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INTRODUCCION

Todos los organismos vivos estan expuestos a diferentes tipos de estreses, los
cuales pueden ser originados por la actividad del hombre o causas naturales
como la contaminacion del aire, sequia, temperatura, intensidad luminosa y
limitaciones nutricionales. Debido a que las plantas poseen limitados
mecanismos para evitar el estrés, estas han desarrollado flexibles vias para
adaptarse a los cambios medioambientales (Zhu, 2001).

La salinidad de los suelos precede al origen de la civilizacion humana y
continua siendo en la actualidad el mayor estrés abidtico que perjudica la
productividad y calidad de las cosechas. Aproximadamente el 20% del area
cultivada a nivel mundial y cerca de la mitad de las tierras irrigadas son
afectadas por este factor. Zonas extensas como en California
(aproximadamente la mitad del area de cultivo esta afectada por la salinidad),
Pakistan, la cuenca mediterranea, Australia y el sur de Asia (Malik et al., 1986).
Dicho fenbmeno tiende a aumentar en los suelos de regadio, por el inevitable
aporte de sales minerales disueltas en las aguas utilizadas con este fin.

Hasta la fecha han sido numerosos los estudios realizados para dilucidar las
implicaciones a nivel molecular y los mecanismos bioquimicos que se
desarrollan en los organismos vivos, a partir de este estrés medioambiental
(lwata et al., 2001; Jia et al., 2002; Zhu 2002).

Los trabajos con plantas transgénicas, basados en novedosas técnicas de la
biologia molecular, han permitido por su parte, conocer cuales genes proveen
proteccion bajo determinadas condiciones estresantes. En la actualidad se
producen estos tipos de plantas con el objetivo de mejorar la tolerancia a la
salinidad y la sequia. No obstante, los trabajos basados en la combinacién de
métodos biotecnolégicos y selectivos, como el cultivo in vitro, (Consoli et al.,
1996) aun constituyen una herramienta util en la busqueda de variedades mas
resistentes o tolerantes.

La presente monografia tiene como objetivo analizar los principales estudios
bioquimicos, fisiologicos y genéticos que se han realizado referentes al estrés
salino y las consecuencias que provocan en las plantas.
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DESARROLLO
. Generalidades de los suelos salinos.
1.1. Causas de la salinidad en los suelos.
Los suelos salinos se caracterizan por presentar niveles téxicos de cloruro de
sodio y sulfato de sodio. Los valores de conductividad eléctrica en extractos
saturados de suelo salino oscilan alrededor de 4.0 dS/m (= 40 mM NaCl;
Marschner 1995).

El origen de los distintos tipos de sales en el suelo puede ser muy diverso.
Pudiendo ser de manera general de origen natural o antrépico.

Origen natural

Las sales pueden proceder de algunas rocas fundamentalmente de tipo
sedimentarias que contienen sales como minerales constituyentes; también
pueden llegar a originarse estas sales por alteracion de los minerales que
conforman la roca madre. En las zonas costeras, los fendbmenos naturales
como los huracanes también pueden introducir a la tierra una considerable
cantidad de sales provenientes del mar. Por otra parte las sales disueltas en el
agua pueden formar acumulaciones salinas por evaporacion, siendo esta una
de las principales causas de la salinidad. El viento proveniente de regiones
aridas también puede contribuir al proceso de salinizacion, arrastrando gran
cantidad de sales, principalmente carbonatos, sulfatos y cloruros que se
encuentran en suspension. Los suelos no muy profundos pueden ademas
tomar una parte de las sales del manto freatico, que ascienden por capilaridad.
Otra via por la cual puede incrementarse los niveles de sales en el suelo,
constituye la descomposicion de residuos de plantas a partir de sus tejidos,
otras veces las plantas contribuyen a la descomposicion de minerales
relativamente insolubles y a partir de ellos se forman sales. Sin embargo, el
aporte en sales por esta via carece de importancia de manera global, al
comparar la salinidad de los suelos con o sin vegetacion.

Contaminacién por el hombre
El hombre también ha contribuido a este proceso por diversos motivos:

* La actividad agraria y en especial el riego, cuando no se ha tenido el
suficiente control de las agua con determinado contenido de sales.

» La pérdida de la productividad de las tierras trae consigo problemas de
salinidad.

» La movilizacion de tierras que pueden traer la aparicion de rocas salinas
en la superficie del terreno.

* El empleo excesivo de fertilizantes en zonas de actividad agricola muy
intensa.

* Las regiones cercanas a las zonas industriales pueden sufrir el proceso
de salificacion.

ll. Senales bioquimicas inducidas por estrés salino en las plantas
2.1 Primera seial del estrés salino: Estrés osmético.



Todas las formas de vida que se conocen en la actualidad, requieren del agua
como medio para las reacciones metabdlicas en el interior celular. Para las
células vegetales, la presion de turgencia generada por el agua es también una
fuerza motriz de la expansién celular. Sin embargo, el crecimiento vegetativo
de las plantas puede ocurrir solamente dentro de un determinado intervalo de
cantidad de agua, el cual puede ser medido por el estado de energia libre de
las moléculas de agua —potencial de agua (Ww). En una célula dada, WYw
consiste fundamentalmente en la presion y el potencial osmoético. Mientras la
planta pueda mantener una presién de turgencia positiva, las células logran por
lo general ajustar su potencial osmoético para satisfacer los requerimientos de
agua en toda la planta y mantener un balance hidrico.

Entrada de iones Na+ hacia el interior celular

La diferencia de potencial eléctrico en la membrana citoplasmatica de las
células vegetales es de — 140 mV, lo cual favorece el transporte pasivo de Na+
hacia el interior de la célula, especialmente cuando las concentracion
extracelular de Na+ es elevada. El exceso extracelular de Na+ entra a la célula
a través de transportadores proteicos de alta afinidad por el K+ (HKT1, en
Inglés) y canales y transportadores de cationes no selectivos, o que provoca
una disminucién en la relacibn K+/Na+ en el citosol. La expresiéon de
transportadores de Arabidosis thaliana (ATHKT1, en Inglés) homologos a HKT1
de trigo en oocitos de Xenopus, provocaron un influjo de Na+, lo cual sugiere
que ATHKT1 podria estar involucrado en la entrada de Na+ en las plantas
(Uozumi et al., 2000).

Los cambios significativos en el potencial de agua por incremento de la
salinidad en el suelo, genera primariamente un estrés osmotico en las plantas,
las cuales pueden interrumpir sus actividades celulares normales, o incluso
causarles la muerte. Bajo condiciones naturales, las elevadas concentraciones
de sales y la sequia constituyen las mayores causas de estrés osmotico para
las plantas. Similares transportadores de Eucalyptus (ECHKT1 y EcHKT1)
cuando fueron expresados en oocitos, mostraron un influjo de Na+ y K+, sin
embargo la permeabilidad al Na+ fue mucho mayor que para el K+ cuando las
concentraciones extracelulares de ambos iones eran iguales (Liu et al., 2001).
Estos resultados sugieren que en plantas de manera general, HKT1 podria
estar asociado a un influjo de Na+ de baja afinidad.

2.2. Senales provocadas por el estrés salino a nivel celular y molecular

El estrés salino afecta no sélo la homeostasis celular sino también la
homeostasis idnica en las células vegetales. Los excesos de iones Na+ y Cl-
pueden provocar cambios conformacionales en las proteinas estructurales y/o
cambios en el potencial eléctrico de la membrana citoplasmatica; mientras que
el estrés osmatico provoca la pérdida de la turgencia y cambios en el volumen
celular. Los cambios en la turgencia inducidos por el estrés osmotico y el
exceso de iones Na+ y Cl- pueden actuar como sefales de estrés salino.

Los sensores candidatos para el estrés ionico incluye transportadores y
canales i6nicos y proteinas de afinidad por iones sobre la membrana
plasmatica o en el medio intracelular (Zhu 2002). Bajo concentraciones
elevadas de iones Na+, este cation puede entrar a la célula por canales idnicos



no especificos, lo cual puede provocar despolarizacion de la membrana
citoplasmatica, y esto podria significar también una sefial de estrés, como es
sabido, por activacion de canales de calcio (Sanders et al., 1999). La pérdida
de turgencia por otra parte provoca cambios en el volumen y retraccion de la
membrana citoplasmatica de la pared celular, de esta forma los receptores de
quinasa unidos a membrana, canales y transportadores ionicos, proteinas
transmembranas que estan en contacto con la pared celular y proteinas
semejantes a la integrina, pueden experimentar cambios conformacionales o
un agrupamiento, pudiendo de esta manera actuar también como sensores del
estrés osmotico.

Estudios realizados por Iwata et al.,, 2001 con Spyrogira, mostraron que la
actina F que se encuentran formando parte del citoesqueleto, también podria
constituir una sefal de estrés, ya que estos trabajos mostraron una regulacion
de la organizacion de los microtubulos por la presion de turgencia. Los
microtubulos y los microfilamentos del citoesqueleto han estado implicados en
el desarrollo de sefales en plantas bajo estrés por frio (Viswanathan y Zhu
2002). Esto podria estar dado a que el citoesqueleto conecta diferentes
organelos de la célula con la membrana citoplasmatica, y este podria detectar
cambios en el volumen celular por estrés osmoético y transducir la sefal de
cambio a canales internos de Ca+ u otros componentes de sefalizacién.

La salinidad induce la acumulacién y biosintesis de la hormona vegetal acido
absicico (ABA) (Jia et al., 2002) y también induce la acumulacién de especies
reactivas del oxigeno (EROs) (Hernandez et al., 2001). Evidencias actuales
sugieren que las senales primarias de estrés (estrés idnico y osmatico) son
transducidas a través de canales de Ca+ asi como vias por medio de
receptores de kinasa; mientras que las sehales secundarias de estrés, tales
como ABA, etileno, el H,O,, asi como otros mensajeros secundarios
intracelulares como fosfolipidos, también regulan la tolerancia de las plantas al
estrés salino. Algunas de estas sefiales pueden no estar confinadas a sitios de
estrés primario como las raices y el movimiento de las mismas hacia otras
partes de la planta contribuye a la coordinacion de las respuestas en toda la
planta en condiciones estresantes.

lll. Efecto del estrés salino sobre los procesos biolégicos naturales de las
plantas: Germinacién y crecimiento.

Las cantidades excesivas de sal en el suelo afectan de manera adversa el
crecimiento y desarrollo de las plantas. Procesos biolégicos como la
germinacién de la semilla y su vigor, crecimiento vegetativo, floracién y
desarrollo del fruto son afectados por las altas concentraciones de sales.

Como resultado del estrés osmoético, las plantas pueden responder con un
amplio rango de respuestas fisiologicas a nivel molecular, celular y de
organismo ( Hasegawa et al., 2000). Estas incluyen, por ejemplo, cambios en el
desarrollo y la morfologia de las plantas (inhibicién del crecimiento apical,
incremento en el crecimiento de las raices y cambios en el ciclo de vida), ajuste
en el transporte idnico (concentracion, expulsidon y secuestro de iones) y
cambios metabodlicos (metabolismo del carbono y la sintesis de solutos
compatibles).



Sin embargo, no todas las plantas responden de manera similar frente al estrés
salino, y este hecho esta relacionado con los distintos rangos de tolerancia que
presentan los organismos vegetales a la salinidad. En este sentido las plantas
han sido clasificadas como glicofiticas o halofiticas de acuerdo a su capacidad
para crecer en un medio con elevada concentracién de sales. Las plantas
haldfitas pueden tolerar rangos salinos elevados, sin embargo la mayoria de las
plantas son glicofiticas y no pueden tolerar el estrés salino.

En estudios realizados en el Centro de Estudios Biotecnolégicos de la
Universidad de Matanzas “Camilo Cienfuegos”, sobre tolerancia a la salinidad
con Stylosanthes guianensis cv. CIAT-184, una leguminosa forrajera capaz de
desarrollarse en suelos pobres y acidos, considerada por algunos autores
(Gonela et al., 2004) como moderadamente tolerante a la salinidad; las semillas
de Stylo CIAT-184 fueron previamente esterilizadas y puestas a germinar en
camara humeda con diferentes concentraciones de NaCl (control 0 mM, 10
mM, 20 mM, 40 mM, 60 mM, 80 mMy 100 mM).

Bajo las condiciones disefiadas el rango optimo de germinacion resultd ser
entre10-20 mM de cloruro de sodio (Figura 1y 2). Este resultado pudiera estar
dado por una entrada de iones sodio y cloruro hacia el interior de la semilla,
creando un gradiente osmoético favorable para un proceso de imbibicion mas
rapido y por tanto un mayor porcentaje de germinacion. Por otra parte,
concentraciones moderadas de NaCl podria favorecer los procesos
metabdlicos intracelulares en el desarrollo de las plantulas.

El porcentaje de germinacion disminuy6 significativamente por encima de 30
mM de NaCl, debido probablemente al efecto toxico del cloruro de sodio, al
desestabilizar la homeostasis que tiene lugar no solamente a nivel celular, sino
también en toda la planta.

—a— 15 dias
459 —e— 30 dias
40 -
35 -
30 -
5 25-
E
£ 204 — .
13 e
o 15 e
(0] .\ bt
X 10 l/.\ls.
T B ]
— \
5 \
)
0 [ |
'5 T T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100

NaCl (mM)

Figura 1. Porciento de semillas germinadas de Stylosanthes guianensis cv.
CIAT-184 a diferentes concentraciones de cloruro de sodio.



Figura 2. Plantulas de Stylosanthes guianensis cv. CIAT-184 germinadas en
algodon estéril con diferentes concentraciones de NaCl, de derecha a izquierda
(control 0 mM, 20 mM, 30 mM, 40 mM, 60 mM, 80 mM y 100 mM).

A 0,1 M NaCl se obtuvo el menor porcentaje de germinacion y las plantulas que
lograron germinar fueron severamente afectadas, especialmente el desarrollo
de las raices. Es interesante sefalar que las semillas llegan a germinar incluso
pasados dos meses de estar sembradas en la mayor concentracién, aunque su
sistema radicular se afecta posteriormente.

IV. Mecanismos moleculares de las plantas para combatir el estrés salino
En general, las respuestas de las plantas frentes al estrés salino pueden ser de
tres tipos:

* Mantenimiento de la homeostasis.

» Detoxificacién de compuestos daiinos.

* Recuperacion del crecimiento.

4.1 Mantenimiento de la Homeostasis

La concentracion elevada de elementos cargados como iones en el citosol,
pueden cambiar la concha de hidratacion de macromoléculas como proteinas,
provocando cambios conformacionales en la estructura tridimensional de estas
moléculas que pueden conllevar a la inactivacion de las mismas.

Una estrategia desarrollada por las plantas y en general por todos los
organismos vivos (Yancey et al., 1982), para evitar que suceda este fenémeno
y facilitar la absorcién de agua y restaurar el estrés hiperosmotico; ha sido la
sintesis y acumulacion de compuestos osmoéticamente activos llamados
osmolitos biocompatibles. El término biocompatible se le ha dado a estas
sustancias en virtud de que presentan baja interferencia en el funcionamiento
de las macromoléculas, incluso a elevadas concentraciones. Los osmolitos mas
comunes incluyen azucares, polioles, acidos grasos y sus derivados.

Un osmolito que ha recibido mucha atenciéon es la prolina. La acumulacién de
prolina bajo diferentes condiciones de estrés abidtico ha sido reportada en
muchas especies (Delauney y Verma 1993). El papel beneficioso de la prolina
en el incremento de la tolerancia a estreses abidticos en las plantas ha sido



demostrado en los ultimos afos (Hong et al., 2000; Ronde et al., 2000). Sin
embargo, en estudios realizados con plantas transgénicas, la magnitud del
incremento en prolina parece significativamente demasiado bajo para el ajuste
osmotico total de la planta (Zhu 2001), a pesar de existir la posibilidad de que
existan elevados niveles de prolina en células especificas o en compartimentos
subcelulares.

Ademas de la funcién que desempefan los osmolitos en el mantenimiento del
estado natural de las macromoléculas, estos compuestos presentan la
capacidad de eliminar las especies reactivas del oxigeno (Hong et al., 2000),
aunque en la actualidad no estan esclarecidos los mecanismos.

Una vez que las proteinas son inactivadas por el efecto de la presion osmatica,
tienen que ser eliminadas para evitar la formacion de agregados
macromoleculares. En este caso, las células inician la degradacion de las
proteinas dafadas o la destruccién completa de la célula (apoptosis), ambos
procesos han sido observados en las células de plantas estresadas (Katsuhara
1997). El mayor sistema proteolitico en eucariontes es la degradacion mediada
por ubiquitinas en el proteoma (Ciechanover et al., 2000).

4.2. Homeostasia idnica

El mantenimiento de la homeostasis idnica en las plantas es un factor critico
para combatir el estrés por altas concentraciones de sales. Los procesos mas
importantes para el mantenimiento de la homeostasis idnica constituyen: la
acumulacion celular, secuestramiento y exportacion, y el transporte de iones a
larga distancia. Estudios sobre regulacion de genes han sugerido que varias
ATPasas, canales proteicos para el paso del agua y transportadores ionicos
son regulados por el estrés salino tanto a nivel de transcripcion como a nivel de
biosintesis de proteinas.

El papel de varios de los transportadores idnicos en las plantas tolerantes a
salinidad, ha sido un punto de mucha atencién durante los ultimos tiempos. Se
han obtenido grandes progresos en la caracterizacién de transportadores
idnicos y la evaluacion funcional de los mismos en la tolerancia a este estrés.

En las células de las plantas superiores, los iones Na+ son excluidos de las
células o confinados en sus vacuolas principalmente por bombas Na+/H+
(antiportadores), bombas proteicas que hacen uso del gradiente de pH
generado por ATPasas H+ localizadas en la membrana citoplasmatica o ATP
asas H+ presentes en el tonoplasto o pirofosfatasas H+. Existen varios genes
que codifican para antiportadores Na+/H+ en el genoma de Arabidosis. El
primero de estos genes que fue caracterizado es el AtNHX1, el cual codifica
para un antiportador de tonoplasto homdlogo al antiportador Na+/H+ Nhx1 de
levadura (Nass y Rao 1999). La funcion del gen AfNHX1 en plantas tolerantes
a salinidad fue demostrado por Apse et al., 1999 al concluir que su
sobreexpresion confiere tolerancia a salinidad en plantas transgénicas de
Arabidopsis thaliana. Esto indica que la actividad antiportador Na+/H+ en el
tonoplasto puede limitar la capacidad de las plantas glicofiticas en la
acumulacion de Na+ en la vacuola.



4.1.1 Ruta de respuesta iénica

En la ruta de respuesta a estrés idnico se han identificado varios mutantes de
Arabidopsis hipersensibles a sal (Zhu, 2002). Las pruebas de alelismo por
pares cruzados entre los mutantes revelan que estos mutantes se agrupan en 5
categorias de complementacion, definiendo 5 genes de tolerancia a la sal:
SOS1, SOS2, SOS3, SOS4, SOSS.

SOS1 codifica para un antiportador Na+/H+ de membrana plasmatica.
Mutaciones en SOS17 convierten a plantas de Arabidopsis en extremadamente
sensibles al estrés por sal y requieren de mayores niveles de K+ para un
crecimiento normal (Shi et al., 2000). SOS1 es esencial para la homeostasis
ionica (Shi et al., 2003). Recientemente se han obtenido plantas transgénicas
de Arabidopsis sobreexpresando SOS7 que son mas tolerantes a la salinidad
que los controles no transgénicos (Shi et al., 2002).

El gen SOS2 codifica una Ser/Thr quinasa (Qiu et al., 2002). Se ha demostrado
que la actividad quinasa del dominio catalitico de SOS2 situado en el extremo
N-terminal de la proteina es requerida para la funcion de SOS2 en la tolerancia
a sal (Qiu et al., 2002) ElI dominio regulador de la region C-terminal de SOS2 es
también esencial (Zhu, 2002).

El gen SOS3 es una proteina de union a calcio que actua como efector de los
mecanismos celulares de sefalizacidén por calcio. Se ha demostrado que SOS3
interactua especificamente con la proteina SOS2 formando un complejo
mediado por la sefial de calcio en respuesta a estrés salino (Qiu et al., 2002).
S0OS2 y SOS3 son requeridos para la activacion de la expresion de SOS1 que
a su vez regula la homeostasis idnica en plantas (Qiu et al., 2002). Por tanto,
parece que estos tres genes participan en la misma via de transduccion de
sefales en respuesta al estrés idnico provocado por el cloruro de sodio.

SOS4, se encuentra presente en todos los tejidos de la planta, codifica una
piridoxal quinasa que esta implicada en la biosintesis del piridoxal 5 fosfato,
una forma activa de la vitamina B6 (Shi et al., 2002). Se ha demostrado que
S0OS4 regula la homeostasis de Na+ y K+ modulando las actividades de los
transportadores de iones (Shi et al, 2002). EI gen SOS4, ademas,
complementa un mutante de Escherichia Coli defectivo en piridoxal quinasa.

Por ultimo SOSS5 codifica una proteina putativa de la pared celular (Shi et al.,
2003). SOS5 juega una funcion importante en la expansion celular en
Arabidopsis (Shi et al., 2003). Bajo estrés salino los extremos de las raices del
mutante SOSS5 se hinchan y el crecimiento radicular se detiene. El fenotipo de
hinchamiento celular es causado por expansion anormal de células
epidérmicas, corticales y endodérmicas (Shi et al., 2003).

La expresion de SOS1 es fuerte en células que bordean el xilema en la planta.
Bajo concentraciones estresantes de sal (100 mM de cloruro de sodio),
elevadas concentraciones de Na+ se acumulan en apices de mutantes sos1 en
comparacion con los tipos salvajes (no mutados). Estos resultados sugieren
que SOS1 podria extraer Na+ del xilema y por tanto prevenir un exceso
acumulativo de Na+ en los apices (Shi et al., 2002). Plantas transgénicas de



Arabidosis sobreproductoras de SOS1, mostraron un a mejorada tolerancia y
una menor acumulacion de Na+ en el xilema del tallo, asi como en el apice,, en
comparacion con el tipo salvaje. Esto demostrd que el exflujo de Na+ de las
células de la raiz y el transporte de Na+ a larga distancia dentro de la planta
bajo estrés salino son regulados por SOS1 (Shi et al., 2003), el cual en cambio
es regulado por el complejo kinasa SOS3-SOS2.
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Figura 3. Ruta SOS para la regulacién de la homeostasis idnica bajo estrés
salino. El estrés salino induce senales de Ca+ que son percibidas por SOS3, el
cual activa la quinasa SOS2. La quinasa SOS2 activada fosforila la bomba
Na+/H+ (SOS1), la cual entonces bombea Na+ fuera del citosol. EI complejo
quinasa SOS3-SOS2 también regula los niveles de transcripcion de SOS17 y
otros genes. También puede regular la acumulacién de Na+ por activacion de
NHX1 y también puede restringir la entrada de Na+ al citosol, por ejemplo
inhibiendo la actividad de transportador de iones Na+ HKT1 en la membrana
plasmatica (Viswanathan y Zhu, 2003).

4.2 Detoxificacion de compuestos daininos

4.2.1 Especies reactivas del oxigeno (EROs)

Las especies reactivas del oxigeno son generadas por procesos metabolicos
normales como la fotorespiracién y la oxidacién de acidos grasos.

El oxigeno tiene un rol vital en la respiracion como receptor terminal de
electrones, pues se reduce formando agua; pero una pequefia cantidad forma
radicales libres al aceptar un menor niumero de electrones. De este modo el
oxigeno puede reducirse sucesivamente al anion superéxido (O;”) al incorporar
un electron, a perdxido de hidrégeno (H20-) al aceptar dos y al radical hidroxilo
(‘OH) al aceptar 3 electrones (McCord, 2000).

El perdxido de hidrogeno no es un radical, pero puede generarlos al estar en
contacto con iones metalicos como el hierro y el cobre (Kasprzak, 2002).
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Figura 4. Ruta metabdlica de las especies reactivas del oxigeno. Algunas de
las enzimas mas importantes son ilustradas (Mori y Schroeder, 2004).

Las especies radicalicas del oxigeno son altamente toxicas e interactuan con
moléculas organicas tales como proteinas, lipidos, carbohidratos, incluso con el
ADN, provocando en ellas diversos cambios estructurales que conducen a
alteraciones de tipo funcional (Maher y Schubert, 2000); las cuales repercuten
en la fisiologia de las células y como consecuencia en la de los organismos
(Datta et al., 2000).

Las plantas expuestas a ambientes desfavorables como altas concentraciones
de sales, pueden incrementar la produccién de EROs tales como singletes de
oxigeno, radicales superoxido (O."), peroxido de hidrogeno (H.O.) y el radical
hidroxilo (‘OH).

4.2.2 Sistemas antioxidantes en las plantas

Las plantas poseen dos mecanismos fundamentales para eliminar las especies
reactivas del oxigeno, la via no enzimatica y la via enzimatica, utilizando una
bateria de enzimas antioxidantes.

Sistema no enzimatico

Dentro de los antioxidantes no enzimaticos podemos citar diferentes moléculas
de bajo peso molecular como las vitaminas E y C, el glutatién, los Bcarotenos,
los flavonoides y algunos oligoelementos (Gonzalez y col., 2000). Entre los
compuestos citados anteriormente, el mas importante es el glutatién, que
constituye un componente celular comun. Dentro de las funciones bioldgicas
del mismo encontramos el ajuste genético, actua como precursor en la sintesis
de la fitoquelatina y sirve como sustrato a la enzima glutation S-transferasa.

Sistema enzimatico

Las enzimas antioxidantes constituyen un grupo de enzimas que intervienen en
la eliminacion de las especies reactivas del oxigeno. Las principales enzimas
antiestrés estan representadas por: Superoxido dismutasa (SOD), catalasa
(CAT), peroxidasa (POX), ascorbato peroxidasa (APX), glutation reductasa
(Zhang et al.,, 1995; Lee y Lee, 2000). Otras enzimas de este grupo que
desempefian un papel importante son: la monodehidroascorbato reductasa
(MDHAR), dehidroascorbato reductasa (DHAR) y glutation peroxidasa (GPX)
(Payton et al., 2000).



La enzima superdxido dismutasa participa en la dismutacion del radical
superéxido en agua y peroxido de hidrégeno (Scandalios, 1993). La catalasa
por si misma es capaz de transformar la molécula de peréxido de hidrégeno en
agua y oxigeno molecular, algo similar a la funcion que realizan las
peroxidasas; sin embargo APX, elimina el H,O, por la via Asada-Halliwell en un
ciclo donde se regenera el acido ascérbico y participan ademas otras enzimas
como MDHAR, DHAR y GR.

Evidencias recientes indican una relacion entre el incremento de las actividades
SOD, APX, CAT y GR bajo condiciones de estrés salino y otros tipos de
estreses como temperatura y sequia, siendo aun mas significativo este
incremento en aquellas especies y variedades tolerantes a estos estreses
(Sairam et al., 1998; Sairam et al., 2000). De manera similar varios autores han
encontrado una incrementada actividad SOD, APX, GR, DHAR, CAT y POX en
respuesta al estrés por salinidad, asi como una elevada actividad antioxidante
en especies y variedades tolerantes (Gomez et al.,, 1999; Hernandez et al.,
2000). Este ultimo reporté un incremento en la expresion de ARNm por
induccion con NaCl y un aumento de la actividad Mg-SOD, APX, GR y MDHAR
en guisante cv. Granada.

En el Centro de Estudios Biotecnolégicos de la Universidad de Matanzas
“Camilo Cienfuegos”, se realizé un estudio de estrés oxidativo inducido por
salinidad durante la germinacién de semillas de Stylosanthes guianensis cv.
CIAT-184. En semillas germinadas en un rango de 0 mM hasta 100 mM de
NaCl; la actividad peroxidasa detectada en los extractos crudos de los tallos
por el método del guaiacol, mostr6 un incremento en aquellas plantas
germinadas en concentraciones elevadas de NaCl.
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Figura 2. Actividad peroxidasa en plantulas de Stylosanthes guianensis CIAT-
184. germinadas en condiciones de estrés por salinidad. Letras diferentes
indican diferencias significativas segun Prueba SNK.

Zeinab y col. en el 2001 obtuvo incrementos similares en la actividad POX
trabajando con cultivares de tomate sometidos a estrés salino con



concentraciones entre 10 mM y 100 mM. Sin embargo, otros estudios con
variedades sensibles a NaCl, los niveles de ARNm de las enzimas Mn-SOD,
APX, GR y MDHAR no mostraron cambios significativos cuando fueron
sometidas a estrés salino (Hernandez et al., 1999).

En trabajos con plantas transgénicas de tabaco, Roxas et al., 2000, reporté una
sobreexpresion de glutation S-transferasa (GST) y glutation peroxidasa bajo
variedades de estreses. El tratamiento con estrés salino inhibi6 el crecimiento
del tipo salvaje causando peroxidacion lipidica, mientras que las plantas
transformadas redujeron el dano oxidativo.

V. Estrategias para mejorar la tolerancia al estrés

Los avances recientes en el mapeo de genomas de plantas y las técnicas de
biologia molecular, ofrecen una nueva oportunidad para el esclarecimiento de
la regulacion de los genes involucrados en el estrés salino y los mecanismos
en los cuales participan para la recuperacion del balance osmoético en las
plantas afectadas. Estos avances biotecnologicos proveeran de nuevas
herramientas para la siembra de plantas en ambientes estresado. Los mapas
genéticos ya han sido desarrollado para la mayoria de los cultivos que incluye
el arroz, el trigo, maiz, sorgo y tomate, haciendo esto posible para los
cientificos localizar caracteristicas genéticas deseables utilizando los
marcadores moleculares. Los marcadores genéticos permiten a los
investigadores encontrar loci que controlan la resistencia al estrés sin tener que
realizar mediciones fenotipicas, de esta manera se reduce la necesidad de
llevar a cabo extensas pruebas de campo ahorrando tiempo y espacio.

Otra estrategia molecular la cual depende de la clonacion de genes y la
tecnologia de transformacion en plantas, es la ingenieria genética de genes
seleccionados dentro de las lineas élites de cultivo. Las razones que permiten
el éxito de los experimentos transgénicos se basan en los siguientes aspectos:
los genes de interés, una técnica efectiva para transferir los genes deseados de
una especie a otra y las secuencias promotoras para la regulacion de la
expresion de los genes. Entre estos aspectos el primero constituye el factor
limitante. En la actualidad se han realizado numeroso ensayos para aislar
aquellos genes cuya expresion es inducido por estrés (Bartels et al., 1993). Los
genes que responden ante el estrés pueden ser analizados por dos vias
fundamentales. Una de ellas esta basada sobre la informacién bioquimica
relevante que puede aportar una enzima, proteina, una reaccion bioquimica o
un fendmeno de tipo fisiolégico. La otra via es indirecta y esta basada por
ejemplo, en la hibridizacion diferencial.

La lista de genes cuya transcripcion es regulada en respuesta al estrés crece
cada dia. El entendimiento de los mecanismos que regulan la expresion de
genes y la capacidad para transferir genes de otros organismos hacia las
plantas, expandira las formas en que las plantas podran ser utilizadas. Parar
explotar todo el potencial que de estos resultados, es esencial que el
conocimiento sea aplicado a importantes especies ecoldgicas y agricolas de
plantas.



Aunque la estrategia por mejora convencional no ha fructificado en la mayor
parte de los casos. Existen algunos ejemplos como variedades de arroz y trigo
desarrolladas por medio del cruzamiento con otras variedades.

Las especies autdgamas con muy bajos niveles de cruzamientos como
Stylosanthes gquianensis o por la produccion de hibridos estériles en esta
especie (Stace y Edye, 1984). Han impulsado el desarrollo de nuevas
estrategias con el empleo de diferentes métodos de seleccion y cruzamiento
(CIAT, 1993, Cameron et al., 1997). Varios autores han sugerido el empleo de
técnicas de cultivo de tejidos y diferentes metodologias para la manipulacion
genética como complemento de los programas de mejora (Consoli et al., 1996;
Dornellas, Vieira y Appezato-da- Gloria., 1992; Godwin et al., 1990).

En estudios realizados por Fuentes (2001) se corrobord la posibilidad de
obtener regenerantes a partir de los tres explantes de Stylo- CIAT-184
mediante el cultivo in vitro, utilizando medios de cultivos adecuados. La
busqueda de nuevos clones mutantes beneficiosos, obtenidos a partir de
medios de cultivos inductores de mutaciones, sigue siendo una via para la
mejora de esta especie en particular. De esta forma y unido a la estrategia de
buscar rasgos bioquimicos que implique una mayor resistencia a la salinidad
como la sobreexpresion de enzimas antioxidantes, estariamos frente a una
alternativa de menor costo y tiempo.

CONCLUSIONES

A pesar de la considerable informacion que se ha venido acumulando en los
ultimos afos, sobre el efecto de la salinidad en las plantas. Aun se desconocen
aspectos moleculares y fisiologicos de las causas y efectos que este estrés
medioambiental provoca. En estos tiempos, el estudio sobre los mecanismos
que median los procesos de estreses abioticos tiene una gran vigencia dado a
que la salinizacion de los suelos continua siendo el factor abidtico mas
importante que afecta el crecimiento y desarrollo de las plantas y la
productividad en el caso de los cultivos agricolas.
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