nm.

2.20 Analisis Northern.

E! RNA obtenido fue colocado en un gel de agarosa al 1% en MAE
(MOPS 0,2M; Acetato de sodio 50mM; EDTA 10 mM pH 7,0) en presencia de
formaldehido. El gel se desarrollé a 150 V por 3 horas en amortiguador MAE 1X
y formaldehido 3%. Se utilizd una cantidad de RNA entre 5 a 20 ng los que
previamente se mezclaron con el amortiguador de muestra (formamida 5%;
formaldehido 2%; MAE 1X; glicerol 1%; azul de bromofenol 2% y bromuro de
etidio 0,01%) y se calentaron a 65°C durante 5§ minutos.

Se fransfirid el RNA y se realizaron las hibridizaciones de acuerdo al
método descrito por Sambrook y col (1989). Se lavd el gel 2 veces por 20
minutos en SSC 10X (NaCl 1,5M; citrato de sodic 0,5M pH 7,0). La transferencia
del RNA a un filtro Hybond himedo se realizé por capilaridad durante toda la
noche en SSC 10X con papel Whatman 3MM. Se lavd el filtro con SSC 1X, se
secd a temperatura ambiente y fue fijado en luz ultravioleta de baja intensidad.
La marcacion de las sondas se realizd segun el protocolo descrito en el catalogo

de Random Primed Multiprime DNA Labelling System de Amersham RPN 1600.

Se hirvié la banda de la sonda correspondiente (50 ng) durante 2 minutos y se




enfrid6 en hielo. Se mezclaron 10 pl del DNA con 4 pl de cada unoc de los
nucleétidos frios, 5 p! de buffer, 5 ui de partidores, 18 ul de agua estéril, 5 pl de
24CTP (5 uCi) y 2 pl de Klenow (2U). Se mezclé bien y se incubé durante 3
horas a 37°C y se determind la eficiencia de incorporacién. Se utilizé una sonda
de DNA gendmico para el gen de ubiquitina de embrién de pollo (Bond y
Schlesinger, 1985) y una sonda de cDNA para el gen de HSP 70 KD de maiz (
Rochester y col. 1986). Se prehibridé el filtro con 7 ml de solucidn de
prehibridacion (formamida 50%; SDS 7%; NaH.PQ, 0,3M; EDTA 1mM; 0,1
mg/ml DNA de esperma de salmdn) por al menos 10 minutos a 42°C. La
hibridacién se realizé con 10 mi de solucién de prehibridacion mas 1x10° cpm de
sonda hervida y enfriada/ ml de solucién durante toda la noche a 42°C. Los
filtros fueron lavados en amortiguador fosfato 0,4 M en presencia de SDS 1% 2
veces a 42 °C durante 30 minutos. La membrana himeda se fijé entre papel
plastico en un "cassette" de exposicion con pantalla intensificadora y pelicula X-
OMAT de Kodak y se incubd a -70°C por 48 horas o mas. La pelicula se reveld

usando fijador y revelador instantaneo Kodak.
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3. RESULTADOS

3.1. Determinacién de temperatura, tasa fotosintética, conductancia
estomética y potencial hidrico en Prosopis chilensis bajo condiciones
simuladas.

Debido a que las hojas son uno de los tejidos mas expuestos a
variaciones ambientales y a que en ellas se lleva a cabo el proceso fotosintético,
la fisiologia asociada a estas podria presentar variaciones importantes como
respuesta a condiciones de estrés. En plantas de P. chilensis aclimatadas a
condiciones simuladas de terreno, se evalud el efectc de altas temperaturas
sobre algunos parémetros fisioldgicos asociados a las hojas como temperatura

foliar, tasa de asimilacion de CO,, conductancia estomatica, y potencial hidrico.

3.1.1. Temperatura foliar.

La determinacion de la temperatura en la cadmara de crecimiente y en las
hojas de Prosopis chilensis bajo condiciones simuladas se realizd mediante
termocuplas de contacto. Los resultados mosiraron que las hojas presentan
temperaturas menores que las temperaturas ambientales entre las 12:00 y las
18:00 horas, cuando la temperatura de la cémara alcanza el valor méximo
(Figura 1A). La correlacion entre temperatura ambiental y temperatura foliar en
la camara arrojé una pendiente de 1.12, con un coeficiente de correlacion de

0.986, lo que confirma que la temperatura en las hojas de P. chilensis siempre
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petmanecen 1 ¢ 2 °C por debajo de la temperatura del aire. Resultados
similares se observaron para las temperaturas foliares en arboles en la
Quebrada San Carlos (Figura 1B). La relacién entre temperatura ambiental y
temperatura foliar arrojd una pendiente de 1.11 con un coeficiente de correlacion

de 0.993.

3.1.2. Asimilacion de CO..

Para evaluar el efecto de las variaciones de temperatura y humedad
sobre la fotosintesis en P. chilensis, se determiné la tasa de asimilacién de CO2
en plantas mantenidas en condiciones simuladas a las determinadas en la
Quebrada de San Carlos para arboles en exposicion Noroeste. Los resultados
muestran que bajo condiciones simuladas, la asimilacion de CO; presentd una
respuesta bimodal (Figura 2 A), la que aumento a las 11:00 horas disminuyendo
a las horas de mayor temperatura y menor humedad relativa (entre 13:00 y
17:00 horas); para aumentar nuevamente a las 19:00 horas. En plantas control
mantenidas a temperatura constante de 25°C y 60% de humedad relativa, la
asimilacién de CO; presenté una leve tendencia bimedal aungue mucho menos
marcada que la que se observé en plantas experimentales. Esta aumento a las
11:00 horas y se mantuvo al mismo nivel durante el dia, disminuyendo luego de
las 19:00 horas alcanzando niveles negativos a las 21:00 horas (Figura 2 A).

La asimilacién de CO. en arboles en exposicion Noroeste también

presentd una respuesta bimodal, con valores negativos a las 8:00 horas y un
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Figura 1. Perfil de temperatura a diferentes horas del dfa bajo condiciones de ferreno

simuladas: (A) temperatura de la hoja en plantas de P. chifensis en la camara de

crecimiento @ ;temperatura de la camara de crecimiento 1. (B) Temperatura de las

hojas en la Quebrada San Carlos @ ; temperatura del ainECada punto corresponde al

promedio de 4 mediciones * error estandar. La termocupla fue ubicada en la cara

superior de los foliolos y a 10 cm de la hoja en el caso de la temperatura del aire.
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maximo a las 12:00 horas, los valores bajaron entre las 13:00 y 17:00 horas
(Figura 2 B). Se observo un segundo aumento en la asimilacién de CO; a las
19:00 horas. La tasa de asimilacion de CO, en las plantas bajo condiciones
simuladas fue menor que la observada en arboles en la Quebrada San Carlos
(alrededor de 60% de los valores determinados en terreno para arboles en

exposicion Noroeste).

3.1.3. Conductancia estomatica.

Debido a que la respuesta bimodal presentada para la asimilacion de CO»
en P. chilensis podria ser resultado de cierre estomatico a las horas de mayor
temperatura, se determiné la conductancia estomatica en plantas bajo
condiciones simuladas y control. Los resultados mostraron que tanto en las
plantas bajo condiciones simuladas como en plantas control, los estomas
permanecen abiertos durante el periodo luminoso, incluso a las horas de mayor
temperatura y menor humedad relativa (Figura 3). Este resultado se correlaciond
con la menor temperatura foliar respecto a la temperatura ambiental que se
observé en plantas de P. chifensis bajo condiciones simuladas. Los estomas se
cerraron al comienzo del ciclo de oscuridad, alrededor de las 20:00 horas en las
plantas experimentales y cerca de las 23:00 horas en las plantas control. Los

estomas permanecieron cerrados durante el periodo de oscuridad. Al mismo

tiempo, se observé que las hojas de las plantas aclimatadas en camara de




cultivo a condiciones simuladas de terreno permanecian plegadas a las horas de

mayor temperatura y menor humedad relativa (Figura 4)

3.1.4. Potencial hidrico.

Ya que los estomas permanecen abiertos aln a horas de alta
temperatura y baja humedad ambiental, es posible que las plantas de P.
chilensis en condiciones simuladas presenten estrés hidrico por pérdida de agua
. Para evaluar e! nivel de esirés al que la plania estd sometida bajo condiciones
simuladas, se determiné el potencial hidrico en ramas de plantas de P. chilensis.
Se observd que existe una variacién en el potencial hidrico a lo largo del dia, el
que presenta un valor de -0,8 MPa a las 8:00 horas, haciéndose mas negativo a
las horas de mayor temperatura y menor humedad relativa, llegando a un
valor de -2,5MPa a las 16:00 horas (Figura §). El potencial hidrico se recupera
luego de la disminucion, para volver a valores iniciales (-0,5 MPa) a las 23:00

horas.

3.2. Acumulacién de azlicares reductores solubles, sacarosa y prolina.

La acumulacion de solutos es un aspecto importante de aclimatacién y
respuesta en plantas a diversos tipos de estrés. P. chilensis se encuentra
creciendo en condiciones ambientales que son consideradas de estrés para la
mayoria de la especies vegetales. Debido a esto, variaciones en los niveles de

azlcares solubles, entre ellas sacarosa, asi como la acumulacion de prolina,
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Figura 3. Conductancia esfomndtica durante el dia en hojas de P. chilensis bajo
condiciones simuladas. Plantas control [] ; plantas en condiciones de terreno
simuladas @ . Cada punto corresponde al promedio de 4 mediciones independientes +
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Figura 4. Plegamiento de foliolos de P. chilensis en horas de alta temperatura y baja
humedad relativa. Plantas de P. chilensis de 6 meses de edad fueron aclimatadas en
camara de crecimiento y sometidas a fluctuaciones diarias de temperatura y humedad
relativa simulando un dia de primavera en la Quebrada San Carlos, La Serena. (A)

foliolos de plantas control, (B) foliolos de plantas tratadas.
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Figura 5. Potencial hidrico en plantas de P. chilensis bajo condiciones simuladas. La
figura muestra los valores de potencial hidrico en plantas de P. chifensis de 6 meses
de edad sometidas a fluctuaciones diarias de humedad y temperatura. Las condiciones
de crecimiento se detallan en Materiales y Métodos, secciones 2.3 y 2.4. Las
determinaciones se realizaron en ramas ubicadas en la parte media de las plantas

Cada punto corresponde al promedio de 4 mediciones + error estandar.
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podrian ser parte de una respuesta metabdlica asociada a estrés por altas

temperaturas en P. chilensis.

3.2.1. Az(cares solubles y sacarosa.

El contenido de azlcares reductores solubles en plantas de P. chilensis
sometidas a variaciones de temperatura y humedad relativa presentd un maximo
de acumulacion a las 11:00 horas (210 mg/Kg p.f), para disminuir a lo largo del
dia presentando el valor minimo a las 23:00 horas (Figura 6 A). Se observé un
aumento leve a las 17:00 horas el que no alcanzé el valor maximo. El
contenido de azlcares reductores solubles en las plantas control presenté
también un maximo a las 17:00 horas y disminuyé progresivamente hacia las
23:00 horas. El contenido de azlicares reduciores solubles en las plantas control
siempre fue mayor al determinado en las plantas bajo condiciones simuladas.

El contenido de sacarosa, en plantas de P. chilensis bajo condiciones
simuladas presentd un patron similar al observado para el contenido de
azticares reductores solubles {Figura 6 B). El valor méximo para sacarosa se
observé a las 11:00 horas {910 mg/Kg p.f.), el que disminuyé a lo largo del dia.
Se observé un pequefio hombro en el contenido de sacarosa a las 17:00 horas

el que, sin embargo, no alcanzd el valor maximo. El contenido de sacarosa en

las plantas control no presentd variaciones importantes a lo largo del dia.




Tanto el patrén de variacién de aztlcares reductores solubles como el de
sacarosa se correlacionaron con el patron presentado por la curva de

asimilacion de CO..

3.2.2. Contenido de prolina.

Bajo condiciones simuladas, la concentracién de prolina en las hojas de
P. chilensis aumento alrededor de 50 veces por sobre el nivel determinado a las
8:00 y 23:00 horas, alcanzando un maximo de 51 nmoles mg de proteina ta
las 14:00 horas (Figura 7). Posteriormente, el contenido de prolina disminuyé
alcanzando valores similares al inicial a las 23:00 horas. En las plantas que se
mantuvieron en condiciones control de temperatura y humedad relativa, el
contenido de prolina se mantuvo constante a lo largo del dia y los valores
determinados a las 8:00 y a las 23:00 horas fueron similares a los observados
en plantas sometidas a variaciones de temperatura y humedad diarias. El nivel

de prolina en plantas en condiciones de terreno simuladas fue 50 veces mayor

que el determinado en plantas control a las horas de mayor temperatura.

3.2.3. Evolucion de oxigeno en presencia de prolina.

Uno de los papeles fisiolégicos que se han descrito para prolina es el de
proteger la actividad de los cloroplastos cuando estos son sometidos a
condiciones de estrés. Debido al gran aumento (50 veces) en el nivel de prolina

en plantas de P. chilensis bajo condiciones simuladas, se determiné la tasa de
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Figura 6. Fluctuacién diaria en el nivel de (A) aztcares reductores solubles y (B)
sacarosa en plantas de P. chilensis bajo condiciones simuladas. @ plantas control;
plantas en condiciones de terreno simu!adas[.:'Cada punto representa el promedio de 3

determinaciones independientes + error estandar.
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respiracion en cloroplasios de plantas de P. chilensis crecidas a 25°C en
ausencia y presencia de 0,15 mM de prolina a diferentes temperaturas.

Los resultados mostraron que la evolucion de oxigeno determinada a
25°C es mayor a la determinada a 0°C y que ésta no presenta mayores
variaciones hasta 40°C tanto en ausencia como en presencia de prolina 0,15
mM (Figura 8A). Cuando los cloroplastos fueron incubados a 45°C, la actividad
respiratoria fue mayor en presencia de prolina 0,15 mM. Al aumentar la
temperatura de incubacion a 50°C, la actividad de los cloroplastos disminuyé
notablemente en ausencia o presencia de prolina, sin embargo, el valor que se
observd con prolina 0,15 mM en el medio de incubacién es similar al valor basal

determinado a 0°C.

3.2.4. Efecto de prolina sobre Ia actividad de cloroplastos.

Debido a que prolina podria estar actuando como un activador en lugar
de proteger la actividad de los cloroplastos, se realizaron determinaciones de la
evolucion de oxigeno en preparaciones de cloroplastos de P. chilensis que
fueron tratados a 50°C durante 2 horas en presencia de distintas
concentraciones de prolina. Se observd que la actividad de los cloroplastos es
mayor cuando estos son incubados con prolina 0,075 mM respecto a la actividad
determinada en ausencia de prolina (Figura 8 B). Se observd que la actividad de
los cloroplastos incubados a 50°C durante 2 horas aumentd cuando se

incrementaron las concentraciones de prolina en el medio de
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incubacion. El valor maximo de evolucidn de oxigeno determinade para
cloroplastos incubados a 50°C durante 2 horas correspondi6é a 1,8 ppm a una
concenfracion de prolina de 0,6 mM. Esta tasa de evolucion de oxigeno fue
similar a la tasa de actividad basal determinada en preparaciones de

cloroplastos a 0°C.

3.3. Evolucion de etileno en plantulas de P. chilensis sometidas a estrés
térmico.

En plantas, los procesos fisioldgicos bajo control hormonal son muchos y
muy variados. Existen algunas hormonas vegetales que han sido descritas como
hormonas del estrés ya que su siniesis aumenta bajo condiciones poco
favorables para la planta, entre ellas, etileno. En plantulas de P. chilensis, la
evolucion de etileno se podria considerar como un marcador del nivel de estrés

termico al que esta sometida la planta.

3.3.1. Evolucion de etileno a distintos tiempos de germinacion.

Se determind la evolucion de etileno en plantulas de P. chilensis de 48,
72 y 96 horas de edad mantenidas durante 2 horas a distintas temperaturas
(25°, 30°, 35°, 40°, 45° y 50°C). En planiulas de 48 horas de edad se observd
que la evolucién de etileno no presentd variaciones cuando las temperaturas de
tratamiento se mantuvieron entre 25° y 35°C (Figura 9). A temperaturas mas

altas, entre 40 y 50°C, el nivel de etileno de las plantulas disminuyé
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progresivamente hasta un valor minimo de 28,1 ppb/g.p.s. a 50°C. Cuando las
plantulas fueron crecidas durante 72 horas, el patrén de evolucién de etileno fue
diferente; se observd una produccién maxima de 41,68 ppb/g.p.s. al mantener
las plantulas a 25°C durante 2 horas. Este valor disminuyé cuando la
temperatura de exposicién fue 30°C para mantenerse sin mayores variaciones
entre 30° y 50°C de tratamiento. Para plantulas de 72 horas de edad, el nivel de
etileno en todos los tratamientos, fue menor al registradc en plantulas de 48
horas de edad. Cuando las plantas fueron crecidas durante 96 horas, el nivel de
etileno disminuyd aproximadamente 3 veces respecto al determinado en
plantulas de 72 horas de edad. Se observaron valores minimos de 5,74 y 5,68
ppb/g.p.s. cuando las plantas fueron expuestas a 25° y 50°C respectivamente.
La evolucién de etileno aumenté al doble cuando las plantas se trataron a 30°C
y ésta no presentd variaciones en [os tratamientos a 35° y 40°C. El nivel de
etileno disminuyd cuando los tratamientos se realizaron a 45° y 50°. Se observd
que los niveles de etileno producidos por las plantas de P. chilensis varia
dependiendo del estado de desarrollo de las plantulas, disminuyendo a medida

que aumenta el tiempo de desarrollo posterior a la germinacion.

3.4. Ubiquitina libre, ubiquitina conjugada y HSP 70 en plantas de P.
chilensis bajo condiciones simuladas.
La expresidn de proteinas de estrés es una estrategia que poseen todos

los organismos vivos para tolerar o resistir condiciones ambientales
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desfavorables. En plantas, se conocen una serie de proteinas llamadas
proteinas de estrés térmico (HSPs), cuyos niveles de expresion aumentan en
condiciones de estrés y que poseen un papel fisioldgico conocido. La expresion
de las HSPs ubiquitina y HSP 70 en P. chilensis, podria ser parie de las
estrategias que posee la planta para tolerar las altas temperaturas a las que se

ve expuesta en condiciones naturales.

3.4.1. Western blots para ubiquitina libre y ubiquitina conjugada.

Se realizaron geles SDS-PAGE con extractos de proteina soluble de
plantas de P. chilensis mantenidas en condiciones simuladas a lo largo del dia
para identificar las bandas de proteinas que corresponden a ubiquitina libre y a
ubiquitina conjugada mediante analisis Westemn. Los resultados obtenidos
mediante inmuno dot blots para planias experimentales fueron confirmados por
los analisis Western. Se observo reaccidn cruzada del anticuerpo anti ubiquitina
libre con dos bandas de proteina (Figura 10 A). Estas bandas correspondian al
monomero de 8 KDa y al dimero de 16 KDa. Ambas bandas presentan una
expresion clara a las 8:00, 17:00 y 21:00 horas y se expresan mas difusamente
a las 11:00 y 15:00 horas. El anticuerpo anti ubiquitina conjugada presenté
reaccién con varias bandas de proteina (Figura 10 B),que se visualizaron en la
zona de alto peso molecular ya que la masa de estas proteinas aumentaria
producto de la unién de varias moléculas de ubiquitina unidas a ellas. Las

bandas para estas proteinas presentan un patrén difuso, probablemente debido

49




a diferentes estados de degradacidén de las proteinas que han sido marcadas
con ubiquitina. Estas bandas de conjugados proteina-ubiquitina se observaron
mas claramente a partir de las 11:00 horas hasta las 21:00 horas presentando
una mayor intensidad entre las 15:00 y 17:00 horas. En fodos los casos se
colocaron 30 pg de proteina soluble en el gel y se utilizé un estandar de

ubiquitina libre comercial.

3.4.2. Inmuno dot blots para ubiquitina libre y ubiquitina conjugada.
Mediante inmuno dot blots se cuantificaron los niveles de ubiquitina libre y
de ubiquitina conjugada a proteinas en extractos de plantas de P. chilensis
mantenidas en condiciones simuladas durante el dia y de plantas en condiciones
constantes de humedad y temperatura. Tanto en plantas experimentales como
controles, ubiquitina libre presentd un pafrén opuesto al observado para
ubiquitina conjugada (Figura 11 A y B). En plantas en condiciones simuladas, el
nivel de ubiquitina libre fue alto durante ia mafiana y disminuyd a un 50% del
valor inicial a las 14:00 horas para luego aumentar y alcanzar su valor maximo a
las 21:00 horas. En las plantas control, el nivel de ubiquitina libre fue minimo
también a las 14:00, para aumentar posteriormente y llegar a un maximo a las
21:00 horas. La ubiquitina conjugada presento niveles bajos a las 8:00 horas en
plantas tratadas y plantas control (Figura 11 B). Se observé un incremento en el
nivel de ubiquitina conjugada cuando Ia temperatura foliar aumento, el que luego

disminuyé durante la tarde y alcanzé un valor minimo después de las 20:00
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Figura 10. Andlisis Westem de proteinas solubles de P. chilensis. {A) incubacién con
el anticuerpo policlonal contra ubiquitina libre diluido 1:200; (B) incubacién con el
anticuerpo policlonal contra ubiquitina conjugada diluido 1:300. El segundo anticuerpo
se ufilizé diluido 1:20.000. Las horas del dia se indican en ia parte inferior de la
fotografia. Las masas moleculares a se indican a la derecha. Las flechas indican las

bandas de proteinas identificadas como ubiquitina libre.
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Figura 11. Fluctuaciones diarias de ubiquitina libre (A) y ubiquitina conjugada (B) en
plantas de P. chilensis bajo condiciones simuladas. Plantas control [] ; plantas en
condiciones de terreno simuladas @ . Cada punto comresponde al promedio de 3
determinaciones independiente + error estandar. Las fotografias muestran el resultado
obtenido del andlisis inmunoldgico de "dot blots" (A) ubiquitina libre; (B) ubiquitina
conjugada. La flecha indica la reaccion con el estandar de 1,5 pg de ubiquitina

comercial. Cada "dot" corresponde a 12,5 pg de extracto de proteina.
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horas. El nivel de ubiquitina conjugada fue siempre menor en plantas control
respecto a plantas bajo condiciones simuladas. A las 14:00 horas, el nivel de
ubiquitina conjugada en plantas control fue 4 veces méas que el nivel detectado

en plantas en condiciones de terreno simuladas.

3.4.3. Inmuno dot blots para HSPs de 70 KDa.

Mediante inmuno dot blots de extractos de proteinas solubles de plantas
de P. chilensis bajo condiciones simuladas durante el dia y de plantas control,
se cuantificé el nivel de las proteinas de estrés térmico perienecientes a la
familia de 70 KDa (HSP 70) similares a la HSP de 72 KDa de células Hela. El
patron de expresion diaria de las proteinas de estrés térmico de P. chilensis
mosiré que estas HSPs aumentaban en las plantas en condiciones de terreno
simuladas al aumentar la temperatura foliar y presentaban una disminucién
hacia la 17:00 horas cuando la temperatura foliar era 26°C, permaneciendo en
un nivel bajo durante la tarde y la noche (Figura 12). En las plantas control, la
expresion de estas HSPs aumentd levemente a las 11:00 horas, disminuyendo
rapidamente en horas posteriores, aunque la temperatura foliar permanecio

constante a alrededor de 26°C durante todo el experimento.
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Figura 12. Niveles diarios de proteinas de la familia HSP 70 en plantas de P. chilensis
bajo condiciones simuladas. Plantas control [] ; plantas en condiciones de terreno
simuladas @ . Cada punto corresponde al promedic de 3 determinaciones
independientes + error estandar. La fotografia muestra el resultado obtenido en el
analisis inmunolégico en "dot blots" para el anticuerpo anti HSP70. Cada "blot"

corresponde a 12,5 ug de extracto de proteina.
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3.5 Analisis comparativo de la respuesta a estrés térmico en Prosopis
chilensis y Glycine max.

Una vez caracterizada la respuesta a estrés por calor de algunos
parametros fisiolégicos y moleculares en plantas de P. chilensis bajo
condiciones simuladas, se realizé la comparacién de ciertas respuestas a altas
temperaturas entre P. chilensis y G. max con el objeto de establecer el grado

de termotolerancia entre las plantas.

3.5.1. Efecto de la temperatura sobre la germinacién y el crecimiento de P.
chilensis y G. max.

Se germinaron semillas de P. chilensis y G. max a distintas temperaturas
entre 25 y 50°C. Luego de un periodo de imbibicion de 24 horas. A 35°C, la
germinacién de P. chilensis y G. max fue 100% y 70% respectivamente. El
porcentaje de germinacidn a 25° y 30°C fluctud entre 90 y 80% para ambas
plantas. A 40°C, la germinacion de P. chilensis fue de 50% y a 45°C, sélo 10%
de las semillas de P. chifensis germinaron y no se observé germinacion en las
semillas de G.max. A 50°C no se observé germinacion ni en P. chilensis ni en
G.max. Una vez determinado el efecto de la temperatura sobre la germinacién
de las semillas, se evalué la tasa de crecimiento de las plantulas a estas
mismas temperaturas, midiendo las longitudes del eje embrionario 72 horas
despueés de la germinacion. Se observé que las plantulas de P. chilensis

crecieron mejor que las plantulas de G.max en todas las temperaturas de
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tratamiento (Figura 13). El éptimo de crecimiento para P. chilensis fue 35°C y
para G.max fue 30°C. Se determind la temperatura letal de crecimiento para
ambas plantas y se observd que las plantulas de P. chilensis son incapaces de
germinar y crecer a 50°C. La temperatura letal para G.max fue menor, ya que
las semillas dejan de germinar y crecer a 45°C. La menor tasa de crecimiento de
P. chilensis se detectd a 45 °C y en G.max a 40°C.

Se evalud la termotolerancia en ambas plantas germinando las semillas a
25° y 35°C y se midieron las longitudes de los ejes embrionarios de las plantulas
crecidas a diferentes temperaturas entre 25° y 50°C iuego de 72 horas desde la
germinacion. Cuando las semillas de ambas plantas fueron germinadas a 25°C,
la temperatura optima de crecimiento fue 30°C para G.max y 35°C para P.
chilensis (Figura 14 A). Si las semillas son germinadas a una temperatura
mayor de 35°C, la temperatura 6ptima de crecimiento en G.max permanece en
30°C pero la temperatura dptima de crecimiento en P. chilensis aumenta a 40°C
(Figura 14 B). Cuando las semillas de ambas plantas son germinadas a 35°C,
estas son capaces de sobrevivir a las temperaturas letales aunque G. max

siempre presenté menor crecimiento que P. chifensis.

3.5.2. Temperatura letal (TLs) en hojas de P. chilensis y G.max.
Se evalud el efecto de altas temperaturas sobre la sobrevivencia del
tejido foliar en P. chilensis y G.max mediante la determinacién de la TLs,. Se

observé que las curvas de sobrevivencia del tejido son similares para ambas
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Figura 13. Efecto de la temperatura sobre el crecimiento de plantulas de P. chilensis y
G.max de 72 horas de edad. P. chilensis ; G.max []. Cada barra corresponde al
promedio de 4 determinaciones * error estandar. El crecimiento se determind en
plantulas cuyas semillas fueron germinadas a diferentes temperaturas. Los valores
representan la longitud del eje embrionario. El efecto de la temperatura sobre Ia

germinacion se describe en el texto.
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Figura 14. Induccién de termotolerancia en F. chilensis y G.max germinadas a 25° (A)
y 358°C (B), y crecidas a diferentes temperaturas. P. chilensis [] ; G.max .Cada
barra corresponde al promedic de 4 determinaciones + error estandar. Se midio el
crecimiento en plantulas de 72 horas de edad cuyas semillas fueron previamente
germinadas durante 24 horas a 25°C (A) y a 35°C (B). Los valores representan la

longitud del eje embrionario.

58



100

80

60 —

40 —

% de tejido muerto

I | | I |
20 30 40 50 60 70 80
temperatura (°C)

Figura 15. Temperatura letal (TLsy} en hojas de P. chilensis y G.max. Se determiné la
TLsp en en tejido foliar de P. chilensis @ y G.max (Q mediante determinaciones de la
conductividad del medio de incubacion a diferentes temperaturas., Cada punto
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plantas {(Figura 15). Sin embargo, P. chilensis presenta una TLsy 6°C mayor
queG. max, ya que la mitad del tgjido foliar de P. chilensis muere a 53°C y en G.
max esta temperatura fue 47°C. Se observé que alrededor de 60°C, las curvas
de sobrevivencia tienden a igualarse y mantenerse constantes, aunque ni en P.

chilensis ni en G.max se alcanz6 100% de muerte en el tejido.

3.5.3. Emision de fluorescencia en plantas de P. chilensis y G. max.

Se evalud la estabilidad del PSII al estrés por temperatura en P. chilensis
y G. max a través de la emisidén de fluorescencia. Las determinaciones se
realizaron a 25°, 35°, 40° y 45°C en fratamientos de 2 horas. Se observo que la
fluorescencia inicial (Fo) fue siempre mayor en G.max respecto a P. chilensis en
todas las temperaturas de tratamiento excepto 25°C (Figura 16 A). En ambos
grupos de plantas, se observo un aumento en Fo a partir de 35°C que alcanzé
un maximo a 45°C. La diferencia en la Fo entre G.max y P. chilensis se hace
evidente a partir de 35°C. Las curvas para Fo en ambos grupos presentan
tendencias similares con diferencias de magnitud.

En ambos grupos de plantas, Ia fluorescencia maxima Fm a 25°C
presentd un valor similar y comenzd a disminuir progresivamente alcanzando un
minimo a 45°C (Figura 16 B). Aunque los valores de Fm son similares a 25°

para P. chifensis y G.max, la disminucion de ésta es mas pronunciada en P.

chilensis. Sin embargo, los valores de Fm a 45°C son nuevamente similares.




La fluorescencia variable Fv presentd valores similares tanto para P.
chilensis como para G.max (Figura 16 C). La forma de ambas curvas es similar
y se observd que Fv es maxima a 25°C en ambos grupos de plantas, luego
disminuyé progresivamente y alcanzd un valor minimo a 45°C. P. chilensis
presenta una pendiente de disminucion de Fv mas pronunciada que G.max.

Cuando se evalué el parametro Fv/iFm, se observd que no existian
diferencias entre P. chilensis y G.max para esta proporcion a ninguna de las
temperaturas de fratamiento (Figura 16 D). El valor maximo para Fv/IFm se
observd a 25°C en ambos grupos de plantas y éste disminuyé levemente con los
tratamientos de temperatura a 35° y 40°C. El valor minimo de Fv/Fm para P.
chilensis y G.max se observé a 45°C con una caida bastante pronunciada desde
el valor determinado a 40°C. Como la proporcién Fv/Fm corresponde a la
eficiencia fotoquimica del fotosistema I, ésta es proporcional al rendimiento
cuantico (Berry & Bjérkman, 1980; Havaux % Lannoye, 1983). De esta manera,
se puede especular que el rendimiento cuantico decae drasticamente en ambas

plantas cuando la temperatura de fratamiento aumenta desde 40° a 45°C.

3.5.4. Efecto de la temperatura sobre la evolucién de etileno.

La evolucién de etileno en plantulas de P. chilensis y G. max de 96 horas
de edad fue determinada en tratamientos de 2 horas a diferentes temperaturas
entre 25° y 50°C. Se observé que la evolucidn de etileno a 25°C fue mayor en

G.max respecto a P. chilensis ( Figura 17). Esta tendencia se mantuvo durante
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Figura 16. Emisién de fluorescencia en plantas de P. chilensis y G. max a
femperaturas entre 25° y 45°C. (A) fluorescencia inicial, Fo; (B) fluorescencia maxima,
Fm; (C) fluorescencia variable, Fv; (D) Fv/Fm. P. chilensis O ; G.max @ . Cada punto

corresponde al promedio de 4 determinaciones independientes * error estandar.
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el aumento en la evolucién de etileno hasta 40°C, la que luego disminuyd en
ambos grupos de plantas cuando las temperaturas de tratamiento fueron 45° y
50°C. A estas temperaturas, la evolucion de etileno en P. chifensis fue mayor
que la determinada en G. max. El valor minimo en P. chilensis se observd a 25°
y 50°C, obteniéndose una curva en forma de campana en la que los valores
maximos de evolucidn de etileno se presentaron a los 30° y 40°C. La
disminucion en la evolucién de etileno cuando la temperatura aumenta desde
40° a 45°C fue mas pronunciada en G.max que en P. chilensis y los valores

maximos para soya también se observaron entre 30 y 40°C.

3.6 Presencia de ubiquitina libre, ubiquitina conjugada y HSP 70.

Glycine max, soya, es una leguminosa que ha sido descrita como
termotolerante en condiciones de laboratorio y de terreno. Esta planta responde
al estrés por altas temperaturas incrementando los niveles de proteinas de
estrés térmico, algunas de ellas de baja masa molecular. De esta manera, soya
representa un modelo adecuado para evaluar la intensidad y la velocidad de la
respuesta de P. chilensis al esirés térmico, comparando niveles de ubiquitina
en sus formas libre y conjugada y de HSP70, en experimentos de "heat shock"

y de cinéticas.
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Figura 17, Evolucién de etileno en P. chilensis y G.max a temperaturas enfre 25° y
50°C. Plantulas de P. chilensis y G.max de 96 horas de edad fueron incubadas a
diferentes temperaturas durante 2 horas luego de lo cual se determiné la evolucion de
etileno en un cromatdgrafo de gases. P. chilensis ; G.max . Cada barra

representa el promedio de 4 determinaciones independientes + error estandar.
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3.6.1. Analisis inmuno dot blot y Western blot para ubiquitina libre.

Cuando plantulas de P. chifensis y de G.max de 72 horas de edad y
germinadas a 25° C fueron sometidas a estrés por 2 horas a 35°, 40° y 45°C, se
observd, mediante andlisis "dot blots", que los niveles de ubiquitina libre
disminuyeron progresivamente en ambos grupos de plantas a medida que la
temperatura de tratamiento aumentaba (Figura 18 A ). A 25°C, G.max presenté
casi dos veces mas ubiquitina libre que P. chilensis. Sin embargo, esta
diferencia fue minima a las temperaturas de tratamiento restantes. En G.max,
la disminucién en el nivel de ubiquitina libre entre 25°C y 35°C es de
aproximadamente un tercio. En cambio, en P. chilensis practicamente no se
observaron diferencias en el nivel de ubiquitina libre entre 25°C y 35°C. En
ambos grupos de plantas, los valores minimos de ubiguitina libre se obtuvieron a
45°C. El andlisis Western confirmd los resultados obtenidos mediante inmuno

dot blot (Figura 18 B).

3.6.2. Andlisis inmuno dot blot y Western blot para ubiquitina conjugada.
El resultado obtenido mediante analisis "dot blot" mostré que ubiquitina
conjugada presenté un patrén opuesto al observado para ubiquitina libre (Figura
19 A). En ambos grupos de plantas, el nivel de ubiquitina conjugada aumenté
progresivamente a medida que la temperatura de tratamiento se hizo mayor. El

nivel de ubiguitina conjugada fue mas bajo en P. chilensis respacto a G.max en
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Figura 18. Presencia de ubiquitina libre en plantas de P. chilensis y G.max a diferentes
temperaturas. (A) ubiquitina libre determinada mediante experimentos "dot blot" en P.
chilensis y Gmax [] sometidas a temperaturas entre 25° y 45°C durante 2
horas. Cada barra corresponde al promedio de 3 determinaciones independientes +
error esténdar. (B) analisis Western blot de proteinas solubles de P. chilensis y G.
max. Mediante el uso de anticuerpos policlonales, se determind la presencia de bandas
que corresponden a ubiquitina libre. Las masas moleculares se indican a la derecha
de la fotografia. La flecha indica la posicién de ubiquitina libre que corresponde al carril
central. Las temperaturas de tratamiento (°C) se indican en la parte inferior de la

fotografia.
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Figura 19. Presencia de ubiquitina conjugada en plantas de P. chilensis y G.max a
diferentes temperaturas. (A) ubiquitina conjugada determinada mediante analisis "dot

blot" en P. chilensis y G. max [] sometidas a temperaturas entre 25° y 45°C

l

’ durante 2 horas. Cada barra corresponde al promedio de 3 determinaciones
f independientes + error estandar. (B) analisis Western blot de proteinas solubles de P.
E chilensis y G.max. Mediante el uso de anticuerpos policlonales, se determiné la
; presencia de bandas que corresponden a ubiquitina libre. Las masas moleculares se

indican a la derecha de la fotografia. La flecha indica la posicion de ubiquitina estandar.

Las temperaturas de tratamiento (°C) se indican en la parte inferior de la fotografia.
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todos los tratamientos, inclusive a la temperatura control (25°C). Tanto FP.
chilensis como G.max presentaron un maximo en el nivel de ubiquitina
conjugada a 45°C y un valor minimo a 25°C. Sin embargo, la diferencia entre
los niveles a 25°C y 35°C es mas acentuada en G.max respecto a P. chilensis.
Resultados similares fueron obtenidos mediante Western blot (Figura 19 B). El
anticuerpo anti ubiquitina conjugada presentd una reaccidén mas intensa con

bandas de proteinas de alta masa molecular en ambos grupos de plantas.

3.6.3. Analisis inmuno dot blot para HSP 70.

Cuando se realizd la determinacidn de HSP 70 en grupos de plantulas
sometidas a estrés térmico, se observé que a 25°C, P. chilensis presentaba un
nivel levemente mas alto de HSP70 que G.max (Figura 20). Cuando las plantas
fueron tratadas a 35°C durante 2 horas, HSP70 aumenté aproximadamente un
30% en P. chilensis respecto a G.max. A 40°C, el nivel de HSP70 en P.
chilensis se mantuvo y en G.max experimentd un aumento de un tercio
observandose que a esta temperatura de tratamiento, el nivel de HSP en ambos
grupos de plantas es similar. Cuando las plantulas fueron tratadas a 45°C, se
observd un pequefio incremento en el nivel de HSP70 en P. chilensis respecto a
G.max y una disminucion de la cantidad detectada de HSP70 en ésta Gltima. En
P. chilensis, el aumento en el nivel de HSP70 es progresivo a medida que la
temperatura de tratamiento aumenta y en G.max se observé un aumento en

HSP70 hasta 40°C, que luego disminuyé en aproximadamente 25%. Resultados
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similares fueron obtenidos en P. chilensis mediante Western blot (Figura 20 B).
El anticuerpo anti HSP70 presenté reaccidon cruzada con dos bandas de

proteina de 69 y 71 KDa de masa molecular.

3.6.4. Cambio temporal para ubiquitina libre y ubiquitina conjugada.

Las curvas de cinética para ubiguitina libre realizada con extractos de
plantulas de P. chilensis y G.max sometidas a estrés térmico de 40°C durante
90 minutos, presentaron tendencias similares en ambos grupos de plantas
(Figura 21 A). Dentro de los primeros 5 minutos, se observé una disminucion en
el nivel de ubiquitina libre en aproximadamente 76 % que Iuego aumentd
levemente para mantenerse constante hasta los 60 minutos de tratamiento. A
partir de 1 hora y hasta 90 minutos de exposicién a 40°C, el nivel de ubiquitina
en P. chilensis aumenté respecto al nivel determinado en G.max.

La cinética para ubiguitina conjugada se realizd con extractos de P.
chilensis y G. max durante 90 minutos a 40°C y presentd un patrén opuesto al
observado para la cinética de ubiquitina libre (Figura 21 B). Durante los 60
primeros minutos de tratamiento, el nivel de ubiquitina conjugada aumentd
progresivamente y presenté valores mayores en P. chilensis respecto a G.max.
El valor maximo determinado para ubiquitina conjugada se registrd a los 60
minutos. Hacia los 90 minutos del tratamiento, el nivel de ubiquitina conjugada

disminuyd para llegar a valores similares alos determinados inicialmente en

ambas plantas.
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Figura 20. Presencia de proteinas del tipo HSP 70 en plantas de P. chilensis y G.max
a distintas temperaturas. (A) Mediante e| uso de un anticuerpo monoclonal contra
HSP71-72 de células Hela y analisis densitométrico de inmuno dot blots, se determind
la presencia de HSP 70 en plantas de P. chilensis y G.max mantenidas durante 2
horas a temperaturas entre 25° y 45 °C. P. chilensis ; G.max [ . Cada barra
representa el promedio de 3 determinaciones independientes + error estandar. (B)

Andalisis Western blot de proteinas solubles de P. chilensis.
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Figura 21. Cambio temporal de ubiquitina libre y conjugada en plantas de P. chilensis
y soya a 40°C. Plantas de P. chilensis y soya fueron germinadas a 25°C y mantenidas
a 40°C durante 20 minutos. Se determinaron los niveles de (A) ubiquitina libre y (B)
ubiquitina conjugada mediante andlisis densitométrico en inmuno dot blots. Los
anticuerpos se utilizaron en diluciones 1:200 y 1:300 para ubiquitina libre y conjugada
respectivamente. P. chilensis @) ; soya Q . Inserto: relacién entre ubiquitina
conjugada y ubiquitina libre en (A) P. chilensis y (B) soya. Cada punto representa el

promedio de 3 determinaciones independientes + error estandar.
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Figura 22. Cambio temporal de proteinas del tipo HSP 70 en F. chilensis y soya.
Plantas de P. chilensis y soya fueron germminadas a 25°C y mantenidas a 40°C
durante 90 minutos. La presencia de HSP 70 fue determinada mediante analisis
densitométrico de inmuno dot blots. La dilucién del anticuerpo fue 1:1000. @ P.
chilensis; () soya. Cada punto corresponde al promedio de 4 determinaciones

independientes + error estandar.
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La relacion entre ubiquitina conjugada y ubiquitina libre para P. chilensis
fue positiva y la pendiente fue 0,18 (Figura 21, inserto A). Una gréfica similar
para G.max, presenté una pendiente levemente negativa cercana a cero (-

0,0078) (Figura 21, inserto B).

3.6.5. Cambio temporal para HSP 70.

Las curvas para la cinética de HSP 70 en plantulas de P. chilensis y
G.max mantenidas a 40°C durante 90 minutos presentaron tendencias similares
(Figura 22), aunque los valores fueron mayores en P. chilensis respecto a
G.max para todos los tiempos a lo largo del traiamiento. Dentro de los primeros
10 minutos, el nivel de HSP70 se mantuvo constante en ambos grupos de
plantas para luego disminuir rapidamente hacia los 20 minutos de esirés
alcanzando valores minimos. Hacia los 30 minutos se observd una
recuperacién en los niveles de HSP70 que alcanzd un valor maximo para

comenzar a disminuir lentamente hacia los 90 minutos de tratamiento.

3.7. Expresion de ubiquitina a nivel de Ia transcripcién en P. chilensis.
Se sabe que el aumento en la expresion de proteinas de estrés térmico
estd asociado a una activacion de la sintesis de mensajeros para estas

proteinas. Esta expresion puede ser tejido especifica y dependiente del estado

de desarrollo de!l organismo. En plantas, el tejido de las hojas esta




particularmente expuesto a estrés por altas temperaturas y podria presentar

una respuesta rapida y mas intensa al estrés térmico.

3.7.1. RNA total de P. chilensis.

En los geles realizados con las preparaciones de RNA total de cotiledon
(carriles impares, Figura 23 A) y radicula (carriles pares Figura 23 A) de P.
chilensis, se observd la presencia de las bandas correspondientes a RNA
ribosomal de tamafic 18 S y 25-28 S. En las muestras de RNA de cotileddn
también se observaron bandas por debajo del RNA ribosomal 18 S que podrian
corresponder & RNA del cloroplasto.

Para verificar que la cantidad de RNA cargado en los geles que fueron
posteriormente transferidos fuese similar en todos los carriles, se realizd un
control interno mediante un experimento Norithern usando una sonda para RNA
ribosomal de plantas (Figura 23 B). Se observd que la hibridizacion fue de

similar intensidad en todos los carriles.

3.7.2. Expresion de ubiquitina en cotiledén y radicula.

Se determind la presencia de mensajeros de ubiquitina mediante
Northern blots en RNA de cotiledén y radicula extraido de plantulas de P.
chilensis tratadas a 25°, 40° y 45°C durante 2 horas, usando una sonda para
ubiquitina de embrién de pollo. Se observd presencia de RNA mensajero para

ubiquitina en todos los tratamientos y en ambos tejidos (Figura24 A). La
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expresion mayoritaria se observo en cotiledones a 45°C . A esta temperatura,
también las radiculas de P. chilensis presentaron una expresién maxima. El
tamafic aproximado del mensajerc para ubiquitina en P. chilensis detectado por
la sonda para ubiquitina de embridn de pollo fue de 0,7 Kb.

En la cinética de expresién para ubiquitina en plantulas mantenidas a
40°C durante 30 minutos se observd que las plantas tratadas (carriles 6-9)
presentaron mayores niveles de mensajeros que las plantas control mantenidas
a 25°C durante un tiempo similar {(carriles 1-5) (Figura 24 B). En las plantas
control, se observo presencia de mensajeros para ubiquitina a2 25°C entre 10 y
20 minutos, a los 30 minutos no se observé bandas correspondientes a
mensajeros de ubiquitina. La acumulacion de mensajeros en plantulas tratadas
aumento progresivamente a medida que aumenté el tiempo de exposicion de la
plantula a 40°C. El nivel méximo de mensajeros para ubiquitina se observo a los

30 minutos (Figura 24 B).
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Figura 23. RNA total en P. chifensis. (A) 5 ug de RNA total de cotiledones (c) y
radiculas (r) de plantulas de P. chilensis fueron corridas en un gel de agarosa al 1%
en presencia de formaldehido. Las flechas corresponden al RNA ribosomal 25-26 s y
18 s de plantas. (B) Northem blot realizado con una sonda para RNA ribosomal 25-26

s de poroto. La hibridizacién se realizé a 65°C en amortiguador fosfato.
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Figura 24. Presencia de mensajeros para ubiquitina en P. chilensis. (A) presencia de
mensajeros para ubiquitina en cotiledones (c) y radicula (r) de plantulas de P. chilensis
manténidas a 25° 40 y 45°C durante 2 horas. (B} presencia de mensajeros para
ubiquitina en RNA fotal de plantulas de P. chilensis mantenidas a 25° y 40°C durante
30 minutes. Carril 1, tiempo inicial; carriles 2 y 6, 5 minutos de tratamiento; carriles 3 y
7, 10 minutos de tratamiento; carriles 4 y 8, 20 minutos de tratamiento y carriles 5y 9,
30 minutos de tratamiento. Las hibridizaciones se realizaron a 65°C en amortiguador
fosfato con una sonda para ubiquitina de embrién de pollo. La flecha indica la
presencia del mensajero para ubiquitina en P. chilensis. El tamafio del RNA ribosomal

18 s es indicado a la derecha de la figura.
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4 DISCUSION

4.1 Temperatura, tasa fotosintética, conductancia estomética y potencial
hidrico en Prosopis chilensis bajo condiciones de terreno simuladas.

Los resultados obtenidos en esta tesis mostraron que la tasa de
asimilacién de COz es un buen indicador de estrés en P. chilensis. Se sabe que
la tasa de asimilacibn de CO. depende de la intensidad luminosa, Ia
temperatura, humedad relativa y resistencia estomatica (Nobel, 1988; Weis &
Berry, 1988). En condiciones naturales, la relacioén entre tasa fotosintética y
temperatura es a través de interacciones complejas entre el medioambiente y
las caracteristicas genéticas de cada especie (Berry & Bjdérkman, 1980). En P.
chilensis, 1a fotosintesis neta se vidé claramente limitada a las horas de mayor
temperatura y menor humedad relativa y exhibié una respuesta bimodal durante
el dia en el caso de arboles en exposicién Noroeste y en plantas incubadas bajo
las condiciones simuladas. En plantas control, [a asimilacién de CO; se mantuvo
sin variaciones durante el periodo luminoso ya que las plantas fueron
mantenidas en condiciones dptimas de temperatura y humedad relativa. Bajo
condiciones naturales y experimentales, los valores negativos observados para
la asimilacién de CO; fueron producto de respiracion celular.

Prosopis chilensis es una leguminosa que pertenece a la familia
Mimosaceae. Por lo tanto, una de las estrategias de estas plantas para evitar la

alta intensidad luminosa y temperaturas elevadas es activar el sistema de
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pulvino del peciolo, lo que provoca un movimiento nictinastico de las hojas y
foliolos (Fromm & Eschrich, 1988; Satter, 1988). Los estudios de este proceso
fisiolégico han determinado que luego que las células motoras del pulvino se
han activado, los foliclos se reorientan reduciendo la superficie de las hojas
expuestas a altas radiaciones solares. Todas estas respuestas anatomicas y
fisioldgicas en P. chilensis, ocurren con un costo energético muy pequefio para
la planta (Nobel, 1988). Movimientos nictinasticos de los foliolos y respuestas
estomaticas similares se han observado en P. chilensis en la Quebrada San
Carlos a las mismas horas del dia. El movimiento de los foliclos en P. chilensis
provoca una menor incidencia de radiacion fotosintéticamente activa (PAR)
sobre la superficie de la hoja. Al mismo tiempo, el aumento en la actividad
oxidasa de la Rubisco, favorecida por una mayor solubilidad del O, a altas
temperaturas, provoca un aumento en la fotorespiracion y un desbalance en el
nivel de CQO; interno (Nobel, 1988). Tanto la menor incidencia de PAR como la
fotorespiracién son responsables de la variacion detectada en la fotosintesis
neta, y por lo tanto, de la menor asimilacion de CO, observada a las horas de
mayor temperatura y menor humedad ambiental. Uno de los efectos primarios
del estrés por alta temperatura es la alteracion de la estructura de algunas
proteinas (Bernstam, 1978). Es posible que la actividad de enzimas esenciales
para el proceso fotosintético se afecte a las temperaturas en que se encuentra
la planta durante el dia (35°C en las condiciones experimentales de esta tesis),

por ejemplo, la enzima Rubisco. Sin embargo, en plantas C3, se ha demostrado
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gue las temperaturas que provocan cambios en el comportamiento fotosintético
de la planta, no afectan la actividad de la Rubisco, ya que a concentraciones
atmosféricas de CO,, la actividad de esta enzima es muy estable (Berry &
Bjérkman, 1980). Sin embargo, es posible que la disminucion de la
concentracién interna de CO; calculada a la hora de mayor temperatura y menor
humedad ambiental, favorezca la actividad oxigenasa de la Rubisco por sobre
su actividad carboxilasa. En plantas C3, la asimilacion de CO, aumenta a
medida que la concentracién interna de CO; aumenta (Taiz & Zeiger, 1991). Por
ofro lado, los componentes proteicos no enzimaticos del aparato fotosintético
son también afectados por altas temperaturas. Tratamientos con temperaturas
sobre 35°C de tejido fotosintético provocan una inactivacion progresiva de los
cloroplastos, principalmente por desestabilizacién del fotosistema Il (PSIl). Bauer
y Senser (rev. Berry & Bjérkman, 1980), observaron que tanto la inactivacién del
transporte de electrones fotosiniéticos como alteraciones en la estructura de los
cloroplastos inducidas por calor, son efectos reversibles, siempre que el estrés
térmico no sea suficientemente severo como para provocar ruptura de
membranas y necrosis en las hojas. La inactivacion por calor que presenta el
PSIl involucra una rapida adaptacion que permite la recuperacion de la actividad
fotosintética a tiempos tan cortos como 30 minutos (Havaux, 1993). La
respuesta bimodal de la asimilacién de CQO2 que presentd P. chilensis da cuenta
de un fendmeno reversible, en que la actividad fotosintética disminuye por

efecto del estrés y se recupera dentro de algunas horas al bajar la temperatura
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ambiental, de manera que la inactivacion reversible del fotosistema Il es un
fenémeno que puede ocurrir en condiciones de campo y que estaria asociado a
cambios diurnos o estacionales en el régimen de temperaturas de las plantas.
La menor asimilacibn de CO: observada en P. chilensis se deberia
principalmente a un aumento en la fotorespiracién. Sin embargo, este proceso
podria estar asociado a una disminucién temporal de la actividad del PSIl por
efecto de la temperatura de tratamiento.

Los estomas controlan la resistencia a la difusién de vapor de agua y CO;
entre la hoja y el aire, por lo tanto, tienen una relacion directa con la
concentracion de COz en los espacios celulares de fejido fotosintéticamente
activo. Los estomas responden a varios factores ambientales como temperatura,
luz, humedad y concentracién de CO2. También existe un control regulado por
productos fotosintéticos y contenido de agua intemno. Sin embargo, numerosos
estudios han demostrado que la respuesia de la fotosintesis a altas
temperaturas no es un proceso relacionado con el comportamiento estomatico
(Mooney y col., 1978; Pearcy, 1977, Berry & Bj6érkman, 1980) y que la
disminucién de la fotosintesis observada a altas temperaturas en algunas
especies no es causada por el cierre de los estomas (Raschke, 1970). En
muchos casos, la conductancia estomatica permanece alta o aumenta cuando la
temperatura de las hojas alcanza niveles que causan dafio al aparato
fotosintético (Raschke, 1970; Berry & Bjérkman, 1980). Inclusive, se ha

informado que los estomas permanecen abiertos durante la noche cuando las
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hojas son calentadas a temperaturas sobre 35°C (Pemasada, 1977). El
comportamiento estomatico en hojas de plantas de P. chifensis bajo condiciones
simuladas, se gjusta a las observaciones anteriores. Los estomas permanecen
abiertos a las horas de mayor temperatura de manera que no existe una relacion
entre la disminucién en la asimilacién de CO; y la conductividad estomatica. Por
ofra parte, cuando la planta mantiene los estomas abiertos, ocurre pérdida de
agua por evapotranspiracion de la hoja. Este fenédmeno permite enfriar la hoja,
tal como se observd en plantas de P. chilensis, en las que la temperatura foliar
permanecié entre 1-2°C por debajo de ia temperatura ambiental. El fendmeno
de evapotranspiracién a las horas de mayor temperatura y menor humedad
ambiental provocaron una disminucién en el potencial hidrico de la planta que
llegd a -2,5 MPa a las 16:00 horas.

La respuesta fotosintética es un proceso que presenta aclimatacion a
variaciones ambientales. En la naturaleza, los cambios graduales de las
condiciones climaticas estacionales y diurnas pueden dar cuenta de fenémenos
de aclimatacién de la fotosintesis. La respuesta en la asimilacion de CO.
observada en plantas de P. chilensis sometidas a fluctuaciones diarias de
temperatura y humedad relativa, en contraste con plantas control, demuestra la

capacidad adaptativa que posee la planta para enfrentar cambios en el régimen

de temperatura a la que se ve expuesta en condiciones naturales.




4.2 Azicares reductores solubles, sacarosa y prolina en Prosopis
chilensis bajo condiciones de terreno simuladas.

El contenido de az(cares reductores solubles determinado en plantas de
P. chilensis bajo condiciones simuladas, presentd un comportamiento bimodal,
similar al observado en la asimilacion de CO.. El valor maximo en el contenido
de azlcares reductores solubles observado a las 11:00 horas, se correlaciona
con el valor mas alto para la asimilacién de CO: en las plantas tratadas. Otro
pico mas pequeiio ocurre en las horas de la tarde cuando la temperatura ha
declinado. Esto coincide con el aumento de asimilacion de CQ, que ocurre
también en la tarde. En las plantas control, sin embargo, el nivel de azlicares
reductores solubles presentd un aumento rapido a lo largo del dia, posiblemente
como producto de la acumulacién y subsecuente movilizacién de azlicares
desde los tejidos fotosintéticamente activos bajo condiciones Optimas de
crecimiento a otras partes de la planta tal como ocurre en ofras especies
vegetales (Lucas & Madore, 1988). En plantas ‘control, el aumento en el nivel de
azlcares reductores solubles observado a las 18:00 horas no fue producto de la
acumulacion de sacarosa, la cual presentd poca fluctuacion a lo largo del dia y
disminuyé en la oscuridad. El valor basal de aziicares reductores solubles
encontrado temprano en la mafnana podria relacionarse con la via de sintesis de
almidén a partir de estos azicares. El almidén sera posteriormente utilizado
durante la noche cuando no hay fotosintesis, lo cual es un proceso comiin en

vegetales (Preiss, 1988). En las plantas bajo condiciones simuladas, el aumento
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en el contenido de sacarosa entre las 9:00 y 13:00 horas y la disminucion
posterior, se correlacionan con el primer aumento en el contenido de azlcares
reductores solubles. Sacarosa y otros azlicares no reductores como trehalosa,
son considerados solutos compatibles capaces de realizar ajuste osmoético y de
estabilizar estructuras subcelulares y proteinas, en organismos gque presentan
estrés por déficit de agua (De Virgilio y col., 1994; Hottiger y col., 1994; Schwall
y col., 1995). Una manera de responder al estrés impuesto por las variaciones
ambientales en plantas es la acumulacidn de solutcs compatibles que
estabilizarian proteinas yfo estructuras vegetales esenciales como los
cloroplastos. Crowe y col. {(1995), han estudiado el efecto de sacarosa y
trehalosa sobre la estabilidad funcional de membranas, liposomas y proteinas
labiles, sugiriendo que la presencia de estos azlcares puede ser suficiente y
necesaria para su preservacion. Estos estudios se apoyan en observaciones
realizadas en la planta Craferostigma plantagineum y en embriones de cebada
en desarrcilo, ya que una disminucidn en el contenido hidrico, provoca la
induccion de la actividad de sacarosa-P-sintetasa y de sacarosa sintetasa en
ambos sistemas (Bartels y col., 1993). A pesar de que la condicion de déficit
hidrico fue observada a lo largo del dia en Ias plantas de P. chilensis bajo
condiciones simuladas, el contenido maximo de sacarosa fue detectado a las
11:00 horas y no a las horas de mayor estrés térmico para la planta. Este
comportamiento parece indicar que sacarosa no tiene un papel en la proteccién

de los tejidos de P. chilensis cuando estos se ven afectados por altas
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temperaturas. Por ofra parte, ya que la acumuiaciéon de sacarosa coincide con
el valor maximo en la asimilacién de CO, detectado a las 11:00 horas, esta
acumulacion de la marfiana se deberia principalmente a actividad fotoéintética.
La disminucion en el contenido de sacarosa posterior al maximo de
acumulacién, seria producto de la movilizacién de este recurso por parte de la
planta a las regiones gue mas la necesita.

La respuesta al estrés por altas temperaturas y la adquisicion de
termotolerancia es un fendmeno complejo en el que estan involucradas vias que
funcionarian en forma independiente. La acumulacién del soluto compatible
prolina ha sido descrita como una respuesta adaptativa a estrés ambientales, ya
que la sintesis o acumulacién del aminoacido es inducida por calor, estrés
hidrico y salino (Aspinall & Paleg, 1981). En plantas bajo estrés ambiental, la
acumulacién de prolina tendria un papel protector de la estructura de organelos,
ademas de actuar como un regulador del potencial osmético celular (Hanson &
Hitz, 1982). Sharp y col. (1995), demostraron que la contribucién al ajuste
osmdtico producido por un aumento en el nivel de prolina es esencial para
mantener el crecimiento en la regién apical de raices primarias de maiz. En
plantas experimentales de P. chifensis, los niveles diurnos de sintesis o
acumulacién de prolina a ias horas de mayor calor fueron 50 veces mas que el
valor inicial. Por lo tanto, la acumulaciéon de prolina observada es un buen
indicador de que las plantas experimentales estan estresadas a las horas de

mayor temperatura y menor humedad relativa. Esta variacion ocurrié dentro de 2
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horas y se mantuvo hasta que la temperatura ambiental comenzd a disminuir.
Probablemente prolina no sélo es un indicador de estrés si no también un
osmolito protector de la funcidén de algunos sistemas membranosos como los
cloroplastos. En plantas de Brassica juncea expuestas a distintos estrés
ambientales, se regisiré la acumulacidon de prolina como una respuesta a ia
inhibicion del transporte de electrones en mitocondrias causada por el estrés
aplicado (Saradhi & Alia, 1993). Los mismos autores observarcn que la
formacién de radicales libres provocada por estrés salino, responsable de la
peroxidacion de lipidos de membrana se reducia significativamente en presencia
de prolina (Alia y col., 1993). Como el cloroplasto es uno de los principales sitios
de produccidon de prolina, el sistema de membranas tilacoidales estarfa
particularmente protegido de la desestabilizacién molecular causada por el
estrés térmico. En P. chilensis, se observdé que la maxima concentracion de
prolina determinada en plantas fratadas, que corresponde a 50 nmoles/mg de
proteina (0,15 mM), podria tener un efecto protector sobre la actividad de las
membranas tilacoidales tratadas a 45° y 50°C, respecto a la actividad
determinada en ausencia de prolina. Por otra parte, prolina no actuaria como un
activador de la evolucién de oxigeno ya que concentraciones altas de prolina
(0,6 mM), permiten mantener la actividad basal de las membranas tilacoidales

incubadas durante 2 horas a 50°C.
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4.3 Evolucién de etileno en plantas de P. chilensis sometidas a estrés
térmico.

Las hormonas vegetales participan en una serie de procesos celulares
que modulan el desarrollo y comportamiento de las plantas bajo condiciones
ambientales de crecimiento 6ptimo y bajo condiciones de estrés. Existen
evidencias de la participaciéon de acido absicico (ABA) en la respuesta de las
plantas a condiciones ambientales que involucran pérdida de agua (Chandler &
Robertson, 1994). Bajo condiciones de estrés térmico, se ha sugerido que la
sintesis de giberelinas (GA3) podria ser parte de algin mecanismo para
sensibilizar a ia planta frente a una condicidn fisiolégicamente desfavorable
(Grindstaff y col., 1996). Por otra parte, se sabe que la sintesis de etileno es una
respuesta comin a una variedad de estimulos ambientales que incluyen dafio
mecanico, infeccidon por patégenos, altas y bajas temperaturas y déficit hidrico
(Yang & Hoffman, 1984). En segmentos de tallo de arveja, la produccion de
etileno inducida por heridas comienza 25-30 minutos después del dafio.
Kononowicz y col. (1993), demostraron que la expresion de osmotinas,
proteinas involucradas en la resistencia a estrés osmético, es regulada por
algunas hormonas que incluyen etileno y ABA. La magnitud de la evolucién de
etileno en plantulas de P. chilensis sometidas a estrés térmico es independiente
de la temperatura pero dependiente de la edad de la planta. En pléntulas de 48
horas de edad, etileno disminuye en un 45% a 45° y 50°C. Los niveles maximos

de etileno se observaron en pléntulas de 48 horas de edad entre 25° y 40°C, los
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que disminuyeron casi 5 veces a las 96 horas de germinacion. Este
comportamiento se puede relacionar con el envejecimiento del tejido de los
cotiledones y la emergencia de raices secundarias, las que al romper el tejido
cortical de la raiz periférica, provocarian un efecto similar al dafio por heridas
(Rodriguez & Cardemil, 1994). Se sabe que etileno regula muchos aspectos del
crecimiento de la planta como maduracion del fruto, germinacién, senescencia y
formacién de brotes adventicios (Taiz & Zeiger, 1991). Por ofra parte, el
aumento entre 25° y 35°C de etileno encontrado para Prosopis puede ser debido
a la activacion de la enzima formadora de etileno (EFE). Probablemente, la
enzima posteriormente se inactivaria debido al aumento de la temperatura,
provocande una caida en ia evolucidn de etileno observada entre 45° y 50°C en
plantulas de 96 horas de edad. Aunque no se sabe con certeza el papel de
etileno en la respuesta a estrés ambiental, algunos autores piensan que la
hormona estaria involucrada en la via de transduccién de la sefial gatillada por
el estrés (Kononowicz y col., 1993). Se ha demostrado que la enzima formadora
de etileno se expresa conétitutivamente en la mayoria de los tejidos vegetativos
y se ha observado aumento en el nivel de la proteina en respuesta a estimulos
ambientales (Rhodes, 1987, Gdémez-Lim y col, 1993). Sin embargo, los
resultados obtenidos en esta tesis no musstran una relacién de los niveles de
etileno como parte de la respuesta a altas temperaturas en P. chilensis. Tal vez,
al mantener bajos niveles de etileno en plantulas sometidas a estrés térmico, se

evitaria una accion de envejecimiento prematuro de los tejidos.
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4.4 Ubiquitina libre, ubiquitina conjugada y HSP 70 en plantas de Prosopis
chilensis bajo condiciones de terreno simuladas.

Los niveles de expresidon de ubiquitina conjugada confirmaron que las plantas
experimentales se encontraban estresadas a las horas de mayor temperatura y
menor humedad relativa. Ubiquitina se ha considerade una proteina de estrés
térmico ya que sus niveles de expresién aumentan con el aumento de
temperatura (Bond & Schlesinger, 1985). Ubiquitina participa en la degradacion
de proteinas cuya conformacién ha sido alterada por aitas temperaturas
(Vierstra, 1987). Para ejercer su accion, ubiquitina se conjuga a ias proteinas
desnaturalizadas y el complejo ubiquitina-proteina es posteriormente reconocido
por proteasas (Vierstra, 1987; Ciechanover y col., 1984). De esta manera,
ubiquitina se puede encontrar en la célula en forma libre 0 conjugada. El uso de
un anticuerpo dirigido contra la unién peptidica de ios grupos a- y s-amino
terminal de las proteinas y el grupo carboxilo terminal de ubiquitina, permitié
determinar en P. chilensis, las horas del dia en gue ubiquitina se encontrd
mayoritariamente conjugada a proteinas que deben ser degradadas por estar
funcionando mal a altas temperaturas (entre las 11:00 y 16:00 horas). De la
misma manera, el uso de un anticuerpo dirigido contra ubiquitina libre permitié
cuantificar el contenido de ubiquitina no conjugada en los extractos de P.
chilensis. Los niveles de ubiquitina libre observados, podrian indicar que la

planta no se encuentra bajo estrés durante la noche, temprano en la maiiana o

89




al atardecer. Los niveles mas bajos de ubiguitina libre determinados a las horas
de mayor estrés, podrian indicar que ubiquitina se encuentra unida a proteinas
desnaturalizadas, lo que provocaria un aumento en los niveles de ubiquitina
conjugada.

Las proteinas de estrés térmico que pertenecen a la familia de 70 Kda
(HSP 70), se expresan bajo una serie de condiciones de estrés (Vierling & Sun,
1989). Analisis Western blot realizados en el laboratorio demostraron que el
anticuerpo monoclonal contra HSP 72 de células HelLa, presenta reaccion
cruzada con dos bandas de proteinas de P. chifensis. Cuando la temperatura de
tratamiento aumenté desde 25°C a 50°C, la expresidn de estas proteinas
aumenté notoriamente. En los experimentos durante las horas del dia se
observé que el nivel de expresion de HSP 70 se mantuvo siempre sobre cero,
debido a |la expresién constitutiva de algunos miembros de la familia HSP 70. El
aumento en el nivel de HSP 70 en P. chifensis a las horas de mayor estrés, fue
por un perjodo de tiempo mas corto y con fluctuaciones menos marcadas que
las exhibidas por ubiquitina y ubiquitina conjugada. Es posible que 35°C, Ia
temperatura maxima de esirés a las que fueron sometidas las plantas en
condiciones simuladas, no es la temperatura de maxima induccién para HSP 70
en P. chilensis, por lo tanto, el aumento observado en la expresion de estas
proteinas es moderado.

La familia HSP 70 se cuenta dentro de los grupos de chaperonas

moleculares que protegen a la célula durante e! estrés mediando la recuperacion
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de la conformacién de proteinas que son afectadas por altas temperaturas
(Vierling & Sun, 1989; Rothman, 1989; Gatenby y col., 1990). Los resultados
obtenidos mostraron que la expresion de HSP 70 es mayor en plantas
sometidas a fluctuaciones diarias de temperatura y humedad relativa y se
mantiene por al menos 2 horas mas que la expresion cbservada en plantas
control. Las HSP 70 son proteinas de expresién transitoria ya que sus niveles
disminuyen cuando la temperatura vuelve a niveles normales o si el estrés
térmico persiste (Cooper & Ho, 1993; Cooper y col.,, 1984). Las plantas
experimentales de P. chilensis se mantuvieron bajo estrés por alta temperatura
durante 4 horas, tiempo suficientemente largo para que las chaperonas
moleculares lleven a cabo su funcion protectora.

El aumento leve observado en HSP 70, en ubiquitina libre y ubiquitina
conjugada en las plantas control durante las horas del dia, podria ser producto
del funcionamiento de un reloj bioldgico impuesto sobre las plantas por el
fotoperiodo y la asimilacion de CO2. Se ha demostrado que ambas condiciones
ambientales influyen sobre la sintesis de prolina (Aspinall & Paleg; Pahlich,
1990). No se descaria la posibilidad de que las fluctuaciones en los niveles de
proteinas de estrés térmico en condiciones controladas podrian ser producte de
un reloj biolégico que mantienen las plantas gracias al fotoperiodo atin después
de 10 dias de aclimatacién a condiciones constantes (50% de humedad relativa
y 25°C). En hojas de tomate mantenidas en oscuridad prolongada, se ha

demostrado la existencia de ritmos circadianos dependientes de la luz en los

91




niveles de RNA mensajero de nicleos y plastidos (Piechulla, 1988). Hennessey
y col. (1993), observaron que la fotosintesis y la apertura estomatica en hojas de
porofo presentaban ritmos independientes de condiciones ambientales como luz
y niveles de CO; intracelular. Es posible que las plantas de P. chifensis bajo
condiciones controladas modulen algunas de sus respuestas metabdlicas como
sintesis de proteinas a fravés de ritmos circadianos controlados por el régimen

de luz al que se aclimatan las plantas.

4.5 Andlisis comparativo de la respuesta a estrés térmico en algarrobo y
soya.

Los experimentos de germinacion a diferentes temperaturas en algarrobo
y soya mostraron que el algarrobo chileno posee un amplio rango de
temperaturas de germinacién, llegando a germinar incluso a 45°C, una
temperatura letal para semillas de soya y que ha sido considerada como una
temperatura de germinacion extrema para la mayoria de las plantas (Bewley &
Black, 1982). Los resuitados de germinacién y crecimiento para ambas plantas
muestran gue las poblaciones de semillas presentan un comportamiento méas
bien homogéneo ya que no se observaron variaciones pronunciadas para los
distintos tratamientos. Cuando la germinacioén se realizé a 35°C, la temperatura
de crecimiento maximo para algarrobo fue de 40°C, 5°C mayor que la
temperatura de crecimiento méximo de soya. Incluso, algunas plantas de

algarrobo fueron capaces de crecer a 50°C, lo que sugiere que las plantulas de
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algarrobo han adquirido termotolerancia. La capacidad de adquirir
termotolerancia que presentan plantulas de algarrobo puede optimizarse si las
plantulas son tratadas a 40° durante 2 horas antes de ser sometidas a 45 y 50°C
durante un periodo mas largo (Medina & Cardemil, 1993). De acuerdo a los
datos experimentales, la variedad de soya utilizada no es capaz de adquirir
termotolerancia cuando la temperatura de germinacién aumenta a 35°C. Estos
resultados difieren parcialmente de los obtenidos por Lin y col. (1984) en plantas
de soya de la variedad Wayne. Estos autores mostraron que incubaciones de 1-
2 horas a 45°C tenian un efecto letal sobre la sobrevivencia de las plantulas, sin
embargo, un fratamiento previo por 10 minutos a 40°C, protegia a las plantulas
que, entonces, podian crecer a 45°C. Ya que la respuesta a estrés ambiental es
un fenémeno multigénico y dependiente de la especie, no es sorprendente que
entre variedades de la misma especie se presenten diferencias fenotipicas
marcadas en cuanto a las respuestas. Por otro lado, la evaluaciéon de otros
parametros fisiologicos permitiran establecer respuestas diferenciales entre
algarrobo y soya al estrés por alta temperatura.

Uno de los efectos primarios del esfrés térmico sobre el sistema de
membranas es un aumento en la fluidez de membranas, que se traduce en un
aumento de la permeabilidad celular con la correspondiente pérdida de
electrolitos. Por esta razén, determinaciones de la conductividad eléctrica en
tejido sometido a estrés es un buen indicador del grade de estrés que

experimentan los organismos (Samygin, 1986). La mayoria de los trabajos que
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se basan en determinaciones de la conductividad eléctrica para determinar el
nivel de dafo sufrido por las células y el tejido vegetal, han sido realizados en
condiciones de estrés por baja temperatura y congelamiento (Blake y col.,1993).
Los valores de conductividad eléctrica han permitide determinar el grado de
tolerancia a bajas temperaturas en cultivares de interés comercial a fravés de
comparaciones de la TlLsg, que es la temperatura a la cual se considera que el
50% del tejido tratado esta muerto. Para establecer el grado de termotolerancia
de algarrobo respecto a soya, se compararon las conductividades eléctricas en
hojas. La TLsg en algarrobo fue 53°C y en soya 47°C, es decir 6°C mayor en
algarrobo respecto a soya. Los resultados reflejan una mayor termotolerancia en
tejido foliar de algarrobo, ya que en cultivares sometidos a condiciones de
estrés, una diferencia de 3°C en la Tlsp se considera evidencia de distintos
grados de tolerancia (Samygin, 1986). Los tejidos en crecimiento raramente
sobreviven temperaturas sobre 45°C, aunque semillas secas y polen pueden
resistir hasta 120 y 70°C, respectivamente (Nobel, 1988). En general, sobre
50°C sdlo sobreviven organismos unicelulares y sobre 60°C, sélo procariontes
(Taiz & Zeiger, 1891). Una TLso de 53°C en algarrobo es una evidencia de que
las hojas de esta planta son mas tolerantes a altas temperaturas que el tejido
foliar de una planta ya descrita como termotolerante. La implicancia fisioldgica
de esta observacion es que el aparato fotosintético de algarrobo podria ser

menos sensible a aumentos de temperatura que el de soya. Una manera de
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determinar tales diferencias es la emisién de fluorescencia en hojas de ambas
plantas.

A temperaturas fisioldgicas, la fluorescencia proviene principalmente de la
clorofila a en el fotosistema Il (PSll) y refleja los procesos iniciales de la
fotosintesis, como absorcién de luz, distribucion y transporte de la energfa de
exitacién y la reaccién fotoquimica en el PSIl (Krause & Weis, 1991). Sin
embargo, la relacion funcional del PSIl con otros componentes del aparato
fotosintético, permite usar la emisiébn de fluorescencia como un indicador
indirecto de la condicién del proceso fotosintético (Georgieva & Jordanov, 1993).
Se ha demostrade que la fluorescencia de la clorofila in vivo es un método
sensible y confiable para la deteccion y cuantificacién del efecto de la
temperatura en plantas (Georgieva & Yordanov, 1893). La fluorescencia inicial
(Fo) representa la emisién de moléculas exitadas de clorofila a, que forman
parte del complejo antena antes de que la energia pase a los centros de
reaccion.

Cuando se determind la fluorescencia inicial (Fo), se observé un
aumento de Fo en soya y en algarrobo a temperaturas de tratamiento mayores
que 35°C. De acuerdo a Georgieva & Yordanov (1993), el aumento de Fo puede
interpretarse como el reflejo de una menor eficiencia en el transporte de
electrones desde la clorofila a al centro de reaccion del PSIl yfo a un mal
funcionamiento de éste Gitimo. Schreiber & Armond (1978), sugirieron que los

tratamientos por altas temperaturas podrian causar la disociacion entre e
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complejo cosechador de luz (LHC) y el centro de reaccidn del PSII, causando un
aumento en Fo. Sin embargo, Ducruet & Lemoine (1985) consideraron que el
aumento de Fo debido a altas temperaturas podria estar mas bien relacionado
con un cambio en el estado redox de la plastoquinona A (Qa). Tomando esta
hipétesis en cuenta, se ha mostrado que el aumento de la emisién de Fo frente
a un aumento de temperatura, no sélo se debe a una disociacion parcial entre el
LHC y el centro de reaccién del PSII sino también a un cambio en el potencial
redox del PSII (Georgieva & Yordanov, 1993).

La fluorescencia variable (Fv), tiene su origen en la poblacion de
pigmentos fotosintéticos del PSIl. La Fv es sensible a la tasa de transporte de
electrones a través de los centros de reaccion de este fotosistema y a cambios
en la ultraestructura de las membranas tilacoidales. Los resultados muestran
que Fv no presenté diferencias entre algarrobo y soya, aunque disminuyd
progresivamente en el rango de temperatura entre 25-45°C con un valor
maximo a 25°C en ambas plantas. Estos resultados son similares a los
observados por Havaux & Lannoye (1983). Estos autores mostraron en hojas
de cebada y maiz, que la Fv disminuia en forma uniforme junfo con un aumento
en la temperatura desde 2 a 30°C. Por ofra parte, Georgieva & Yordanov (1993)
observaron que la Fv en discos de hoja de arveja, no experimenta variaciones
en un rango de temperatura entre 2-20°C y que temperaturas sobre 20°C
provocaron una disminucidn progresiva en la Fv. La fluorescencia variable

disminuye cuando las hojas experimentan estrés por alta temperatura. Se ha
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demostrado en varias especies que la Fv comienza a disminuir cuando la
temperatura de {tratamiento sobrepasa 35°C. En algarrobo y soya, la
temperatura de inhibicion de Fv fue de alrededor de 38°. Para ambas plantas, se
observd una disminucion en Fv que llegd a 16% del valor inicial a 45°C. En
plantas de arveja, se ha propuesto que la temperatura a la cual ocurre un 50%
de inhibicién de la fluorescencia variable podria ser usada como criterio para
definir la sensibilidad térmica del aparato fotosintético (Georgieva & Yordanov,
1993).

La relacion Fv/IFm se considera como una medida de la eficiencia del
fotosistema Il en los pasos iniciales de ias recciones fotoguimicas (Berry &
Bjérkman, 1980). Factores causantes de esirés que afectan principalmente la
funcion det PSII reducen el valor de esta relacion (Klinkovsky & Naus, 1994). En
algarrobo y soya, temperaturas hasta 35°C no afectaron la relacién Fv/Fm, la
cual disminuyo en forma constante hasta 40°C y luego se redujo répidamente
hasta llegar a un 36% de su valor inicial. De los datos se observa que Ia
temperatura critica a la que Fo comenz6 a aumentar en soya es 35°C y en
algarrobo es 40°C. Los resultados en la emisién de fluorescencia muestran que
el tratamiento entre 25 y 35°C no produce cambios drasticos en la capacidad de
transporte de electrones del PSHl en algarrobo ni en soya. Esto se correlaciona
con el resultado obtenido para la asimilacion de CO,, ya que a temeparturas
ambientales de 30-35°C, la fotosintesis no se ve afectada irreversiblemente. Sin

embargo, sobre 40°C existen diferencias en las temperaturas criticas entre
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ambas plantas que podrian correlacionarse con la diferencia de 6°C observada
para la TLsp.

Como se ha discutido anteriormente, etileno es considerada una hormona
del estrés y es un buen candidato para evaluar el nivel de dafio sufrido por las
plantas debido a aumentos en la temperatura ambiental. Cuando se comparé ia
evolucion de etileno en algarrobo y soya de 96 horas de edad, se observo que
soya presentaba mayores niveles de la hormona que algarrobo. Si se considera
etileno como un marcador de estrés, se podria pensar que las plantulas de
algarrobo responden menos intensamente al calor que soya, por o tanto,
algarrobo estaria presentando mayor tolerancia al estrés por temperatura
durante las primeras etapas de desarrollo. Como se sabe, etileno participa en la
regulacién de una serie de procesos metabdlicos, enire ellos, procesos de
envejecimiento celular (Taiz & Zeiger, 1991); por lo tanto, la senescencia de los
cotiledones también puede ser un inductor de la sintesis de etileno observada.
El nivel mas alto de etileno que presentd soya podria estar relacionado con una
mayor tasa metabdlica de la planta, es decir, soya envejeceria mas rapido que
algarrobo. Se sabe que el metabolismo de plantas lefiosas es mas lento que en
herbaceas (Moore & Clark, 1995). Por otra parte, la caida en la evolucién de
efileno a 45 y 50°C fue més drastica en soya que en algarrobo y como se
discutié antes, ésta se debe probablemente a una inactivacién parcial de ia EFE
por exceso de calor. Ya que Ia disminucién en el nivel de etileno en algarrobo es

menos pronunciado que en soya, se podria pensar que la ruta metabdlica de
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etileno es mas tolerante al efecto causado por altas temperaturas en algarrobo
que en soya,

Ya que la termotolerancia ha sido asociada a la sintesis de proteinas de
estrés térmico, la velocidad de acumulacion de estas podrian ser una forma
para determinar diferencias en la capacidad de responder al estrés térmico entre
algarrobo y soya. Ubiquitina es una proteina de estrés térmico (Bond &
Schlesinger, 1985) de 76 aminoAcidos, muy abundante y que se encuentra sélo
en organismos eucariontes (Jentsch, 1992). Durante el estrés térmico, ubiquitina
participa en un sistema de degradacién de polipéptidos que han perdido su
conformacion debido al calor (Finley & Chau, 1991). El nivel de ubiquitina libre
determinado a través de inmuno dot blots fue mayor en soya respecto a P.
chilensis a la temperatura control de 25°C. Se sabe que ubiquitina es sintetizada
en forma constitutiva en las células y se encuentra en el citoplasma, el nicleo y
la superficie celular (Jentsch, 1992). En la via proteolitica dependiente de
ubiquitina, muchas moléculas de ubiquitina se unen a proteinas que seran
degradadas, en un proceso dependiente de ATP catalizado por un sistema
multienzimatico. Los conjugados de proteina-ubiquitina de alto peso molecular,
son luego degradados por un complejo de proteasas dependiente de ATP,
liberando aminoécidos y ubiquitina intacta (Boavida-Ferreira y col., 1995). A
temperaturas entre 35 y 45°C, el nivel de ubiquitina libre disminuyd
progresivamente en ambas plantas ya que ubiquitina se comienza a conjugar a

proteinas que tienen que ser eliminadas por protedlisis debido al estrés. La
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disminucion de ubiquitina libre entre 25 y 35°C, fue mas dréastica en soya que
en algarrobo o que podria implicar que el aumento de 5°C en la temperatura de
tratamiento provoca mas protedlisis en soya que en algarrobo. Los resuliados
obtenidos para ubiquitina conjugada confirman la observacidn anterior, ya que
entre 25 y 35°C, el aumento en el nivel de ubiquitina conjugada es de 11 y 51%
en algarrobo y soya, respectivamente. A temperaturas mayores, 40 y 45°C,
ubiquitina se encuentra principalmente en forma conjugada, lo que es evidencia
del dafio provocado a la célula por altas temperaturas. Es posible que parte de
los mecanismos que hacen de algarrobo una planta termotolerante incluye la
estabilizacién de la vida media de proteinas, por ejemplo, mediante aumentos en
el nivel de prolina o de sacarosa. Por esta razon, aun cuando el sistema de
ubiquitinacion esta activado en ambas plantas, el aumento de la temperatura
entre 25 y 35°C, estaria provocando menor protedlisis en algarrobo, por lo que
el nivel de ubiquitina conjugada no aumenta tanto como en soya. Temperaturas
més altas, sin embargo, causarian dafios mayores en las proteinas, activando
en ambas plantas el sistema de hidrdlisis proteolitica guiada por ubiquitina.

En la mayoria de los tejidos de eucariontes, ia sintesis de proteinas de
estrés térmico es inducida dentro de minutos cuando la temperatura se eleva
sobre los niveles requeridos para el crecimiento normal de las células (Ougham
& Howarth, 1988). Utilizando este criterio para comparar niveles de
termotolerancia en algarrobo y soya, se realizaron experimentos de cinética para

la deteccion de ubiguitina libre y conjugada en ambas plantas. Los resuitados no

100




mostraron diferencias en tiempo e intensidad de respuesta para ubiquitina libre.
La cinética para ubiquitina conjugada tampoco presenté diferencias en el tiempo
de deteccién de la proteina, sin embargo, en algarrcbo el nivel de ubiquitina
conjugada fue mayor. La relacién entre ubiquitina conjugada/ubiquitina libre fue
levemente mas alta para algarrobo que para soya. Estos resultados parecen
indicar que algarrobo poseerfa un sistema mas sensible frente al aumento de
temperatura, lo que le permitiria responder mas eficientemente frente al estés.
Esta observacion no necesariamente implica que el estrés es mayor en
algarrobo, ya que el mecanismo de ubiquitinacién esta activo en forma
constitutiva en las células eucariontes (Finley & Chau, 1991) y éste podria ser
mas eficiente en algarrobo. Ademas, en ambas plantas, el nivel de ubiquitina
conjugada aumenta dentro de los primeros 10 minutos, presenta un maximo a
los 60 minufos y vuelve a niveles basales a los 90 minutos de tratamiento. Es
posible que la conjugacion de ubiquifina y la correspondiente degradacion de
proteinas dafiadas ocurra dentro de los primeros 90 minutos de estrés térmico.
Esta respuesta rapida se relaciona con la disminucion drastica de ubiquitina libre
dentro de ios primeros 5 minutos de tratamiento y el aumento progresivo de la
proteina observado a partir de fos 30 minutos; una vez que la planta ha
respondido, la maguinaria celular comenzaria a sintetizar ubiquitina para
procesos de degradacién posteriores. Las temperaturas éptimas de induccion de
proteinas de estrés térmico varian entre especies; en el caso de pléantulas de

soya de 48 horas de edad, se encuentra entre 35 y 37,5°C (Qugham & Howarth,
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1988) y para ejes embrionarios de algarrobo es 45°C (Medina & Cardemil,
1993). La temperatura experimental para las cinéticas fue 40°C, por lo tanto, es
posible que a esta temperatura la maquinaria para la transcripcion y/o traduccién
de proteinas de estrés en soya esté parcialmente inhibida (Bernstam, 1978), de
manera que no se observan aumentos en los niveles de ubiquitina libre. En el
caso de afigarrobo se podria pensar que 40°C no es una temperatura
suficientemente alta para inducir la sintesis de algunas proteinas de estrés,
ubiquitina entre ellas.

Las proteinas de estrés térmico de 70 KDa, estan involucradas en el
plegamiento correcto de proteinas que han perdido su estructura producto del
estrés (Georgopoulos & Welch, 1993). Los experimentos de cinética en
algarrobo y soya, permitieron detectar la presencia de HSP70 a 40°C, aln a
tiempo cero. Se sabe que las funciones de la familia de chaperonas de 70 Kda
no estan restringidas a condiciones de estrés y van desde facilitar el
plegamiento y ensamblaje correcto de las proteinas a ia desagregacién de
granulos de proteina (Yalovsky y col, 1992). Por lo tanto, esta familia de
proteinas se sintetiza en forma constitutiva en la célula y sus niveles aumentan
bajo condiciones de estrés térmico (Wu y col., 1993). Por ofra parte, las
cinéticas para HSP70 en algarrobo y soya presentaron curvas similares, io que
implica que no hay mayores diferencias en los tiempos de expresién y/o
acumulacion de esta proteina de estrés en ambas plantas. En algarrobo, el

contenide de HSP70 fue mayor que en soya para todos los tiempos. Se ha
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postulado que HSP70 podria ser parie de un "termémetro" celular que detecta
proteinas que han perdido su conformacién debido al calor, y de esta manera
funcionaria como transductor de la sefial para la sintesis de otras proteinas de
estrés térmico (Sorger, 1991). Si se considera el nivel de HSP70 presente en la
planta como un marcador de estrés y del dafio provocado por éste sobre la
estructura proteica, se podria especular que el sistema mediado por HSP70 en
algarrobo presenta mayor sensibilidad frente al aumento de temperatura que en
soya. A partir de 30 minutos de tratamiento a 40°C, el nivel de HSP70 en
algarrobo se mantuvo por sobre el nivel basal y fue casi 20% mayor que en
soya. Si bien es cierto, estas diferencias podrian ser productoc de una mayor
sensibilidad al estrés térmico en las plantas de algarrobo, también es posible
que la deteccién de niveles de HSP70 mediante inmuno dot blots no permita
discriminar entre miembros de la familia gue son expresados constitutivamente o
que son inducidos por calor. Se sabe que las HSP70, tanto citosdlicas como
presentes en organelos, muestran alta conservacién a nivel de aminoacidos,
auln entre especies tan distantes como bacterias y células animales (Rensing &
Maier, 1994; Rochester y col.,, 1986; Waits y col., 1992, Wang y col., 1993;
Marshall & Keegstra, 1992; Silver & Way, 1993). En plantulas de algarrobo
sometidas a estrés térmico, el anticuerpo monoclonal anti HSP71 Kda presentd
reaccion con 2 miembros de esta familia de 68 y 71 Kda. La deteccién mediante

inmuno dot blots podria estar dando cuenta de niveles mas altos de HSP70
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expresada constitutivamente en algarrobo respecto a soya y no necesariamente

a miembros inducibles por calor.

4.6. Estabilidad de mRNA para ubiquitina en P. chilensis

La respuesta de los tejidos vivos sometidos a esirés por alta temperatura,
generalmente se caracteriza por una reduccién o inhibicion de la sintesis de
proteinas que son sintetizadas normalmente, y una répida produccion de
proteinas que se conocen como proteinas de esirés térmico (HSPs) (Ougham &
Howarth, 1988; Key y col., 1981). El control de la sintesis de HSPs parece ser
principalmente a nivel de la transcripcion, aunque existen aigunas evidencias de
control postranscripcional (Gallie, 1993). Mediante andlisis "run-on" en nicleos
de maiz, Christensen & Quail (1989), demostraron que el control de la expresion
de ubiquitina es a nivel de la transcripcion, aunque la estabilidad de los
mensajeros para ubiquitina juega un papel importante en la regulacion de la
expresion de este gen. Las hibridizaciones tipo Northern fueron realizadas en P.
chifensis con una sonda para ubiquitina de embrién de pollo, lo que demostré la
alta conservacion de la proteina (Ozkaynak y col., 1984; Vierstra y col., 1985).
Aunque se observé expresion de ubiquitina en cotiledén y radicula de P.
chilensis a la temperatura control de 25°, y en el tratamiento a 40°C, la
expresion maxima se observé en cotiledon a 45°C. La unién de ubiquitina a
proteinas parece tener mdltiples funciones, entre ellas, la respuesta celular a

estrés (Finley & Chau, 1991), de modo que ubiquitna se expresa
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constitutivamente en todos los tejidos eucariontes en que ha sido descrita
(Jentsch, 1992). Polimeros de ubiquitina son sintetizados a partir de RNA
mensajero codificado por varios genes (Agell y col., 1988). En maiz, la ubiquitina
es codificada por una pequeria familia multigénica de 10 miembros los que
originan mensajeros de varios tamafios que se expresan a diferentes
temperaturas, dependiendo de! tiempo de exposicion al estrés térmico
(Christensen & Quail, 1989). Aunque en P. chilensis el nimero de genes que
codifican para ubiquitina no ha sido descrito, es posible que la expresion
méxima observada a 45°C es producio de la induccidn de alguno de los
miembros de la familia de ubiquitina. Por ofra parte, el nivel de mensajeros para
ubiquitina a 40°C podria ser el reflejo de una disminucién en la tasa de
transcripcion de uno de los genes inducibles por temperatura. En maiz, entre 3 a
4 horas después del estrés térmico, la abundancia de uno de [os mensajeros
para ubiquitina inducidos por calor, disminuyé répidamente, ain cuando la tasa
de franscripcién permanecia constante (Christensen & Quail, 1989). En base a
las masas moleculares para los RNAs ribosomales de plantas descritos por
Davies & Larkins (1980), el tamario estimado del mensajero para ubiquitina en
P. chilensis fue aproximadamente 0,7 Kb, menor al observado en ofras
especies. En embrién de pollo se encontrd un mensajero para ubiquitina
inducible por calor de 1,2 Kb, y ofro de 1,7 Kb, expresado sdlo en células
estresadas (Bond & Schilesinger, 1985). En maiz se han detectado mensajeros

para ubiguitina de tamaiios entre 0,8 y 2,1 Kb (Christensen & Quail, 1989). La
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variacion en el tamafio de los mRNAs para ubiquitina se debe a que una
molécula de RNA mensajero para ubiquitina puede dar origen a varias
moléculas de proteina ya que ésta se sintetiza como poliubiquitina © como
proteina de fusidn (Agell y col., 1988).

La cinética de aparicién para los mensajeros de ubiquitina en P. chilensis,
mostré que estos se encuentran presentes en ausencia de estrés, aungue sélo
son detectados hasta los 20 minutos a 25°C. Sin embargo, cuando las plantas
son sometidas a estrés térmico a 40°C, los mensajeros para ubiquitina son
acumulados desde 5 minutos y hasta 30 minutos de duracién del tratamiento. La
sintesis de proteinas de estrés térmico es una respuesta rapida de las células
(Taiz & Zeiger, 1991). En maiz, la acumulacién del mensajero para ubiquitina de
2,1 Kb comienza luego de los primeros minutos de estrés y alcanza un maximo
deniro de 1 hora a 42°C (Christensen & Quail, 1989). La baja acumulacién
observada para los mensajeros de ubiquitina puede deberse a que la cinética se

realizé a 40°C. Se ha demostrado que la temperatura maxima de expresion de

proteinas de estrés térmico en P. chilensis es 45°C (Medina & Cardemil, 1993).




4.7 CONCLUSIONES

La discusion de los resultados en relacion a los objetivos de esta tesis,

permiten concluir que:

1. Prosopis chilensis presenta estrategias anatémicas, fisiologicas y
moleculares (evapotranspiracién, plegamiento de hojas, acumulacién de prolina,
sintesis de proteinas de estrés como ubiquitina y HSP70), que le permiten
evadir y tolerar el estrés provocado por las altas temperaturas a que se ve
expuesto en condiciones de terreno. Ya que las fluctuaciones de temperatura y

humedad ocurren durante el dia, estas respuestas son rapidas y plasticas.

I La comparacién del grado de termotolerancia en los parametros de
germinacion, crecimiento, TLsp, emision de fluorescencia y evolucion de etilenio
entre P. chilensis y G.max (soya var. McCall) , permiten concluir que P. chilensis

es mas tolerante a altas temperaturas que G.max.

HI.  La velocidad de la respuesta a estrés térmico a nivel de acumulacion de
las proteinas ubiquitina y HSP70 no es diferente entre P. chilensis y G.max. Sin
embargo, los niveles basales mayores de estas proteinas en P. chilensis,

sugieren que la planta podria ser mas sensible a variaciones de temperatura y

107




—

por lo tanto responder en forma mas eficiente al dario proteico causade por el

estrés térmico.

IV. P. chilensis acumula mensajeros para ubiquitina bajo condiciones de
estrés térmico, presentando una respuesta mas intensa en cotiledones. Este
resultado sugiere que el sistema proteolitico mediado por ubiquitina es una
estrategia universal que también esté presente en P. chilensis como parte de la

respuesta al estrés por alta temperatura.

Los resultados de esta tesis apoyan la hipdtesis propuesta y sugieren que
Prosopis chilensis es una planta altamente termotolerante, gracias a la
capacidad para evadir el estrés provocado por altas temperaturas mediante el
plegamiento de sus hojas y evapotranspiracion. La modulacion de la fotosintesis
y la acumulacion de solutos compatibles son evidencias de la adaptacion de P.
chilensis a condiciones de alta temperatura y baja humedad relativa presentes
en el medioambiente natural de Ia planta. La mayor capacidad de germinacion y
crecimiento a temperaturas sobre 40°C y los resultados de temperatura letal y
emision de fluorescencia sugieren que P. chilensis es una especie
excepcionalmente tolerante a altas temperaturas en comparacion a G. max una
planta descrita como termotolerante. La acumulacién de proteinas de estrés
térmico ubiquitina y HSP70 son una estrategia comtn a P. chifensis y G.max

frente a altas temperaturas, aunque P. chilensis podria presentar un mecanismo
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de respuesta mas eficiente frente al dafo proteico provocado por estrés

ambientales.
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