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INTRODUCCION

El estrés oxidativo tanto en plantas como en animales ha recibido una gran
atencion en los ultimos tiempos, a partir de las implicaciones en el orden
fisiolégico que tienen las especies reactivas del oxigeno (ERO) para el buen
desarrollo y funcionamiento de los organismos en general.

Las ERO como el radical superdxido (O27), el perdoxido de hidrégeno (H203), y
el radical hidroxilo ((OH) son producidos durante procesos celulares aerdbicos
normales de la células, como en la cadena de transporte electronico en
cloroplasto y mitocondria, la oxidacion del glicolato en el proceso de
fotorrespiracion, y por transformaciones metabdlicas de determinados
compuestos como la xantina y la glucosa. Los niveles de las ERO son también
incrementados debido a cambios estresantes en el medio (Arora, et al., 2002),
como el aumento de la concentracion de sales, estrés hidrico, fluctuaciones
extremas de temperatura, asi como el estrés bidtico causado por la interaccion
planta-patégeno.

Para contrarrestar el efecto nocivo del estrés oxidativo, las plantas poseen
sistemas enzimaticos y compuestos antioxidantes de naturaleza no proteica
eficientes, que contribuyen de forma sinérgica a mantener la concentracion de
las ERO en niveles no téxico. Como respuesta adaptativa en el transcurso de
la evolucion, se han desarrollado finos mecanismos a nivel metabdlico para
elevar la concentracion de tales compuestos, ya sean no enzimaticos como el
ascorbato, el tocoferol y los pigmentos carotenoides; asi como una variedad de
enzimas distribuidas en diferentes compartimentos celulares, entre las que se
encuentran la superéxido dismutasa (SOD), la catalasa, las peroxidasas y las
del ciclo ascorbato-glutation.

La presente monografia tiene como objetivo analizar desde el punto de vista
bioquimico y fisiolégico las causas, el efecto y la respuesta a nivel molecular
del estrés oxidativo en diferentes especies de plantas.



DESARROLLO

l. Especies radicales del oxigeno. Rutas de produccion vy
eliminacion

El surgimiento de las especies reactivas del oxigeno se remonta a
aproximadamente 2000 millones de afos atras, cuando las cianobacterias
anaerdbicas que poblaban los mares y océanos primitivos desarrollaron la base
fotoelectroquimica de dos procesos bioldgicos esenciales: la fotosintesis y la
respiracion, que durante la evolucion permitieron el origen de formas de vidas
mas complejas. Tanto la fotosintesis como la llamada fotorespiracion tienen
efectos positivos y negativos.

El oxigeno molecular se produce como resultante de la fotolisis del agua y
actia como aceptor final de la cadena transportadora de electrones,
propiciando la formacién de las ERO, las cuales pueden llegar a provocar
estrés oxidativo cuando la formacién de ellas prevalece sobre los mecanismos
de defensa antioxidante, ocurriendo un desbalance redox (Elstner, 1982;
Shalata y Tal, 1998).

El oxigeno es ademas asimilado durante el proceso de fotorespiracion
produciendo fosfoglicolato (Arora et al. 2002). El radical superéxido producido
por el transporte de electrones hasta el oxigeno no es compatible con el
metabolismo celular y debe ser eliminado por el sistema antioxidante, mientras
que la transformacion del fosfoglicolato a fosfoglicerato implica una reduccion
considerable en la asimilacion del carbono. Por otra parte, la oxidacion del
glicolato aumenta considerablemente los niveles de H,O; en los peroxisomas y
aunque una cantidad considerable de este compuesto es eliminado por accién
de la catalasa, los restos del mismo pueden provocar la descarboxilacion
quimica de cetoacidos (Zelitch, 1992).

1.1 Formacién de las especies reactivas del oxigeno. El oxigeno
singlete (*Oy).

El oxigeno singlete es un radical altamente destructivo capaz de reaccionar con
la mayoria de las moléculas bioldgicas en las células (Knox, y Dodge, 1985,
Cadenas, 1989). La fuente primaria de su produccion es a nivel de los
pigmentos clorofilicos asociados al sistema de transporte electronico en
cloroplastos (Figura 1), aunque también se pueden elevar los niveles de 'O,
como un subproducto de la actividad lipooxigenasa (Arora et al., 2002).

El estado de singlete excitado de la clorofila utilizada para la transferencia de
energia (electrones), posee un tiempo de vida media corto dentro de los
fotosistemas, aunque varia en dependencia de las condiciones fisioldgicas. Por
otra parte, existen otras dos rutas para lograr la desexcitacion: la flourescencia
y la conversién al estado de triplete de la clorofila, este ultimo interactua con el
oxigeno produciendo el radical 'O, (oxigeno singlete).
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Figura 1. Produccion de los radicales superoxido (O, ) y oxigeno singlete (02*) en los
cloroplastos a nivel del fotosistema | (FSI) y Il (FSII).

De manera general existen dos estrategias fundamentales para contrarrestar el
aumento de los niveles de 'O, en las membranas de los tilacoides. La primera
esta relacionada con la regulacion de la biosintesis del aparato colector de luz,
para minimizar la formacién del estado de triplete de la clorofila. La segunda
estrategia implica una rapida desexcitacion (quenching, en Inglés) del estado
triplete de la clorofila y del oxigeno singlete a través de los elementos
desexcitadores (quencher, en Inglés) unidos a membrana (Arora et al., 2002).
Se plantean dos procesos fundamentales que disminuyen el tiempo de vida
medio del estado excitado de la clorofila: la fotoquimica y el transporte
electronico en los centros de reaccion, y un segundo proceso que involucra la
disipacién térmica del exceso de energia de excitacion, que transforma el
estado excitado de la clorofila a su estado basal. La disipacién de la energia
térmica desempefia un papel importante en la fotoproteccion ya que ésta limita
la velocidad de reduccion del primer aceptor estable de electrones del
fotosistema Il (Arora et al., 2002).

1.2 Formacion del radical superéxido (O27) en cloroplasto y mitocondria

El control del flujo electronico entre el fotosistema Il (PSIl) y | (PSI) regula el
estado reductivo de los aceptores del PSI. Esto implica que el estado redox de
los aceptores del PSI| no limita significativamente el transporte electrénico
(Harbinson y Hedley, 1993). La activacién regulada del ciclo de Benson-Calvin
y el control de la velocidad del flujo electronico son factores importantes que
determinan el estado redox del pool de ferredoxina (Foyer, et al., 1990). Esto
es importante ya que la ferredoxina y los transportadores de electrones en el
sitio reductor del PSI tienen suficiente potencial electroquimico negativo para
donar electrones al O, provocando la formacién del radical superédxido (Figura

1),



Existen dos sitios de produccion de O, en el sitio reductor del fotosistema |
(PSI) (Mehlar, 1951, Badger, 1985). La mayor parte de la reduccion del oxigeno
in vivo se cree sea realizado por la via de la ferredoxina reducida, la cual
reduce el oxigeno molecular a superoxido, quedando la misma en su estado
oxidado. Dada la incompatibilidad de esta radical, es dismutado a H,O, y O,
por la enzima superoxido dismutasa (SOD) a una gran velocidad, aunque este
proceso de dismutacion también puede ocurrir espontdneamente (Arora et al.,
2002).

A nivel de mitocondria existen varias rutas de consumo del oxigeno, las cuales
estan vinculadas a la produccion de radicales superdxido. Entre las rutas mas
importantes se encuentra el consumo de oxigeno por medio de la citocromo
oxidasa produciendo agua. Durante este proceso tiene lugar el consumo del
95% del oxigeno en mitocondrias normales (Arora et al., 2002). Otra ruta
importante considera la reduccion directa de oxigeno a aniones superéxido en
la regién de flavoproteinas del segmento donde interviene la enzima NADH
deshidrogenasa en la cadena respiratoria. EI componente responsable de la
reduccion es probable que sean las flavoproteinas (ya sea de la
deshidrogenasa interna como la externa) o quiza un centro hierro-azufre
(Figura 2) (Arora et al., 2002).
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Figura 2. Sitios de produccion del radical superoxido en la cadena de transporte
electronico mitocontrial.

1.3 Formacion y eliminacion del perdxido de hidrégeno

El H,O, es producido por la dismutacién del radical superéxido, reaccion que es
generalmente catalizada por la SOD (Asada, et al.,, 1974). El H,O, en los
cloroplastos es eliminado por accién de peroxidasas que utilizan los
fotoreductores producidos en los tilacoides como donantes de electrones
(Nakano y Asada, 1981, Asada y Badger, 1984). El ascorbato ha sido
identificado como donante de electrones para la reaccién de la peroxidasa
(Foyer y Halliwell, 1976). De esta manera, es poco probable que ocurra la
difusién del H,O, de los cloroplastos hasta los peroxisomas y su eliminacion por
la catalasa, otra de las enzimas fundamentales que participa en la eliminacion
del perdxido de hidrégeno en las células (Fig. 3). En las células de las hojas, la
enzima catalasa es localizada exclusivamente en los peroxisomas y no ha sido
encontrada en cloroplastos (Arora et al., 2002).
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Figura 3. Vias fundamentales para la eliminacion del peroxido de hidrégeno.

El H,O, modula la expresiéon de varios genes, incluyendo los que codifican para
enzimas antioxidantes y moduladores de la expresion de H,O, (Nelly et al.,
2002), aunque aun no se tiene un mapa metabdlico bioquimico completo de
como se relaciona el H,O, con la expresion de los genes que codifican para el
sistema antioxidante en plantas cuando son sometidas a diferentes tipos de
estreses ambientales.

1.4 El radical hidroxilo (OH)

Tanto el peroxido de hidrogeno como el radical superdxido por si mismos no
constituyen radicales altamente dafinos, sin embargo estas especies reactivas
pueden participar en la formacién directa del ‘OH el cual posee una elevada
reactividad en presencia de sales ferrosas (reaccion de Fenton) (Arora et al.,
2002).

El radical hidroxilo es capaz de atacar macromoléculas como el ADN, proteinas
y compuestos organicos de bajo peso molecular asi como iniciar la
peroxidacion lipidica (Arora et al., 2002). La reaccién quimica que sumariza la
produccion del radical hidroxilo se describe en la figura 4.

Fe 2*, Fes*
H,O, + O,~ OH + OH + O,
Reaccion de Haber-Weiss

Figura 4. Reaccion quimica que resume las etapas quimicas de la generacion del
radical hidroxilo a partir de H,O, en presencia de Fe** o Fe*".

El H,O, reacciona con el ion ferroso reducido para originar primariamente
Fe**+OH + OH". En un segundo paso el ion férrico es reciclado a Fe?*, por
reaccion del Fe*" con O con la consiguiente liberacion de O,. Otros iones
metalicos como el Cu* y Cu?* pueden reemplazar a los iones Fe?* y Fe** en
estas reacciones (Arora et al., 2002).

1.4.1 Oxidacién de substratos orgéanicos por el radical hidroxilo

La oxidacidon de substratos organicos puede suceder por dos tipos de
reacciones: (1) La adicion de radicales OH a una molécula organica, o (2) la
substraccion de un atomo de hidrégeno de este compuesto (Arora et al., 2002).



En la reaccion de adicion, el OH" se adiciona al substrato organico formando un
producto hidroxilado el cual es posteriormente oxidado por el ion Fe*, el O, u
otro agente a un producto oxidado estable. El producto hidroxilado puede
también disputar para formar productos entrecruzados.

En la reaccién de substraccion, el radical OH" oxida los substratos organicos
para formar agua y un radical organico, el cual presenta un electron no pareado
que puede reaccionar con el oxigeno en un estado basal de triplete. La adicion
del oxigeno triplete a un radical organico puede provocar la formacién de un
segundo radical. Esta reaccion en cadena es mas dafiina que cualquier otra
catalizada por especies reactivas del oxigeno (Arora et al., 2002).

1.5. Sefiales moleculares del estrés

Independientemente de que las ERO sean moléculas reactivas que tienen una
elevada afinidad por las membranas, ADN o proteinas en las células de las
plantas, y por esta razdén sean consideradas como especies téxicas,
disruptores del metabolimo celular; se han encontrado evidencias de que las
ERO también funcionan como sefales moleculares que median respuestas a
varios estimulos (Desikan et al., 2004).

Entre las especies reactivas del oxigeno, el H,O, parece ser quien desempafa
el papel mas importante en la sefializacion de los cambios estresantes, debido
a su elevada estabilidad y largo tiempo de vida media (Hung, et al., 2005). Si el
H20O, sirve como senal al estrés, las fluctuaciones de H,O, en plantas podrian
reflejar cambios espaciales y temporales en el ambiente (Hung, et al., 2005).
En apoyo a esta idea, un aumento brusco del estado oxidativo es una
respuesta comun a estreses abioticos y bioticos (Desikan et al., 2003). Estos
estreses incluyen patdgenos, elicitores, dafios mecanicos en el vegetal, calor,
bajas temperaturas, luz UV y ozono. Por ejemplo, en invierno el descenso
hasta 4°C causoé en las hojas de Triticum acestivum un aumento en los niveles
de H;O, de 3 veces en comparacion con el control durante un minuto de
ensayo (Okuda et al.,, 1991). De manera similar, los niveles de las ERO
aumentaron bruscamente por el enfriamiento durante la germinacién de plantas
de maiz no aclimatizadas.

Por otra parte, las plantulas germinadas de maiz pretratadas con H,O, o
menadiona (compuesto generador de O,”) adquirieron una tolerancia adicional
frente al enfriamiento respecto a las plantas control (Prasad et al., 1994). Esto
sugiere que las ERO inducidas por enfriamiento aparecen como mensajeros
para inducir el sistema antioxidante a nivel celular.

Sin embargo, el perdxido de hidrogeno parece ser un mensajero secundario
universal, actuando como sefial en células de mamiferos, mediando la
activacion de activadores de la trascripcion de los factores nucleares KB (NF-
KB) (Schreck, et al.,, 1991) y AP-1 (activador de la proteina 1, un complejo
formado por los productos de los genes jun y fos) (Rao et al., 1996).

Para que el H,O, funcione como molécula especificamente sefalizadora, debe
existir un mecanismo que reconozca el incremento en los niveles de esta
especie. En este sentido el H,O, puede interactuar con residuos de cisteina
dentro de la proteina. La modulacién redox de proteinas podria potencialmente
alterar la conformacién proteica, afectando la actividad de las mismas y por
tanto iniciar subsecuentes respuestas celulares (Hung, et al., 2005).

Evidencias sobre este mecanismo han sido descritas por Coleman et al.,
(1999), quienes utilizaron la levadura Saccharomyces cerevisiae como modelo



para explorar la respuesta eucaridtica al estrés oxidativo. Estos autores
demostraron que los cambios conformacionales del factor de transcripcion
positivo YAP1, por modificacion de los residuos tidlicos constituye una etapa
importante en la induccién a la tolerancia al estrés oxidativo.

En plantas ha quedado también claramente demostrado que el H»O;
desempena un papel predominante en la transduccion de las sefales de ABA
en Arabidopsis (Mienhard et al., 2001, 2002) a través de la regulacion de la
actividad fosfatasa. En esta ruta, las enzimas ABI1 y ABI2 (fosfatasas 2C) se
desempefian como blancos directos de la accién del H,O, quien modifica los
residuos de cisteina in vitro, (estas enzimas constituyen proteinas fosfatasa
serinas/treoninas tipo 2C, las cuales son reguladas negativamente por ABA.
Los resultados indican que ABI1 y ABI2 son probablemente receptores del
H>0O; en las plantas superiores (Hung, et al., 2005).

Es importante sefalar que el calcio también tiene una funcién importante como
segundo mensajero y constituye uno de los factores principales en las rutas de
sefalizacion celular en muchos organismos (Sanders et al., 1999). Muchos
estudios han revelado que fluctuaciones transcientes de Ca®" citosélico son
esenciales en la respuesta a numerosos estreses (Sanders, et al., 1999;
Monroy y Dhindsa, 1995).

Pei et al., (2000) han demostrado que tanto el ABA como el H,O, se hayan
involucrados en la cascada de sefalizacion para el cierre estomatico en
Arabidopsis. En estos estudios, canales de Ca®" activados por H,O, median
tanto el influjo de este i6n en el protoplasto y el incremento de la concentracion
citosdlica en las células intactas de la guarda (Pei et al., 2000). Yang y
Poovaich, (2002) mostraron otras evidencias sobre la estrecha interaccion
entre el H,O; intracelular y el Ca?* citosdlico en respuesta a estreses bidticos y
abioticos.

Estos estudios demostraron ademas, que un incremento en el Ca®" citosélico
estimula considerablemente la generacion de H;O,. Esta elevacion en la
concentracion de Ca®* citosolico activa los sensores de calcio tipo calmodulina
y subsecuentemente desarrolla un a cascada de reacciones que regulan los
niveles de H,O, por activacion de la actividad catalasa.

1.5.1 Papel de las quinasas y las fosfatasas en la cascada de sefiales del
H.0,

La fosforilaciéon y desfosforilacion reversible de proteinas, catalizadas por
proteinas quinasas y proteinas fosfatasas (PTPs), respectivamente, constituyen
un mecanismo molecular que transmite informacién a las células (Rudd y
Franklin-Tong, 1999).

Estudios con proteinas quinasas inducidas por mitégeno (MAPKs) han
mostrado que estas son activadas por H,O, tanto en plantas como en
animales, lo que puede constituir una via para la una modulacién de la
expresion genética (Zerger y hirt, 2001; Torres y Forman, 2003); aunque
todavia no esta esclarecido si el H,O, tiene un efecto directo sobre las
proteinas quinasas activadas por mitdgeno o sobre efectores que activan
cascadas arriba (Hancock et al., 2001).

El H,O, ademas de activar las MAPK, inhibe la actividad fosfatasa,
probablemente por la oxidacion directa de cisteinas en el sitio activo de estas
enzimas.



En la cascada MAPK, las proteinas quinasas activadas por mitégeno son los
receptores primarios de la sefal, activadas por fosforilacion por medio de
proteinas quinasas (quinasa activada por mitégeno) (MAPKKSs).
Recientemente, varios grupos han demostrado que el H,O, es capaz de activar
la cascada MAPK en plantas y asi proveer una relacién entre una cascada de
genes (Koutun et al., 2000). La activacion de MAPKs por el H,O;, es un paso
clave en la mediacion de una respuesta celular a multiple estreses (Koutun et
al., 2000).

La acumulaciéon de H,O, generado por diferentes tipos de estreses induce la
cascada MAPK que subsecuentemente estimula la expresion de genes
antioxidantes, reduciendo los niveles de H,O, y restaurando la homeostasia
celular (Hung et al., 2005).

Il. Dafios moleculares, celulares y fisiol6gicos causados por las ERO

Las ERO, en especial el radical hidroxilo, reaccionan con un gran numero de
macromoléculas como el ADN, proteinas, lipidos, carbohidratos y compuestos
de bajo peso molecular, y se considera que sean la causa de los dafos
celulares causados por distintos estreses (Hariyadi y Parkin, 1993; O'Kane et
al,. 1996).

2.1 Dafo oxidativo al ADN

Las especies activas del oxigeno inducen numerosas lesiones en la molécula
de ADN provocando deleciones, mutaciones y otros efectos genéticos letales.
La caracterizacion de tales dafios al material hereditario ha indicado que tanto
el azucar como las bases nitrogenadas son susceptibles a procesos de
oxidacion, causando la degradacion de la base, rupturas en las cadenas
simples y entrecruzamiento con proteinas (Imlay y Linn, 1986). La degradacion
de las bases nitrogenadas libera numerosos productos como la 8-
hidroxiguanina, hidroximetilurea, urea, tiamina, anillos abiertos de adenina y
productos saturados.

La causa principal de la ruptura en las cadenas simples de ADN es la oxidacién
de la desoxirribosa por el radical hidroxilo. En condiciones in vitro, ni el H,O; ni
el radical superoxido provocan la ruptura en las cadenas simples de ADN, por
tanto, la toxicidad de estos radicales activos del oxigeno es probablemente el
resultado de las reacciones de tipo Fenton con metales cataliticos.

Estudios en mutantes de Escherichia coli han permitido concluir que los
metales activos que participan en la reaccion de Fenton pueden unirse al ADN
probablemente por una quelatacién al enlace fosfodiéster. Si los metales
unidos al ADN son reducidos por moléculas de bajo peso molecular, como el
NAD(P)H o el radical superdxido, éste reaccionara con el peroxido de
hidrogeno para formar el radical hidroxilo (Imlay y Linn, 1986), el cual aun
cuando posee un corto tiempo de vida media es capaz de oxidar azucares o
bases nitrogenadas adyacentes provocando la ruptura de las cadenas de ADN.
El entrecruzamiento entre ADN y proteinas es otra consecuencia del ataque del
radical hidroxilo sobre el ADN y las proteinas asociadas (Oleinick et al., 1986).
Las modificaciones quimicas en estas moléculas pueden originar agregados
por uniones covalentes entre tiaminas y residuos de cisteina. Aunque los
entrecruzamientos ADN-proteinas son menos abundantes que las rupturas en
las cadenas de ADN, éstos no son faciles de reparar y pueden ser letales si



persisten durante los procesos de replicacion y transcripcidén del material
genético.

El ADN constituye per se un punto sensible en la habilidad que puedan
desarrollar las plantas frente al estrés oxidativo. Este hecho constituye una de
las razones por lo cual los organismos eucariota han compartimentalizado esta
molécula en una doble membrana nuclear, lejos de los sitios donde tienen lugar
reacciones redox y donde existen elevadas concentraciones de NAD(P)H y
otros agentes reductores, con el objetivo de evitar las consecuencias del dafio
oxidativo sobre esta molécula.

2.2 Dafno oxidativo a proteinas

El radical hidroxilo provoca modificaciones sitio especificas en aminoacidos con
el consecuente cambio en la estructura tridimensional de proteinas y enzimas,
que genera desnaturalizacion e inactivacion de las mismas y una mayor
susceptibilidad a la degradacién proteolitica, fragmentacion de la cadena
polipeptidica, agregados como producto de reacciones de entrecruzamiento de
los residuos modificados y cambios en las cargas eléctricas de las proteinas
(Vicedo y Vicedo, 2000).

Los distintos aminoacidos en las cadenas polipeptidicas difieren en cuanto a
susceptibilidad a ser atacados por parte de las especies altamente reactivas.
Por otro lado, las diferentes formas activas del oxigeno también difieren en sus
potenciales de reactividad. Las diferentes estructuras proteicas (primaria,
secundaria y terciaria) pueden alterar la relativa susceptibilidad de ciertos
aminoacidos. A pesar de esta complejidad se pueden realizar generalizaciones
al respecto.

El ataque de las ERO a las proteinas puede provocar cambios irreversibles.
Por ejemplo, la oxidacion de centros que contienen hierro-azufre por accion del
radical superéxido destruye la funcién enzimatica (Gardner y Fridovich, 1991).
Por otra parte, muchos aminoacidos experimentan modificaciones especificas
irreversibles cuando la proteina es oxidada, por ejemplo, el triptéfano es
rapidamente entrecruzado formando productos denominados bitirosinas
(Davies, 1987), en cambio los aminoacidos histidina, lisina, arginina y serina
forman grupos carbonilos cuando son oxidados (Stadtman, 1986).

La degradacion oxidativa de proteinas es incrementada con la presencia de
cofactores metalicos que pueden participar en el ciclo redox, tales como el
hierro. En estos casos, el metal se une a un sitio de unidon de cationes
divalentes en la proteina, el metal reacciona entonces con el peréxido de
hidrogeno en la reaccion tipo Fenton para formar un radical hidroxilo que
rapidamente oxida un residuo aminoacidico, ya sea en el mismo sitio de unién
al cation o en una regién cercana al mismo (Stadtman, 1986). Esta alteracion
sitio especifica de un aminoacido usualmente inactiva a la enzima debido a que
destruye el sitio de unién a cationes, al mismo tiempo que se considera un
marcaje para que la degradacion proteolitica actue sobre la proteina alterada
(Stadtman, 1986).

Segun Tappel (1964) y Green (1966), los peroxidos acumulados en las
membranas liposomales pueden destruir este organulo provocando la salida
hacia el citosol de enzimas hidroliticas que intensifican drasticamente los
procesos hidroliticos y la autdlisis de los tejidos. De esta manera, un exceso en
los niveles estandar de peroxidos en las células vegetales, provoca la
acumulacion de derivados tales como aldehidos lipidicos, cetonas y epoxidos,



los cuales unidos a toxinas de naturaleza no lipidica como las especies
altamente reactivas de quinonas, causan la intoxicacion general de las células.
Los peréxidos pueden ademas inactivar los grupos tioles de las enzimas y
oxidar grupos SH de aminoacidos y proteinas (Wills, 1966).

lll. Factores abioticos y bidticos que incrementan las concentraciones de
las especies reactivas del oxigeno

Los estreses ambientales como la salinidad, la sequia, la temperatura, la
contaminacion aérea, los metales pesados, los pesticidas y el pH del suelo
representan los mayores factores que limitan la produccién de las cosechas
(Prasad et al., 1994; Zhang y Kirkham, 1996; Badiani et al., 1993; Gossett et
al., 1996), debido a que estos estreses afectan casi todas las funciones de las
plantas (Hernandez, et al., 2001).

Las plantas que son expuestas a estrés severo han mostrado una
incrementada susceptibilidad a la fotoinhibicion con el subsecuente desarrollo
de la clorosis (Wise y Taylor, 1987). Los dafios fotooxidativos son exacerbados
por contaminantes atmosféricos, herbicidas, metales pesados y compuestos
naturales como la cercosporina producida por hongos del género Cercospora
(Arora et al., 2002).

3.1. La salinidad

Diversos estreses ambientales frecuentemente inducen similares tipos de
dafios celulares (Hamilton y Heckathorn, 2001), por ejemplo cambios extremos
de temperatura, la salinidad y la sequia, inducen dafios oxidativos vy
desnaturalizacion de proteinas (Vierling, 1991; Bowler et al., 1992; Parsell y
Lindquist, 1994; Navari-lzzo et al., 1996; Waters et al., 1996; Noctor and Foyer,
1998). Como una consecuencia, diversos estreses frecuentemente desarrollan
similares respuestas adaptativas a nivel celular, tales como la producciéon de
proteinas antiestrés, la sintesis de protectores del estrés oxidativo y la
acumulacion de solutos protectores (Navari-lzzo et al., 1996; Hare et al., 1998;
Noctor and Foyer, 1998; McNeil et al., 1999; Hamilton et al., 2001).

De manera general la salinizacion de los suelos afecta adversamente la calidad
y la productividad de las cosechas (Chinnusamy y Zhu, 2003), y aunque el
sodio es un micronutriente esencial para algunas de las plantas C4, (Ohnishi et
al. 1990), la salinidad provoca un detrimento en el crecimiento de las plantas
debido a que causa restricciones en la toma de nutrientes como el fésforo,
potasio, nitratos y calcio; citotoxicidad debido principalmente a la presencia de
iones Na* y CI" ademas del ion SOy; asi como el estrés osmético (Zhu, 2002).
Bajo estrés salino, los iones como el Na® y el CI" penetran la concha de
hidratacion de las proteinas interfiriendo con las interacciones no covalentes
entre los aminoacidos de las proteinas. Esto a su vez, provoca cambios
conformacionales y pérdida de las funciones biologicas de estas
macromoléculas. La toxicidad por iones, el estrés osmotico y las deficiencias
nutricionales por efecto de la salinidad puede producir trastornos metabdlicos
que originan el estrés oxidativo (Xiong y Zhu, 2002; Salama y El-Fouly, 2001,
Zhu, 2001).

Los mecanismos implicados en la tolerancia a salinidad pueden ser agrupados
en tres tipos fundamentales: 1) la homeostasis celular, que incluye la
homeostasis idnica y el ajuste osmoético, 2) la detoxificacién y 3) la regulacion
del crecimiento (Zhu, 2001).



En condiciones de estrés salino se elevan los niveles de acido abscicico (ABA)
que provoca el cierre estomatico, esto reduce la relacion CO,/O, en las hojas
de las plantas, inhibiendo la fijaciéon del CO,. Bajo estas condiciones se
incrementan la formacion de las ERO debido a que aumenta el numero de
electrones que escapan de la cadena transportadora y reaccionan con el
oxigeno en los cloroplastos y mitocondrias (El-baky, et al., 2003), originando las
especies activas del oxigeno.

Por otra parte, la peroxidacion intensiva de los lipidos de membrana y la
ruptura de las moléculas de ATP en condiciones de estrés salino provoca la
degradacion de sistemas sofisticados de las plantas, como la separacion de los
complejos ribosomas-membranas del Reticulo Endoplasmatico Rugoso (RER)
y como resultado una afectacion en la biosintesis de proteinas. Por otra parte,
para que este proceso celular se desarrolle es necesaria la preactivaciéon de
los aminoacido, para la unién de los mismos durante la sintesis proteica, siendo
el ATP el activador directo de los mismos. La reducciéon de la biosintesis de
proteinas asi como el incremento en el contenido de aminoacidos libre bajo
estrés salino constituyen respuestas fisioldgicas que han sido referidas por
varios autores (Kahane y Poljakoff-Mayber, 1968; Udovenko, 1972).

En correspondencia a los antes descrito, Rausell et al., (2003), plantean que el
factor de iniciacion de la traduccion en eucariontes conocido como elF1A
pudiera ser uno de los blancos sensibles de la toxicidad producida por sales.
Este factor posee funciones esenciales como la de unir el complejo Met-tRNA a
la subunidad 40S ribosomal, para prevenir la asociacion prematura con la
subunidad ribosomal 60S (Battiste et al., 2000). Este factor es ademas
requerido para la localizacién del codén de iniciacion AUG en el ARNm
(Pestova et al., 2001).

3.2. Sequia

Las plantas sometidas al estrés por déficit de agua responden de diferentes
formas. Una via antiestrés comun a numerosas especies esta relacionada con
la sintesis de poliaminas y proteinas cuyas funciones aun se encuentra en
investigacion (Caplan, et al., 1990). La sequia como la salinidad incrementa la
diferencia del potencial de agua entre el exterior y el interior de la planta. Como
respuesta, se elevan las concentraciones del acido abscicico el cual estimula el
cierre de los estomas para evitar la pérdida de agua. El aumento en las
concentraciones de ABA, como sucede en el caso de las plantas sometidas a
estrés por salinidad, incrementa indirectamente los niveles de las ERO en las
células vegetales.

3.3. Contaminantes atmosfeéricos

Los contaminantes atmosféricos como el ozono (O3) y el didxido de azufre
(SO,) estan relacionados con la formacién de radicales libres (Pell, et al., 1997)
y son considerados entre los factores mas importantes que influyen en el
deterioro de los bosques. El ozono originado de la degradacién fotoquimica de
los 6xidos de nitrogeno (NOXx), parece tener un efecto téxico mayor que el SO,
en las plantas (Arora et al., 2002). La fototoxicidad del ozono pudiera, debido al
potencial oxidativo del mismo y la consecuente formacién de radicales libres,
inducir la produccion en cadena de las ERO (Arora et al., 2002). A pesar de
que la concentracion de O3z en los espacios aéreos de las hojas es casi nulo
(Laisk, 1989), lo cual hace improbable que alcance los cloroplastos, es capaz



de provocar despigmentacion y peroxidacion lipidica (Heath, 1987). Ha sido
demostrado que el O3 disminuye la actividad y cantidad de la Rubisco, ademas
de estimular la sintesis y degradacion de proteinas del PSII-DI (Arora et al.,
2002).

El SO, por su parte provoca dafos tisulares y libera etileno en los tejidos
fotosintéticos y no fotosintéticos (Peiser y Yang, 1985). La fumigacién con SO,
provoca cambios en el pH citoplasmatico, lo que repercute en el metabolismo
de la célula, ya que la concentracion de protones en el citoplasma es uno de
los factores mas importantes que regula la actividad celular (Arora et al., 2002).
Cuando las células son expuestas al SO,, tiene lugar una apreciable
acidificacion del citoplasma, debido a que este gas reacciona con el H,O
formando acido sulfuroso el cual puede ser convertido en acido sulfarico (Laisk,
et al., 1988). La oxidacion del sulfito es iniciado por la presencia de luz y es
mediado por el transporte electronico durante la fotosintesis. Esto provoca una
pérdida en la funcion fotosintética debido a una inhibiciéon en la actividad de
proteinas que contienen puentes disulfuros (Covello, et al., 1989).

3.4. Hipoxia

La ausencia de oxigeno o anoxia es un reto ambiental comun que las plantas
tienen que enfrentar durante toda su vida (Bokhina et al., 2002). La imbibicion
de las semillas, las lluvias torrenciales, las inundaciones durante la primavera, y
el agua en forma de hielo durante el invierno, constituyen ejemplos de
condiciones naturales que generan condiciones de hipoxia o0 anoxia en las
raices de las plantas (Bokhina et al., 2002).

Las concentraciones bajas de oxigeno puede ser también una condicion natural
para el habitat de numerosas plantas. Las especies que habitan en los
humedales y las plantas acuaticas han desarrollado caracteristicas
estructurales y metabdlicas adaptativas para combatir el déficit de oxigeno
(Blokhina et al., 2002). Una disminucion en la carga energética de adenilatos, la
acidificacion citoplasmatica, la fermentacién anaerdbica, la elevacién en la
concentracién de Ca®* citosdlico, cambios en el estado redox y una disminucion
en la funcion selectiva de la membrana son las caracteristicas fundamentales
que derivan de la ausencia de oxigeno en el medio (Richard et al., 1994,
Ratcliffe, 1995, Crawford y Braendle, 1996, Drew, 1997, Vartapetian y Jackson,
1997, Tadege et al., 1999).

Bajo condiciones naturales, el estrés por hipoxia incluye varios estados
transitorios (hipoxia, anoxia y reoxigenacion) caracterizados por diferentes
concentraciones de Oz en el medio. La excesiva generacién de las ERO bajo
condiciones de estrés oxidativo es una parte integral de muchas situaciones de
estrés como en la hipoxia. Por ejemplo, la acumulacion de H;O, bajo
condiciones de hipoxia ha sido demostrada en raices y hojas de Hordeum
vulgare (Kalashnikov et al., 1994) y en raices de trigo (Biemelt et al., 2000).
Mediante microscopia electronica de transmision se ha podido visualizar este
compuesto en el apoplasto y en asociaciéon con la membrana plasmatica de
cuatro especies de plantas (Blokhina et al., 2001).

En estos experimentos el H,O, fue probablemente originado por via enzimatica
considerando la baja concentracion de oxigeno en el sistema y el efecto
positivo de varios inhibidores de enzimas productoras de H.O,. También se
tienen evidencias indirectas de la formacién de las ERO como productos de la
peroxidacion lipidica en condiciones de baja concentracion de O, (Hunter et al.,



1983, Crawford et al., 1994, Yan et al., 1996, Chirkova et al., 1998, Blokhina et
al., 1999).

3.5. Herbicidas

Numerosos herbicidas generan especies activas del oxigeno ya sea por unién
directa o por inhibicién de rutas biosintéticas. Herbicidas como la bipiridinina y
el paraquat generan radicales del oxigeno en presencia de luz, induciendo
dafios oxidativos en las plantas (Arora et al., 2002). La reduccion del paraquat
dicationico (por medio del PSI) provoca la formacién de un radical
mococationico, el cual reacciona con el oxigeno molecular para producir Oy~
con la subsecuente producciéon de otras especies toxicas como el H,O, y OH
(Elstner, et al., 1988).

Los éteres difenilicos, las imidas ciclicas y los derivados de lutidina actuan
inhibiendo rutas biosintéticas que provocan la acumulacion de intermediarios
reactivos formadores de radicales (Arora et al., 2002). El modo de accion de
estos herbicidas esta basado en la capacidad de inducir la acumulacion de
tetrapirroles fotosintetizadores anormales, especificamente protoporfirinas
(Matringe y Scalla, 1988).

Otros compuestos como el diurén bloquean la cadena transportadora de
electrones fotosintética, incrementando la transferencia de la energia de
excitaciéon de la clorofila en estado de triplete hacia el O,. Otros herbicidas
como el norflurazén inhiben la biosintesis de pigmentos carotenoides lo cual
elimina la formacién de importantes disipadores de energia de la clorofila en su
estado de triplete excitado y '0,.

3.6. Metales

Los metales pesados constituyen componentes integrados de la biosfera que
son liberados a través de diversas actividades antropogénicas como efluentes y
deshechos industriales y urbanos, desechos toxicos, tratamiento de las plantas
con aguas residuales, procesos agroquimicos, Yy operaciones de la industria
minera; las cuales han afectado progresivamente los ecosistemas (Pinto et al.,
2004).

La rapida industrializacion como resultado del avance de la ciencia y la técnica,
ha conllevado a la acumulacién de contaminantes atmosféricos como SOX,
NOx, CO,, metales idnicos, plasticos, pesticidas, desinfectantes, entre otros, lo
que se ha convertido en un problema global (Choudhuryl y Pandal, 2004).

Entre los metales, el hierro, el molibdeno y el manganeso son importantes
como micronutrientes, mientras que el zinc, el niquel, el cobre, el cobalto, y el
cromo son elementos tdxicos que se encuentran en muy baja concentracién en
el suelo. Otros metales como: Ag, As, Hg, Cd, Pb and Sb no poseen funcion
conocida como nutrientes y pueden ser mas o menos toxicos para las plantas y
los microorganismos (Niess, 1999).

Los metales pesados son conocidos por causar dafios oxidativos y bioquimicos
en las células vegetales (Panda y Patra, 1997). La toxicidad por metales
pesados en las plantas induce la acumulacién de prolina y cambios en las
actividades de numerosas enzimas (Schat et al., 1997, Panda et al., 2003). Por
otra parte, los iones metalicos inducen alteraciones en la biosintesis de la
clorofila y en la actividad del transporte electronico, asi como en otras enzimas
del proceso fotosintético. Estudios in vitro sobre la entrada de metales pesados
a las plantas demuestran que los mismos interfieren en el crecimiento y el



metabolismo celular, debido a respuestas secundarias como el dafio oxidativo
(Choudhuryl y Pandal, 2004). De manera general, la desintegracion de
biomembranas por la peroxidacion lipidica constituye un mecanismo de la
respuesta inducida por estrés en los sistemas vivientes, con la generacion de
las ERO como los radicales OH" y O, (Panda et al., 2003). Estas especies son
mucho mas activas en ambientes hidrofobicos que en sistemas acuosos
hidrofilicos (Choudhuryl y Pandal, 2004).

El plomo y el arsenio son dos metales pesados de gran toxicidad que pueden
producir dafos oxidativos en las plantas. La toxicidad por plomo en muchas
especies ha estado relacionada con la inhibicion del crecimiento, cambios en
las actividades enzimaticas y la clorosis de las hojas (Jhonson et al., 1977,
Mishra, y Choudhuri, 1996, Verma y Dubey, 2003), la reduccién en la actividad
fotosintética y también inhibicién en la elongacién de las raices (Lane y Martin,
1980, Azzaz et al.,, 1992). El plomo es considerado una de las principales
fuentes de contaminacibn ambiental. Este metal ademas ha sido
correlacionado con la inhibicion de procesos metabdlicos tales como la
asimilacion de nitrogeno, fotosintesis, respiracion, la toma de H,O por la planta
y la transcripcion (Burzynski, 1988; Krupa, et al., 1993; Kurepa, et al., 1997;
Boussama, et al., 1999).

El plomo causa de manera general dos tipos de procesos que afectan
negativamente los sistemas bioldgicos. Primero, inactiva numerosas enzimas
por unién a grupos SH (Rauser, 1995). Segundo, los iones Pb**, de manera
similar a otros metales pesados, pueden intensificar los procesos de
produccion de las ERO que provocan el estrés oxidativo (Prasad, et al., 1999;
Clijsters, et al., 1999; Cuypers, et al., 1999). Estos procesos, los cuales afectan
el metabolismo y la estructura celular, estan conectadas mutuamente
estimulandose ambas vias, una a la otra, lo cual provoca una disminucion en la
eficiencia de las enzimas de oxidacién-reduccion o el sistema de transporte
electrénico, acelerando la rapida produccién de las ERO en las células
(Stroinski y Kozlowska, 1997).

El plomo puede unirse a los acidos nucleicos, causando la agregacion y
condensacion de la cromatina, asi como la estabilizacion de la doble hélice de
ADN inhibiendo los procesos de replicacion y transcripcion (Kurepa, et al.,
1997; Valle y Ulmer, 1972).

El plomo como otros metales pesados y factores abiéticos como radiaciones
electromagnéticas, salinidad, sequia, pueden causar el estrés oxidativo en
plantas con el aumento en la produccion de las ERO (Ma®ecka, 2001). En
casos extremos, cuando los niveles de ERO exceden la capacidad de los
mecanismos de defensa celulares, ocurren dafios estructurales y funcionales
que conllevan a la muerte celular (Raha y Robinson, 2000). Los sitios
principales de produccion de las ERO son los cloroplastos, peroxisomas y la
mitocondria. Uno de los efectos mas dafinos del estrés oxidativo en las
mitocondrias, es la permeabilidad inespecifica de la membrana mitoconcrial
interna lo que provoca la formacién de canales y la peroxidacion de los lipidos
de membrana (Pompella, et al., 1996). Como resultado la sintesis de ATP se
afecta, mientras que aumenta el flujo de salida de iones, nucleétidos, glutation
y algunas proteinas mitocondriales afectando directamente procesos vitales en
las células de las plantas (Inoue, et al., 1993).

Los radicales aniénicos superdéxido producidos en los diferentes
compartimentos de la planta son rapidamente convertidos en H,O, en una



reaccion catalizada por la SOD (Gupta, et al., 1999). Ha sido ampliamente
estudiando la produccion de radicales OH' a partir del 0% con la participacion
de metales pesados de transicion como el Cu y el Fe (reaccién de Fenton).

El metal arsenio se encuentra presente principalmente en los suelos y en
aguas subterraneas. Este metal puede inducir sintomas fitotéxicos pudiendo
generar también elevadas concentraciones de las ERO. Otros metales como el
cromo pueden inhibir la germinacion de las semillas, el crecimiento, e inducir el
dafio oxidativo y otros trastornos bioquimicos (Panda y Patra, 1997).

La acumulacion de metales fitotoxicos como el zinc, el cobre y el cadmio como
resultado de la actividad industrial y agricola provocan en las plantas la
detencion del crecimiento, la clorosis y necrosis (Pirson y Zimmermann, 1983).
El ion Cu®" induce la peroxidacion lipidica mediada por la luz, despigmentacion
y una reduccién en los niveles endégenos de catalasa (Streb, et al., 1993). El
ion Cu®* también participa en la catdlisis de la reaccion de tipo Fenton
produciendo radicales OH' (Elstner, et al., 1988).

El Cd es liberado al ambiente por sistemas de calentamiento, industrias que
utilizan metales y trafico urbano. Es ampliamente usado en electroenchapado,
pigmentos, estabilizadores plasticos y baterias niquel-cadmio.

El cadmio es reconocido como un significativo contaminante debido a su alta
toxicidad y gran solubilidad en agua (Pinto et al., 2004). De hecho, los efectos
toxicos de este metal en la fisiologia de las plantas han sido ampliamente
documentados por varios autores (Das et al., 1997; Vassilev y Yordanov,
1997). El cadmio tiene su accién toxica en diversos sitios de las células
vegetales; éste puede alterar la estructura y actividad de las enzimas (Clijsters
y Van Assche, 1990; Lagriffoul et al., 1998); puede provocar la ruptura de las
membranas bioldgicas (Vangronsveld y Clijsters, 1994), peroxidacion lipidica
(Sandalio et al., 2001), etc.

Los metales pesados como el cadmio pueden inducir la deficiencia de
nutrientes esenciales y disminuir la concentracién de muchos macronutrientes
a las plantas (Siedleska, 1995).

El impacto negativo del cadmio sobre el estado redox de las células ya ha sido
estudiado y se explica por la elevada afinidad de los iones Cd a grupos SH de
proteinas, lo cual puede afectar las propiedades funcionales de las mismas
(Vangronsveld y Clijsters, 1994). Cuando las plantas no son capaces de
mantener niveles bajos de iones Cd libres en el citosol, por medio de
mecanismos eficientes de detoxificacion, esto puede conllevar a afectaciones
en la red de defensa metabdlica y como consecuencia de esto aparece el dafio
oxidativo en importantes biomoléculas (Vassilev y Yordanov, 1997).

El hierro desempefa un papel importante en el balance de radicales libres en
todos los organismos. En su forma libre participa en las reacciones de Fenton y
cataliza la generacion del radical hidroxilo y otras especies toxicas del oxigeno
(Arora et al., 2002). Por otra parte, es un constituyente de enzimas
antioxidantes como la catalasa, ascorbato peroxidasa, guaiacol-peroxidasa y
ferro-Superodxido dismutasa. Cuando las plantas son expuestas a diversos tipos
de condiciones adversas como elevada intensidad de la luz, sequia y paraquat,
el estrés oxidativo es generado primariamente debido a una disminucion de las
defensas antioxidantes pero también por un incremento en la produccion de
radicales libres mediado por el hierro catalitico (Arora et al., 2002).

El aluminio es el tercer elemento mas abundante en la corteza terrestre (Panda
et al.,, 2003). La toxicidad por aluminio es el factor primario que limita la



productividad de las cosechas en los suelos acidos, los cuales comprenden
vastas extensiones de tierra por todo el mundo, particularmente en las areas
tropicales y subtropicales (Foy et al., 1978, Foy et al., 1984). Por lo cual este
metal constituye un importante factor limitante para la produccion de alimentos
en muchos paises desarrollados. Cuando la acidez de los suelos se
incrementa, las formas fitotoxicas del aluminio son liberadas al suelo a niveles
que afectan el sistema radical de las plantas, el crecimiento y la produccién de
semillas (Panda et al., 2003).

Evidencias directas han demostrado que el apice de las raices son los sitios
primarios donde se produce una inhibicidn del crecimiento de estos 6rganos.
Este metal puede ademas interactuar con numerosas sustancias intra y
extracelulares, con la pared celular, puede ocasionar la ruptura de las
membranas bioldgicas y el sistema de transporte membranoso intracelular, e
interactuar con constituyentes del simplasto como las calmodulinas etc.
(Kochian, 1995).

El aluminio como otros muchos metales induce la peroxidacion lipidica y dafios
oxidativos en varios sistemas de plantas y actia como un catalizador en la
produccion de las ERO (Aust, 1989; Cakmak y Horst, 1991; Luna et al., 1994;
Gallego et al., 1996, Weckx y Clijsters, 1997; Subrahmanyam, 1998; Dietz et
al., 1999; Piexoto et al., 1999; Panda and Patra, 2000; Shah et al., 2001).

3.7. Factores bidticos

Entre los diversos factores estresantes que las plantas deben enfrentar durante
todo su ciclo de vida, las infecciones por hongos patégenos, bacterias y virus,
asi como el ataque de un grupo numeroso de animales entre estos los
herbivoros, estan catalogados entre los peligros mas importantes para las
plantas (Wojtaszek, 1997).

El hongo Cercospora provoca una amplia destruccion de importantes cultivos
como el maiz, el tabaco, el café, la soya y bananos (Arora et al., 2002). La
cercosporina es un metabolito secundario perilenoquindénico de color rojo,
producido por muchas especies de este género. Las toxinas naturales que
provocan sensibilidad a la luz inducen dafio oxidativo en presencia de luz y
causan reacciones fitotoxicas. Entre estos compuestos el mejor caracterizado
es la cercosporina (Daub y Ehrenshaft, 1993). Cuando este compuesto es
activado por la luz reacciona con el oxigeno formando el radical 'O, (Daub y
Hangartner, 1983). Este ion puede atravesar las membranas debido a los
cambios en la composicion de las mismas por la peroxidacion (Daub, 1982).
Los dafios causados a las membranas por efecto de la cercosporina, provee de
nutrientes a este hongo permitiendo su crecimiento y la esporulacion en el
hospedero (Arora et al., 2002).

Una vez que la planta detecta un microorganismo invasor, ésta puede inducir
de forma coordinada varios mecanismos de defensa para restringir el
crecimiento de patdgeno y/o destruirlo (Dixon, et al., 1994, Benhamou, 1996).
Las reacciones de defensa general, tales como el reforzamiento de la pared
celular, la produccién de fitoalexinas y la acumulacién de proteinas
antimicrobianas son empleadas en caso de dafno por patogenos y las
regulaciones temporales y espaciales son decisivas ya que confieren
caracteristicas a la planta de sensibilidad o resistencia ante el patogeno (Van
de Rhee, 1994).



Las numerosas interacciones de incompatibilidad estan frecuentemente
asociadas con la muerte de un numero pequefio de células en el sitio de
infeccion, lo cual se conoce como respuesta hipersensible (Jones y Dangl,
1996; Hammond-Kosack y Jones, 1996; Dang et al., 1996).

Para que la planta inicie una respuesta de resistencia frente al organismo
invasor, se requiere de la percepciéon del patégeno a través de sehnales
moleculares, ya sean sintetizadas por el organismo invasor o liberadas de las
paredes celulares de la planta. Estas moléculas que actuan como senales han
sido denominadas en general como elicitores, pero sélo algunas de éstas han
sido definidas a nivel molecular como oligosacaridos, glicoproteinas y
glicopéptidos (Ebel y Cosio, 1994). Los elicitores pueden ser especificos para
una parte en particular de la planta o ser moléculas muy generales como por
ejemplo, componentes de la pared celular del microorganismo invasor (Ebel y
Cosio, 1994).

Muchos de los aspectos de la respuesta temprana microorganismo-hospedero
han sido revelados utilizando mezclas de moléculas elicitoras y elicitores
purificados, para inducir reacciones de defensa en cultivos de células
vegetales. Entre los eventos que suceden en las primeras etapas de la invasion
se incluyen respuestas rapidas y transcientes que ocurren fundamentalmente
en la superficie de la pared celular de la planta, las cuales se basan en la
activaciéon de componentes que ya existen en la misma, mas que en la
activaciéon de la maquinaria biosintética a nivel intracelular. Entre las reacciones
que fueron identificadas se destacan la liberacién exacerbada de especies
activas del oxigeno (Mehdy, 1994, Baker y Orlando, 1995, Low y Merida, 1996),
cambios en el pH extracelular y en el potencial de membrana (Bolwell, et al.,
1995), el flujo de iones (Hahlbrock, 1995), cambios en los patrones de
fosforilaciéon en las proteinas (Felix et al., 1991) y la inmovilizacién oxidativa de
las proteinas de la pared celular de las plantas (Wojtaszek et al., 1995).

Se plantea en general que la produccion elevada de las ERO en las plantas
puede servir no sélo como agente protector frente al ataque del patégeno, sino
también como sefales de activacion de reacciones posteriores de defensa que
incluyen la respuesta de hipersensibilidad en las células afectadas (Tenhaken
et al., 1995).

Las células de las plantas son capaces de producir especies activas del
oxigeno, especialmente el H,O, de manera constitutiva en cantidades
significativas. Esta produccion estd asociada fundamentalmente a
compartimentos extracelulares (matriz extracelular), y es regulada por factores
del desarrollo como hormonas, la luz y cortes en la superficie del vegetal
(Wojtaszek, 1997). El peréxido de hidrogeno es principalmente detectado en
células que experimentan lignificacion como las fibras floematicas y elementos
traqueales y en algunas células epidérmicas (Olson y Varner, 1993). Por otra
parte, la produccién intensiva del H,O, puede ser observada en células
dafiadas o sometidas a estrés mecanico (Olson y Varner, 1993).

El primer reporte de la produccion inmediata de las ERO en una interaccién
planta-patégeno, fue dado por Doke en 1983. Los experimentos realizados por
este investigador mostraron una generacion de radicales ‘O, en discos de
tubérculos de Solanum tuberosum inoculados con Phytophthora infestans o
componentes de la paredes de las hifas.

El estrés oxidativo es considerado uno de los eventos tempranos que ocurren
luego de la elicitacion. La generacion exacerbada de las ERO ha sido



observada en plantas que han sido enfrentadas a hongos, bacterias y virus, asi
como en cultivos celulares tratados con preparaciones que contienen elicitores,
patdégenos o fragmentos de las paredes celulares de las plantas o en respuesta
a estreses mecanicos (Wojtaszek, 1997). La mayoria de los datos parecen
indicar que el H,O, es el componente entre las ERO que se produce en mayor
proporcion, con la posible participacién del ‘O, (Wojtaszek, 1997); sin embargo,
a veces se hace dificil afirmar este hecho debido a la estrecha relacion que
existe en la generacion de ambas especies (Wojtaszek, 1997).

En estudios con suspensiones celulares de tomate (Lycopersicon esculentum)
infectadas con Cladosporium sp. como sistema elicitor, se observo la
produccion tanto de H,O, como de ‘O, (Vera-Estrella, 1992), mientras que en
hipocotilos de tomate solo se detecto la presencia de ‘O, (May, et al., 1996).

IV. Sistemas antioxidantes en las plantas

Las plantas poseen un sistema antioxidante eficiente que provee de proteccion
a las mismas frente a los dafios provocados por las especies reactivas del
oxigeno. Estas defensas no estan restringidas a compartimentos intracelulares,
sino que también se localizan aunque de manera limitada, en el apoplasto.

4.1. Sistema antioxidante enzimético

Las enzimas antioxidantes constituyen un grupo de enzimas antiestrés que
intervienen en la eliminacién de las especies reactivas del oxigeno. Entre ellas
se encuentran: Superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), peroxidasa
(POX), ascorbato peroxidasa (APX) y glutation reductasa (Asada, 1992,
Scandalias, 1990). Otras enzimas de este grupo que desempefan un papel
importante en la detoxificacion celular son: la monodehidroascorbato reductasa
(MDHAR), dehidroascorbato reductasa (DHAR) y la glutation peroxidasa (GPX)
(Arora et al., 2002).

4.1.1. Superoxido dismutasa

La superéxido dismutasa constituye una familia de metaloenzimas que cataliza
la dismutacién del radical superoxido a H,O, y O, (Scandalios, 1993). Esta
reaccidon es 10 000 veces mas rapida que la dismutacién espontanea del anién
superoéxido (Bowler et al., 1992).

Esta enzima elimina el O," y por tanto disminuye el riesgo de formacién del
radical hidroxilo via reaccibn de Haber-Weiss. Han sido reportadas 3
isoenzimas nombradas Mn-SOD, Cu-Zn-SOD y Fe-SOD en varias especies.
Aunque recientemente se descubrié en Streptomyces otro tipo de SOD con
niquel en su centro activo (Kim et al., 1996).

La Mn-SOD se encuentra principalmente en mitocondria (Hernandez, et al.,
1999) y peroxisomas (Sandalio, et al., 1987, Corpas, et al., 1998), aunque
también ha sido localizada en forma soluble en la fraccion citosélica
(Hernandez et al., 2000). Se ha encontrado ademas en organismos procariotas
(Blokhina et al., 2002). La Cu-Zn-SOD ha sido localizada tanto en la fraccién
citosdlica (Hernandez et al., 1999) como en cloroplastos, mitocondria y también
en bacterias gram negativas (Blokhina, et al., 2002). De igual forma, la Fe-SOD
aunque es detectada predominantemente en los cloroplastos (Gomez et al.,
1999), ha sido reportada en el citosol (Becana et al., 1986), mitocondria (Salin,
1988) y peroxisomas (Droillard y Paulin, 1989), asi como en organismos



procariotas (Blokhina et al., 2002). Estas isoenzimas se diferencian teniendo en
cuenta la sensibilidad al H,O, y al KCN (Bannister et al., 1987).

Todas las SOD son expresadas en el nucleo, y los genes que codifican para las
mismas han mostrado sensibilidad a estreses ambientales, debido
probablemente al incremento en las concentraciones de las ERO (Blokhina, et
al., 2002).

4.1.2. El 4cido ascorbico y la ascorbato peroxidasa

Un sistema eficiente en las plantas lo constituye el sistema acido ascérbico y la
enzima ascorbato peroxidasa. El ascorbato se encuentra presente en
cloroplasto, citosol, vacuola y el espacio apoplastico de las células de las hojas
en elevada concentracion (Foyer et al.,, 1991). Este sistema antioxidante es
quiza el mas importante en las plantas, con la funciéon fundamental de eliminar
el H,0O, (Foyer, 1993). La oxidacién del ascorbato se produce en dos etapas
secuenciales, primariamente se produce el compuesto mono-dehidroascorbato,
el cual si no es rapidamente vuelto a reducir a ascorbato, es transformado a
ascorbato y dehidroascorbato (Figura 5).

La actividad ascorbato peroxidasa ha sido reportada principalmente en
cloroplasto y citosol (Arora et al., 2002). Sin embargo, estudios recientes han
demostrado la presencia de esta enzima en mitocondria (Gomez et al., 1999,
Anderson, et al., 1995). En los cloroplastos, la SOD y la enzima ascorbato
peroxidasa se presentan en forma soluble y unida a los tilacoides.

El superéxido generado en la superficie de la membrana es atrapado y
convertido inmediatamente a H,O, para ser posteriormente eliminado por la
ascorbato peroxidasa unida a membrana (Neubauer et al., 1989, Nakano y
Asada, 1980).

H,0
2" Glutatién

2H* O
SO/ oxidado NADPH
H,0,

Acido ascorbic

ascorbato

Reductasa  Glutation [Reductasa
Ascorb eroxidasa Mono idro
Ascorbato
H.O Monodehidro NADPH
2 Dehidro Glutatién
ascorbato Reaccién no NADP

" ascorbato reducido
enzimatica

Figura 5. Ruta de Asada-Halliwel para la eliminacién del H,O, la regeneracion del
acido ascorbico donde participan varias enzimas (Arora, 2002).

Estudios realizados con cloroplastos aislados, evidenciaron la metabolizacién
rapida del H,O, adicionado de manera exdgena (Neubauer, et al., 1989,
Nakano y Asada, 1980) demostrando que de manera in situ, los cloroplastos
intactos pueden eliminar el HO, generado tanto interna como externamente.



Una vez que el ascorbato es oxidado, éste es nuevamente reducido,
participando en este proceso dos enzimas, la mono-dehidroascorbato
reductasa (E.C. 1.6.5.4), la cual utiliza NADP(H) directamente para reciclar el
ascorbato y la dehidroascorbato reductasa. Por otra parte, el compuesto mono-
dehidroascorbato es por si mismo un eficiente aceptor de electrones (Foyer y
Lelandais, 1993). Este compuesto es reducido a ascorbato utilizando
electrones derivados de la cadena de transporte electrénico fotosintética segun
la reaccion:

_ Luz
4 Mono-dehidro 4+ 2 H,O 4 ascorbato + O,
ascorbato Transporte
electrénico

4.1.3. Glutation y glutation reductasa

El glutatién actua como un reductor para proteger los grupos tioles de enzimas,
para regenerar el ascorbato y reacciona con el oxigeno singlete y radicales
hidroxilos (Arora et al., 2002). En algunas plantas como las leguminosas el
glutatiéon es parcial o totalmente reemplazado por el compuesto homoglutation
(glutamil cisteinil alanina) (Klapheck, 1988). Este actia como una proteina
reductora con puente disulfuro en su estructura, detoxificando herbicidas por
conjugacion, ya sea espontaneamente o por la actividad de una de las varias
glutation-S-transferasas que existen y regula la expresién de genes en
respuesta a estreses ambientales y al ataque de patégenos (Anderson, et al.,
1983). También participa en la regeneracion del ascorbato a partir del
compuesto dehidroascorbato por medio de la enzima dehidroascorbato
reductasa (E.C. 7.8.5.1) (Arora et al., 2002). En esta reaccion el glutatién
(GSH) es oxidado a glutation bisulfato (GSSG). El glutatién es regenerado por
la enzima glutation reductasa (GR) en una reaccion dependiente de NADPH.
Creissen et al., (1996) han reportado la presencia de esta ultima enzima en
cloroplastos, mitocondria y la fraccion citosdlica (Hernandez et al., 2000).

4.1.4 Catalasa

La catalasa es una enzima que contiene hierro en su estructura y cataliza la
dismutacion del H,O2 en agua y oxigeno molecular (Arora et al., 2002). Esta
enzima se encuentra en todos los organismos eucariota aerdbicos y constituye
un mecanismo esencial para la eliminacion del H,O, generado en los
peroxisomas por oxidasas que participan en la [3-oxidacion de acidos grasos, la
fotorespiracién y el catabolismo de las purinas. La catalasa fue una de las
primeras enzimas en ser aislada y obtenida con un alto grado de pureza. Todas
las formas enzimaticas de la catalasa son tetraméricas con pesos moleculares
de aproximadamente 220 KDa. Multiples formas de la catalasa han sido
descritas en numerosas plantas. Estas formas han sido clonadas de maiz
(Redinbaugh et al., 1988; Sandalias, 1990) y genes homélogos que han sido
clonados a partir de otro grupo de plantas. En maiz se encuentran tres
isoformas denominadas CAT-1, CAT-2 y CAT-3, cuyos genes se encuentran
localizados en diferentes cromosomas y son expresados y regulados de
manera diferente e independiente (Scandalios, 1990).

CAT-1 y CAT-2 estan localizados en peroxisomas y en el citosol, mientras que
CAT-3 se encuentra en mitocondria. Estudios detallados de la estructura de la



catalasa extraida de higado de ganado vacuno ha mostrado cuatro sitios de
union al NADPH por cada unidad tetramérica (Fita y Rossmann, 1985), pero
estos sitios no estan en estrecha asociacién con el centro activo involucrado en
la degradacién del H,O,; sino que el NADPH funciona en la catalasa animal
protegiendo a la enzima frente a la inactivacién por H.O- (Kirkman et al., 1987).
Sin embargo, la catalasa extraida de plantas de Solanum tuberosum no
contienen NADPH en su estructura (Beaumont et al., 1990).

4.2. Sistema antioxidante no enzimatico

Las plantas producen cantidades considerables de compuestos de naturaleza
no proteica que participan activamente en la eliminacion de las ERO y ayudan
a mantener el balance redox esencial para el buen funcionamiento del
metabolismos celular. Entre estos antioxidantes se encuentra el glutation, el
acido ascorbico, el tocoferol, entre otros, de los cuales se describen a
continuacion algunos aspectos importantes de la estructura y funcién de los
mismos.

4.2.1. El glutatién (GSH)

El glutation (y-glutamilcisteinil glicina), es un compuesto abundante en los
tejidos de las plantas. Se encuentra virtualmente en todos los compartimentos
celulares: citosol, reticulo endoplasmatico, vacuola y mitocondria (Jimenez et
al., 1998), donde el mismo desempefia multiples funciones. EIl glutatién
constituye el mayor reservorio de grupos SH en las células y actia como un
potencial detoxificador de formas xenobidticas a través de la conjugacion GSH-
y puede servir como un precursor de poliquelantes (Noctor et al., 1998, May et
al., 1998).

El glutation junto a su forma oxidada (GSSG) mantiene un balance redox en los
compartimientos celulares. A este compuesto se le ha dado una ultima
propiedad de gran importancia biolégica, como agente antioxidante frente a
diversos estreses, y provee la base para la sefializacion molecular del estrés.
De hecho, la funcién del GSH en la regulacién redox de la expresién de genes
ha sido reportada en numerosos trabajos (Wingate et al., 1988, Alscher, 1989).
Debido a las propiedades redox del par GSH/GSSG y los grupos reducidos del
GSH, este puede participar en la regulacion del ciclo celular (Sanchez-
Fernandez et al., 1997).

La funcion del GSH como agente antioxidante bajo condiciones de estrés
oxidativo ha recibido mucha atencién durante la ultima década. Estudios de la
estructura quimica de este compuesto ha revelado un nudcleo central
nucleofilico con un residuo de cisteina responsable del alto potencial reductivo
de esta especie (Blokhina et al., 2002). Este compuesto elimina el H,O,
citosdlico y reacciona por via no enzimatica con otras ERO como el oxigeno
singlete, el radical superdxido y el radical hidroxilo (Larson, 1988). El papel
esencial del GSH en la defensa antioxidante se debe a la capacidad que tiene
este compuesto de regenerar otro poderoso antioxidante soluble en agua, el
acido ascorbico a través del ciclo ascorbato-glutation (Foyer y Halliwell, 1976;
Noctor y Foyer, 1998).

4.2.2. El 4cido ascorbico



El acido ascérbico es uno de los antioxidante no enzimaticos mas poderosos y
mejor estudiado (Smirnoff, 1996; Noctor y Foyer, 1998, Arrigoni y de Tullio,
2000, Horemans et al., 2000, Smirnoff, 2000). Ha sido detectado en la mayoria
de células vegetales, organelos y en el apoplasto (Blokhina et al., 2002). Bajo
condiciones fisioldgicas el acido ascorbico se encuentra en su forma reducida
(lo que representa 90% del ascorbato total) en hojas y cloroplastos (Smirnoff,
2000). La concentracién intracelular de este compuesto se encuentra en el
rango de los milimoles (20 mM en el citosol, y entre 20 y 300 mM en el estroma
del cloroplasto) (Foyer y Lelandais, 1996).

La capacidad de este compuesto para donar electrones en un amplio rango de
reacciones enzimaticas y no enzimaticas convierte al acido ascoérbico en el
principal compuesto detoxificador de las ERO en la fase acuosa (Blokhina et
al.,, 2002). El acido ascoérbico puede directamente eliminar el radical
superoxido, los radicales hidroxilos, el oxigeno singlete y reducir el H,O, a H,O
mediante la reaccion ascorbato peroxidasa (Noctor y Foyer, 1998).

En los cloroplastos, el acido ascérbico actua como un cofactor de la enzima
violaxantina de-epoxidasa, contribuyendo asi la disipacion del exceso de la
energia de excitacion  (Smirnoff, 2000). El acido ascérbico puede ademas
regenerar el tocoferol a partir del radical tocoferoxil confiriendo por esta via
proteccion a las membranas biolégicas (Thomas et al., 1992).

Por otra parte este compuesto lleva a cabo otras funciones no oxidantes en la
célula. Por ejemplo ha sido implicado en la regulacién de la divisién celular y la
progresion del ciclo celular de la Fase G1 a la S (Liso et al., 1988, Smirnoff,
1996) y en la elongacién celular (De Tullio et al., 1999).

4.2.3. El tocoferol

Los tocoferoles y los tocotrienoles son componentes esenciales de las
membranas biolégicas donde desempefian funciones antioxidante y no
antioxidante (Kagan, 1989). Existen cuatro isémeros del tocoferol y del
tocotrienol (a-, B-, y-, 0-), los cuales desde el punto de vista estructural
consisten en un grupo cromatico y una cadena lateral que confiere un caracter
anfipatico a estos compuestos (Kamal-Eldin y Appelqvist, 1996).

La actividad antioxidante relativa de los isémeros del tocoferol in vivo es la
siguiente: a>f> y> 9, lo cual esta relacionado con los patrones de metilacién y
la cantidad de grupos metilos unidos al anillo fendlico de la estructura polar de
la molécula. El a-tocoferol con tres grupos metilos posee la mayor actividad
antioxidante de todos los tocoferoles (Kamal-Eldin y Appelqvist, 1996).

Aunque la actividad antioxidante de los tocotrienoles en relacién con los
tocoferoles ha sido menos estudiada, el a-tocotrienol ha demostrado tener una
mayor actividad antioxidante que el a-tocoferol alrededor de las membranas
(Packer et al., 2001).

Los tocoferoles son sintetizados solamente en las plantas y las algas, y han
sidos localizados en todas las partes del vegetal (Janiszowska y Pennock,
1976). Las membranas de los cloroplastos en las plantas superiores contienen
a-tocoferol como el isobmero predominante de este grupo, el cual confiere
proteccion frente a dafos fotooxidativos (Fryer, 1992). También existe
evidencia de que el compuesto a-tocoferol quinona, localizado exclusivamente
en las membranas cloroplastidicas, posee propiedades antioxidantes similar al
a-tocoferol (Kruk et al., 1997).



La vitamina E es un compuesto antioxidante capaz de reparar radicales
oxidados de forma directa, previniendo la reaccion en cadena durante la
autooxidacion lipidica (Serbinova y Packer, 1994). También reacciona con
radicales alcoxilos (LO’), el radical lipidico peroxil (LOO’) y con radicales
alquilos (L), derivados de la oxidacion de los acidos grasos poliinsaturados
(Kamal-Eldin y Appelqgvist, 1996; Buettner, 1993).

La reaccioén entre la vitamina E (derivado del tocoferol) y los radicales lipidicos
tiene lugar en la interfase agua-membrana donde la vitamina E dona un ion
(hidrogeno) al radical lipidico con la consecuente generacion de radical
tocoferoxil (TOH') (Buettner, 1993). El radical TOH" vuelve a tomar su forma
reducida por accion de la vitamina C (ascorbato), el glutatién reducido (Fryer,
1992) o la coenzima Q (Kagan et al., 2000). Ademas, los tocoferoles actuan
como eliminadores quimicos de radicales del oxigeno, especialmente el
oxigeno singlete (por la via de la oxidacion irreversible del tocoferol), y como un
desactivador fisico del oxigeno singlete por un mecanismo de transferencia de
carga (Fryer, 1992).

Se ha sugerido que los tocoferoles pueden estabilizar estructuras de
membranas (Bokhina, et al., 2002). Estudios en la década del 90 mostraron
que el a-tocoferol puede modular la fluidez de la membrana de forma similar al
colesterol y también la permeabilidad de la membrana a pequefios iones y
moléculas (Fryer, 1992). Estudios recientes demostraron que el a-tocoferol
puede disminuir la permeabilidad de vesiculas de digalactosildiacil glicerol a
glucosa y protones (Berglund et al., 1999). También se ha demostrado que
existe interaccion entre el PS Il con el a-tocoferol quinona y a-tocotrienol
quinona (Kruk et al., 2000). Por otra parte, los complejos formados entre el
tocoferol con acidos grasos libre y lisofosfolipidos protegen las estructuras de
membranas contra efectos deletéreos (Bokhina, et al., 2002). Este hecho
presenta una gran relevancia fisiolégica, debido a que los productos de la
hidrdlisis de los fosfolipidos son caracteristicos de eventos patologicos tales
como la hipoxia, isquemia o dafios por otros estreses (Kagan, 1989).

Existen por otro lado, otras funciones no antioxidantes del a-tocoferol tales
como la inhibicion de la proteina quinasa C y inhibicion de la proliferacion
celular (Azzi and Stocker, 2000).

4.2.4. Los compuestos fendlicos como antioxidantes

Los fenoles estan conformados por diversos metabolitos secundarios que
incluyen flavonoides, taninos, ésteres hidroxicinamato y lignina, los cuales se
encuentras de forma abundante en los tejidos de las plantas (Grace y Logan,
2000).

Los fenoles poseen una estructura quimica ideal para eliminar los radicales
libres. Los fenoles han mostrado ser compuestos antioxidantes mas efectivos
que los tocoferoles y el ascorbato en condiciones in vitro (Bokhina, et al., 2002).
Las propiedades antioxidantes de los fenoles vienen de sus elevadas
reactividades como donores de hidrogeno o electrones, de la capacidad que
tienen los radicales derivados de polifenoles para estabilizar y deslocalizar un
electron no apareado y de la capacidad que tienen los mismos para quelatar
metales de transicion (Rice-Evans et al., 1997).

Otro mecanismo que propicia la actividad antioxidante de los fenoles es el
hecho de que éstos puedan alterar la cinética de la reaccién de peroxidacion,
por modificacion en el empaquetamiento de los lipidos, disminuyendo consigo



la fluidez de las membranas (Arora et al., 2000). Estos cambios pudieran por
efecto estérico obstaculizar la difusién de los radicales libres y restringir la
reaccion de peroxidacion (Bokhina, et al., 2002). Ademas, los compuestos
fendlicos pudieran estar relacionados con la cascada de eliminacion del H,O»
en las células de las plantas segun estudios realizados por Takahama y Oniki,
1997.

V. Respuesta antioxidante de las plantas frente a los estreses

Un mecanismo evolutivo desarrollado por las plantas para mantener niveles no
téxicos de las especies radicalias del oxigeno, en repuesta a incrementos por
diferentes estreses ambientales, ha sido en general el aumento en la sintesis
de compuestos proteicos y no proteicos con propiedades antioxidantes.

5.1 Respuesta antioxidante frente al estrés salino

Estudios realizados por El-baky et al. (2003) con cuatro variedades de Allium
cepa L. reportaron incrementos en la peroxidacion lipidica (medida por el
incremento en el contenido de malonaldehido) en aquellas plantas sometidas a
estrés salino. Los niveles de glutation aumentaron a mas del doble en todas las
variedades bajo condiciones estresantes. Por otra parte, los niveles en las
actividades enzimaticas de la guaiacol peroxidasa, catalasa y superoxido
dismutasa encontradas en las plantas estresadas también aumentaron en
relacion al control.

Las actividades SOD, APX, CAT y GR también mostraron incrementos en
plantas de trigo tolerantes a salinidad, en diferentes estudios realizados por
Sairam, et al., (1997, 1998, 2000, 2001).

Similares resultados se obtuvieron en evaluaciones realizadas en cotiledénes
de plantulas de soya (Chen et al., 1997), en citrico (Gueta-Dahan, et al., 1997),
en Pisum sativum (Gomez, et al., 1999, Hernandez et al., 1999, Hernandez, et
al., 2000) y en la especie Setaria italica (Sreenivasulu, et al., 2000).

Sairam y Srivastova, (2002) reportaron de manera comparativa elevadas
actividades de cu-Zn-SOD, Fe-SOD, APX y GR en la fraccion cloroplastidica y
Mn-SOD en la fraccion mitocondrial en genotipo tolerantes de trigo bajo
condiciones salinas.

Por otra parte, estudios realizados por Hernandez et al., (2000) con plantas
tolerantes de Pisum sativum cv Granada reportaron un aumento en la
expresion de ARNm vy la actividad de enzimas Mn-SOD, APX y GR y
monodehidroascorbato reductasa, mientras que la variedad Chillis sensible a
elevadas concentraciones de sales no mostré6 cambios significativos en los
niveles de expresion.

Plantulas de Stylosanthes guianensis cv. CIAT-184 germinadas en
concentraciones de NaCl entre 0 y 100 mM, mostraron también incrementos
significativos en la actividad guaiacol peroxidasa a concentraciones superiores
a 40 mM (Fuentes et al., 2006).

5.2 Respuesta antioxidante frente al estrés por hipoxia

De manera general las plantas sometidas a condiciones de baja concentracion
de oxigeno, responden de manera similar como sucede frente a otros estreses
para lograr un balance redox en las células. Las variaciones en la respuesta



antioxidante para este estrés, esta en relacién a la tolerancia que muestre la
especie, asi como el tiempo de exposicion y el grado de privaciéon de O..

En experimentos con plantas de trigo y raices de arroz sometidas a la privacion
de O,, la actividad SOD fue determinada inmediatamente culminado el
tratamiento. Como un resultado de este experimento después de tres dias de
sometidas las plantas a anoxia, la actividad SOD aumenté en un 65% el valor
mostrado por las raices control. Sin embargo, en el arroz, una especie mas
tolerante a la privacion del O, este estrés no afecté la actividad de esta enzima
(Chirkova et al., 1998).

En cereales se ha encontrado una disminucién de la actividad SOD en
dependencia del periodo de duracion del tratamiento por anoxia, mientras que
en Iris pseudacorus se encontré un aumento en 14 veces durante el periodo de
reoxigenacion (Monk et al., 1989). Biemelt et al., (2000) reportaron un
incremento en la actividad total de la SOD en raices de trigo tratadas bajo
anoxia, pero no se encontré6 aumento en dicha actividad en condiciones de
hipoxia. Los valores de incremento en la actividad SOD estan correlacionados
positivamente con el periodo de tratamiento (Biemelt et al., 2000).

Por otra parte, Kalashnikov et al., 1994, reportaron la induccion de la actividad
SOD en raices y hojas de Hordeum vulgare bajo condiciones de hipoxia.

Otro sistema enzimatico antioxidante estudiado bajo estas condiciones han
sido las enzimas peroxidasa y catalasa. Bajo condiciones de anoxia los
sistemas peroxidasas responden de manera diferente, hecho que ha sido
observado en cotiledones y raices de plantulas de arroz (Lee y Lin, 1995).
Estos investigadores encontraron decrementos en la actividad guaiacol
peroxidasa unida a pared celular, mientras que la peroxidasa soluble no resultd
afectada en cotiledones. En contraste, las raices crecidas en condiciones de
anoxia mostraron incrementos en la peroxidasas unidas a la pared celular. La
aclimatizacion a este estrés por la planta parece depender al menos
parcialmente, de actividad peroxidasa, la cual es regulada por esta condicion
(Amor et al., 2000). En plantulas de arroz la actividad catalasa aumentoé luego
de una reoxigenacion posterior a la privacion de O, (Ushimaru et al., 1999).

5.3 Respuesta antioxidante frente a los metales

Las plantas que son expuestas a la acumulacién de metales pesados producen
numerosos tipos de metabolitos. El efecto estresante de los metales Cd, Cu, Ni
y el Zn inducen la acumulacién de metabolitos que contienen nitrogeno en su
estructura, en especial, la prolina ha sido estudiada por varios autores, pero
también otros aminoacidos y oligopéptidos, asi como poliaminas vy
micotianamina. En general, las moléculas sintetizadas bajo estreses como
metales pesados, salinidad, temperatura, etc. tiene funciones fundamentales:
unirse a los metales, defensa antioxidante y como senalizadotes del estrés. En
este sentido existen fuertes evidencias en experimentos con algas y plantas
transgénicas que correlacionan la prolina como una defensa antiestrés por la
presencia de metales. La histidina es considerada un fitoquelante y el glutation
desempefia un papel importante por unirse a metales, mientras que las
poliaminas cumplen funciones como sefales moleculares y antioxidantes.
Estudios realizados por Panda y Khan, (2004) revelaron cambios significativos
en la actividad SOD en Hydrilla verticillata L. bajo condiciones de estrés
abidtico por metales pesados, como cromo, zinc, cobre y cadmio, temperatura,
salinidad inducida por cloruro de sodio y el estrés hidrico inducido por PEG.



En estos estudios la actividad SOD aumenté de manera uniforme en las
plantas tratadas con soluciones de Cd y Cu en la medida que aumentaban las
concentraciones; sin embargo, en las plantas tratadas con Zn y Cr se observé
un decrecimiento uniforme cuando las concentraciones de estos metales
aumentaron en el medio, en comparacién al control. La disminucién en la
actividad de esta enzima bajo el tratamiento con Cr y Zn pudiera estar asociado
con la producciéon de las ERO que pueden provocar la inactivacion de esta
enzima (Gallego, et al., 1996).

Sin embargo, los tratamientos con Cu y Cd mostraron un aumento en la
actividad SOD. Resultados similares fueron obtenidos por Chongpraditnum et
al., (1992) los cuales reportaron una induccién en la actividad de la SOD
citosdlica de raices de Glycine soja (soya), lo cual fue relacionado con un
incremento en los niveles de radicales superdxido. Sin embargo, Gallego, et al.,
(1996) reportaron una disminucion en la actividad SOD bajo tratamiento con
Cd, mientras que Dixit, et al., (2001) encontraron aumentos en la actividad de
esta enzima en hojas de Pisum sativum.

5.3.1 El plomo

Las plantas responden al estrés por la presencia de iones metdlicos de
diferentes formas; las cuales incluyen la exclusion, quelacion,
compartimentalizacion y la expresion de genes que codifican para proteinas
antiestrés (Ma®ecka, 2001).

Un aumento en las concentraciones citosélicas de iones de metales pesados
induce la sintesis de péptidos de baja masa molecular con alto contenido de
grupos SH, denominados poliquelantes (Prasad, et al., 1999; Girill, et al., 1985;
Zenk, 1996). La principal funcion de esas proteinas llamadas metalotioninas
clase Ill, es mantener la homeostasis de los metales en las plantas, por
ejemplo mantener las concentraciones de Cobre y Zinc a niveles optimos, asi
como regular la concentracion de otros metales como el Cd y Pb por debajo de
niveles toxicos (Rauser, 1995).

Los mecanismos moleculares de la toxicidad del Pb y el Cd han sido
pobremente elucidados. La funcién protectora de la catalasa es limitada debido
a su localizacion principalmente en los peroxisomas (Foyer, et al., 1994).

En plantas de Pisum sativum expuestas a 1 mM de Pb(NO3), durante varios
dias se observé un aumento significativo en los niveles del anién superoxido
luego de 2 h de tratamiento, manteniéndose estos niveles hasta 48 h,
disminuyendo posteriormente a este tiempo. Como respuesta a este estrés, la
actividad SOD aumentd progresivamente en el tiempo hasta alcanzar valores
de 3 veces la actividad en relacién al control hasta las 24 h, dicha actividad se
mantuvo hasta las 96 horas (Ma®ecka, 2001).

Por otra parte la actividad catalasa medida en este experimento mostro
aumentos de 6 veces el valor del control hasta las 72 horas en las plantas
tratadas, cayendo en las préximas 24 h a un 33 %.

Los efectos destructivos del Pb son visibles a nivel molecular, celular, asi como
en toda la planta (Przymusinski, et al., 1991; Wozny y Jerczynska, 1991).

Las raices constituyen el 6rgano primariamente dafiado debido a que el mismo
es el que establece el primer contacto con el metal y ademas es donde es
acumulado en porcentajes entre un 70 y un 95 % del mismo (Piechalak, et al.,
2002).



Maecka, et al., 2001, encontraron el P. sativum sometido al efecto toxico del Pb
la presencia de granulos densos y una reduccion en el numero de crestas
mitocondriales en comparacion con las plantas control. Similares granos han
sido analizados mediante rayos X por Samardakiewicz (2000) determinandose
que los mismos eran granulos de sales de Pb; resultados similares fueron
encontrados en raices de maiz tratados con Pb?* por (Bittel, et al., 1974).

El incremento en las concentraciones de radical superdxido probablemente
intensifica la actividad del sistema antioxidativo. El incremento en las
concentraciones de las ERO en otras plantas expuestas a metales pesados ha
sido observada en tubérculos de Solanum tuberosum sometidos al efecto del
Cd (Stroinski y Zielezinska, 1997), en raices de plantulas de Lupinus
polyphyllus tratadas con Cu®*, Cd** o Pb* (Rucinska, 1997) y en Brassica
juncea tratadas con iones Zn?* (Prasad, et al., 1999).

Las raices de P. sativum contienen cantidades endogenas de compuestos
tioles tales como cisteina, glutation y homoglutation los cuales tienen la
capacidad de quelatar el Pb y a su vez constituyen antioxidantes de bajo peso
molecular en las células vegetales (Noctor, et al., 1998).

Los niveles de compuestos como la cisteina y el glutation son incrementados
durante el periodo inicial de exposicion frente al Pb; sin embargo, periodos
largos de tratamiento con este metal disminuye significativamente los niveles
de ambos antioxidantes. Este hecho, unido a los incrementos sostenidos de las
ERO trae consigo condiciones de estrés oxidativo en las plantas (Ma3®ecka,
2001).

Los niveles de actividad enzimatica dependen en general de la especie en
cuestion y el tipo de metal (Ma®ecka, 2001). En experimentos de exposicion de
plantas frente a diferentes metales pesados durante tiempos prolongados
mostraron distintas comportamiento en la actividad SOD. En plantas tales como
Lupinus polyphyllus, Glycine max L. y Pisum sativum, muchos autores han
observado incrementos en la actividad de esta enzima luego de 48 h de
tratamiento con Zn?*, Mn2+, Cu®*, AP** y Pb®" (Przymusinski, et al., 1995; Rio,
et al., 1985; Cakmak y Horst, 1991). Sin embargo, otros autores han observado
decrementos en la actividad de esta enzima durante las primeras 10 horas de
estrés, en tejidos de tubérculos de papa tratados con Cd**, seguido de un
incremento en la actividad de la misma posterior a este tiempo (Stroinski y
Kozlowska, 1997).

5.3.2 El aluminio

Estudios realizados por Panda et al., 2003 sobre el efecto fitotoxico del
aluminio en Vignia radiata mostraron aumentos significativos en las
concentraciones de peréxidos producidos por esta planta a 1 mM de AICl;, asi
como dafios sustanciales en las membranas bioldgicas a igual concentracion
en comparacion al control (0 mM).

Los niveles en la actividad enzimatica de las enzimas superéxido dismutasa,
peroxidasa y glutation reductasa aumentaron progresivamente con el aumento
de la concentracion de este metal hasta 1 mM, mientras que la actividad
catalasa decrecidé uniformemente con el aumento de la concentracién. La
disminucién en la actividad de esta enzima fue observada también bajo el
efecto estresante de otros metales como el cobre en hojas de frijol (Maksymiec
and Baszynski, 1996), mercurio y cadmio en experimentos realizados con



Phaseulus aureus (Shaw and Rout, 1998), y por efecto del zinc en Brassica
juncea (Prasad et al., 1999).

Los niveles de antioxidantes no proteicos como el ascorbato y el glutatién
también disminuyeron con el incremento de este ion toéxico en el medio. Este
hecho indica la capacidad detoxificante de estos antioxidantes no proteicos
sobre los radicales libres del oxigeno (Rennenberg, 1982; Gallego et al., 1996).

5.3.3. El cadmio

El Cd, al igual que los demas metales pesados, induce estrés oxidativo por
estar involucrado en diferentes tipos de mecanismos de generacion de las ERO
(Stohs y Bagchi, 1995; Gallego et al., 1996; Benavides et al., 2005, Gratad et
al., 2005).

En estudios realizados por Balestrasse et al., 2001 en Glycine max L., quedd
demostrado que el Cd disminuia el contenido de GSH, y disminuia o
aumentaba las enzimas antioxidantes SOD, CAT, APOX, GR y DHAR,
dependiendo de la concentracion de Cd, el érgano usado y la edad de las
plantas. También en trabajos con plantas de esta misma especie se encontrd
que el Cd afectaba el metabolismo del nitrégeno (Balestrasse et al. 2003, 2005)
y que podia acelerar la senescencia en nddulos y raices de soya, hecho que
fue atribuido al estrés oxidativo generado por este idn metalico (Balestrasse et
al., 2004).

Estudios de estrés oxidativo por accion del cadmio realizados en trigo y girasol,
mostraron que las poliaminas desempefiaban un papel fundamental en la
defensa antioxidante frente a este estrés en hojas de estas especies (Groppa
et al., 2001, 2003). En otros experimentos realizados con hojas de girasol, se
encontrd un efecto protector por parte del 6xido nitrico en estos 6rganos al ser
sometidos a estrés oxidativo en presencia de este metal (Laspina et al., 2005).

VI.Conclusiones

La apariciéon del oxigeno en la atmodsfera terrestre a partir de la actividad de
microorganismos primitivos, no solo permitié el desarrollo de nuevas formas de
vida, sino que también impuso nuevos retos debido al caracter oxidante de este
compuesto.

Como proceso adaptativo a estas nuevas condiciones, surgen mecanismos
moleculares, celulares vy fisiolégicos que permitieron contrarrestar los efectos
nocivos de las especies reactivas del oxigeno (superéxido, peroxido de
hidrogeno, hidroxilo) que se generan de forma natural durante varios procesos
celulares como la fotosintesis, la fotorespiracion, la respiracion, etc., y por
efecto de cambios estresantes en el medio ambiente.

La produccion de compuestos antioxidantes enzimaticos como la SOD,
catalasa, peroxidasas, glutation reductasa, entre otras, y no proteicos como el
tocoferol, el acido ascorbico, compuestos aminados, etc., permiten a las
plantas mantener un balance redox necesarios para el buen funcionamiento
metabdlico en las células.

VIl. Recomendaciones

Los avances cientifico técnicos y la industrializacién de la era modera, han
conllevado a cambios en las condiciones de vida de las plantas, por lo que



factores como la salinizacion de los suelos, los contaminantes atmosféricos, las
fluctuaciones extremas de temperatura, le imponen condiciones estresantes a
los organismos vivos, lo que obliga a continuar el estudio de sus mecanismos
de defensa, asi como la posibilidad de obtener especies mejor adaptadas.
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