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Respuestas antioxidantes en dos ecotipos de Colobanthus quitensis
(Caryophyllaceae) expuestos a alta radiacion UV-B y baja temperatura

Antioxidant responses in two Colobanthus quitensis (Caryophyllaceae) ecotypes exposed to
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RESUMEN

Colobanthus quitensis (Kunth) Bartl. (Caryophyllaceae) esta distribuida desde México hasta la Antartida Maritima
formando poblaciones adaptadas a distintas condiciones microambientales a lo largo de su distribucion. La Antartica
Maritima se caracteriza por una estaciéon de crecimiento mas fria y breve, con crecientes niveles de radiacion UV-B.
Los Andes de Chile Central, en cambio, tienen oscilaciones térmicas mas amplias y una elevada tasa de radiacion UV-B.
El objetivo de este estudio es conocer las estrategias y mecanismos antioxidantes adoptadas por los ecotipos Antartico
y Andino para tolerar los efectos dafiinos de la radiacion UV-B y el frio bajo condiciones controladas de laboratorio.
Postulamos que los individuos de C. quitensis provenientes de la cordillera de Los Andes de Chile Central, donde los
niveles de radiacion UV-B son mayores que en la Antartica, tendrian un conjunto de mecanismos antioxidantes mas
eficaces para contrarrestar los efectos del UV-B y sufririan menos dano que el ecotipo Antartico. Plantas cultivadas en
laboratorio del ecotipo Antartico y Andino fueron sometidas a tres intensidades de radiaciéon UV-B (70, 35y 3 yW cm2),
a4y 15 °C, respectivamente. En cada tratamiento se evaluaron las respuestas de la actividad antioxidante total (TAS),
actividad de la enzima superoxido dismutasa (SOD) y caracteristicas anatomicas foliares con un posible rol protector
frente a UV-B. Finalmente, se evaluaron los efectos daninos del UV-B, como son: acumulacion de malonaldialdehido
(MDA), eficiencia fotoquimica maxima del PSII y fotoinactivaciéon. Ambos ecotipos mostraron reduccion de area foliar
y engrosamiento del parénquima. El ecotipo andino presenté mayores niveles de TAS con radiacién UV-B media y alta.
La actividad SOD maxima se midié en el ecotipo andino, encontrandose un aumento de hasta ocho veces el nivel basal
a las cuatro horas de irradiacion. El ecotipo antartico expuesto a UV-B y frio presenté un mayor dafio a membranas
(MDA), al igual que un mayor grado de fotoinactivacion. Adicionalmente, se detecté la acumulacién de una nueva
isoforma Cu-Zn/SOD, insensible a H,0,, en plantas tratadas con UV-B. En conclusion, el ecotipo andino presenta una
respuesta antioxidante mas efectiva contra el UV-B que el ecotipo antartico.
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ABSTRACT

Colobanthus quitensis (Kunth) Bartl. (Caryophyllaceae) is distributed from Mexico to the Maritime Antarctica
forming colonies adapted to several micro environmental conditions along its distribution. The Maritime Antarctica
is characterized by a colder and short season with increasing radiation levels of UV-B. On the other hand, The Andes
range in Central Chile has ample thermal oscillations and a high UV-B radiation. The purpose of this study is to know
the antioxidant strategies and mechanisms adopted by the C. quitensis Antarctic and Andean ecotypes to tolerate the
damaging effects of the UV-B radiation and cold under controlled laboratory conditions. We postulate that individuals
of C. quitensis from the Central Chilean Andes (Andean ecotype), where UV-B levels are higher than in the Antarctica,
would have more effective antioxidant mechanisms than the Antarctic ecotype. Plants of the Antarctic and Andean
ecotypes grown under laboratory were subjected to three intensities of UV-B radiation (70, 35 y 3 W cm?), 4 and
15 °C respectively. Antioxidant mechanisms, such as total antioxidant activity (TAS), superoxide dismutase (SOD)
activity, and leaf morphological attributes with a putative protective role against UV-B were assessed. Finally, damaging
effects of UV-B such as: malonaldialdehide (MDA) accumulation, maximum photochemical efficiency of the PSII and
photoinactivation were assessed at each treatment. Both ecotypes showed reduced leaf area and thickening of leaf
parenchyma. The Andean ecotype exhibited higher levels of TAS with high and medium UV-B radiation. The highest
SOD activity was measured in the Andean ecotype. It was detected an increase of up to eight times of the basal level
at four hours of radiation. The Antarctic ecotype exposed to UV-B and cold showed a higher damage in membranes
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(MDA), also a greater degree of photoinactivation. Additionally, the accumulation a new Cu-Zn/SOD isoform,
insensitive to HyO, was detected in UV-B treated plants. In conclusion, the Andean ecotype presents a more effective

antioxidant response against UV-B than the Antarctic ecotype.

Key words: Antarctic, antioxidants, oxidative damage, UV-B.

INTRODUCCION

Los sitios de clima frio, tales como la
Antartida Maritima y los Andes de Chile
Central, presentan condiciones hostiles para
el desarrollo de plantas vasculares dados los
fuertes vientos, suelos pobres en materia
organica, y elevados niveles de radiacion
fotosintéticamente activa (PAR) y ultravioleta-B
(UV-B) (Robinson et al. 2003, Green et al.
2007). No obstante, las plantas que viven
en esos sitios poseen diversos mecanismos
morfologicos y fisioldgicos que les permiten
sobrevivir a las condiciones ambientales
imperantes (Molina-Montenegro & Cavieres
2010, Liitz 2010).

En los Andes de Chile Central (e.g., La
Parva, 2600 msnm, 33°19’ S, 70°17” W), durante
la estacion de crecimiento, es posible registrar
radiacion PAR con maximos diarios que
superan los 2000 pmoles m?2 s! (Casanova-
Katny et al. 2006) y UV-B con maximos
diarios promedios estimados sobre 60 pW
cm? (Cabrera et al. 1995) respectivamente.
Las temperaturas minimas en promedio
oscilan entre 2 y 6 °C (Cavieres et al. 2007)
y las precipitaciones anuales sobre los
2200 msnm. promedian entre 400 y 900
mm, mayoritariamente en la forma de nieve
durante el invierno (Santibafiez & Uribe
1990). La Antartica Maritima (e.g., Isla Rey
Jorge, 62°14° S, 58°42” W) presenta una
temperatura promedio de 1.6 °C en verano y
precipitaciones anuales que promedian los 700
mm, principalmente en la forma de nieve en
invierno (Green et al. 2007). Durante el verano
antartico, en dias despejados la radiacion PAR
puede alcanzar con frecuencia los 1500 pmol
m?2s1 y ocasionalmente los 2000 pmol m2s
1 (Day et al. 2001), un fotoperiodo de hasta
21 horas de luz en enero y niveles de UV-B
promedios de 5 pW cm2 al mediodia, los cuales
han ido en aumento en las dltimas décadas
producto del adelgazamiento de la capa de
ozono (Madronich et al. 1998, Day et al. 2001).

Cuando la temperatura ambiente es baja
(4 °C) y se inactivan las enzimas del ciclo de
Calvin, se produce un desbalance energético
entre la energia luminica absorbida y la que el
aparato fotosintético es capaz de utilizar, lo cual
puede inducir un exceso de especies activas
de Oxigeno (EAOs), dano fotooxidativo en el
fotosistema II (PSII) y finalmente fotoinhibicion
(Huner et al. 1998, Keren & Krieger-Liszkay
2011). Las EAOs son un subproducto inevitable
del metabolismo aerdébico y su produccién
usualmente se incrementa por el estrés
ambiental (Fryer et al. 2002, Zulfugarov et al.
2011). La magnitud del dano causado por las
EAOs depende de su concentraciéon basal en
las células. Si se eleva la cantidad de EAOs,
estas causan importantes dafios al reaccionar
con lipidos, proteinas y acidos nucleicos,
constituyendo la condicién conocida como
estrés oxidativo (Gill & Tuteja 2010).

Por otro lado, el exceso de radiacién UV-B
afecta negativamente procesos fisioldgicos
como el crecimiento, fotosintesis y respiracion
al dafiar macromoléculas esenciales como
acidos nucleicos, proteinas y fosfolipidos
(Jordan 1996, Jansen et al. 1998). El dafio por
UV-B, de manera similar a la fotoinhibicion,
transcurre en buena parte por intermedio
de la acumulacion de EAOs (Stapleton 1992,
Mackerness et al. 2001), que pueden oxidar
componentes como fosfolipidos de membranas,
formando perdxidos como Malondialdehido
(MDA) e inducir dano en cloroplastos y
mitocondrias (Rozema et al. 1997); expresion
disminuida de genes vinculados a la fotosintesis
(Musil 1996), inactivacién de enzimas ligadas a
la fotosintesis (Teramura & Sullivan 1994), dano
a proteinas del PSII y pigmentos fotosintéticos
(Shi et al. 2011) que llevan a una disminucion
de la eficiencia fotosintética del PSII (Fv/Fm) y
fotoinactivacion (PhI).

Se ha documentado que la radiacion UV-B
induce cambios morfoldgicos y metabodlicos
que ayudan a la planta a contrarrestar sus
efectos nocivos, tales como la acumulacién de
flavonoides y otros metabolitos que absorben
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UV-B en la epidermis (Fagerberg & Bornman
2005), el aumento de las enzimas y compuestos
antioxidantes que participan del ciclo Halliwell-
Asada, que pueden neutralizar el exceso
de EAOs (Asada 1999), principalmente la
Superéxido Dismutasa (SOD) (Jansen et al.
1998, Kataria 2007) en sus tres isoformas
conocidas, las cuales se localizan y regulan
diferencialmente segun el tipo y magnitud de
estrés oxidativo (Alscher et al. 2002, Kataria et
al. 2007). También se han observado cambios
morfolégicos como la reduccién del area foliar,
el engrosamiento de parénquimas y mesofilo
(Robberecht & Caldwell 1983, Carrasco-Rios
2009). Todos estos ajustes permiten a las
plantas desarrollarse en ambientes con altos
niveles de radiacion UV-B.

Colobanthus quitensis (Kunth) Bartl.
(Caryophyllaceae) es una dicotiledonea que
habita desde el sur de México hasta los 68°42’
S en la Antartica Maritima (Moore 1970). Dado
su amplio rango latitudinal de distribucién
y el aislamiento en que se han desarrollado
diversas poblaciones de esta especie es que se
han generado ecotipos adaptados a ambientes
particulares (Gianoli et al. 2004, Sierra-Almeida
et al. 2007, Molina-Montenegro et al. 2012).
Por ejemplo, Gianoli et al. (2004), basandose
en estudios de resistencia al congelamiento,
morfologia y secuenciacion de regiones
ITS establecieron que existe una marcada
diferenciacion ecotipica entre las poblaciones
de la Cordillera de los Andes en Chile central y
las poblaciones antarticas. El ecotipo Antartico
es catalogado como resistente al frio (Bravo et
al. 2001), puede mantener una tasa fotosintética
positiva a 0 °C y un aumento en la actividad
antioxidante cuando es expuesta a baja
temperatura y alta intensidad luminica (Xiong
et al. 1999, Perez-Torres et al. 2004). El ecotipo
Antartico también ha sido reportado como
resistente a los crecientes niveles de radiacion
UV-B presentes en su habitat, provocados por el
adelgazamiento de la capa de ozono, mostrando
cambios en la anatomia de las hojas, aumento
de la concentracion de carotenos junto con
compuestos solubles que absorben en la region
UV-B (280-320 nm) (Xiong et al. 1999a, Day
et al. 2001). El ecotipo Andino, por su parte,
ha sido menos estudiado. Durante su etapa de
crecimiento enfrenta oscilaciones térmicas mas
amplias (entre 0 y 22 °C) (Casanova-Katny et al.
2006). También se ha reportado que presenta

capacidad de aclimatacion al frio y un aumento
de actividad Superéxido Dismutasa (SOD) en
meses frios y en condiciones fotoinhibitorias
(Gianoli et al. 2004, Bravo et al. 2007).

A pesar de las adversas condiciones
ambientales donde crece cada ecotipo, ninguno
de ellos muestra sintomas evidentes de
dano por radiacion UV-B y baja temperatura.
Recientemente Molina-Montenegro et al.
(2012) demostraron que bajo condiciones
hidricas limitantes, los individuos de C.
quitensis podrian ajustar tanto el largo como
el ancho foliar maximizando su desempefio
fisiologico. De esta manera, se puede sugerir
que los ajustes morfolégicos foliares son
una estrategia funcional en individuos de C.
quitensis que permiten mantener un buen
desempefio fisiolégico bajo condiciones
adversas. Si bien a la fecha existe informacion
acerca de los mecanismos por los cuales
los ecotipos de C. quitensis son capaces de
sobrevivir exitosamente a la alta radiacion
PAR y baja temperatura, no se ha descrito de
qué forma esta especie logra sobrellevar el
estrés oxidativo inducido por alta radiaciéon
UV-B a la que se encuentran expuestas sus
poblaciones naturales en la Cordillera de los
Andes de Chile Central. De manera similar
resulta interesante conocer la capacidad de las
poblaciones antarticas para enfrentar niveles
de radiacion UV-B cada vez mas elevados,
debido al creciente adelgazamiento de la capa
de ozono. Tampoco existe informacién si la
baja temperatura potenciaria los efectos nocivos
del UV-B, tal como ocurre con altos niveles de
PAR en plantas. Si esto es asi, entonces, dado
que los ecotipos Antartico y Andino difieren en
su resistencia a la baja temperatura es posible
esperar que el efecto del UV-B sea dependiente
de la temperatura y del ecotipo.

El objetivo de este trabajo es conocer los
mecanismos fotoprotectores, tanto fisiologicos
como morfolégicos que han adoptado
los ecotipos de C. quitensis, Antartico y
Andino, a nivel de sus hojas para tolerar
con éxito los efectos dafinos derivados de
la alta radiaciéon UV-B y baja temperatura.
Especificamente evaluamos la magnitud del
aumento en la actividad antioxidante enzimatica
y no enzimatica (TAS, SOD), cambios morfo-
anatomicos foliares, indicadores de dano
infligido a membranas biolégicas (MDA)
y capacidad de recuperar su desempeno
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fotosintético (Fv/Fm, Phl), frente a altos
niveles de radiacion UV-B y baja temperatura.
En el presente estudio proponemos que bajo
condiciones controladas de laboratorio, los
individuos de C. quitensis provenientes de la
cordillera de Los Andes, donde los niveles
de radiacién UV-B son mayores que en la
Antartica, tendrian un conjunto de mecanismos
antioxidantes mas eficaces para contrarrestar
los efectos del UV-B, sufriendo menos dafio que
los del ecotipo Antartico.

METODOS

Cultivo de material vegetal

Se usaron plantas de Colobanthus quitensis recolectadas
en la Antartida (Isla Rey Jorge, 62°14’ S, 58°42’ W) en
febrero de 1997 y La Parva, Chile (33°19" S, 70°16’ W,
2600 msnm) en marzo de 2001. Los especimenes se
multiplicaron por separacion de esquejes en bandejas
plasticas de 18 x 22 cm en una mezcla de tierra de
hojas/turba (3:1). Las plantas se crecieron y propagaron
en camaras climatizadas a 15 °C con un fotoperiodo
de 21/3 luz/oscuridad (150 pmol de fotones m
s'l) por aproximadamente seis afios antes de iniciar
los experimentos de UV-B. Las plantas se regaron
periodicamente y fertilizaron con soluciéon nutritiva
Phostrogen (0.2 mg L1).

Exposicion a frio y/o radiacion UV-B

Bandejas de plantas con aproximadamente 50 individuos
de C. quitensis cada una se colocaron en dos camaras
climaticas a 4 y 15 °C respectivamente, con fotoperiodo
de 21/3 luz/oscuridad (150 pumol de fotones mZs?),
en presencia de radiacion ultravioleta-B (UV-B) (280-
320 nm) de 3.0 pW cm?, 35.0 yW cm? y 70.0 yW cm2,
proporcionada por tubos fluorescentes UV-B-313 de
40 W (Q-Panel, Cleveland, Ohio). Los tubos fueron
cubiertos por filtros de Mylar (Du-Pont) para evitar
la radiacién de longitud de onda menor a 320 nm. Las
plantas que recibieron 3.0 pW c¢m fueron consideradas
como condicién control, puesto que esta intensidad
de radiacién UV-B es la que proviene de los tubos
fluorescentes normales en las cadmaras de cultivo, los
35.0 yW cm2y 70.0 yW cm2 se usaron como condiciones
experimentales de mediana y alta intensidades,
considerando el rango de radiaciéon UV-B reportado en la
literatura para La Parva. Se colectaron muestras de hojas
cada 4 horas durante un ciclo de 24 horas expuestas a los
diferentes niveles de radiacion UV-B y se congelaron en
nitrégeno liquido para su posterior analisis.

Extracciones enzimdticas

Se congelaron tallo y hojas en nitrégeno liquido y
se homogenizaron en tubos Eppendorf con buffer
fosfato 100 mM (pH 7.8), 2 mM EDTA y 1 % PVP
(polyvinylpyrrolidone). El homogenizado se centrifugd
a 14500 g x 10 min y se rescato el sobrenadante para las
determinaciones.

Antioxidantes hidrosolubles totales (TAS)

Muestras de tallo y hojas (0.1 g) fueron homogeneizadas
en tubos Eppendorf con nitrégeno liquido y extraidas

con buffer fosfato 100 mM (pH 7.4). El homogenizado
se centrifugé a 14500 g y se reservo el sobrenadante
para medir TAS. El método usado se basa en la habilidad
de los antioxidantes solubles presentes para inhibir la
oxidacion del 2,2¢-azino-di-[3-etilbenzotiazolin sulfonato]
(ABTS) a ABTS* por metmioglobina (Miller et al. 1993).
La reaccion se sigue en un espectrofotometro a 600 nm
(Calbiochem kit n°® 615700).

Actividad superoxido dismutasa total

La actividad SOD en el buffer de extraccion se determind
de acuerdo al método descrito por McCord & Fridovich
(1969) y modificado por Schoner & Krause (1990). Se
sigui6 la taza de reduccion de Ferrocitocromo C (Fc) a
550 nm. Una unidad SOD se define como la cantidad de
enzima necesaria para inhibir en un 50 % la reduccion del
Fc en un sistema enzimatico acoplado xantina-xantina
oxidasa a pH 7.8 y 25 °C.

Isoformas de SOD

Las isoenzimas SOD se determinaron de acuerdo a
Rao et al. (1996). Cantidades iguales de SOD (1 U)
fueron sometidas a electroforesis en geles nativos de
poliacrilamida al 12 % a 50 mV por cinco horas a 4 °C.
La identificaciéon de isoenzimas se realiz6 incubando los
geles con KCN 3 mM y 5 mM de H,0, por 30 min, antes
de tenir con NBT 2.5 mM por 25 min, seguido por una
incubacion de 30 min en una solucién de riboflavina 28
uM, TEMED 28 mM vy fosfato de potasio (pH 7.8), todo
en oscuridad. El revelado se lleva a cabo exponiendo los
geles en un transiluminador con luz visible por 15 min a
temperatura ambiente.

Anatomia foliar

Hojas de C. quitensis provenientes de la Antartida y
Los Andes fueron colectadas después de tres meses de
exposicion a alta radiacion UV-B (70.0 pW cm?) y bajo
condiciones de control (3.0 pyW cm?2) en camaras de
cultivo. Las muestras foliares cortadas en fragmentos de
3-4 mm se fijaron en formaldehido con alcohol-acido por
48 horas, y posteriormente depositadas en una bateria
de alcoholes de grado ascendente (hasta 100 %) y por
10 horas en terbutanol. Cuando las muestras estuvieron
deshidratadas se procedié a su inclusiéon en paraplast,
corte con microtomo y tincion con Fast-Green. Todas
las muestras fueron observadas y analizadas a través
de un microscopio optico confocal (Carl Zeiss, Axio
CSM 700). En tres cortes transversales de hojas de
cinco individuos de C. quitensis provenientes de ambos
origenes y sometidos a alta radiacién UV-B y control, se
midi6 el grosor del mesoéfilo, el espesor del parénquima
esponjoso y de empalizada. Adicionalmente, mediante un
calibre digital (Mitutoyo 0.001 mm) se midi6 el largo y
ancho foliar en tres hojas de los mismos cinco individuos
utilizados para las mediciones tisulares.

Peroxidacion de lipidos

Se midié contenido de Malondialdehido (MDA) por el
método basado en la reacciéon con Acido Tiobarbiturico
(Dhindsa et al. 1982). MDA es un indicador de la
peroxidacion de lipidos que dana membranas biologicas.
Se homogenizé 0.1 g de tejido foliar en 2 ml de TCA
0.1 % (p/v) y se centrifug6 el extracto a 12000 g. El
sobrenadante fue tratado con 400 ul de TCA 20 % y 0.5
% de acido tiobarbiturico. Se calenté la mezcla a 95 °C
por 30 min y se enfri6 en hielo. El contenido de MDA se
determiné midiendo la absorbancia a 586 nm.
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Determinacion de la eficiencia fotoquimica del PSII e
indice de fotoinactivacion (Phi)

Se midi6 el cambio en la eficiencia fotoquimica del PSII
mediante un fluorimetro modulado FMS2 (Hansatech)
a través de la razén F,/F,,. Se usaron hojas previamente
adaptadas a oscuridad por un periodo de 30 minutos a
las cuales se les aplic6 un pulso de luz saturante de 9000
pmol m?s! durante 0.8 s.

El indice de fotoinactivacion (Phi) se calculd segun
la formula: Phi = 1-(Fy/Fy) exp/ (Fy/Fpy) o donde (Fy/F,)
exp €8 la eficiencia fotoquimica del PSII en condiciones
experimentales y (F,/F,)« corresponde a los controles
respectivos (Larcher 2000).

Andlisis estadisticos

Los diferentes atributos morfolégicos foliares fueron
comparados mediante una analisis de varianza (ANOVA)
de dos vias, donde el origen (Antartico y Andino) y la
intensidad de la radiacion UV-B (3, 35 y 70 yW cm?)
fueron las variables independientes (Zar 1999). Las
variables fisiol6gicas y bioquimicas (actividad SOD total,
TAS, MDA y Fv/Fm) fueron comparadas a través de un
ANOVA de tres vias de mediciones repetidas a las 0, 12 y
24 horas del tratamiento.

Los factores fueron origen (Antartico y Andino),
temperatura (4 y 15 °C), radiacion UV-B (3, 35y 70 uyW

cm?). Cuando se registraron diferencias significativas
en los diferentes factores se realizé un test para
comparaciones multiples (Fisher-LSD). Previamente se
evalué la normalidad de los datos y la homogeneidad de
la varianza mediante los test Shapiro-Wilks y Bartlett,
respectivamente (Sokal & Rohlf 1995). Todos los analisis
fueron realizados con el software Statistica 6.0.

RESULTADOS
Antioxidantes solubles totales (TAS)

El ecotipo Andino present6 significativamente
mayores niveles en el contenido de
antioxidantes solubles totales (TAS) que el
ecotipo Antartico (Fy,4 = 13728.6; P < 0.0001).
Como resultado de la exposicion a radiacion
UV-B a 15 °C (Fig. 1B), en el ecotipo Antartico
se aprecio una baja de TAS de 20 % para la
intensidad media y de un 40 % para la intensidad
alta a 15 °C (Fisher-LSD, Fig. 1A). Para 4 °C
la disminucion en el ecotipo Antartico fue de
40 % para la intensidad media y de 60 % para
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Fig. 1: Antioxidantes solubles totales (TAS) en hojas de Colobanthus quitensis. Las plantas se expusieron a tres
intensidades de UV-B durante 24 horas. -O- plantas control (3.0 tW cm?); 0 UV-B (35.0 pW cm?); -A- UV-B (70.0
W cm?). (A) Ecotipo Antértico a 15 °Cy (B) 4 °C, (C) ecotipo Andinoa 15°Cya (D) 4°C.n=3

Total soluble antioxidants (TAS) in Colobanthus quitensis leaves. Plants were exposed to three intensities of UV-B for 24 hours
-O- control plants (3.0 yW cm?); - UV-B (35.0 pyW cm?); -A- UV-B (70.0 pyW cm2). (A) Antarctic ecotype at 15 °C and (B) 4 °C,
(C) Andean ecotype at 15 °C and (D) 4°C.n = 3.
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intensidad alta (Fisher-LSD, Fig. 1C). Para
ambas temperaturas, la menor concentracion
de TAS se alcanz6 cerca de las nueve horas
y se mantuvo hasta el final del tratamiento
(F379 = 26.0; P < 0.001; ver Fisher-LSD). En el
ecotipo Andino no se observaron diferencias
significativas entre tratamientos con UV-B a 4
°Cnia15°C (Fy =1.0; P=0.32; Fig. 1-By D).

Actividad e isoformas de SOD

La exposiciéon a intensidades de UV-B media
y alta indujo aumentos significativos de la
actividad SOD en todos los tratamientos (Fy o4
= 1287.4; P < 0.001). En el ecotipo Antartico
se produjo un aumento de actividad SOD
hasta cinco veces con respecto al nivel basal.
El maximo se alcanz6 a las nueve horas de
tratamiento para ambas temperaturas para
después descender paulatinamente hacia
el final del tratamiento a dos veces el nivel
basal (Fisher-LSD; Figs. 2A y 2C). El ecotipo
Andino, en cambio, presentdé su maximo a las
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seis horas de tratamiento para intensidad UV-B
media y alta a 4 °C y 15 °C, con una actividad
similar a la del ecotipo Antartico (Fisher-LSD;
Figs. 2B y 2D). También se observo que los
niveles basales en ambos ecotipos fueron
significativamente mayores a 4 °C que a 15 °C
para ambos ecotipos (F;q4 = 136.6; P < 0.001,;
Fig. 2).

Ambos ecotipos tratados a 3.0 yW cm? a
15 °C y 4 °C presentaron dos isoenzimas SOD:
una Mn-SOD y una Fe-SOD (Fig. 3A y 3B).
El ecotipo Andino expuesto a alta intensidad
UV-B mantuvo este perfil. Sin embargo, el
ecotipo Antartico expuesto a alta intensidad de
radiacién UV-B mostré una nueva isoenzima,
identificada como Cu/Zn-SOD (Figs. 3Ay 3B).

Anatomia foliar

Los individuos de C. quitensis expuestos
a altas intensidades de radiacion UV-B
presentaron hojas de menor longitud en
comparacion a aquellos expuestos al
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Fig. 2: Actividad Superéxido Dismutasa (SOD) en hojas de Colobanthus quitensis. Las plantas se expusieron a
tres intensidades de UV-B durante 24 horas. -0 plantas control (3.0 yW cm?); -0 UV-B (35.0 pW cm?); -+ UV-B
(70.0 pW cm?). (A) Ecotipo Antartico a 15 °Cy (B) 4 °C, (C) ecotipo Andinoa 15°Cya (D) 4°C.n =3.

Total Superoxide Dismutase (SOD) activity in Colobanthus quitensis leaves. Plants were exposed to three intensities of UV-B for
24 -+ control plants (3.0 yW cm?); -0- UV-B (35.0 yW cm?); -+ UV-B (70.0 pW cm2). (A) Antarctic ecotype at 15 °C and (B) 4

°C, (C) Andean ecotype at 15°C and (D) 4°C.n=3.
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tratamiento control (Tablas 1 y 2). Por otro
lado, aquellos individuos provenientes de Los
Andes presentaron hojas de mayor longitud
en comparacién a aquellos provenientes
de la Antartica (Tablas 1 y 2). De manera
similar, el ancho foliar también fue afectado
significativamente bajo la exposicion a radiacion
UV-B en individuos de C. quitensis de ambos
origenes, siendo aquellos provenientes de Los
Andes los que presentaron la mayor reduccion
del ancho foliar (Tablas 1y 2).

El espesor del mesdfilo fue
significativamente mayor en aquellos
individuos de C. quitensis provenientes de
la Antartica en comparacién a aquellos de
Los Andes (Tablas 1 y 2). Por otro lado el
espesor del mesoéfilo aumenté de manera
significativa en los individuos de C. quitensis
que fueron expuestos a altas intensidades
de radiacion UV-B en comparacion a los
controles (Tabla 1). El grosor del parénquima
esponjoso fue significativamente mayor en
los individuos provenientes de la Antartica
que en aquellos provenientes de Los Andes
(Tablas 1 y 2). Adicionalmente, la exposicion
a altas intensidades de radiacion UV-B indujo
un aumento significativo en el grosor del
parénquima esponjoso en comparacion al
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control (Tablas 1y 2). El grosor del parénquima
de empalizada fue significativamente mayor
en aquellos individuos provenientes de la
Antartica en comparacién a sus coespecificos
provenientes de Los Andes (Tablas 1y 2). Por
otro lado, el tratamiento de radiacién UV-B no
afect6 el grosor del parénquima de empalizada
en comparacion al control (Tablas 1y 2).

Peroxidacion de lipidos (MDA)

El ecotipo Antartico a 15 °C mostré un aumento
sostenido en los niveles de malondialdehido
(MDA) para los tratamientos con radiacion
UV-B media y alta, alcanzando 3.8 veces el
nivel basal hacia el final del tratamiento con
intensidad alta y 3.5 veces para intensidad
media (Fgoy = 7.31; P < 0.001; Fig. 4A). El
ecotipo Andino mostré6 un aumento similar
de MDA a intensidades media y alta con
respecto al control alcanzando niveles dos veces
mayores a los basales que se sostienen a lo
largo del experimento sin mostrar diferencias
significativas entre intensidades de radiacion
(Fy94 = 3.53; P < 0.005; Fig. 4B). A 4 °C el
ecotipo Antartico mostré un aumento de
alrededor de dos veces el nivel basal, sin
mostrar diferencias significativas entre las
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Fig. 3: Patrones de isoenzimas de Superdxido Dismutasa (SOD) en hojas de Colobanthus quitensis. Las plantas
se expusieron a 70 (UW cm-2) durante 24 horas. Las bandas blancas corresponden a las isoenzimas SOD que
fueron identificadas por ensayos de inhibicion especificos con KCN y H,0,. Cada carril fue cargado con una uni-
dad de SOD en cada carril. La electroforesis fue realizada en un gel nativo de poliacrilamida al 12 % y corrida por
6 horas a 4 °C. (C) Plantas controles sin UV-B, (T) plantas irradiadas 70 pW cm-2.

Superoxide dismutase isozyme pattern in Colobanthus quitensis leaves. Plants were exposed to (70.0 yW cm?) for 24 hours
White bands correspond to SOD isozymes that were identified by specific inhibition assays with KCN and hydrogen peroxide;
one unit of SOD was loaded in each lane. Electrophoresis was performed in a 12 % native polyacrylamide gel for 6 h at 4 °C. (C)
control plants without UV-B and (T) plants exposed to 70 pW cm? .
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TABLA 1
Variacion en la anatomia foliar (+ DE) de Colobanthus quitensis provenientes de la Antartica y Los
Andes, expuestos durante tres meses a radiaciéon UV-B (70.0 yW cm?) y condicion control.

Variation in leaf anatomy (+ SD) of Colobanthus quitensis from Antarctic and Los Andes, exposed during three months
to UV-B radiation (70.0 yW cm™) and control conditions.

Antartico UV-B Aéltértico Andino UV-B Andino Control
ontrol
Ancho foliar (mm) 1.002 + 0.04 1.302 +0.1 0.868 + 0.09 1.012 + 0.04
Largo foliar (mm) 8.575+ 0.6 13.675 £ 1.1 13.55+14 19.55 £ 0.7
Grosor mesofilo (um) 496.8 + 10.1 455+ 20.3 414.2 + 13.6 395.6 +11.8
Parénquima esponjoso (um) 321.2+5.2 299.6 + 9.3 247.8 £9.7 229.8 + 10.5
Grosor Parénquima (um) 194 + 8.0 186 + 5.7 162.4 +10.5 153.6 + 16.5
TABLA 2

Analisis estadistico de la variacion de la anatomia foliar en Colobanthus quitensis provenientes de la
Antartica y Los Andes, expuestos a radiacion UV-B y condicion control.

Statistical analysis of the variation in leaf anatomy in Colobanthus quitensis individuals from Antarctic and Los Andes
origins exposed to UV-B radiation and control conditions.

Atributo gl F P

Largo foliar (mm)

Origen (O) 1,16 120.3 0.001
Tratamiento (T) 1,16 132.3 0.001
OxT 1,16 0.01 0.903

Ancho foliar (mm)

Origen (O) 1,16 39.9 0.001
Tratamiento (T) 1,16 43.7 0.001
OxT 1,16 5.4 0.003

Grosor mesofilo (um)

Origen (O) 1,16 119.6 0.001
Tratamiento (T) 1,16 21.6 0.001
OxT 1,16 3.2 0.092

Parénquima esponjoso (um)

Origen (O) 1,16 3175 0.001
Tratamiento (T) 1,16 24.3 0.001
OxT 1,16 0.20 0.660

Grosor Parénquima (um)

Origen (O) 1,16 42.5 0.001
Tratamiento (T) 1,16 2.9 0.106
OxT 1,16 0.01 0.936
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Fig. 4: Malondialdehido (MDA) en hojas de Colobanthus quitensis. Las plantas se expusieron a tres intensidades
de UV-B durante 24 horas. -o- plantas control (3.0 tW cm?); - UV-B (35.0 pW cm?); -A- UV-B (70.0 yW cm?).
(A) Ecotipo Antartico a 15 °Cy (B) 4 °C, (C) ecotipo Andinoa 15°Cy (D) 4°C.n=3.

Malondialdehyde (MDA) in Colobanthus quitensis leaves. Plants were exposed to three intensities of UV-B for 24 -0- control
plants (3.0 yW cm2); -0- UV-B (35.0 pW cm?); -A- UV-B (70.0 yW cm2). (A) Antarctic ecotype at 15 °C and (B) 4 °C, (C) Andean

ecotype at 15°C and (D) 4°C.n=3.

respuesta a radiacion UV-B de mediana y alta
intensidad (Fy,4 = 3.53; P < 0.005; Fig. 4A).
Para los ensayos a 4 °C también se observo
un incremento significativo en los niveles de
MDA para los controles sin UV-B en el ecotipo
Antartico (Fy 4 = 12.96; P < 0.005; Fig. 4-Ay C).

Eficiencia fotoquimica del PSII (Fv/Fm) e indice
de fotoinactivacion (Phi)

C. quitensis sometida a intensidad de radiacién
UV-B media y alta reporté un descenso del
parametro Fv/ Fm en ambos ecotipos a 4
°C. En el ecotipo Antartico la disminucién
de Fv/Fm fue de un 10 % y 18 % para las
intensidades media y alta, alcanzando este valor
a las 36 horas de radiacion continua (Fig. 5A).
Pasadas 12 horas, en ausencia de radiacién
UV-B, se recuperé el 100 % de la eficiencia
fotoquimica. En el ecotipo Andino hubo una
leve disminucion de Fv/Fm que alcanzé el 8%

del valor inicial a las 36 horas en las plantas
tratadas con UV-B de alta intensidad (Fig.
5B). A mediana intensidad de radiacién UV-B
se mostré una baja de 3 % que permanecio
constante desde las 18 horas. Después de
12 horas en ausencia de radiacion UV-B se
recuperaron los niveles iniciales de eficiencia
fotoquimica del PSII en todas las plantas
tratadas.

Al comparar los indices de fotoinactivaciéon
(Phi) de ambos ecotipos a intensidad media y
alta de UV-B a 4 °C se observd que el ecotipo
antartico tratado con UV-B de alta intensidad es
el unico que se fotoinactivd significativamente.
La fotoinactivacion del ecotipo Andino es
similar en los dos tratamientos (Fig. 6).

DISCUSION

El ecotipo Andino presenté mayores niveles
de antioxidantes solubles totales (TAS) siendo



428 NAVARRETE-GALLEGOS ET AL.

0 12 24 36 48

Tiempo (horas)

Fig. 5: Eficiencia fotoquimica del PSII (Fv/Fm) en hojas de Colobanthus quitensis. Las plantas se expusieron a
dos intensidades de UV-B durante 36 horas seguidas de 12 horas de recuperacion. 0 UV-B (35.0 tW cm?); -A-
UV-B (70.0 yW cm2). (A) Ecotipo Antértico a 4 °C, (B) ecotipo Andino a 4 °C.n = 3.

PSII photochemical efficiency (Fv/Fm) in Colobanthus quitensis leaves. Plants were exposed to two intensities of UV-B for 24
hours followed by 12 hours of recovery. -0 UV-B (r35.0 yW cm?); -A- UV-B (70.0 uW c¢cm?). (A) Antarctic ecotype at 4 °C, (B)

Andean ecotype at 4 °C. n = 3.

capaz de mantenerlos constantes durante los
tratamientos con radiacion UV-B media y alta,
mientras que el ecotipo Antartico bajé hasta
60% su contenido de antioxidantes (Fig. 1). Este
descenso probablemente se relaciona con un
mayor nivel de radicales libres inducidos a alta
UV-B, los cuales oxidan en mayor proporcion
el contenido de antioxidantes solubles. Estos
resultados sugeririan que el ecotipo Andino
presenta una mayor capacidad de mantener
su homeostasis redox y/o una mayor tasa de
recambio en sus mecanismos antioxidantes
que el ecotipo Antartico frente a la radiacion
UV-B. Estudios en ambos ecotipos frente a
otros factores ambientales generadores de
estrés oxidativo muestran que los niveles de
TAS se mantienen elevados o decaen levemente
confirmando la capacidad de esta especie para
mantener una elevada capacidad antioxidante
(Perez-Torres et al. 2004). El efecto de la
temperatura sobre la respuesta antioxidante
total al UV-B se observa en forma similar para
ambos ecotipos. La baja temperatura disminuye
la capacidad antioxidante en los tratamientos
mas severos de UV-B en ambos ecotipos
(Fig. 1). Este resultado es consistente con la
fotoinactivacion del PSII observada solo a baja
temperatura (Fig. 5).

La exposicion de C. quitensis por 24 horas
a alta y mediana intensidad UV-B genero
aumentos significativos y transitorios de
la actividad SOD, los cuales terminan por

estabilizarse hacia el final de los tratamientos
en aproximadamente el doble de los valores
basales. Cabe destacar que SOD en el ecotipo
Andino alcanza su maximo en seis horas,
comparados con las 48 horas de A. thaliana
(Rao et al. 1996). Esto sugiere que el ecotipo
Andino esta particularmente capacitado para
responder con su maquinaria enzimatica con
rapidez frente al incremento de radiaciéon UV-B.

En C. quitensis se ha descrito tres isoformas
de SOD, dos Fe-SOD y una MnSOD (Pérez-
Torres et al. 2004). El estudio de expresion
de isoformas de SOD en este trabajo arrojo
la aparicion de Cu/Zn-SOD en el ecotipo
Antartico. Esta isoforma no habia sido
detectada anteriormente en los ecotipos de
C. quitensis cuando fueron sometido a alta
intensidad luminica y aclimatacion al frio
(Vera 2003, Pérez-Torres et al. 2004) por lo
que su aparicion es atribuible a una respuesta
inducida especificamente por el UV-B. Cabe
notar que las isoformas de SOD estan asociadas
con organelos especificos: Mn-SOD con la
mitocondria, la Fe-SOD con el cloroplasto y Cu/
Zn-SOD con apoplasto, citosol y cloroplastos
(Tsang et al. 1991, Karpinska et al. 2001,
Radyukina et al. 2011). Existe evidencia de la
expresion diferencial de las distintas isoformas
SOD segun la fuente de estrés oxidativo
(Alscher et al. 2002, Kataria et al. 2007) y la
isoforma Cu/Zn-SOD ha sido anteriormente
reportada como inducible por UV-B en Lemma
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Fig. 6: Variacion en el decaimiento fotosintético (Phi) en hojas de Colobanthus quitensis a 4 °C. Se expusieron
dos grupos de cada ecotipo a dos diferentes intensidades de UV-B. (UV Medio) plantas tratadas con mediana
intensidad de UV-B (35.0 yW c¢cm2); (UV Alto) plantas tratadas con alta intensidad de UV-B (70.0 tW cm?). Cada
barra representa la media de tres mediciones y las barras de error al EE.

Photosynthetic decline (Phi) in Colobanthus quitensis leaves. Two ecotypes were exposed to two different plant UV-B inten-
sities. (UV Medio) Plants treated with medium intensity of UV-B (35.0 yW cm?), (UV Alto) plants treated with high intensity
UV-B (70.0 uyW cm2). Each bar represents the mean of three measurements and the error bars to the SE.

gibba y A. thaliana (Rao et al. 1996, Babu et al.
2003). La expresion diferencial de Cu/Zn-SOD
seria consistente con su papel como defensa
frente a la radiaciéon UV-B, puesto que permite
responder a la generacion de EAOs de manera
ubicua y no solo en los organelos asociados a la
fotosintesis y respiracion.

Es destacable que el descenso de la
actividad SOD con el tiempo de exposicion es
por un lado consistente con el posible aumento
de especies reactivas y con ello disminucion
del contenido de antioxidantes solubles. Sin
embargo, parece inconsistente encontrar una
mayor actividad SOD en el ecotipo Antartico.
Esto posiblemente se explica por la mayor
proporciéon de Fe-SOD presente en el ecotipo
Andino (Fig. 3). Esta isoforma presenta mayor
sensibilidad a peroxido de hidrégeno (Rao
et al. 1996), una forma reactiva del oxigeno
comunmente acumulada en plantas expuestas
a altos niveles de UV-B a nivel de hojas y en
diversos tipos celulares (Wang et al. 2010,
Fedina et al. 2010). Por lo tanto, la presencia de
una Cu/Zn-SOD en el ecotipo Antartico podria
explicar que la actividad SOD total registrada
en el mismo sea mayor y se mantenga por mas
tiempo durante el tratamiento severo de UV-B.

No obstante ser causantes de estrés
oxidativo, a baja concentracion las EAOs
constituyen parte del proceso de transduccion
de senales asociadas a la aclimataciéon al
estrés ambiental (Zhou et al. 2007, Poage et al.
2011). Considerando el rol dual de las EAOs,
la mantencién de su homeostasis celular
constituye una propiedad muy importante de
las plantas sometidas a estrés ambiental y esta
directamente relacionada con su capacidad
antioxidante (Dat et al. 2000, Liitz 2010). C.
quitensis habita en regiones con episodios
propicios para la generacion de EAOs: alta
radiacion PAR, UV-B y baja temperatura.
Una elevada capacidad antioxidante seria
determinante en la capacidad de esta planta
de sobrevivir en ambientes propicios para la
generacion de estrés oxidativo (Xiong et al.
1999, Bravo et al. 2001).

Morfolégicamente, ambos ecotipos
mostraron ser plasticos, es decir, ambos
ecotipos modificaron su anatomia foliar
de manera consistente con una posible
disminucion de los efectos negativos de la
exposicion a alta radiacion UV-B. En ambos
ecotipos se evidencié una disminucién tanto
en el largo como en el ancho foliar, sugiriendo
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que una condiciéon de alta radiacién UV-B
induce un menor crecimiento en estos organos.
Por ejemplo, Hofmann & Campbell (2011)
mostraron que la especie Trifolium repens
sometida a un aumento en la radiacion UV-B
presenta un menor tamano foliar y un menor
numero de hojas, esto también se ha observado
en Arabidopsis thaliana, lo que se ha asociado
a un efecto sobre la expansiéon celular en
los estados iniciales del desarrollo de la
hoja (Hectors et al. 2007). Adicionalmente,
el grosor tanto del mesé6filo como del
parénquima esponjoso y de empalizada fue
significativamente mayor en los individuos
de ambos ecotipos de C. quitensis bajo una
condiciéon de alta radiacion UV-B. Este efecto
ha sido demostrado con anterioridad (Newsham
& Robinson 2009) y ha sido sugerido como
una estrategia que presentan las plantas para
aumentar la barrera mecanica a los rayos
UV, evitando danos al aparato fotosintético
(Basiouny et al. 1978, Hideg 2002). El hecho
que el ecotipo Antartico presente un grosor
del parénquima esponjoso y en empalizada
significativamente mayor independientemente
del tratamiento de UV-B (Tabla 1 y 2), sugiere
que dicho ecotipo posee una proteccion
estructural que podria relacionarse con la
menor capacidad de respuesta bioquimica
(TAS, SOD) que manifiesta el ecotipo Antartico
frente a los tratamientos de UV-B.

Las mediciones del dano por estrés
oxidativo, tanto a nivel de membranas (MDA),
como de aparato fotosintético (Fv/Fm, Phi),
muestran un menor dafio en el ecotipo Andino
que en el Antartico, el cual a 15 °C muestra
el maximo de dano a membranas (Fig. 4).
Los niveles de MDA en ambos ecotipos no
muestran diferencias significativas atribuibles al
origen o temperatura.

Es interesante destacar que en el ecotipo
Antartico, el dafo a nivel de membranas y el
observado a nivel del aparato fotosintético
responden diferencialmente a la temperatura.
El decaimiento fotosintético fue mayor a baja
temperatura, mientras que la peroxidacion
lipidica ocurrié con mayor intensidad a 15 °C.
Esto probablemente se relacione con que el
efecto del UV-B sobre la peroxidacion lipidica
es una reaccion en cadena dependiente de
la temperatura, es decir, la baja temperatura
no congelante estabilizaria las membranas,
mientras que a nivel del aparato fotosintético

la radiacion UV-B puede interferir a nivel
algunos componentes del transporte de
electrones tales como: quinonas, complejo de
manganesos asociado al complejo hidrolitico
del agua (Jansen et al. 1998), manteniendo
la capacidad fotofisica de capturar energia
luminica. Esto provocaria un aumento de
la presion de excitacion del PSII con la
consiguiente fotoinhibicién, especialmente en
hojas adaptadas a condiciones luminicas menos
intensas, tales como en el ecotipo Antartico
(Bravo et al. 2007).

La mayor fotoinactivacion (Phi) que sufre
el ecotipo Antartico producto del tratamiento
UV-B también se relaciona con que estos
ecotipos poseen estrategias fotoprotectoras
distintas. Mientras el ecotipo Andino favorece
una evasion de la absorcion luminica y su
posterior disipacion del exceso de energia
absorbida en forma de calor, el ecotipo
Antartico maximiza la captura y la utilizacion
fotoquimica de la energia (Bravo et al. 2007,
Bascunan-Godoy et al. 2010) con lo cual
el efecto del UV-B sobre los componentes
asociados al transporte de electrones del
PSII pueden ser mas severos (Jansen et al.
1998). No obstante lo anterior, los niveles
de Fv/Fm observados en ambos ecotipos
no denotan un dano permanente al PSII, lo
que queda demostrado por la recuperacion
de los valores iniciales de Fv/Fm pasadas
12 horas en ausencia de radiacién UV-B,
sugiriendo que el descenso de la eficiencia
fotoquimica maxima se trata de una respuesta
regulatoria que permite disminuir el exceso
de energia absorbido, limitando el potencial
dano al aparato fotosintético. Las variaciones
de Fv/Fm observadas son consistentes con
variaciones estacionales medidas en terreno
en ambos ecotipos, lo que refuerza la idea que
no se debiera atribuir a un dano importante
del aparato fotosintético y que estaria dentro
de los rangos normales de sobrevivencia de la
especie en su habitat natural (Casanova-Katny
2006, Xiong et al. 1999). Asimismo, nuestros
resultados muestran que el ecotipo Andino
presenta menos dano a nivel de membranas y
del aparato fotosintético.

Estos resultados confirman nuestra
hipétesis: el ecotipo Andino presenta una
respuesta antioxidante mas efectiva contra
el UV-B que el ecotipo Antartico, dado
que sufre menos dafio en sus membranas,
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conserva una mayor reserva de antioxidantes
totales, responde mas rapido aumentando
su contenido de SOD y muestra un menor
grado de fotoinactivacién en concordancia con
los niveles de radiacion UV-B al cual estan
expuestos ambos ecotipos en sus respectivos
habitats. No obstante, el ecotipo antartico
muestra una tolerancia a niveles radiaciéon
UV-B que superan mas de diez veces los niveles
normales en su habitat, permitiendo afirmar
que los aumentos de radiacion generados por
el adelgazamiento de la capa de ozono en la
Antartida no afectarian negativamente a las
poblaciones de este ecotipo. Los resultados,
ademas confirman la diferenciacién ecotipica
entre las poblaciones de C. quitensis estudiadas,
propuesta por Gianoli et al. (2004), dado que a
pesar del extenso periodo bajo condiciones de
jardin comdn ambas procedencias mostraron
respuestas fisioldgicas bioquimicas y
morfologicas claramente diferentes.
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