Quebracho N° 15 (27-31)

El estrés salino incrementa la actividad de enzimas
antioxidantes y la concentracion de polifenoles en Vinal
(Prosopis ruscifolia G.)

Saline stress increases antioxidative enzymes activity and polyphenol content in vinal
(Prosopis ruscifolia G.)
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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue evaluar la importancia de las enzimas superoxido dismutasa (SOD) y
peroxidasa (POD), y los polifenoles en la tolerancia del vinal a altas concentraciones salinas. Plantulas
de vinal, de 20 dias de edad se cultivaron hidroponicamente en solucién nutritiva de Hoagland
modificada, suplementada con concentraciones de 0; 0,1; 0,2; 0,3y 0,4 mol L™ de NaCl. Luego de 30
dias de tratamiento se determind la peroxidacién de lipidos a través de la concentracion de
malondialdehido (MDA), y se evalu6 la capacidad antioxidante a través de la determinacién de las
actividades de las enzimas SOD y POD, y las concentraciones de polifenoles en hojas. Se utiliz6 un
disefio experimental completamente aleatorizado con 5 repeticiones. Los datos se analizaron con
ANOVA vy test de Duncan. Los niveles de MDA no fueron modificados por la salinidad, demostrando
que la especie posee un eficiente sistema de detoxificacién de especies reactivas de oxigeno.
Coincidiendo con este resultado, el estrés incremento las actividades de las enzimas SOD y POD, y las
concentraciones de polifenoles. Se concluye que en presencia de altas concentraciones NaCl, vinal
incrementa la actividad de enzimas antioxidantes y sintetiza polifenoles en hojas, para contrarrestar los
efectos negativos del estrés oxidativo.
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1. INTRODUCCION

Vinal (Prosopis ruscifolia G.), es una especie lefiosa nativa de la Region Fitogeografica del
Gran Chaco, que se destaca por su elevada tolerancia a la salinidad y al estrés hidrico (Giménez
y Moglia, 2003).

Posee multiples usos. Sus frutos son aptos para el consumo humano, y muy apetecidos por el
ganado. Presenta propiedades terapéuticas, siendo las hojas utilizadas como antiséptico,
desinflamante, y para el tratamiento de conjuntivitis, y los frutos muy apreciados para el control
de la diabetes y como desinfectante externo. También es utilizado como lefia y para la
produccién de postes (Leonardis, 1949). La realizacion de investigaciones basicas permitird
incrementar el valor agregado a los productos de esta especie forestal.

Sus aplicaciones, y la tolerancia a los estreses abidticos, la constituyen en una haléfita muy
interesante para el desarrollo de zonas aridas con suelos salinos, donde no pueden prosperar
otras especies. Para tal fin, es necesario realizar un mejoramiento genético de la especie, y
conocer los mecanismos que le confieren tolerancia a tales condiciones.
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Las plantas tolerantes al estrés salino recurren a diferentes estrategias: ajuste osmotico,
exclusion de iones toxicos de la parte aérea, traslocacion de fotoasimilados a O6rganos
subterraneos, para incrementar el crecimiento del sistema radicular y asegurar una mayor
disponibilidad de agua y nutrientes, etc (Meloni et al., 2004).

Por otra parte, la salinidad puede producir una rapida acumulacion de especies reactivas de
oxigeno (ROS), tales como los radicales superdxido (O," ), oxidrilo (OH®) y oxigeno singlete
(*0,), en cloroplastos y mitocondrias (Zhu, 2001). Estrés oxidativo, es un término cominmente
utilizado para describir los efectos adversos de las ROS sobre las plantas. Estos pueden consistir
en la degradacion de pigmentos fotosintéticos, peroxidacion de lipidos, alteraciones en la
permeabilidad selectiva de las membranas celulares, desnaturalizacion de proteinas, y
mutaciones en el ADN (Mittler, 2002). Para reparar y mitigar el dafio producido por las ROS,
ciertas especies han desarrollado mecanismos de proteccién como la sintesis de dos tipos de
antioxidantes: a) sustancias no enzimaticas, de bajo peso molecular, como los fenoles, y b)
enzimas como la superdxido dismutasa (SOD, EC 1.15.1.1) y la peroxidasa (POD, EC 1.11.1.7)
(Gossett et al., 1994).

La SOD participa en la detoxificacion del radical superdxido, y su accién produce H,0, y
0,. La POD, por su parte, descompone el H,O,, por la oxidacion de cosustratos, como fenoles y
antioxidantes (Mittler, 2002).

En este trabajo hipotetizamos que en presencia de altas concentraciones NaCl, vinal
incrementa la actividad de enzimas antioxidantes y sintetiza fenoles, para contrarrestar los
efectos negativos del estrés oxidativo.

El objetivo de este trabajo fue evaluar la importancia de las enzimas SOD y POD, vy los
polifenoles en la tolerancia del vinal a altas concentraciones salinas.

2. MATERIAL Y METODOS

Se cosecharon frutos de vinal, en las inmediaciones de la localidad de Maco, Santiago del
Estero, Argentina (27° 51’ latitud S y 64° 13’ longitud W), durante el mes de febrero del afio
2007. Las semillas se extrajeron manualmente, y escarificaron con acido sulfdrico concentrado
durante 10 minutos. Posteriormente se lavaron durante media hora con agua corriente, y
finalmente se enjuagaron tres veces con agua destilada. La siembra se realizé sobre toallas de
papel de filtro embebidas con solucién nutritiva de Hoagland modificada (Meloni et al., 2001),
dispuestas en forma de rollos, y cubiertas con bolsas de plastico transparente para disminuir la
evaporacion. La incubacion se realizé en cadmara de crecimiento, a 25°C de temperatura y 12
horas de fotoperiodo. Plantulas asi obtenidas, de 20 dias de edad, se cultivaron
hidroponicamente, en recipientes de 3 litros de capacidad, conteniendo solucion nutritiva de
Hoagland modificada (Meloni et al., 2001), bajo aireacion continua. EI pH se ajustd diariamente
a 6,5, mediante la adicién de KOH 6 H,SQy, y la solucidn nutritiva se cambid semanalmente. Al
cabo de 7 dias, se iniciaron los tratamientos de salinidad, mediante la adicion de 50 mM de
NaCl cada 24 hs, hasta lograr concentraciones finales de 0; 0,1; 0,2; 0,3y 0,4 mol L™, Luego de
30 dias de tratamiento las hojas se extrajeron y congelaron en nitrogeno liquido, para su
conservacion.

La peroxidacion de lipidos se determind a través de la cuantificacion de la concentracion de
malondialdehido, mediante la técnica descripta por Hendry et al., (1993).

Las enzimas se extrajeron a partir de 0,4 g de hojas, que se homogeneizaron con 50 mmol L™
de buffer fosfato de sodio (pH 6.8), conteniendo 1 mmol L™ de EDTA.Na, y 2% (p/v) de
polivinilpolipirrolidona (PVPP). El proceso de extraccion se realizd a 4°C. Posteriormente los
extractos se centrifugaron a 13.000 g durante 40 minutos, y el sobrenadante se utiliz6 para la
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determinacion de las actividades enzimaticas. Estas se expresaron en funcion de la
concentracion proteica, determinada mediante la técnica Bradford (1976), usando albimina
sérica bovina como standard. La actividad de la enzima superdoxido dismutasa se estimé
espectrofotométricamente, a 560 nm, siguiendo el método de Beauchamp y Fridovich, (1971).
La actividad de la enzima peroxidasa se cuantificd a través de la oxidacion del guayacol, segln
la técnica de Maehly y Chance (1954).

Para la extraccion de los polifenoles, las hojas se secaron a temperatura ambiente durante
una semana. Al material, previamente molido, se le adiciond metanol y se lo incub6 durante 24
horas a 4°C. Luego se filtro y se determind la concentracion a través del método de Singleton
modificado (Dewanto et al., 2002).

Se utiliz6 un disefio experimental completamente aleatorizado con 5 repeticiones. Los datos
se analizaron con ANOVA y test de Duncan.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

El incremento de la salinidad en la solucién nutritiva no modificé los tenores de
malondialdehido en las hojas de vinal (Figura 1 A), lo que demuestra que la especie posee un
eficiente sistema de detoxificacion de radicales libres. Coincidiendo con este resultado, el estrés
salino incremento la actividad de la enzima SOD, a partir de concentraciones de 0,2 M de NaCl.
Esta tendencia se mantuvo con el incremento de la concentracion salina en la solucion nutritiva
(Figura 1 B). De este modo, la actividad de la SOD en plantas crecidas soluciones conteniendo
0,4 M de NaCl fue 147 % superior que en el testigo. EI aumento en la actividad de esta enzima
permite detoxificar el radical superdxido, producido por el estrés, y constituye una importante
estrategia para disminuir los efectos nocivos del estrés oxidativo. Una respuesta similar ha sido
observada en cultivares de algodon tolerantes a la salinidad (Meloni et al., 2003). Molassiotis et
al. (2006) demostraron un aumento en la actividad SOD en hojas de manzano sometido a estrés
salino, y detectaron nuevas isoformas que no estaban presentes en el testigo.

Pese a que la SOD acta como la primera enzima de defensa contra la oxidacién producida
por las ROS, su actividad genera la acumulacion de H,O,, un producto téxico para las plantas
(Mittler, 2002). Por este motivo, vinal deberia contar con un mecanismo que le permita
transformar el H,O, en una sustancia inocua.

El estrés también produjo un incremento en la actividad de la enzima POD, a partir de
concentraciones de NaCl de 0,2 mol L™ (Figura 1C). En las plantas que crecieron en soluciones
suplementadas con 0,4 mol L™ de NaCl, la actividad POD se duplicé con respecto al testigo. La
POD descompone al H,O, mediante la oxidacién de diversos sustratos, por lo que su actividad
se complementa con la de la SOD, eliminando el producto toxico producido por ésta.

La concentracién de polifenoles fue mas sensible al estrés que la actividad enzimaética,
incrementandose incluso en el menor nivel de salinidad. Las plantas cultivadas en presencia de
0,1 M de NaCl mostraron un aumento significativo del 18% en relacion al testigo, alcanzandose
la maxima concentracion a partir de 0,2 mol L™ de NaCl.

Aunque los polifenoles son comunes en los vegetales, y actian como antioxidantes, su
importancia en plantas sometidas a estrés abidtico, ha recibido poca atencion. Su actividad
antioxidante se debe a las propiedades redox, que juegan un rol fundamental en la adsorcién y
neutralizacion de ROS y la descomposicion de perdxidos (Rice-Evans et al., 1997).

El incremento de la concentracion de polifenoles, no sélo contribuye a la tolerancia del vinal
al estrés oxidativo generado por la salinidad, sino que también tendria un impacto relevante
sobre las propiedades de esta especie. La incorporacion de fenoles a la alimentacion humana
correlaciona con una baja tasa de mortalidad y previene ciertas enfermedades. También
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presentan propiedades terapéuticas, actuando como antihistaminicos, antiinflamatarios,
antimicrobianos, antitromboéticos, cardioprotectivos y vasodilatadores (Balasundram et al.,
2006). En la actualidad hay una gran demanda mundial de antioxidantes naturales, para su uso
en la industria de alimentos, y en medicina preventiva, en reemplazo do los antioxidantes
sintéticos que son cancerigenos (Hu et al., 2000). De este modo, las plantas sometidas a estrés
salino pueden tener gran importancia econdmica, por su elevada produccion de fenoles. Sin
embargo, el estrés tienen dos efectos opuestos: aumenta la produccion de polifenoles, pero
inhibe el crecimiento. En caso de vinal, los resultados muestran una significativo incremento en
la concentracion de fenoles en niveles de salinidad que no inhibieron su crecimiento (Gonzélez
et al., 2006).
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Figura 1. Concentraciones de malondialdhido -MDA- (A), actividad superdxido dismutasa -SOD- (B),
actividad peroxidasa (C), y concentracion de polifenoles (D) en hojas de plantulas de vinal incubadas en
soluciones de NaCl. Letras diferentes indican diferencias significativas al 5% por el Test de Duncan.

4. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos confirman la hipotesis propuesta. En presencia de altas
concentraciones NaCl, vinal incrementa la actividad de enzimas antioxidantes y sintetiza
polifenoles en hojas, para contrarrestar los efectos negativos del estrés oxidativo.
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