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Abstract

The exposure of plants to unfavorable environmental conditions (abiotic stress) affecting thier
development by increasing the generation of reactive oxygen species (ROS), that can be capable to affect
cellular functions. However, plants have enzymes and derived from secondary metabolism compounds
that can act synergistically for prevent oxidative damage. This system can contribute to prevent low
production yields affectations under abiotic stress in crops with economic and nutrimental interest as
chickpea (Cicer arietinum). Given the importance of this crop in Mexico and the constant change on
field conditions; this review proposes a general overview of the scientific work in order to understand
the antioxidant response on chickpea crop.

10 Introduccidn

La exposicion de las plantas a condiciones ambientales desfavorables es decir a estrés abidtico como
temperaturas extremas, metales pesados, sequia, limitacion en la disponibilidad de agua, contaminantes
en el aire, deficiencias nutrimentales o estrés salino genera estrés en las plantas. El efecto primario del
estrés abidtico es el desbalance hiperosmético, que da como resultado la acumulacion de especies
reactivas del oxigeno ROS (por Reactive Oxygen Species) que en altas concentraciones resultan dafiinas
(Ahmad et al., 2009) afectando las funciones celulares mediante la oxidacion de proteinas, peroxidacion
de lipidos, dafiando membranas y acidos nucleicos lo cual al final resulta en la muerte celular, debido a
esto, el estrés oxidativo es considerado una de las principales causas en las pérdidas de produccion (Gill
y Tuteja, 2010).

Para protegerse contra los radicales, las plantas pueden responder a un nivel morfoldgico,

anatémico o celular con modificaciones que permiten que la planta para evite el estrés oaumentar su
tolerancia (Sohrabi et al., 2012). A un nivel celular, el sistema antioxidante de las plantas esta formado
principalmente por enzimas como la super oxidodismutasa (SOD), catalasa CAT), polifenol oxidasa
(PPO), peroxidasa (POD) ascorbato peroxidasa (AOX), peroxidasa (POD) reductasa, etc; asi como
metabolitos derivados del metabolismo secundario como el acido ascérbico, compuestos fendlicos,
alcaloides, tocoferoles, etc. (Gill y Tuteja, 2010). Este es el mecanismo mas comun para la
desintoxicacion de los ROS sintetizados durante el estrés. Por ejemplo; la inactivacion del radica H20-
es esencial para la célula, a fin de evitar la inhibicion de enzimas que controlan el ciclo de Calvin en el
cloroplasto, el H202 producido se puede inactivar mediante la enzima CAT (EC 1.11.1.6), POX (EC
1.11.1.7) o mediante su inactivacion por compuestos antioxidantes. (Sohrabi et al., 2012).
La sinergia entre enzimas y compuestos antioxidantes como defensa ante el estrés abidtico ha sido
referenciada en diversos cultivos de importancia econémica y nutrimental como lo reportado por Chang-
Quan y Rui-Chang, (2008) en Trifolium repens L., Pan et al., (2006) en Glycyrrhiza uralensis Fisch,
Zlatev et al., (2006) en Phaseolus vulgaris y Shankar et al., (2016) en (Cicer arietinum).

El garbanzo (Cicer arietinum) un cultivo miembro de la familia fabacea originario de del sureste
de Turquia y Syria. Es de gran importancia a nivel mundial, ya que es una excelente fuente de proteinas
para consumo animal y humano, en especial en paises en vias de desarrollo (Sharma et al., 2013). Ademas
de sus caracteristicas nutrimentales, esta leguminosa, juega un papel importante en la sostenibilidad
agricola, ya que se utiliza como cultivo de rotacion, debido a que permite la fijacion de N2 en el suelo.
Dado que esta planta es cultiva en zonas con problemas agroecologicos severos (Kashiwagi et al., 2015),
es de suma importancia evaluar variedades capaces de tolerar el estrés abidtico, ya sea por medios
fisiolégicos 0 mediante sistemas como el antioxidante endogeno de la planta.
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El presente trabajo se enfoca primordialmente en la revision de los trabajos que han realizado la
evaluacion de la respuesta del sistema antioxidante enzimatico y no enzimatico del cultivo de garbanzo
generadas bajo condiciones de estrés abiotico.

10.1 Generalidades del garbanzo (Cicer arietinum)

El garbanzo (Cicer arietinum) es un cultivo miembro de la familia fabacea que se originé y domestico
hace 12000-10000 afios en la region del sureste de Turquia y areas cercanas de Syria (Aliu et al., 2016).
La evidencia reciente sugiere que esto ocurrié como un evento Unico debido a la distribucion geografica
limitada de las especies silvestres y la baja variacidn genética de la planta ya cultivada. Hace 4000-5000
afios aprox, las formas domesticadas, inicialmente de tipos desi, fueron introducidas al sur de Europa y
al norte de Africa mediante las rutas comerciales hacia el Mediterraneo. Los tipos kabuli llegaron después
(hace 300 afios aprox).

La importancia de Kabul en la ruta de la seda sugiere la introduccion por tierra y el origen de la
palabra 'kabuli'. En el siglo XVI, los viajeros espafioles y portugueses llevaron tipos kabuli al Sur y
América central en el que llegd a ser conocido por su nombre espafiol ‘garbanzo'(Maesen, 1987)

En la actualidad existe una creciente demanda de garbanzos debido a su valor nutricional, para
consumo animal (Bampidis y Christodoulou 2011) y para consumo humano, en las zonas tropicales
semidaridas esta leguminosa es un componente importante de la dieta ya que es considerado un sustituto
de la proteina carnica. Ademas es un producto libre de colesterol y es una buena fuente de fibra dietética,
vitaminas y minerales (Jukanti et al., 2012) (Tabla 10).

Tabla 10 Composicion quimica de algunas leguminosas Leguminosa

Leguminosa Proteina* | Lipidos* | Carbohidratos* | Fibra* | Minerales*
Frijol negro 26.9 1.6 66.9 1.0 3.6
Judia mungo | 26.7 2.3 64 7.2 3.6
Garbanzo 22.7 5.0 66.3 3.0 3.0
Alubias 24.1 1.8 65.2 4.5 4.4
Chicharos 27.4 1.3 66.6 0.9 3.8
Lentejas 28.6 0.8 67.3 0.8 2.4
Chicharo seco | 25.7 1.6 68.6 1.6 3.0

*Cantidades expresadas en porcentaje (%) b.s. Fuente: tomado de (Vélez-Ruiz y F, 2013)

Dada su importancia nutrimental, hoy en dia el cultivo de garbanzo esta ampliamente distribuido
en todo el mundo, sin embargo, la mayor parte se produce en entornos donde las condiciones no siempre
resultan favorables como (a) Sistemas de suelos hiimedos en el sur de Asia, (b) precipitaciones intensas
durante la temporada en el Mediterraneo, (c) arenas alcalinas en el norte de la India (d) suelos aluviales
en el noroeste de la India y Nepal y (e) poca retencién de humedad en los suelos de Australia (Kashiwagi
etal., 2015).

Aunado a esto, los constantes cambios climaticos actuales intensifican los eventos que
desencadenan el estrés abiotico en las plantas, afectando el rendimiento final (Leport et al., 2006)(Wang
et al., 2006). Si bien el componente climatico no es el Unico factor involucrado en el desarrollo del cultivo
de garbanzo, se ha reportado que el estrés generado estos factores abidticos afecta la floracion y el llenado
de semillas, generando una pérdida importante en la produccion final del cultivo (Mohammadi et al.,
2011).
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10.2 Produccion y dafios producidos por ROS

Cuando las plantas son sometidas a estrés por factores abidticos ambientales (sequia, luminosidad,
temperatura, salinidad y metales) suceden cambios que afectan su desarrollo estructural, fisiolégico y
procesos bioquimicos (Ahmad et al., 2010). EIl efecto primario del estrés, es la ruptura del balance
osmético que desencadena la generacion de especies reactivas del oxigeno (ROS) que son un grupo de
radicales libres, iones moléculas y moléculas reactivas que incluyen el oxigeno singulete (*O2), radicales
superdxido (O2"") y peroxido de hidrogeno (H202), por mencionar algunos (Tabla 10.1) (Roldan-Arjona
y Ariza 2009).

Tabla 10.1 Principales especies reactivas del oxigeno en plantas

ROS T1/2 Fuentes Modo de accién Reaccion con DNA | Reaccidn con proteina
Superoxido 1-4 us Membranas Reacciona con complejos | Muy baja Con el centro Fe
(o7 cloroplastos que contiene dobles enlaces

mitocondria como proteinas Fe-S
Radial 1us Membranas Extremadamente  reactivo | Rapida Rapida
hidroxilo cloroplastos con todas las biomoléculas
(OHY) mitocondria
Per6xido de | 1ms Membranas Oxida proteinas y formas de | baja Ataca residuos Cys
hidrogeno cloroplastos OH via O
(H202) mitocondria

peroxisomas
Oxigeno 1-4ps Membranas Oxida proteinas PUFAs y | Reacciona con | Ataca residuos de Trp,
singulete cloroplastos ADN residuos G Tyr, Mety Cys
(*02) mitocondria

Fuente: Adaptado de Kaushik y Roychoudhury (2014)

Se ha estimado que cerca del 1% del oxigeno consumido por las plantas se transforma en ROS
en varios compartimentos de la célula vegetal, no obstante, aun cuando estas moléculas juegan un papel
beneficioso (en bajas concentraciones actian como segundo mensajero en la sefializacion) (Choudhury
et al., 2013; Sharma et al., 2012), en altas concentraciones causan dafios en proteinas, lipidos, proteinas,
carbohidratos y DNA (Figura 10) que culmina en la muerte celular (Ahmad et al., 2009).

Figura 10 Dafios provocados por ROS en células vegetales
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Las principales moléculas atacadas por las especies reactivas son los lipidos y las proteinas y
algunos carbohidratos libres. Los lipidos vegetales incluyen grasas, ceras, esteroides, fosfolipidos,
hidrocarburos &cidos grasos libres y lipidos de membrana constituyen un componente quimico
importante de todas las membranas celulares y estan representados principalmente por fosfolipidos (la
més abundante) y esteroles (en particular, estigmasterol) (Anjum et al., 2015). La peroxidacién de los
lipidos (POL) es considerado como el proceso mas dafino generado en los tejidos vivos, ya que se asocia
a la oxidacién lipidica y con la programacion de la muerte celular (Farmer y Mueller 2013). De hecho,
la medicion de los derivados de la peroxidacion lipidica resulta ser un indicador confiable de la presencia
de ROS (Figura 10.1). Durante la POL, los productos se forman a partir de precursores de acidos grasos
poliinsaturados dando como resultado incluyen pequefios fragmentos de hidrocarburos tales como
cetonas, malonaldehido (MDA) y compuestos relacionados con ellos, estas moléculas son altamente
reactivas (Gill y Tuteja 2010) iniciando la cadena de oxidacion de otros lipidos o bien dafios a otras
macromoléculas como las proteinas.

Figura 10.1 Generacion de lipoperdxidos
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Fuente: (Mimica-Dukic¢ et al., 2012)

La oxidacion de proteinas se define como la modificacion covalente inducida por los ROS o
subproductos del estrés oxidativo. La mayoria de los tipos de oxidaciones de proteinas son esencialmente
irreversible, mientras que, algunas pocas que involucran aminoacidos que contienen azufre son
reversibles (Ahmad et al., 2010). La oxidacion proteica puede utilizarse como marcador para diagnosticar
el estrés en plantas, el dafio mas comun es dado a los residuos Cys, Met, Arg, Pro y Trp, (Mgller et al.,
2007), a las formas mtADN nADN o bien con la formacion de complejos con productos derivados de la
oxidacion de lipidos generando modificaciones del ADN o conduciendo a cambios en la metilacién de
las citosinas, lo cual, es importante para la regulacion de la expresion génica (Ahmad et al., 2009).

En el caso de la oxidacion de los carbohidratos, resulta menor en comparacion con la oxidacion
de lipidos y proteinas, generalmente los polisacaridos de la pared celular, azucares y polioles son
susceptibles a la oxidacion mediante radicales HO * cuya accion esté involucrada en la debilitacion de la
pared celular durante la maduracion y senecencia de las frutas (Maller et al., 2007).
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Para aliviar el exceso de ROS, las plantas han desarrollado diversos mecanismos que incluyen
antioxidantes de caracter enzimatico (Gill y Tuteja 2010) y no enzimatico que son derivados del
metabolismo secundario de la plantas, entre los que se destaca los compuestos polifenolicos, carotenoides
y diversos acidos organicos (Wanasundara y Shahidi 2005).

10.3 Sistema antioxidante

Los antioxidantes (enzimaticos y no enzimaticos) juegan un rol critico en la eliminacion de ROS y su
actividad generalmente se correlaciona con la defensa ante el estrés abiotico y el desarrollo de las plantas.
La supervivencia en el medio ambiente requiere de un estado redox estable, que necesita vias
antioxidantes eficaces para restaurar el balance de la produccion de ROS y el estado homeostético celular,
previniendo asi la muerte de la misma (Choudhury et al., 2013). Los antioxidantes mas comunes y la
forma en la que contribuyen a la inactivacion de moléculas reactivas son mencionados en la Tabla 10.2.

Tabla 10.2 Diferentes antioxidantes con capacidad de inactivar ROS

Antioxidante cddigo Mayor reaccidn catalizada Sitio de reaccion
SOD (superoxido dismutasa) EC1.1511 | 20, +2H* >H,0, +0, Chl, Cyt, Apo, Mit, Per
CAT (catalase) EC11116 | H,0,>+H,0,+ 10, Per, Chl, Mit
APX (ascorbate peroxidasa) EC 1.11.1.11 | H,0, +2AsA—2H,0+2MDHA Chl, Cyt, Apo, Mit, Per
pggj';g;) (monodehidro  ascorbato | EC 1.6.5.4 NADH+H* + 2MDHA—> 2AsA"NADP" | Chl, Cyt, Mit
DHAR (Dehidroascorbato reductasa) EC1.8.5.1 DHA+2GSH — AsA+GSSG Chl, Cyt, Mit
GR (glutathione reductase) EC16.4.2 NADPH+H* +GSSG—> 2GSH+ NADP* Chl, Mit, Cyt
GPX (glutathione peroxidasa) EC1.11.1.9 2GSH+ROOH(H,0, ) — GSSG+ Cyt, Mit
ROH +H,0(2H,0)
GST (glutathione transferase) EC25.1.18 H,0, +2GSH — 2H,0+ GSSG+ RX Chl, Cyt, Mit
+GSH—>HX+GS-R
ASA - inactivaQ,”,H,0,,' O, Chl, Cyt, Apo, Mit, Per
GSH - inactivaH,0,,0He,* O, Chl, Cyt, Apo, Mit, Per
POD (EC 1.11.1.7) | 2RH+H,0, -»2Re+2H,0 Membranas
PPX EC1.14.18.1
Compuestos polifenolicos - ROO« +PhOH—ROOH+PhO - -
Tocoferoles - inactiva'O,,OHe, ROO,ROOH Membrana

Chl cloroplastos, Cyt: citosol, Mit mitochondria, PhOH: antioxidante fendlico Apo: apoplasto, Per: peroxisome, R: pueden
ser grupos alifaticos aromaticos o hereociclicos, X: pueden ser grupos sulfato nitrito o haluro
Fuente: Hasanuzzaman et al., (2012); Awad et al., (2011); Amahad et al., (2010); Almagro et al., (2009)

10.4 Inactivacion de ROS

Cada enzima y/o metabolito secundario actia de manera distinta al captar, o inactivar radicales libres, un
antioxidante se define como una sustancia o compuesto que cuando se encuentra en baja concentracion
en comparacion con un sustrato oxidable, es capaz de retrasar o detener las reacciones de oxidacion, ya
sea en sistemas bioldgicos o no bioldgicos susceptibles de sufrir dafios por esa causa (Moon y Shibamoto
2009).
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Uno de los principales antioxidantes presentes en las plantas son los compuestos polifendlicos
que constituyen el grupo de metabolitos secundarios mas abundantes en las plantas sus propiedades
antioxidantes estan relacionadas con su estructura quimica como los anillos fendlicos, enlaces de
hidrogeno y resonancia, mismas que pueden facilitar la captacion de radicales peréxido (ROQ®) en
moléculas mas estables (Wanasundara y Shahidi 2005), su habilidad para donar hidrogeno o electrones,
asi como por la habilidad del radical polifenolico de estabilizar y deslocalizar el electron impar (ruptura
de cadena de oxidacién) (Ahmad et al., 2010), es decir; la donacidn de un atomo de Hidrogeno al radical
peroxi formando un radical peroxido, el radical nuevo exhibe menor energia lo que asegura su menor
reactividad para catalizar la oxidacién de otras moléculas, este nuevo radical es estabilizado mediante la
delocalizacion del electron impar proximo al anillo fenélico para formar un hibrido de resonancia estable
(Figura 10.2). A este tipo de mecanismo se le conoce como “ruptura de la cadena de oxidacion” (Ahmad
et al., 2010).

Tabla 10.2 Hibridos con resonancia estable de derivados de antioxidante fendlicos
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Fuente: (Shahidi, 2005)

Aquellos antioxidantes que no interrumpen directamente la cadena de oxidacion son conocidos
como antioxidantes secundarios y pueden actuar mediante otros mecanismos como la quelacion de iones
metalicos, oxigeno, descomposicion de hidroperoxidos, absorbiendo radiacion UV y desactivando el
oxigeno singulete En esta clasificacion encontramos a las enzimas antioxidantes que comprenden la
superdxido dismutasa (SOD) que descompone O2° a Oz y H>O. que se oxida después a oxigeno
molecular y H20 por peroxidasas (POX), catalasa (CAT) y enzimas de la ruta ascorbato-glutation, tales
como ascorbato peroxidasa (APX) y la glutation reductasa (GR) (Ardic et al., 2009) que acttan al
inactivar el radical H2O. presente en los cloroplastos y mitocondrias. Los otros antioxidantes
enzimaticos, catalasa (CAT) y peroxidasa (POX), son capaces de eliminar H20», neutralizar o eliminar
los radicales y oxintermedios libres tal como se muestra en la Tabla 10.3 (Jaleel et al., 2009).

El sistema de defensa antioxidante, actla de manera sinergistica para controlar la de oxidacion y
asi proteger a las células vegetales (Gill y Tuteja 2010) Estos sistemas se encuentran en casi todos los
compartimentos celulares, lo que demuestra la importancia de la desintoxicacién de los ROS para la
supervivencia celular (Hasanuzzaman et al., 2012). Una vez que las plantas se someten a factores que
generan ROS, las células vegetales reaccionan de distinta manera dependiendo del factor de estrés,
tiempo de exposicion, variedad genetica y periodos previos (Mgller et al., 2007). Si bien la evaluacion
de cultivos durante periodos o factores de estrés es algo bien documentado (Jenks, 2007), la descripcion
de la respuesta antioxidante después de periodos de estrés abiotico es algo poco estudiado, en el cultivo
de garbanzo, ya que la mayor parte de las investigaciones relativas a este tipo de estrés se centra en la
busqueda de marcadores genéticos o en la fisiologia y rendimiento del cultivo (Peng et al., 2009; Molina
et al., 2008; Leport et al., 2006; Srinivasan et al., 1999).
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En los trabajo de investigacion donde se evalla la respuesta antioxidante ante el estrés abidtico,
generalmente se busca la actividad enzimatica y la produccion de MDA como indice de oxidacion, la
comprension de estas respuestas en el cultivo de garbanzo bajo factores de estrés abidtico, puede ayudar
en la comprension global de la tolerancia del cultivo ante dichos factores o bien contribuir al monitoreo
y control previo al estrés, ya que los cambios en la produccion de ROS vy la respuesta antioxidante son
detectables antes de identificar cualquier cambio morfoldgico a nivel visual (Nazari et al., 2012).

10.5 Sistema antioxidante de (Cicer arietinum) bajo condiciones de estrés

La sequia, salinidad, frio y altas temperaturas son considerados los mayores factores de estrés abidtico
(Grant, 2012), sin embargo existen otros factores como metales pesados, aleloquimicos (herbicidas ) y
exposicion a rayos UV que pueden generar estrés (EI-Soud et al., 2013; Gunes et al., 2009). La sequia y
la salinidad son los factores abi6ticos mas estudiados en el cultivo de garbanzo debido a que la mayor
parte de la produccion mundial se cultiva en regiones semiaridas (Sohrabi et al., 2012). Si bien los
trabajos sobre la identificacion de variedades tolerantes a factores abidticos en garbanzo son abundantes,
la mayoria se enfoca en la identificacion de marcadores genéticos (Sharma et al., 2013), dejando la
busqueda de la actividad antioxidante enzimética y no enzimatica como un método mas sencillo y menos
costoso para lograr dicha identificacion.

10.6 Sequia

En el trabajo reportado por Mohammadi et al., (2011) se evaluaron tres variedades de garbanzo (Jam,
ILC 482 y Bivanij), bajo condiciones de estrés por sequia con la adicion de selenio. Para la actividad
SOD se reporta un incremento de actividad de 709 u/g proteina a 1127 u/g proteina, no se reporta
diferencia entre variedades pero si entre la adicion de selenio, en cuanto a la actividad la actividad CAT
reporta un incremento de 59.95 u/g proteina al03.84 p/g proteina, al igual que la actividad SOD no
reporta interaccion respecto a las variedades. La actividad GPX se distingue el incremento de la actividad
en condiciones de sequia e interacciones entre la adicion de selenio, siendo la variedad Bivaniji y Jam
las que reportan mejor actividad. Si bien este trabajo no reporta compuestos no enzimaticos, si refiere el
incremento de la producciéon de MDA (derivado de la oxidacién lipidica), como indicativo principal de
las variedades tolerantes. Por su parte Pradeep et al. (2011) evaluaron, las variedades Tyson, ICC 4958,
JG 315 y DCP 92-3 con tratamiento de estrés por sequia con la adicién de acido salicilico (AS), durante
dos estadios criticos distintos (pre y post antesis). En este trabajo se observé reduccién de las lesiones
relativas a la oxidacion en las plantas sometidas al estrés tratadas con AS a 1,5 mM en comparacion con
las plantas control. La actividad POL, CAT, POX, SOD, y APX, fue diferente entre variedades de
garbanzo y entre los periodos de estrés. Las variedades identificadas como tolerantes fueron Tyson e
ICC-4958. Adicionalmente, se indica la posible eficiencia superior de la actividad POX comparada con
la actividad CAT en la detoxificacion del radical H202, asi como la interaccion positiva de la actividad
SOD con la adicion de AS.

10.7 Salinidad

Rasool et al., (2013) evalud ocho variedades de garbanzo en distintos niveles de salinidad, ElI aumento
de la concentracion de sal aumenta la actividad de las enzimas antioxidantes como la SOD, CAT, APX
y GR en todos los genotipos de garbanzo. Sin embargo, no se observan los mismos cambios en todas las
variedades con actividad méaxima en las variedades SKUA-06 y SKUA- 07. Aunado a esto, se analizaron
los genotipos de variedades tolerantes y sensibles a la sal, mediante PCR en tiempo real, que reveld que
la expresion de los genes de SOD, APX y CAT se increment6 en presencia de NaCl en las variedades
tolerante.
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10.8 Temperatura

Kaushal et al., (2011) evaluaron tratamientos de estrés por temperatura, con la adicion de prolina, en la
variedad GPF2, en este estudio demostraron que las plantas que crecen en la presencia de prolina
adicionada acumulando hasta 63 mmol g (base seca), mostraron menos dafio a las membranas, ademas,
observo una mejora significativa en las actividades de las enzimas del metabolismo del carbono, y en
SOD, CAT, APX, asi como en el &cido ascdrbico, glutationa y prolina, no obstante el aumento de la
actividad solo se observé a 40/35 °C, ya que a mayores temperaturas 45/40 °C se mostro una disminucion
en comparacion con los controles, los autores atribuyen dicha respuesta, pude deberse a la
desnaturalizacion por la temperatura. Caso contrario se observo con la produccion de MDA cuyo valor
se vio disminuido aun a altas temperaturas en parte por la prolina afiadida.

En el caso de estrés provocado por frio Kaur et al., (2009) evaluaron ocho variedades de garbanzo
ICCV 96029, ICCV 96030, 5008, 5012, 5014, 5018,5039 y 5078 ante bajas temperaturas durante la etapa
reproductiva demostrando que la actividad enzimatica CAT, GSH y GR aumento considerablemente en
las variedades tolerantes. La actividad GR fue mayor en las paredes de lineas tolerantes puede deberse a
un aumento de la translocacion de GSH de las paredes a las semillas, que podrian contribuir a aumentar
la quelacion de los ROS, proporcionando tolerancia a la pared de las vainas contra las bajas temperaturas.
En comparacion con los controles, también se detectd que las actividades especificas CAT y APX son
mayores en las paredes de las variedades tolerantes. Existen otros trabajos como el reportado por Erdal
etal., (2015), donde ademas de las enzimas comunmente identificadas (SOD,APX CAT y GR), se evallo
la respuesta de la enzima guaiacol peroxidasa (GPX) y la AOX denominada oxidasa alternativa, (la cual
se siguiere que se activa solo en condiciones de estrés) y algunos compuestos antioxidantes como el acido
ascorbico y la glutationa, en semillas de garbanzo variedad Miifitbey tratadas con acido
salicilhidroxamico(SHAM) piruvato y antimicina A durante el estrés por frio. El estrés por frio aumento
notablemente la actividad de las enzimas antioxidantes en comparacion con el control. La adicion de
piruvato y antimicina aumentaron significativamente la actividad antioxidante, disminuyendo en las
semillas tratadas con SHAM. De igual manera los niveles de POL se redujeron significativamente en
presencia de piruvato y antimicina A, aumentando en el tratamiento de SHAM.

10.9 Otros

Ardic et al., (2009) evaluaron la respuesta antioxidante en las variedades Kiismen y Gokce ante el estrés
provocado por Boro (B). En el estudio se encontraron aumentos significativos en la actividad SOD total
en los brotes de ambas variedades en dosis de 1,6 y 6,4 mm de B, exhibiendo bandas de actividad,
identificados como MnSOD y Cu/ZnSOD, (mitocondrial y cobre/zinc dependiente) En comparacion con
el grupo de control, todas las actividades de enzimas (excepto APX y SOD) disminuyeron con 1,6 mm
de B. la actividad GR disminuyd, mientras que las actividades de CAT, POX y APX no cambiaron con
6,4 mm B para la variedad Kusmen. Por otra parte, las actividades de CAT, APX y SOD aumentaron en
la variedad Gokce a ambos niveles de B. Ademas, la peroxidacion lipidica fue mayor en Kiismen que
en Gokce, lo que indica mas dafio que la variedad Gokce es més tolerante que Kismen ante el estrés
generado por B, dado que su sistema antioxidantes actGa disminuyendo la produccion de MDA
protegiendo a las membranas. En el trabajo realizado por Ceylan et al., (2013), probaron la adicion de
coronatina (COR) ante el estrés osmdtico generado por polietilenglicol (PEG), temperatura y la
combinacion de ambos factores en la raiz de la variedad ICC 4958. En este estudio se destaca el
incremento de la actividad de enzimas quelantes de H2O- en las plantas tratadas con COR bajo estrés por
temperatura, asi como de las enzimas APX en estrés por PEG y las enzimas CAT y POX en la
combinacion de ambos tipos de estrés. La adicion de COR aumenta la actividad enzimética promoviendo
la disminucion del MDA y del H20 y con ello la proteccion de las membranas.
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Similar a lo realizado por Ceylan et al., (2013), el trabajo de EI-Soud et al., (2013) evalué la
capacidad de la adicion de acido elagico para detener el estrés osmético generado por PEG a (0, -0.2, -
0.4, -0.6 y-0.8 MPa) durante la germinacion de garbanzo. Las pléntulas tratadas mostraron menores
niveles de POL. La (GSH), flavonoides (CAT), (POX), (SOD), y (GR), asi como las enzimas de la via
del &cido shikimico (fenilalanina amonio liasa y la chalcona sintasa) mostraron un notable incremento
con el tratamiento previo de acido elagico en comparacion con plantulas no tratadas, especialmente bajo
estrés osmotico en valores bajos (-0,2 y -0.4MPa). Estos resultados sugieren que el tratamiento con acido
elagico podria conferir una mayor tolerancia de las plantulas de garbanzo a estrés osmotico, a traves de
la reduccion de los niveles de H.O> mediante el aumento de los compuestos antioxidantes y de actividad
enzimatica antioxidante.

10.10 Conclusiones

La mayoria de los trabajos refiere la actividad SOD y CAT seguido del a actividad GR y APX, en cuanto
a los compuestos no enzimaticos son relativamente pocos aquellos estudios que evallan dichos
compuestos en condiciones de estrés. Generalmente los compuestos fenolicos en garbanzo se evaltian en
semilla para calidad tecnolégica, sin embargo la produccién del radical MDA funge como indicativo
confiable de la presencia de dafios por oxidacion en las membranas en los cultivos sujetos a estrés.

Exceptuando el caso del estrés por temperatura alta, donde las enzimas parecen desnaturalizarse,
resulta factible la medicion de la actividad enzimatica como criterio que facilite la identificacion de
variedades tolerantes, ademas, existe la posibilidad de que la adicidn de otros de cofactores como el COR
y el &cido elagico pueden contribuir potencializando la actividad de las enzimas antioxidantes. De manera
natural existen iones y otros compuestos que coadyuvan la catalisis enzimatica, quiza resulte conveniente
evaluar su adicion, dosis y como influye en la respuesta antioxidante ante distintos factores de estrés, a
fin de encontrar nuevos procedimientos que puedan minimizar los dafios oxidativos y con ello garantiza
de cierto modo la produccién agricola de este cultivo.
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