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RESUMEN
Los desiertos como los que se encuentran en el norte de Chile son ambientes
4ridos y de gran fluctuacién térmica entre el dia y la noche. Las plantas que se
encuentran en estos ambientes han desarrollado mecanismos de tolerancia a estas
condiciones estresantes. Una planta que estd fisiologicamente adaptada a estas
condiciones es Aloe barbadensis Miller (Aloe vera), al contar con un metabolismo de
tipo CAM y hojas suculentas, que le otorgan a esta planta una gran tolerancia a la
escasez de agua. Debido a las propiedades farmacéuticas, alimenticias y cosmetologicas
de las hojas de Aloe vera y el gel almacenado en las hojas, la planta tiene una gran
importancia econémica. Por estas razones la especie fue introducida en Chile como un
potencial cultivo rentable. Sin embargo, el manejo agronémico hasta ahora no ha sido el
adecuado, posiblemente a causa de que no se han realizado los estudios fisiologicos ni
de an4lisis moleculares en esta planta en condiciones de diferentes regimenes de riego.
En el presente trabajo se estudiaron las respuestas fisiolégicas y moleculares de
Aloe vera a las condiciones de diferentes restricciones hidricas, desde un régimen de
riego de 100% CC hasta el mas severo de solo 25% de CC. En el seminario de titulo se
cuantificaron los niveles de carbohidratos: azlicares totales, aziicares solubles y de los
polisacaridos fructanos, en las hojas de las plantas.
Los fructanos son polimeros de fructosa que se construyen a partir de sacarosa y
por lo tanto, tienen una glucosa terminal. Constituyen un tipo de carbohidrato de reserva
hidrosoluble en el 15% de plantas angiospermas. Ademds de ser reserva de azicar,

poseen el importante rol fisiolégico de ser moléculas protectoras para la planta cuando




hay un estrés abidtico, especificamente frente sequia y/o bajas temperaturas, permitiendo
que la planta haga un adecuado ajuste osmotico en estas condiciones.

Los aziicares totales, azicares solubles y fructanos (oligo y polifructanos) fueron
extraidos desde plantas sometidas a cuatro tratamientos de riego: T1, T2, T3 y T4 (1600,
1200, 800 y 400 mL/planta/15 dias, respectivamente). De esta manera se analizaron las
respuestas de sintesis de azicares de Aloe vera al déficit hidrico. Los resultados
obtenidos por espectrofotometria a partir de ensayos colorimétricos con Antrona
indicaron un incremento significativo en las cantidades de azicares totales, solubles,
oligo y polifructanos en plantas en condiciones T4, el tratamiento de restriccion hidrica
mds severo, con respecto a la condicién control T1, tanto en la puntas como en las bases
de las hojas. Ademés se encontré que las cantidades de carbohidratos en las bases eran
rayores que en las puntas de las hojas en los cuatro tratamientos.

Andlisis por TLC de los extractos de fructanos purificados por cromatografia de
intercambio ionico indicaron una mayor cantidad de fructanos y de un mayor grado de
polimerizacién (GP) en las muestras obtenidas de plantas de los tratamientos T3 y T4,
tanto en los oligofructanos como en los polifructanos provenientes de las puntas y de las
bases de las hojas.

La composicién de los enlaces glicosidicos de los fructanos de Aloc vera
analizados mediante cromatografia de gases y espectrometria de masa (GC-MS) indicé
un incremento gradual de los enlaces 1-fructosa, 6-fructosa, 6-glucosa y 1,6-fructosa
ramificada desde T1 a T4, tanto en las puntas como en las bases de las hojas. Los
resultados de enlaces glicosidicos permiten concluir que existe una diferencia estructural
entre los fructanos presentes en las hojas de plantas T4 respecto a las plantas T1. De
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manera que en la condicién de mayor déficit hidrico los fructanos encontrados en hojas
de plantas de Aloe vera presentan una estructura més ramificada y de un mayor GP, es
decir pasando de una estructura tipo inulina en T1 a una tipo neo-fructano en T4.

Los resultados obtenidos en este seminario de titulo permiten concluir que las
plantas de Aloe vera incrementan los niveles de carbohidratos presentes en sus hojas,
particularmente los niveles de los fructanos, lo que indica que la planta realiza un
eficiente ajuste osmético (AO) cuando el agua disponible disminuye. Este eficiente AO
que realiza la planta, le permite tolerar la falta de agua en las condiciones de aridez y
semiaridez. Con los resultados encontrados en este trabajo se podrd aportar a la
agricultura para establecer cultivos de Aloe vera en el norte de Chile y recomendar
condiciones de regadio en las cuales se favorezca la presencia y cantidad de fructanos en

las hojas que pueden tener un rentable valor comercial como moléculas prebidticas.
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ABSTRACT

Deserts such as those found in northern Chile are extremely arid with high
temperature fluctuations between day and night. The plants found in these environments
have evolved tolerance mechanisms to these stressful conditions. A plant which is
physiologically adapted to these conditions is Aloe barbadensis Miller (Aloe vera). The
plant has 2 CAM metabolism and succulent leaves, which give it a great tolerance to
water restrictions. Due to the pharmaceutical, nutritional and cosmetic properties of the
gel that is stored in its leaves, Aloe vera has a great economic importance. This is why it
has been introduced in the north of the country as a potentially economically viable crop.
However its agronomic management is not the most adequate because physiological
studies and molecular analysis have not been performed for Aloe vera subjected to
different irrigation treatments.

In this work we studied the physiological and molecular responses of Aloe vera
under different water restriction conditions, from an irrigation regime of 100% Field
Capacity to the most severe water deficit of 25% Field Capacity. The carbohydrate
levels were quantified in Aloe vera: total sugars, soluble sugars and fructans from the
leaves of the plants.

Fructans are polymers of fructose that are built from a sucrose molecule and
therefore have a terminal glucose. They are a type of reserve water soluble carbohydrate
present in 15% of the angiosperm plants. In addition of being sugar reserves, these
polysaccharides have important physiological roles as protector molecules for the plant
when there is abiotic stress, specifically when there is a stress caused by drought and/or
low temperatures, allowing the plant to osmotically adjust in these conditions.
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Total sugars, soluble sugars and fructans (oligo and polyfructans) were extracted
from plants subjected to four irrigation treatments: T1, T2, T3 and T4 (1600, 1200, 800
and 400 mL/plant/15 days, respectively). Thus, the amounts of sugars synthesized were
determined in Aloe vera plants subjected to increasing water deficit. The results obtained
by spectrophotomeiry from colorimetric assays with Anthrone indicated a significant
increase in the amounts of total sugars, soluble sugars and oligo and polyfructans in T4
plants, which was the most severe water restriction condition, compared to the control
condition T1 plants, both in leaf tips and leaf bases. It was also found that the amounts
of these carbohydrates were greater in the leaf bases than in the leaf tips in the four
freatments.

TLC analysis of fructans purified by ion exchange chromatography indicated a
greater amount of fructans and with a higher degree of polymerization (DFP) in the leaf
samples obtained from plants of treatments T3 and T4, in both leaf tips and leaf bases
for oligo and polyirutans.

The glycosidic linkage composition of Aloe vera fructans analyzed by gas
chromatography and mass spectrometry (GC-MS) indicated a gradual increase in the
presence of 1-fructose, 6-fructose, 6-glucose and branched 1,6-fructose glycosidic
linkages with the increase in water deficit, from T1 to T4 plants, both at the tips as well
in the bases of the leaves. The results of the glycosidic linkage analyses lead to the
conclusion that there is a structural difference between the fructans present in the leaves
of plants from T1 respect to T4 plants. Therefore, in the most stressful condition for the

plant, the leaves of Aloe vera synthesized fructans of a more branched structure and of a
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higher DP. The fructans changed from an inulin type fructan molecule in T1 to a neo-

fructan type in T4.

The results of this investigation allow us to conclude that Aloe vera plants
increased the levels of carbohydrates in their leaves, particularly the levels of fructans,
which indicate that the plant makes an efficient osmotic adjustment (OA) when the
available water becomes scarce. This efficient OA increases the plant tolerance to live in
arid or semiarid conditions. The results of this research may contribute to agriculture by
establishing and developing productive crops of Aloe vera in the northern Chile, and
suggesting irrigation conditions for the plants that will favor the presence and quantity of
fructans in the leaves that may increase the commercial value of plants due to the

presence of these prebiotic molecules.
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1. INTRODUCCION

Las plantas son organismos que estan constantemente expuestos a variaciones
del medioambiente. Esto se debe a que no son capaces de trasladarse de un sitio a otro
en busqueda de condiciones méas favorables para su desarrollo. Variaciones en el clima
que conlleva a cambios en la temperatura ambiental y en la disponibilidad de agua, son
algunos de los factores que influyen diariamente en el desarrollo de las plantas, y que en
ciertas ocasiones pueden llegar a ser perjudiciales en su sobrevivencia. Es en los
ambientes desérticos y semiaridos donde las fluctuaciones extremas de la temperatura
entre el dia y la noche, como también la escasa disponibilidad del recurso hidrico lo que
produce en el organismo un estrés por falta de agua. Pero pese a lo anterior, existen
plantas que pueden sobrevivir en estas condiciones estresantes al desarrollarse en ellas
distintos mecanismos de proteccién y/o de adaptacién a las restricciones hidricas y

temperaturas extremas que existen en esos ambientes.

1.1. Plantas CAM.

Las plantas tipo CAM (metabolismo 4cido de las Crassulaceae) son un grupo de
plantas adaptadas a los ambientes aridos y semidridos. En ellas existe la acumulacion de
4cidos organicos, como el dcido mélico, durante la noche. Ademas estas plantas evitan la
pérdida de agua durante la fotosintesis al abrir sus estomas s6lo durante Ia noche para ¢l
intercambio gaseoso, cuando la temperatura ambiental ha descendido. De esta forma, el
metabolismo CAM le permite a la planta maximizar la eficiencia en el uso de agua

(Denius & Homm 1972, Christopher & Holtum 1996, Cushman 2001, Cushman &
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Borland 2002, Delatorre-Herrera y col. 2010). Las plantas de tipo CAM suelen ser
también xerdfitas, es decir, estin especialmente adaptadas a vivir en estos ambientes
secos. Las xerdfitas presentan ciertas caracteristicas morfologicas como tener raices
extendidas con una gran cantidad de raices secundarias superficiales, y tener hojas o
tallos suculentos, porque acumulan agua. Entre las plantas que presentan estas
adaptaciones, se encuentran algunas lilaceas, como el Aloe barbadensis Miller.

Otro mecanismo de adaptacion a los ambientes extremos (fiio, calor y falta de
agua), es el eficiente ajuste osmético que debe tener la planta para compensar la pérdida
de agua. Para ello las plantas sintetizan azicares y otros compuestos, tales como prolina
y glicina-betaina que son osmolitos y ayudan a regular la presion osmética en el interior
de la célula vegetal (Yoshiba y col. 1997, Tabaei-Aghdaei y col. 2003, Chaves &
Oliveira 2004, Vinocur & Altman 2005, Seki y col. 2007, Rekarte-Cowie y col. 2008).
Las plantas CAM se caractetizan por una eficiente sintesis de azucares y polisacéridos,
osmolitos que ayudan a retener el agua en la planta. La suculencia de las plantas CAM
se debe a la presencia de polisacéridos que retienen una gran cantidad de agua (Ogburn y
Edwards 2010), un ejemplo de ello es el acemanano que se encuenira en la hoja
constituyendo un gel. Ademds existen otros aziicares y polisacéridos que protegen a la
planta de temperaturas extremas y falta de agua, manteniendo las propiedades
fisicoquimicas de las membranas otorgandoles una optima fluidez (Crowe y col. 1988,

Koster y col. 1994, Tsvetkova y col. 1998).

16




1.2. Fructanos.

Un tipo de carbohidrato no-estructural que cumple estas funciones de mantener
las propiedades fisicoquimicas de la membrana son los fructanos. Recientemente se ha
encontrado que estos azlicares son capaces de interactuar con bicapas lipidicas,
especificamente insertandose entre los fosfolipidos a nivel de las cabezas polares
formando puentes de hidrégeno (del Viso y col. 2009). Los resultados experimentales
han demostrado que los fructanos ayudarian a las membranas a mantener sus
propiedades fisicoquimicas durante los procesos de desecacion (Hincha y col. 2002,
Vereyken y col. 2003, Valluru & Van den Ende 2008). Los fructanos son polimeros de
fructosa que presentan una molécula de glucosa terminal unida a una o dos moléculas de
fructosa. Se ha establecido que este tipo de polisacirido protege a la planta
principalmente en condiciones de bajas temperaturas y de estrés hidrico (Pollock &
Cairns, 1991, Spollen & Nelson 1994, Puebla y col. 1997, Hare y col. 1998, De Roover
y col. 2000, Amiard y col. 2003). Ademis, ellos son capaces de incrementar la presidn
osmética répidamente en el interior de la célula al hidrolizarse los polisacaridos
(polifructanos) a oligosacéridos (oligofructanos), teniendo los oligofructanos una
funcion de osmolitos al ser altamente solubles en agua (Bieleski 1993). Esta accién seria
fundamental para proteger la célula vegetal contra la formacion de hielo en su interior y
contra la pérdida de agua (Jeong & Housley, 1990, Tognetti y col. 1990, Livingston III
& Henson 1998, del Viso y col. 2009). El papel fisiolégico de los fructanos en estrés

hidrico y en frio se ha demostrado en plantas transgénicas que son capaces de sintetizar

fructanos. Después de la transgénesis estas plantas son mas tolerantes al frio,




congelamiento y sequia (Pilon-Smits y col. 1995, Pilon-Smits y col. 1999, Li y col. 2007,
Kawakami y col. 2008). Los fructanos también se consideran como polisacaridos de
reserva de la planta, Se han encontrado fructanos en alrededor de 45.000 especies de
angiospermas, aproximadamente un 15% de los angiospermas son capaces de sinietizar
este tipo de polimero. También se ha visto que la mayoria de las plantas que los
sintetizan habitan en regiones donde hay periodos de escasez de agua o mucho frio
durante el afio (Hendry 1993). Sin embargo, las plantas no son los Unicos organismos
que sintetizan fructanos. Estos polisacéridos se han encontrado ademas en hongos y en

bacterias (Hendry 1993, Vijn & Smeekens 1999).

1.3. Estructura y sintesis de fructanos.

Los fructanos son polimeros de fructosa que se constru yen a partir de una
molécula de sacarosa inicial, a la que se le unen moléculas de fructosa a la fructosa y/o a
la glucosa de la sacarosa. La longitud o grado de polimerizacién (GP) de estas cadenas
de fructosa que se forman a partir de la sacarosa pueden variar considerablemente
dependiendo de la especie de planta y de las condiciones ambientales. Las cadenas con
un GP de 3 a 10 son denominados Oligofructanos, mientras que con un GP sobre 10 son
{lamados Polifructanos. Ademés, se clasifican segin el tipo de enlace glicosidico inicial
existente en la primera molécula de fructosa que se une a sacarosa, de manera que se
distinguen tres tipos de trisacdridos. Estos trisacaridos de fructanos son: a) 1-cestosa b)
6-cestosa y ¢) neo-cestosa (Vijn y Smeekens 1999, Van den Ende y col. 2004,
Livingston III y col. 2009). La 1-cestosa se caracteriza por la unién de una fructosa a la

fructosa de la sacarosa mediante un enlace B-(2—1). La 6-cestosa se constituye a partir
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de 12 unién de una fructosa al carbono 6 de la fructosa de la sacarosa, constituyéndose el
enlace B-(2—6). Finalmente, en la neo-cestosa la fructosa inicial se une al carbono 6 de
la glucosa de la sacarosa, por un enlace B-(2—6). En todos ellos la elongacién del
polimero se hace desde los residuos de fructosa, mediante enlaces de tipo B-(2—1) y/o
B-(2—6). De esta forma dependiendo del trisacarido a partir del cual son sintetizados, de
las ramificaciones que se agregan a estos trisacaridos y de los enlaces presentes, los
polifructanos se pueden clasificar en: inulina, levanos, graminanos, neo-inulina, neo-
levanos y neo-fructanos (Viin y Smeekens 1999, Van den Ende y col. 2004, Mancilla-
Margalli y Lopez 2006, Livingston III y col. 2009). Las inulinas se sintetizan a partir del
trisacarido 1-cestosa y el enlace glicosidico entre las unidades de fructosa es B-(2—1),
dandole un caracter lineal a la molécula. Presentan un muy bajo grado de ramificacion
en su estructura y se encuentran en plantas dicotiledéneas. (Van den Ende y col. 2004,
Livingston III y col. 2009) En el caso de los levanos, s sintetizan a partir del trisacarido
6-cestosa. Se caracterizan por ser una molécula lineal con enlaces glicosidicos de tipo B-
(2—6) entre las fructosas, ademds tienen un bajo grado de ramificacién. Los levanos se
encuentran cominmente en monocotiledéneas. Los graminanos son sintetizados a partir
de 1-cestosa y sacarosa que originan un tetrasacérido especifico llamado bifurcosa, este
tetrasacarido a su vez puede ser elongado mediante enlaces B-(2—1) vy p-(2—06)
generando una estructura ramificada. Los graminanos se encuentran principalmente en
monocotiledoneas, particularmente en gramineas (pastos y cereales) (Van den Ende y
col. 2004, Livingston III y col. 2009). Las neo-inulinas se forman a partir del trisacarido
neo-cestosa que s elongado mediante enlaces B-(2—1) entre las fructosas con una
estructura lineal. Se encuentran en monocotiledoneas, como los asparagales (ajo, cebolla
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y espérrago). Los neo-levanos son formados a partir de la neo-cestosa, que es elongado
mediante enlaces B-(2—6). Este tipo de fructano esta presente en monocotiledoneas,
tales como poaceas (Van den Ende y eol. 2004, Livingston IIL y col. 2009). Finalmente
los neo-fructanos se construyen a partir de la neo-cestosa y la polimerizacion de la
molécula se realiza tanto por enlaces B-(2—1) como también B-(2—6), lo que genera
una estructura altamente ramificada. Estos se encuentran en monocotiledoneas, ejemplo

Agave tequilana (Van den Ende y col. 2004, Mancilla-Margalli y Lopez 2006).
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Figura 1: Esquema de la estructura de los distintos tipos de fructanos en plantas. La molécula de
sacarosa (dimero de a-D-glucosa+B-D-fructosa) esti en color verde. (a) La Inulina tiene una cadena
lineal de fructofuranosilos con enlaces B-(2—1) unida a la fructosa inicial de la sacarosa. (b)Graminano
presenta cadenas de fructofuranosilos con enlaces p-(2—1) y p-(2—6) unidos a la fructosa inicial. En sus
cadenas puede presentar ramificaciones. (¢) Levano presenta a partir de la fructosa de la sacarosa, una
cadena lineal de fructofuranosilos con enlaces B-(2—6). (d) Neo-inulina tiene dos cadenas lineales de
fructofuranosilos, ambos con enlaces de tipo f-(2— 1), uno unida a la fructosa inicial y otra cadena unida a
la glucosa inicial. (¢) Neo-levano tiene dos cadenas de fructofuranosilos formado por enlaces B-(2—6),
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uno a partir de la fructosa de la sacarosa y otra cadena unida a la glucosa inicial. (f) Neo-fructano presenta
cadenas de fructofuranosilos con ambos tipos de enlaces, p-(2—1) y p-(2-»6), y estin unidas tanto a la
fructosa como también a la glucosa de la sacarosa. Sus cadenas también pueden presentar ramificaciones.
Moedificado a partir de Ritsema y Smeekens 2003,

Como se habia mencionado anteriormente, Ia sintesis de los fructanos es a partir
de sacarosa a la cual se le van agregando sucesivamente moléculas de fructosa (en forma
de fructofuranosilo). La posicion y el tipo de enlace mediante el cual se van adicionando
nuevas unidades de fructosa van a depender de la actividad catalitica de la enzima
responsable. Las enzimas que sintetizan fructanos se denominan fructosiltransferasas. Se
han encontrado hasta el momento cuatro fructosiltransferasas distintas en plantas, estas
difieren en su actividad enzimética al emplear distintos dadores y aceptores de unidades
de fructofuranosil (Ritsema y Smeekens ?003, Van den Ende y col. 2004, Livingston III
y col. 2009).

La enzima sacarosa: sacarosa l-fructosiltransferasa (1-SST, EC 2.4.1.99)
produce la 1-cestosa y glucosa a partir de dos moléculas de sacarosa, m ediante Ia
hidrélisis de una sacarosa y cuyo fructofuranosil Iiberado es transferido a la fructosa de
la otra sacarosa formando un enlace f-(2—1) (Ritsema y Smeeckens 2003, Van den Ende
y col. 2004, Livingston III y col. 2009).

La elongacion del trisacérido I-cestosa con fructosas a través de enlaces B-(2—1),
que originan a la inulina, es catalizado por fructano: fructano 1-fructosiltransferasa (1-
FFT, EC 2.4.1.100). La enzima 1-FFT puede usar como dadores de fructosas a la 1-
cestosa u oligofructanos de un GP >3; mientras que utiliza como aceptores de los
radicales fructofuranosilos liberados a la sacarosa como también a los oligofructanos

(Ritsema y Smeekens 2003, Van den Ende y col. 2004, Livingston III y col. 2009).
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La enzima sacarosa: fructano 6-fructosiltrnsferasa (6-SFT, EC 2.4.1.10) sintetiza
a la 6-cestosa cuando transtiere un radical fructofuranosilo al C6 de la fructosa de una
sacarosa. También puede transferir un radical fructofuranosilo al C6 de la glucosa
presente en la 1-cestosa, produciendo de esta forma el tetrasacérido denominado
bifurcosa. Como en el caso de las otras transferasas el dador del radical fructofuranosilo
puede ser la sacarosa u otro oligo o polifructano. La actividad de la 6-SFT sobre la 6-
cestosa va a producir la polimerizacion de los levanos. Mientras que la actividad
conjunta de la 6-SFT y 1-SST van a originar al grupo de los graminanos (Van den Ende
y col. 2004, Livingston III y col. 2009).

La cuarta fructosiltransferasa es la fructano: fructano 6G-fructosiltransferasa
(6G-FFT, EC 2.4.1.243), que transfiere un radical fructofuranosilo al C6 de la glucosa
de la sacarosa. El dador del radical fructofuranosilo es la 1-cestosa y el aceptor es la
sacarosa, de esta forma se origina la neo-cestosa. La neo-cestosa puede ser alargada a su
vez por la 1-FFT o por la 6-SFT, originando a las neo-inulinas y neo-levanos
respectivamente. En el caso de la actividad conjunta de 1-FFT con 6-SFT a partir de la
neo-cestosa origina a los neo-fiuctanos (Vijn 1. y col. 1997, Ritsema y Smeekens 2003,
Van den Ende y col. 2004).

Los genes de estas cuatro enzimas han sido clonados y secuenciados, siendo el
gen para el 6-SFT de cebada (Hordeuum vulgare) el primero en ser estudiado y
posteriormente secuenciado (Sprenger y col. 1995). Luego se clonaron los genes para 1-
SST (de Hallaux & Van Cutsem 1997) y 1-FFT (Goblet y col. 1999) en achicoria
(Cichorium intybus). La clonacion del gen para 6G-FFT se realizé a partir de cebolla
(Altium cepa; Vijn y col. 1997). De esta misma especie también se cloné el gen /-sst
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(Vijn y col. 1998). Se ha hecho ingenieria metabolica en plantas transgénicas, a las
cuales se les han introducido los genes de las fructosiltransferasas de otras especies
vegetales. Algunos ejemplos son: la transformacién de tabaco (Nicotiana tabacum) y
achicoria con 6-sft de cebada (Sprenger y col. 1997); la transformacién de betarraga
(Beta vulgaris; Sévenier y col. 1998) y petunia (petunia; van der Meer y col. 1998) con
los genes para 1-SST y 1-FFT de Helianthus tuberosus. Estos experimentos se realizaron
para estudiar los efectos de proteccion al estrés hidrico y las bajas temperaturas de los
fructanos en las plantas, como también para estudiar la funcién de los genes introducidos
y la acumulacién de fructanos en especies que de forma endégena no los sintetizan. Las
plantas transgénicas demostraron que efectivamente acumulaban fructanos y eran mas
tolerantes a la falta de agua y a bajas temperaturas (Sprenger y col. 1997, Vijn y col.

1997, van der Meer y col. 1998).
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Figura 2: Esquema de la biosintesis de los fructanos en plantas. En verde se muestra la molécula de
sacarosa inicial. (a) El trisacarido 6-cestosa es sintetizado a partir de sacarosa por medio de la enzima 6-
SFT. (b) Mientras que el trisacarido 1-cestosa es formado mediante la actividad de la enzima 1-SST,
también a partir de moléculas de sacarosa. (c) El tetrasacdrido bifurcosa es sintetizado por medio de la
accion de 6-SFT usando a 1-cestosa como aceptor de un residuo de fructofuranosilo proveniente de
sacarosa. (d) El trisacarido neo-cestosa es sintetizado mediante la actividad de la enzima 6G-FFT que usa
también a I-cestosa, pero en este caso como un dador del grupo fructofuranosilo hacia la glucosa de una
sacarosa como aceptor (Ritsema y Smeekens 2003, Van den Ende y col. 2004, Livingston 11 y col. 2009).
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1.4, Beneficios asociados al consumo de fructanos.

Los fructanos no sélo son beneficiosos para las plantas. Se ha demostrado que la
ingesta de estos carbohidratos produce resultados favorables en el funcionamiento
intestinal de los mamiferos (Flickinger y col. 2003, Verdonk y col. 2005, Urias-Silvas y
col. 2008) y particularmente en humanos (Jackson y col. 1999, Kruesel y col. 1999,
Taper & Roberfroid 2000, Kilian y col. 2002, Wang 2009). Actuan como prebidticos, es
decir, es un ingrediente no digerible de alimentos que estimula de forma selectiva el
crecimiento de bacterias beneficiosas en el colon, especificamente a las Bifidobacterium
(Kruesel y col. 1999, Kilian y col. 2002, Roberfroid 2002, Bouhnik y col. 2007) y
Lactobacilli (Kleessen & col. 2001). Este efecto de favorecer el crecimiento de
determinadas especies de bacterias intestinales por sobre al resto presentes en tracto
digestivo, se atribuye a que estas bacterias en particular son capaces de hidrolizar los
enlaces B-(2—1) presentes en los fructanos (Roberfroid 2002). Los fructanos servirian,
ademads, para evitar el desarrollo de céncer, particularmente céncer colo-rectal (Taper y
Roberfroid 2000, Taper y Roberfroid 2002, Pool-Zobel 2005, Sauer y col. 2007). Los
fructanos disminuyen los niveles de colesterol y de triglicéridos (Beylot 2005, Brighenti
2007, Urias-Silvas y col. 2008). Se ha visto también que favorecen la absorcién de
minerales como Ca™? y Mg en el intestino grueso (Coudray y col, 2003, Griffin y col.

2003, Griffin y Abrams 2005, Weaver y col. 2010).

1.5. Aloe vera

Aloe barbadensis Miller, conocido mds cominmente como Aloe vera

corresponde a una planta que ha evolucionado en ambientes semidridos. Se encuentra
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clasificado actualmente como miembro de la orden Asparagales dentro de la familia
Xanthorrhoeaceae y subfamilia Asphodelaceae, estando previamente clasificado en la
orden de los Liliales de la familia Liliaceae (Chase 2004, Chase y col. 2009 ).Es
originaria del norte de Africa y se encuentra adaptada a ambientes en los cuales hay una
baja disponibilidad de agua durante periodos prolongados del afio, condicion
caracteristica de las zonas desérticas y sub-tropicales del continente africano. El Aloe
vera es una monocotileddnea xer6fita, que presenta un metabolismo tipo CAM (Ni y col.
2004). Como se habfa mencionado previamente, las especies CAM presentan
adaptaciones a ambientes estresantes, entre los cuales se destaca una eficiente sintesis de
oligo y polisacéridos que ayudan a la planta a retener agua. Se ha introducido Aloe vera
ala IIl y IV region de Chile, debido justamente a su tolerancia a los ambientes secos y
de altas temperaturas, ambas caracteristicas presentes en estas zonas de Chile. En el
laboratorio de Biologia Molecular Vegetal de la Facultad de Ciencias en la Universidad
de Chile, se ha estudiado las respuestas fisiologicas y moleculares del Aloe vera bajo
diversos regimenes de riego y de altas temperaturas. Los resultados experimentales han
demostrado que bajo estas condiciones de estrés abibtico se produce un incremento
significativo en la expresion de los genes de estrés y acumulacion notoria de proteinas
de respuesta a shock térmico (HSP70, HSP100 y Ubiquitina) y estrés oxidativo a través
de la enzima superéxido dismutasa (SOD) (Salinas y col. 2010). Estos resultados
demuestran que Aloe vera posee genes que le permiten tolerar bien el estrés hidrico, las
altas temperaturas y el estrés oxidativo que desencadenan altas temperaturas y falta de

agua.
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Un tipo de polisacérido caracteristico que sintetiza Aloc vera en grandes
cantidades es el acemanano (un tipo de galactoglucomanano acetilado). La estructura
principal del acemanano estd formada mayoritariamente por manosa y €n menor
cantidad de moléculas de glucosa formando enlaces f-(1—4) entre si, mientras que la
galactosa forma las ramificaciones mediante enlaces u-(1—6) con la estructura principal
(Chow y col. 2005, Chun-hui y col. 2007). Este complejo polisacarido mucilaginoso es
almacenado principalmente en las células del tejido parenquimético de las hojas, lo que
da origen al gel viscoso caracterfstico del Aloe vera (Ni y col. 2004). Seria este gel
mucilaginoso rico en galactoglucolmananos, el que otorgaria la cualidad de suculencia a
la planta, ademds serfa el responsable de retener y almacenar grandes cantidades de agua
por largos periodos.

El Aloe barbadensis Miller es una de entre las mas de 300 especies de Aloe que
mas se comercializa en la actualidad. Esta planta es altamente cotizada debido a diversas
propiedades medicinales que se le han atribuido a lo largo de los siglos, en especial sus
capacidades regenerativas de la piel, como por ejemplo la cicatrizacién rdpida post-
operatorio o después de quemaduras (Reynolds & Dweck 1999) y la estimulacion del
sistema inmune (Reynolds & Dweck 1999, Gauntt y col. 2000, Lee y col. 2001, Leung
& col. 2004, Vega y col. 2005, Im y col. 2010). Estas propiedades curativas asociadas al
Aloe vera se deberfan en gran medida al galactoglucomanano presente en el gel de las
hojas.

A pesar que Aloe vera es una planta del orden de los Asparagales en las cuales se
han descrito la presencia de fructanos, como es €l caso de ajo, cebolla, esparrago y en

especies de Agave que es también una planta CAM, cuando se comenzo esta tesis se
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levant6 la hipétesis de que en Aloe barbadensis Miller debian de haber fructanos. Sin
embargo, estas moléculas nunca han sido descritas en Aloe vera ni en otras especies de
Aloe. Este es entonces el primer trabajo donde se describen estas moléculas para esta
especie y las modificaciones que ellas tienen cuando paulatinamente se restringe el agua

a la planta.

1.6. Hipétesis.

“En las plantas de Aloe barbadensis Miller el estrés hidrico incrementa
significativamente las concentraciones de carbohidratos y en particular de los fructanos,

induciendo modificaciones en la estructura de los polimeros de fructano.”

1.7. Objetivo General.

Estudiar los niveles de carbohidratos, y la presencia y composicién de fructanos
en las hojas de plantas de 4loe barbadensis Miller (Aloe vera) sometidas a diferentes

niveles de déficit hidrico.

1.8. Objetivos Especificos.

1) Cuantificar las concentraciones de los carbohidratos totales y solubles en hojas de
Aloe vera sometidas a estrés hidrico.

2) Cuantificar las concentraciones de fructanos en hojas de Aloe vera sometidas a estrés
hidrico.

3) Determinar la composicién de fructanos y los tipos de enlaces que presentan estos.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Condiciones de crecimiento y de induccién del estrés hidrico.

Los ensayos se realizaron con muestras de plantas de Aloe barbadensis Miller
(Aloe vera) que fueron cultivadas en el Campo Experimental de L as Cardas de la
Universidad de Chile durante la temporada 2006-2007. Este sitio estd ubicado en la
region de Coquimbo, Chile (30° 17°S, 71° 15°0). Se implementaron cuatro tratamientos
distintos de riego por goteo, las cuales consistian en 1600, 1200, 800 y 400 mL
(conformando los tratamientos T1, T2, T3 y T4 respectivamente) de agua por planta
suministrado cada quince dias. De esta forma la tinica condicién de campo que era
controlado era la cantidad de agua que recibian las plantas. Al grupo de plantas
sometidas al tratamiento 1 o T1 (1600 mL de agua), fueron considerados como el grupo
control de riego. L os volimenes de agua para cada tratamiento se determinaron al
considerar la de Capacidad de Campo (CC) del terreno, el cual consiste en la méxima
capacidad del suelo en retener agua después de haberse drenado el exceso al cabo de dos
dias. Es asi como se decidié trabajar con el 100%, 75%, 50% y 25% CC, que

corresponden a los 1600, 1200, 800 y 400 mL de agua por planta respectivamente.

2.2. Material Vegetal.

Se ocuparon las puntas y bases de las hojas de Aloe vera, designando a los
primeros 15 cm de la hoja en contacto con el tallo de la planta, como ]a base y los 15 cm
del extremo apical de la hoja como a la punta. Estas porciones de hojas inclufan tanto

tejido epidérmico de la planta, correspondiente a la corteza fotosintética, como también
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la pulpa interna o gel, que constituye el tejido parenquimético. Se obtuvieron muestras
desde 3 plantas distintas para cada condicién de riego, analizandose en total 12 plantas
distintas, y usando tanto las puntas y bases de las respectivas hojas. Todas los muestras

recolectadas se almacenaron en un refrigerador a -80 °C hasta su posterior uso.

2.3. Extraccion de Carbohidratos.

Dependiendo del tipo de carbohidrato que se buscaba obtener desde las muestras
de hojas, se emplearon distintos protocolos de extraccion. A continuacién se presentan

los métodos de extraccién para aziicares totales, solubles y de fructanos.

2 .3.1. Extraccion de Azicares Totales.

Para la extraccion de los azicares totales se maceraron 2,5 g de hoja, que habia
sido previamente congelado usando nitrégeno liquido, después se agregd 15 mL de agua
desionizada y Ilevé a ebullicién por 5 min. Posteriormente, se centrifugd a 10.000 rpm
(7.796 g) por 15 min. a temperatura ambiente. Se rescatd y almacené a -20 °C el

sobrenadante obtenido.

2.3.2. Extraccién de Azficares Solubles.

Se empled el método de Cardemil y Reinero con modificaciones (Cardemil y
Reinero 1982), siendo similar al usado para los azicares totales, pero con algunos
cambios. A partir de 2,5 g de hoja macerada (que habia sido congelado previamente con

nitrogeno liquido), se agregd 15 mL de etanol 95% (v/v). Se calent6 a 70 °C por 10 min.
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Luego todo es centrifugado a 10.000 rpm (7.796 g) por 15 min a temperatura ambiente.

Finalmente es rescatado y almacenado el sobrenadante a -20 °C.

2.3.3. Extraccion de Fructanos.

La extraccién de los fructanos se basé siguiendo una modificacién al método

realizado por Cairns y Pollock (Cairns & Pollock 1988).

2.3.3.1. Extraccion de Oligofructanos.

A partir de 5 g de hoja junto con 10 mL de etanol 80% (v/v) se calento hasta

ebullicién por 5 min, luego usando nitrégeno liquido se congeld el tejido de Aloe y se

macerd. La muestra macerada se mezcld nuevamente con el ctanol restante de la

ebullicién y todo se centrifugé a 5.000 rpm (1.949 g) por 5 min a temperatura ambiente.
Posteriormente se rescaté y almacend el sobrenadante. Se realiza una segunda extraccion
con etanol 80% (v/v) al pellet obtenido previamente, salvo que en la segunda extraccion
se empled 3 mL de etanol. Los dos volimenes de sobrenadantes obtenidos se juntaron y
se denomind como el extracto de oligofructanos. El extracto obtenido fue guardado a

-20°C.,

2.3.3.2. Extraccion de Polifructanos.

El pellet obtenido de la tiltima centrifugacion (proveniente de la seccién 2.3.3.1)
fue resuspendido con 10 mL de agua desionizada. En seguida se calento a 60 °C por 15
min. Luego se centrifugd a 5.000 rpm (1.949 g) por 5 min. a temperatura ambiente.
Nuevamente, al igual que para los oligofructanos, se separd el pellet del sobrenadante y

se rescaté el sobrenadante. El pellet restante fue resuspendido con 3 ml de agua
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desionizada para realizar una segunda extraccién. Finalmente ambos volimenes de
sobrenadante obtenidos fueron mezclados y se denominé como extracto de polifructanos,

y fue guardado a-20°C.

2.4. Cuantificacién de los carbohidratos por Espectrofotometria.

Se utilizé6 un ensayo colorimétrico especifico para carbohidratos denominado
Test de Antrona o modificaciones de éste. La intensidad del color se cuantificé a 620 nm
por medio de espectrofotometria como una aproximacion para cuantificar los azicares
de los distintos tipos de extractos obtenidos. Las mediciones se llevaron a cabo en el

espectrofotémetro Termo Spectronic Genesys 20 modelo 4001/4.

2.4.1. Cuantificacién de Azacares Totales y Solubles.

Tanto para el extracto de azicares totales, como para los azicares solubles se
utiliz6 el ensayo colorimétrico usando una solucién de Antrona (Dische 1962). La
solucién de Antrona fue preparado con 150 mg de antrona que se disolvié en 100 mL de
H,S0, concentrado. Las mediciones de cuantificacion se llevaron a cabo en tubos de
ensayo, en los cuales se mezclé 10 puL de cada muestra mas 990 pL de agua desionizada
y se completaron con 2 mL de la solucién de antrona preparada previamente, teniendo
en cada tubo un volumen total de 3 mL. Debido a que la reaccién es exotérmica, se
dejaron los tubos por 10 min en hielo y luego a temperatura ambiente por otros 10 min,

antes de ser medidos en el espectrofotémetro a 620 nm. Para poder cuantificar la
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concentracion de azicares presente en las muestras fue necesario generar una curva de
calibracién con tendencia lineal. Esta consistid de una solucién de glucosa a una
concentracién de 1 mg/mL, la cual se establecié con seis puntos (0 ug, 10 pg, 25 pg, 50
pg, 75 ug y 100 pg de glucosa). Los resultados obtenidos fueron comparados con la
curva patrén de glucosa para determinar las concentraciones y fueron expresados
finalmente en mg/g peso seco de hoja. Se analizaron muestras de hojas de tres plantas
distintas para cada tratamiento (3 muestras biolégicas) y a cada muestra se realizo dos

mediciones (2 réplicas técnicas).

2.4.2. Cuantificacion de Fructanos.

En el caso de los fructanos, tanto para las mediciones de los oligofructanos y
polifructanos, se emple6 una medificacion al método de Anirona que es mas sensible
para cetosas (Jermyn 1956, Van Handel 1967). Esta solucién de antrona fue preparada a
partir de 300 mg de antrona que fue disuelta en 36 mL de agua desionizada al que
finalmente se adiciondé 114 mL de T;SO4 concentrado. Esta solucién también debe ser
preparada en el momento y no se debe esperar mas de 3 a 4 horas para usarla. Para la
cuantificacién de las muestras de oligofructanos, en cada tubo de ensayo se mezclo 10
pL de muestra mas 240 uL de agua y se agrego al final 2,5 mL de la solucion de antrona.
Mientras que para las muestras de polifructanos en los tubos de ensayo se mezclaron 20
nL de muestra con 230 pL de agua desionizada y 2,5 mL de antrona. El volumen final
en ambos casos fue de 2,75 mL. Las soluciones en los tubos fueron agitadas usande

vortex y luego los tubos fueron colocados en un bafio termoregulado a 37 °C por 45 min.
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Luego se dejaron por 10 min a temperatura ambiente antes de proceder a medir
absorbancia a 618 nm. Para la curva de calibracién se usé una solucion de fructosa a una
concentracion de 0,2 mg/mL, y con seis puntos en la curva (0 pg, 2 pg, 5 ug, 10 pg, 15
ng y 20 pg de fructosa). Los resultados se expresaron en mg g’ peso seco de hoja. Se
analizaron muestras de hojas de tres plantas distintas para cada tratamiento (3 muestras

biolégicas) y a cada muestra se realizé dos mediciones (2 réplicas técnicas).

2.5. Purificacion de Fructanos.

Debido a que los extractos obtenidos presentaban, ademés de aziicares, otras
moléculas contaminantes principalmente pigmentos, las muestras debieron ser
purificadas para los ensayos posteriores. Para esto se usaron columnas con resinas de
intercambio i6nico, como fase estacionaria, para obtener los aziicares neutros de interés
(Machado de Carvalho & Dietrich 1993). Aproximadamente 5 mg del extracto de
fructanos fueron previamente neutralizados (llevados a pH 7,0) usando NH4OH. Usando
agua desionizada como fase mévil, las muestras neutralizadas pasaron primero por una
columna con 6 mL de resina catiénica (Dowex® 50x8-200, Sigma-Aldrich) y luego por
la columna con 6 mL de resina aniénica (Dowex® 1x8-200, Sigma-Aldrich), todo lo
anterior a temperatura ambiente. Ambas columnas estaban conectadas en serie de tal
forma que la muestra pasaba de forma continuada desde una columna a otra. El flujo
aproximado con el cual se eluyeron las muestras fue de 1,6 mL/min. Se cuantifico las
concentraciones de fructanos presente en las fracciones recolectadas mediante el ensayo
con antrona (seccién 2.4.2.), con la diferencia que se usaron 40 pL de cada fraccion para

llevar a cabo la reaccién. Aquellas fracciones en las cuales se detectaron fructanos se
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concentraron en un evaporador rotatorio y posteriormente se liofilizaron, obteniéndose
de este modo un polvo blanco-amarillento seco que se podia almacenar a temperatura

ambiente,

2.6. Cromatografia de Capa Fina (TLC) de Fructanos.

Para determinar el GP de los oligofructanos y de los trisacédridos que los
constituyen, se separaron por medio de TLC. Para ello se aplicé una alicuota equivalente
a 12 pg aproximadamente de las muestras de fructanos purificados en una placa de TLC
de silica-gel 60 Fass de 20x20 cm (Merck). Las muestras purificadas que se usaron en las
placas correspondia a las fracciones que se habian juntado y concentrado en el rota-
evaporador, pero antes de que fuesen liofilizadas. Se cargaron en las mismas placas
estandares de fructosa (40 pL, Merck), sacarosa (40 pL, Merck), trisacarido (20 pL,
Megazyme), tetrasacdrido (20 pL, Megazyme) y pentasacarido (20 pL, Megazyme) de
fructanos de tipo inulina, todos los estandares fueron preparados a una concentracion de
1 mg/mL. Como fase mévil se empleé una solucién compuesta de 1-butanol: &cido
acético: agua (55:30:15), en el cual se corri6 la placa 3 veces (Spollen & Nelson 1988).
La tincién y revelado de la placa se llevé a cabo rociando una solucion de urea- 4cido
fosforico (Wise y col. 1955) y luego calentando la placa a 150 °C por 10 min aprox.
Ademss la placa fue fotografiada en luz blanca y en luz UV (366 nm), usando una
cédmara digital Canon PowerShot A460.

[l analisis de la placa cromatografica en capa fina de los extractos de oligo y
polifructanos nos permitié estimar la cantidad real de fructanos en las muestras sin la

interferencia de sacarosa y fructosa. Esto se realizé mediante la utilizacién del programa
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de anglisis de imagenes MCID Analysis versién 7.0 para Windows, con el cual se
analizaron las 4reas y la intensidad de las bandas obtenidas para la fructosa y sacarosa
presente en las placas de TLC. Para esto se construy6 una curva de calibracién para
sacarosa y otra para fructosa. Debido a que se sabe que se cargd 12 pg total de muestra,
al restar las cantidades de fructosa y sacarosa, se obtuvo la cantidad de fructanos
presente, resumiéndose lo anterior en la siguiente ecuacion:
ng de Fructanos = 12ug — (ug de Fructosa + pg Sacarosa)

Se consideré como fructanos a partir de los trisacaridos y aquellos sacéridos de mayor
grado de polimerizacion (GP >3). Cabe destacar que es simplemente una estimacion de
las cantidades, ya que se analizaron las fotografias correspondientes a una muestra por

planta por tratamiento.

2.7. Andlisis de fructanos por Cromatografia de Gases acoplado con

Espectrometria de Masa (GC-MS).

Para estudiar la estructura de los fructanos fue necesario recurrir a meétodos
analiticos més sofisticados y sensibles como es la cromatografia de gases acoplado a
espectrometria de masa. Para estos anlisis se conté con el financiamiento del proyecto
FONDECYT N°1070899 y FONDECYT 7080094. Estos proyectos permitieron la
colaboracién del Dr. Markus Pauly, para lo cual se viajo al laboratorio de Great Lakes
Bioenergy Research Center (GLBRC) del Plant Research Laboratory del Michigan State
University para realizar estos andlisis. Fue posible asi analizar en detalle la composicién
de los monosacaridos, como también los enlaces glicosidicos presentes en los fructanos

provenientes del Aloe vera bajo estrés hidrico.
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2.7.1. Cuantificacién de fructanos por analisis de alditol acetatos mediante GC-MS.

Para determinar la composicién los monosacaridos que conforman la estructura
de los fructanos y también para cuantificar las concentraciones de fructanos en las hojas
de Aloe vera se empleé el ensayo de alditol acetilados (York y col. 1985). Este método
consistié en primero hidrolizar los polisacéridos hasta obtener los monosacaridos, luego
los carbohidratos en forma de monosacéaridos fueron derivatizados, obteniendo asi un
producto final volatil (los alditoles o polioles acetilados) que posteriormente fueron
analizados por medio de GC-MS. Por razones que en este analisis la fructosa se
tautomeriza en glucosa y manosa debido al tautomerismo ceto-enélico de la fructosa
(Abdel-Akherj y col. 1951, Carpita y Shea 1989), la cuantificacion de los alditol acetatos
por medio de GC-MS permiti6 determinar la composicion de glucosa y de manosa en las
muestras de fructanos. Al considerar las cantidades obtenidas de manosa y glucosa, a
partir de los 100 pg total de la muestra inicial cargada para este analisis, como un
porcentaje del respectivo azucar en la muestra se empled este porcentaje para luego
extrapolar los miligramos de fructanos totales. El equipo de cromatografia de gases
empleado fue un Agilent 7890A GC System con un sistema de inyeccion automatizada
de muestras, Agilent 7683 Automatic Liquid Sampler, estando conectado con un
espectrometro de masa Agilent 5975 MS. La columna ocupada fue una Supelco SP-2380
(Sigma-Aldrich) de dimensiones 30m x 0,25mm x 0,20pm. Se empled el software
GC/MSD ChemStation versién E.02.00.493 de Agilent Technologies para analizar los
cromatogramas obetenidos. A continuacién se presenta més detallado el protocolo de

derivatizacion de carbohidratos hasta alditoles acetilados.
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2.7.1.1. Hidrlisis Acida.

Previo a la hidrélisis, se prepar6 a partir de cada extracto de fructano purificado y
liofilizado una solucién a 1 mg/mL, al disolver 1 mg de muestra solida en 1 mL de agua
desionizada. Luego se tomd 100 pL de la solucion y se colocd en un tubo de ensayo con
tapa rosca, al cual se le agregd 20 pL de una solucién de inositol [1 mg/mL]. Después se
procedi6 a liofilizar las muestras en los tubos de ensayo. Una vez seca la muesira, se
adiciond a cada tubo 250 pL de acido trifluoroacético [2M], que luego fueron tapados y
calentados en una placa calefactora a 60 °C por 60 minutos. Posteriormente los tubos
fueron enfriados y el acido trifluoroacético fue evaporado, dejando los tubos en la placa
calefactora a 40 °C y bajo una suave corriente de aire. Finalmente se agregé 300 pL de
2-propanol, que luego es evaporado a 40 °C en la placa calefactora (este paso se repite

un vez).

2.7.1.2. Reduccion de Azucares hasta Alditoles.

Se agregd a cada tubo 200 pL de una solucién recién preparada de borohidruro
de sodio (NaBH,). Esta solucion fuertemente reductora se prepard a partir de 10 mg de
NaBHj en 1 mL de hidroxido de amonio [1M], debiendo ser preparada justo antes de ser
usada. Luego se dejaron los tubos a temperatura ambiente por 90 minutos, al cabo de ese
tiempo es neutralizado el NaBH; con 150 uL de acido acético glacial. Después se
adicionaron 250 pL de acido acético: metanol (1:9 v/v), que luego es evaporad/'o bajo
una suave corriente de aire y a 30 °C. Finalmente se agregaron 250 pL. de metanol, que
también es evaporado usando aire y calor a 30 °C (este ultimo paso se repitié dos veces

més). Es necesario mencionar que en condiciones alcalinas, como las usadas en este caso,
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las moléculas de D-fructosa van a originar ‘D-glucosa y D-manosa. Este fendmeno se
debe al tautomerismo ceto-endlico de la fructosa (Figura 3), obteniéndose un 50% de

manosa y un 50% de glucosa (Abdel-Akherj y col. 1951, Carpita y Shea 1989).

pb-Glucosa
H o]
Z
\?/
H-—C—0QH
HO—C—H
H—C—0OH
H\ /OH
HOH o He—C—OH
) . %!—DH CHOH
HO—C—H (QH) HO—C—H
—
H —OH H—C—OH H
H—C—OH H——C—OH \ hd
CH,0H CH,OH HO—C—H
D-Fructosa Enadio) HO—C—H
H—C—0OH
H—-?-—-OH
CH,OH
D-Manosa

Figura 3: Esquema del tautomerismo ceto-endlico de la fructosa en soluciones alcalinas. Se muestra
la conversion de fructosa (cetosa) a manosa o glucosa (ambos aldehidos) en condiciones alcalinas
mediante la formacién de un intermediario Hamado enediol. Esquema modificado desde:
http://www.demochem.de/D-Fehling-e.htm (visitado el 30-08-201 .

Cabe mencionar que la glucosa proveniente desde la fructosa al ser reducida bajo
estas condiciones produce glucitol, también llamado sorbitol. A su vez, la manosa
obtenida desde la fructosa al ser reducida originara el alditol o poliol conocido como

manitol.

2.7.1.3. Acetilacién de los Aditoles.

A cada tubo se agregé 50 pL de anhidrido acético y 50 uL de piridina, que luego
fue agitado con vortex e incubado por 20 minutos a 121 °C en la placa calefactora,

Después fueron enfriados en hielo y el contenido de los tubos fue evaporado usando una
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suave corriente de aire y a 25 °C. Finalmente se adicion6 200 pL de tolueno y luego fue
evaporado bajo un chorro de aire a 25 °C (este paso es repetido dos veces més). Es asi
como se adicionan grupos acetilo (R-COCHs) a los alditoles, especificamente al
interactuar con todos los grupos hidroxilos (R-OH) Libres de los alditoles previamente

sintetizados.

2.7.1.4. Extraccion de Alditoles Acetilados.

Se introduce a cada tubo 1 mL de acetato de etilo y se agitan a mano, luego se
agrega 4 mL de agua desionizada y se tapan los tubos para ser agitados con vortex.
Centrifugar a 2.000 rpm por 2 minutos para separar las fases (arriba queda la fase con
acetato de etilo y abajo queda el agua). Se pipeted 50 pL de la fase superior (acetato de
etilo) a los frascos de GC-MS, y se diluyeron con 100 pL de acetona y fueron tapados.

Las muestras que no fueron analizadas inmediatamente fueron almacenadas a 4 °C.

2.7.2. Anélisis de los enlaces glicosidicos de fructanos.

Para determinar los tipos de enlaces presentes en las estructuras de fructanos
provenientes de Aloe vera, se generaron y analizaron alditoles acetilados parcialmente
metilados (PMAA). Esta metodologia estuvo basado en el trabajo de Ciucanu y Kerek
1984, con ciertas modificaciones en el protocolo (Ciucanu 2006). La generacién de
PMAA es bastante similar al ensayo de los alditoles acetilados (visto en 2.7.1.), pero la
gran diferencia radica en que previo a la hidrélisis 4cida las muestras de polisacaridos
son parcialmente metiladas, especificamente son per-O-metiladas en todos los grupos

hidroxilos libres de los carbohidratos, ademas de otras modificaciones en algunos pasos.

41




En la Figura 4 se presenta un esquema del proceso de sintesis de los PMAA para los

fructanos.
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Figura 4: Esquema resumido del proceso de sintesis de los alditol acetatos parcialmente metilados
(PMAA). Se muestra un esquema del proceso de sintesis de PMAA a partir de 1-cestosa. El carbohidrato
es disuelto en DMSO vy luego es metilado usando CH;l. Mediante hidrolisis 4cida se generan los
monosacaridos que van a ser posteriormente reducidos a los respectivos alditoles usando NaBDy, a los
cuales se une deuterio (en el cuadrado azul) en el carbono C1 para la glucosa y en C2 para la fructosa. Los
grupos metilos restantes son finalmente acetilados. 1: Glucosa terminal. 2: Fructosa con enlace B-(2—1). 3:
Fructosa terminal.




2.7.2.1. Metilacion de los Polisacaridos.

Previamente una solucion de NaOH en DMSO fue preparado a partir de 100
uL de NaOH, 200 pL de metanol seco y 5 mL de DMSO seco en un tubo de ensayo con
tapa rosca, que fue agitado con vortex y luego sonicado por 5 minutos. Al cabo de una
centrifugaciéon de 2 minutos a 2.000 rpm, se removié el DMSO (sobrenadante) y se
adicioné nuevamente 5 mL de DMSO seco. Estos lavados con DMSO seco se repitieron
tres veces. Al final se adicionaron 2 mL de DMSO seco. Para la metilaciéon como tal, se
pipetearon 150 pL de la solucion de fructanos a 1 mg/mL (preparacion visto en seccion
2.7.1.1.) en tubos de ensayo con tapa rosca, cor la diferencia que no se adicion6 20 pL
de inositol. Luego se liofilizaron las muestras en los tubos. Después se agregé a cada
muestra 200 uL. de DMSO y se dejé agitando usando un agitador magnético por tubo
toda la noche. Al cabo de eso tiempo se agregd a cada tubo 200 pl. de la solucién de
NaOH en DMSO (preparado antes de usar), y se dejo agitando a temperatura ambiente
por 15 minutos. Luego usando una jeringa de vidrio seca (secada previamente en una
estufa a 68 °C por lo menos 15 minutos) se adicionaron 100 pL de yoduro de metilo
(CHsl) a los tubos, después se introdujo N3 al interior de los tubos y se taparon. Fueron
agitados con vortex y luego con agitador magnético por 30 minutos y, siendo después
ser sonicados durante 5 minutos. Para detener la reaccion de mietilacion se agregaron 2
mL de agua desionizada a la solucién y se agité suavemente. Finalmente se burbuje6

nitrégeno por la solucion de cada tubo hasta que ésta se aclaré completamente.
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2.7.2.2. Limpieza y secado de polisacéridos.

Se agregé 2 mL de diclorometano (CHClz) a los tubos y se agitd con vortex,
siendo posteriormente centrifugados a 2.000 rpm por 2 minutos. Después se transfirié la
fase orgénica (abajo) a otro tubo limpio y seco, teniendo precaucién de no llevar agua de
la fase superior. Las muestras se dejaron bajo una corriente de aire hasta que quedaran

completamente secas.

2.7.2.3. Reduccidn hasta alditoles.

El protocolo fue similar al usado en 2.7.1.2, con la diferencia que en vez de usar
NaBH; se us6 una solucién de NaBDy (borodeuteruro de sodio). Este fue preparado
justo antes de ser usado al disolver 10 mg de NaBDy en 1 mL de hidréxido de amonio.
De esta forma los monosacéridos van a quedar marcados con isotopos de deuterio (D)

cuando son reducidos a sus respectivos polioles.

2.7.2.4. Extraccion de Alditoles Acetilados per-O-metilados.

El procedimiento es similar al visto en 2.7.1.4., con la modificacion en el pipeted
final desde la fase de acetato de etilo, que es de 100 pL en vez de 50 pL. Siendo
posteriormente diluidas las muestras con 50 L de acetona en los frascos de GC-MS,

que finalmente son tapados.

2.7.2.5. Determinacion del GP de los Fructanos por GC-MS.

Teniendo en cuenta que cada molécula de fructano cuenta con una sola unidad
de glucosa en su estructura, se puede determinar el GP a partir de la proporci6n entre la

fructosa y glucosa (fructosa total/glucosa total). Primero se determiné el porcentaje
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molar (% Molar) de cada tipo de enlace presente en las muestras a partir del area bajo
cada pico o sefial obtenidos de los cromatogramas correspondientes a los distintos tipos
de enlaces de fructanos. Al sumar los % molares de todos los enlaces de fructosa
(fructosa terminal, 1-fructosa, 6-fructosa y 1,6-fructosa ramificada) se obtuvo la fructosa
total, mientras que la suma de los % molares de los enlaces de glucosa (glucosa terminal
y 6-glucosa) dieron con la glucosa terminal. Como la proporcion fructosa total/glucosa
total nos indica cuantas unidades de fructosa hay aproximadamente por cada unidad
glucosa, para tener el GP total del fructano se tiene que sumar la unidad inicial de
glucosa (equivalente a la suma de los % molares de glucosa terminal y 6-glucosa) a las
unidades de fructosa. Para ello se sumé +1 a la proporcion de fructosa total/glucosa total

obtenida para obtener el GP final aproximado de la muestra de fructano.

2.8. Anilisis de Datos.

Los datos obtenidos de las plantas bajo los distintos tratamientos hidricos fueron
analizados estadisticamente por medio de andlisis de varianza de una via (ANOVA).
Luego se estudiaron los datos de puntas y de bases de hojas independientemente para
determinar si entre los distintos tratamientos habia alguna diferencia significativa, para
lo cual se uso el Test de Tukey. En el caso donde se compararon datos de puntas con los
de las bases se aplicé un analisis de ANOVA de dos vias y un test a posteriori de
Bonferroni para determinar si existia alguna diferencia significativa entre los datos de
las puntas y las bases. Los andlisis estadisticos y gréficos fueron realizados usando el
programa GraphPad Prism 5 para Windows (GraphPad Software, San Diego, California,

USA).
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3. RESULTADOS

3.1 Cuantificacion de Azucares Totales.

Para estudiar los efectos del estrés hidrico en las plantas de Aloe vera, se
analizaron las concentraciones de los azucares totales en las hojas, y las variaciones en
las concentraciones de los carbohidratos que pudiesen generarse como consecuencia de
un déficit hidrico en la planta. Mediante el test de Antrona se determinaron las
concentraciones en los extremos apicales o puntas, como también en las bases de las
hojas de plantas sometidas a los distintos tratamientos de riego (T1: 1600, T2: 1400, T3:
800 y T4: 400 mL- planta cada 15 dias). En la Figura 5 se muestran los resultados

obtenidos de las mediciones para los azucares totales.
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Figura 5: Efecto del tratamiento hidrico en las cantidades de Azicares Totales en las hojas de Aloe
vera. Se presentan los resultados obtenidos para cada tratamiento de riego (T1 al T4), considerando como
control de riego a T1. A) Cantidad de azlicares totales en las puntas de las hojas Aloe vera. B) Cantidad de
azticares totales en las bases de las hojas de Aloe vera. Cada columna representa un valor promedio de 3
muestras bioldgicas y 2 réplicas técnicas con su respectiva barra de error correspondiente a la desviacién
estandar. Las letras distintas sobre cada barra indican que existe una diferencia significativa entre los
valores de cada tratamiento (Test de Tukey, P <0,05).
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En la Figura 5A se observa claramente que en las puntas existe un incremento
significativo de los azicares totales en la condicién de mayor estrés hidrico (T4 con 400
mL por planta). Algo similar se obscrvo para las bases bajo las mismas condiciones
(Figura 5B). La cantidad de azticar en T4 es significativamente mayor que en T1 y T3,
pero entre T2 y T4 no se detecto una diferencia significativa en las bases.

También se considerd si entre las puntas y bases de una misma hoja existen
diferencias en las cantidades de azicares totales en cada tratamiento de riego. Se
encontré que el promedio de las concentraciones en las bases eran mayores que en las
puntas, pero estas diferencias resultaron ser significativamente distintas entre si
solamente en T2 y en T4 (Figura 6). Por lo que solamente se pﬁede establecer que en T2

y particularmente en T4 las bases presentaron una mayor cantidad de azicares.
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Figura 6: Cantidad de Azicares Totales de puntas y bases de hojas de Aloe vera en diferentes
tratamientos hidricos. Se consider6 como control de riego al tratamiento 1 (T1). Cada columna
representa un valor promedio de 3 muestras biologicas y 2 réplicas técnicas con su respectiva barra de
error correspondiente a la desviacién estandar. Los asteriscos indican una diferencia significativa entre
puntas y bases de un mismo tratamiento, analizado por Test de Bonferroni (*: P < 0,05; ***: P <0,001).
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3.2. Cuantificacion de Azucares Solubles.

Otro grupo de carbohidratos que se estudiaron fueron los azucares solubles,
debido a que se sabe que estan asociados con roles protectores en las plantas bajo
condiciones estresantes y en particular bajo estrés hidrico. De forma similar que para los
azucares totales, los aztcares solubles fueron cuantificados mediante el test de Antrona.
Se determinaron las cantidades en las puntas y en las bases de las hojas de Aloe
barbadensis Miller en distintos tratamientos de riego (T1 a T4). Los resultados se

observan en la Figura 7.
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Figura 7: Efecto del tratamiento hidrico en las cantidades de Azicare; Solubles en las hojas de Aloe
vera. Se presentan los resultados obtenidos para cada tratamiento de riego (T1 al T4), considerando como
control de riego a T1. A) Cantidad de azicares solubles en las puntas de las hojas Aloe vera. B) Cantidad
de azicares solubles en las bases de las hojas de Aloe vera. Cada columna representa un valor promedio
de 3 muestras biologicas y 2 réplicas técnicas con su respectiva barra de error correspondiente a la
desviacion estandar. Las letras distintas sobre cada barra indican que existe una diferencia significativa
entre los valores de cada tratamiento (Test de Tukey, P < 0.05).

Se encontr6 que hay un incremento significativo de los aztcares solubles tanto en
las puntas (Figura 7A), como también en las bases (Figura 7B) de las hojas bajo el
tratamiento hidrico T4, es decir, bajo la condicion de mayor déficit hidrico (mas

estresante) para la planta.
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Cuando se compararon las cantidades entre puntas y bases de una misma hoja
proveniente de plantas sometidas a los distintos tratamientos (Figura 8), se observo
nuevamente que los promedios de las bases de las hojas eran mayores en comparacion a
las puntas. Al llevar a cabo el andlisis estadistico correspondiente, se demostré que
exclusivamente en T2, T3 y T4 habia diferencias significativas entre puntas y bases de
las hojas en cuanto a las cantidades de azucares solubles. Se repitieron resultados
similares a los obtenidos para los azucares totales (Figura 6), en cuanto a que T2 y T4
las bases registraron una mayor cantidad de carbohidratos que lo encontrado en las

puntas de las mismas hojas.
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Figura 8: Cantidad de Azicares Solubles de puntas y bases de hojas de Aloe vera sometidos a
diferentes tratamientos hidricos. Cada columna representa un valor promedio de 3 muestras bioldgicas y
2 réplicas técnicas con su respectiva barra de error correspondiente a la desviacion estandar. Los asteriscos
indican una diferencia significativa entre puntas y bases de un mismo tratamiento, analizado por Test de
Bonferroni (**: P < 0,01; ***. P <0.001).

3.3. Cuantificacion de Fructanos.

Los fructanos al ser solubles en agua son considerados osmolitos como también

lo son las azucares solubles de las plantas. Al ser solubles en agua ellos contribuyen en
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las cantidades de azucares solubles que la planta tiene. Sin embargo, por tener otros
importantes roles en la proteccion al estrés hidrico. es conveniente establecer cuanto de
la cantidad de azucares solubles corrésponde a los fructanos. Es asi necesario realizar

extracciones especificas para poder obtener y cuantificar estos polisacaridos.

3.3.1. Cuantificacién de Oligofructanos

En la Figura 9 se muestran los resultados la cuantificacion de estos
oligosacaridos, y se detectd la presencia de oligofructanos tanto en puntas como en bases
de las hojas. También se determind que en el caso de las puntas habia un incremento
significativo de fructanos en T4 con respecto a los otros tratamientos (Figura 9A),
mientras que en las bases no se detectaron variaciones significativas en las

concentraciones entre los distintos tratamientos de riego (Figura 9B).
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Figura 9: Cuantificacion de Oligofructanos en hojas de Aloe vera sometidas a diferentes
tratamientos hidricos. La cantidades se muestran para puntas y bases de hojas de Aloe vera en las
diferentes condiciones de riego (T1 a T4), considerando a T1 como control de riego. A) Cantidad de
oligofructanos en las puntas de hojas. B) Cantidad de oligofructanos en las bases de hojas. Cada columna
representa un valor promedio de 3 muestras biologicas y 2 réplicas técnicas con su respectiva barra de
error correspondiente a la desviacion estdndar. Las letras distintas sobre cada barra indican que existe una
diferencia significativa entre los valores de cada tratamiento (Test de Tukey, P < 0,05).
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Luego al analizar las diferencias entre las puntas y bases de las mismas hojas, se
encontr6 la misma tendencia que en los azlcares totales, es decir, una mayor
concentracion de carbohidratos (oligofructanos) en las bases con respecto a las puntas. Y
en este caso particular, se vio que en T2 y en T4 las diferencias entre bases y puntas eran
estadisticamente significativas. En la Figura 10 se muestra la comparacion entre puntas y

bases para las cantidades de oligofructanos.
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Figura 10: Cantidades de Oligofructanos de puntas y bases de hojas de Aloe vera sometidos a
diferentes tratamientos hidricos. Cada columna representa un valor promedio con su respectiva barra de
error correspondiente a la desviacion estandar. Los asteriscos indican una diferencia significativa entre
puntas y bases de un mismo tratamiento, analizado por Test de Bonferroni (**: P <0,01).

3.3.2. Cuantificacion de Polifructanos

También se determinaron las cantidades de Polifructanos en las hojas de Aloe
vera usando el mismo test de Antrona modificado que se us6 para cuantificar a los
oligofructanos. Es asi como en la Figura 11 se presentan los resultados de esta
cuantificacion. En la Figura 11A se aprecia que en T4, hay un incremento significativo

en la cantidad de polifructanos en las puntas de la planta en comparacion con los demas




tratamientos. Mientras que en las bases (Figura 11B) las mayores cantidades de
polifructanos se detectaron en T4 y en T2. En ambos tipos de muestras analizadas se
encontré que la condicion de mayor déficit hidrico para la planta registraban las mayores

concentraciones de polifructanos.
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Figura 11: Cantidades de Polifructanos en hojas de Aloe vera sometidas a diferentes tratamientos
hidricos. Se muestran las concentraciones obtenidas desde las plantas bajo las condiciones de riego (T1 a
T4), considerando a T1 como control de riego. A) Cantidad de polifructanos en las puntas de hojas. B)

~

Cantidad de polifructanos en las bases de hojas. Cada columna representa un valor promedio de 3
muestras biologicas y 2 réplicas técnicas con su respectiva barra de error correspondiente a la desviacién
estandar. Las letras distintas sobre cada barra indican que existe una diferencia significativa entre los
valores de cada tratamiento (Test de Tukey, P < 0.05).

Al graficar las cantidades de las puntas con las bases del respectivo tratamiento
(Figura 12) se observo en que en T1, T2 y T3 las bases presentaban en promedio valores
mas altos, siendo esta diferencia significativa solamente entre puntas y bases de T2.
Mientras que en la condiciéon de mayor estrés hidrico, o sea T4, no se registraron
diferencias significativas entre las concentraciones de puntas con bases, siendo

practicamente idénticos los valores obtenidos.
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Figura 12: Cantidades de Polifructanos de puntas y bases de hojas de Aloe vera sometidos a
diferentes tratamientos hidricos. Cada columna representa un valor promedio de 3 muestras biologicas y
2 réplicas técnicas con su respectiva barra de error correspondiente a la desviacion estandar. Los asteriscos
indican una diferencia significativa entre puntas y bases de un mismo tratamiento, analizado por Test de
Bonferroni (*: P < 0,05).

3.4 Purificacion de Fructanos.

Para los ensayos de cromatografia de capa fina (TLC) y de GC-MS se tuvo que
purificar previamente los extractos de oligofructanos y de polifructanos obtenidos. Para
ello se emplearon columnas con resinas de intercambio i6nico (como se ha detallado en
la seccion 2.5 de Materiales y Métodos) con el objetivo de remover cualquier compuesto
cargado, como son los pigmentos, que podrian interferir con los experimentos
posteriores. De esta forma se rescaté solamente a los azicares neutros al cabo de la
purificacion.

Las fracciones de oligofructanos y polifructanos recolectadas ya purificadas

»
\ desde las columnas de intercambio ionico fueron cuantificadas mediante la solucion de

\ antrona modificada para cetosas (mencionado en la seccion 2.4.2). Los resultados de las

A

roncentraciones de las fracciones recolectadas fueron graficados, pero no se encontrd

\
x
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ninguna relacion entre las curvas de elucion de las muestras con el respectivo
tratamiento hidrico del cual provenian. Tampoco se observo una relacion entre lo
obtenido en las puntas con lo visto en las bases para un mismo tratamiento hidrico. A

continuacion, en la figura 13 se muestran las curvas de elucion obtenidas a partir de los

extractos de polifructanos.
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Figura 13: Perfil de elucion de los extractos de Polifructanos de plantas sometidas a distintos
tratamientos hidricos. A) Fracciones de extracto de Polifructanos de las puntas de hojas. B) Fracciones
extracto de Polifructanos de las bases de hojas. Cada curva de elucién representa un evento de
purificacion independiente.

Las formas de curvas de elucion como también la fraccion recolectada en la cual
se rescatd la mayor concentracion de carbohidratos no eran las mismas entre las puntas y

las bases de un mismo tratamiento hidrico. Resultados similares se obtuvieron para las

fracciones purificadas de los extractos de los oligofructanos (resultados no mostrados).
3.5. Analisis Cualitativo de la composicién de Fructanos por TLC.

3.5.1. TLC de Oligofructanos de Puntas.
En la Figura 14 se presentan los resultados de la cromatografia de capa fina (TLC)

de las muestras de oligofructanos, ya purificados, provenientes desde las puntas de las
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hojas de Aloe vera de T1 a T4. Se encontré que la banda correspondiente a la sacarosa
era bastante intensa y constante en las cuatro condiciones vistas, mientras que la banda
asociada a la fructosa de mayor color fue en T3. Se detectaron bandas de mayor
intensidad en la coloracién y de mayor GP en T4 que fueron vistas muy tenuemente en
los otros tratamientos. En luz UV si se encontraron algunas bandas de mayor GP en T1 a
T3, pero la intensidad de estas bandas era mucho menor a lo visto en T4. Se detect6 la
presencia de trisacaridos de tipo 1-cestosa principalmente y en menor intensidad a neo-

cestosa en las cuatro muestras de Aloe vera.
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Figura 14: TLC de Oligofructanos de las puntas de hojas de Aloe vera sometidos a distintos
tratamientos de riego. A) Oligofructanos observados en la placa de silica gel bajo luz blanca. B)
Oligofructanos observados en la placa de silica gel bajo luz ultravioleta (366 nm). Es: estandares de
fructosa (F) y sacarosa (S). K3, K4, K5: estandares de la serie inulina. K3 es la 1-cestosa (trisacérido), K4
tetrasacarido, K5: pentasacarido. GP: grado de polimerizacién de los oligofructanos de las hojas de Aloe
vera. N: neo-cestosa, trisacarido de los neofructanos.
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3.5.2. TLC de Oligofructanos de Bases.

La figura 15 muestra el TLC realizado para las muestra de oligofructanos
purificados de las bases de las hojas de Aloe vera. En 15A, que fue tomada bajo luz
blanca, se observan bandas de mayor GP en T2 y en T4, siendo en esta tltima las bandas
de una coloracion més intensa. Las bandas de fructosa fueron similares en T1,T2 y T4,
salvo en T3 donde fue menos intensa la banda. Lo contrario se observo para la sacarosa,
en donde la banda mas intensa se registrd para T3 y en las otras tres condiciones se
mantuvo similar y de menor tamafio. De forma similar a las puntas, en las bases también
se detectd 1-cestosa y en menor intensidad neo-cestosa en las cuatro condiciones de

riego que fueron sometidas las plantas.
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Figura 15: TLC de Oligofructanos de las bases de hojas de Aloe vera sometidos a distintos
tratamientos de riego. A) Oligofructanos observados en la placa de silica gel bajo luz blanca. B)
Oligofructanos observados en la placa de silica gel bajo luz ultravioleta (366 nm). Es: estandares de
fructosa (F) y sacarosa (S). K3, K4, K5: estandares de la serie inulina. K3 es la 1-cestosa (trisacarido), K4:
tetrasacérido, K5: pentasacarido. GP: grado de polimerizacion de los oligofructanos de las hojas de Aloe
vera. N: neo-cestosa, trisacarido de los neofructanos.
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3.5.3. Estimacion de la cantidad de Oligofructanos por andlisis de la placa
cromatograifica de TLC.

Los andlisis de TLC permitieron estimar la cantidad de fructosa y sacarosa
presentes en las muestras y por lo tanto, estimar especificamente la cantidad de
oligofructanos a partir del trisacéarido hasta fructanos de mayor GP. La tabla 1 muestra la

cantidad de oligofructanos estimada.

La tabla 1 muestra que la cantidad de oligofructanos tiende a aumentar con el
estrés hidrico, siendo T4 el tratamiento donde se acumuld la mayor cantidad de
fructanos llegando a un 42,9% en las puntas y un 43.5% en las bases. La cantidad de
oligofructanos disminuye en T3, ya que la fructosa en las puntas aumento
considerablemente en este tratamiento desde 0.36 ug a 4.07 pg de fructosa, 10.7 veces
mas de fructosa que en T2. En las bases en cambio, en T3 hay un awmento notorio de

sacarosa por sobre los demas azicares como la fructosa y oligofructanos.

Tabla 1: Cuantificacién de Oligofructanos de puntas y bases de hojas de Aloe vera sometidas
distintos tratamientos hidricos a partir de la placa cromatografica (TLC).

Muestra | Tratamiento Fructosa | Sacarosa | Frucfanos | % Fructosa + % Fructanos
(ng) (ng) (ng) Sacarosa
T1 0,59 9,22 2,19 81,7 18,3
Punta T2 0,36 7,81 3,83 68,1 31,9
T3 4,07 7,59 0,33 97,2 2,8
T4 0,38 6,47 5,15 57,1 42.9
Tl 1,81 7,14 3,05 74,6 25,4
Base T2 2,39 6,03 3,58 70,2 29,8
T3 0,38 10,56 1,06 91,1 8,9
T4 2,33 4,45 5,22 56,5 43,5

3.5.4. TLC de Polifructanos de Puntas.

En la Figura 16 se muestran los resultados de TLC para las muestras purificadas

de polifructanos de puntas de hojas. Se observa que en T3 y T4 hay una mayor cantidad
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de bandas de un GP mayor que no se ven en T1 y T2. La presencia de sacarosa en todas
las muestras es bastante prominente, disminuyendo la intensidad de las bandas
correspondientes en T3 y T4. También se detecto la presencia de trisacaridos de tipo 1-

cestosa y neo-cestosa en todas las muestras analizadas.

Eﬁ! S |
Es K3 K4 K5 T1 T2 T3 T4 Es K3 K4 K5 T1 T2 T3 T4

Figura 16: TLC de Polifructanos de las puntas de hojas de Aloe vera sometidos a distintos
tratamientos de riego. A) Polifructanos observados en la placa de silica gel bajo luz blanca. B)
Polifructanos observados en la placa de silica gel bajo luz ultravioleta (366 nm). Es: estandares de fructosa
(F) y sacarosa (S). K3, K4, K5: estdndares de la serie inulina. K3 es la l-cestosa (trisacarido), K4:
tetrasacérido, K5: pentasacarido. GP: grado de polimerizacion de los polifructanos de las hojas de Aloe
vera. N: neo-cestosa, trisacarido de los neofructanos.

3.5.5. TLC de Polifructanos de Bases.

En la Figura 17 se muestran los resultados del TLC de las muestras de
polifructanos de las bases de las hojas de Aloe vera sometidas a los distintos
tratamientos. Se detecté un patron de bandas similares a lo visto para las puntas (Figura
16). En T3 y T4 se encontré una mayor cantidad de bandas con un GP mayor, que no

estaban presentes en T1 ni T2. Las bandas correspondientes a sacarosa eran bastante
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visibles en las cuatro condiciones de riego sin grandes variaciones, mientras que la sefial
de fructosa resulté ser mas intensa en T1 en comparacion con las otras muestras. En las

4 condiciones de riego se detectaron solo trisacaridos de tipo 1-cestosa y neo-cestosa.
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Figura 17: TLC de Polifructanos de las bases de hojas de Aloe vera sometidos a distintos
tratamientos de riego. A) Polifructanos observados en la placa de silica gel bajo luz blanca. B)
Polifructanos observados en la placa de silica gel bajo luz ultravioleta (366 nm). Es: estindares de fructosa
(F) y sacarosa (S). K3, K4, K5: estandares de la serie inulina. K3 es la 1-cestosa (trisacarido), K4:
tetrasacarido, K5: pentasacarido. GP: grado de polimerizacion de los polifructanos de las hojas de Aloe
vera. N: neo-cestosa, trisacarido de los neofructanos.

3.5.6. Estimaciéon de la cantidad de Polifructanos por andlisis de la placa

cromatografica de TLC.

Tal como en el caso de los oligofructanos, el analisis de TLC permiti6 estimar la
cantidad de fructanos presentes en los extractos de polifructanos de la hoja de Aloe vera
a partir del trisacarido hasta mayores GP (Tabla 2). La mayor cantidad de polifructanos

encontrados fue en T4, en el caso de las puntas con un 95%. Para las bases, la mayor
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cantidad de fructanos encontrados fue en T3 con 56.2 % del total de la muestra cargada

en la placa.

4

Tabla 2: Cuantificacién de Polifructanos de puntas y bases de hojas de Aloe vera sometidas distintos
tratamientos hidricos a partir de la placa cromatografica (TLC).

Muestra | Tratamiento Fructosa | Sacarosa | Fructanos | % Fructosa-t %% Fructanos
(pg) (12) (ng) Sacarosa
Tl 0,10 5,05 6,85 42,9 57,1
Punta T2 0,04 4,19 7,78 35,2 64,8
T3 0,33 2,23 9,45 21,3 78,7
T4 0,05 0,57 11,38 5,1 94.9
T1 4,94 5,28 1,78 85,2 14,8
Base 12 2,37 8,38 1,25 89,6 10,4
T3 1,79 3,47 6,74 43,8 56,2
T4 1,10 5,02 5,88 51,0 49.0

3.6. Analisis de los Alditol Acetatos derivados de los Fructanos.

3.6.1. Anlisis por GC-MS de los Alditol Acetatos derivados de los Oligofructanos.

En la Figura 19 se presentan dos cromatogramas del andlisis de los alditol acetato

de cromatografia de gases para determinar la composicién de azicar de los fructanos. En

todas las muestras se pudo identificar un pico correspondiente a la manosa con un

tiempo de retencion (tg) de 13,753 min, seguido de un pico de glucosa de tg de 14,900

min. El drea del pico de glucosa fue 3,66 veces mayor que el de la manosa en las puntas

y 4,48 veces mayor en las bases. La fructosa que constituye gran parte de los fructanos,

en el proceso de derivatizacién se tautomeriza en manosa y en glucosa, razén por la cual

aparecen solamente estos dos azicares en el cromatograma. Al revisar las sefiales de

cada pico por espectrometria de masa (MS), ambos generan los siguientes fragmentos

jonizados en m/z 73, 103, 115 (registrandose como la sefial de mayor intensidad), 128,
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139, 145, 187, 217, 259, 289 y 361 que son caracteristicos de los alditol acetato de las
hexopiranosas (manitol en la caso de manosa y sorbitol en el caso de glucosa), pero la
diferencia en los tr en la columna es lo que permite distinguir finalmente a la manosa de
la glucosa. El 1ltimo pico registrado en los cromatogramas corresponde al inositol que
se adiciond a las muestras, presenté un tg de 15,670 min. El inositol se usé como un
estandar interno debido a que no es degradado durante el proceso de derivatizacion, lo
que permitié cuantificar las cantidades de manosa y glucosa presentes en las muestras de
fructanos respecto al inositol. Los fragmentos ionizados generados a partir del inositol
detectados por MS son en m/z 103, 109, 115, 126, 157, 168, 199, 210, siendo la sefial en

m/z 168 de mayor intensidad.
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Figura 18: Anilisis de cromatografia de gases de los Oligofructanos purificados de puntas y bases de
hojas de Aloe vera, derivatizados a alditol acetatos. A) Cromatograma de los alditol acetatos derivados
de los oligofructanos de punta de hoja de Aloe vera. B) Cromatograma de los alditol acetatos derivados
de los oligofructanos de base de hoja de Aloe vera. 1: Identifica a la manosa. 2: Identifica a la giucosa. 3:
Corresponde al inositol, que es el estandar interno.

A partir de los resultados obtenidos desde los cromatogramas de las muestras
derivatizadas se pudo cuantificar los frnctanos de las muestras purificadas. La Tabla 3
presenta los resultados cuantitativos de manosa y glucosa y la cuantificacién deducida
de fructanos totales a partir de la manosa y glucosa, presentes en puntas y bases de hojas

de Aloe vera sometidos a distintos tratamientos hidricos.
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Tabla 3: Composicién y cuantificacién de Oligofructanos purificados de hojas de Aloe vera
sometidos a distintas condiciones hidricas. Se muestran las cantidades de manosa, glucosa y de
fructanos totales obtenidos a partir de la cuantificacién de manosa y glucosa. Cada cifra es el promedio de
tres réplicas con su respectiva desviacion estandar. Letras distintas indican diferencias significativas entre
los tratamientos (Tukey, P < 0,05). PT1 a PT4: corresponde a las puntas del tratamiento de riego
respectivo. BT1 a BT4: corresponden a las bases del tratamiento de riego respectivo.

s

“Vtuestaa Manosa | Glucosa - Tétal Oligofructanios
. (mg/gpesoseco) (mg/gpesoseco)  (mg/:g pesoseco):
PT1 1,55 0,05 a 5,60+ 0,29 a 7,15+ 0,34 a
PT2 1,78+ 0,07 b 656026 b 834032 b
PT3 0,69+0,03 ¢ 6,78+047 b 7474050  ab
PT4 420£0,10 d  12,76+030 ¢ 16,96+ 0,40 ¢
BT1 3862011 a 2548100 a  30,63+£297 a
BT2 633+008 b  3971:1,18 b  48,16+445 b
BT3 49840,10 ¢ 2031041 ¢ 27,04%321 a
BT4 892005 d  41,872091 b  53,79=572 b

Los resultados de la Tabla 3 indican que a mayor déficit hidrico aumenta
significativamente la cantidad de los oligofructanos en las hojas, tanto en las puntas
como en las bases, siendo la cantidad presente en las muestras PT2 y PT4 de 1,17 y 2,37
veces mayor, respectivamente, que la presente en las muestras de PT1. En las bases los
oligofructanos es de 1,57 y 1,76 veces mayor en BT2 y BT4, respectivamente, a la

cantidad presente en BT1.

3.6.2. Anilisis por GC-MS de los Alditol Acetatos derivados de los Polifructanos.

Los cromatogramas de las muestras de polifructanos mantuvieron proporciones
similares a lo detectado en los oligofructanos entre las sefiales de manosa y glucosa. En
las puntas de las hojas hubo una diferencia de 3,43 veces entre manosa y glucosa,

mientras que en las bases esta diferencia fue de 5,05 veces entre los aziicares. A su vez
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los tiempos de retencién de los alditol acetatos (manitol, sorbitol e inositol) se
conservaron (datos no mostrados). En la Tabla 4 se muestran los resultados de la
cuantificacién de manosa, glucosa y deducidos para los polifructanos totales a partir de
manosa y glucosa en puntas y bases de hojas de Aloe vera bajo las condiciones hidricas

ya establecidas.

Tabla 4; Composicion y cuantificacién de Polifructanos purificados de hojas de Aloe vera sometidos
a distintas condiciones hidricas. Se muestran las cantidades de manosa, glucosa y de fructanos totales
deducidos de las cantidades de manosa y glucosa obtenidas. Cada cifra es el promedio de tres replicas con
su respectiva desviacién estandar. Letras distintas indican diferencias significativas entre los tratamientos
(Tukey, P < 0,05). PT1 a PT4: corresponde a las puntas del tratamiento de riego respectivo. BT1 a BT4:
corresponden a las bases del tratamiento de riego respectivo,

T AR
talgPollfructano S

PT1 0,79 0,02 3,01+ 0,08 a 3,81+ 0,10
PT2 1,25+ 0,09 484+047 b 6,10+ 0,56
PT3 1,55+ 0,10 443+£016 b 5,98+ 0,24
PT4 4714023 11384035 ¢ 16,09 0,57
BT1 1,74+ 0,07 9,18+032 a 10,92 = 0,38
BT2 1,21 £0,01 7,67+£0,12 b 8,87 + 0,14
BT3 3,74+ 0,22 11,06 £0,61 ¢ 14,80 % 0,83
BT4 4,75+0,10 2097+033 d 25,72 & 0,42

En la Tabla 4 se ve que al igual que los oligofructanos (tabla 3), los polifructanos
incrementaron de forma significativa en condiciones de mayor estrés hidrico
(particularmente en T4). En las puntas de las hojas de T2 y T3 se encontr6 1,60 y 1,57

veces, respectivamente, mas polifructanos que en las puntas de T1. En T4 fue de 4,22
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veces mayor con respecto a T1. En las bases se observé que en las plantas T3 hay 1,36

veces mas polifructanos que en T'1, y en T4 habia 2,36 veces mas que en T1.

3.7. Determinacién de los enlaces glicosidicos de fructanos mediante el analisis de

los PMAA por GC-MS.

Para determinar la composicién de los enlaces glicosidicos presentes en las
muestras de fructanos de las hojas de Aloe vera, se metilaron las muestras previo a los
pasos de derivatizacién de los carbohidratos. De esta forma se generaron alditol acetatos
parcialmente metilados (PMAA), especificamente per-O-metilados, que luego fueron

analizados por cromatografia de gases asociada con espectrometria de masas.

3.7.1. Enlaces glicosidicos de los Oligofructanos.

En la Figura 19 se muestran los cromatogramas de las muestras de oligofructanos
de puntas de hojas de Aloe vera de T1 (Figura 19A) y de T4 (Figura 19B). En ambos
cromatogramas se detectaron siete sefiales correspondientes a los PMAA provenientes

de fructanos. Los picos registrados en los cromatogramas estan detallados en la Tabla 5.
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Tabla 5: Identificacién de Alditol Acetatos parcialmente metilados derivatizados de Fructanos
provenientes de hojas de plantas de Aloe barbadensis Miller. *: Los niimeros corresponden al orden de
elucién e identifican las sefiales de los cromatogramas de las Figuras 20 a 23. ™ Tiempo de retencién
{minutos) en la columna,

: o Compu’es’;loﬁ{ Y g de’Enlic el
R f:': r tm N . g, ‘( B a e “‘ ES i;: ?‘»’acr‘#,\%igfé‘
2,5-di-O-acetil-(2-deuterio)-1,3,4,6-tetra-O-metil-D-manitol Fructosa terminal
2,5-di-O-acetil-(2-deuterio}-1,3,4,6-tetra-O-metil-D-sorbitol Fructosa terminal
1,5-di-O-acetil-(1-deuterio)-2,3,4,6-tetra-O-metil-D-sorbitol Glucosa terminal
4 15.600 1,2,5-tri-O-acetil-(2-deuterio)-3,4,6-metil-tri-O-metil-D-manitol 1-fructosa
’ y 2,5,6-tri-O-acetil-(2-deuterio)-1,3,4-tri-O-metil-D-hexitol y 6-fructosa
15,720 1,2,5-tri-O-acetil-(2-deuterio)-3,4,6-metil-tri-O-metil-D-gorbitol 1-fructosa
16,602 1,5,6-tri-O-acetil-(1-deuterio)-2,3,4-tri-O-metil-D-sorbitol 6-glucosa
7 20,220 1,2,5,6-tetra-O-acetil-(2-deuterio)-3 4-di-O-metil-D-hexitol 1,6-fructosa
ramificada

Los tipos de enlaces en la Tabla 5 demuestran la presencia de la fructofuranosa
terminal de la cadena del fructano sefialado como fructosa terminal, a su vez la glucosa
terminal corresponde a la glucopiranosa del extremo inicial de la cadena del fructano
unido a una fructofuranosa mediante un enlace glicosidico desde el C1 de la glucosa. La
1-fructosa sefiala la presencia de enlaces de tipo p-(2—1) entre fructofuranosas, mientras
que 6-fructosa representa los enlaces de tipo PB-(2—6) entre fructofuranosas.
Posteriormente aparece la 6-glucosa correspondiente a la glucopiranosa interna con
enlaces en sus Cl y 6 con fructofuranosas, caracteristico de los neo-fructanos.
Finalmente aparece la 1,6-fructosa ramificada que indica la presencia de fructofuranosas
enlaces de tipo B-(2—1) y a la vez B-(2—6), esta fructosa posee doble enlaces generando
una estructura ramificada en el fructano. Los enlaces encontrados en este trabajo fueron
comparados con la literatura sobre PMAA de fructanos (Carpita y Shea 1989, Mancilla-

Margalli y Lopez 20006).
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Los resultados de la Figura 19 muestran que en puntas de hojas de plantas T4, se

encontré mayor cantidad de 1-fructosa, 6-fructosa, 6-glucosa y 1,6-fructosa ramificada,

lo que demuestra un incremento en oligofructanos con estos tipos de enlaces en su

estructura. También se registré en los cromatogramas un incremento de la fructosa

terminal.
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Figura 19: Perfil cromatografico de los alditol acetatos parcialmente metilados (PMAA) de los
Oligofructanos de puntas de hojas de plantas de Aloe vera sometidos a distintas condiciones de riego.
A) Cromatograma de los PMAA de oligofructanos de puntas de hojas de Aloe vera de T1 (OFPT1). B)
Cromatograma de los PMAA de los oligofructanos de puntas de hojas de Aloe vera de T4 (OPT4). 1y 2:
fructosa terminal, 3: glucosa terminal, 4: 1-fructosa y 6-fructosa, 5: 1-fructosa, 6: 6-glicosa y 7: 1,6-
fructosa ramificada. En el recuadro se muestra la region del cromatograma correspondiente amplificado,
sefializando el rango de tiempo de retencion mediante las lineas punteadas.
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En los perfiles cromatograficos de oligofructanos obtenidos de las muestras de

bases de hojas de plantas de Aloe vera (Figura 20) se encontraron resultados similares a

los vistos para las puntas. A mayor estrés hidrico, se detectaron mayor cantidad de 1-

fructosa, 6-fructosa, 6-glucosa y 1,6-fructosa ramificada.

mbundancia

A 3
950050 .
£00000 e g 6
- 8
7000001 o 41X 4
~a
500000 2 =0
20
S0R000- 1500
400000 h
e N\AMm
F0000+ 1 w00 i) wm [T o 200
2008004 * e
~ ' /
180500 v 4 5 /
L NN < Vs
U LU | CUUURII. V. (i U U S —
1000 12700 1400 16.00 1800 20,00
Timxpo (xinj
EATY, 3
undancia 2 3 o _
700000 . /3
=i o
600000 ] I N G
150000:
om0 7
400000 1 e AJ{
1] e 75 o 190 ot T
300000 N 5 ,
5 /
200000 \ 4 //
\ 6 ,/
100000 ‘\ " /
M \ /
e dL —r— J} T f .\' T 1 L anasy T v “\J\.—*. ’f
16,00 1200 1400 1600 1200 2000

Tiempo {(nin)

Figura 20: Perfil cromatogrifico de los alditol acetatos parcialmente metilados (PMAA) de los
Oligofructanos de las bases de hojas de plantas de Aloe vera sometidas a distintas condiciones de
riego. A) Cromatograma de los PMAA de oligofructanos de las bases de hojas de Aloe vera de Ti
(OBT1). B) Cromatograma de los PMAA de los oligofructanos de las bases de hojas de Aloe vera de T4
(OBT4). 1 y 2: fructosa terminal, 3: glucosa terminal, 4: 1-fructosa y 6-fructosa, 5: 1-fructosa, 6: 6-
glucosa y 7: 1,6-fructosa ramificada. En el recuadro se muestra la region del cromatograma
correspondiente amplificado, sefializando el rango de tiempo de retencién mediante las lineas punteadas.

68




Los resultados obtenidos por el analisis de los PMAA de los oligofructanos por
GC-MS se resumen en la Tabla 6, mostrdndose el porcentaje molar de los enlaces

glicosidicos que se encontraron en las muestras de puntas y bases de hojas
respectivamente,

Tabla 6: Composicién de los enlaces glicosidicos (% molar) de Oligofructanos presentes en las
puntas y bases de hojas de Aloe vera tratados con diferentes riegos. OPT1 a OPT4: corresponde a los
oligofructanos de puntas del respectivo tratamiento hidrico. OBT1 a OBT4: son los oligofructanos de las
bases del respectivo tratamiento hidrico. ': Corresponde por lo menos a un 60% del total de jones
obtenidos por GC-MS, los demés no se consideraron al no ser carbohidratos. nd: no detectado en la
muestra.

Fructosa terminal

40,96 30,88

Glucosa terminal 49,08 37,62

1-Fructosa 3,52 3,07 6,26 17.61
6-Fructosa 0,82 1,08 1,52 6,40
6-Glucosa 2,21 1,70 2,19 5,96

1,6- Fructosa

. ad nd nd 1,53 nd nd nd 2,01
ramificada

Total (%)’ 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00

A partir de los resultados presentados de la Tabla 6 se puede observar que a
medida que las plantas eran sometidas a condiciones de menor riego, como en T3 y T4,
la composicion de enlaces presentes en los oligofructanos cambia. Especificamente
aumentaron los % molares de 1-fructosa, 6-fructosa, 6-glucosa y 1,6-fructosa. Cabe
mencionar que la 1,6-fructosa ramificada se detecté s6lo en T4, tanto para las muestras
de puntas y bases. En cambio, el % molar de glucosa y fructosa terminal disminuyen en

T4 respecto a T1. En las bases de las hojas se incrementé el % molar de los mismos
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enlaces que en las puntas, es decir, de la 1-fructosa, 6-fructosa, 6-glucosa y de la 1,6
fructosa, disminuyendo el % molar de la fructosa y glucosa terminal con el aumento de
déficit hidrico.

La Tabla 7 presenta las proporciones entre distintos tipos de enlaces presentes en
los oligofructanos analizados y el grado de polimerizacién (GP) estimado. Para ello se
tuvo en cuenta que cada molécula de fructano cuenta con una sola unidad de glucosa en
su estructura, se determiné el GP a partir de la proporcién entre la fructosa y glucosa
(fructosa total/glucosa total). Como la proporcion fructosa total/glucosa total nos indica
cuantas unidades de fructosa hay aproximadamente por cada unidad glucosa, para tener
el GP total del fructano se tiene que sumar la unidad inicial de glucosa (equivalente a la
suma de los % molares de glucosa terminal y 6-glucosa) a las unidades de fructosa. Se
sumo +1 a la proporcién de fructosa total/glucosa total, obteniéndose el GP aproximado

de la muestra de fructano.

Tabla 7: Proporciones entre distintos tipos de enlaces y GP de Oligofructanos de puntas y bases de
hojas de Aloe vera de distintos tratamientos hidricos. Lineal: Es la suma de la fructosa terminal,
glucosa terminal, 1-fructosa y 6-fructosa. Ramificado: Es la suma de la 6-glucosa y 1,6-fructosa
ramificada. OPT1 a OPT4: corresponde a los oligofructanos de puntas del respectivo tratamiento hidrico.
OBT1 a OBT4: son los oligofructanos de las bases del respectivo tratamiento hidrico.

. Tratamiejito Hidrico,

s bt

Lineal / Ramificado 21,73 22,50 11,80 7,77 23,27 10,86 16,83 4,34

Glucosa terminal / 33,53 17,85 9,66 523 42,30 7,29 9,73 3,05
6-Glucosa
Fructosa total/ 1,62 121 1,82 1,92 1,80 2,03 1,94 2,24

Glucosa Total

GP 2,62 2,21 2,82 2,92 2,80 3,03 2,94 3,24
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A partir de [a tabla anterior se observd, que tanto para oligofructanos de puntas
como de las bases, las proporciones entre los enlaces de tipo lineal con respecto a los
ramificados disminuyen con el déficit hidrico. Algo similar se observé en la razén entre
glucosa terminal con 6-glucosa, siendo en OPT4 y OBT4 donde estas proporciones
fueron las mas bajas indicando que la 6-glucosa aumenta. A su vez se encontrd que la
relacion de fructosa por cada glucosa presente en las muestras se incrementaba
levemente en T4 con respecto a TI, indicando un aumento en el GP de los
oligofructanos en T4. Cabe mencionar que para la tabla 7 se analizaron los resultados
presentados en la tabla 6 més los resultados de plantas de Aloe vera cultivadas en
nuestro laboratorio (resultados no mostrados). Para las plantas cultivadas en nuestro
laboratorio, los enlaces glicosidicos obtenidos fueron similares al de las plantas

provenientes del campo experimental.

3.7.2. Enlaces glicosidicos de los Polifructanos.

Los cromatogramas del andlisis de los PMAA obtenidos de las muestras de
polifructanos se presentan a continvacién. En la Figura 21 se muestran los..
cromatogramas de los PMAA de los polifructanos provenientes de las puntas de las
hojas de dloe barbadensis Miller en T1 (Figura 21A) y T4 (Figura 21B), a su vez en la
Figura 22A y 22B muestran los cromatogramas para los PMAA de polifructanos de las
bases de las hojas de T1 y T4, respectivamente. Los resultados obtenidos para las
muestras de polifructanos fueron similares a los encontrados para los oligofructanos, en
el sentido que los tiempos de retencién de las muestras se conservaron entre ambos

grupos de fructanos. Ademds en las muestras de los polifructanos se detectaron los
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mismos tipos de enlaces glicosidicos entre fructosas y glucosas que en las muestras de
oligofructanos.
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Figura 21: Perfil cromatografico de los alditol acetatos parcialmente metilados (PMAA) de los
Polifructanos de las puntas de hojas de plantas de Aloe vera sometidos a distintas condiciones de
riego. A) Cromatograma de los PMAA de polifructanos de las puntas de hojas de Aloe vera de T1 (PPT1).
B) Cromatograma de los PMAA de los polifructanos de las puntas de hojas de Aloe vera de T4 (PPT4). 1
y 2: fructosa terminal, 3: glucosa terminal, 4: 1-fructosa y 6-fructosa, 5: 1-fructosa, 6: 6-glucosa y 7: 1,6-
fructosa ramificada, En el recuadro se muestra la region del cromatograma correspondiente amplificado,
sefializando el rango de tiempo de retencién mediante las lineas punteadas.

Los perfiles cromatograficos de los polifructanos de puntas y de las bases de

hojas obtenidos fueron bastante similares. Se observé un aumento en la intensidad de las
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sefiales correspondientes a 1-fructosa, 6-fructosa, 6-glucosa y 1,6-fructosa en T4 en
relacién a T1. En el caso particular de la 1,6-fructosa no se detect6 este tipo de enlace en
las muestras de puntas ni en las bases de las plantas de T1, pero si se detectaron en

condiciones de mayor estrés hidrico de T3 y T4 (Figura 22B y 23B, respectivamente

para T4).
Aburdaneia
3 200
250000 2
200080+
1500034
|
1000004 comtn ot Vol gy oy
o [ 1700 1800 180 20
i
AN 4 6
50090+ N : 5
RS
10.00 12.00 14.00 . 16.00 18.00 20.00
Tiszpo (man}
Ewundancia
B 300000 2 3
2500004
200000+
150000 1
5
1000004
4
6
50000+
~
; .lk.f‘kf."-,..‘,,.“.."‘..*..‘J‘.
1000 1260 1400 16.00 16'00 2000
Tiamos {Oin)

Figura 22: Perfil cromatografico de los alditoles acetatos parcialmente metilados (PMAA) de los
Polifructanos de las bases de hojas de plantas de Aloe vera sometidas a distintas condiciones de
riego. A) Cromatograma de los PMAA de polifructanos de Ias bases de hojas de Aloe vera de T1 (PBT1).
B) Cromatograma de los PMAA de los polifructanos de las bases de hojas de Aloe vera de T4 (PBT4). 1y
2: fructosa terminal, 3: glucosa terminal, 4: 1-fructosa y 6-fructosa, 5: 1-fructosa, 6: 6-glucosa y 7: 1,6-
fructosa ramificada. En el recuadro se muestra la regién del cromatograma correspondiente amplificado,
sefializando el rango de tiempo de retencién mediante las lineas punteadas.
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En la Tabla 8 se muestra la composicioén de los enlaces glicosidicos que estan
presentes en las muestras de polifructanos de puntas y bases de hojas de plantas de Aloe

vera sometidos a los distintos tratamientos de riego.

Tabla 8: Composicién de los enlaces glicosidicos (% molar) de Polifructanos de hojas de plantas de
Aloe vera tratadas con diferentes riegos. PPT1 a PPT4: corresponde a los polifructanos de puntas del
respectivo tratamiento hidrico. PBT1 a PBT4: son los polifructanos de las bases del respectivo tratamiento
hidrico. ": Corresponde por lo menos a un 60% del total de iones obtenidos por GC-MS, los demds no se
consideraron al no ser carbohidratos. nd: no detectado en la muestra analizada.

P ¥ s

. Tiposde;Enlaces PPTI PPT2: PPT3 PPT4 | PBII
Fructosa terminal 47,83 54,67 46,00 28,32 34,05 41,28
Glucosa terminal 44,31 35,97 25,80 18,06 | 40,33 - 17,22 29,80
1-Fructosa 3,55 4,55 17,51 2928 | 3,70 - 32,85 17,76
6-Fructosa 2,30 2,55 479 13,02} 3,26 - 514 4,78
6-Glucosa 200 226 495 795 | 2,26 - 7,74 5,13
L6-Fructosa 4 4 095 336 | nd - 28 126
ramificada
Total (%) 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 - 100,00 100,00

La composicién de los enlaces glicosidicos de los polifructanos (Tabla 8) varia
dependiendo del tratamiento hidrico al cual fue sujeto la planta. Se encontré que de
forma similar a los oligofructanos, la 1-fructosa, 6-fructosa, 6-glucosa y 1,6-fructosa en
las puntas y bases de las hojas aumentan con el déficit hidrico. Fructosa y glucosa
terminal en cambio disminuyen con el déficit hidrico. En el caso particular de las
muestras de PBT2 no se obtuvieron sus perfiles cromatograficos de GC-MS.
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En la Tabla 9 se mues tran las proporciones entre distintos tipos de enlaces
detectados en las muestras de polifructanos y ademds un GP estimado de igual forma

como se realizé para los oligofructanos.

Tabla 9: Proporciones entre distintos tipos de enlaces y GP de Polifructanos de puntas y bases de
hojas de Aloe vera de distintos tratamientos hidricos. Lineal: Es la suma de la fructosa terminal,
glucosa terminal, 1-fructosa y 6-fructosa. Ramificado: Es la suma de la 6-glucosa y 1,6-fructosa
ramificada. PPT1 a PPT4: corresponde a los polifructanos de puntas del respectivo tratamiento hidrico.
PBT! a PBT4: son los polifructanos de las bases del respectivo tratamiento hidrico.

Pyt T Ry R o
N " Tratainiénto-H :

4

en}reenlacgsm PPTL PPT2 PPTS PPT4,

e i SRIN - Le
; Eroporcion. ¢ _+ PBT3 -PBT4
Lineal/ Ramificado 4902 4326 1596 784 | 4333 - 841 14,66
Glucosa terminal / 216 1592 521 227 | 1788 - 222 581
6-Glucosa
Fructosa total/
o uctosa totad L16 162 225 284 | 1,35 ; 301 186
GP 216 262 325 384 | 235 ; 401 2,36

En las muestras de polifructanos analizados se encontraron resultados similares a
los observados previamente en oligofructanos (Tabla 7). La proporcion entre los enlaces
lineales y ramificados, como la proporciéon entre glucosa terminal y 6-glucosa
disminuyen con el déficit hidrico en las puntas y en las bases de las hojas. En cambio el
GP de las muestras de polifructanos tanto en puntas como en las bases de las hojas

aumenta con el déficit hidrico y es mayor que en el caso de los oligofructanos.
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4. DISCUSION

En este seminario de titulo se comprob6 la hipdtesis planteada “En las plantas de
Aloe barbadensis Miller el estrés hidrico incrementa significativamente las
concentraciones de carbohidratos y en particular de los fructanos, induciendo
modificaciones en la estructura de los polimeros de fructano”. Los resultados
efectivamente demostraron que los aziicares totales, aziicares solubles y fructanos (oligo
y polifructanos) aumentan con el estrés hidrico. Sin embargo, lo mas importante es que
las biomoléculas oligo y polifructanos no sélo aumentan en cantidad y en grado de
polimerizaci6n, sino que ademés aumenta especificamente un tipo de estructura que esta
menos presente en las plantas con mayor riego. La estructura de los fructanos cambia
con la restriccion hidrica desde una estructura lineal tipo inulina a una estructura
ramificada tipo neo-fructano. Estos resultados son de gran importancia para la
sobrevivencia de la planta ya que se ha determinado que los fructanos contribuyen al
ajuste osmético, pero ademés protegen las membranas celulares y proteinas de la falta de
agua (Hoekstra y col. 2001, Vereyken y col. 2001, Vereyken y col. 2003, Valluru y Van

den Ende 2008, Livingston III y col. 2009).

Los ambientes aridos y semidridos como los desiertos que se encuentran en el
norte de Chile se caracterizan por la escaza disponibilidad de agua para todas las formas
de vida que se encuentran alli. El déficit hidrico de estos ambientes sumado a las altas
temperaturas que se producen durante el dfa, dificultan el desarrollo de las plantas que
no estan adaptadas a este medio. Debido a las condiciones ambientales existentes que

causan diferentes estreses abi6ticos en las plantas y principalmente el estrés hidrico
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originado por la falta de agua, las plantas que han logrado superar estas barreras
ambientales tuvieron que desarrollar mecanismos sofisticados de adaptacién y de

tolerancia al estrés hidrico.

Aloe vera fue introducido en Chile como un cultivo que puede ser
econémicamente rentable en el norte del pais, particularmente en las regiones de
Atacama y de Coquimbo, ya que puede cultivarse con poca agua y por la importancia
econdmica que tienen sus hojas y el gel presente en el interior de ellas. El gel es de gran
valor econémico por las propiedades farmacéuticas, nutricionales y cosmetologicas
atribuidas a las moléculas presentes en el gel (Chow y col. 2005, Im y col. 2010). Para la
planta, el gel tiene importancia porque le permite acumular agua, lo que es una
adaptacion a la escasez de este recurso en los ambientes en que esta especie vive. Aloe
vera es una planta CAM, suculenta por la gran cantidad de agua que almacena en sus
hojas y porque es capaz de asimilar CO; durante la noche, cuando la demanda
evaporativa disminuye (Cushman 2001, Cushman y Borland 2002. Ogburn y Edwards

2010).

Siendo una planta CAM, Aloe barbadensis Miller es una planta que presenta una
eficiente sintesis de azucares los que utiliza para realizar un ajuste osmético (Ogburn y
Edwards 2010, Delatorre-Herrera y col. 2010). Un buen ajuste osmético de esta especie
demuestra que efectivamente ella puede tolerar las condiciones de aridez. En nuestra
publicacién del 2010 (Delatorre-Herrera 2010) se demostré que los fructanos aumentan
en Aloe vera con la restriccién hidrica. Debido a ello, es importante determinar la

importancia del estrés hidrico sobre la acumulacién, concentracion y composicién de los
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aziicares en la planta y en particular de los fractanos. Por lo tanto, en este seminario de
titulo se estudi6 la respuesta del Aloe vera a restricciones hidricas graduales causadas
por regimenes de riego que van desde 100% CC hasta 25 % CC y las consecuencias de
este déficit hidrico en la acumulacién de carbohidratos, principalmente de los oligo y
polifructanos. Para ello se cuantificaron los azicares totales, azlcares solubles y
fructanos en Aloe vera. La razén por la cual se analizaron los carbohidratos presentes en
las hojas de las plantas de los distintos tratamientos se debe a que variaciones en las
cantidades de aziicares, particularmente una acumulacion de estos, indicarfa un ajuste
osmoético de la planta frente a la falta de agua. El ajuste osmotico (AO) es una respuesta
comtin y muy conservada en las plantas al estrés hidrico, de hecho es una repuesta
conservada en todos los organismos ante la desecacion. El AO consiste en la
disminucién del potencial hidrico de la céluia debido a una acumulacién neta de solutos
u osmolitos en respuesta al déficit hidrico para mantener un gradiente hidrico favorable
hacia el interior de la célula (Morgan J.M. 1984). La célula vegetal al sintetizar y
acumular estos solutos en su citoplasma o su vacuola, es capaz de mantener su turgencia
y mantener el funcionamiento normal de la célula (Zhang J. y col. 1999, Chimenti y col.
2002). Estos solutos acumulados por las células vegetales son denominados solutos u
osmolitos compatibles y consisten en compuestos de bajo peso molecular, altamente
solubles y que en altas concentraciones no son téxicas para las células. Los solutos-
compatibles que pueden ser acumulados por la c¢lula vegetal varian dependiendo de las
especies. Entre ellos estan: amino4cidos (prolina, glutamato), azicares hidrosolubles
(monosacéridos como glucosa y fructosa, disacaridos como sacarosa y trehalosa, y oligo
y polisacaridos tales como los fructanos), polioles (sorbitol y manitol), aminas
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cuaternarias (glicina betaina), acidos organicos (malato y citrato) y iones (KH (Mullet y

Whitsitt 1996, Zhang J. y col. 1999, Burg y Ferraris 2008).

4.1. Aziicares totales y solubles.

De los resultados obtenidos para los azicares totales como también para los
aziicares solubles, se encontré que estos incrementaron significativamente en la
condicién de mayor estrés hidrico, es decir, en las hojas provenientes de las plantas de
Aloe vera sometidas al tratamiento de riego 4 (T4), correspondiente al 25% CC. Se
observé ademads, que en T4 las muestras de las bases de las hojas presentaban mayores
cantidades de azificares que en las puntas. Esta diferencia entre bases y puntas se detectd
tanto para los aziicares totales como en los azucares solubles. La mayor cantidad de
aziicares totales y solubles presentes en las bases de las hojas de Aloe vera en todos los
tratamientos hidricos se puede explicar porque las bases tienen un rol de reservorio de
gel y carbohidratos para la planta. Los azicares se sintetizan principalmente en las
puntas donde ocurre la mayor asimilacién de CO2 por un tipo de metabolismo CAM que
es muy eficiente. Los aziicares sintetizados en las puntas posiblemente se almacenan en

las bases de las hojas en forma de fructanos y otros polisacaridos de reserva.

El aumento de los azicares totales con el aumento de la restriccion hidrica se
debe en parte al aumento de los azicares solubles que aumentan para el ajuste osmotico.
Sin embargo, los polisacaridos que también conforman parte de los azicares totales
también aumentan en estas condiciones. Asi, los resultados indican que los fructanos
aumentan con el déficit hidrico. Si otros polisacdridos aumentan como es el caso de los

polisacaridos de pared celular, estos tendrian que determinarse a futuro. También seria
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importante saber si el dcido abscisico (ABA), que regula el status hidrico de las plantas,
esta involucrado en este aumento de azicares totales. Bastide y col. (1993) encontraron

un aumento de ABA en plantas CAM sometidos a estrés hidrico.

El incremento significativo en T4 de los azicares totales y en particular de los
azicares solubles demuestra que la planta responde ante esta condicién, con sintesis y
acumulacién de nuevas moléculas que contribuyen a un ajuste osmético efectivo. En
consecuencia, bajo mayor estrés hidrico se induce una mayor sintesis y acumulacién de
solutos compatibles en forma de carbohidratos hidrosolubles. En plantas T4, ademas,
aumenté significativamente la prolina que es también un soluto compatible (Delatorre-
Herrera y col. 2010). En T2 y en T3 también hubo un aumento en las cantidades de
azicares respecto a T1, pero la diferencia fue menor que lo observado en T4 respecto a
T1, ademds estas variaciones no fueron estadisticamente significativas. De esta forma se
da por cumplido el objetivo de cuantificar los azticares totales y solubles de las hojas de
Aloe vera. Por lo tanto, los aziicares totales de la planta en estas condiciones intermedias

(75% y 50% CC) tuvo un menor ajuste osmotico.

La cuantificacién de los azicares totales y solubles realizada por antrona es
confiable porque estd fundamentada en el método diferenciado de extraccién de
moléculas pequefias y macromoléculas: el etanol 95% a 70°C solamente exirae
moléculas pequefias, como monosacdridos, oligosacaridos pequefios, aminoicidos y
otras moléculas pequefias (McCready y col. 1950, Yemm y Willis 1954). Cuando la
extraccion se realiza con agua desionizada en ebullicién, el agua hirviendo rompe

membranas, extrayendo monosacaridos y polisacéridos que son solubles en agua caliente
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como: pectina, fructanos y glucomananos (Smith y col. 1964, Simpson y col. 1984). El
reactivo de antrona sélo cuantifica los componentes que contienen carbohidratos. La
antrona reacciona con los anillos de piranosa y furanosa en medio de 4cido sulfiirico
concentrado, hidrolizando los enlaces glicosidicos de oligo y polisacaridos. Los
monosacaridos liberados van a ser deshidratados v transformados en furfurales (para las
pentosas) y 5-hidroximetilfufurales (para las hexosas), siendo estos compuestos los que
interactian directamente con la antrona, formando un complejo de color azul en el
medio acido en cual se lleva a cabo la reaccion (Love 1953, Yemm y Willis 1954). Por
esta razén, la antrona cuantifica todos los azicares presentes en los extractos, sean
monosacéridos o polimeros. (Dreywood 1946, Koehler 1952, Yemm y Willis 1954,
Dische 1962, Momose y col. 1963). Cabe mencionar que la solucién de antrona ha sido
usada en reiteradas ocasiones para la cuantificacién de carbohidratos totales de muestras
provenientes de plantas (McCready y col. 1950, Yemm y Willis 1954, Cerning-Beroard
1975, Arizon y col. 2010). Incluso se ha utilizado el método de la antrona para
cuantificar DNA y RNA, al cuantificar resp ectivamente la 2-desoxirribosa y ribosa
(Gary y Klausmeier 1954). En trabajos mas recientes (Turula Jr. Y Col. 2010) se ha
logrado utilizar el método de la antrona en procesos automatizados para la cuantificacion

de carbohidratos de distintas muestras y con un alto grado de precision.

La razdn por la cual es posible detectar la presencia de fructanos, particularmente
de fructosa, desde las muestras extraidas se debe al uso de la solucién de antrona
modificada de Jermyn (1956). Se ha determinado en reiteradas ocasiones (Van Handel

1967, Cerning-Beroard 1975, Jermyn 1975) que la fructosa, y las cetohexosas en general,
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reaccionan mas rapido que otros azicares como las aldodhexosas (ejemplo: glucosa,
manosa y galactosa, azicares que componen el acemanano, un tipo de
galactoglucomannano en Aloe vera) en la reaccion colorimétrica con antrona en dcido
sulfirico concentrado. Es por esto que el procedimiento para la determinacion
cuantitativa de fructosa difiere de la cuantificacidn total de carbohidratos en el uso de
una temperatura de reaccién mas baja (en nuestro caso de 37° C) en el uso de acido a una
concentracion menor, diluido en agua (Wise y col. 1955). De esta forma es posible
favorecer la reaccién entre la fructosa con la antrona de forma especifica, y asi poder

cuantificar los fructanos que estan compuestos principalmente por fructosa.

Una limitacioén de la cuantificacion con antrona se presenta al analizar pentosas,
tales como arabinosa y xilosa, debido a la inestabilidad del complejo que se forma entre
la pentosa y la antrona. Esta inestabilidad conlleva a que la coloracion caracteristica de
este ensayo sea muy breve como para ser cuantificado, llegando a tener una coloracién

ambar (Bridges 1952).

4.2, Fructanos.

Como los fructanos no han sido descritos en Aloe vera previamente, y debido a
su rol fisioldgico protector en condiciones de sequia, se decidi6 analizar la presencia de
fructanos en Aloe vera y sus cambios cualitativos y cuantitativos enlos diferentes
tratamientos hidricos. Se enconiré un incremento significativo de la cantidad de
oligofructanos solo en las puntas de las hojas de las plantas sometidas a T4. En las bases

no se observaron cambios significativos.
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En la cuantificacion de los polifructanos se encontré en las puntas y en las bases
de las plantas sometidas a un mayor estrés hidrico (T4) un incremento significativo

respecto al control, sin diferencias significativas entre las dos regiones de la hoja.

Estos resultados indican que la planta de Aloe vera responde al estrés hidrico con
una eficiente sintesis y acumulacion de estas moléculas. Los fructanos son considerados
como un tipo de polisacérido soluble considerado ser un soluto compatible, que juegan
un rol importante en el ajuste osmético que realiza la planta en respuesta al estrés hidrico
(Zhang J. y col. 1999, Burg y Ferraris 2008). Como en el caso de los oligofructanos, los
polifructanos incrementaron mas en la puntas que en las bases cuando aumento ¢l estrés
hidrico. En condiciones de campo y por la forma de las hojas del Aloe vera, las puntas
de las hojas posiblemente son més afectadas por la falta de agua y por mayor radiacion
luminica que las bases de las hojas. Ademds, las puntas constituyen la zona
fotosintetizadora de la hoja porque tienen mayor cantidad de cloroplastos. Las bases de
las hojas, en cambio, estdn constituidas por tejido con mayor cantidad de gel
(galactoglucomanano) y se considera que almacenan mdés agua gracias a la presencia de
este polisacarido. Las altas temperaturas también pueden afectar la fisiologia de las
puntas respecto a las bases. Las puntas tienen menor cantidad de gel y una mayor
superficie de evaporacién respecto a las bases y podrian ser mas afectadas por el
aumento de temperatura. En las puntas, por lo tanto, Ia pérdida de agua por evaporacién
es mayor y necesita de una mayor y mejor proteccion, que los fructanos pueden darle.
Los resultados demostraron que el incremento de los fructanos es mayor en las puntas

que en las bases cuando aumenta el déficit hidrico.
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La purificacién de oligofructanos y polifructanos demostré que las columnas de
intercambio idnico no separaron a los polimeros en sus diferentes grados de
polimerizacién. Solo se logro extraer estos polisacdridos sin carga de pigmentos y otras

moléculas contaminantes (Figura 13).

Los fructanos purificados pudieron ser mejor analizados por TLC. TLC fue
usado principalmente para determinar el grado de polimerizacién en los oligo y
polifructanos y los tipos de fructanos sintetizados en los diferentes tratamientos hidricos

a través del Rf de los trisacéridos presentes.

A partir de los resultados de TLC obtenidos para los oligofructanos (Figuras 14 y
15) y de los polifructanos (Figuras 16 y 17), se determiné en primer lugar que
efectivamente en las hojas de Aloe barbadensis Miller habia fructanos y estaban
presentes en los cuatro tratamientos de riego. Se encontr6 que habia trisacédridos del tipo
1-cestosa y neo-cestosa en todas las muestras analizadas, pero no del tipo 6-cestosa. Este
resultado indicaria que el Aloe vera al igual que las demds especies Asparagales
(ejemplo: cebolla, ajo, esparrago y agave), sintetiza fructanos del tipo inulina y de tipo
neo-fructano (Vijn y Smeekens 1999, Van den Ende y col. 2004, Mancilla-Margalli y
Lépez 2006, Livingston II y col. 2009). Para los fructanos de un GP > 4 no se pudo
determinar por TLC el tipo de fructano al que pertenecia. Debido a que se encontré 1-
cestosa y neo-cestosa, es probable que en las hojas de Aloe vera haya una mezcla de

fructanos tipo inulina y de tipo neo-fructano.
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Los resultados del TLC de los extractos de oligofructanos de puntas (Figura 14 y
Tabla 1) y bases (Figura 15 y Tabla 2) se correlacionaron con los resultados obtenidos
previamente mediante el test de antrona especifico para las cetosas (Figura 9). Se
encontré que solo en las puntas de hojas de plantas de T4 hubo un incremento sustancial
de los oligofructanos, mieniras que en las bases de las hojas la mayor presencia de
oligofructanos fue vista en plantas de T4. En ambas placas analizadas para los extractos
de oligofructanos se encontrdé que en la condicién de mayor estrés hidrico,
correspondicnte al T4, se registraron las bandas de los fructanos de mayor area e
intensidad. En el caso de los extractos de polifructanos, igual que en el caso de los
oligofructanos, los resultados de los andlisis de TLC se correlacionaron con los
resultados obtenidos por espectrofotometria (test de anfrona). La mayor cantidad de
polifructanos fueron detectados en plantas T4. Los resultados obtenidos permiten
concluir que los fructanos de ambos extractos (oligofructanos y polifructanos) aumentan
con el déficit hidrico, incrementandose ademds el grado de polimerizacién. Los
fructanos extraidos de plantas T3 y T4 presentaron un GP mayor a los encontrados en las
plantas T1 y T2. Sélo en el caso del extracto de oligofructanos de las bases de las hojas

de plantas T2, se encontré un GP mayor que en las plantas T3.

Cabe también mencionar que el agente revelador usado en los anélisis de TLC es
especifico para las cetosas, y bajo luz ultravioleta se observan algunas diferencias
respecto a cuando la placa se estudia bajo la luz blanca. Especificamente se observaron
bandas de fructanos en UV que no son visibles en luz blanca. Esta diferencia se puede

explicar por la reaccion entre la urea y los carbohidratos en ¢l medio 4cido dado por la
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presencia del 4cido fosférico. Al aplicar calor, se formardn compuestos fluorescentes
que absorben a los 362 nm y emiten fluorescencia a los 414 nm en el caso de la fructosa
(Spikner y Towne 1962, Yang y col. 2002). Yang y col. (2002} establecieron que se
formaba un complejo entre el aziicar y la urea en condiciones dcidas, que presentaba
propiedades de fluorescencia. Ademés, demostraron que existia un comportamiento
lineal entre la fluorescencia emitida y la concentracion del aziicar usado para generar el
compuesto. De esto se puede deducir que, a una mayor intensidad de fluorescencia en

una banda de fructanos en la placa de TLC, hay una mayor cantidad de ese fructano.

Un analisis analitico mas detallado de los fructanos de las hojas de Aloe vera se
llevé a cabo mediante la derivatizacion a alditol acetato de los aziicares componentes de
los fructanos y estudio por GC-MS de las muestras. De esta forma se logré cuantificar
también a los fructanos de las hojas. Producto del tautomerismo ceto-endlico de la
fructosa se observd sélo manosa (manitol) y glucosa (sorbitol) (Abdel-Akherj y col.
1951, Carpita y Shea 1989). La suma de estos dos aziicares corresponde a los oligo y

polifructanos totales analizados.

En la Tabla 3 y 4, se encontrd que efectivamente las muestras de las bases de las
hojas presentaban una mayor cantidad de fructanos en comparacién a las puntas, y que
estos aumentaban a medida que aumentaba el déficit hidrico corroborando de esta forma
los resultados obtenidos previamente por la cuantificacion con antrona. Los resultados
de la cuantificacién mediante GC-MS confirmaron la misma tendencia de diferencias en
cantidad de fructanos en las puntas y las bases de las hojas, diferencias que disminuyen

con el aumento del déficit hidrico. Los resultados obtenidos por medio de
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espectrofotometria y con los andlisis de GC-MS de los alditol acetatos de los azicares
componentes de los fructanos permitieron cumplir con el objetivo de cuantificar la
cantidad de fructanos presentes en hojas de plantas de Aloe vera sometidas a diferentes

condiciones de irrigacion.

Para establecer si la disminucion de agua afectaba la estructura de la molécula, se
analizaron los tipos de enlaces glicosidicos presentes en los fructanos de las puntas y las

bases de las hojas de Aloe vera sometidas a los cuatro tratamientos de riego.

Los datos de los andlisis de los PMAA de los oligofructanos (Tablas 6 y 7)
indicaron la presencia de enlaces de tipo 1-fructosa, 6-fructosa, 6-glucosa y 1,6-fructosa
ramificada (todos enlaces glicosidicos caracteristicos de los fructanos) (Lépez y col.
2003, Mancilla-Margalli y Lépez 2006, Wack y Blaschek 2006, Ravenscroft y col.
2009), por lo que nuevamente se logré confirmar la presencia de fructanos en las hojas
de Aloe vera. Se pudo establecer, ademds, que en las condiciones de mayor déficit
hidrico se incrementaron los enlaces de tipo 6-fructosa, 6-glucosa y de 1,6-fructosa
presentes en los fructanos. Los andlisis de los enlaces permitieron corroborar que la
fructosa y glucosa terminal disminuyen en los iratamientos de menor riego. La 1-
fructosa también disminuye y por lo tanto, los fructanos de tipo lineal disminuyen
aumentado a su vez los enlaces de ramificacién. Uno de estos enlaces de ramificacion
que mds aumenta es el que compromete al C6 de la glucosa inicial y que es
caracteristico de los neo-fructanos (Sims 2003, Lammens y col. 2009). Estos resultados
nos indican que a medida que el déficit hidrico aumenta en plantas de Aloe vera, la

estructura de los fructanos que se sintetizan y acumulan en sus hojas varia.
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Especificamente, la estructura cambia de una forma tipo-inulina a una tipo neo-fructano.
Los analisis de GC-MS también corroboraron que ¢l GP promedio de los fructanos

incrementaba a medida que aumenta la falta de agua.

Los PMAA obtenidos de los polifructanos (Tablas 8 y 9) fueron similares al de
los oligofructanos. A medida que se incrementaba el déficit hidrico al cual estaba
sometida la planta (en particular en T3 y T4), los enlaces de tipo 1-fructosa, 6-fructosa,
6-glucosa y 1,6-fructosa ramificada aumentan. También se observé un incremento de los
enlaces ramificados por sobre los de tipo lineal, y una mayor presencia de fructanos con
fructosa unida al C6 de la glucosa. En los polifructanos ademas se detect6 una variacion
ent su GP, que aumenta en las condiciones de mayor déficit hidrico. Los polifructanos de
BT?2 no pudieron ser analizados para enlaces glicosidicos. Los cromatogramas obtenidos
mostraron un alto background de contaminacién y por lo tanto, no se logré diferenciar

los derivados PMAA con respecto a las sefiales de los contaminantes.

El resultado de GP de los PMAA de los fructanos analizados mediante GC-MS,
arrojé valores bastante pequefios, incluso para los polifructanos que debieran tener un
GP >10. Para entender estos valores bajos de GP de los fructanos, hay que considerar los
resultados de TLC obtenidos previamente (Figuras 14 al 17y Tablas 1 y 2). Tanto en las
placas de TL.C para los oligofructanos (Figuras 14 y 15) como para los polifructanos
(Figuras 16 y 17) se aprecia una gran cantidad de fructosa y de sacarosa, y en menor
cantidad estdn las bandas correspondientes a los fructanos que aparecen con un R menor
al disacarido. Debido a la gran cantidad de sacarosa presente en las muestras de

fructanos, al metilar y luego derivatizar las muestras de Aloe vera, este azicar va a
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conformar gran parte de los PMAA obtenidos y hara que el GP promedio que se calcula
sea mucho mas bajo del esperado. Una posibilidad para obtener un GP promedio de las
muestras de fructanos mayor seria purificar a los polifructanos dejandolos libres de
sacarosa y fructosa y oligofructanos presentes en el exiracto. Esto se podria hacer
mediante dialisis de los fructanos al usar una membrana cuyo tamafio de poro permitiese
eliminar la fructosa, sacarosa y oligosacaridos pequefios (Ravenscroft y col. 2009). Este
protocolo de separacién ha sido usado en otros trabajos con fructanos previo a la

generacion de los PMAA.,

Como se habia mencionado previamente, las cromatografias de TLC muestran
que tanto los extractos de oligofructanos como los de polifructanos tienen una gran
cantidad de fructosa, ademas de sacarosa. Sin embargo, debido a que la fructosa se
metila completamente en todos los grupos hidroxilos de la molécula, su gran volatilidad
a las altas temperaturas del andlisis de GC-MS (160°-270° C) hace que la fructosa
presente en las muestras de fructanos no aparezea en el andlisis. La fructosa metilada se
volatiliza en lIa inyeccion de la muestra, es decir inmediatamente al entrar en la columna
GC. De esta forma en el rango de tiempo de retencién analizado (10 a 22 min) no
aparece la sefial correspondiente a la fructosa libre completamente metilada, pero si la

sacarosa metilada (Carpita y Shea 1989).

Las modificaciones estructurales de los fructanos en hojas de plantas con menor
irrigacion (T3 y T4), demuestran que los tipos de fructanos que se van sintetizando y
acumulando en ambos extremos de la hoja del Aloe vera son mucho mis complejos

estructuralmente que los presentes en T1 y T2, El incremento de las concentraciones de
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los fructanos en plantas que han sido sometidas a diversos estreses abidticos y en
particular a sequia, ha sido descrito anteriormente en diversos estudios (Hendry 1993,
Pilon-Smits y col. 1995, Pilon-Smits y col. 1999, Schellenbaum y col. 1999, De Roover
y col. 2000, Li y col. 2007), pero nunca se habia establecido que el déficit hidrico al cual
estuviese sometida una planta pudiese afectar la estructura de los fructanos acumulados.
Estas modificaciones del GP y una esfructura més ramificada de tipo neo-fructano en
plantas sometidas a déficit hidrico podrian explicarse por el rol fisiologico de proteccion
de membranas y proteinas que tienen los azucares y los fiuctanos en particular. Esta
proteccion ante la desecacion se ha visto para monosacaridos ( glucosa y fructosa),
disacéridos (sacarosa y trehalosa) y oligo y polisacéridos (fructanos) (Jeong & Housley,
1990, Tognetti y col. 1990, Hoekstra y col. 2001, Hincha y col. 2002, Vereyken y col.
2003, Valluru & Van den Ende 2008, del Viso y col. 2009). El efecto hidrofobico es
crucial para la organizacién celular, ya que es el agua la que impulsa a los fosfolipidos
hacia la formacién de membranas biolégicas y también contribuye en la conformacion
tridimensional de las proteinas (Hoekstra y col. 2001). Al perderse el agua desde el
interior de las células, entonces se estd eliminando esta fuerza impulsora de la
organizacion celular, induciendo cambios estructurales en las membranas lipidicas y
desnaturacién de las proteinas (Livingston II y col. 2009). Los aziicares y los fructanos
en especial, mediante sus grupos hidroxilo, son capaces de interactuar con las cabezas
polares de los fosfolipidos de las membranas y con los aminodcidos hidrofilicos de las
proteinas mediante la formacién de puentes de hidrégeno (Hoekstra y col. 2001,
Vereyken y col. 2001, Livingston III y col. 2009). Los fructanos y azificares solubles
pueden llegar a reemplazar a las moléculas de agua que estaban interactuando con las
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membranas lipidicas o con las proteinas cuando ocurre una desecacion severa de la
célula. Estos puentes de hidrégeno que se establecen entre los azicares y las
macromoléculas, contribuyen a mantener las propiedades fisicoquimicas de membranas
y proteinas sin alterar en forma irreversible el funcionamiento celular (Hoekstra y col.

2001, Vereyken y col. 2001, Livingston III y col. 2009).

También se ha visto una correlacion entre el GP de los fructanos y sus funciones
de proteccién de las membranas lipidicas ante la desecacién. En particular se ha
encontrado que los fructanos que presentan una mayor longitud, o sea, un mayor GP
protegen la estabilidad de las membranas lipidicas de una forma mas efectiva que
aquellas moléculas de menor GP ante dafios causado por la desecacién. Incluso se ha
visto que mezclas de fructanos de alto GP con fructanos de cadenas mas cortas serian
més efectivos que los fructanos de GP altos solos (Vereyken y col. 2003, Hincha y col.
2007). Debido a esto, pensamos que la presencia de una gran variedad de fructanos en
plantas de Aloe vera sometidas a la condicién de mayor estrés hidrico como es T4, se
debe a una respuesta fisiolégica adaptativa que desarrollé la planta para su proteccion
ante estas condiciones. Por lo tanto, el incremento de los neo-fructanos de un mayor GP
y con una estructura mas ramificada ayudaria a las células vegetales ante la pérdida de
agua, al contribuir con una mayor superficie de interaccién con las membranas y
proteinas. De esta forma se evita la pérdida de sus propiedades fiscoquimicas producto
de la pérdida de moléculas de agua, al formar en reemplazo los puentes de hidrégeno

necesarios con las moléculas de fructanos.
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Mis resultados demostraron que el estrés hidrico genera un incremento
significativo de los azucares totales, y en particular de los oligo y polifructanos en las
hojas de las plantas de 4loe barbadensis Miller. Este incremento de los carbohidratos
serfa un mecanismo de respuesta fisiolégica de ajuste osmético eficiente de la planta
ante la falta de agua y con el fin de mantener un funcionamiento normal de las células
vegetales. Ademds en estudios llevados a cabo por otros investigadores de nuestro grupo,
se ha visto que la planta presenta un incremento en la eficiencia del uso de agua (EUA)
en los tratamientos T4 respecto a Tl. En cuanto al rendimiento de las plantas,
particularmente del gel de las hojas, se encontré que en las condiciones de cultivo T2, es
decir, a un 75% CC se obtuvo los valores mas altos de gel por hectirea de terreno
cultivado (Salinas y col. 2010). Ademds se encontrd que en las condiciones de T4, otras
respuestas fisioldgicas de la planta ante el estrés hidrico como la sintesis y acumulacién
de proteinas de shock térmico (HSP), ubiquitina y superoxido dismutasa (SOD) eran

menores que en T3, donde se registré la mayor acumulacién (Salinas y col. 2010).
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4.3. Proyecciones.

Algunas proyecciones que se pueden hacer a partir de este trabajo son el estudio
la actividad enzimaética de las fructosiltransferasas del Aloe vera y determinar si el estrés
hidrico afecta la actividad enzimatica. También seria interesante conocer las secuencias
nucleotidicas de los mRNA de los genes que codifican para las fructosiltransferas 1-SST,
6G-FFT y 1-FFT, ya que de esta forma luego se podria analizar de la expresion de los
mensajeros mediante RT-PCR en tiempo real bajo las distintas condiciones de riego
usadas. Con estos ensayos se podria complementar el esquema de la sintesis de fructanos

en Aloe vera, lo cual seria un modelo innovador de estudio para los fructanos.

En el futuro seria también interesante analizar las propiedades como prebidticos
de los fructanos obtenidos desde las plantas de Aloe vera en las condiciones de mayor
estrés hidrico. En caso que los neo-fructanos obtenidos de Aloe puedan estimular de
forma selectiva a las bacterias beneficiosas del sistema digestivo, como son los
bifidobacterium, lactobacilos y ciertos tipos de bacteroides, podria ser empleado como
una nueva fuente de extraccion de estos tipos de moléculas prebidticas. De esta forma
seria posible cultivar las plantas de Aloe vera en regiones de Chile mas aridas en donde
no se cultivan otras especies productoras de fructanos. Siendo este el caso de la achicoria
que es cultivada en la region del Biobio y de la cual se extrae actualmente fructanos del

tipo inulina solamente.
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5. CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos en este seminario de titulo, es posible
establecer las siguientes conclusiones:
1. Las cantidades de los aziicares totales y solubles se incrementaron significativamente
en las hojas de Aloe vera sometidas a condiciones de déficit hidrico (T4). Este
incremento se registré tanto en las puntas como en las bases de las hojas de las plantas
de Aloe vera, siendo mayor en las bases de las hojas.
2. Este seminario de titulo reporta por primera vez la presencia de fructanos en Aloe
barbadensis Miller.
3. Aloe vera incrementa en forma significativa las cantidades de estos polimeros bajo
condiciones de estrés hidrico.
4, El incremento de azlcares totales, solubles y de los fructanos en las hojas en
condiciones de mayor déficit hidrico (T4 6 25% CC), corresponde a un eficiente AO que
realiza la planta con el {in de disminuir la pérdida de agua y de mantener la turgencia de
las células.
5. La cuantificacion por espectrofotometria y por GC-MS de los fructanos revelaron que
las puntas de las hojas del Aloe vera tienen menos fructanos que las bases en todos los
tratamientos analizados, pero se incrementd en forma significativa la cantidad de
fructanos en estas zonas de las hojas cuando aumentd el déficit hidrico.
6. La composicion de los fructanos obtenido por TLC mostré un incremento en el GP de
los oligo y polifructanos provenientes de las puntas y las bases de las hojas de las

plantas de T3 y T4. Estos resultados fueron posteriormente corroborados por el anélisis
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de los PMAA por GC-MS, determindndose que efectivamente hay un incremento en el
GP de los fructanos asociado a las condiciones de mayor falta de agua.

7. Ademas de incrementar el GP de los fructanos acumulados en Aloe vera, los analisis
de GC-MS permitieron concluir que a mayor déficit hidrico los fructanos sintetizados
son en mayor cantidad de tipo neo-fructanos y menor cantidad de tipo inulina, con una
estructura més ramificada.

8. Las modificaciones en el GP y en la estructura de los fructanos en las hojas de Aloe
vera de las plantas en mayor sequia serfan una respuesta molecular de la planta para
mantener el funcionamiento normal de las membranas y de las proteinas del interior de
las células vegetales.

9. Finalmente es posible establecer que se ha logrado cumplir con los objetivos
establecidos en el presente seminario de titulo y que la hip6tesis planteada es vélida, es
decir, que en las plantas de Aloe barbadensis Miller el estrés hidrico incrementa
significativamente los carbohidratos y en particular los fructanos, induciendo incluso

modificaciones estructurales en los fructanos en plantas T4.
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