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RESUMEN.

La distribucion del calafate en Chile es desde Curico a Tierra del Fuego y a diferentes
alturas sobre el nivel del mar (Hoffmann, 1991) lo que permite deducir que las
caracteristicas quimicas de las hojas de calafate pueden variar segun las condiciones
climaticas y el lugar en el cual se desarrollan. Esto altimo, podria verse reflejado en su
capacidad para generar niveles diferenciales de especies reactivas de oxigeno (ROS) en las
hojas. En este estudio, se identificaron ROS en hojas de calafate (Berberis microphylla
Lam.) por citometria de flujo, se evalud la produccion de ROS derivados del peroxido de
hidrégeno (H,0) en cloroplastos, en cuatro localidades de Chile. La sintesis de ROS
variaron significativamente, destacando la localidad de Lonquimay que alcanzo 596,00
URF respecto de las otras localidades, donde no hubo diferencias significativas entre
Temuco (323,75 URF), Mafihuales (393,75 URF) y El Blanco (369,50 URF). En esta
investigacion, se concluye que los extractos de hoja de calafate de las diferentes
procedencias evaluadas presentan diferencias estadisticas significativas en su capacidad

para generar ROS, variando de acuerdo a las condiciones geograficas.

Palabras claves: estrés oxidativo, citometria de flujo, Berberis, aislamiento de cloroplastos.
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Introduccion:

Los tejidos vegetales, en especial frutas y hortalizas, contienen numerosos y diferentes
compuestos quimicos con diferentes capacidades y propiedades biologicas y
farmacoldgicas. El interés creciente en el rol de los antioxidantes en la salud humana ha
intensificado la blsqueda de nuevos productos naturales de origen vegetal, para ser
utilizados en la industria alimenticia, farmacéutica y cosmética. En este contexto, el
calafate (Berberis microphylla Lam.), se presenta como un potencial biorrecurso y
alternativa fruticola para el sur de Chile dada por su fruto que es una baya comestible, de

color negro azulada con propiedades nutricionales y medicinales.

El exceso de especies reactivas de oxigeno puede dafar lipidos celulares, proteinas o0 ADN,
inhibiendo su funcionamiento normal (Sharma et al., 2012) asociandose a enfermedades
cancerigenas, cardiovasculares y neurodegenerativas. En este sentido, los antioxidantes son
importantes por la capacidad de neutralizar estos radicales libres y en consecuencia
prevenir estas enfermedades (Slater, 1984, Halliwell, 1999).

El oxigeno molecular en estado basal es relativamente poco reactivo (Asada, 2000), sin
embargo, existen formas “activadas” conocidas como “especies reactivas del oxigeno
(ROS). Son especies quimicas altamente oxidantes que, dependiendo de la especie ROS
que se trate, pueden dafar diversos componentes celulares. Dentro del grupo de las ROS
podemos encontrar radicales libres (especies quimicas con uno o0 mas electrones
desapareados en sus orbitales externos), tales como el anion superéxido (O-) y el radical
hidroxilo (OH"). Por otro lado, entre las formas no radicales encontramos el peroxido de
hidrogeno (H20,) y el oxigeno singlete (O). Las ROS son producidas en diversos lugares
de la célula, como mitocondrias (Asada, 2000) y cloroplastos (Sharma et al., 2012). Por lo
tanto, si se produce un desequilibrio entre el balance de ROS y las defensas antioxidantes es

cuando tiene lugar el dafio en los tejidos y el estrés oxidativo (Sies, 1993).

En plantas, varias perturbaciones ambientales, como por ejemplo, alta intensidad luminica,

salinidad, sequia, calor, frio, ozono, herbicidas, metales pesados, patdgenos Yy
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contaminantes atmosféricos, podrian generar una sobre produccién de ROS que causaria
dafio celular oxidativo (Mittler, 2002; Torres et al., 2002; Mittler et al., 2004;
Karuppanapandian et al., 2006 a,b,c, 2009, 2011; Karuppanapandian and Manoharan,
2008; Mafakheri et al., 2010; Vellosillo et al., 2010).

En Chile, el calafate es un valioso integrante nativo ampliamente distribuido en el sur
(35°S, 70°W — 50°S, 73°W) donde las condiciones climéaticas son variadas. Se propone
como hipotesis de trabajo que: La generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS)
difieren significativamente entre localidades del Sur de Chile. El objetivo de este estudio
fue aislar cloroplastos y comparar la produccion de ROS en hojas de calafate segun cuatro
localidades de la zona Sur de Chile.

Materiales y métodos:

Material Vegetal: ElI material utilizado fueron hojas de Calafate colectadas en la
temporada 2011 en dos regiones de Chile: La region de La Araucania y Aysén. La region
de La Araucania estd representada por las localidades Lonquimay (Time 19. UTM
coordinates 5739635 South 294256 East) y Temuco (Time 18. UTM coordinates 5698408
South, 699751 East), mientras que la region de Aysén esta representada por Mafiihuales
(Time 19. UTM coordinates 4580967 South West 7197553) y El Blanco Blanco (Time 19.
UTM coordinates 4581011 South West 7197522).

Las hojas fueron tratadas con etanol 70% v/v durante 30 segundos. Luego fueron lavadas
tres veces con agua destilada estéril, luego se desinfectaron con una solucion de HOCI, 5%

v/v, finalmente se volvieron a lavar tres veces y se almacenaron a 4°C hasta su uso.

Aislamiento de cloroplastos: El aislamiento de cloroplastos se realizd de acuerdo al
protocolo de SIGMA (Cloroplasto Iso Kit) modificado para Calafate. Se pes6 1g de hojas,
y se agregaron 10 mL de CIB 1X con BSA. Luego se suavizo el tejido en un mortero hasta
obtener una muestra solido-liquida. La muestra se hizo atravesar gradualmente por un filtro
de 40 um para eliminar células enteras y los desechos del rompimiento celular. El filtrado

se puso en tubos eppendorf y se centrifugaron durante 3minutos a 200g en frio. Se transfirio
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el sobrenadante a otros tubos y se volvio a centrifugar durante 7 minutos a 1000g en frio.
Se obtuvo un precipitado verde, que corresponde a los cloroplastos. Finalmente, el
precipitado se resuspendio en 500 ul de buffer CIB 1X sin BSA. Los tubos se almacenaron

a 4°C hasta que se usaron.

Purificacion de cloroplastos Intactos: La muestra de cloroplastos fue tratada con un 40%
de suspensién de Percoll. Para ello se puso en un tubo eppendorf 600 pl de muestra y 400
pl de Percoll y se centrifugd. Los cloroplastos intactos formaron un precipitado verde,
mientras que los cloroplastos rotos formaron una banda en la parte superior de la capa de
Percoll. Se elimind la fase superior. El precipitado fue resuspendido en 0,5 mL de CIB 1X
sin BSA. La suspensién de cloroplastos se mantuvo almacenada en oscuridad y hielo hasta
su posterior uso. Las muestras de cloroplastos aislados se observaron en el CLSM Fluoview
1000, y las imagenes de las muestras fueron analizadas por Olympus FV 100 Software

Japon.

Anélisis de citometria de flujo: Especies reactivas de Oxigeno (ROS): Los cloroplastos
purificados se incubaron con 10uM de la sonda fluorescente 2.7’
dichlorodihydrofluorescein diacetate (H,DCFDA) (Invitrogen) en oscuridad durante 30
minutos a 37°C. La produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) fueron analizadas
usando citometro de flujo (Beckton Dickinson, FACs Canto 1ISN:VV96101286,USA),
equipado con laser azul de 488 nm y 633 nm laser rojo. Se midi6 la intensidad de
fluorescencia a 530 nm. Se uso como Control positivo una suspension de cloroplastos
incubados con 100pM H,0,. Para la deteccion de los cloroplastos funcionales se utilizo
como marcador interno la emision de Clorofila (autofluorescencia) mediante citometria de
flujo en 650-700nm. EIl andlisis de datos se realizo utilizando el software FACs Diva,

version 2.0.

Analisis estadistico: Para determinar diferencias entre la produccion de ROS en hojas de
calafate y las diferentes localidades, los datos fueron analizados por ANOVA. Las medias
se compararon mediante la prueba de rango mdltiple de Tukey, con un nivel de

significancia de p < 0,05. Se utilizo el software Statistica version 7.0.
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Resultados y discusion

Aislamiento de cloroplastos:

El aislamiento de cloroplastos se realizé de acuerdo al protocolo de SIGMA (Chloroplast
Iso Kit) con modificaciones. Las muestras de aislamiento desde tejido vegetal fresco fueron
visualizadas mediante microscopia laser confocal (CLSM), obteniendo en poblacion de
cloroplastos de aproximadamente 5-7 um de tamafio, presentan patron de fluorescencia
emision entre 650-750 nm, caracteristico de presencia de clorofila. La Figura 1 muestra una
fotografia de cloroplastos de Calafate obtenida a través del Microscopio confocal Olympus
UPLSAPO 40x Imagen 512*512, A excitation/emission 633/ 650-750 nm.

r 3

Figura 1: Cloroplastos de Calafate aislados de hojas colectadas en cuatro localidades del sur
de Chile.

Produccion de especies reactivas de oxigeno:

Se detectd diferencia significativa entre los ecotipos de las localidades para la temporada
2011. El rango promedio para la produccion de ROS derivados del peroxido de hidrégeno
(H20,) en cloroplastos de hojas de Calafate alcanz6 valores de intensidad de fluorescencia
entre 323,75 y 596,00 Unidades relativas de fluorescencia (URF).



137 Al comparar las localidades se observa en general que la produccion de ROS en la
138  localidad de Lonquimay fue significativamente mayor (596,00 URF) respecto a las otras
139  localidades, las cuales no difirieron significativamente.

140  La produccion de ROS para las otras localidades fué 323,75 URF para Temuco, 393,75
141  URF para Mafiihuales y 369,50 URF para El Blanco.

142  Maiiihuales y EI Blanco, dos localidades geograficamente préximas y con condicion
143 geografica y tipo de suelo diferente, no difieren significativamente en la produccion de
144  ROS. (Fig2.).

145  EIl parametro estandar de produccion de ROS utilizado en otras investigaciones es de 100
146 UM H20,, por lo que se puede decir que los ecotipos de Calafate son capaces de resistir
147  fuertes condiciones de estrés ya que todas muestran niveles de generacion de ROS muy por
148  sobre los 100 uM H,0..

149

150  Tabla 1: Produccién de especies reactivas de oxigeno. Letras diferentes en las filas indican
151  diferencias significativas entre la produccion de ROS y las localidades de acuerdo con el

152 andlisis de comparacion de medias con la prueba de rango multiple de Tukey (P < 0,05).

Temuco Lonquimay Maiiihuales El Blanco

ROS H,O, 323,75+ 25,72b 596,00 + 95,00a 393,75 + 57,28b 369,50 + 48,79b

153
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Figura 2: Analisis por citometria de flujo. Diagrama de puntos que muestra la relacion entre
el tamario de los cloroplastos de hojas de calafate provenientes de cuatro localidades del sur
de Chile y la intensidad de fluorescencia de la sonda H,DCFDA. Para el control positivo se
utiliz6 100 uM H,0,,

Las especies oxigeno reactivas son constantemente generadas in vivo para propdsitos
especificos. Asi, para prevenir los posibles dafios a moléculas bioldgicas, especialmente
ADN, lipidos y proteinas, todos los organismos consumen compuestos antioxidantes, los
que se integran al sistema antioxidante del cuerpo, que incluye enzimas como la superéxido
dismutasa (SOD), catalasa, y glutation peroxidasa, acido ascérbico, beta caroteno, entre
otros.

En este estudio se demostrd la variacion que hubo en la produccion de ROS entre cuatro
localidades.

Segun Howard et al., 2003, las diferencias encontradas, se explicarian, ademas de una
posible variacion genética, por factores ambientales fluctuantes. Estos factores serian
temperatura, humedad del suelo, disponibilidad de nutrientes y variados estrés. En este

sentido, ampliamente reportado es el efecto positivo que ejerce la radiacion solar y



temperatura sobre el metabolismo de compuestos fenolicos. Asi lo demuestran estudios de
calafate por Mariangel et al., 20112, quienes reportaron que los polifenoles totales y la
capacidad antioxidante variaron significativamente de acuerdo a la localidad.

Estos resultados permiten indicar que el lugar donde crecen las plantas de forma natural, sin
intervencion ni manejo agronémico, tuvo influencia sobre la produccion de ROS, lo que

indicaria una marcada influencia de los factores abioticos.
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