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1.- DESCRIPCION DEL PROPOSITO Y LA NECESIDAD DE LA ACTIVIDAD PROPUESTA

Deschampsia antarctica Desv. es la única gramínea que ha colonizado la Antártica marítima en forma natural, su capacidad para resistir las condiciones ambientales adversas, típicas de la zona, han permitido a esta planta ser un valioso modelo de estudio de los mecanismos que le confieren su capacidad de tolerar el congelamiento. En los últimos años, se han llevado a cabo estudios bioquímicos, fisiológicos y, más recientemente, moleculares, durante el proceso de aclimatación al frío en condiciones de laboratorio. Sin embargo, estos últimos no han podido ser estudiados en su hábitat.

Este proyecto postula que en condiciones de laboratorio los genes de D. antarctica que se inducen por exposición a bajas temperaturas, se expresan en forma constitutiva en condiciones naturales (verano antártico), junto a otro grupo de genes asociados con la respuesta a alta intensidad luminosa y UV.

La correlación de los mecanismos que van desde la expresión génica, la presencia de compuestos relacionados con la tolerancia al frío, intensidad luminosa y composición espectral, hasta lo cambios que pueden presentar eventos fisiológicos tan importantes como la fotosíntesis, en condiciones de laboratorio y naturales, permitirá contribuir al conocimiento que se tiene de esta planta modelo. Estas investigaciones contribuirán al diseño de estrategias para conferir a plantas cultivables y maderables, la capacidad de resistir bajas temperaturas y otras condiciones relacionadas con deshidratación.

( El proyecto contempla los siguientes objetivos:
General: 

· Comparar la expresión de los genes inducidos de D. antarctica durante la aclimatación al frío en laboratorio, con la expresión génica de esta planta en condiciones naturales (verano antártico).

Específicos:
· Analizar la expresión temporal y tejido específico de los genes de D. antarctica, durante el verano antártico.

· Estudiar el efecto de la radiación UV sobre los mecanismos antioxidantes y disipadores de energía en D. antarctica.

· Obtener registros de los factores ambientales.

· Analizar comparativamente la expresión de los genes obtenidos en condiciones de laboratorio y naturales.

2.-DESCRIPCION DE LA ACTIVIDAD PROPUESTA 

Se realizarán estudios comparativos de los parámetros moleculares y fisiológicos que caracterizan los diferentes mecanismos, en condiciones de laboratorio y naturales. Entre ellos se pueden mencionar estudios de fotosíntesis y fluorescencia, análisis de pigmentos y flavonoides, antioxidantes solubles totales y enzimas antioxidantes, así como estudios de expresión génica, temporal y tejido específico, mediante análisis por Northern blot y expresión diferencial, utilizando una biblioteca substractiva de cDNAs, obtenidos en condiciones naturales.

( Descripción de las actividades del Proyecto:
· Se realizarán extracciones de RNA en muestras de hojas y coronas de plantas, previamente congeladas en nitrógeno líquido.

· Se determinarán fisiológicamente grupos de plantas, respecto a fotosíntesis y fluorescencia, pigmentos y flavonoides, antioxidantes solubles totales y enzimas antioxidantes.

· Se realizará un análisis de la expresión temporal y tejido específica de los genes de D. antarctica durante el verano antártico.

· Se realizará la secuenciación y análisis de los cDNAs diferenciales.

· Se elaborará una biblioteca substractiva con cDNAs.

· Se registrarán las variables ambientales.

( Las metodologías aplicadas se indican a continuación:
1. Extracción de RNA: Se tomarán entre 50 y 100 mg de muestras de tejidos vegetales, en intervalos representativos a los cambios ambientales (3-4 veces al día). Las muestras se congelarán en nitrógeno líquido y se procesarán utilizando la solución Chomczynski con fenol ácido para extraer el RNA. La integridad del RNA se evaluará mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%.

2. Determinaciones fisiológicas:

Fotosíntesis y Fluorescencia: Para determinar curvas diurnas de asimilación de CO2 y la fotosíntesis neta, se utilizará un medidor portátil de fotosíntesis, dotado de una cubeta para medición y control de temperatura. Se determinarán la eficiencia cuántica, los apagamientos fotoquímico y no fotoquímico, utilizando un fluorímetro modulado MFS. Para ambas determinaciones se seguirá la metodología indicada por Xiong et al. El tamaño de los complejos antena y su densidad será estimado midiendo las curvas polifásicas de fluorescencia de la clorofila, con la ayuda de un fluorímetro PEA, siguiendo la metodología de Strasser y Strasser.

Pigmentos y flavonoides: Para cuantificar las clorofilas a y b y los carotenoides totales, se analizarán extractos etanólicos de acuerdo al método de Lichtenthaler y Wellburn. La absorción UV-B de extractos metanólicos de hojas se realizará utilizando un soxlet. La presencia de flavonoides será determinada separando los compuestos por cromatografía en papel y usando el revelado químico específico determinado por Mabry et al. Los compuestos mayoritarios serán identificados por espectrometría de masas.

Antioxidantes solubles totales: La actividad antioxidante total será determinada usando un kit, mientras que espectrofotométricamente se determinará el contenido de ascorbato, siguiendo a Mishra et al.; el de α-tocoferol por HPLC, de acuerdo a lo indicado por Spychalla y Desborough, y el de glutatión, de acuerdo a Madamanchi et al.

Enzimas antioxidantes: Se obtendrán extractos a partir de dializados de fracciones precipitadas por 90% de saturación de sulfato de amonio, los que permitirán medir la actividad enzimática SOD, siguiendo a Kirby y Fridovich; la GR, de acuerdo a Rao, y la actividad APX, según Schickler y Caspi. Las isoenzimas de cada una de ellas de determinará usando geles nativos, siguiendo a Rao et al.

3. Análisis de la expresión temporal y tejido específica de los genes: La expresión de los genes inducidos durante el proceso de aclimatación al frío en condiciones de laboratorio, será evaluada mediante un análisis de Northern blot. Los genes de interés serán marcados por un iniciador al azar, se acuerdo al marcaje Prime-A-gene. Se realizarán hibridaciones a alta astringencia con un tampón fosfato. Por último, los niveles de expresión serán correlacionados considerando las variaciones en los parámetros ambientales medidos durante la toma de muestra.

4. Secuenciación y análisis de cDNAs: Los cDNAs diferenciales (en condición natural) se secuenciarán en el sistema automático ABI310 Perkin Elmer, en la Universidad de Concepción. El análisis de la secuencia se realizará mediante una comparación con los de la base de datos BLASTA.

5. Biblioteca substractiva: Se realizará según la metodología de Ausubel et al. Los cDNAs obtenidos a partir de los RNAs extraídos en condiciones naturales, se hibridarán con la biblioteca construida en el proyecto FONDECyT 1000610, sobre la base del uso de PCR para amplificar DNA, luego de substracciones, lo que permite trabajar con pequeñas cantidades de muestras para alcanzar una población óptima de genes expresados diferencialmente. El cDNA obtenido en condiciones naturales se hibrida en presencia de un exceso de cDNA de la biblioteca. Luego, son marcados radiactivamente y biotinilados. Los híbridos, así como los DNAs marcados con biotina, son eliminados por adición de estreptavidina y extracción con fenol/cloroformo, aislando los cDNAs de la población en condiciones naturales, los que posteriormente son ligados a un vector, construyendo así la biblioteca substractiva con los genes expresados diferencialmente.

6. Registro de variables ambientales: Se utilizará una estación microclimática de registro automático (datalogger), midiendo temperatura del aire y suelo y la radiación en el sitio de estudio. Se determinará un grupo de plantas a las cuales se les bloqueará la radiación UV, con un filtro de poliéster. 

( Area de Trabajo: Península Coppermine, isla Robert, Archipiélago de las Shetland del Sur (62°22'S; 59°39'W). 

( Período: Enero a febrero de 2002.

( Número de personas que trabajarán en terreno: Tres investigadores.

3.- CATEGORIA DE MANEJO DEL AREA

El área de estudio corresponde a la Zona Especialmente Protegida (ZEP) Nº16, que corresponde a península Coppermine, isla Robert. Esta designación le fue otorgada en consideración a su gran diversidad biológica, en la que tienen importancia tanto la vegetación como la variedad de fauna terrestre y marina.

4.- DESARROLLO DE OTROS PROYECTOS EN EL AREA

En el área se desarrollará paralelamente, durante la temporada 2001-2002, el proyecto INACH 12-98, Caracterización de las respuestas de D. antarctica a las variaciones de luz, temperatura y disponibilidad hídrica, que ocurren durante el verano antártico. Además, un grupo de tres logísticos realizarán actividades de mantención y operación de la base Risopatrón.

5.- EFECTOS ASOCIADOS A LAS ACTIVIDADES DEL PROYECTO 

Efectos generados por el proyecto



(
Aire/Descarga

Emisiones
Polvo
Desechos líquidos
Desechos sólidos
Derrames combustible
Ruido
Perturbación de organismos  vivos


Introducción 

de especies
Relocalización

de  muestras
Movimiento de sedimentos
Acciones mecánicas sobre el sustrato
Calor
Modificación del paisaje

(
Actividades















X
Recolección  de flora







X

X
X




X
Experimentación con flora



X
X




X






Captura y sacrificio de fauna
















Manipulación de fauna
















Experimentación con fauna
















Recolección  de rocas/sedimento/hielo/nieve















X
Uso de compuestos químicos



X
X











Uso de explosivos















X
Uso de generadores


X



X
X




X



Uso de avión/ helicóptero para toma de muestras o registro de datos
















Uso de Buque/bote para toma de muestras o registro de datos
















Uso de vehículo para toma de muestras o registro de datos















X
Desplazamiento peatonal  para toma de muestras o registro de datos






X
X



X




Campamentos e instalaciones transitorias















X
Almacenamiento de combustible



X












Construcción de infraestructura















6.- IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION DE LOS IMPACTOS ASOCIADOS AL PROYECTO

Los impactos tendrán un carácter de bajos a mínimos, principalmente en lo que respecta al tránsito de los investigadores por diferentes lugares de la isla en búsqueda de muestras para realizar los análisis correspondientes. Se recolectará un número de muestras mínimo necesario para realizar los estudios propuestos

7.- IMPACTOS ACUMULATIVOS ASOCIADOS AL PROYECTO 

Las plantas a analizar serán recolectadas en diferentes sitios, de manera de no sobrecargar la extracción a una colonia determinada, por tanto, esta actividad no se considera como un impacto acumulativo. El único impacto generado que podría alcanzar esta consideración, corresponde al tránsito de los investigadores por las diferentes zonas del SEIC en busca de muestras y en las cercanías de la base Risopatrón. 

8.-  IMPACTOS NEGATIVOS ASOCIADOS AL PROYECTO

Como el número de plantas recolectadas en las diferentes colonias corresponderá al mínimo necesario, se considera que el desarrollo de este proyecto no producirá impactos negativos. El impacto provocado por la presencia humana en el sitio podría considerarse como un impacto negativo. Sin embargo, se han tomado todas las medidas necesarias para disminuirlo. Por otra parte, los productos químicos que serán utilizados para los análisis incluidos en este estudio no serán vertidos al medio ambiente, ya que una vez utilizados, se almacenarán en contenedores apropiados, para luego ser retirados del área.

9.- PROCEDIMIENTOS ALTERNATIVOS 

El proyecto no cuenta con procedimientos alternativos. Sin embargo, se intentará minimizar al máximo cualquier potencial impacto sobre el área. 

10.- MEDIDAS DE MITIGACION QUE MINIMICEN LOS IMPACTOS IDENTIFICADOS

Las muestras recolectadas corresponderán al mínimo necesario requerido para el estudio. Por otra parte, respecto al desplazamiento de los investigadores en el área, se realizará utilizando las rutas ya establecidas, en la medida de las posibilidades, tomando la precaución de no transitar por sitios cubiertos por musgos y líquenes o cercanos a colonias de aves o mamíferos marinos. Durante el trabajo de laboratorio y la permanencia en la base Risopatrón, se tendrá especial cuidado en almacenar apropiadamente los residuos generados y luego retirarlos del área.

11.- PROCEDIMIENTOS PARA LA  ELIMINACION DE LOS RESIDUOS GENERADOS POR EL PROYECTO

Tipo  de Eliminación

(
Tipo de Desecho
Incineración
Vertido al mar
Almacenamiento en Sacos o tambores
Retirados  del área (buque o vía aérea)

X
Desechos líquidos de laboratorio


X
X

X
Desechos químicos


X
X

X
Desechos de laboratorio (humano y/o animal)


X
X

X
Material de laboratorio contaminado


X
X


Aguas residuales

X



X
Desechos líquidos domésticos



X

X
Desechos sólidos orgánicos


X
X

X
Desechos sólidos inorgánicos


X
X

X
Combustibles


X
X

X
Lubricantes


X
X

X
Desechos plásticos


X
X


Desechos radiactivos






Otros (indicar)





12.- FUENTES DE INFORMACION
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d)
Protocolo de Madrid. Protocolo al Tratado Antártico sobre Protección del Medio Ambiente. Boletín del SCAR Nº 11, julio de 1993.   

13.- CONCLUSIONES

Tomando en consideración los siguientes aspectos:

1. Es un proyecto de carácter estacional, cuya duración no excederá el mes de trabajo en terreno.

2. La extracción de muestras corresponderá al mínimo necesario para el desarrollo de los análisis de laboratorio.

3. Se seguirán en rigor las medidas señaladas en el Plan de Gestión correspondiente,

Se concluye que este proyecto presenta un impacto menor que mínimo o transitorio, por lo que puede ser desarrollado sin dilación según lo señalado en el Anexo I (Art. 2) del Protocolo de Madrid. 

Dra. Ana Gutiérrez M.

Fac. Cs. Agropecuarias y Forestales

Universidad de la Frontera
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