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Las especies reactivas de oxigeno o ROS(del inglés Reactive Oxygen Species ) son
compuestos altamente deletéreos que se producen como consecuencia de procesos de
transferencia de energia asi como en otros procesos fisioldgicos, con frecuencia en respuesta
a factores adversos del ambiente [1, 2] . Los organismos, y en particular la plantas, no sélo
han desarrollado sistemas para protegerse de estos agentes toxicos sino que también son
capaces de aprovechar las propiedades reactivas de estas moléculas para utilizarlas come
sefiales reguladoras de diferentes procesos. En la respuesta de la planta contra organismos
patdégenos se observa de manera caracteristica una produccion de ROS tipicamente bifasica,
con una primera fase transitoria seguida de una fase sostenida y de mayor amplitud [3] .
Estas dos fases se observan cuando existe reconocimiento del patégeno por parte del
producto del gen de resistencia (R) y activacion de las defensas inducibles (respuesta
incompatible o avirulenta) o cuando, adn sin reconocimiento del patégeno, actuan las
defensas basales. La produccidn menor y transitoria de ROS también se produce cuando el
patégeno evade las defensas mediante factores virulentos (respuesta compatible)
produciendo la enfermedad del tejido. Asi pues, la produccidon masiva y sostenida de ROS
asociada al establecimiento de las defensas sugiere que estas ROS tienen un papel
importante en la defensa de la planta al ataque de patdégenos.
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Figura 1: Esquema de la produccion bifasica de ROS en respuesta a patégenos.

El presente articulo pretende llevar a cabo una recapitulacion del papel que juegan las
ROS en la respuesta contra patégenos, haciendo hincapié en los mecanismos que
contribuyen a la acumulacién de ROS, sus funciones y la interaccion con otras moléculas
dentro del entramado de sefiales que gobiernan la respuesta a patégenos y otras respuestas
al entorno ambiental.



Mecanismos de produccidn y detoxificacidon de especies reactivas de
oxigeno

La alta reactividad de las ROS determina que tengan en general una vida sumamente
corta y que atraviesen con dificultad las membranas de la célula [1] . Ello hace que la
funcion reguladora de las ROS venga definida por el balance produccién/detoxificacion y por
su compartimentacién [4] . La acumulaciéon de estas especies de oxigeno en diferentes
compartimentos de la célula contribuye a limitar su efecto deletéreo de las mismas y permite
que la funcién especifica de las mismas se realice de manera controlada.

Los principales derivados del oxigeno detectados en la respuesta contra patégenos son el
anion superoxido (02 - ) y el peroxido de hidrégeno (H202 ), y son producidos de manera
caracteristica fuera de la membrana plasmatica de las células vegetales (apoplasto) [5, 6] .
Mediante el uso de inhibidores especificos, dos mecanismos enzimaticos se han postulado
como los responsables mas probables de esta produccion de ROS en el apoplasto. Estudios
genéticos recientes han demostrado que la NADPH oxidasa localizada en la membrana
plasmética se considera como la principal fuente de ROS en respuesta a varios patégenos [7,
8] . Este enzima es similar al sistema enzimatico que produce superéxido en las células
fagociticas animales [9] . En plantas, lo mismo que en animales, existe una familia génica de
estas oxidasas (llamadas Rboh , Respiratory burst oxidase homologs ), al igual que una
familia génica de GTPasas rac/rop reguladoras de la actividad de la enzima [10] . Ello sugiere
que diferentes miembros de esta familia de oxidasas puedan mediar la produccion de ROS en
diferentes situaciones, no sdélo ante la accion de patégenos sino también en otras respuestas
al entorno, asi como en procesos del desarrollo. También peroxidasas de la pared celular
pueden contribuir a la produccion apoplastica de ROS en algunas interacciones planta-
patégeno [11] . Estudios detallados con inhibidores indican que ambos mecanismos
enzimaticos pueden producir ROS en diferentes contextos espacio/temporales [12] , lo cual
sugiere una diferencia funcional entre las diferentes localizaciones de ROS producidas fuera
de la célula vegetal.

Aunque la produccién de ROS ocurre principalmente en el apoplasto, existen otros
compartimentos celulares donde se acumulan ROS que pueden influir en la respuesta planta-
patégeno. Niveles elevados de ROS se producen como resultado de anomalias en la
transferencia de energia en la cadena respiratoria de la mitocondria, pero sobretodo
asociadas a fotosintesis y fotorespiracion en los cloroplastos y peroxisomas de la célula
vegetal [2, 13] . Aparte de O2 - y H2 O2 , otras formas sumamente reactivas se producen en
estos compartimentos, como el radical hidroxilo (OH - ) y el oxigeno singlete ( 1 O2 ), que
pueden influir sobremanera en la homeostasis celular. La importancia de estas fuentes de
ROS viene indicada por la necesidad de luz para que la progresion de la muerte celular en la
respuesta a patdégenos avirulentos [14] .

Existen ademas diferentes sistemas de detoxificacion de ROS incluyendo ascorbato
peroxidasas, glutacion, superdoxido dismutasas y catalasas que mantienen la homeostasis de
ROS en diferentes compartimentos de la célula vegetal [4] . Estos enzimas ademas de
contribuir a restringir el dafio de las ROS ayudan a precisar el lugar de accidon de las
cascadas de sefiales de transduccion derivadas de los ROS. La regulacion diferencial de estos
sistemas, mediada en parte por la hormona vegetal acido salicilico (SA), contribuye a
incrementar el nivel de ROS y la activacion de las defensas en respuesta a la infeccién [15,
16] . Asi pues, los diferentes sistemas de produccion y detoxificacion de ROS en los distintos
compartimentos de la célula vegetal hacen posible controlar los niveles locales de ROS,
contribuyendo a sus propiedades como sefales reguladoras para activar las defensas de
forma precisa y controlada.



Funcién de las especies reactivas de oxigeno en la respuesta contra
patégenos

La correlaciéon entre la acumulacion ROS y el establecimiento de las defensas, sugiere que
estas ROS podrian tener una funcién téxica directa sobre los patégenos , o sobre las células
en contacto directo con ellos. Sin embargo, las evidencias indican que las ROS actdan como
sefiales orquestando el establecimiento de la reaccion de defensa a nivel de la expresion
génica o el fortalecimiento de la pared celular via entrecruzamiento de proteinas de la pared
[3, 6, 17] . Se ha postulado ademas que las ROS participan en la induccién de muerte celular
programada en el sitio de infeccidén que recibe el nombre de respuesta hipersensible (HR, del
inglés hypersensitive response), que contribuiria a limitar la diseminacién de los agentes
infectivos [18] . Sin embargo, gran parte de estos estudios se han realizado en cultivos de
células vegetales en combinacidn con el uso de inhibidores quimicos que han de ser
verificados mediante aproximaciones genéticas.

El analisis de lineas mutantes de Arabidopsis thaliana o antisentido de Nicotiana
benthamiana , en los genes Rboh de la NADPH oxidasa muestra que este enzima es el
responsable de la produccion de ROS en respuesta a varios hongos y bacterias patogenos [7,
8] . Sin embargo, la ausencia de ROS tiene diferentes efectos en el crecimiento de patégenos
y la HR. Mientras que las lineas antisentido de Nicotiana muestran reducciéon en la HR y
mayor crecimiento de hongos patogenos [8] , los mutantes de Arabidopsis muestran también
reducida HR en respuesta a bacteria avirulenta pero no diferencias en el crecimiento de la
bacteria [7] . Por otro lado estos mismos mutantes de Arabidopsis poseen mayor muerte
celular asociada con un menor crecimiento de una cepa del oomiceto Hyaloperonospora
parasitica . Asi pues las ROS generadas por el mismo enzima pueden tener funciones
opuestas en diferentes interacciones planta-patégeno siendo en algunos casos reguladores
positivos de la reaccion de defensa y muerte celular, mientras que en otros casos actUan
como reguladores negativos. Asi mismo, el hecho de que dobles mutantes en los genes Rboh
muestren un fenotipo acentuado en comparacion a los mutantes individuales [7] demuestra
la existencia de cierto solapamiento funcional dentro de la familia de las Rboh-NADPH
oxidasas.
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Figura 2: Produccibn de ROS y muerte celular en respuesta a diferentes patégenos.
Tinciones de diaminobenzidina (arriba) que detecta H 2 O 2 y de azul de tripano (abajo) que indica muerte
celular sobre hojas de Arabidopsis infectadas con diferentes patdgenos: A. La bacteria Pseudomonas syringae
cepa DC3000 con (izquierda) y sin (centro) el factor de avirulencia aviRpm21 reconocipo por el producto del
gen de resistencia Rpm1l , 6 horas tras la inoculacién. B. Cepa avirulenta del oomiceto Hyaloperonospora
parasitica 3 dias tras la inoculacién C. Hongo necrotrofico Botrytis cinerea , 2 dias tras la inoculacion.



Se ha propuesto que las ROS, en combinacién con el acido salicilico, puedan ser las
moléculas mediadoras del establecimiento de defensas sistémicas o SAR (del inglés systemic
acquired resistance) que actian a distancia del lugar de interaccion del patégeno [19] . La
rapida produccion de ROS y la capacidad de difusion del H202 a través de membranas ha
hecho pensar que esta molécula pudiera actuar como segundo mensajero intra o intercelular
[3, 6] . Asimismo las ROS podrian afectar la funcion de NPR1, un mediador clave de las
respuestas sistémicas, modificando el estado de oxido-reduccién de esta proteina [20] . Sin
embargo, aunque el H202 puede mediar la acumulacion de marcadores de defensa lejos del
sitio inicial de infeccion, estudios con inhibidores muestran que es poco probable que el H202
sea la sefal que se transloca [21, 22] .

Aunque la acumulacién de ROS se correlaciona normalmente con el establecimiento de
las respuestas de resistencia a la enfermedad, algunos organismos patégenos pueden salir
beneficiados de la acumulacién de ROS e incluso se postula que inducirian su produccion con
este proposito. Es, por ejemplo, el caso de algunos necrétrofos que estimularian la
acumulacion de ROS modificando los sistemas antioxidantes de los peroxisomas para inducir
mayor muerte celular que favoreceria la diseminacion de la infeccion [23, 24] . En
consecuencia, las ROS son producidas como mediadores de la respuesta de defensa,
teniendo en algunos casos propiedades totalmente opuestas segun los diferentes sistemas
planta-patégeno.

Interaccién con otras seriales

SA y el 6xido nitrico (NO, del inglés nitric oxide ) son otros importantes reguladores de la
respuesta contra organismos patdégenos. La interaccion con estas u otras sefales puede
explicar las funciones divergentes de las ROS en las respuestas de defensa. El Acido Salicilico
(SA) esta involucrado en las respuestas de defensa al ataque de patdégenos, local y sistémica
[19] . Se ha documentado el sinergismo entre ROS y SA en la regulaciéon de la HR y en el
establecimiento de las defensas sistémicas [25] Las ROS estimulan la sintesis de SA [26] vy
SA a su vez contribuiria a aumentar los niveles de ROS al inhibir diversos sistemas de
detoxificacion de ROS [16]. Sin embargo, ambas sefiales tienen efectos opuestos en la
regulacion de la expansion de la muerte celular en los margenes de la HR inducida por el
patégeno [10]. Mientras que el SA es un regulador positivo, las ROS producidas por la
NADPH oxidasa son reguladores negativos de esta muerte celular alrededor de la HR. Esto es
muestra de las diferentes funciones de las ROS en diversos contextos espaciales y
temporales en relacidén con otras sefiales reguladoras. De manera similar, SA y la hormona
acido jasmonico muestran una relacion sinérgica o antagodnica dependiendo de sus
concentraciones, el sinergismo llevando a la acumulacién de ROS [27].

NO es otro derivado de oxigeno producido en respuesta al ataque de patégenos [28, 29] .
Estudios citolégicos muestran que ROS y NO son producidas en el margen de las lesiones
[30] . Ambas sefiales regulan la acumulacion de la otra y actuan conjuntamente en la
regulacion de la muerte celular en respuesta a patdgenos [31]. Resulta significativo que
también ROS y NO colaboran en el cierre de estomas inducido por la hormona vegetal acido
abscisico [32] , sugiriendo que la interacciéon entre estas dos sefiales modula varias
respuestas fisioldgicas.

Estudios con inhibidores en cultivos de células vegetales en los afios 90 pusieron las
bases de la importancia de procesos de fosforilacion asi como el requerimiento de la
activacion de canales de Ca 2+ para activar la produccién de ROS [33, 34] . Aproximaciones
genéticas mas recientes han confirmado el papel de la fosforilacion en la regulaciéon de la
produccién de ROS [8, 35] . Por su parte Ca 2+ es capaz de activar directamente la Rboh-
NADPH oxidasa in vitro [36] . Esta proteina posee 2 dominios de unién de Ca 2+ ,
denominados manos de Ca 2+ , en la regiéon N-terminal [10] . Por otro lado, las ROS son
necesarias para inducir la entrada de Ca 2+ en la célula vegetal tras la induccién con
patégenos [37] . En consecuencia, el flujo de Ca 2+ parece actuar tanto aguas arriba como
aguas abajo de la acumulacién de ROS en la cascada de sefiales en respuesta a patdgenos.



Esta compleja interrelacion entre ROS y Ca 2+ ocurre también en otros procesos
fisiolégicos. Por ejemplo, en el cierre de estomas, ROS funciona como un intermediario del
acido abscisico mediante la activacion de canales de Ca 2+ en las células de la guarda [38] .
Cabe sefialar que las mismas proteinas Rboh responsables de la produccion de ROS en
respuesta a patdégenos median la activacion de los canales de Ca 2+ en los estomas [39] ,
indicando que las mismas NADPH oxidasas regulan diferentes funciones dependientes de
ROS en distintos contextos fisiolégicos. Asi pues, las ROS producidas ante el ataque de
patdégenos y otros factores ambientales o del desarrollo forman parte de una compleja red de
sefiales que median la respuesta a patdgenos asi como otras respuestas al entorno.
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Figura 3. Produccién de ROS y funciones en la respuesta a patégenos.

Conclusiones finales

La rapida produccion de ROS en el apoplasto en respuesta al ataque de patégenos
coordina el establecimiento de diferentes barreras defensivas contra los patégenos. La
NAPDH oxidasa se perfila como el principal mecanismo de produccién y fuente de la
especificidad de accion de las ROS en diversas respuestas fisiolégicas, aunque también
contribuyen alteraciones en el balance de diferentes mecanismos de producciéon y
detoxificacion de ROS en otros compartimentos de la célula. Diversos estudios muestran que
las ROS desempefian muy diferentes funciones, a veces opuestas, formando parte de
complejos sistemas de transducciéon de sefiales que median diversas respuestas al entorno o
que regulan procesos del desarrollo. Sin embargo quedan aun muchas preguntas sin
respuesta en el camino para entender el papel de las ROS en los multiples procesos
fisiologicos en que estan involucradas. La funcidon definida de las ROS producidas por
diferentes sistemas y el flujo de informacién entre los diferentes compartimentos donde se
acumulan, la interaccion con otras sefiales o los mecanismos de accion de las ROS son
algunos retos estimulantes en el camino para conocer el papel de las ROS en la respuesta
contra patégenos y en otras muchas funciones mediadas por estas sefiales en las plantas.
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