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RESUMEN

Entre las respuestas moleculares de las plantas frente al estrés osmdtico, se encuentran los incrementos de
acuaporinas, osmolitos compatibles, especies reactivas del oxigeno y niveles de dcido abscisico. Una respuesta
comiin en plantas estresadas es la acumulacién de prolina, consecuencia del descenso del potencial hidrico
celular. Esta acumulacién, se acompafia de incrementos de las actividades enzimaticas glutamato sintasa, pirro-
lin-5-carboxilato sintasa y pirrolin-5-carboxilato reductasa, e inhibicién de la prolina deshidrogenasa. Si bien se
pens6 durante mucho tiempo que la principal funcién de la prolina era actuar como osmolito, en esta revision se
presentan evidencias que indican una diversidad de funciones-a la que esta molécula estarfa relacionada, y que
en conjunto hacen posible tolerar el estrés osmdtico. i
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SUMMARY

PROLINE ACCUMULATION IN PLANTS AS RESPONSE TO OSMOTIC .
STRESS

Increase of équaporines, compatible osmolytes, reactive oxygen species and abscisic acid levels were found
among the molecular responses in plants subjected to osmotic stress. The proline accumulation is one of the
most common responses to osmotic stress in plants, and results from decrease of celular hydric potential. This
accumulation results from stimulation of enzymes glutamate synthase, pirrolyne-5-carboxylate synthase and
pirrolyne-5-carboxylate reductase, and proline dehydrogenase inhibition. For a long time its had been thought
that the principal function of proline was as osmolyte. In this review evidences are presented that show a diversity

of functions for this molecule, and all them render posssible the osmotic stress tolerance

KEY WORDS: compatible osmolyte, osmotic stress, proline, water stress.

INTRODUCCION

La fotosintesis, la incorporacién de nitrégeno y la dis-
ponibilidad de agua son los principales determinantes de
la produccién vegetal, de manera que la sequia es de los
factores que afecta a la produccién de cultivos agricolas
(Tarczynski et al., 1993).

En dias calurosos y con alta irradiancia, las plantas pre-

sentan momentdneamente déficit hidrico sobre el medio--

dia, debido a que temporalmente, la pérdida de agua exce-
de a la absorcién. Otra situacién diferente son los déficits
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hidricos a largo plazo, provocados por la disminucién de la
disponibilidad de agua existente en el suelo.

A medida que el suelo se seca su potencial hidrico se
hace més negativo. De esta forma, para que se pueda man-

tener el gradiente suficiente que permita la absorcién de

agua es necesario que la planta disminuya su potencial os-
mético. La disminucién del potencial hidrico de la célula
vegetal puede darse por disminucién del potencial osméti-
co, mediante acumulacién de solutos, o por reducién de la
turgencia, consecuencia de la deshidratacién. De estos dos
procesos el mds importante es la disminucién del potencial
osmotico por estimulacién de la acumulacién de iones in-
organicos y de solutos organicos (Morgan, 1984).

Las plantas, hongos y bacterias presentan similitudes en
cuanto a los cambios metabdlicos inducidos por la dismi-
nucién del contemdo de _agua en la célyla..En cualquiera
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de esos organismos, hay que distinguir las alteraciones que
ocurren a nivel de distintas vias metabdlicas como conse-
cuencia de la disminucién del potencial hidrico, de las res-
puestas adaptativas para la tolerancia al estrés (Bray, 1993).

Si bien las distintas especies vegetales varian en su sen-
sibilidad y respuesta a la disminucién del potencial hidrico
causado por la sequia, todas las plantas tienen la informa-
cidén genética necesaria para percibir y responder frente a
situaciones de estrés hidrico (Bonerth et al., 1995; Bonhert
and Sheveleva, 1998). Durante 1a evolucidn, as plantas han
desarrollado estrategias metabolicas que las han hecho més
tolerantes al estrés hidrico, de manera de poder sobrevivir
en ambientes secos (Hanson et al., 1994).

También hay que considerar que las diferentes repues-
tas bioquimicas y fisiolégicas frente a las condiciones de
estrés, dependen del estado fenolégico de la planta, del tipo
de estrés y de la intensidad de su imposicién.

RESPUESTAS BIOQUIMICAS DE LAS
PLANTAS FRENTE AL ESTRES OSMOTICO

La pérdida de agua que ocurre como consecuencia del

estrés osmotico, o la que se da en determinadas condicio-’

nes fisioldgicas como en el estado final de maduracién de
la semilla, donde se pierde aproximadamente un 90%, in-
duce diferentes ajustes metabolicos.

En semillas de Arabidopsis thaliana, algodon, cebada,
maiz y arroz (Ingram and Bartels, 1996) se han identifica-
do proteinas designadas LEA (Late Embryogenesis-Abun-
dant). Estas proteinas podrian proteger a macromoléculas
de la desnaturalizacién (Baker et al., 1988) o evitarian la
cristalizacién de componentes celulares cuando la célula
se deshidrata (Ingram and Bartlets, 1996).

En cloroplastos de Craterostigma plantaginemun, plan-
ta que puede llegar a perder hasta el 98% de agua durante
la desecacidn, se han encontrado también protefnas que
cumplen la funcién de proteger las estructuras fotosintéti-
cas (Bartels ef al., 1992). El anilisis diferencial de ARNm
de estas plantas, puso en evidencia similitudes con la se-
cuencia del ARNm de proteinas heat-shock. Estas protei-
nas, probablemente chaperonas (Morimoto et al., 1990),
estarfan involucradas en la recuperacién de la conforma-
cién nativa de proteinas que se desnaturalizaron o se des-
plegaron, como consecuencia del déficit hidrico.

Otro mecanismo de proteccidn frente al estrés osmético
es la regulacién de la permeabilidad facilitada de agua.
Durante el estrés salino se han observado cambios impor-
tantes en la cantidad de transcriptos MIPs (Major Intrinsic
Protein) en Mesembryranthemun crystallinum (Yamada et
al., 1995). La misma observacion fue realizada en distintas
especies de plantas sometidas a estrés hidrico (Yamagu-
chi-Shinozaki et al., 1992).

Ia secuencia de los transcriptos MIPs es homéloga a la
secuencia de transcriptos de acuaporinas, proteinas cana-
les de agua presentes en plantas y animales. En plantas, se
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Figura 1. Esquema de las principales respuestas bioquimicas
inducidas por estrés hidrico en plantas (modificado de Bray, 1993).

conocen dos clases de acuaporinas, una asociada a la mem-
brana plasmaética y otra asociada al tonoplasto (Johnson et
al., 1990), membrana donde se acumulan durante el estrés
hidrico (Kjellbom et al., 1999) (Fig. 1).

La induccién de proteasas por sequia ha sido un hecho
observado en varias especies vegetales (Becana et al., 1986).
Si bien la induccién de tal actividad en plantas no es bien
conocida (Hatfield and Viestra, 1990), una de las funcio-
nes de estas enzimas es degradar proteinas dafiadas, entre
otras, aquellas que sufrieron alteraciones como consecuen-
cia del estrés hidrico (Ingram and Bartels, 1996) (Fig. 1).

También se ha observado que en las primeras etapas
del estrés osmético ocurren incrementos en los niveles de
ARNm que codifican ubiquitinas (Bray, 1993), protefnas
que pueden actuar como marcadores de proteinas a ser de-
gradadas (Fig. 1). Sin embargo, en ensayos realizados en
nuestro laboratorio con plantas de Lotus corniculatus so-
metidas a estrés hidrico, no se detectaron en hojas incre-
mentos de actividad proteolitica.

Por otro lado, como consecuencia del estrés hidrico,
varias especies reactivas del oxigeno (ERO) incrementan
su concentracion en la célula vegetal. Esto lleva a que se
genere estrés oxidativo, que ocurre cuando los mecanis-
mos de generacién de ERO superan la capacidad de las
defensas antioxidantes enzimiticas y no enzimaticas.

Muchas enzimas relacionadas con la eliminacién de in-
termediarios producidos por el metabolismo del oxigeno,
se incrementan en respuesta al estrés hidrico (Smirnoff,
1993; Borsani, 1998) asi como también algunas moléculas
no enzimadticas entre ellas la prolina.

Los dafios celulares causados por las ERO se deben a la
accioén del radical superdxido, al peréxido de hidrégeno, y al
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radical hidroxilo, que reaccionan con distintas moléculas
alterando su estructura y funcién. Entre las defensas antioxi-
dantes no enzimdtica, se encuentran diferentes moléculas
capturadoras de ERO como la prolina, el 4cido ascérbico,
glutatién y carotenos que pueden proteger a proteinas y fos-
folipidos, entre otras moléculas, de dafios derivados de su
oxidacién (Smirnoff and Cumbes, 1989, Foyer et al., 1997).

OSMOLITOS COMPATIBLES Y
TOLERANCIA AL ESTRES

El potencial hidrico de ]a planta durante la sequia puede
ser mantenido a través del ajuste osmético. Una reduccién
del potencial hidrico celular, resultado de la disminucién
del potencial osmético, provoca un movimiento de agua
hacia el interior de la célula.

El potencial osmético de la célula puede hacerse menor
por acumulacién en el citoplasma de osmolitos compati-
bles, entre los que se encuentran polioles, sacarosa, glicin-
betaina y prolina, Estas moléculas impiden la disminucién
del potencial hidrico sin interferir con el funcionamiento
celular (Bray, 1993) (Fig. 1).

Si bien es dificil evaluar la importancia relativa de los
osmolitos compatibles in vivo (Hare et al., 1988), es pro-
bable que estas moléculas, ademads de contribuir en el man-
tenimiento de la osmolaridad celular, tengan otras fun-
ciones de igual o mayor importancia que mantenimiento
del potencial osmético. De hecho, estudios in vitro en plan-
tas, han demostrado que los osmolitos protegerian a dife-
rentes macromoléculas del ataque por ERO (Smimoff and
Cumbes, 1989).

La capacidad de acumular polioles de cadena lineal como
manitol y sorbitol, o ciclica como el mio-inositol y sus de-
rivados metilados, esta correlacionada con la tolerancia a
sequia (Tarczynski et al. , 1993). Los polioles parecen te-
ner dos funciones que son dificiles de separar, el ajuste os-
mético y la osmoproteccion. Asi, estas moléculas aumen-
tan la retencién de agua haciendo posible el ajuste osmoti-
co, pero también pueden proteger a diferentes macromolé-
culas de dafios derivados del estrés (Bonhert et al., 1995).

Por otra parte, el inositol e inositol-1-fosfato son sustra-
tos de la via de sintesis de otros compuestos que estdn rela-
cionados con la tolerancia al estrés, como las gomas,
glicoproteinas, carbohidratos de pared celular y mucilagos
(Loewus and Loewus, 1983).

El incremento de azidcares solubles como respuesta al
estrés hidrico se ha observado en una gran variedad de es-
pecies de plantas (Ingram and Bartels, 1996). Esta acumu-
lacién puede ser resultado de un aumento de 1a via de con-
versién de almidén en azicares solubles (Turner et al.,
1978), o de una baja utilizacién de estos compuestos (Iri-
goyen et al., 1992).

Otro tipo de glicido que se acumula al descender el
potencial hidrico de la célula son los fructanos, cadenas de
10 a 200 fructosas, que pueden proteger a la célula del dé-

ficit hidrico (Pilon-Smits et al., 1995).

Aunque es rara la aparicién en vegetales del disacérido
trealosa, éste ha sido encontrado en C. plantaginemun du-
rante el proceso de desecacién, y se ha comprobado in vi-
tro que la trealosa es un eficiente estabilizador de proteinas
y lipidos de membrana.

Por otro lado, estudios con plantas que sobreexpresan ge-
nes de las enzimas de sintesis de fructanos o trealosa, mues-
tran que éstas son mds tolerantes al estrés osmdtico causado
por el exceso de sal o déficit hidrico. Estas moléculas gluci-
dicas podrian tener una participacién importante en la tole-
rancia al estrés (Pilon-Smits ef al., 1995) y podrian ser teni-
das en cuenta para el desarrollo de estrategias.en el mejora-
miento de plantas cultivadas (Goddijn and van Dun, 1999).

En respuesta al estrés osmético inducido por altas con-
centraciones de NaCl o por falta de agua, también se ha
observado la acumulacién de moléculas nitrogenadas pe-
quefias como prolina, 4-hidroxiprolibetaina, betaina, gli-
cin-betaina y glicin-prolina, que presentan una amplia dis-
tribucién en plantas (Nolte ef al., 1997). La sintesis y acu-
mulacién de betaina y sus derivados parece estar restringi-
da sélo a algunas taxas y se encuentran universalmente en
las Chenopodeaseae y en algunos miembros de la familia
Gramineae.

La introduccién en A. thaliana del gen de la colina oxi-
dasa, responsable de la transformacién de colina en glicin-
betina, llevé a la acumulacion de este osmolito y permitié
a las plantas soportar mejor el estrés salino y térmico (Ha-
yashi et al., 1997). Asimismo, se ha encontrado una alta
correlacién entre 1a acumulacién de glicin-betaina y la to-
lerancia al frio en trigo (Allard ef al., 1998).

La capacidad de acumular y utilizar prolina ha sido co-
rrelacionada en ciertas plantas con genotipos tolerantes a
la sequia (Al-Sulaiti ez al.; 1990) aunque no existen evi-
dencias directas que demuestren que las plantas que acu-
mulan més prolina sean mas tolerantes al estrés hidrico
(Samaras et al., 1995).

Si bien la acumulacién de prolina en condiciones de es-
trés se conoce desde hace tiempo (Barnett and Naylor, 1966)
y se han descrito muchas especies vegetales que la acumu-
lan en respuesta a diferentes estreses (Delanuey and Ver-
ma, 1993; Chiang and Dandekar, 1995; Samaras et al.,
1995), las funciones de esta molécula en esas condiciones
no han sido definitivamente establecidas. La prolina po-
dria actuar como osmolito compatible (Chiang and Dande-
kar, 1995), como estabilizador de proteinas (Paleg et al., .
1984), como fuente de carbono y nitrégeno (Samaras et
al., 1995), en el mantenimiento del potencial redox celular
(Hare et al., 1998) y como capturador de especies reacti-
vas del oxigeno (Smirnoff and Cumbes 1984).

Por otro lado, hace relativamente poco tiempo que se
conoce la induccién de genes especificos y la variacién de
la actividad de enzimas relacionadas al metabolismo de la
prolina en respuesta al estrés osmético (Berteli et al., 1995,
Kiyouse et al., 1996, Borsani et al., 1999).
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METABOLISMO DE LA PROLINA

Los dos principales ajustes metabélicos que estin im-
plicados en la acumulacién de prolina son la estimulacién
de la sintesis (Hanson y Hitz, 1982), controlada en varios
puntos (Hu ef al., 1992; Delauney and Verma, 1993) y la
disminucién de su oxidacién. A su vez, el descenso de la
sintesis proteica bajo condiciones de estrés, contribuye tam-
bién con la acumulacién de prolina.

Sintesis de prolina

En plantas, estudios in vivo sugieren que el precursor de
la prolina es el glutamato (Bogges ef al., 1976; Rhodes et
al., 1986). La primer enzima de la via de sintesis de este
aminodcido en vegetales es la glutamato sintasa ferrodoxi-
na dependiente (Fd-GOGAT, EC 1.4.7.1), de localizacién
cloroplastica (Fig 3). Se ha encontrado ademads, que la via
de sintesis de prolina en vegetales, es similar a la encontra-
da en bacterias (Yoshiba et al., 1997) (Fig. 2).

El glutamato es reducido por la enzima P5C sintetasa’

(P5CS, EC 1.5.1.12) a glutamil-semialdehido (GSA), que

se cicla espontdneamente formando pirrolin 5-carboxilato,

(P5C), que es reducido a prolina por la enzima P5C reduc-
tasa (PSCR, EC 1.5.1.2), (Delauney and Verma, 1993; Yos-
hiba er al., 1997), (Fig. 2).

La reaccién catalizada por la PSCS parece ser un punto
de control de la via de sintesis de prolina (Yoshiba et al.,
1997), dado que en Vigna sp. la actividad de esa enzima es
regulada competitivamente por prolina (Zhag et al., 1995)
por un mecanismo de feed-back.

La enzima P5CR, que cataliza la reaccién de P5C a pro-
lina, ha sido identificada y caracterizada en arveja y ten-
dria localizacién cloropléstica (Rayapati et al., 1989). Por
otro lado, Szoke et al. (1992) han encontrado actividad
P5CR en la fraccion citosélica de raices y nédulos de soja,
asi como también en células de hojas. Las diferentes loca-
lizaciones de la PSCR, indican que la prolina se puede sin-
tetizar en diferentes compartimentos celulares, como el ci-
tosol y el estroma de cloroplastos (Fig.3).

La ornitina, amino4cido no proteico, también puede ser
precursor de la prolina, aunque esta estrategia es poco co-
nocida en plantas (Delauney and Verma, 1993; Verslues
and Sharp 1999). La sintesis a partir de la ornitina comien-
za con su transformacién en GSA por accién de la ornitin
amino transferasa (OAT, EC 2.6.1.13). El GSA se cicla es-
pontineamente para dar P5C, que es reducido por la PSCR
a prolina, de la misma forma que se sintetiza prolina a par-
tir de glutamato (Fig. 2).

Oxidacién de prolina

La oxidacién de este iminodcido es menos conocida que
su sintesis y no existe un acuerdo en cuanto a la localiza-
cién celular de las enzimas participantes. La via de degra-
dacién de prolina (Fig. 2) se inicia con la formacién del
P5C por una reaccidn catalizada por la enzima prolina deshi-
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Figura 2. Representacién de la via de sintesis y oxidaci6én de la
prolina (adaptada de Thompson, 1990 y Yoshiba et al., 1997).
Glutamato sintasa ferredoxina dependiente (Fd-GOGAT),
glutamato (GLU), ornitina (ORN), pirrolin 5-carboxilato (P5C),
P5C sintetasa (P5CS), P5C deshidrogenasa (PSCDH), ornitin
amino tranferasa (OAT), glutamato semi aldehido (GSA), prolina
deshidrogenasa (PDH), P5C reductasa (PSCR) y prolina (PRO).
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Figura 3. Compartimentos celulares involucrados en el
metabolismo de prolina en vegetales (Adaptado de Forlani et al.
1997 y Borsani, 1998).
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drogenasa (PDH, EC 1.5.99.8). La posterior oxidacion de
P5C a GSA es catalizada por la enzima P5C deshidrogena-
sa (PSCDH, EC 1.5.1.12), de localizacién mitocondrial, que
utiliza NADH* como donador de electrones (Forlani ez al.,
1997).

La PDH y P5CDH catalizan las reacciones inversas a
las catalizadas por la PSCS y P5CR respectivamente, aun-
que la localizacién y regulacién son muy diferentes (Yos-
hiba et al., 1997) (Fig. 2). De esta forma, en mitocondrias,
las mismas reacciones que ocurren en €l cloroplasto pero
en sentido contrario, constituyen una via alternativa para
la sintesis de glutamato, que no tendria relevancia en con-
diciones normales, pero podria ser importante en situacio-
nes de estrés (Samaras et al., 1995).

La actividad PDH parece estar fuertemente inducida por
prolina y reprimida por bajos potenciales hidricos celula-
res, lo que favoreceria la acumulacién de prolina durante
la situacién de estrés. Por el contrario la rehidratacién in-
duce la transcripcion de esta enzima (Peng et al., 1996),
probablemente por el efecto conjunto de dos factores: la
falta de represién por estrés hidrico y el alto contenido de
prolina acumulada durante el estrés (Kiyouse et al., 1996).
De esta forma, la prolina acumulada es rdpidamente oxida-
da durante la rehidratacién celular y podria ser usada como
fuente de carbono y nitrégeno durante la superacién del
déficit hidrico (Samaras et al., 1995).

CONTROL DE LA ACUMULACION DE
PROLINA DURANTE EL ESTRES
OSMOTICO -

Para explicar el fenémeno de acumulacién de prolina o
hidroxiprolina en respuesta al estrés es necesaria la regula-
cién a nivel de distintas enzimas para evitar la generacién
de un ciclo fitil.

En condiciones de estrés, los principales ajustes meta-
bélicos implicados en la acumulacién de prolina son la es-
timulacién de su sintesis, la disminucién de su oxidacién y
el enlentecimiento en la sintesis de proteinas.

En hojas de plantas de L. corniculatus sometidas a es-
trés hidrico (Borsani et al., 1999) y en hojas de tomate so-
metidas a estrés salino (Berteli er al., 1995) el incremento
de prolina se acompaiié de un incremento de la actividad y
cantidad de la proteina Fd-GOGAT. También en plantas de
arveja no sometidas a estrés, se encontr6 que la actividad
Fd-GOGAT (Mahoh and Takahashi, 1982) y la cantidad de
esa enzima se incrementa en presencia de luz (Susuki et
al., 1987; Pajuelo ef al., 1995).

En trigo, cebada y en la planta haléfita M. Crystalli-
num, sometidas a estrés salino con alternancia de periodos
de luz y oscuridad, se observé que la prolina se acumulaba
durante el periodo de luz y era utilizada durante el periodo
de oscuridad (Sanada ez al., 1995). Esto sugiere que en plan-
tas estresadas, la luz es un factor clave en la regulacién de
la acumulacién de prolina.

El paso metabdlico catalizado por la Fd-GOGAT cons-
tiuye un punto de conexién entre el metabolismo del car-
bono y el metabolismo del nitrégeno en vegetales. En defi-
nitiva, los esqueletos carbonados son drenados en forma
de glutamato para la sintesis de novo de prolina. La fun-
cion esencial de 1a Fd-GOGAT en esta interrelacion meta-
bdlica fue puesta de manifiesto por Kendall et al. (1986)
en plantas de cebada.

Si bien hay abundante informacién sobre el glutamato
como principal precursor de la biosintesis de prolina (Han-
son and Hitz, 1982; Rhodes et al.,1986) son escasos los
trabajos que estudian la respuesta de la Fd-GOGAT en si-
tuaciones de estrés osmético. Sin embargo, se cuenta con
mayor informacién sobre las enzimas P5SCS y PSCR, que
participan en la biosintesis de prolina, y sobre la enzima
PDH, responsable de su oxidacién.

En trabajos realizados en raices de plantas de poroto (Hu
et al.; 1992) y en hojas de A. thaliana sometidas a estrés
salino, se encontrd que los niveles de ARNm de la enzima
P5CS se incrementan (Strizhov et al, 1997). También en
raices de plantas de Vigna aconitifolia sometidas a estrés
salino o hidrico se encontraron incrementos en los niveles
ARNm-P5CS (Yoshiba et al., 1995; Igarashi et al., 1997).

También se encontrd que plantulas de Triticum durum
sometidas a estrés hidrico, incrementaron el contenido de
prolina y que la actividad PSCR se duplicé (Mattioti et al.,
1997). A su vez, plantas de A. thaliana (Vebruggen et al.,
1993) incrementaron la cantidad de ARNm de P5SCR tanto
en hojas como enraices, y la actividad PSCR en Penisetum
typhoides (Huber, 1974) y en M. rodiflorum (Trechiel, 1996)
en condiciones de estrés salino. En plantas de cebada so-
metidas a estrés hidrico se encontré aumento de actividad
P5CR (Agrandona and Pahlich, 1991).

De todas formas, los incrementos de enzimas de la via
de sintesis de prolina en condiciones de estrés, no explican
por si solos los aumentos de su concentracién en los teji-
dos. Para explicar el aumento de la concentracién de proli-
na, es necesaria la inhibicién de su oxidacién durante el
periodo de estrés (Verbruggen et al., 1996). Se ha sugerido
que la reduccién de la actividad PDH en tejidos deshidra-
tados es uno de los factores claves en la acumulacién de
prolina (Stewart et al., 1977; Dallmier and Stewart, 1992).

En plantas de Phaseolus aureus, L. corniculatus, trigo, aji
dulce y tomate, que acumulan prolina durante el estrés osmo-
tico, se ha observado que la actividad de la PDH desciende
drasticamente (Verbruggen ef al., 1996; Borsani et al., 1999).

En maiz y L. corniculatus se observé que la actividad
PDH aumentaba en plantas rehidratadas (Rayapati and
Stewart, 1991; Borsani et al., 1999) y que ese aumento de
actividad en plantas rehidratadas estaria relacionado con
los incrementos de PDH-ARNm (Peng et al., 1996; Vebru-
ggen et al., 1996; Yoshiba et al., 1997). De esta forma, la
acumulacién de prolina en plantas deshidratadas se logra
como resultado de la activacién de su sintesis e inactiva-
cién de la via oxidativa. '
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Toda la informacién que hasta el momento se ha obteni-
do sobre los ajustes del metabolismo de la prolina durante
el estrés osmético, demuestra que esta molécula incremen-
ta su concentracion como una respuesta regulada y dirigi-
da a tolerar el estrés. Sin embargo la acumulacién de proli-
na en bayas de Vitis vinifera, no ocurre como consecuencia
del estiés hidrico o salino, sugiriendo que otros factores
fisiolégicos son los responsables de la regulacién de tal
acumulacion (Stines et al., 1999).

ACUMULACION DE PROLINA MEDIADA
POR ACIDO ABSCISICO

La participacidn del 4cido absicico (ABA) en la induc-
cién de genes relacionados con el estrés hidrico ha sido
bien documentada (Chandler and Robertson, 1994). Como
consecuencia de diferentes estreses ambientales, tales como
estrés hidrico, salino y baja temperatura, se encontrd que
¢l ABA endégeno en las plantas aumentaba.

En A. thaliana se encontrd que la expresion de la lucife-
rasa bajo el promotor RD29A, que responde individual-
mente tanto a ABA como a la deshidratacion, era sinérgj-
camente activado por ABA-estrés osmético y por ABA-
bajas temperaturas (Xiong et al.; 1999).

En semillas de A. thaliana y Daucus carotta (Shiota et
al., 1998) se encontr6 que la disminucién del contenido de
agua durante el desarrollo de la semilla era precedido por
un incremento abrupto de los niveles de ABA endégeno.

En relacién al ABA exdgeno, su aplicacion en hojas de
cebada, maiz y arroz promovié incrementos de prolina (Pes-
ci, 1996) y en A. thaliana produjo incrementos tanto en el
contenido de prolina como en los niveles del ARNm de
P5CS (Savouré et al., 1997).

Por otra parte, en plantas de maiz, el agregado de ABA
a los mismos niveles que los encontrados en plantas estre-
sadas, no consiguid inhibir a la enzima PDH (Dallmier and
Stewart, 1992), enzima involucrada en la oxidacién de pro-
lina, y por tanto también en su acumulacién, como podria
haberse esperado.

El hecho que en muchos casos el agregado de ABA no
es efectivo en la induccién génica si no se dan condiciones
de estrés hidrico, hace pensar que no es directamente esta
molécula la que estd involucrada en tal induccién y que
otros factores regulatorios deben cooperar.

Estas observaciones han permitido postular al ABA por
un lado, como un transductor entre el estrés y las sefiales
relacionadas con respuestas frente a éste, y por otro con la
tolerancia a la deshidratacién (Yoshiba ez al., 1997; Piao et
al., 1999).

FUNCIONES DE LA PROLINA EN PLANTAS
ESTRESADAS

La acumulacién de prolina por sintesis de novo es una
respuesta comin en una amplia variedad de organismos

(Chiang and Dandekar, 1995) y es probable que esta estrate-
gia haya permanecido desde las bacterias hasta las plantas
debido a la multiplicidad de funciones de esta molécula en
relacién con la proteccidn ante situaciones de estrés. Entre
estas funciones se encuentra la capacidad de estabilizar pro-
tefnas (Paleg et al., 1984), reaccionar con especies reactivas
del oxigeno (Smirnoff and Cumbes, 1989), ser fuente de
carbono y nitrégeno cuando se restablece el potencial hidri-
co (Samaras et al., 1995) y regular el potencial redox celular
(Hare et al.; 1998; Verslues and Sharp, 1999).

Si bien durante mucho tiempo se pensé que la principal
funcién de la prolina era la de actuar como osmolito, nue-
vas evidencias apuntan a una diversidad de funciones de
esta molécula, que en conjunto contribuyen a tolerar el es-
trés osmético.

Es probable que la prolina interactiie con diferentes pro-
tefnas, entre ellas enzimas, para preservar la estructura y
por lo tanto la actividad biol6gica. En estudios in vitro, se
encontré que compuestos que funcionan como osmolitos
citoplasmaticos, retardan la desnaturalizacién térmica de
enzimas (Pollard and Wyn Jone, 1979) y tendrian un rol
importante en la proteccién frente a algunas formas de des-
naturalizacién debidas al radical hidroxilo (Smirnoff and
Cumbes, 1989; Ortega et al., 1999).

Altas concentraciones de prolina y glicin-betaina en
citoplasma, serian una eficiente proteccién contra la per-
turbacién inducida por deshidratacién (Paleg et al., 1984;
Laurie and Stewart, 1990). En hojas de cebada, se encon-
tr6 que la inhibicién de la malato deshidrogenasa por NaCl
era levantada por el agregado de glicin-betaina. En la mis-
ma especie, se encontr6 que la desnaturalizacion de la glu-
tamina sintetasa (GS) por polietilen-glicol se evitaba con
el agregado de prolina. Sin embargo en garbanzo, la gli-
cin-betaina, pero no la prolina, es responsable de la estabili-
dad térmica de la GS (Laurie and Stewart, 1990).

Lutts y Guerrier (1995) encontraron que la prolina pue-
de estabilizar a la enzima peroxidasa durante el estrés sali-
no, lo que también relaciona indirectamente a esta molécu-
la con las defensas antioxidantes.

Si bien son muchos los trabajos sobre la acumulacién
de prolina como respuesta a situaciones de estrés osméti-
co, la utilizacién de esta molécula una vez restablecido el
potencial hidrico es un proceso poco estudiado (Vebrug-
gen et al, 1996). De todas formas, su rapida oxidacién po-
dria estar relacionada con la utilizacién de esta molécula
como fuente de carbono y nitrégeno, durante el restableci-
miento del potencial hidrico (Rayapati and Stewart, 1991;

" Samaras et al., 1995; Borsani et al., 1999).

La acumulacidn de prolina también debe ser considerada
en el mantenimiento del potencial redox celular. Hare y Cress
(1997) han sugerido que la prolina, sintetizada a partir de
glutamato y NADPH* en condiciones de estrés hidrico es
transportada a otras células con altos requerimientos ener-
géticos, donde es usada como fuente de poder reductor.

Ya en 1988 Kohl et al., habfan sugerido que en plantas
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de soja sometidas a estrés hidrico, la prolina se sintetizaba
en ¢l citosol de las células de los nédulos y era oxidada en
los bacteroides, constituyendo asi en una fuente de energia
para la fijacién de nitrégeno. _

Verslues y Sharp (1999) han agregado nuevas eviden-
cias respecto a la propuesta de Hare y Cress (1997). Traba-
jando en raices primarias de maiz encontraron que la proli-
na se sintetiza en células de la zona de elongacién y es
transportada a la regién meristemadtica donde es usada como
fuente de energia.

Por otra parte, es probable que la prolina en vegetales
tenga un rol importante en la induccién especifica de ge-
nes relacionados con la tolerancia al estrés (Iyer and Ca-
plan, 1998). Es més, Nanjo et al. (1999) aportan eviden-
cias sobre el rol regulador de esta molécula en la morfogé-
nesis, dado que la prolina es el mayor constituyente de las
proteinas estructurales de pared.

Estudios tendientes a relacionar la acumulacién de pro--

lina con otras. respuestas al estrés, como la induccién de
proteinas de heat-shock y defensas antioxidantes, serian
de importancia para comprender mejor la tolerancia al es-
trés. Los conocimientos bdsicos sobre el metabolismo de
la prolina y su regulacién en condiciones de estrés son una
herramienta muy promisoria para el mejoramiento de plan-
tas tolerantes a diferentes tipos de estrés.
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