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INTRODUCCION

1. EL ESTRES EN PLANTAS SUPERIORES: GENERALIDADES

En el medio en el que una planta se desarrolla a menudo se producen
fluctuaciones medioambientales, las cuales dan lugar a situaciones
desfavorables para el funcionamiento y desarrollo 6ptimo de las mismas (Alan,
1996). Estas condiciones desfavorables son conocidas, en el ambito de la
fisiologia vegetal, bajo el término de estrés y provocan en las plantas
desérdenes tanto de tipo fisiolégico como metabdlico. De esta manera, el
término estrés es definido como un cambio potencialmente dafiino de
alguna(s) de las principales variables medioambientales, para lo cual se tiende

a inhibir o alterar el ciclo de funcionamiento normal de una planta (Alam, 1999).

Las distintas especies vegetales, o incluso distintas variedades, difieren en
cuanto a sus condiciones ambientales de crecimiento 6ptimo, mostrando una
susceptibilidad particular ante los distintos tipos de estrés. Algunos autores
prefieren aplicar el término estrés sélo a los ambientes que afectan a las
plantas causandoles un dafio cuantitativo, como son alteraciones de las
membranas o incluso la muerte celular (Boyer, 1992). Por el contrario, otros
autores consideran que un sistema esta estresado cuando el gasto de energia
se ve incrementado o cuando la energia potencial del sistema disminuye
drasticamente (Chapin, 1991). Comunmente, se considera que una planta se
encuentra bajo condiciones de estrés cuando experimenta un descenso
relativamente grave de sus componentes esenciales o, también, un aumento
potencialmente elevado de sustancias tdxicas o dafiinas para su desarrolio
normal (Alam, 1999).

Larcher (1987) enfoc6 el estrés en las plantas desde un punto de vista
fisiolégico, definiéndolo como la existencia de un “estado” que provoca una
tension interna en la planta resultante de la actuacién de fuerzas externas. En
este estudio, Larcher (1987) detall6 la dinamica que sigue un sistema sometido
a estrés, dividiéndola en tres fases fundamentales (Fig. 1): a) fase de alarma;

caracterizada por una reduccién de la “vitalidad” de una planta; b) fase de
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resistencia, definida como respuesta inmediata de la planta ante la actuacion
de un factor estresante prolongado, en la cual la planta puede adaptarse a
dicho factor estresante y continuar con su funcionamiento normal; y finalmente
c¢) fase denominada de agotamiento; en la cual la capacidad adaptativa de una
planta ha sido sobrepasada o “vencida” por el factor estresante, produciéndose
importantes desérdenes metabdlicos y, en algunos casos, la muerte de la
planta (Figura 1).
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Figura 1. Incidencia y fases del estrés en plantas
(Tomada de Tobias, 1999)

La mayoria de las investigaciones que se centran en el estudio de las
repuestas fisioldgicas de las plantas al estrés estan basados en la presuncién
de que la Uunica manera de que una planta sobreviva bajo condiciones de estrés
es mediante la expresién de la informacion genética preexistente en la misma.

En este sentido, no existe ninguna diferencia entre resistencia (también
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denominada preadaptacion), acomodacién, aclimatacién y adaptacién. En
todos estos casos el estrés es considerado como el responsable de la
expresion del programa de defensa preexistente en la planta. Este punto de
vista limita considerablemente el campo de la investigacion, asi como la
interpretacién de los resultados. Ya que consideramos la respuesta vegetal
como algo programado en la célula, también debemos tener en cuenta que
ésta debe ser practicamente inmediata, por lo que se supone que el tiempo no
es un factor determinante en la elaboracion de esta respuesta. Es decir, las
proteinas y los ARNm implicados en la respuesta al estrés son sintetizados tan
pronto como comienza la exposicién a condiciones adversas (Ingestad y Lund,
1979; Wignararajah, 1990; Amzallag y cols., 1991).

Tras la exposicion a un nivel subletal de un determinado tipo de estrés, muchas
plantas han mostrado una acomodacién a dichas condiciones de estrés, sin
embargo, estas respuestas inducidas por un ambiente determinado no son
iguales.

De entre la variedad de ejemplos que encontramos en la literatura, es evidente
que la adaptaciéon es una propiedad de las plantas. Esto, sin embargo, no ha
sido estudiado seriamente por la mayoria de los investigadores que pertenecen
al area del estrés vegetal. De hecho, la mayoria de los autores utilizan los
términos acomodacién, aclimatacion y adaptacion como sindnimos y no son
capaces de diferenciar entre adaptacion y resistencia (preadaptacion). Si
existiese suficiente informacién la diferencia entre la respuesta preadaptativa y

la adaptacién seria en muchos casos muy facil de diferenciar.

Cuando una planta responde a un estrés a través de su resistencia (respuesta
preadaptativa) se produce la expresidbn de un programa preexistente que
permite la supervivencia de la planta mientras las condiciones de estrés se
mantengan. La resistencia refleja, por tanto, la capacidad de la planta para
expresar, bajo condiciones de estrés, su programa de desarrolio original. En

general, la expresibn de este programa ocurre relativamente rapido,

(
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aproximadamente durante las primeras 48 horas de exposicion al estrés
(Amzallag y Lerner, 1995), y esta reaccion no es especifica de un determinado
tipo de estrés, sino que se hace extensiva a practicamente todos los tipos de
estrés conocidos, tanto biéticos como abidticos (Amzallag y cols., 1990). En
dichas respuestas, usualmente se produce un incremento en la concentracion
de &cido abcisico (ABA) en los 6rganos vegetales expuestos al estrés. El
crecimiento sufre un descenso importante, el cual es proporcional a la
intensidad del estrés e inversamente proporcional a la tolerancia (capacidad
preadaptativa) de la planta al mismo. Si la planta es capaz de superar estas
condiciones de estrés, tras el proceso de acomodacion, rapidamente se
estabiliza a un nuevo nivel, generalmente superior al nivel inicial (Fase de

regeneracion, Figura 1).

Durante la adaptacion al estrés, la planta establece un nuevo programa de
desarrollo como una de las funciones previas a la adaptacion ante las nuevas
condiciones. Al principio de este proceso de adaptacion, se produce un
descenso considerable del crecimiento, que es incluso mayor que el producido
durante el proceso de preadaptacion (Amzallag y cols, datos no publicados).
Una vez que la planta se ha adaptado a las nuevas condiciones, el indice de
crecimiento relativo (ICR) aumenta, pudiendo llegar a alcanzar niveles similares
a los de las plantas control (Amzallag y cols., 1990). El incremento producido
en este ICR al final del proceso de adaptacion indica que este ambiente no es
muy estresante para la planta (Ingestad y Lund, 1979; Wignararajah, 1990;
Amzallag y cols., 1991). Esta respuesta adaptativa implica modificaciones en el

balance hormonal, procesos metabdlicos y expresiéon del genoma.

Contrariamente a la respuesta preadaptativa, la respuesta adaptativa no esta
completamente preprogramada en el genoma. La planta se adapta a unas
condiciones medioambientales determinadas, siempre y cuando esas
condiciones permanezcan estables durante el periodo de adaptacion. El
desarrollo de la adaptaciobn requiere mas tiempo que la respuesta

preadaptativa, es decir entre 5 y 20 dias. Sin embargo, una vez adaptada, la
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planta es capaz de permanecer en ese ambiente durante un largo periodo de
tiempo (Basra, 2001; Prasad, 2001). Basandonos en estos hechos (Amzallag y
Lerner, 1995) proponen de manera hipotética varios estados que se dan en el

proceso de adaptaciéon en una especie vegetal.

Esquema hipotético de la secuencia de procesos que se observan en las

plantas durante el proceso de adaptacién (segun Amzallag y Lerner, 1995)

Aplicacion del estrés al comienzo del desarrollo

Modificacion del balance hormonal
(incremento de ABA, descenso de CK madificacion en las GB)

v

Respuesta a corto plazo: sintesis de proteinas
Respuesta a largo plazo: modificaciones en el ADN repetitivo

Los cambios en el ADN repetitivo afectan a la conformacién del ADN

Cambios en la expresiéon del genoma

Mejora de la fisiologia de la planta, descenso en los niveles de ABA,
Incremento en las CK, restauracion de las GB.

ADAPTACION: E| ambiente ya no es estresante para la planta

Y CK: citoquininas; GB: giberelinas

No todas las especies vegetales son capaces de adaptarse a un determinado
tipo de estrés. Podemos suponer que en poblaciones naturales existen una
gran cantidad de respuestas a un mismo tipo de estrés entre las fases de
preadaptacidon y adaptacion. Siempre que los genotipos se adapten bien, el
desencadenamiento de los procesos de adaptacion se mantiene bajo un

estricto control de regulacion (Wignararajah, 1990).

{
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Existe un periodo de tiempo muy limitado en el que la planta puede hacer
frente a un determinado tipo de estrés mediante su adaptacion. Este fendmeno
parece ser similar al que ocurre en el mundo animal. Mas aun, el
desencadenamiento de la adaptacién requiere un cierto umbral de estrés, y
este estrés debe permanecer a un nivel constante durante el periodo de
adaptacion, ya que la respuesta vegetal se produce ante un cambio
determinado en el ambiente y su induccién requiere tiempo. Este fendbmeno
juega un papel muy importante en el desarrollo de ecotipos adaptados a las
nuevas condiciones ambientales y en la evolucién de las especies, puesto que
la reorganizacion del ADN repetitivo, el cual modifica la expresion del genoma,
es una parte importante del proceso de adaptacion. De hecho, los cambios
ambientales inducen modificaciones rapidas e importantes en el fenotipo
debido al desarrollo de un desbalance nutricional asociado, 1o que afecta a la
organizacion del ADN y es hereditario (Durrant, 1981; Cullis, 1990). Estas
modificaciones se mantienen siempre y cuando la descendencia se desarrolle

en un medio donde no exista un desbalance nutricional.

Actualmente, no se llegan a entender completamente los mecanismos por los
cuales un organismo es capaz de modificar la expresion de su genoma como
respuesta a unas condiciones ambientales determinadas. Parece ser, sin
embargo, que esta propiedad es Unicamente desarrollada por algunos
organismos. Asi, Shapiro (1984) y Cairns (1988) mostraron que en bacterias
ciertas mutaciones eran guiadas por las condiciones ambientales. Hall (1992)

también demostré comportamientos similares en levaduras.

Como hemos indicado anteriormente, en numerosas ocasiones la adaptacién
es confundida con la preadaptacioén (resistencia). En este sentido, el estrés era
considerado como el principal responsable de la expresion de un programa
genético preexistente en las células vegetales. Las enormes lagunas existentes
en la bibliografia relacionada con el fenédmeno de adaptacién, asi como en las
monografias especializadas en las respuestas vegetales al estrés, muestran

como estas dudas se han ido acumulando a lo largo del tiempo (Levitt, 1980;

)OGS 0D C008080000200000008C000800CR20000000C00COICGECILOIBNIITIIPONOGPOVOIOSTNTCT
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Hale y Orcutt, 1987). Desafortunadamente, los trabajos realizados por Durrant
(1981) y Cullis (1990) no han sido tenido demasiada aceptacién, aunque estan
respaldados por estudios de genética clasica y por publicaciones detalladas a
nivel molecular por Cullis (1990). Las revisiones de Bassi (1990, 1991)
reflejaron como cientos de publicaciones demostraban que se producian
cambios en el ADN repetitivo durante el desarrollo vegetal y como
consecuencia del estrés ambiental. Esos trabajos no recibieron la atencién
adecuada, principalmente por los dogmas preconcebidos de los conceptos
Darwinianos, en los se afirma contundentemente que los cambios genéticos
unicamente pueden ser originados a partir de mutaciones y que dichas
mutaciones, asi como la informacidbn genética, son inalterables por el
medioambiente (Amzallag y Lerner, 1995). El conocimiento pleno de estas
variables permitira el desarrollo de nuevas variedades de plantas a través de la
seleccion de plantas con la capacidad de adaptaciéon a un determinado tipo de
estrés.

[
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2. EL ESTRES TERMICO EN PLANTAS SUPERIORES

21. ESTRES TERMICO PRODUCIDO POR BAJAS
TEMPERATURAS

Bajo condiciones normales de desarrolio, las plantas estan constantemente
expuestas a distintas situaciones de estrés medioambiental, las cuales son
perjudiciales para el crecimiento y desarrollo de las mismas, limitando en gran
medida la productividad de muchas cultivos de gran interés agronémico.
Muchos de los méas importantes cultivos agroalimentarios, tales como el maiz,
el sorgo, el tomate, la soja, el arroz, etc, originarios de zonas tropicales y
subtropicales, son hoy dia cultivados en zonas donde las temperaturas pueden
caer o sobrepasar el éptimo requerido para su crecimiento y desarrollo normal.
De esta manera, cada vez mas se requiere la seleccion de hibridos o
variedades que posean un mejor crecimiento vegetativo y una mayor
produccion y que, con todo ello, sean capaces de desarrollarse en ambientes
donde las condiciones de estrés sean habitualmente un topico. (Greaves,
1996).

Sin embargo, los métodos tradicionales de seleccidn de variedades resistentes,
tanto a bajas como a elevadas temperaturas, muchas veces se encuentran
ante la disyuntiva de elegir entre variedades que posean un desarrollo eficiente
o, por el contrario, una alta produccion. Recientemente, el desarrollo de
técnicas moleculares nos esta ofreciendo la posibilidad de producir plantas
horticolas tolerantes al estrés térmico. Sin embargo, en la actualidad adn sigue
siendo necesaria mas informacion sobre los cambios fisiolégicos, bioquimicos y

genéticos que pueden dar lugar a esa tolerancia térmica.

10
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2.1.1. DEFINICION Y PRINCIPALES CONSECUENCIAS

Cuando una planta es sometida a temperaturas por debajo de su 6ptimo de
crecimiento se produce el denominado estrés por bajas temperaturas, el cual
es uno de los principales factores medioambientales qule limitan la
supervivencia, el desarrollo y la productividad de muchos cultivos (Queiroz y
cols., 1998). El estrés provocado por bajas temperaturas puede ser dividido en
estrés por frio, en el cual las plantas son sometidas a bajas temperaturas, pero
siempre por encima de los 0°C, y estrés por congelacién, mediante el cual las
plantas se ven sometidas a temperaturas por debajo de los 0°C (Prasad, 2001).
Desde un punto de vista agronémico, es estrés por frio (siempre por encima de
los 0°C) es el mas importante, ya que se da mas habitualmente de lo que

pensamos, por lo que sera tratado con especial atencién en este estudio.

La mayoria de los cultivos de origen tropical y subtropical, tales como el maiz y
el tomate, son muy sensibles a las bajas temperaturas (Koscielnak, 1993;
Walker y McKersie, 1993; Koroleva y cols., 1994). Las alteraciones fisiologicas
que pueden darse en una especie sensible por exposicion a bajas
temperaturas se ven reflejadas en una gran variedad de sintomas visuales
(Lyons y cols., 1979). El frio afecta a la capacidad de germinacién de las
semillas de especies sensibles, tales como el algodén, el trigo y el tomate
(Lyons y cols., 1979; Eagles and Brooking, 1981; Hodges y cols., 1994; Hodges
y cols., 1997a). Una vez que la planta se ha establecido en un determinado
ambiente, una temperatura excesivamente baja puede dar lugar a una pérdida
de agua (Wilson, 1976; Koscielniak, 1993), un cierre estomatico, un incremento
en la viscosidad hidrica una reduccion de la permeabilidad radical (Miedeman,
1983), asi como importantes dafios en la capacidad de transporte de agua en
la planta (Lyons y cols., 1979; Stamp, 1984), lo que provoca un marchitamiento
precoz de la misma. Estas alteraciones se manifiestan mediante sintomas
visuales, como son, en primer lugar, un reduccion de biomasa radical y aérea
(Hodges y cols., 1995; Hodges y cols., 1997a).

11
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A nivel celular, se han descrito numerosos dafios provocados por las bajas
temperaturas, como la pérdida aparente del turgor celular, vacuolizacion,
reduccién tanto del volumen citoplasmatico como vacuolar, deposicion de
nuevos compuestos en las paredes celulares, desorganizacion de organulos, y
pérdida de la estructura citoplasmatica en general (Imagen 1) (lker y cols.,
1976).

et
18 pym

Imagen 1. Influencia del frio sobre los componentes celulares
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INTRODUCCION

Otros posibles efectos del estrés por frio incluyen la separacién de la fase de la
membrana lipidica (Parkin y cols.,, 1989; Hariyadi y Parkin, 1993),
debilitamiento de las uniones hidrofobicas proteina-proteina y proteina-lipido
(Patterson y Graham, 1987; Parkin y cols., 1989) y distintos efectos en la
compartimentalizacién de segundos mensajeros del estrés por frio (Imagen 2)
(Price y cols., 1994; Sanchez-Casa y Klessig, 1994).

BAJAS TEMPERATURAS

o

Fase
E—————

transicion

Imagen 2. Desorganizacion de la membrana causada por las bajas temperaturas
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En la Figura 2 se propone una secuencia de sucesos que podrian permitir la
tolerancia o no de los cultivos a las bajas temperaturas (Prasad, 2001). Como
podemos observar, la induccién de los sistemas antioxidantes de defensa de
las plantas en respuesta a un estrés por frio estd correlacionado con la

tolerancia o la susceptibilidad a las bajas temperaturas de muchas plantas.

CULTIVOS SENSIBLES CULTIVOS TOLERANTES
A LAS BAJAS A LAS BAJAS
TEMPERATURAS TEMPERATURAS
Produccion de EOAs Produccién de EOAs
Reduccion del sistema Oxidacién de proteinas y Induccion del sistema
antioxidante de defensa lipidos e inhibicién de antioxidante de defensa
proteasas
Acumulacion progresiva de Descenso de la
EOAs concentracion de EOAs
Peroxidacion lipidica Inhibicién de proteasas i /
Prevencion de la oxidacion
l Oxidacion proteica (Ije “F;]'?)OS y pJOtein?s yde
A a inhibicién de proteasas
Pérdida de la Acumulacién de *
integridad de la _proteinas
membrana inactivadas

Restauracion del metabolismo

/ celular normal

Dario del
metabolismo
celular

Dafio por frio ~ Tolerancia al frio

Figura 2. Tolerancia o dario al estrés por frio en plantas superiores
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Se piensa que algunos de los mecanismos de tolerancia al estrés producido
por las bajas temperaturas podrian ser inducidos por la sobreproduccién de
especies de oxigeno activadas (EOAs). Por ejemplo, el H,O, acumulado en los
distintos tejidos vegetales durante un periodo de bajas temperaturas podria
favorecer la expresion génica de algunos de los principales antioxidantes en
plantas sensibles al frio. En cultivos no aclimatados a las bajas temperaturas la
acumulacion de EOAs a niveles téxicos se produce principalmente por
inhibicion o reduccion en la actividad de las principales enzimas antioxidantes a
esas temperaturas. Esta acumulacion de EOAs incrementa potencialmente la

peroxidacion de los lipidos, provocando la inestabilidad de las membranas.

2.1.2. FUNCIONES DE LA RAiZ DURANTE UN ESTRES POR FRIO:
DANOS Y ACLIMATACION

Aungue no esta totalmente reconocido, las bajas temperaturas edaficas pueden
afectar al sistema radical y, en general, a la fisiologia de la planta completa en
muchas situaciones agrondmicas reales (Sanders y Markhart, 2001). Una
temperatura media en el suelo de unos 15°C antes del desarrollo de la parte
aérea de las plantas de maiz causa un retraso en el crecimiento de mas de una
semana, comparadas con las plantas desarrolladas en suelos con 25°C de
temperatura (Bollero y cols., 1996). La temperatura del suelo es también critica
durante la germinacion y el establecimiento de una planta en un ambiente
determinado. De hecho, suelos muy frios pueden limitar la fotosintesis, aunque
las funciones fisiolégicas mas afectadas por las bajas temperaturas son, por lo

general, la captacién de agua y nutrientes (Sanders y Markhart, 2001).

Para muchas plantas de origen tropical sensibles al frio (judia, maiz, tomate,
pimienta, algodon, etc) temperaturas edaficas o ambientales de 10 a 15°C son
limitantes del crecimiento vegetal (Dickson y Boettger, 1984; Scott y Jones,
1986; Bradow, 1990; Bollero y cols., 1996). Una baja temperatura edafica da
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lugar a un estrés hidrico en términos de transpiracion, ya que se produce una
reduccion o total inhibicién del movimiento de agua a través de la raiz (Kramer,
1940; McWilliam y cols., 1982; Bradow, 1990). La absorciéon de nutrientes es
también reducida y las plantas sometidas a un estrés por frio durante largos
periodos sufren graves deficiencias nutricionales (Cumbus y Nye, 1985; Engels

y cols., 1992; Engels y Marschner, 1996).

Por lo tanto, y considerando estos efectos adversos, la membrana lipidica es
una estructura candidata para actuar como un sensor térmico (Lyons y cols.,
1979; Raison y Orr, 1990; Murata y Los, 1997). Recientemente, Murata y Los
(1997) establecieron el papel de la fluidez de la membrana en la percepcion
téermica y en la transduccion de la sefial de estrés. Aunque la composicion
lipidica de la membrana no proporciona una completa explicacion de la
sensibilidad al frio en todos los casos (Wu y Browse, 1995), muchos de los
estudios mas recientes han demostrado el papel de los lipidos de membrana
en la resistencia al frio (Vigh y cols., 1993; Kodama y cols., 1995; Ishizaki-
Nishizawa y cols., 1996).

La absorcién de agua se ve marcadamente reducida bajo condiciones de bajas
temperaturas (Kramer, 1940; Wolfe y King, 1983; Marhart, 1986; Bolger y cols.,
1992; Cui y Nobel, 1994). Por ejemplo, Wraith y Ferguson (1994) comprobaron
que en plantas de trigo desarrolladas a 10°C se producia una reduccion
importante en la absorcibn de agua. Esta reduccién va generalmente
acompafada de una transpiracion moderada, lo que puede causar la pérdida
del turgor foliar (McWilliam y cols., 1982; Fennell y cols., 1990). El flujo de agua
a través del sistema radicular esta limitado por los lipidos de membrana
(Makhart y cols., 1979a; Peterson y cols., 1993). Si recurrimos a la lagica,
podriamos pensar que la raiz bajo estas condiciones puede llegar a ser mas
permeable debido a los dafios que las bajas temperaturas producen sobre
estos componentes de la membrana plasmatica; sin embargo esta situaciéon es
diferente. Cuando la captacion de agua viene determinada por las bajas

temperaturas, el efecto es inmediato, de manera que los indices de flujo
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descienden considerablemente a la vez que baja la temperatura. El flujo de
agua puede seguir cayendo irreversiblemente, aunque la temperatura ya haya
alcanzado el limite previsto (Figura 3) (Smith-Spinks y cols., 1984; Sanders,
1997).

120
100
©
-
2 g0 o
S 3
[3]
et 60 ]
2 5
=
e 40 8
20
0

Tiempo

Figura 3. Reduccion de la absorcion de agua en relacion al la caida de temperatura

La respuesta del potencial hidrico inducida por las bajas temperaturas afecta a
la planta completa. Cuando las raices de plantas de algoddn eran tratadas a
bajas temperaturas, el potencial hidrico y la transpiracion descendian
significativamente cuando la parte aérea se desarrollaba tanto a 20 como a
13°C, de tal manera que el descenso de la conductancia hidraulica de la planta
se producia inevitablemente (Radin, 1990). La tolerancia al frio puede ser
debida tanto a factores de la raiz, como de los estomas o0 a la actuacion
conjunta de ambos, ya que dicha tolerancia radica en el mantenimiento de la

captacion de agua o la reduccién de las pérdidas de la misma.

Otro de los mecanismos mas fuertemente influenciados por las bajas

temperaturas, y que afectan al sistema radical, es la captacion de nutrientes.
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Los efectos del frio sobre la absorcién de N, P y K en plantas de maiz cuyas
raices fueron expuestas a bajas temperaturas eran notables desde el primer
dia, con una reduccion del 35, 20 y 15% respectivamente respecto a las
mismas plantas desarrolladas a una temperatura 6ptima, independientemente
de la temperatura existente en la parte aérea (Engels y cols., 1992). Ante una
exposicidn prolongada al frio (unas seis semanas), el crecimiento de plantas de
Antirrhinum 'y la captacién de nutrientes fue similar a la presentada por estas
plantas a 22°C, sugiriendo ademas de la tolerancia al frio por estas plantas, el
que a bajas temperaturas el crecimiento de una planta viene determinado por la
captacion de nutrientes (Hood y Mills, 1994). Bajo una exposicion prolongada a
bajas temperaturas, el estado nutricional de la parte aérea podria estar limitado
por la absorcidon de la raiz o por el reducido crecimiento de la misma. Es decir,
si el crecimiento de la parte aérea disminuye debido a las bajas temperaturas,
la reducida captacion de nutrientes llevada a cabo en estas condiciones podria

ser suficiente para mantener la demanda de la planta completa.

Las bajas temperaturas edaficas inhiben el crecimiento sistémico de la raiz
mediante elongacion o acumulacién de biomasa. Es de sobra conocido que las
limitaciones inducidas sobre del crecimiento radical por el estrés térmico
afectan considerablemente a las funciones de la parte aérea, aunque ésta
ultima se encuentre a una temperatura éptima (Cumbus y Nye, 1985). La
temperatura edafica es critica para la emergencia de la radicula durante la
germinacién y, por lo tanto, para el primer establecimiento de la semilla
(Dickson y Boettger, 1984; Rab y Salveit, 1996). El indice de elongacién y
desarrollo lateral de la raiz se inhibe en cultivos sensibles a las bajas
temperaturas (Pritchard y cols., 1990; McMichael y Burke, 1994). Por ejemplo,
Scott y Jones (1986) evaluaron la tolerancia al frio en algunas lineas de tomate,
de manera que el indice de crecimiento relativo (ICR) a 10°C era tres veces
inferior al obtenido a 20°C. Al igual que el crecimiento, la produccion de
biomasa también esta limitada por las condiciones de bajas temperaturas en la
raiz. El peso seco de raices de calabaza y pepino no incrementaba a partir del
cuarto dia a 10°C (Reyes y Jennings, 1994). Estas plantas fueron

18

) 00009000000 85000008000000000000000000000000O0O0CCRIONIOROIRPOOGOIORROSONTGTY



.‘0.0.QO..QQ.‘.OQC'OQCOQ.Q.QCC‘.Q..O..C...O.Q....OC..QQOQQ‘

INTRODUCCION

posteriormente trasladadas a un ambiente con una temperatura de 26°C
(temperatura 6ptima), observandose que las raices no volvian a tener un

crecimiento normal, lo que indicaba el dafio irreversible producido por el frio.

Por otro lado, las bajas temperaturas radiculares pueden afectar de forma
importante al crecimiento y fisiologia de la parte aérea. Asi en Phaseolus
vulgaris, una temperatura radicular de 10°C durante 9 dias daba lugar a una
reduccion del tamafo de las hojas en un 40% en comparacién con las plantas
tratadas a condiciones 6ptimas (Milligram y Dale, 1988). Estas investigaciones
enfatizan la importancia de la temperatura radicular en el crecimiento de la
planta completa. Los mecanismos influidos por estas respuestas radiculares no
estan definidos en la mayoria de los casos, sin embargo se sabe que en una
planta desarrollada a bajas temperaturas radiculares se produce un déficit

hidrico, diversas alteraciones hormonales y deficiencias nutricionales (Imagen
3).

Imagen 3. Pérdida de biomasa radical por una inhibicién de la absorcién de agua

(desecacién) debida al estrés por frio

19

{



INTRODUCCION

Ademas de todos estos efectos que acabamos de describir, las bajas
temperaturas edaficas por efecto directo sobre las raices, producen otras
modificaciones importantes desde un punto de vista fisiolégico, como son la
produccion de hormonas de crecimiento y la maduracién de la planta. Un
incremento en la concentracién de acido abcisico (ABA) ha sido correlacionado
con la tolerancia a las bajas temperaturas en varios tejidos vegetales, asi como
a otros tipos de estrés medioambiental, aunque el papel especifico del ABA en
esta tolerancia es aun desconocido. La induccion del cierre estomatico, la
inhibicién del crecimiento y los posibles efectos de las bajas temperaturas
sobre la expresion génica han sido descritos como mecanismos potenciales de
tolerancia a las bajas temperaturas (Kurkela y Franck, 1990; Anderson y cols.,
1994; Gusta y cols., 1996; Janowiak y Dérffling, 1996). Por ejemplo, los niveles
endbgenos de ABA endogenos incrementan a medida que aumenta el tiempo
de exposicion al frio en toda la planta de cultivos tolerantes de arroz. Sin
embargo, esto no se produce en cultivos sensibles a las bajas temperaturas
(Lee y cols., 1993), ya que en éstos sblo se observa un incremento en la
concentracion de ABA en la savia xilematica, producido posiblemente como

consecuencia de un rapido un cierre de los estomas.

Sin embargo, Janowiak y Dérffling (1996) concluyeron que en genotipos
tolerantes de maiz que acumuiaban ABA también se observaban sintomas de
déficit hidrico. Los efectos de las bajas temperaturas sobre el sistema radicular
y las alteraciones producidas sobre los procesos fisiologicos mas importantes
asociados a la raiz y la parte aérea se pueden resumir en el siguiente
esquema:

20
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Raices daiiadas por el frio

'

Alteracion de membranas celulares

Inhibicidén del
crecimiento
radicular

Descenso de
la captacion
de aoua

Descenso de
la captacion
de nutrientes

Descenso de
la fotosintesis

v

Inhibicion del desarrollo de la
parte aérea

Figura 4. Procesos metabdlicos alterados por bajas temperaturas en la raiz

Las hipétesis formuladas por Lee y cols (1993) y, posteriormente, por Janowiak
y Dérffling (1996) dieron lugar al inicio de nuevas investigaciones basadas en el

estudio de la relacion entre el ABA y la tolerancia a las bajas temperaturas
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mediante aplicaciones exégenas de esta hormona. Cuando se aplicaba ABA de
forma exégena a la raiz la captacidon de agua y conductancia hidraulica
aumentaban en especies vegetales sensibles al frio (Markhart y cols., 1979b;
BassiriRad y Radin, 1992). Sin embargo, el papel de esta hormona en la
tolerancia o aclimataciéon a las bajas temperaturas es aun un campo

desconocido.

Otra hormona que se ve alterada por este tipo de estrés es el etileno. La
produccién de etileno en hojas, frutos y flores incrementa después del periodo
de frio y, en algunos casos, durante el mismo (Tong y Yang, 1987; Field y
Barrawclough, 1989; Guye, 1989). La magnitud del incremento en la
produccién de etileno depende de la duracién del periodo de frio y de factores
secundarios, tales como la senescencia (Field y Barrawclough, 1989). Se ha
observado que tras un largo periodo de exposicion a bajas temperaturas los
tejidos apicales pierden la capacidad de producir etileno, lo cual es interpretado
por muchos investigadores como un indicador de la sensibilidad al frio (Rab y
Salveit, 1996).

Numerosas investigaciones han tratado los mecanismos por los cuales el
sistema radical se adapta a las bajas temperaturas. Estas investigaciones han
sido y son fundamentales, puesto que si el crecimiento radical y la captacion de
agua y nutrientes se producen con normalidad a bajas temperaturas, el estrés a
nivel de planta completa puede ser reducido (Deane-Drummond y Glass, 1983;
Sanders, 1997). Es por ello que las raices juegan un papel muy importante en
la aclimatacion de otros 6érganos a las bajas temperaturas (Kacperska vy
Szaniawski, 1993). La aclimatacion de la planta en cuanto a lo que a captacién
de nutrientes se refiere ha sido, por estos motivos, uno de los aspectos mas
estudiados.

En la regulacion de la captacion de agua ante condiciones de estrés ambiental

las denominadas acuoporinas juegan un papel fundamental. Las acuoporinas

pueden definirse como canales proteicos selectivos para la absorcién de agua
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y son muy importantes en el movimiento del agua a través de los distintos
tejidos vegetales (Chrispeels, 1994; Steudle y Henzler, 1995; Maurel, 1997).
Aunque el significado de estos canales en el flujo de agua en la planta es aun
desconocido, su presencia en la misma sugiere la posibilidad de que actien de
forma decisiva en la regulacion del transporte de agua. Por lo tanto, la
capacidad de abrir canales especificos para el agua cuando el flujo de la
misma disminuye a traves de la bicapa lipidica podria ser un factor importante
en los procesos de reduccion de los dafios causados por las bajas
temperaturas (Maurel y cols., 1995; Johansson y cols., 1996). De esta manera,
la actividad de las acuoporinas, su regulacién y su expresion génica son uno
de los temas de investigacion con mayor futuro en relacién a los mecanismos
de aclimatacién de las plantas al estrés.

Como hemos indicado anteriormente, la aclimatacién al frio de una planta
puede venir dada por cambios en los lipidos de membrana, los cuales podrian
incrementar su permeabilidad al agua y evitar los efectos negativos de las
bajas temperaturas sobre la captacibn de la misma. Las membranas
compuestas mayoritariamente por acidos grasos insaturados (por ejemplo,
mayor cantidad de acido linolénico que oleico) son mas fluidas cuando se dan
situaciones de bajas temperaturas (McElhaney y cols., 1973; Trauble, 1971).
De esta manera, un incremento en la concentracion de lipidos insaturados en la
raiz podria constituir un mecanismo de tolerancia a las condiciones de estrés
provocado por bajas temperaturas (Somolenska y Kuiper, 1977; Markhart et al.,
1980; Sanders y Markhart, 2001), aunque es necesaria mas informacién al

respecto para confirmar estos aspectos.
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2.1.3. MECANISMOS DE ACLIMATACION AL FRIO

La mayoria de las plantas que tienen que vivir en areas del mundo donde en
invierno las temperaturas caen muy por debajo de su 6ptimo de crecimiento
han debido de desarrollar cambios morfolégicos, tales como la perdida parcial o
total de estructuras aéreas y la formacion de érganos especializados, como son
tejidos enrollados en tubos y yemas. Sin embargo, los cambios mas
importantes se producen a nivel fisioldgico, mediante los cuales una planta se
hace tolerante o sensible a las condiciones de estrés por frio. La adquisicion de
la tolerancia a las bajas temperaturas suele definirse como aclimatacién al frio
(Ferullo y Griffith, 2001).

Los principales cambios fisioldgicos se basan en la acumulacion en los distintos
tejidos vegetales de aminoacidos, proteinas, carbohidratos, acidos nucleicos,
algunas fitohormonas y solutos osmoprotectores (Li, 1984). Esas
modificaciones van acompafiadas de cambios en distintas actividades
enzimaticas, en la concentracion de las distintas isoenzimas (Levitt, 1980) y en
la expresién génica de estas enzimas e isoenzimas (Walbot y Hahn, 1989; Guy,
1990; Castonguay y cols., 1993; Ferullo y Griffith, 2001). El significado de este
fendmeno con respecto al desarrollo de la tolerancia a las bajas temperaturas
es hoy dia desconocido y tema principal de muchas de las mas recientes
investigaciones, siendo aun dificil establecer una clara relacién entre los

cambios metabdlicos y morfoldgicos que se dan durante la aclimatacion al frio.

2.1.3.1. Control de la deshidratacion y el estado hidrico celular

Como hemos indicado anteriormente, durante la exposicién prolongada de una
planta a bajas temperaturas se produce una menor captacion de agua por parte
de las raices, lo que da lugar a una deshidratacién del protoplasto de la
mayoria de las células, proceso letal para las mismas. Con el fin de evitar esta

situacion, las células vegetales llevan a cabo la acumulacién de ciertos solutos
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osmoticos y pequefios compuestos hidrofilicos, los cuales son capaces de
estabilizar las estructuras celulares mas importantes dafiadas durante la
deshidratacion celular producida por condiciones de estrés por frio (Ferullo y
Griffith, 2001). Se ha comprobado que durante la aclimatacién al frio se
produce una acumulacién masiva de hidratos de carbono, aminoacidos, aminas

y proteinas, los cuales seran tratados con mas detalle posteriormente.

Por otro lado, ha sido propuesto que el ajuste de la rigidez celular puede ser
otro de los factores mas importantes en el control de la deshidratacion celular
durante la aclimataciéon al frio (Rajashekar y Bruke, 1996). Durante este
periodo, la formacién de hielo en la célula puede dar lugar a una reduccién del
volumen de la misma, a una contraccién del protoplasma y, por ultimo, al
colapso celular (Rajashekar y Brike, 1996; Fijikawa y cols., 1997).

El equilibrio entre el espacio intra y extracelular viene dado por la diferencia
entre el potencial hidrico y osmético de la célula, la cual debe ser muy negativa
para evitar las pérdidas excesivas de agua, o que depende, a su vez, de la
rigidez de las estructuras que rodean a la célula, como son la membrana
plasmatica y la pared celular. Numerosos trabajos indican cémo las proteinas
de la pared celular son las primeras estructuras en sufrir cambios adaptativos
durante la aclimatacién al frio. En alfalfa, Laberge y cols (1993) aislaron un
ARNm inducido bajo condiciones de estrés por frio, MsaCiA, el cual codificaba
una pared celular rica en proteinas constituidas por glicina. El nivel de
acumulaciéon de estas proteinas estaba positivamente correlacionado con la
tolerancia a las bajas temperaturas de distintas variedades de alfalfa. Por estas
razones los autores sugieren que esta proteina juega un papel fundamental en
la tolerancia al frio a través de la limitacién de la deshidratacion (Laberge y
cols., 1993). Sin embargo, esto aun es tema de investigacién ya que no se

conoce mucho sobre estos péptidos de membrana.

La temperatura y la disponibilidad de agua afectan tanto a la propiedades

fisicas como biolégicas de las membranas. Como resultado de esto las
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membranas, especialmente la membrana plasmatica, son las principales y
primeros puntos dafiados por frio (Ferullo y Griffith, 2001). Steponkus y Webb
(1992) demostraron que la respuesta de la membrana plasmatica a las
condiciones de bajas temperaturas es radicalmente modificada tras la
aclimatacion al frio. En algunas especies de plantas, se dan cambios en la
composicién de los lipidos de membrana durante la aclimatacién al frio (Palta y
cols., 1993). Los cambios mas significativos se traducen, en términos
generales, en un aumento de la proporcién de fosfolipidos y de acidos grasos
insaturados, asi como un descenso de esterol en los fosfolipidos (Palta y cols.,
1993). Diferentes experimentos, tales como modificaciones artificiales de la
composicion lipidica del protoplasto (Steponkus y cols.,1988) y comparaciones
de los lipidos encontrados tras la tolerancia al frio (Palta y cols., 1993) han
demostrado que los cambios producidos en la composicion lipidica son
fundamentales en la crioestabilidad de la membrana plasmatica, jugando un

papel fundamental en la aclimatacién al frio.

Existe muy poca informacién sobre los mecanismos celulares responsables del
ajuste de la composicion lipidica de la membrana durante la aclimatacion al
frio. Debido a la complejidad que muestran estos estudios sobre el
metabolismo lipidico vegetal, las proéximas investigaciones se deberan centrar
en las diferencias existentes en la crioestabilidad de la membrana de especies
sensibles y tolerantes a las bajas temperaturas, asi como en la capacidad de
las especies tolerantes para cambiar su composicion lipidica tras el periodo de

aclimatacion.

2.1.3.2. Induccion de proteinas crioprotectoras y cambios moleculares en

la sintesis de proteinas.

Existe una familia de proteinas denominadas proteinas abundantes tras la

embriogénesis (LEA, late-embryogenesis-abundant protein), cuya sintesis es

inducida bajo numerosas situaciones de estrés ambiental, incluyendo la
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deshidratacion, el estrés salino y el frio (Close et al., 1993). Las principales
caracteristicas de estas proteinas son la presencia de un grupo de aminoacidos
altamente conservado y la ausencia de residuos de triptéfano, cisteina y
fenilalanina. Estas proteinas estan formadas por una fraccién constituida por 7-
9 residuos de serina que se encuentra en la parte central del polipéptido.
Ademas, son altamente hidrofilicas y permanecen en estado soluble por
encima del punto de ebullicién.

La induccién de los genes responsables de la sintesis de las proteinas LEA
durante la aclimatacién al frio ha sido publicada en interesantes trabajos
realizados con distintas especies vegetales. Por ejemplo, comparando distintas
lineas de gramineas sensibles y tolerantes a las bajas temperaturas, Danyluk y
cols. (1994) mostraron que todas las plantas examinadas contenian genes
homologos para las proteinas LEA, pero esos genes eran expresados
unicamente en especies tolerantes a las bajas temperaturas. La acumulacién
de las proteinas LEA durante un estrés que causa directa o indirectamente
deshidratacion sugiere que éstas estdn implicadas en mecanismos de
tolerancia a bajos niveles hidricos. Durante los periodos de frio, las pérdidas de
agua y la consecuente acumulacion de sales y otros solutos en el citosol da
lugar a un ambiente fisico-quimico que potencia la desnaturalizacion de las
proteinas, membranas y complejos enzimaticos. La estructura repetitiva
caracteristica de las proteinas LEA es indicativa de que su funcion principal es
estructural y no enzimatica. Debido a su elevado contenido en residuos
hidrofilicos (asp/asn, glu/gln, lys, thr) podrian interaccionar con otros
componentes celulares dando lugar a un microambiente que mantiene un
adecuado estado de solvatacion celular (Hughes y Dunn, 1996).

Sin embargo, y a pesar de los numerosos estudios que muestran que las
proteinas LEA juegan un papel fundamental en la tolerancia a la deshidratacion
celular, son necesarios estudios equivalentes para confirmar dicha funcioén. En
la naturaleza, las proteinas LEA no se acumulan de la misma manera en todos

los tejidos vegetales. Particularmente, se ha observado que las células
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meristematicas de plantas de trigo aclimatadas a las bajas temperaturas

poseian una elevada concentracion de proteinas LEA (Kazouka y Aeda, 1994).

Un gran numero de mecanismos moleculares tiene lugar durante la
aclimatacion al frio, los cuales no participan directamente en la “elaboracion” de
la tolerancia al mismo; mas bien, se cree que dichos mecanismos mantienen la
eficiencia de los procesos celulares esenciales afectados por las bajas
temperaturas, tales como la ralentizacion del grado de reaccion y/o el descenso
en la disponibilidad de agua. Algunas evidencias muestran que la acumulacién
de ciertas proteinas denominadas chaperonas llevan a cabo el ajuste de los
procesos implicados en las sintesis de proteinas necesarias para que se

produzca el fendbmeno de aclimatacion al frio.

Otras proteinas acumuladas en gran cantidad a bajas temperaturas son
aquellas ricas en glicina. Aunque su papel en la planta es aun desconocido, se
cree que la mayoria de estas proteinas estan implicadas en el metabolismo del
ARNm. Una segunda clase de mRNA inducido bajo condiciones de bajas
temperaturas codifica proteinas ricas en arginina, las cuales podrian actuar
estabilizando ARNm especificos durante los periodos de frio (Ferullo y Grffith,
2001).

Por ultimo, en todos los organismos vivos conocidos, la fosforilacion de
proteinas juega un papel fundamental en la regulacién de numerosas funciones
celulares, tales como la actividad de una gran cantidad de enzimas asi como
las interacciones proteina-DNA y proteina-proteina. La fosforilacion de las
proteinas viene determinada por proteinas kinasas especificas y las
fosforilaciones en cascada estan implicadas en la percepciéon y transmision
intracelular de las sefiales informativas celulares. Es de sobra conocido que la
fosforilacién proteica es un mecanismo molecular de adaptacion a las bajas
temperaturas (Monroy et al., 1993), no sélo a nivel de sefializacién del dafo
celular, sino que también participan en algunos ciclos metabdlicos esenciales

para la tolerancia a las bajas temperaturas (Ferullo y Griffith, 2001).
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RESUMIENDO, las bajas temperaturas, tanto edaficas como aéreas, dan lugar
a serios dafios a nivel morfoldgico y fisiolégico en las plantas que las sufren. El
crecimiento radical, la captacion de agua y nutrientes y los mecanismos
asociados se ven rapida y significativamente afectados por este tipo de estrés
termico. El dafio localizado, tal como el cese de la elongacion radical, puede
dar lugar a rapidas y nefastas consecuencias, las cuales derivan en una
disminucién en la captacion de nutrientes que se manifiesta, en Ultima
instancia, en la parte aérea. Por otro lado, la inhibicién de la captacién de agua
da lugar a una reduccién directa de la fotosintesis neta, asi como una
disminucion crecimiento de la parte aérea.

En definitiva, podriamos decir que el estudio de los mecanismos celulares
asociados con la aclimatacién al frio han permitido la caracterizacién de
numerosos compuestos y productos génicos que se acumulan en los distintos
tejidos vegetales durante este periodo. Las propiedades bioquimicas de esos
compuestos, deducidas de su estructura quimica, estan, en la mayoria de los
casos, correlacionados mas con los efectos potenciales del estado hidrico
celular o con la crioestabilizacion de la membrana plasmatica y/o proteinas. Sin
embargo, el modelo preciso de accidon de cada uno de esos compuestos es
desconocido hasta el momento, por lo que es necesaria mas informacion a
partir de estudios anatémicos, citologicos y biofisicos con el fin de elaborar un
modelo de las estrategias llevadas a cabo por las plantas para sobrevivir a las
duras condiciones del invierno.
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2.2. ESTRES TERMICO PRODUCIDO POR ALTAS
TEMPERATURAS

2.2.1. DEFINICION Y PRINCIPALES CONSECUENCIAS

El estrés térmico producido por temperaturas superiores al 6ptimo de
crecimiento de una especie vegetal es uno de los estreses abibticos mas
importantes que afectan a la productividad de los cultivos (Boyer, 1982).
Aproximadamente un 23% de la superficie terrestre muestra una temperatura
media anual por encima de los 40°C. En estas zonas, se han registrado
temperaturas edéficas hasta de 60°C y la temperatura en el apice de la parte
aérea de algunas especies de césped que se desarrollan en estas zonas puede
llegar a ser de 40°C durante algunas horas del dia (Klueva y cols., 2001). La
exposicidn de las plantas a un estrés por altas temperaturas usualmente se
repite varias veces a lo largo del dia (Pollock y cols., 1993) y suele venir
acompafiado por otros tipos de estrés, tales como un estrés hidrico, bajas
temperaturas nocturnas y contaminacién por metales pesados (Klueva y cols.,
2001). Se ha comprobado que las altas temperaturas y la sequia afectan a un
25% del total de las tierras cultivadas. En Estados Unidos, la producciéon media
de la mayoria de los cultivos es siete veces menor que la produccién estimada
para los mismos, siendo las altas temperaturas alcanzadas en esas zonas y la

sequia las causas de la mayor parte de esas pérdidas (Klueva y cols., 2001).

La enorme demanda humana de una mayor produccién agricola para su
consumo hace que las investigaciones sobre la resistencia de las plantas a los
distintos tipos de estrés ambiental, y el aumento en la produccién y calidad de
esos cultivos sea cada vez mayor (Zhang y cols., 1999). Como resultado, en
los ultimos afios se han realizado numerosas investigaciones basadas en la
resistencia de las plantas a varios tipos de estrés ambiental mediante el estudio
y la manipulacion de la mayoria de las especies horticolas (Klueva y cols.,
1999).
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La extension del dafio causado por las altas temperaturas difiere dependiendo
del tipo de cultivo, del estado de crecimiento y del tipo de tejido vegetal. Ciertos
estados del ciclo de vida de las plantas son mas susceptibles a las altas
temperaturas que otros, y un estrés por calor durante esos periodos podria ser
critico para la obtencién de la produccion final, siempre y cuando el régimen
térmico del resto del periodo de crecimiento de la planta sea o6ptimo. Por
ejemplo, en Pennisetum americanum el estado de plantula es el mas
vuinerable debido a las elevadas temperaturas alcanzadas por la superficie del
suelo (Howarth y cols., 1997). Otras fases criticas son aquellas relacionadas
con las funciones reproductivas, tales como la maduracién de frutos y semillas,
las cuales usualmente ocurren durante los meses de mas calor. Si esto ocurre,
los sintomas del estrés térmico se ven reflejados directamente en la
productividad y calidad de los cultivos (Hall, 1992).

A nivel de planta completa, el estrés por calor causa una aceleracion de los
procesos de crecimiento, el aborto del desarrollo de las semillas y un desigual
relleno del grano. A nivel fisioldgico, las elevadas temperaturas afectan a la
mayoria de las funciones celulares, incluyendo fotosintesis, metabolismo
energético y translocacion de asimilados (Levitt, 1980; Berry y Bjorkman, 1980;
Burke, 1990; Paulsen, 1994).

Los compuestos celulares que son mas afectadas por las altas temperaturas
son las proteinas, en particular, las enzimas. El estrés por calor interfiere en la
biosintesis de novo de las proteinas, inhibe la actividad de importantes enzimas
e induce la degradacién de las proteinas ya existentes (Nover, 1991). Una
inhibicion inducida por calor de la sintesis de proteinas constitutivas, junto con
un incremento en el indice de degradaciéon enzimatico, puede dar lugar a un
importante descenso del pool enzimatico esencial para las funciones celulares
durante un estrés por calor (Nover, 1991). Muchas de las enzimas vegetales
mas conocidas son termolabiles, incluyendo la ribulosa 1,5-bifosfato

carboxilasa (Weis, 1981), la sacarosa sintasa (Rijven,1986), la catalasa
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(Feierabend y cols., 1992; Willenkens y cols., 1995) y la superdxido dismutasa
(Matters y Scandalios, 1986). Una inhibicién de la ribulosa 1,5-bifosfato
carboxilasa es la principal causa de la inactivacion producida por altas
temperaturas de la fijaciébn de CO, (Weis, 1981). También el estrés por calor
inhibe severamente la capacidad de las plantas de transformar sacarosa en
almidon en la mayoria de las plantas, indicando que una o mas enzimas de
este ciclo son especificamente inhibidas por el calor (Burke , 1990). Por otra
parte, temperaturas excesivamente elevadas dan lugar a la inhibicién de la
actividad catalasa en la mayoria de las especies vegetales, mientras que otras

enzimas antioxidantes pueden no verse afectadas (Feierabend y cols., 1992).

Otros efectos del estrés por calor se ven reflejados en los dafios causados en
la integridad de la membrana plasmatica, aumentando considerablemente su
permeabilidad a solutos e iones (Buerke y Orzech, 1988). Simultaneamente, la
actividad de las enzimas integradas en las membranas que realizan las
funciones celulares basicas, como son la fotosintesis, la respiracion celular y la
translocacion de distintos compuestos, se ven seriamente interrumpidas. Bajo
condiciones de elevadas temperaturas las membranas del reticulo
endoplasmatico son dafiadas selectivamente, dando lugar a una degradacién
de la ARNm a-amilosa (mensajero del acido ribonucleico) (Belanger y cols.,
1986). Los dafios producidos en la permeabilidad de la membrana plasmatica
debido a las altas temperaturas afectan al potencial redox de la mayoria de los
compartimentos celulares y, como resultado, a los principales procesos
metabdlicos, lo que deriva finalmente en una desintegracién total de la
membrana, mezclandose los contenidos de los distintos compartimentos
celulares y, en casos extremos, produciéndose la muerte celular (Klueva y
cols., 2001).

El estrés oxidativo ha sido recientemente reconocido como uno de los
principales factores de dafio por altas temperaturas en muchos organismos,
incluidos las plantas, siendo la mayor causa de muerte celular (Davidson y

cols.,1996). En plantas, un estrés por calor da lugar a un desbalance entre la

32



INTRODUCCION

energia solar capturada por los pigmentos fotosintéticos y el transporte
electronico a través de los citocromos, conociéndose este proceso como
fotoinhibicion. Este exceso de energia puede ser transferido al oxigeno, dando
lugar a la generacién de EOAs. Los sitios intracelulares criticos de formacién
de EOAs son los cloroplastos y mitocondrias, ya que en estos organulos las
altas temperaturas inducen la desorganizaciéon del transporte electrénico. En
cloroplastos, un estrés por calor da lugar a una fotoinhibiciéon de la fotosintesis
y a una inhibicion de la actividad catalasa, lo que derivaria en una acumulacién
masiva de EOAs y en el bloqueo completo del cloroplasto (Willenkens y cols.,
1995). Ademas, un estrés por calor induce una alteracién de la composicion de
las membranas tilacoidales del cloroplasto (Suss y Yordanov, 1986), asi como
una disgregacion irreversible de los componentes funcionales de complejo
PSHl. Esto da lugar, por un lado, al desacople de la cadena de transporte
electronico existente entre el PSl y PSIl y, por otro lado, a un incremento del
flujo electrénico al oxigeno molecular y, consecuentemente, a la formacion
masiva de EOAs (Burke y cols., 1988).

Finalmente, el estrés por calor produce profundas modificaciones en todos los
metabolismos celulares conocidos a nivel de planta completa. Los principales
sitios de accion son las proteinas, fundamentalmente enzimas, y membranas.
Estas son dafiadas como consecuencia de la subida de la temperatura
intracelular que da lugar a estreses secundarios, como es el dafio oxidativo y la
deshidrataciéon celular. Cuando una planta es sometida a temperaturas por
encima de su Optimo de crecimiento, lo que primeramente se observa es una
importante reduccién en la produccién de biomasa, lo cual es consecuencia
directa de una inhibicibn de las enzimas fotosintéticas y la pérdida de la
integridad de las membranas (Hall, 1992; Monteith y Elston, 1993; Howarth y
cols., 1997).

Debido a los efectos sumamente importantes que tiene un estrés por calor

sobre el metabolismo y fisiologia de las plantas, éstas han tenido que

33




INTRODUCCION

desarrollar una serie de mecanismos protectores frente a los dafios inducidos

por las altas temperaturas.

2.2.2. MECANISMOS DE DEFENSA FRENTE AL DANO INDUCIDO POR
LAS ALTAS TEMPERATURAS.

Todos los microorganismos y las especies vegetales pueden ser clasificadas
en tres grupos de acuerdo con su indice de termotolerancia, entendiendo por
éste la maxima temperatura que es capaz de soportar un organismo por

encima de la cual éste no es capaz de sobrevivir (Larcher, 1995):

a. Especies sensibles al calor: comprende especies que no son
capaces de soportar temperaturas por encima de los 39 6 40°C,
como son la mayoria de las algas eucariotas, corméfitos acuaticos y

liguenes en estado hidratado.

b. Eucariotas relativamente resistentes al calor: Se refiere a plantas de
sol y de lugares secos, capaces de adquirir cierta resistencia al calor

y de sobrevivir unos 30 minutos a 50°C.

c. Especies tolerantes al calor: Son la mayoria de los procariotas y son
capaces de resistir temperaturas entre 75 y 90°C. Por ejemplo, las
arquebacterias y eucariotas unicelulares son capaces de sobrevivir
por encima de los 105°C tras un tratamiento de aclimatacion (Trent,
1996). Los organismos adaptados a estas temperaturas tan
extremas poseen una gran cantidad de componentes celulares

termoestables.
El indice de adaptacién a elevadas temperaturas en plantas horticolas no

puede ser comparado con las especies silvestres. Por ejemplo, las plantas

horticolas no pueden utilizar mecanismos de escape al estrés por calor
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utilizados por su especie en estado salvaje (Levitt,1980). Simultaneamente, la
tolerancia a las altas temperaturas en muchas de las especies horticolas ha
sido adquirida a lo largo del tiempo mediante una larga seleccion natural a
través del aumento del potencial de productividad y la demanda humana de
dichas especies vegetales ecolégicamente ubicadas. Ejemplos del desarrollo
de estos mecanismos utilizados por muchas especies horticolas se basan en
un aumento de la transpiracion para disminuir la temperatura interna de la
planta y en la evasion de la luz solar mediante el movimiento de las hojas,
pudiéndose reducir la temperatura mediante estos mecanismos en unos 10°C.
(Hall, 1002).

2.2.21. Fenémeno de termotolerancia adquirida

Howarth y Ougham (1993) puntuaron que el término termotolerancia es usado
indistintamente por muchos cientificos y, por este motivo, debe quedar claro su
significado. La tolerancia a las elevadas temperaturas en plantas tiene dos
componentes: la termotolerancia inherente propia de cada especie y la
termotolerancia adquirida. La termotolerancia inherente o intrinseca es un
componente constitutivo de la especie vegetal que resulta de la adaptacion
evolutiva térmica de la misma. La termotolerancia adquirida es la capacidad de
una especie vegetal para sobrevivir a temperaturas normalmente letales para
la misma tras una exposicién a un ligero estrés térmico. Esta termotolerancia
depende de la induccién de rutas especificas durante el periodo de
aclimatacion y el subsecuente desarrollo (es decir, adquisicién) de la
termotolerancia. De esta manera, ha sido postulado que la termotolerancia
inherente y adquirida poseen diferentes mecanismos moleculares (Levitt, 1980;
Shen y Li, 1982; Krishnan y cols., 1989; Fokar y cols., 1998).

En general, existen diferencias intraespecificas en la capacidad de

termotolerancia adquirida, mientras que la variacion en la termotolerancia

inherente entre especies es normalmente muy pequefa. Asi, la medida de la
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termotolerancia adquirida es mas usada en el contexto de la seleccién vy
procreacion de especies vegetales (Krishnan y cols., 1989; Fokar y cols.,
1998).

La adquisicion de la termotolerancia en plantas es un fenédmeno complejo que
va acompafiado de modificaciones fisiologicas, moleculares y bioquimicas
(Levitt, 1980). Estas modificaciones incluyen cambios en la composicién de
isoenzimas, transformaciones en el aparato fotosintético, alteraciones de la
composicibn de la membrana, y sintesis y sefalizacién intracelular de
moléculas protectoras, tales como las proteinas de shock térmico (PSTs)

(Nover, 1991), otras chaperonas y antioxidantes.

En cultivos, los meétodos mas utilizados para cuantificar el grado de
termotolerancia adquirida son la determinacion de la estabilidad de la
membrana celular y el método basado en la viabilidad celular del trifenil
tatrazolio cloruro (TTC) son rutinariamente los mas utilizados para cuantificar el
nivel de termotolerancia adquirida (Blum, 1988). El test de estabilidad de la
membrana celular estima el indice de filtracién de electrolitos a través de la
membrana plasmatica en tejidos previamente tratados con altas temperaturas
por medidas conductivimétricas de las soluciones, en las cuales los tejidos
vegetales han sido inmersos e incubados hasta alcanzar el equilibrio (Sullivan
et al.,, 1977; Blum, 1988). De esta manera, este test muestra el dafio causado
por las altas temperaturas sobre la membrana celular. Por otro lado, el test TTC
esta basado en el principio de reduccioén de la sal tetrazolio formada a partir de
las enzimas respiratorias y, de esta manera, evaluar la actividad respiratoria
residual de tejidos estresados por elevadas temperaturas (Towill y Mazur,
1974; Chen et al., 1982; Krishnan et al., 1989). Aunque ambos tests llevan a
cabo la determinacion de la termoestabilidad y de dos importantes funciones
celulares (transpiracion y respiracion), deberian ser tenidos en cuenta también
otros componentes potencialmente importantes para que se produzca la

tolerancia al estrés por calor en una planta.
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Actualmente, el desarrollo de investigaciones o estudios que nos permitan
comprender los mecanismos moleculares de la termotolerancia adquirida se
ven truncadas por el pobre conocimiento genético que existe sobre este campo
y la dificultad de obtener mutantes tolerantes a los dafios causados por las
altas temperaturas (Piper, 1993).

2.2.2.2. Genes inducidos por el estrés por calor

A nivel molecular, la mayoria de las alteraciones mas importantes causadas por
temperaturas excesivamente elevadas en células vegetales se reflejan en
modificaciones de la sintesis proteica, incluyendo la sintesis de las
denominadas proteinas de shock térmico (PSTs) y de las enzimas
antioxidantes, asi como alteraciones de composicion y estructura de la
membrana.

Aquellos genes cuya expresion es inducida por un estrés por calor son
generalmente denominados genes de shock térmico, cuyos productos dan
lugar a la formacién de las PSTs. Las plantas, a diferencia del resto de los
organismos, expresan una gran cantidad de PSTs de bajo peso molecuiar que
representan los principales componentes de la respuesta vegetal a un estrés
por calor (Vierling, 1991; Nguyen, 1994). Las PSTs estan presentes en las
células vegetales bajo condiciones normales de crecimiento (Nguyen, 1994).
Tras ser sintetizadas en el citoplasma, muchas de las PSTs son
especificamente transportadas a varios compartimentos intracelulares. Tanto
PSTs localizadas en mitocondrias como cloroplastos fueron identificadas en
plantas de soja, guisante, maiz, trigo y tomate (Nguyen y cols., 1993; Lenne y
cols., 1995; LaFayate y cols., 1996). También han sido detectadas algunas
PSTs codificadas especificamente por un organulo determinado (Sinibaldi y
Turpen, 1985).
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A parte de las PSTs, el estrés por calor da lugar a la induccién de otras clases
de proteinas. En Arabidopsis thaliana un estrés por altas temperaturas provoca
la induccién de calmodulina, una proteina que modula la concentracion
intracelular de calcio (Braam, 1992). Ademas, las altas temperaturas también
inducen la sintesis de catalasas y SODs (Willenkens y cols., 1995), provocan
una modificacién de la fluidez de la membrana, y actian sobre la estimulacion
de los ciclos de biosintesis de los lipidos de membrana (Howarth, 1990;
Gyorgyey y cols.,1991; Dong y Dunstan,1996). Esto demuestra que un estrés
por calor es la causa de importantes perturbaciones que derivan en numerosas

alteraciones moleculares en las células vegetales.

2.2.2.3. Proteinas de shock térmico (PSTs)

Ya que la adquisicién de la termotolerancia en plantas requiere la exposicion a
temperaturas casi al borde de la letalidad de la planta y que usualmente
coinciden con la induccién de la sintesis de las PSTs, se ha postulado durante
mucho tiempo que éstas son el principal factor necesario para que una planta
desarrolie el estado de termotolerancia (Howarth y Ougham, 1993). La
correlacién espacial y temporal entre la expresion (y/o acumulaciéon) de las
PSTs y el desarrollo de la termotolerancia adquirida ha sido demostrado a
través de numerosos estudios. Mas aln, se ha propuesto que la expresion de
las PSTs juega un papel crucial en la capacidad de adquisicibn de la

termotolerancia (O’'Connel, 1994).

En cultivos de soja, el desarrollo de la termotolerancia, estudiada siguiendo el
estrés por un tratamiento con arsenito, era paralelo a la induccién vy
acumulacién de las PSTs (Lin y cols.,, 1984). Ademas, se realizaron otras
observaciones correlativas en plantas y cultivos de tejidos de cebada, trigo,
maiz y algodén (Nguyen, 1994; Marmiroli y cols., 1996). Posteriormente, se
estudid la funcién y la localizaciéon subcelular de las PSTs en bacterias, hongos

y sistemas animales, comprobandose que existe una conservacién evolutiva
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muy elevada de las PSTs, lo que sugiere que sus funciones en plantas
superiores podrian se similares a las que tienen en otros sistemas (Kobayashi y
cols., 1994; Zur Nieden y cols., 1995).

Aungue algunas PSTs tienen un mecanismo de accién especifico, la funcion
como “chaperona” es comun a todas ellas (Hartl, 1996; Miernyk, 1997). Las
chaperonas son definidas como proteinas que ayudan a mantener la
conformacion funcional de otras proteinas y facilitar su correcto procesamiento,
incluyendo su plegamiento, ensamblaje, translocacion y degradacion (Ellis,
1990). Esta funcion no es Gnicamente llevada a cabo por las PSTs per se, sino
también por las denominadas proteinas PSTs analogas, las cuales son
homélogos estructurales de las PSTs y se expresan constitutivamente a
temperaturas normales de desarrollo. Bajo condiciones de estrés por calor, las
chaperonas previenen la desnaturalizacion y degradacion de proteinas
celulares y llevan a cabo el mantenimiento de la actividad enzimatica
(Kobayashi y cols., 1994; Zur Nieden y cols., 1995; Miernyk, 1997).

Proteina
nativa

Proteina
nativa

Proteina
desnaturalizada

Agregado
proteico

Figura 5. Mecanismo de accién de las PSTs en la restauracién de proteinas darnadas por

las altas temperaturas
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Experimentos realizados in vitro muestran que las PSTs purificadas llevaban a
cabo la proteccién enzimatica y prevencion de desnaturalizaciéon e inactivacion
de otras proteinas (Figura 5) (Hartl, 1996). Por ejemplo, en células animales,
las PSTs han sido implicadas especificamente en la protecciéon de los
componentes del citoesqueleto (Liang y MacRae, 1997). En los organulos
celulares, las PSTs y las PSTs anédlogas estan implicadas en el importe y
ensamblaje de otras proteinas (Hartl, 1996; Miernyk, 1997).

2.2.2.4. Antioxidantes y estrés por calor

Como hemos indicado anteriormente, el estrés oxidativo ha sido recientemente
reconocido como una de las causas principales responsables del dafio y
muerte celular causados por las altas temperaturas en muchos organismos,
incluido el reino vegetal (Davidson y cols., 1996). En plantas, un estrés por
calor produce un desbalance entre la energia solar capturada por los
pigmentos fotosintéticos y el transporte electrénico a través de los citocromos.
Este proceso es conocido con el nombre de fotoinhibicién, y el exceso de
energia producido puede ser transferido al oxigeno, dando lugar a la formacion
de las denominadas EOAs.

Los compuestos enzimaticos y no enzimaticos que son capaces de regular y
aliviar los efectos negativos llevados a cabo por estas EOAs en las células se
denominan antioxidantes. Ejemplos de antioxidantes presentes en las células
vegetales son las superoxido dismutasas (SODs), catalasas (CATs),
peroxidasas (PODs), glutation (GSH), acido ascorbico y pigmentos. De acuerdo
con las investigaciones realizadas al respecto, los antioxidantes juegan un
papel esencial en la adaptacion de las plantas al estrés abiético, incluyendo el

estrés por calor y el estrés luminico (Klueva y cols., 2001).

Diversos estudios realizados con mutantes de tabaco que mostraban una

elevada actividad CAT concluyeron que esta enzima juega un papel
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importantisimo en la actividad fotosintética durante los periodos de estrés
(Willenkens y cols., 1995). De hecho, una inhibicion de esta enzima daba lugar
a una reduccidn en la capacidad de adquisicion de termotolerancia en la planta
(Piper, 1993). Mutantes de levadura a los que se les suprimia los genes
responsables de la sintesis de la CAT, SOD y citocromo peroxidasa eran mas
sensibles al estrés por calor que las plantas control en las cuales esos genes
eran mantenidos (Dadvison y cols., 1996).

Recientemente, se ha descubierto una intrigante conexion entre la expresiéon de
un tipo de PSTs y la actividad de los antioxidantes. La sobreexpresiéon de PSTs
de bajo peso molecular se ha relacionado con un descenso de los niveles
intracelulares de las EOAs, lo que iba acompafiado de un incremento del
contenido en glutation, previniendo, de esta manera, la formacion de necrosis
inducida por el dafio oxidativo (Mehlen y cols., 1996).

De esta manera y segun la literatura disponible al respecto, la manipulacién de
la capacidad antioxidante de un sistema vegetal parece ser un componente
decisivo en la tolerancia al estrés por calor en plantas. Sin embargo, aun sigue
siendo necesario el desarrollo de nuevos estudios sobre la actividad
antioxidante de un sistema y su relacion con la tolerancia a las altas
temperaturas.

2.2.2.5. Reacciones en cascada provocadas por las altas temperaturas

Los iones calcio y la calmodulina, proteina que regula los niveles intracelulares
de Ca*, actian como segundos mensajeros en células eucariotas.
Fluctuaciones en las concentraciones citoplasmaticas de Ca*? se han
correlacionado con la sefalizacién durante un estrés por calor en células
vegetales y podrian estar implicados en mecanismos de tolerancia a las altas
temperaturas en las mismas. Un estrés por calor da lugar a un incremento de

los niveles de Ca* en el citoplasma de células de tabaco (Gong y cols., 1998)
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e induce la sintesis de calmodulina en Arabidopsis (Braam, 1992). La
implicacién del Ca* y la calmodulina en la tolerancia al estrés térmico también
ha sido demostrada en semillas de maiz: un descenso en la concentracion de
Ca*? coincidia con la reduccién de la termotolerancia de esas semillas,
mientras que aplicaciones ex6genas de este i6n producia un aumento de dicha
termotolerancia (Gong y cols., 1997). Al menos una PST, la PST7, posee
calmodulina en su sitio de unién, lo cual indica que las PSTs podrian estar
implicadas en las procesos de sefializacion celular llevados a cabo por el Ca*?
(Miernyk, 1997).

En levaduras, el estrés por calor activa una ruta de sefalizaciéon que regula la
integridad celular a través de una cascada de kinasas. El crecimiento de las
células de levadura a elevadas temperaturas causa la ruptura de la pared
celular, lo que provoca alteraciones en las interacciones que tienen lugar en la
membrana plasmatica. Al mismo tiempo, en la membrana se activan canales
especificos para iones, denominados canales iénicos mecanosensitivos, 1o que
provoca un incremento del importe de iones Ca*? hacia el citoplasma y, de esta
manera, la sobrerregulacién de las enzimas que modifican la estructura y
composicion de la membrana, evitando la ruptura de la misma (Kamada y cols.,
1995) y adquiriendo, de esta manera, las células de levadura Ia
termotolerancia. Similarmente, la tolerancia al estrés por calor en plantas
podria ser conferida por la modificacién de los canales sefializadores activados

por el calor.

2.2.2.6. Estructura de la membrana y estrés por calor

La composicion y estructura de la membrana plasmatica es de vital importancia
para el funcionamiento de la célula completa durante las situaciones de estrés
térmico. Las modificaciones en la composicion y estructura de la membrana
bajo condiciones de estrés por calor han sido observadas en un gran nimero

de especies vegetales. En numerosos estudios, la saturacion de los lipidos de
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membrana esta correlacionada con la resistencia al calor (Gibson y cols., 1994)
Por otro lado, algunos osmolitos, sobre todo aquellos implicados en la
tolerancia al estrés osmotico en plantas, han sido recientemente relacionados
con los mecanismos de tolerancia al estrés por calor. De esta manera, la
acumuiacion, por ejemplo, de glicinabetaina ha sido relacionada con la
estabilidad de la membrana plasmatica y la actividad del PSII bajo condiciones

de elevadas temperaturas (Yang y cols., 1996).

Numerosas evidencias muestran que la estabilizacion de la membrana
plasmatica bajo condiciones de altas temperaturas a través de cambios en su
composicidn e interaccion con compuestos protectores, juega un papel

fundamental en la tolerancia de las plantas a las altas temperaturas.

2.2.3. TERMOTOLERANCIA Y SU RELACION CON OTROS TIPOS DE
ESTRES.

Las plantas, por lo general, se desarrollan en ambientes donde confluyen mas
de un tipo de estrés ambiental. El estrés por calor esta asociado normalmente a
un estres hidrico, altas intensidades luminicas y una elevada radiacion
ultravioleta (UV).

La sobreproduccién de EOAs que se produce bajo estos tipos de estrés y los
dafios causados en el PSIl pueden ser los factores mas importantes que
limitarian la supervivencia de una planta bajo estas condiciones. Paulsen
(1994) observé que un estrés por calor dafiaba la capacidad de ajuste osmético
de una planta, un importante mecanismo de tolerancia ante la sequia de
muchas especies. De esta manera, los mecanismos de defensa de las plantas
frente al dafio inducido podria ser simultaneamente empleados por una planta

frente a las condiciones adversas producidas en condiciones de campo.
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Numerosas evidencias muestran que las PSTs juegan un importante papel en
la proteccion de la planta frente a numerosos tipos de estrés ambiental.
Muchas PSTs son inducidas frente a un estrés por metales pesados (Wollgiehn
y Neumann, 1995; Marmiroli y cols., 1996), estrés salino (Pareek y cols., 1995;
Zhu y cols., 1997), estrés hidrico (Almoguera y cols., 1993) y estrés térmico,
tanto por altas como por bajas temperaturas (Pareek y cols., 1995). Sin
embargo, no todas las PSTs pueden ser inducidas por diferentes factores de
estrés ambiental y ningan tipo de estrés, excepto el estrés por calor, induce a
todas las PSTs conocidas. Por ejemplo, el tratamiento de cultivos celulares de
plantas de tabaco con metales pesados no afectaba a la expresién de un grupo
de PSTs (Wollgiehn y Neumann, 1995). Mas aun, la localizacion intracelular de
las PSTs causada por un estrés por calor o por metales pesados es distinta.
Por lo general, la expresion de las PSTs inducida por otros tipos de estrés
distintos al estrés térmico es menos intensa (Pareek y cols., 1995; Wollgiehn y
Neumann, 1995).

Por otra parte, las plantas pueden llegar a ser resistentes a otro tipo de estrés
ambiental tras ser expuestas a un estrés por calor. Las plantas aclimatadas al
estrés producido por temperaturas excesivamente elevadas poseen una
elevada tolerancia al estrés osmotico (Harrington y Alm, 1988), al tratamiento
con etanol (Nover, 1991), y a la exposicién de metales pesados (Heenan y
Carter, 1977). Ademas, una exposicidon de una planta a un estrés por calor
confiere resistencia al PSll frente a elevadas intensidades luminicas (Havaux y
cols., 1991) e, igualmente, la previa exposicién de las plantas a una elevada
intensidad luminosa previene al PSIl de los dafios causados por las altas
temperaturas (Stapel y cols., 1993).
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2.2.4. ESTRATEGIAS MOLECULARES PARA EL AUMENTO DE LA
TERMOTOLERANCIA EN CULTIVOS

Los progresos realizados en la manipulacién genética para inducir la
termotolerancia a determinadas especies vegetales se ha visto ralentizada
debido a las limitaciones de nuestros conocimientos en la tolerancia de las
plantas a las elevadas temperaturas. Los mayores avances se han realizado en
la modificacibn de la cinética térmica de las enzimas vegetales, en la
transformacion de los genes de las PSTs, y en la induccion de la
termotolerancia adquirida en cultivos. Las plantas adaptadas a diferentes
ambientes térmicos difieren en cuanto a la temperatura 6ptima in vitro de sus
enzimas (Burke, 1990; Burke y Oliver, 1993). Recientemente, en experimentos
con plantas transgénicas, se ha visto que las caracteristicas térmicas de una
enzima pueden ser transferidas entre distintas especies vegetales. Cuando el
gen de la enzima NADPH-hidroxipiruvato reductasa de pepino (una especie
con una elevada temperatura 6ptima de crecimiento) fue introducido en tabaco
(especie con una baja temperatura 6ptima), las caracteristicas térmicas de la
enzima del pepino se mantenian en las plantas de tabaco (Oliver y cols., 1995).
No obstante, se necesita un conocimiento mas profundo de los ciclos
metabdlicos y la caracteristicas térmicas de las enzimas vegetales para que

estas técnicas se desarrollen con mas profundidad en los préoximos afios.

Todos los datos aqui expuestos indican que las respuestas vegetales a los
diferentes tipos de estrés ambiental muestran rutas moleculares comunes,
incluyendo la induccién de las proteinas de estrés. También es comunmente
aceptado que la mayoria de los estreses abidticos causan ciclos de
sefializacion dependientes de Ca™ (Gong y cols., 1997), siendo este un
mecanismo de regulaciébn de un gran numero de genes inducibles bajo
condiciones de estrés ambiental (Knight y cols., 1997). Actualmente, aun no
esta claro como modificaciones en la concentracién de Ca*? citoplasmatico

pueden ser trasladadas a la activacion de grupos de genes especificos bajo
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distintas situaciones de estrés. Esta cuestion necesitaria ser estudiada con mas

detalle en estudios futuros.

RESUMIENDO, la termotolerancia en plantas es una compleja caracteristica
multigénica. Muchos de los componentes de la termotolerancia, tales como las
PSTs, antioxidantes, estabilidad de la membrana plasmatica, del ARN y de las
proteinas, han sido identificadas en los Ultimos afos. Esos componentes
controlan los procesos fisiologicos que afectan a la termotolerancia de la
planta. La disponibilidad de la planta para llevar a cabo estos procesos puede
ser un factor critico para las determinacién de la productividad y viabilidad de
un cultivo. Las distintas partes que conforman la termotolerancia de una
especie vegetal podrian tener comportamientos distintos dependiendo del
estado de desarrollo de la misma y del érgano a estudiar. Por ejemplo, la
termotolerancia en oOrganos reproductivos puede venir determinada por
mecanismos moleculares especificos que no se encuentran o no son tan

importantes en 6rganos vegetativos.

En los ultimos afios, se han realizado algunos avances en la compresion de las
bases moleculares de la termotolerancia en plantas. La acumulacién de PSTs y
la capacidad antioxidante de las células son conocidas como dos de los
factores mas importantes para la adquisicion de termotolerancia por una
especie vegetal. Aunque han sido aislados y caracterizados muchos de los
genes de las PSTs, sus funciones en la célula vegetal aun no estan totalmente
definidas. El potencial de la mejora genética para la induccién de Ia
termotolerancia en una especie vegetal se ve limitado por las distintas
variaciones genéticas debidas a los procesos de “domesticacion”. De esta
manera, la conservacion de las fuentes genéticas y la utilizacion de
herramientas génicas conocidas es crucial para las disponibilidad, en un futuro,
de una induccién artificial de la termotolerancia en un cultivo determinado, con
el fin de mejorar la productividad y calidad del mismo en ambientes con

temperaturas extremas.
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3. PROCESOS METABOLICOS ALTERADOS POR EL
ESTRES TERMICO

3.2. METABOLISMO NITROGENADO PRIMARIO

El nitrégeno (N) es uno de los factores mas limitantes para el crecimiento de
una especie vegetal, de manera que la mayoria de las plantas poseen distintos
mecanismos para maximizar la captacion de N desde el suelo. Sistemas
complejos de captacion, asimilacién y movilizacién evitan que se produzca un
derroche de N y energia en los sistemas vegetales. Estos sistemas complejos
son el resultado de una adaptacion progresiva de las plantas a las condiciones
ambientales donde se desarrollan, las cuales podrian limitar un 6ptimo
abastecimiento de N desde el suelo a la planta.

El N es un componente esencial de muchas e importantes biomoléculas, tales
como proteinas, aminoacidos, acidos nucleicos, coenzimas y pigmentos. En el
suelo, las formas disponibles de N para las plantas son muy variadas e
incluyen amonio (tanto NH3 como NH4'), nitratos, aminoacidos, péptidos
solubles y compuestos insolubles ricos en N. Sin embargo, si en el medio
existen las formas inorganicas NO; y NH," éstas son preferidas vy

primeramente absorbidas por las plantas (Williams y Miller, 2001).

La absorcion de NO3; es un proceso activo que se produce en contra del
gradiente electroquimico, como resultado de un simporte (McClue y col., 1990).
La absorcion de este ion lleva asociado el transporte simultdneo de H, de
manera que por cada NOj3 absorbido por la planta se produce la absorcion de
dos H', con un gasto energético de dos moléculas de ATP. Por otro lado, la
absorcion de NH4* por las plantas desde el suelo se produce a través de un
proceso de uniporte y se trata de un proceso pasivo sin coste energético para
la planta (Raven y Smith, 1973; Ulrich, 1987). A pesar del coste energético que

47



INTRODUCCION

le supone a la planta la absorcién de NOj3’, esta forma es predominantemente

la preferida por la mayoria de las plantas debido a los efectos toxicos

provocados en las mimas y asociados a la absorcién de NH,*(Givan, 1979;

Fernandes y Rosiello, 1986; Magalhaes y Huber, 1987; Silva y col.,1987;
Magalhaes y Huber, 1989).
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Figura 5. Absorcion y asimilacién del N y principales rutas de transporte intercelular de
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los principales. compuestos nitrogenados en plantas. Las lineas continuas
muestran las conversiones quimicas, mientras que las lineas discontinuas
representan el transporte del compuesto en cuestién (Lea, 1993)

06000000 FOTO000O00RCCOCPCOIVNLEITITCEIOOISOOIOOICROONSOOSOIOSNSONSOBSOONOOSTSTS



.Q‘.....C...‘.Q..O.‘O....'.C.QQ..‘O!«.Q‘..‘.Q...C..vO‘...O...

INTRODUCCION

Una vez que los NO3 han entrado en la célula, éstos son asimilados en el
tejido vegetal por medio de una serie de etapas, en las cuales estan implicadas
distintas enzimas. La nitrato reductasa (NR) cataliza la reduccion de los NO3 a
NO, (Warner, 1987) por transferencia de dos electrones desde el NAD(P)H a
los NO3", produciendo la reduccion de esta forma nitrogenada (Solomonson y
Narber, 1990). Posteriormente, la enzima nitrito reductasa (NiR) cataliza la
transformacion de NO; a NH,*, lo que implica la transferencia de seis
electrones (Guerrero y cols., 1987; Sivasankar y Oaks, 1996).

Este NH4", asi como el procedente de la fotorrespiracion, de la biosintesis de
compuestos fenilpropanoides y del catabolismo de los aminoacidos es
incorporado a formas organicas gracias a la actividad de dos enzimas,
glutamina sintetasa (GS) y glutamanto sintasa (GOGAT), integradas en un ciclo
denominado GS/GOGAT (Sivasankar y Oaks, 1996; Temple y cols., 1998),
dando como resultado la sintesis de dos moléculas de glutamato. Los
glutamatos sintetizados pueden se de nuevo reutilizados como substratos de la
enzima GS o pueden, a partir de su grupo amino, ser utilizados para formar
otros compuestos nitrogenados.

Un importante destino del glutamato y de la glutamina es la sintesis de
aspartato y asparagina, producidos en las reacciones catalizadas por la enzima
aspartato aminotransferasa (AAT). Estos aminoacidos son importantes ya que
son compuestos nitrogenados de transporte para muchas plantas (Sivasankar y
Oaks, 1996; Temple y cols., 1998).

La Figura 5 representa esquematicamente el proceso de asimilacion del N en
plantas
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Figura 5. Asmilacion del N en plantas superiores. NR, nitrato reductasa; NiR, nitrito

reductasa; GS(1), glutamina sintetasa citosdlica; GS(2), glutamina sintetasa plastidial; GOGAT,
glutamato sintasa; AAT, aspartato aminotransferasa; PEP, fosfoenol piravico.

Al igual que ofros procesos fisiolégicos y bioquimicos, la captacién vy
asimilacién del N son procesos fuertemente relacionados con la temperatura
ambiental, de tal forma que bajo una temperatura Optima para una
determinada especie vegetal, la absorcion y asimilacion del N se dan
favorablemente y, cualquier desviacion de este 6ptimo afectaria adversamente

a todos y cada uno de estos procesos. A continuacién veremos la influencia

que temperaturas por encima o por debajo de este 6ptimo causan sobre el

metabolismo nitrogenado en plantas.
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3.2.4. Bajas temperaturas

En general, un estrés térmico provocado por temperaturas extremas (tanto por
encima como por debajo del 6ptimo de una especie) afecta a la absorciéon y
metabolismo de todos y cada uno de los nutrientes necesarios para el
desarrollo de una planta. La mayoria de los estudios se han basado en los
procesos de absorcion del N, de tal forma que la bibliografia existente respecto

a la asimilacion de este nutriente es minima

Cuando una planta es sometida a temperaturas por debajo de su éptimo de
crecimiento, el indice de captacion de la mayoria de los nutrientes esenciales
para las plantas disminuye considerablemente. Una vez se reestablece la
temperatura radicular, estos indices de absorcibn van aumentando
paralelamente a la temperatura (Deane-Drummond y Glass, 1983). Tras unas
pocas horas, y cuando el indice de captacion de macronutrientes ha sido
recuperado parcialmente, puede llegar a ser menos afectado por cambios
térmicos posteriores. Si este proceso de recuperacion que se produce en la
mayoria de las plantas es un mecanismo de aclimataciéon o no es adn un tema
de debate (Siddigni y cols., 1984; White y cols., 1987; Clarckson y cols., 1988;
Engels y cols., 1992; MacDuff y cols., 1994; Engels y Marschner, 1996). La
planta ¢se recupera debido a factores de la raiz, a la sintesis de novo de
transportadores idnicos en la raiz, a la mejora de la conductancia hidraulica

radicular, o a un incremento de la demanda de nutrientes por la parte aérea?.

El indice parte aérea/raiz es un término critico para comprender la respuesta
completa de la planta ante los cambios inducidos por las bajas temperaturas.
Un aumento de este indice puede dar lugar a un incremento de la absorcién
por unidad radical, debido a un aumento de la demanda por la parte aérea y no,
como se creia durante algun tiempo, a cambios en las caracteristicas de la raiz
(White y cols., 1987; Engels y cols., 1992). Por ejemplo, bajo una aportacion de
NO;3" limitada, plantas de maiz que se desarrollaban a una temperatura

radicular de 7°C poseian una mayor absorcibn de NO3z cuando eran
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transferidas a 17°C que las plantas que se desarrollaban a esta ultima
temperatura durante todo su periodo de desarrollo, sugiriendo la existencia de
un mecanismo de aclimatacibn por parte de las plantas sometidas a un

pretratamiento con bajas temperaturas (MacDuff y cols., 1994).

En otro estudio, tras mantener las raices de plantas de maiz durante 3-5 dias a
bajas temperaturas, los indices de exudacion de savia xilematica aumentaban,
siempre y cuando la parte aérea fuera mantenida a una temperatura 6ptima
para estas plantas. Esto era debido posiblemente a una elevada demanda

nutricional por la parte aérea de la planta (Engels y cols., 1992).

La absorcion y translocacién de nitrégeno, fésforo y potasio no sufren un
proceso de aclimatacion a las bajas temperaturas per sé, sino que incrementan
en respuesta a la demanda de nutrientes por la parte aérea. Esto unicamente
ha sido documentado en plantas en las que la raiz era sometida a un estrés por
frio y la parte aérea se mantenia a la temperatura 6ptima de crecimiento de la
planta (Engels y cols., 1992; Engels y Marschner, 1996), por lo que son

necesarios mas estudios e investigaciones al respecto.

La absorcibn de N, su metabolismo y su compartimentalizaciéon se ven
sumamente alteradas en plantas que se desarrollan a bajas temperaturas. En
plantas de Brassica napus tolerantes al frio, la captaciéon de NO3 por las raices
a 7°C era la mitad que cuando estas mismas plantas se desarrollaban a 17°C,
siempre y cuando la parte aérea fuese mantenida a una temperatura de 25°C
(MacDuff y cols., 1982). Por otra parte, cuando plantas completas de Brassica y
de centeno, es decir tanto raiz como parte aérea, eran sometidas a
temperaturas muy bajas, tanto la absorcién de N como su translocaciéon hacia
la parte aérea via xilema era inhibida drasticamente, provocandose un
incremento en la concentracion de N en la raiz, lo que podria dar lugar a una

inhibicién de la captacion de este nutriente posteriormente (Lainé y cols., 1994).
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Por otro lado, una baja temperatura edafica provoca alteraciones en los indices
relativos de absorcion de NO3 y NH4*, como ya fue demostrado por MacDuff y
Wild (1989). Por ejemplo, la absorcion de NO3; es mas sensible a las bajas
temperaturas que la de NHs" en especies de césped tolerantes a las bajas
temperaturas (Clarckson y Warner, 1989). En plantas de tomate sensibles al
frio, sin embargo, la absorcion de NH;*, que no la de NOs, era inhibida
irreversiblemente tras 4 horas de exposicién al frio, de manera que la absorcion
de este i6n no se reestablecia una vez que aumentaba la temperatura de
crecimiento (Smart y Bloom, 1991). Por otra parte, ni la absorcién de NO3™ ni la

de NH," se veian perjudicadas en genotipos de tomate resistentes al frio.

La compartimentalizacion de la actividad NR entre las raices y las hojas
también puede variar considerablemente cuando sometemos a las plantas a
tratamientos de frio y, ademas, esto afecta a la concentracion de NO3™ foliar,
como ha sido indicado por Lawlor y cols. (1987). Por otro lado, la actividad NR
era mayor en raices de cebada sometidas a bajas temperaturas que en raices
desarrolladas a temperaturas 6ptimas. Ademas, esta actividad NR permanecia
elevada durante el periodo de oscuridad, mientras que las raices tratadas a
temperaturas 6ptimas no mostraban actividad alguna durante este periodo
(Deane-Drummond y cols., 1980). Ya que la NR es una enzima inducible por el
substrato, el nivel intracelular de NO3;™ en el pool activo juega un importante
papel en la regulacion de la actividad de esta enzima (Ruiz y cols., 1999a; Ruiz
y Romero, 1999a). Como hemos indicado anteriormente, las bajas
temperaturas dan lugar a una reduccién en la captacion de NO3™ por las raices,
lo que podria ser la causa de la disminucién de la actividad NR bajo estas
condiciones (Walsh y Layzell, 1986). Sin embargo, y contrariamente a estos
resultados, en ciertos casos se ha observado un incremento en la absorcion de
N por parte de las raices bajo condiciones de bajas temperaturas (Vogel y
Dawson, 1991). Estos autores demostraron que en cultivos de aliso negro
(Alnus glutionosa) con dos semanas de tratamiento a temperaturas de 1-4°C la
absorcién de N aumentaba, y era durante el periodo de oscuridad cuando la

actividad NR en raices y en hojas jovenes sufria el mayor incremento,
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comparandolas con plantas de las misma especie que no habian sufrido este
tipo de estrés térmico. Estos autores sugirieron que esto podria ser debido a
que las bajas temperaturas podrian estar ejerciendo un efecto positivo sobre la

naturaleza constitutiva de la enzima NR, provocando su sobreexpresion.

A pesar de los numerosos estudios realizados en relacion a los mecanismos
fisiologicos y bioquimicos de absorcion y distribucién del N en plantas bajo
condiciones de estrés, aun nuestro conocimiento sobre los mismos es
incompleto, debido a que existe poca informacién sobre los mecanismos
moleculares, Ios sistemas de proteinas sensibles a la concentracién endégena
de NOj’, las senales de transduccién ambiental, los NO3” como inductores de
proteinas reguladoras, genes que se transcriben como resultado de su
induccidon por NO3 o NH4*, etc. Ademas, serian necesarios estudios mas
detallados sobre la naturaleza de los transportadores y translocadores de NO3
y NH4", la regulaciéon de la NR y otras enzimas que actian en el metabolismo

nitrogenado bajo condiciones de estrés térmico.

3.2.5. Temperaturas elevadas

Como hemos indicado anteriormente, una temperatura excesivamente alta va a
afectar negativamente al crecimiento y produccién de una planta, a la
germinacion de sus semillas, e incluso podrian inducirse un elevado numero de
alteraciones metabdlicas. Este aumento de temperatura también afecta a la
absorcion de nutrientes desde el suelo, debido a que las enzimas implicadas en
su asimilacidbn ven disminuida su actividad considerablemente (Polissety y
Hagemann, 1989; Oaks y cols., 1990).

La diferencia entre las temperaturas dia/noche esta intimamente relacionada
con la absorcion de NOj3™ por las plantas, asi como las diferencias térmicas que
se producen durante el periodo de luz. Polissety y Hagemann (1989)

observaron que durante el periodo de luz un aumento en la temperatura
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ambiental en cultivos de maiz conducia a una disminucion de la absorcion de

NO3, asi como a una inhibicién del desarrollo de la raiz y de la parte aérea.

La distribucion de N a los distintos érganos vegetales se ve afectada también
por un aumento de la temperatura de crecimiento de la planta. Asi, por ejemplo,
Hafeez y cols (1991) observaron que el contenido en N en la parte aérea
disminuia debido a un aumento de la temperatura de 30 a 41°C,

comparandolas con plantas control desarrolladas a 30°C.

Con respecto a las actividades de las enzimas implicadas en la asimilacién del
N, cabe decir que todas ellas se ven seriamente afectadas por las altas
temperaturas. Por ejemplo, la actividad nitrato reductasa (NR), principal enzima
responsable de la absorcién y asimilacion del N, es muy sensible a los cambios
térmicos, de tal manera que temperaturas por encima del 6ptimo de
crecimiento de una determinada especie vegetal afectan negativamente a nivel
de NR endbgeno y, ademas, pueden llegar a provocar su inhibicion (Chandra y
Pareck, 1990). El grado de inactivacion o disminucion del nivel endégeno de
esta enzima depende a su vez del rango de temperatura 6ptima permitido por
la especie vegetal (Srivastava, 1980).

Chandra y Pareck (1990) observaron que en plantas de mijo un incremento de
la temperatura de 28 a 38°C causaba mas de un 60% de inhibicién de la
actividad NR en estado vegetativo y un 30% de reduccién de la misma en
periodo de antesis o floracion. De la misma forma, cultivos de maiz
desarrollados entre 18 y 20°C mostraron seis veces mas actividad NR que el
mismo cultivo desarrollado a 28-30°C (Newbould, 1989). En cultivos de cebada,
la inducciéon de la actividad NR no tuvo lugar cuando las siembras fueron
realizadas a 41°C (Jackson, 1978). Sin embargo, aun esta por investigar si
temperaturas excesivamente elevadas causan una inactivacion, una

disminucién de la sintesis o un aumento en la degradacién de la enzima NR.
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Entre las enzimas implicadas en la asimilacién del NH,4", la glutamina sintasa
(GS) parece ser la mas sensible a las altas temperaturas, considerando
previamente que la enzima glutamina deshidrogenasa (GDH) es estable al
calor en un intervalo que va desde los 50 a los 70°C en muchas especies de
plantas (Sharma y Garg, 1985). Esta estabilidad de la enzima GDH parece ser
debida a una importante adaptacion de las plantas que se desarrollan a
temperaturas tales que serian capaces de asimilar el NH;" a través de la ruta
GDH y no GOGAT/GS que seria lo mas normal. Numerosos trabajos indican
como un estrés por calor causaba un serio dafio sobre las enzimas GS y
GOGAT, provocando una inhibicién de la asimilacién del NH4* a través de esta
ruta (Miflin y Lea, 1980; Turner y Kramer, 1980).

3.2. ACUMULACION DE COMPUESTOS RICOS EN
NITROGENO BAJO CONDICIONES DE ESTRES TERMICO:
PROLINAY COMPUESTOS AMONIO CUATERNARIOS

Existen una gran cantidad de compuestos ricos en N que son acumulados en
las células vegetales bajo situaciones de estrés ambiental. Numerosos libros y
revisiones detallan los efectos y consecuencias del estrés medioambiental
sobre la acumulacion de dichos compuestos (Paleg y Aspinall, 1981; Galston,
1984). Los compuestos nitrogenados que normalmente son acumulados bajo
situaciones de estrés ambiental incluyen aminoacidos proteicos (arginina,
prolina, lisina, histidina, glicina y serina), aminoacidos no proteicos (citrulina y
ornitina), amidas (glutamina y asparagina), diaminas (Agmantina y putrescina) y
poliaminas (espermina y espermidina). Estos compuestos son denominados
comunmente solutos compatibles (Johnson y cols., 1968), ya que, aun siendo
acumulados a elevadas concentraciones, no interfieren ni inhiben la actividad
de ofras enzimas celulares. Es mas, los solutos compatibles actian como

potentes protectores de enzimas y membranas frente al efecto deletéreo
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causado por la desestabilizacién idnica inducida bajo cualquier situacion de
estrés ambiental (Yancey y cols., 1982).

De esta manera, la acumulacion de solutos compatibles podria definirse como
una adaptacion metabdlica producida por un amplio nimero de especies
vegetales tolerantes a un tipo de estrés determinado, sugiriendo la evolucién
convergente de todas ellas (Wyn Jones y Storey, 1981; Yancey y cols., 1982;
Rhodes y Hanson, 1993).

La funcién atribuida por los cientificos a la acumulacion de estos compuestos
en las células vegetales es diversa, y depende del tipo de estrés bajo el cual
son acumulados. Aspinall y Paleg (1981) detallaron una serie de causas por las
que estos compuestos eran acumulados, como son su participacién en la
hidratacién de biopolimeros, utilizacion como fuente de energia reutilizable tras
su degradacion gracias a sus esqueletos carbonados existentes en su
estructura quimica, y como una forma de almacenaje de N durante periodos de

condiciones de crecimiento no 6ptimas.

Por su importante acumulacion en células vegetales durante el estrés térmico y
por su funcion sobre la regulacién de los procesos fisiolégicos celulares
alterados bajo estas condiciones, en este trabajo nos centraremos en la
acumulacion de prolina y compuestos amonio cuaternarios en condiciones de
temperaturas extremas.

3.2.1. ACUMULACION DE PROLINA

La acumulacion de prolina representa una de las respuestas metabdlica
comunes en la mayoria de plantas superiores bajo condiciones de déficit
hidrico. La prolina es un aminodacido altamente soluble que es acumulado a
niveles osméticamente significativos en todos los o6rganos vegetales.

Adicionalmente a esta funcién como osmoportector, la acumulacién de prolina
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bajo situaciones de estrés ambiental puede servir para la obtencion de poder
reductor y como fuente de N (Blum y Ebecon, 1976). Asi, la degradacion de
prolina da lugar a la produccion de glutamato, el cual actia como fuente de N
para la sintesis de otros aminoacidos. Ademas, también puede actuar como
fuente de energia primaria para favorecer el crecimiento (Hong-gu y cols.,
1982). Por dultimo, la acumulacion de prolina tiene la ventaja sobre la
acumulacion de otros compuestos de no interferir con las reacciones
bioquimicas del metabolismo celular (Bohnert y cols., 1993) y de servir como
agente protector de muchas enzimas y estructuras celulares muy importantes

para el metabolismo vegetal (Schobert y Tschesche, 1978).

En plantas superiores, la prolina puede ser sintetizada a partir del glutamato o
de la ornitina (Schubert y Boland, 1990; Delauney y Verma, 1993) (Figura 5). El
ciclo del glutamato (Figura 6) se inicia con la fosforilacién del L-glutamato a L-
glutamil fosfato, gracias a la actividad de la enzima y-glutamil kinasa (y-GK).
Posteriormente, el L-glutamil fosfato es transformado en glutamil semialdehido
(GSA) por la enzima glutamil semialdehido deshidrogenasa (GSA-DH).
Finalmente, este GSA, mediante una reaccion espontanea se transforma en A-
pirrolina-5-carboxilato (P5C), el cual es reducido por la enzima A-pirrolina-5-
carboxilato-reductasa (P5CR) a prolina (Delauney y cols., 1993; Zhang y cols.,
1995). El ciclo de sintesis de la prolina a partir de ornitina se inicia mediante la
transformacion del aminoacido ornitina en GSA, gracias a la accién de la
enzima ornitina aminotransferasa (OAT) (Delauney y Verma, 1993; Hare y
cols., 1999) y, posteriormente el GSA se incorpora al ciclo de sintesis de
prolina descrito anteriormente. Recientemente se ha descubierto una nueva
enzima implicada de forma directa en la sintesis de prolina: A-pirrolina-5-
carboxilato-sintetasa (P5CS), enzima bifuncional, ya que es capaz de funcionar
como una y-GK o como una GSA-DH (Delauney y Verma, 1993; Andersen y
cols., 1995; Hare y cols., 1999).
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Figura 6. Sintesis y oxidacion de la prolina en plantas superiores

La acumulacion de prolina en las células vegetales puede ser debida a: (1)
disminucion en la degradaciéon de este aminoacido, debida a una inhibicién de
las enzimas encargadas de la oxidacion del mismo, como son la prolina
oxidasa (PO) y prolina deshidrogenasa (PDH) (Figura 6); (2) aumento en la
sintesis de prolina, principalmente a partir de glutamato; (3) por conversién de
otros aminoacidos, tales como la ornitina; (4) por un descenso en la sintesis de
proteinas; y, finalmente, (5) por hidrélisis de proteinas ricas en prolina o
hidroxiporlina.

Aun es desconocido si la acumulacion de prolina se produce a través de una

modulacion metabodlica o mediante una modulacion térmica de las enzimas

relacionadas con el metabolismo de este aminoacido (Simon y cols., 1986).
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3.21.1. Acumulacién de prolina a bajas temperaturas

La acumulacién de prolina esta relacionada, en la mayoria de los casos, con la
reducciéon de la hidratacién de los tejidos, lo que se produce con especial
importancia en aquellas situaciones donde la temperatura actia como principal
factor de estrés (Charest y Phan, 1990).

Es légico pensar que un incremento en los niveles de prolina suele ir
acompafado por un aumento en la proteolisis y/o una disminucion de la
sintesis de proteinas (Singh y cols., 1973). Sin embargo, Cloutier (1983), y en
contraposicion con Singh y cols. (1973), indicaron que la sintesis de proteinas
era mayor durante la aclimatacion al frio en plantas de trigo, especialmente en
la variedad “trigo de invierno”, sugiriendo que el contenido y naturaleza de esas
proteinas podria jugar un papel importante en los procesos de resistencia al

frio.

En cuanto a la via de sintesis de la prolina, Shevyakova (1984) observd que la
sintesis de acido glutdmico, principal precursor de la prolina, era mas elevada
en aquellas situaciones donde existia un incremento en la sintesis de prolina.
La actividad GDH, enzima que transforma el o-cetoglutaratc en &cido
glutamico, incrementaba sorprendentemente cuando las plantas de trigo eran
sometidas a una temperatura de 5°C, lo que podria explicar la capacidad de

estas plantas para acumular prolina (Shevyakova, 1984).

Charest y Phan (1990) estudiaron la acumulacién de prolina y las actividades
de las principales enzimas implicadas en esta acumulacion en distintas
variedades de trigo cultivadas a bajas temperaturas. Estos autores postularon
que la aclimatacion al frio de estas plantas implicaba una acumulacion de
prolina, como consecuencia de un descenso en el contenido hidrico y un
aumento en el contenido de proteinas solubles. Ademas, para las dos
variedades de trigo utilizadas en este experimento, la aclimatacién al frio

supuso una modulacién de las propiedades enzimaticas de la PDH, enzima
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implicada en la oxidacién de la prolina, y un aumento de la actividad OAT. Este
ultimo resultado hizo pensar que, en plantas de trigo, la aclimatacion al frio
viene determinada por un aumento en la concentracién de prolina, la cual era
sintetizada via ornitina (Charest y Phan, 1990).

Recientemente, Ruiz y cols. (2002) examinaron la relacién entre el
metabolismo de la prolina y la actividad de la enzima NAD kinasa bajo
condiciones de bajas temperaturas. En estos ensayos, los autores observaron
que las plantas mostraban una acumulacién de prolina, de manera que las
actividades de las enzimas OAT y PDH determinaban la acumulaciéon de este
aminoacido. Ademas, encontraron una relaciéon altamente positiva entre la
actividad NAD kinasa y el metabolismo de la prolina, sugiriendo que la
respuesta de aclimatacion de las plantas a las bajas temperaturas iba
precedida de un incremento en la actividad de esta enzima.

Por lo tanto, la acumulacion de prolina producida a bajas temperaturas no
parece ser debida a una modulacién enzimatica de la PDH, sino mas bien a un
gran aumento en la sintesis de este aminoacido, principalmente via OAT, y en

la de sus principales precursores (acido glutamico).

3.1.1.2. Acumulacion de prolina a elevadas temperaturas

Las restricciones en el crecimiento y desarrollo de los cultivos, asi como su
productividad, causada por las altas temperaturas se hace especialmente
importante en las regiones aridas y semiaridas de todo el mundo. Bajo estas
condiciones, las pérdidas de agua en la planta que se producen como
consecuencia de las altas temperaturas suelen convertirse en otro factor
limitante, convirtiéndose la acumulaciéon de prolina, en estas condiciones, en
una de las estrategias de adaptacion de las plantas méas importantes al
ambiente dominante (Nover y cols., 1984; Vierling, 1991; Guo y Oosterhuis,
1995).
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El papel protector y osmorregulador de la prolina ha sido demostrado en
muchas investiagaciones. Kuznestov y Shevyakova (1997) indicaron que la la
adicion de hidroxiprolina, un inhibidor de la biosintesis de prolina, al medio de
crecimiento de Nicotiana sylvestris desarrolada a elevadas temperaturas, daba
como resultado un grave descenso en la acumulacién de prolina y, por tanto,
una disminucion de la tolerancia a las altas temperaturas de esas plantas. Esto
les llevé a sugerir que la prolina participaba del fenotipo de termotolerancia.
Estos mismos autores también demostraron que, bajo condiciones de estrés
salino, la prolina también ofrecia un papel protector frente a la hipertermia.
Teniendo en cuenta que la salinidad y las altas temperaturas son dos factores
de estrés que generalmente van ligados en muchas de las regiones aridas y
semiaridas del mundo, la acumulacién de prolina se presenta como el mejor
candidato para hacer frente a estas condiciones (Kuznestov y Shevyakova,
1997).

Recientemente, se ha demostrado que la prolina se acumula significativamente
en Gracilaria tenuistipitata desarrollada a 35°C, temperatura muy por encima de
los limites de supervivencia de esta especie, y que bajo estas condiciones la
planta era capaz de sobrevivir un tiempo indeterminado (Lee y cols., 1999).
Estos mismos autores también mostraron que una exposiciéon prolongada de
Gracilaria tenuistipitata a 35°C provocaba una importante reduccién en el indice
de crecimiento, indicando que esta temperatura era estresante para la planta,
aunque bajo esas condiciones continuaba sobreviviendo. Por otro lado, el
constante nivel de proteinas solubles encontrado indicaba que la proteolisis
podria estar implicada en la acumulacién de prolina a 35°C. Adicionalmente a
esta proteolisis, Chang y Lee (1999) observaron que la actividad PDH, enzima
oxidante de la prolina, disminuia significativamente a esta temperatura. Esto
parece sugerir que [a inhibicidon de la oxidacidn de este aminoacido también era
un factor importante en la acumulacién de prolina libre producida en estas
plantas. Camacho y Gonzalez (1998) implicaron a la enzima PO en la

supervivencia y tolerancia de las plantas de judia (Phaseolus vulgaris L.) al
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estrés hidrico causado como consecuencia de las altas temperaturas. Estos
autores establecieron una correlaciéon positiva entre el contenido de prolina y la
tolerancia a la sequia.

Por ultimo, la estimulacién de la sintesis de prolina por una estimulacion
simultanea de las actividades OAT, P5CR y P5CS, en combinacién con
aumentos en la proteolisis e inhibicion de la oxidacion de este aminoacido, son
factores determinantes en la acumulacién de prolina bajo condiciones de altas
temperaturas (Charest y Phan, 1990; Koster y Lynch, 1992; Hare y cols., 1999).
Sin embargo, la acumulacién de prolina puede resultar indtil en la adaptacion al
estrés térmico si no existe un perfeccionamiento de las caracteristicas de los
procesos adaptativos de la planta, tales como el balance metabdlico, la
biosintesis de otros osmolitos y la consecuente modificacion y adaptabilidad de
las membranas a las nuevas condiciones ambientales (Santos y Ochoa, 1990;
Bohnert y cols., 1995).

3.2.2. ACUMULACION DE COMPUESTOS AMONIO CUATERNARIOS

Cuando observamos el desarrolio de una planta en un ambiente estresante es
dificil distinguir entre respuestas metabdlicas con un valor adaptativo (es decir,
aquellas respuestas vegetales elaboradas frente a un ambiente determinado,
las cuales contribuyen a mantener el crecimiento y supervivencia de una
planta) y aquellas respuestas que poseen un efecto deletéreo o simplemente
son consecuencias accidentales del estrés sobre la planta. Esas situaciones
deberian ser esbozadas antes de usar cualquier criterio metabdlico en la
elaboracién de proyectos o investigaciones basadas en la mejora de la

resistencia vegetal al estrés (Hanson y Nelsen, 1978).
El papel de la acumulacion de compuestos amonio cuaternarios (CAC) bajo

estrés ha sido revisado extensamente en la ultima década (Wyn Jones y
Storey, 1981; Anthoni y cols, 1991; Rhodes y Hanson, 1993; Gorham, 1995).

63




INTRODUCCION

Estos compuestos incluyen a glicinabetainas, colina-O-sulfato, pB-
alaninabetaina, prolinabetaina e hidroxiprolinabetaina. Todos ellos poseen sus
grupos metilo sustituidos por un atomo de nitrégeno, creando una carga
positiva permanente en el N y un grupo carboxilo cargado negativamente (en el
caso de las betainas) o en el grupo sulfato (en el caso de la colina). Los CAC
se acumulan en plantas sometidas a estrés a unos niveles relativamente
elevados (> 5 pmol g™ p.s.) ¥, generalmente, y al igual que la prolina, son
considerados como solutos compatibles por las mimas razones nombradas en

la definicidn de éstos.

La funcion de los CAC como osmoprotectores fue demostrada mediante la
estimulacion del crecimiento de Salmonella typhimurium y Escherichia Coli en
un medio salino (Strom y cols., 1983; Hanson y cols., 1991; 1994a).
Similarmente, se ha demostrado que la glicinabetaina y compuestos
estructuralmente relacionados estan implicados en la estabilizacion de enzimas
y membranas (Rhodes y Hanson, 1993), asi como en la proteccion de las

mismas (Kishitani y cols., 1994; Nomura y cols., 1995).

La glicinabetaina, uno de los CAC mas importantes en la proteccion de las
plantas frente al estrés, es sintetizada mediante dos pasos de oxidacion a partir
de la colina via betaina-aldehido. La colina ejerce su funcién principal como
precursor de la fosfatidil colina, compuesto dominante en la membrana
fosfolipidica de eucariotas (Rathinasabapathi, 2000). Pese a esto, una amplia
proporcidn de colina libre es derivada a la produccién de glicinabetaina en
plantas que acumulan de forma natural este compuesto en respuesta al estrés.
En plantas, la oxidacién de la colina implica la participacion de distintas
enzimas, como son la colina monooxigenasa (CMO), enzima dependiente de
ferredoxina, y la betaina-aldehido deshidrogenasa (BADH) (Figura 7)
(Brouquisse y cols., 1989; McCue y Hanson 1992).
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Figura 7. Sintesis de colina y glicinabetaina en plantas superiores

Se ha demostrado que, tanto la CMO como la BADH, son enzimas
estromaticas e inducibles bajo condiciones de estrés ambiental (Trossat y cols.,
1997; Vojtechova y cols., 1997).

Se ha demostrado que la aplicacion exdégena de ABA no ejercia efecto alguno
sobre los niveles de GB (Landfald y Strom, 1986), inversamente a lo que
sucede con otros compuestos, como la prolina, cuya sintesis se ve aumentada
por la aplicacion exégena de esta hormona, lo que indicaria que la regulacion
de la sintesis de los CAC es distinta a la de la prolina.

En los Ultimos afios de han descrito una serie de funciones adicionales para los
CAC, tales como:
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