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Resumen

La salinidad es uno de los factores abidticos mas importantes por sus impactos negativos en las cose-
chas a nivel mundial, reduciendo el rendimiento de los principales cultivos de importancia econémica
en mas de un 50 por ciento. Se describen los mecanismos moleculares fundamentales que utilizan las
plantas para su adaptacién a condiciones salinas estresantes, entre ellos se encuentran el manteni-
miento de la homeostasis idnica, la sintesis de compuestos osmoprotectores, la reduccién del daino por
estrés oxidativo y el papel del acido abscisico.
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Summary

Moleculars mechanisms in plant salt tolerance

Salinity is one of the most important abiotic factors for its negative impacts on yield crops around the
world with a reduction higher than 50 percent in many crops of economic importance. The funda-
mental molecular mechanism for the plant adaptation to saline conditions as the maintenance of the
ionic homeostasis, the syntesis of osmotic protector compounds, the reduction of damage for oxidati-
ve stress and the abscisic acid role are described in plant salt tolerance.

Key words: Saline stress, Transgenic plants, ABA, lonic homeostasis.

Introduccién también ayudara a mejorar la tolerancia a
la sequia y a las temperaturas extremas,
porque el estrés osmotico es comun a estos

estreses abidticos (Chinnusamy et al., 2005).

El desarrollo de plantas tolerantes a la sali-
nidad es una necesidad para mantener y
elevar la produccién agricola (Munns et al.,
2006). Los programas de mejoramiento con-
vencional para obtener plantas que toleren
el estrés salino han obtenido un éxito muy
limitado debido a la complejidad del carac-
ter. El lento progreso en los programas de
mejora puede atribuirse al pobre conoci-

Las plantas responden al estrés salino a tres
niveles diferentes: celular, tisular y de plan-
ta completa (Munns y Tester, 2008). Es por
ello que para entender satisfactoriamente
la tolerancia de las plantas a la salinidad, los
mecanismos a cada nivel deben estudiarse

miento o entendimiento de los mecanismos
moleculares de tolerancia a la salinidad.
Ademas, comprender las bases moleculares
de la tolerancia de las plantas a la salinidad

individualmente (Larcher, 2003).

El objetivo de este trabajo es describir algunos
de los mecanismos moleculares fundamenta-
les que utilizan las plantas para su adaptacién
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a condiciones salinas estresantes, entre ellos,
el mantenimiento de la homeostasis idnica,
la sintesis de compuestos osmoprotectores,
la reduccion del dafio por estrés oxidativo y
el papel del acido abscisico.

La salinidad y sus efectos nocivos sobre los
cultivos

El estrés salino afecta al desarrollo de la
planta, incluyendo la germinacién, el creci-
miento vegetativo y el desarrollo reproduc-
tivo. También limita indirectamente la pro-
ductividad de las plantas a través de sus
efectos adversos en microorganismos sim-
bioticos beneficiosos.

La salinidad afecta el crecimiento y produc-
cion de los cultivos porque reduce el poten-
cial hidrico de la solucién del suelo, por lo
que disminuye la disponibilidad de agua, y
crea un desequilibrio nutritivo, dada la ele-
vada concentracion de elementos (Na*, CI)
que pueden interferir con la nutricion mine-
ral y el metabolismo celular (Amini et al.,
2007). En consecuencia, los diversos efectos
observados a distinta escala, desde reduc-
cion de turgencia y crecimiento, hasta la
pérdida de la estructura celular por desor-
ganizacién de membranas e inhibiciéon de la
actividad enzimatica, son el producto com-
binado del estrés hidrico, la toxicidad iénica
y el desequilibrio nutricional (Parida y Das,
2005; Vijayan, 2008).

La salinidad afecta la fotosintesis (Chaves,
2009), principalmente a través de la reduc-
cién del area foliar, el contenido de clorofila
y la conductancia estomatica, y en menor
extension a través de una disminucién de la
eficiencia del fotosistema Il (Chinnusamy et.
al., 2005). Los efectos adversos de la salini-
dad pueden atribuirse al efecto del estrés
salino sobre el ciclo celular y la diferencia-
cion. La salinidad detiene temporalmente el

ciclo celular reduciendo la expresién y acti-
vidad de ciclinas y proteinas quinasa depen-
dientes de ciclinas, lo que trae como resulta-
do menos células en los meristemos, y un
crecimiento limitado.

Tolerancia de las plantas a la salinidad

De acuerdo con la tolerancia a las condicio-
nes de salinidad en el suelo, las plantas pue-
den ser clasificadas en aquellas que requie-
ren o toleran altas concentraciones de sales,
o haldéfitas, y las que no toleran la presencia
excesiva de sales, o glicofitas. Existen cate-
gorias intermedias entre ambos grupos
—pseudohaldéfitas—, asi como plantas que, sin
ser halofitas, requieren sodio como elemen-
to esencial. La sensibilidad de las plantas a
las sales varia durante el desarrollo fenolé-
gico, dependiendo de la especie, el cultivar
y factores ambientales (Munns, 2002).

Se ha planteado que en la evolucién de los
mecanismos de tolerancia y adaptacion de
las plantas al estrés salino asi como a dife-
rentes factores abidticos estresantes, puede
observarse la existencia de grados de sus-
ceptibilidad y de tolerancia muy diferentes,
tanto desde el punto de vista de los meca-
nismos, como de la amplitud y distribucion
entre las diversas especies, e incluso varie-
dades y ecotipos dentro de un misma espe-
cie. Esto evidencia la diversidad de estrate-
gias que han desarrollado las plantas, para
mantener una respuesta altamente refina-
da ante la amplia gama de estrés a que son
expuestas las mismas (Gonzalez, 2002).

La mayoria de las especies comestibles de
granos y vegetales son glicéfitas muy suscep-
tibles a la salinidad del suelo, aiin cuando la
conductividad eléctrica sea menor de 4dS/m.
Especies tales como: frijoles (Phaseolus vulga-
ris), berenjena (Solanum melongena), maiz
(Zea mays), papa (Solanum tuberosum), y
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cafia de azucar (Saccharum oficinarum), son
muy susceptibles; mientras que la remolacha
azucarera (Beta vulgaris) y la cebada (Hor-
deum vulgare), pueden tolerar una CE de
mas de 7 dS/m. La remolacha y la cebada, sin
embargo, son muy sensibles durante la fase
de germinacién, en cambio son muy toleran-
tes durante las fases posteriores de desarro-
llo (Chinnusamy et al., 2005).

La respuesta adaptativa, para lograr tolerar
la salinidad, debe interconectar tres aspec-
tos en la actividad de la planta. El primero
es prevenir o reparar el dafio o la detoxifica-
cién. El segundo es el control de la homeos-
tasis, incluye la homeostasis i6nica y la
osmoética que deben ser re-establecidas
frente a las nuevas condiciones de estrés. En
tercer lugar, el control del crecimiento,
debe reanudarse pero con una tasa reduci-
da (Zhu, 2001).

Para que una planta se adapte a las condi-
ciones salinas, se deben activar multiples
mecanismos: debe aumentarse la capacidad
de obtener y/o retener agua, y debe resti-
tuirse la homeostasis i6nica (Bargmann et
al., 2009). Estos mecanismos de adaptacion
se reflejan macroscépicamente como un
menor crecimiento, modificaciéon de la rela-
ciéon parte aérea/raiz, limitacién de la expan-
sion foliar, y son consecuencia de cambios
bioquimicos (incremento de la sintesis de
acido abscisico y solutos osmoprotectores) y
fisiolégicos (alteracion de la permeabilidad
de las membranas a los iones y al agua, cie-
rre estomatico, disminucién de transpiracion
y fotosintesis, etc). Esta respuesta adaptativa
esta gobernada por sefiales moleculares que
regulan la relacién con el medio externo
(por ejemplo, cambios en la actividad de
canales y transportadores de membranas) y
por la activacion y transcripciéon de genes
entre cuyos efectos estd la modificacion de
rutas biosintéticas que resultan en ajuste
osmotico y la proteccién de las estructuras
celulares (Zhou et al., 2007).

El interés por mejorar la tolerancia de los
cultivos a la salinidad ha ido creciendo en
los ultimos afios, empleando métodos de
mejora y seleccion tradicionales o la produc-
cion de organismos modificados genética-
mente (Cuartero et al., 2006) .La incorpora-
cién de genes procedentes de parentales
silvestres tolerantes, la domesticacion de
plantas halofilas silvestres, y la identifica-
cion de caracteres relacionados con toleran-
cia empleando marcadores moleculares
(Owuso, 2008), o bien la incorporacion de
genes cuya expresion modifica mecanismos
bioquimicos y fisiolégicos involucrados en la
tolerancia (Sairam y Tyagi, 2004).

A continuaciéon nos referiremos a algunos
mecanismos moleculares que son utilizados
por las plantas para su tolerancia al estrés
salino.

Mecanismos moleculares implicados en la
tolerancia de las plantas a la salinidad

Mantenimiento de la homeostasis idnica

Como hemos expresado con anterioridad el
establecimiento de la homeostasis i6nica es
un requerimiento esencial para que las plan-
tas sobrevivan en condiciones de estrés salino
(Bargmann et al., 2009). La regulacion del
flujo i6nico es necesaria para que las células
mantengan adecuada concentracién de
iones esenciales y baja la concentracion de
iones toxicos (Senadheera, 2009). Bajo estrés
salino, el mantenimiento de la homeostasis
de K+ y Na+ es de vital importancia en células
vegetales. Estas necesitan mantener altas las
concentraciones de K+, entre 100 y 200 mM,
para realizar de forma adecuada las reaccio-
nes metabdlicas (Rodriguez-Pérez, 2006); por
lo que se puede plantear que la tolerancia a
la salinidad requiere no solo la adaptacién a
la toxicidad provocada por el Na+, sino tam-
bién, a la adquisiciéon de K+, cuya toma por la
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planta se afecta debido a la semejanza quimi-
ca entre ambos iones (Wang et al., 2007). De
ahi que las membranas y sus componentes
necesarios para la toma y distribucién de
iones y solutos, se consideran determinantes
en el desarrollo de plantas tolerantes al la
salinidad (Senthilkulmar et al., 2005). Los
transportadores, canales, simportes y anti-
portes, son los principales involucrados en el
fendmeno de transporte a nivel de planta.
Por otro lado los niveles de sodio, deben ser
menores que 1TmM en el citoplasma, cual-
quier exceso tiene que ser excluido fuera de
la célula o almacenado dentro de la vacuola
(Vera-Estrella et al., 2005).

Dafios causados por el exceso de Na+:

1. Interrupcién del equilibrio iénico: el
influjo de Na+ disipa el potencial de
membrana y facilitan la toma de Cl- en
contra del gradiente quimico.

2. El Na+ es toxico al metabolismo celular y
tiene efecto deletéreo en el funciona-
miento de algunas enzimas.

3. Altas concentraciones de Na+ causan des-
balance osmético, desorganizacion de la
membrana, reduccién en el crecimiento,
inhibicion de la division y expansion celular.

4. Altos niveles de Na+ también conducen a
la reduccién en la fotosintesis y al incre-
mento en la produccidn de especies reacti-
vas del oxigeno (Mahajan y Tuteja, 2005).

Mientras que, como hemos visto, el exceso
de Na+ en las células, conduce a respuestas
fisiologicas que afectan los proceso de divi-
sion y crecimiento a nivel celular (Tester y
Davenport, 2003; Zhu, 2003; Shi et al., 2003),
el potasio, es uno de los elementos minera-
les esenciales en las células vegetales.

Las funciones del K+ en la célula vegetal son:
1. Mantener el balance osmético.

2. Participar en los procesos de apertura y
cierre estomatico.

3. Ser cofactor esencial para muchas enzi-
mas tales como la piruvato quinasa.

4. Mantener la turgencia celular.

5. Unir los ARNt a los ribosomas, de ahi su
importancia en la sintesis de proteinas
(Chinnusamy et al., 2005).

El mantenimiento de altas concentraciones
de K+ y bajas concentraciones de Na+ en el
citosol se logra a través de una regulacion
coordinada de los transportadores para H+,
K+, Ca++, Na+. Las H+-ATPasas de la mem-
brana plasmatica, sirven como bombas pri-
marias, que generan un gradiente protoéni-
co, que facilita el transporte de otros
solutos, incluyendo el Na+ y K+ (Zhao et al.,
2008). Este sistema es un componente de la
respuesta de la planta a la salinidad. Las
células vegetales emplean, ademas del
transporte activo primario, mediado por
H+-ATPasas, el transporte activo secundario,
mediado por canales y cotransportadores,
para mantener en el citosol concentraciones
altas de K+ y bajas de Na+ (Bartels y Raman-
julu, 2005).

Existe una mayor comprension sobre los sis-
temas de transporte y mecanismos regula-
torios que median la relacién Na+/K+ en
células vegetales; éstos corresponden a los
sistemas de transporte de alta y baja afini-
dad ubicados en el plasmalemay en el tono-
plasto (Demidchik et al., 2002; Zhu, 2002;
Zhu, 2003). Las proteinas integrales de
membrana actian como transportadoras,
sufriendo un cambio corformacional durante
el transporte del i6n y operando en contra
de gradientes de concentracion energizados
por gradientes electroquimicos (antiporte
Na+/H+, simporte K+/H+, simporte K+/Na+)
(Berthomieau et al., 2003; Sul et al., 2003).
Un tipo de transportador de los iones Na+y
K+ bien reconocido es el perteneciente a la
familia de los HKT, identificado y evaluado
en Arabidopsis (Rus et al., 2004), arroz
(Fukuda et al., 2004) y trigo (Laurie et al.,
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2002), entre otros. El HKT, transportador de
alta afinidad para K+ y descrito en Arabi-
dopsis, funciona acoplado al Na+ y contri-
buye al suministro de este i6n en suelos sali-
nos. Bajo concentraciones altas de Na+, el
HKT puede tener mas importancia fisiolégi-
ca en el transporte de Na+ que en el de K+
(Rus et al., 2004).

En arroz (Oryza sativa cv. Nipponbare) se
demostré que el suministro de Na+ y K+
estd mediado por diferentes transportado-
res y que el K+ se bloquea por el transpor-
tador de Na+. La expresion del OsHKT1 y
el HKT4 demuestra que éstos son transpor-
tadores de alta y baja afinidad para Na+.
Los transportadores OsHKT estan involu-
crados en el transporte de Na+ en arroz, y
el OsHKT1 media especificamente el sumi-
nistro de Na+ en las raices cuando estas
plantas son deficientes en K+ (Fukuda,
2004).

Existen transportadores muy selectivos para
el K*, con una elevada afinidad por este ion
(10-50 mM), pero que también pueden
transportar Na* con baja afinidad y ser blo-
queados por altas concentraciones de Na*
en el medio (Rodriguez-Navarro, 2000).
Entre estos transportadores estan los de
tipo KUP-HAK de cebada y Arabidopsis. Por
el contrario, Los transportadores de HKT
manifiestan una alta afinidad por Na*y en
sistemas heter6logos se comportan como
simportes Na*/K* o uniportes de Na* (Horie
et al., 2001). Su funcioén fisidlogica es incier-
ta pero la evidencia genética indica que la
proteina HKT1 de Arabidopsis es una via
sustancial de entrada de Na* en la planta
(Rus et al., 2001). El transportador de baja
afinidad, LCT1, también es permeable al
Na*, pero su contribucién relativa a la cap-
tacion de Nat es desconocida.

Los canales iénicos constituyen otro sistema
de transporte que permite la disipacién
rapida de un gradiente i6nico establecido a

través del plasmalema. Se conocen tres
tipos de canales que pueden mediar en la
entrada o salida de iones como K*y Na* a
través del plasmalema (Rodriguez-Navarro,
2000), denominados canales rectificadores
de entrada de K* (KIRC), canales rectificado-
res de salida de K* (KORC), y canales inde-
pendientes del voltaje (VIC) (Rubio et al.,
2004). La selectividad K*/Na* de estos cana-
les idnicos varia ampliamente (Demidchik,
2007). Los canales KIRC y KORC son alta-
mente selectivos para K* en condiciones
fisiologicas de crecimiento. Sin embargo, los
canales de tipo KIRC pueden permitir una
entrada significativa de Na* a largo plazo
en un medio salino, debido a que en esas
condiciones presentan una conductividad
idbnica maxima y el gradiente electroquimi-
co de Na* es elevado (Amtmann y Sanders,
1999). Por el contrario, aunque los canales
de tipo VIC representan una pequeia frac-
cion de la conductividad total de la mem-
brana, no discriminan entre Na* y K*. Consi-
derando en su conjunto la abundancia y
caracteristicas funcionales de los distintos
canales iénicos, se ha estimado que los VIC
constituyen la via principal de entrada de
Na* en las células vegetales (Amtmann y
Sanders, 1999). La actividad de los VIC pare-
ce modulada por nucleétidos ciclicos (cCAMP
y cGMP), por lo que podrian ser equivalentes
a los canales de tipo CNCG (cyclic nucleotide-
gated channels) caracterizados originalmen-
te en células animales y que también estan
presentes en las células vegetales (Donalson
et al., 2004).

Si se produce una entrada importante de
Na* en el citosol, la relacion K*/Na* fisiol6gi-
ca debe ser restablecida para evitar el efec-
to toxico del Na* (Anil et al., 2007). Esto se
consigue en algunas especies con un siste-
ma de transporte localizado en la membra-
na vacuolar (tonoplasto), que permite acu-
mular Na* en la vacuola de manera activa,
en contra del gradiente electroquimico del
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Na*. Este sistema consiste en un antiporta-
dor Na*/H* (denominado NHX) que acopla
la entrada de Na* a la salida de H*. La pre-
sencia de wuna actividad antiportadora
Na*/H* se detecté primero en tonoplasto de
especies tolerantes a salinidad como remola-
cha y cebada, donde se inducia por la pre-
sencia de NaCl en el medio (Barkla y Pantoja,
1996). No obstante, la evidencia molecular
disponible indica que estas proteinas son
ubicuas en las plantas. En el genoma de Ara-
bidopsis thaliana, completamente secuen-
ciado, se reconocen hasta 6 isoformas dife-
rentes de genes NHX (Maser et al., 2001;
Yokoi et al., 2002). La compartimentacién
del Na* en la vacuola, al tiempo que libera
al citosol del exceso de Na+, contribuye a
disminuir el potencial osmético y ajustar el
potencial hidrico celular para permitir la
absorcion de agua durante el estrés salino.
Ademas, la proteina NHX1 de Arabidopsis
tiene la capacidad de transportar tanto Na+
como K+, pudiendo contribuir al balance
osmoético celular y tisular en cualquier con-
dicién de crecimiento de la planta (Leidi y
Pardo, 2002).

Verma y colaboradores (2007) clonaron
una nueva isoforma del antiporte vacuolar
Na+/H+ en Pennisetum glaucum (PgNHX1),
la cual contiene cinco dominios transmem-
brana en contraste con la isoforma de Ara-
bidopsis AtNHX1 que contiene nueve
dominios transmembranales. La sobreex-
presion de PgNHX1 en arroz también con-
fiere tolerancia a la salinidad debido a que
las plantas transgénicas desarrollan un sis-
tema radical mas extenso y completan su
ciclo de vida en presencia de 150 mM de
NacCl.

Otro sistema importante para conseguir la
reduccion del Na* citosélico es la expulsiéon
al medio extracelular, proceso también
conocido como extrusion (Flowers y Colmer,
2008). La extrusiéon de Na* se produce en
hongos y algunas especies de algas marinas

por bombas (ATPasas) transportadoras de
Nat+ (Gimmler, 2000), mientras que en la
mayoria de las algas y en plantas superiores
estd mediada por antiportadores Na*/H* del
plasmalema (Blumwald et al., 2000; Shi et
al., 2000). La actividad de antiportadores
Na*/H* en el plasmalema, que expulsan Na*
al exterior de la célula en un intercambio
por H*, requiere un gasto energético ya que
debe efectuarse en contra de un gradiente
de potencial electroquimico. La induccién
en tomate de una ATPasa transportadora de
H* de plasmalema por el estrés salino podria
responder a la necesidad de generar el gra-
diente de protones requerido por el anti-
portador Na*/H* (Kalampanayil y Wimmers,
2001).

Se ha sugerido que la extrusiéon de Na*
podria constituir a largo plazo un serio pro-
blema en las células de algunos tejidos,
como las hojas, ya que la acumulacion
extracelular de Na* podria ser aun mas dafi-
na que su inclusion al generar un déficit
hidrico extremo (Yeo, 1998). Ademas de
reducir el contenido celular de Na*, el anti-
portador Na*/H* del plasmalema de Arabi-
dopsis, SOS1, también media en el transpor-
te de Na+ desde la raiz al meséfilo foliary es
esencial para la redistribucién del Na+ entre
los tejidos vegetales (Shi et al., 2002). Un
factor determinante del dafio celular en
arroz es la deshidratacién producida por la
acumulacion de sales en el espacio extrace-
lular (Flowers et al., 1991) de la que podria
no ser ajena la actividad de ese antiporte.
Sin embargo, el balance neto de la actividad
antiportadora Na*/H* en el plasmalema
deber ser positivo para la planta ya que los
mutantes sos7 de Arabidopsis, carentes de
dicha actividad, son extremadamente sensi-
bles a NaCl. Por razones todavia desconoci-
das, los mutantes sin SOS1 o en los que su
actividad esta disminuida (mutantes SOS2 y
S0S3) son incapaces de tomar K+ a bajas
concentraciones exteriores (Zhu, 2000).
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Papel del calcio en la respuesta de la planta
al estrés salino

El papel del i6n Ca%* en la respuesta de las
plantas a salinidad resulta esencial, por su
papel sefializador, su funcién estructural en
la membrana y su efecto sobre la actividad
de algunos transportadores idnicos (Klimec-
ka y Muszynska, 2007). La presencia de Ca%*
puede reducir la magnitud del efecto nega-
tivo de la salinidad en el crecimiento, fenoé-
meno que se ha atribuido al efecto estabili-
zador de la membrana y al mantenimiento
de su capacidad selectiva (Marschner, 1995).
El Ca?* extracelular podia reducir la pérdida
de K* inhibiendo los canales de salida KORC
(Murata et al., 2000), y disminuir la entrada
de Na* mediante la inhibicién de canales
KIRC y sobre todo VIC (Maathuis y Amt-
mann, 1999). Por otra parte, el Ca?* intrace-
lular tendria un papel no menos esencial en
la absorcion de K* y la selectividad K*/Na*
en condiciones salinas mediante la modula-
cion de otros transportadores idnicos como
SOS1 (Zhu, 2000). La expresion del gen SOS1
es dependiente del complejo SOS2/S0S3,
donde SOS2 es una proteina quinasa y SOS3
es una proteina sensora de Ca?* (Hussain et
al., 2008). Se conoce que el papel del Ca?* es
complejo, ya que actia como intermediario
en la cascada de sefiales que conducen a la
transcripcion de numerosos genes involu-
crados en la respuesta adaptativa (Chinnu-
samy et al., 2005).

Proteinas LEA, HSP y poliaminas
Proteinas LEA

La salinidad, asi como las altas temperaturas
y la sequia, pueden causar la desnaturaliza-
cion y la pérdida de sus funciones en nume-
rosas proteinas. Las HSP (siglas en inglés:
heat shock protein) y las proteinas LEA
(siglas en inglés: late embryogenesis abun-

dance) ayudan a proteger las proteinas
celulares contra el estrés, controlando el
plegamiento y la conformacion de las pro-
teinas estructurales y enzimas (Wang et al.,
2004). Ademas se ha demostrado que las
proteinas LEA y las chaperonas estan involu-
cradas en la proteccion de moléculas, tales
como enzimas, lipidos y ARNm, de la deshi-
dratacion (Sairam y Tyagi, 2004).

Durante el desarrollo y la maduracién,
cuando tiene lugar una desecacién natural,
las semillas acumulan transcriptos y protei-
nas en una concentracion relativamente
alta, por esta razén, donde primero se
encontraron estas proteinas, fueron llama-
das LEA (Kalemba y Pukacka, 2007). Las pro-
teinas LEA son un grupo de proteinas indu-
cibles por el ABA y originalmente se sugirié
que pueden estar asociadas con la tolerancia
a la desecacion durante la maduracion de la
semilla y también inducidas por la salinidad
y el déficit de agua (Vital Vas et al., 2007).
Las proteinas LEA se agrupan en al menos
seis familias, en base a homologias en su
secuencia aminoacidica. El déficit de agua, la
alta osmolaridad y bajas temperaturas, con-
[levan a la acumulacién de un grupo de pro-
teinas LEA. Actualmente se ha demostrado
que estas proteinas pueden preservar la
estructura proteica (Umezawa et al., 2006)
y la integridad de la membrana, preservan-
do el agua, impidiendo la desnaturalizacion
de proteinas y renaturalizando las protei-
nas ya desplegadas, ademas secuestrando
iones en los tejidos estresados (Sairam y
Tyagi, 2004).

Se han identificado varios grupos de protei-
nas LEA en cereales, de las cuales las perte-
necientes al grupo 2, también llamadas
dehidrinas son las proteinas solubles mas
eminentes, inducidas por el estés osmético
(Roychoudhury y Basu, 2008).

El gen HVA1 que codifica para la proteina
LEA es inducido por el ABA y varios tipos de
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estrés, por ejemplo la salinidad. Plantas
transgénicas de arroz que expresan el HV1,
conducida por un promotor constitutivo del
gen de la actina, mostraron un incremento
significativo de la tolerancia a la salinidad
(Xu et al., 1996). Los mecanismos involucra-
dos en la accion de este gen no estan claros
pero los autores proponen que el incremen-
to de la tolerancia a la salinidad pudiera
deberse a la estabilizacion de estructuras
celulares.

Otros investigadores evaluaron la tercera
generacion de plantas trangénicas de avena
(Avena sativa L.) que expresan el gen HVA1
de cebada, el gen de la B-glucuronidasa
(uidA; gus) y el gen de resistencia a herbici-
das bar. En comparacién con las plantas
control, las plantas transgénicas mostraron
mayor crecimiento y un significativo incre-
mento en la tolerancia a condiciones salinas
estresantes (200 mM NacCl) para caracteristi-
cas como: altura de la planta, area foliar,
longitud de la raiz, longitud de la panicula,
numero de espigas por panicula, nimero de
tallos por planta, entre otras caracteristicas.
Plantas transgénicas de tabaco expresan el
gen Rab16A, proveniente de la variedad
india de arroz Pokkali, que codifica para
una proteina LEA del grupo 2. La expresién
del gen estd controlada por un promotor
inducible por la salinidad, lo que conlleva a
una acumulaciéon de la proteina en las hojas
de las plantas transgénicas sometidas a este
tipo de estrés. Las mismas mostraron un
incremento significativo en la tolerancia a
la salinidad y tasas de crecimiento sosteni-
das bajo condiciones estresantes. Adicional-
mente mostraron un incremento en la pro-
duccion de osmolitos tales como azucares
reducidos, prolina y poliaminas. También
mostraron una mejor maquinaria antioxi-
dante y un balance mineral mas favorable,
lo que se reflejé en los reducidos niveles de
peréxido de hidrégeno y de peroxidacién
lipidica, menor pérdida de clorofila, asi

como menor acumulacién de sodio y mayor
acumulacién de potasio. Estos resultados
establecen el posible papel del gen Rab16A
en conferir tolerancia a la salinidad sin afec-
tar el crecimiento y el rendimiento de las
plantas transformadas. También sugieren el
considerable potencial de los genes que
codifican para el grupo 2 de proteinas LEA,
para obtener plantas tolerantes a la salini-
dad a través de la ingenieria genética (Roy-
Choudhury, 2007).

HSP

La familia de proteinas Dnak/Hsp70, chape-
ronas moleculares pueden unirse a otras
proteinas en estado no nativo y ayudarlas a
alcanzar su conformacion funcional, en la
mayoria de los casos con gasto de ATP (Bos-
ton et al., 1996). Tabaco transgénico trans-
formado con el gen Dnak1, que proviene de
la cianobacteria halotolerante Aphanothe-
se halophytica, que sobreexpresan estas
proteinas en el citosol (Sugino et al., 1999).
Después de tres dias de tratamiento con 0.6
M de NadCl, la tasa de fijacion de CO2, fue
marcadamente mejor en las plantas trans-
génicas. El contenido de sodio en las plantas
control se incrementé después del trata-
miento salino, mientras que permanecié
constante en las plantas transgénicas.

Se han descrito correlaciones positivas entre
los niveles de varias HSP y la tolerancia al
estrés (Wang et al., 2004). Zhou y colabora-
dores (2007) encontraron la induccion de
cinco genes homologos, inducidos por el
estrés salino en plantulas de tomate, con
funciones de chaperona, entre los cuales se
encontraban las HSP (U217418, U218323).
Por otro lado se ha estudiado ampliamente
el incremento en la expresién de HSP bajo
condiciones de estrés abidtico, a través de la
genémica funcional y la proteémica, en
diferentes especies de plantas (Kore-eda et
al., 2004).
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Poliaminas

Las poliaminas (PAs) son moléculas nitrogena-
das alifaticas presentes en todos los organis-
mos vivos y ubicuas en el reino vegetal (Mos-
chou et al., 2008). En los ultimos afos se han
recopilado numerosas evidencias respecto al
rol que estos compuestos juegan en la res-
puesta de las plantas al estrés biético y abiéti-
o, y respecto a su funcién como potenciales
compuestos antioxidantes. La diamina putres-
cina, la triamina espermidina y la tetraamina
espermina son las tres principales poliaminas
que se encuentran en los organismos vivos. A
pH fisiolégico se encuentran cargadas positi-
vamente y esta propiedad les permite interac-
tuar con macromoléculas que poseen carga
negativa, como el ADN, el ARN, proteinas y
fosfolipidos. De esta manera las PAs estan
implicadas en la regulacién de las propieda-
des fisicas y quimicas de la membrana, la
estructura de los acidos nucleicos y la modula-
cion de actividades enzimaticas, ademas de
ser reconocidas como esenciales en los proce-
sos de proliferacion y diferenciacion celular.
En las plantas, la putrescina se forma median-
te la decarboxilacion de la arginina o de la
ornitina, reaccién catalizada por la arginina
decarboxilasa (ADC) o por la ornitina descar-
boxilasa, respectivamnente (Liu et al., 2006).

La diamina putrescina y las poliaminas,
espermidina y espermina estan presentes
probablemente en todas las plantas, mien-
tras que la diamina cadaverina, aparece den-
tro de la familia Leguminossae. En condicio-
nes de salinidad y sequia, las poliaminas y las
actividades enzimaticas involucradas en su
sintesis se incrementan sustancialmente. Su
funcién en situaciones de estrés salino
pudieran ser, estabilizar el ADN mitocon-
drial y cloroplastico, estimulacién de la bio-
sintesis proteica y estabilizaciéon de bio-
membranas (Roy y Wu, 2000).

En los ultimos afios se ha utilizado la ingenie-
ria genética para incrementar la biosintesis de

varias poliaminas especificas, lo que ha posibi-
litado obtener plantas tolerantes al estrés sali-
no. El aumento en la expresion de la enzima
arginina descarboxilasa, induce un incremen-
to significativo en los niveles de putrescina 'y
pequeno incremento en los niveles de esper-
mina y espermidina (Vinocourt, 2005).

Kasubaba y colaboradores (2004) trabaja-
ron para sobreexpresar el ADNc de la enzi-
ma espermidina sintasa de Curcubita ficifo-
lia en Arabidopsis thaliana y obtuvieron
elevados niveles de espermidina y conse-
cuentemente un incremento en la toleran-
cia a varios tipos de estreses.

La acumulacién de putrescina durante el
estrés ambiental se correlaciona con el incre-
mento de la actividad de la enzima arginina
descarboxilasa en avena. Estudios con zana-
horia transgénica, que expresa la enzima
ornitin descaboxilasa (ODC) mostraron que
estas plantas fueron significativamente mas
tolerantes al estrés salino y a la sequia (Bon-
hert et al., 1995).

Las poliaminas han ganado importancia en
el escape de las plantulas de condiciones
adversas. Lin y Kao (1995) sefialaron un
incremento en los niveles de espermidina
en condiciones salinas, pero un bajo nivel
de putrescina en el tallo y las raices de plan-
tulas de arroz. La acumulacién de espermi-
dina espermina con el incremento de la acti-
vidad de la enzima ADC en plantulas de
arroz juega un papel especifico en la tole-
rancia a la salinidad.

Plantas transgénicas de arroz con el ADNc
de ADC, mostraron un incremento de la bio-
masa en condiciones de estrés salino, com-
parados con las plantas utilizadas como
control. Plantas de maiz sometidas a estrés
salino durante 8 dias incrementan su conte-
nido de putrescina y espermidina en sus rai-
ces y hojas, siendo el incremento en las
hojas mayor que el de las raices (Caldevia et
al., 1999).
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Sintesis de compuestos osmoprotectores

El ajuste osmoético mantiene el contenido
celular de agua cuando se presenta una
reduccién en el potencial osmético, como
consecuencia de la acumulacién de solutos
organicos en el citoplasma y en la vacuola
en situaciones de estrés por salinidad en el
suelo (Serraj y Sinclair, 2002). Los solutos
compatibles (osmolitos, citosolutos) son
metabolitos hidrofilicos, entre los que se
destacan azucares (sacarosa y fructosa),
aminoacidos (prolina y betaina), glicerol,
manitol y otros metabolitos de bajo peso
molecular (Chen y Murata, 2002; Pommerre-
nig et al., 2007). Los solutos compatibles no
interfieren con el metabolismo normal de
las células; se acumulan en el citoplasma y
en la vacuola en altas concentraciones bajo
condiciones de estrés osmético, tienen un
papel primario en el mantenimiento de la
disminucién del potencial osmético en el
citosol y estan involucrados en la estabili-
dad de proteinas y estructuras celulares
(Zhu, 2003; Bartels y Ramanjalu, 2005). En
general, son varios los efectos de los solutos
compatibles en las plantas: los azUcares, por
ejemplo, interactuan con las cabezas pola-
res de los fosfolipidos para prevenir la
fusion de la membrana (Chen y Murata,
2002); los aminoacidos, por su parte, pue-
den actuar como osmolitos en la regulacién
del transporte de iones y tienen efecto en la
sintesis y la actividad enzimatica (Ray, 2002).

En los siguientes epigrafes haremos referen-
cia individual a varios compuestos osmopro-
tectores y cdmo sus rutas metabdlicas, tanto
de sintesis como de degradacién, han sido
objeto de manipulacién a través de la inge-
nieria genética para la obtencién de plantas
tolerantes al estrés salino.

Prolina

La prolina es un aminodcido que constituye el
compuesto osmoprotector mas comdn que se

acumula en las plantas en respuesta al estrés
hidrico y a la salinidad (Chen et al., 2007).
Aunque la prolina puede sintetizarse a partir
del glutamato o la ornitina, el glutamato es el
principal precursor en la sintesis de la prolina,
en células osmoticamente estresadas (Hur et
al., 2004). La ruta biosintética de la prolina
incluye dos enzimas importantes: pirrolin car-
boxilato sintetasa (P5CS) y pirrolin carboxilato
reductasa (Parvaiz y Satyawati, 2008). Los
transcriptos correspondientes a los ADN com-
plementarios que codifican para estas enzi-
mas, se acumulan en la célula como respuesta
al tratamiento con NaCl. Ambos pasos cataliti-
cos son claves para el desarrollo de estrategias
para la aumentar la produccion de prolina en
determinadas plantas. Ademas, los interme-
diarios en la biosintesis y el catabolismo de la
prolina, tales como la glutamina y el pirrolin-
5-carboxilato, pudieran incrementar la expre-
sion de varios genes regulados osméticamente
en el arroz (lyer y Caplan, 1998).

La acumulacion de prolina se ha provocado
en diferentes especies de plantas incremen-
tando su sintesis o impidiendo su degrada-
cion, mediante la manipulacion de las enzi-
mas P5CS y prolina deshidrogenasa. La
sobreexpresion en tabaco del gen P5CS pro-
venientes de frijol mungo resulté en la acu-
mulaciéon de prolina 18 veces mas que las
plantas control, incrementando la produc-
cion de biomasa en condiciones de estrés
salino (Kishor et al., 1995)

La expresion del transgén de la enzima P5CS
de frijol, bajo el control de un promotor
inducible por el estrés, conduce a la sobre-
produccién inducida por estrés de la enzima
P5CS y la acumulacion de prolina en plantas
transgénicas de arroz. La segunda genera-
cion de plantas transgénicas mostraron un
incremento en la biomasa bajo estrés salino
(Zhu et al., 1998).

La transformacion genética de plantas de
Arabidopsis con la enzima prolina deshidro-
genasa antisentido (Mani et al., 2002) o
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“knockout" de esta enzima (Nanjo et al.,
2003), conllevd al incremento de la acumu-
lacion de la prolina libre y a un mejor creci-
miento bajo condiciones salinas. En trigo se
observa que la actividad de la enzima gluca-
nil kinasa (GK), y las concentraciones de
prolina y glicin betaina se incrementan
durante el estrés y tienen mayor actividad
en los brotes que en las raices (Nayyar,
2003). En plantas de maiz se observa un
incremento considerable en la acumulaciéon
de prolina; igualmente, se presenta un
incremento en la actividad de la enzima
prolina deshidrogenasa (PDH), tanto en
maiz como en trigo.

Glicin-betaina

La glicin betaina se sintetiza a partir de la
colina en dos pasos, el primero es catalizado
por la enzima colina monooxigenasa condu-
ciendo a la sintesis de aldehido de betaina,
el cual es posteriormente oxidado por la
enzima betain aldehido deshidrogenasa. El
estrés por salinidad induce ambas activida-
des enzimaticas (Sairam y Tyagi, 2004). Se ha
demostrado que la acumulacion de glicin
—betaina en células de un nimero de halofi-
tas y bacterias es una respuesta adapatativa
a la salinidad. La oxidacion de la colina a
aldehido de betaina es la ruta biosintética
predominante en los organismos producto-
res de betaina (Rhodes y Hanson, 1993). El
primer paso difiere entre varios organismos
acorde al tipo de enzima. Este paso es
catalizado por una flavoproteina-oxidasa
(COXEC1.1.3.17) en algunas bacterias y hon-
gos, por una monooxigenasa soluble depen-
diente de ferreodoxina (CMO) en los cloro-
plastos de plantas superiores, o por una
colina deshidrogenasa asociada a membrana
pobremente caracterizada (CDHEC1.1.99.1)
(Huang et al., 2000).

Se ha informado por Lilius y colaboradores
que plantas de tabaco transgénico con un

gen de E. Coli que codifica para la enzima
colina deshidrogenasa, fueron mas toleran-
tes a condiciones salinas que las plantas sin
modificar, la tolerancia se midié como dife-
rencia en el peso seco (Lilius et al., 1996). Li
y colaboradores (2003) clonaron el gen de la
enzima betaina aldehido deshidrogenasa
proveniente de Suaeda liaotungensis y lo
utilizaron para mejorar la tolerancia a la
salinidad en plantas transgénicas de tabaco.

Por otro lado se ha comprobado que existen
evidencias genéticas de que la glicin betaina
mejora la tolerancia a la salinidad en cebada
y en maiz (Arakawa, 1990). Lineas isogénicas
de cebada que contienen diferentes niveles
de glicin betaina, muestran diferentes capa-
cidades para el ajuste osmoético.

El gen cod A, aislado de la bacteria del suelo
Artrobacter globiformis, codifica la colina
oxigenasa. Esta enzima convierte la colina
en glicin betaina. La transformacién de
plantas de Arabidopsis thaliana con el gen
codA, posibilita que las plantas acumulen
glicin betaina y se incremente la tolerancia
al estrés salino (Hayashi et al.,, 1997). Las
semillas de estas plantas transgénicas son
capaces de germinar en 300 mM de NadCl,
mientras las semillas de tipo silvestre no
fueron capaces de germinar. Ademas las
plantas transgénicas mantienen la actividad
del fotosistema Il bajo estrés salino.

Plantas transgénicas de arroz que expresan
el gen codA, pero con la proteina codificada
directamente en los cloroplastos, son mas
tolerantes que las plantas transgénicas que
expresan la enzima en el citosol. Este resul-
tado sugiere que la funcion protectora de la
glicin betaina es mas eficiente cuando es
producida en el organelo fotosintético.

Otro paso en la sintesis de de glicin betaina
es catalizado por la enzima betain deshidro-
gensa (BADH). Plantas transgénicas de taba-
co que expresan el gen BADH acumularon
una mayor cantidad de glicin betaina en el
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citosol y en los cloroplastos, exhibiendo un
incremento en la tolerancia al estrés salino
(Holmstrom et al., 2000). También mostraron
una disminucién de la fotoinhibicién duran-
te el estrés salino lo que causé un incremento
en el peso fresco relativo, en relacién del
fenotipo silvestre. Similares resultados de
obtuvieron en plantas transgénicas de taba-
co que sobreexpresan la enzima BADH de
espinaca, en lugar de la BADH de un organis-
mo procariota (Sakamoto et al., 1998).

Los niveles de glicin betaina en especies de la
familia Poaceae se correlacionan con la tole-
rancia a la salinidad. Los géneros altamente
tolerantes Spartina y Distichlis acumulan los
mayores niveles de glicin betaina, las espe-
cies moderadamente tolerantes acumularon
niveles intermedios y las especies sensibles
acumulan bajos niveles de glicin betaina o no
la sintetizan (Sairam y Tyagi, 2004).

Alcoholes- azucares

Manitol

El polialcohol manitol es una molécula que
puede actuar como osmoprector. Plantas de
tabaco transgénico transformadas con el gen
mtID de E. Coli, que codifica para la enzima
manitol-1-P deshidrogenasa, acumularon
manitol y mostraron un incremento en el cre-
cimiento de las plantas sometidas a estrés
salino, en comparacién con las plantas con-
trol (Tarczynski et al., 1993). Estudios poste-
riores revelaron que el incremento en el con-
tenido de manitol no fue suficiente para
explicar la tolerancia, basandose solamente
en el ajuste osmético por lo que se asigné a
esta molécula una posible funcién antioxi-
dante (Karakas et al., 1997). Plantas de Ara-
bidopsis transformadas con el mismo gen,
fueron capaces de germinar en presencia de
una concentracion inhibitoria de sales. Sin
embargo, a diferencia de las plantas de taba-
co transformadas, las plantas de Arabidopsis
no toleraron el estrés salino prolongado.

Otros investigadores obtuvieron tres lineas
trasgénicas de arroz con el mencionado gen
mtID y demostraron que la biosintesis y la
acumulacién de manitol en plantas se correla-
ciona con la tolerancia al estrés salino de las
mismas (Su et al., 1999). Plantas de trigo trans-
génico con este gen fueron mas tolerantes al
estrés por sequia y por salinidad (Abebe et al.,
2003). Las plantas transformadas mostraron
un incremento en la biomasa altura de la plan-
ta y nimero de tallos secundarios. Sin embar-
go la cantidad de manitol acumulado fue muy
pequeiia para tener en cuenta su efecto como
osmolito y se sugiere que pudiera actuar como
desactivador de radicales libres, aunque tam-
bién pudiera actuar como protectores y estabi-
lizadores de enzimas, o estructuras de mem-
branas que son sensibles a deshidratacion o
dafos inducidos por el exceso de algunos
iones (Parvaiz y Satyawati, 2008).

Sorbitol

Este azlcar alcohol de glucosa se encuentra
en una variedad de especies, usualmente
como constituyente de la semilla. La acumula-
cion de sorbitol se ha reportado en muchas
plantas de cultivo (Kuo et al., 1990). En el
género Rosaceae, su funcion es servir como
carbohidrato de translocacién. En la planta
halotolerante Plantago maritima se ha
encontrado en partes vegetativas (Pomme-
ring, 2007). En esta planta el incremento de
la salinidad de 0 a 400molm3 conlleva a un
incremento de 8 veces la concentracion de
sorbitol en los tejidos del tallo y de 100
veces en los tejidos de la raiz. La acumula-
cion de sorbitol en esta planta tiene funcion
osmorreguladora y su acumulacién en semi-
llas sugiere que puede contribuir a la tole-
rancia a la desecacién del embrién maduro.

Pinitol-ononitol

Los alcoholes ciclicos pinitol y ononitol se
almacenan en una variedad de especies
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expuestas a condiciones salinas, o acumula-
das en especies tolerantes cuando se expo-
nen a un ambiente salino. Plantas haléfitas
facultativas tales como M crystallinum, acu-
mulan estos compuestos solamente cuando
se someten a estrés hidrico y salino. La ruta
sintética propuesta consiste en la metilacién
del mioinositol para obtener el intermedia-
rio ononitol, seguido d la epimerizacién a
pinitol (Sairam y Tyagi, 2004). Se aisl6 un
ADN complementario que codifica para la
enzima inositol-metil- transferasa, inducida
en plantas de Mesembryanthemum por el
NaCl (Vernon et al., 1992). Se obtuvieron
plantas transgénicas de tabaco que expre-
san esta enzima. El crecimiento de las plan-
tas transformadas y sin transformar es simi-
lar en ausencia de estrés, pero en presencia
de condiciones salinas las plantas trangéni-
cas mostraron ventajas con respecto a las
plantas control.

Trealosa

El metabolismo del carbono y los niveles de
azucares especificos se afectan severamente
por el estrés abidtico. La trealosa es un disa-
darido no reductor presente en muchas bac-
terias y hongos, asi como en muchas plantas
superiores tolerantes al estrés hidrico. Las
funciones que se sugieren para la trealosa
son proteger las membranas y proteinas de
las células expuestas al estrés hidrico y redu-
cir la agregacion de proteinas desnaturali-
zadas (Parvaiz y Satyawati, 2008).

Pequefios aumentos en los niveles de trea-
losa en plantas transgénicas conllevan a una
mayor tasa fotosintética y a una disminu-
cion del dafo fotooxidativo durante el
estrés. Se supone que la trehalosa protege
las biomoléculas del estrés salino y otros
tipos de estrés ambientales, por su capaci-
dad reversible de absorcion de agua y evitar
los dafos producidos por la desecacién
(Pena, 2003).

Plantas que expresan enzimas relacionadas
con la sintesis de la trealosa (ots A) mostra-
ron un incremento en la tolerancia a la sali-
nidad (Pilon-Smith et al., 1998). El gen de
levadura que codifica la enzima trehalosa-6-
P-sintetasa introducido en tabaco y melén
mejora la tolerancia al estrés salino, medida
como el aumento del crecimiento de la
planta. Sin embargo los autores observaron
muchos efectos pleiotrépicos en estas plan-
tas transgénicas, lo que sugiere que esta
molécula estd involucrada en otros procesos
fisiologicos de la planta (Borsani, 2003).

Mecanismos de defensa frente al estrés
oxidativo

La salinidad como causa del estrés
oxidativo

Un efecto secundario de la salinidad es la
formacién de especies reactivas del oxigeno
o radicales libres (Koprivova et al., 2008).
Durante la fase luminosa de la fotosintesis
se genera oxigeno molecular. Factores abi6-
ticos estresantes que inhiben las funciones
del ciclo de Calvin (como la fijacion de CO2y
el consumo de NADPH2) agravan la situa-
cion. El estrés salino induce el cierre de los
estomas, limitando la disponibilidad de CO2
en la célula (Sirichandra et al., 2009) mien-
tras que al mismo tiempo prosigue el trans-
porte electrénico provocado por la luz. La
absorcién de luz por las hojas excede enton-
ces la demanda de la fotosintesis, y el exce-
so de energia de excitacion conduce a una
sobrereduccién de la cadena de transporte
electrénico. En términos moleculares, un
desbalance en el consumo del NADPH2, en
la asimilacién (durante la fijacion del carbo-
no) y la necesidad de la cadena de transpor-
te electrénico de regenerar el aceptor elec-
tréonico en el fotosistema | (NADP), puede
conducir a la transferencia del electréon a
aceptores alternativos. La formaciéon de
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especies reactivas del oxigeno se inicia
entonces por la reducciéon univalente del
oxigeno, o por la transferencia del exceso
de energia de excitacion al oxigeno. La
transferencia de electrones (uno, dos o tres)
conduce a la generacién del radical superoé-
xido, peréxido de hidrogeno, o al radical
hidroxilo, respectivamente (Mittler, 2002).

En resumen podemos plantear que la secuen-
cia mas probable de eventos que ocurren
con el incremento de la salinidad es: déficit
fisiolégico de agua, cierre de los estomas
regulados por el ABA, baja disponibilidad
de CO2, sobrerreducciéon de la cadena de
transporte electrénico y finalmente la gene-
racion de radicales libres. Esta condicion lla-
mada estrés fotooxidativo o estrés oxidati-
vo, es también un término subrayado en la
respuesta de las plantas a otros tipos de
estrés como la sequia, temperaturas extre-
mas y exceso de luz (Jithesh et al., 2006).

Después del tratamiento estresante con NaCl
ocurre el estrés oxidativo en muchas especies
de plantas (del Rio, 2006). Se ha sefalado el
papel importante del radical superéxido y el
peroxido de hidrégeno en los dafios que
sufre la planta sometida a estrés salino, en
Vigna unguiculata, Vigna catjand y Oryza
sativa. Otros estudios han establecido la rela-
cion entre el incremento de la capacidad
antioxidante y la tolerancia a la salinidad en
diferentes especies tales como chicharo,
tomate y citricos (Jithesh et al., 2006). Todos
estos estudios confirman que en plantas
sometidas a estrés salino existe un desbalan-
ce entre la produccion de especies reactivas
del oxigeno y la actividad antioxidante, con-
duciendo a un dafo por estrés oxidativo.

Mecanismos de defensa de las plantas
frente al estrés oxidativo

Las especies reactivas del oxigeno en ausen-
cia de mecanismos protectores pueden cau-

sar dafos serios en diferentes estructuras y
funciones celulares (Del Rio, 2006). El radi-
cal hidroxilo es un radical libre altamente
téxico, capaz de iniciar la peroxidacion lipi-
dica y dafiar el ADN, las proteinas y otras
moléculas pequefias (Liu et al., 2008). Las
plantas por tanto deben ser protegidas ade-
cuadamente por un numero de mecanismos
antioxidantes para eliminar los radicales
libres. Las vias de la planta para enfrentar el
estrés oxidativo comprenden dos compo-
nentes, los enzimaticos y los no enzimaticos
(Dastidar et al., 2006).

Los componentes no enzimaticos son antio-
xidantes tales como el tocoferol (Liu et al.,
2008), carotenoides, ascorbato y glutation,
que son moléculas scavengers o desactiva-
dores de radicales libres (Hung et al., 2005).
Los componentes enzimaticos comprenden
enzimas tales como: superéxido dismutasa
(SOD), catalasa, ascorbato peroxidasa (APX)
(Gulen et al., 2008), monohidroascorbato
reductasa (MHAR) y glutation reductasa
(GR) (Stafandiari et al., 2007).

Varios grupos de trabajo han desarrollado
plantas transgénicas, que sobreexpresan
genes relacionados con la respuesta al estrés
oxidativo, y en muchos casos se ha logrado
corroborar la correspondencia entre la tole-
rancia a la salinidad y los niveles de com-
puestos antioxidantes (Kellos et al., 2008).
Tanaka y colaboradores examinaron el papel
potencial de la enzima SOD en la proteccion
contra el estrés salino. En presencia de altas
concentraciones de sal, las plantas transgéni-
cas tuvieron una elevada actividad APX, alre-
dedor de 1.5 veces mayor que las plantas
control. La actividad SOD total se mantuvo a
niveles elevados. Se encontré que la activi-
dad del fotosistema Il y el transporte electro-
nico en los cloroplastos, fueron mayores en
las plantas transgénicas bajo estrés salino
comparados con las plantas nativas. Estos
resultados sugieren que un incremento en
los niveles de APXy SOD, son factores impor-
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tantes para la tolerancia a la salinidad en
arroz (Tanaka et al., 1999).

Se han obtenido plantas transgénicas de
tabaco que sobreexpresan la enzima gluta-
tion-S-transferasa (GST) y glutation peroxi-
dasa (GRX). Las plantas transformadas mos-
traron las actividades especificas de GST y
GPX dos veces mayor que las plantas sin
transformar. No obstante el incremento en
el pool de glutatién oxidado, las plantulas
transgénicas exhiben un incremento de su
tolerancia a la salinidad (Roxas et al., 1997).
Se habia reportado previamente que la
sobreexpresion de la enzima GR en plantas
transgénicas conduce a elevados niveles de
glutatién reducido, incrementando la tole-
rancia a la salinidad y al estrés oxidativo en
hojas (Fayer et al., 1991). Por tanto podemos
plantear que la influencia del estado oxida-
tivo del glutatién en la tolerancia al estrés
salino en plantas aun no esta determinada.

Una estrategia alternativa para eliminar el
dafio oxidativo bajo estrés salino podria ser
suprimir la producciéon de especies reactivas
del oxigeno. Aunque el papel de la fotorres-
piracion en condiciones de estrés es todavia
muy controversial, pudiera funcionar como
una posible ruta de disipacion del exceso de
energia luminosa (Osmond y Grace, 1995).
Numerosos estudios sugieren que el paso
limitante en la fotorrespiracién es la reasi-
milacién del amonio catalizada por la enzi-
ma glutamin-sintetasa cloroplastica GS2
(Wallsgrove et al, 1987). Cuando las plantas
de arroz se transformaron con la GS2 (Has-
hida et al., 2000) acumularon 1.5 veces mas
GS2 que las plantas control. Estas plantas
transgénicas tienen aumentada su capaci-
dad para realizar la fotorrespiraciéon y un
incremento en la tolerancia al estrés salino.

El incremento en las actividades de las enzi-
mas SOD, APX, CAT y GR en condiciones de
salinidad y de otros tipos de estrés abidtico,
y su comparativamente mayor actividad en

genotipos tolerantes de trigo se ha reporta-
do por Sairam y colaboradores (Sairam et al,
1997). El incremento de la actividad de SOD,
APX, GR, DHAR, CAT y POX en respuesta al
estrés salino, asi como su mayor actividad
antioxidante en especies y variedades tole-
rantes se ha reportado por varios investiga-
dores, (Roxas et al., 2000).

Sairam y Srisvastava 2002, reportaron com-
parativamente mayores actividades de las
enzimas Cu/Zn SOD, Fe-SOD, APXy GR en la
fraccion cloroplastica y la activiodad Mn-
SOD en la fraccién mitocondrial, en genoti-
pos tolerantes de trigo, en respuesta al
estrés salino. Otros investigadores reporta-
ron un incremento producido por el Nacl, la
expresion de ARNm y en la actividad de las
enzimas Mn-SOD, APX, DHAR y GR, en chi-
charo cultivar Granada, mientras que en el
cultivar sensible Chillis, no se observaron
cambios significativos en los niveles de
ARNmM ni en la actividad de las enzimas estu-
diadas (Hernandez et al., 2000).

Muy pocos trabajos se han hecho en el des-
arrollo de plantas transgénicas que sobreex-
presen actividad enzimatica antioxidante
bajo estrés salino (Sairam y Tyagi, 2004).
Roxas y colaboradores reportan la sobreex-
presion en tabaco de la enzima glutation-S-
transferasa y GPX sometidas a una variedad
de estreses. El tratamiento con estrés salino
inhibe el crecimiento del genotipo silvestre y
causé un incremento en la peroxidacion lipi-
dica, mientras que en las plantas transforma-
das no ocurrié peroxidacion lipidica (Roxas et
al., 2000). Estudios con arroz transgénico que
sobreexpresa la enzima SOD proveniente de
levadura mostraron un incremento en los
niveles de ascorbato peroxidasa y SOD cloro-
plastica en las plantas transformadas compa-
radas con el genotipo silvestre, mostrando a
su vez mayor tolerancia a la salinidad.

Otros investigadores han estudiado el papel
del sistema de la glioxalasa en la tolerancia
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al estrés. El sistema de la glioxalasa es ubicuo
en la naturaleza y consiste en dos enzimas,
la glioxalasa I y I, que actuan coordinada-
mente para convertir el 2-oxoaldehido en 2-
hidroxiacido, utilizando el glutatéon reduci-
do. Su funcién primaria parece ser, eliminar
el metilglioxal, sustrato primario de la glio-
xalasa I, un compuesto téxico conocido que
disminuye el crecimiento y reacciona con el
ADN vy las proteinas. Plantas de tabaco se
transformaron con ADN complementario de
Gly | proveniente de Brassica Juncea. Las
plantas transgénicas mostraron significativa
tolerancia al estrés salino, lo que se correla-
ciono con el grado de expresién de Gly I. La
induccién del gen de la glioxalasa | en res-
puesta al estrés salino y estrés osmoético,
también se observé en tomate (Espartero et
al., 1995). Plantas transgénicas que sobreex-
presan la glioxalasa mostraron un incre-
mento en la tolerancia a la salinidad.

Papel del ABA en la tolerancia al estrés
salino

ABA y la sefalizacion del estrés abidtico

El ABA fue descubierto en la década de
1960, en frutos jovenes de algodon, inicial-
mente con el nombre de abscisina. Desde
entonces esta hormona se ha encontrado
en gran numero de especies de plantas. Las
funciones del ABA mas documentadas son:
intervenir en los procesos de maduracion de
la semilla (Feurtado y Kermode, 2007),
adquisicion de tolerancia a la desecacion,
dormancia de la semilla y retardo en su ger-
minacién, asi como promover el cierre de
los estomas. El ABA, en realidad, ayuda a las
semillas a sobrepasar las condiciones de
estrés y germinar solamente cuando las con-
diciones son propicias para la germinaciény
el crecimiento (Himmelbach et al., 2003). El
ABA también impide la germinacién precoz
de embriones prematuros.

Durante el crecimiento vegetativo el ABA es
la principal hormona que confiere toleran-
cia al estés abiético, fundamentalmente a la
salinidad y la sequia (Mahajan y Tuteja,
2005; Rosado et al., 2006). El cierre estoma-
tico, promovido por el ABA, en condiciones
de sequia, previene la pérdida de agua del
interior de la célula y por tanto el ABA es
Ilamada la hormona del estrés.

Los procesos que activan la sintesis de ABA'y
la inhibicién de su degradacion conllevan a
la acumulacion de ABA. Muchos genes invo-
lucrados en la biosintesis del ABA se han
clonado, los cuales incluyen la zeazantina
epoxidasa, conocido como ABA1 en Arabi-
dopsis (Mari et al., 1996), 9-cis-epoxicarote-
noide dioxigenasa (NCED) (Tan et al., 1997),
ABA aldehido oxidasa y ABA3 conocido
como LOS 5 (Xiong et al., 2001). La ruta bio-
sintética de esta hormona ha sido completa-
mente dilucidada con la identificacién del
gen ABA4 que codifica para la enzima neo-
xanthina sintasa, que parece esencial para
la biosintesis de novo del ABA durante el
estrés hidrico (North et al., 2007).

Se sabe que la salinidad, asi como la sequia
y el frio causan un incremento en la biosin-
tesis y acumulacion del ABA, activando
genes que codifican para las enzimas que
participan en la biosintesis del ABA, las cua-
les pueden ser catabolizadas al terminar el
estrés. Muchos genes de respuesta al estrés
son activados por el ABA, y este a su vez
puede estimular la retroalimentacién de los
genes de su propia biosintesis, aunque pro-
bablemente a través de fosfoproteinas
dependientes de calcio (Rodriguez, 2005).

Desde el punto de vista de la tolerancia a la
salinidad y otros tipos de estrés la funcion
del ABA, parece ser la regulacién del balan-
ce hidrico en la planta y la tolerancia al
estrés osmotico.

Por otro lado numerosos experimentos indi-
can que existen vias dependientes e inde-
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pendientes de ABA para la induccién de los
genes relacionados con el estrés abidtico
(Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki, 2007).
La expresion inducida de ABA frecuente-
mente depende de la presencia de elemen-
tos que actuan en cis llamados ABRE, a los
cuales se unen factores de transcripcion
bZIP conocido como proteinas que unen
ABRE (AREB) o factores AREB (Wasilewska,
et al., 2008). Analisis genéticos muestran
que no esta clara la linea divisoria entre las
vias dependiente e independiente de ABA.

La aplicacién del ABA a las plantas imita el
efecto de una condicion de estrés. Como
muchos tipos de estrés abidtico conducen en
Ultima instancia a la desecacion de la célula'y
a un desbalance osmético, existe un solapa-
miento entre los patrones de expresién de los
genes del estrés después del frio, la sequia, la
salinidad y la aplicacion del ABA. Esto tam-
bién sugiere que varias sefales del estrés y el
ABA comparten elementos comunes en sus
vias de sefalizacién, y estos elementos comu-
nes se entrelazan unos con otros para mante-
ner la homeostasis (Leung y Giraudat, 1998).

Se han reportado estudios con numerosos
mutantes de Arabidopsis deficientes de
ABA, nombrados aba1, aba2, aba3 (Koorn-
neef et al.,1998) y aba4 (North, 2007). Tam-
bién se han informado mutantes deficientes
de ABA en especies como el tabaco, tomate
y maiz (Liotenberg et al., 1999). Sin el trata-
miento estresante, el crecimiento de estos
mutantes es comparable con el fenotipo sil-
vestre. Bajo estrés salino los mutantes mues-
tran pobre crecimiento (Xiong et al., 2001).
Los mutantes sometidos a estrés por sequia
se marchitan rdpidamente y mueren si el
estrés persiste. Mientras que bajo estrés sali-
no los mutantes deficientes de ABA mues-
tran pobre crecimiento.

Los mutantes abi1 y abi2 de Arabidopsis son
dominantes y mostraron insensibilidad al
ABA exdgeno durante la germinacién. Estos

mutantes también exhiben mal funciona-
miento de los estomas. Los genes ABI1y ABI2
codifican las enzimas homologas serina/treo-
nina protein fosfatasa 2C (Xiong y Zhu, 2001)
y pueden tener funciones solapadas.

El papel del ABA en la tolerancia al estrés
osmotico es bien conocido (Rock et al., 2000;
Zhu, 2002) y también existen varias eviden-
cias del papel del ABA en el control de la
homeostasis idnica. Por ejemplo, el conteni-
do de ABA se incrementé ligeramente sola-
mente en las hojas de los cultivares de arroz
tolerantes al salinidad versus los cultivares
sensibles. Este incremento en el contenido
de ABA se acompafiid por una mejor razén
K/Na (Bhora et al., 1995). También el trans-
porte y la acumulacion de K en raices de
plantas superiores esta regulado por el
ABA. Otros resultados indican que la activi-
dad de los canales de K, regulada por el
ABA en raices de maiz y Arabidpsis, que la
regulacion de K en las raices es, al menos en
parte, mediada por el canal iénico.

Muchas plantas responden a los altos niveles
salinos secuestrando iones dentro de la
vacuola. Este proceso esta mediado por un
antiporte vacuolar Na/H que utiliza el gra-
diente proténico para concentrar iones en
contra de su gradiente (Verma et al., 2007).
Una caracterizacion de cinco antiportes de
Na/H, mostré que dos transcriptos de ellos,
AtNHX1 y AtNHX2, se acumulan en respues-
ta al ABA. Sin embargo esta acumulacién no
ocurre en mutantes aba1-2 indicando que la
respuesta al estrés de estos genes depende
del ABA (Yokoi et al., 2002). Se han aislado
numerosos ADN complementarios que codi-
fican para bombas idnicas de membranas
tales como ATPasas y V-ATPasa. La acumula-
cion de estos transcriptos se provoca debido
a la salinidad, alguno de ellos siendo regula-
dos por el ABA (Tsiantis et al., 1996). También
es importante para la homeostasis idnica el
incremento del Ca** citoplasmatico libre que
es inducido por el ABA, un evento regulado
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por la ADP ribosa ciclica (Wu et al., 1997). La
identificacion de ARNm inducidos por el
estrés o por el ABA, que codifican una prote-
ina de membrana que se une al calcio (Fran-
sen et al., 1996) y una fosfolipasa C especifica
para el fosfatidilinositol en A. thaliana (Hira-
yama et al., 1995), respectivamente, propor-
cione evidencia indirecta de la participacion
del calcio en la sefalizacion del ABA en teji-
dos vegetativos. El aislamiento del gen
RD20, una proteina que une el calcio que
estd inducida por el ABA y el estrés salino,
sugiere una relacion entre el estrés salino, el
ABA 'y las vias sefalizadoras del calcio.

Como hemos dicho en capitulos anteriores,
los genes que codifican enzimas involucra-
das en la biosintesis de prolina, glicin betai-
na y el el pinito/ononitol, se expresan en
varias especies de plantas como respuesta al
estrés salino. El gen P5CS, involucrado en la
biosintesis de la prolina a partir del gluta-
mato, se acumula en Oryza sativa y A. tha-
liana en respuesta al estrés salino y al ABA
(Sairam y Tyagi, 2004).

Algunos de los genes encargados de la res-
puesta a la salinidad son aquellos que codi-
fican proteinas involucradas en la regula-
cion de otros genes de respuesta a la
salinidad. Los genes reguladores son en su
mayoria factores de transcripcion y protei-
nas quinasas. En Arabidopsis thaliana, la
expresion del gen del receptor semejante a
proteina quinasa se induce en respuesta a la
salinidad y al ABA (Mahajan y Tuteja, 2005).

Otro gen que codifica la fosfolipasa C espe-
cifica del fosfatidil inositol, se expresa en
respuesta a la salinidad y a la sequia. Esta
enzima hidroliza el fosfatidil inositol 4,5-
bifosfato, para producir inositol 1,4,5- tri-
fosfato (IP3) y 1,2- diacilglicerol. EI IP3 abre
los canales de Ca®* en la membrana del reticu-
lo endoplasmatico, causando el eflujo de
este cation hacia el citoplasma. Este gen

también se expresa en presencia del ABA
(Mahajan y Tuteja, 2005).

El IP3 tiene una funcién crucial en las oscila-
ciones citosolicas del Ca%* durante la sefali-
zaciéon del ABA y el estrés salino. Los andlisis
de expresion transiente revelaron que el IP3
y los canales de Ca?*, activados por la ADP
ribosa ciclica, participan en las oscilaciones
citosolicas del Ca?* mediadas por el ABA.
Esta hormona induce la expresion y activi-
dad de la enzima ADP ribosil ciclasa, la cual
sintetiza la ADPIC. Se ha demostrado ade-
mas, la relaciéon de una proteina G hetero-
trimérica, en la transduccion de la sefial del
ABA durante la regulacion de las células
acompafantes (Chinnusamy et al., 2005)

El andlisis genético de los mutantes deficien-
tes de ABA los5/ aba3 y los6/abal de Arabi-
dopsis mostré que el ABA juega un papel
central en la expresién de genes regulados
por el estrés osmético (Xiong, 2001). La
expresion de los genes de respuesta al estrés
tales como RD29A, RD22, COR15A, COR47 y
P5CS se redujo severamente o se bloqued
completamente en el mutante los5; mien-
tras que en los6, la expresion de RD29A,
RD19, COR15A, COR47, KIN1 y ADH, fue
menor que en el fenotipo silvestre. Por tanto
se plantea que la via dependiente de ABA
tiene una funcién esencial en la expresién
de los genes de respuesta al estrés osmatico.

Consideraciones finales

La aplicacion de la ingenieria genética en el
mejoramiento de los cultivos para su tole-
rancia a la salinidad es decisiva para la pro-
ducciéon de alimentos y la seguridad alimen-
taria de la humanidad. Sin embargo el
progreso obtenido en este sentido ha sido
limitado, por la carencia de un conocimiento
completo de las bases moleculares de la
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tolerancia y la poca disponibilidad de genes
que confieren tolerancia al estrés.

Aunque el progreso en el mejoramiento de
la especies cultivadas para su tolerancia al
estrés salino ha sido lento, existen razones
considerables para el optimismo. Estas
incluyen el desarrollo reciente en el area de
la biologia molecular vegetal, especifica-
mente el desarrollo de marcadores molecu-
lares (Owuso, 2008), el secuenciamiento de
genomas completos de plantas modelo
tales como Arabidopsis, la disponibilidad de
herramientas para la aplicacion de la gené-
tica reversa, que ofrecen soluciones a las
complejas interrogantes que plantea la
tolerancia de las plantas al estrés salino
(Hussain, 2008).

Desafortunadamente, a pesar de los gran-
des avances alcanzados, aun permanecen
muchas interrogantes por responder, en
relacién con la respuesta de la planta frente
a la salinidad, por lo cual se impone conti-
nuar los esfuerzos encaminados a lograr
mayores progresos en la compresion de
estos fendbmenos, como una via para la
obtencién de plantas tolerantes y lograr la
disminucion de los perjudiciales efectos que
la salinidad provoca en la produccién agri-
cola internacional.
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