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Introducción

El cambio climático es un 
fenómeno a nivel mundial 
caracterizado por el incremen-
to simultáneo de CO2 y tem-
peratura, lo que afecta consi-
derablemente el metabolismo 
de las plantas, limitando su 
desarrollo y sobrevivencia 
(Rennenberg et al., 2006). El 
estrés por calor en plantas se 
define como el aumento de 
temperatura por encima de un 
nivel tolerable y durante un 
periodo de tiempo suficiente 
para producir daños severos a 
nivel morfológico, fisiológico 
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y bioquímico (Wahid et al., 
2007; Bhatnagar-Mathur et 
al., 2008). Las plantas cuentan 
con sistemas regulatorios para 
múltiples rutas bioquímicas y 
mecanismos defensivos que 
evitan, en lo posible, el daño 
celular por altas temperaturas 
(Apel y Hirt, 2004). A pesar 
de esto, bajo condiciones de 
estrés por calor, muchas enzi-
mas clave de los procesos 
bioquímicos de producción de 
energía, respiración y síntesis 
de proteínas son afectadas 
negativamente (Suzuki y Mitt-
ler, 2006). En consecuencia, 
se producen especies reactivas 

de oxígeno (ERO) como anión 
superóxido (O2

●‑), radical hi-
dróxilo (HO●) y peróxido de 
hidrógeno (H2O2), que en al-
tas concentraciones resultan 
perjudiciales para ácidos nu-
cleicos, lípidos y proteínas, 
comprometiendo la funciona-
lidad celular y por lo tanto la 
productividad de la planta 
(Mittler, 2006).

Las plantas controlan la 
acumulación de las ERO me-
diante la acción del sistema 
antioxidante, compuesto en la 
parte enzimática por superóxi-
do dismutasa (SOD, EC. 
1.15.1.1), catalasa (CAT, EC. 

1.11.1.6) y ascorbato peroxida-
sa (APX, EC. 1.11.1.7), y en la 
parte no-enzimática por gluta-
tión, ascorbato, tocoferol y 
compuestos fenólicos (Ha-
lliwell, 2006). Sin embargo, el 
estrés por calor puede afectar 
las enzimas que componen el 
sistema antioxidante de las 
plantas (Tang et al., 2006), por 
lo que éstas, crecidas en zonas 
donde las temperaturas alcan-
zan los 40°C o más, requieren 
del reforzamiento de este siste-
ma defensivo para contrarres-
tar el estrés oxidativo.

El impacto económico debi-
do a altas temperaturas, mani-
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RESUMEN

Las plantas son vulnerables al estrés por temperatura pro-
vocado por el cambio climático. Bajo estrés por calor, el sis-
tema antioxidante enzimático en plantas presenta inconsisten-
cias para protegerlas de la oxidación, desencadenando una 
serie de procesos oxidativos mediados por especies reactivas 
de oxígeno, que afectan funciones metabólicas y fisiológicas. 
En climas cálidos, resulta indispensable promover la inducción 
del sistema antioxidante enzimático en plantas. En este trabajo 
se evaluó el efecto de la aplicación exógena de oligoglucanos 
(OG), obtenidos por hidrólisis enzimática de paredes celulares 
de Trichoderma harzianum, en la actividad de superóxido dis-

mutasa (SOD), ascorbato peroxidasa (APX) y catalasa (CAT) 
del sistema antioxidante de calabaza zucchini (Cucurbita pepo 
L.) sometidos a condiciones de estrés a 45°C. Los OG se pu-
rificaron mediante cromatografía de exclusión por tamaño y 
de intercambio aniónico. Una fracción purificada de OG de T. 
harzianum indujo incrementos significativos (p≤0,05) en la ac-
tividad de SOD, APX y CAT. Los OG de T. harzianum presen-
tan potencialidad para reducir los efectos del estrés a 45°C en 
cotiledones de calabaza zucchini incrementando la actividad 
del sistema antioxidante enzimático.
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festadas como estrés por calor 
y sequía, generaron daños en 
la agricultura de los EEUU 
valorados en más de 4,2 billo-
nes USD (Mittler, 2006). Ello 
ha motivado investigaciones 
enfocadas a potenciar el siste-
ma antioxidante en plantas, ya 
sea mediante manipulación 
genética (Tang et al., 2006; 
Bhatnagar-Mathur et al., 2008) 
o acondicionamiento térmico 
(Kreslavski et al., 2008). No 
obstante, existe poca informa-
ción de trabajos sobre el forta-
lecimiento del sistema antioxi-
dante a través de la inducción 
exógena utilizando inductores 
de origen fúngico. Estos últi-
mos han sido utilizados para 
fortalecer los sistemas defensi-
vos contra diferentes tipos de 
estrés (Radwan et al., 2006; 
Wahid et al., 2007), destacan-
do la utilización de oligogluca-

nos (OG) derivados de la pared 
fúngica para fortalecer siste-
mas relacionados con el meta-
bolismo de los fenilpropanoi-
des (Nita-Lazar et al., 2004) y 
de proteínas relacionadas con 
la patogénesis (Chivasa et al., 
2006; Shinya et al., 2006).

Los OG han mostrado, en 
diversas especies de plantas, la 
capacidad para inducir la ex-
presión de genes codificantes 
de enzimas del metabolismo 
primario y secundario, tales 
como la gliceraldehído-3-fosfa-
to deshidrogenasa (GAPDH; 
EC. 1.2.1.12; Tanaka et al., 
1982; Laxalt et al., 1996), la 
fenilalanina amonio-liasa 
(PAL; EC. 4.3.1.5; Kombrink y 
Hahlbrock, 1986; Nita‑Lazar et 
al., 2004; Shinya et al., 2006) 
y la enzima 4‑coumarato‑CoA 
ligasa (4CL; EC. 6.2.1.12; 
Kombrink y Hahlbrock, 1986; 

Uhlmann y Ebel, 1993). Los 
OG obtenidos del alga verde 
Ulva spp. fueron capaces de 
incrementar los niveles de ex-
presión de genes codificantes 
de SOD y APX en plantas de 
Medicago truncatula (Cluzet et 
al., 2004). Por ello, en este 
trabajo se evaluó la inducción 
del sistema antioxidante enzi-
mático por efecto de los OG 
obtenidos de paredes celulares 
de Trichoderma harzianum, 
midiendo la actividad de SOD, 
APX y CAT en cotiledones de 
calabaza zucchini bajo estrés a 
45°C.

Materiales y Métodos

Material vegetal

Se obtuvieron plántulas de 
calabaza zucchini (Cucurbita 
pepo L.) cv. ‘Raven’ a partir 

de semillas certificadas (As-
grow®, México) crecidas du-
rante 10 días en cámara de 
crecimiento de plantas a 
25°C, fotoperiodo de 16h luz 
/ 8h oscuridad, intensidad lu-
mínica de 100µmol·m-2·s-1 y 
humedad relativa (HR) de 
80%.

Establecimiento del estrés 
por calor

A quince plántulas de cala-
baza zucchini crecidas bajo 
las condiciones descritas en el 
párrafo anterior se les indujo 
estrés por calor, sometiéndolas 
a 45°C durante 2, 6, 12, 24 y 
48h en ausencia de luz, en 
una cámara de crecimiento de 
plantas con HR >80%. Como 
testigo se utilizaron 15 plántu-
las que fueron mantenidas a 
25°C y en las mismas condi-
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RESUMO

As plantas são vulneráveis ao estrese por temperatura pro-
vocado pela mudança climática. Sob estrese por calor, o sis-
tema antioxidante enzimático em plantas apresenta inconsis-
tências para protegê-las da oxidação, desencadeando uma sé-
rie de processos oxidativos mediados por espécies reativas de 
oxigênio, que afetam funções metabólicas e fisiológicas. Em 
climas cálidos, resulta indispensável promover a indução do 
sistema antioxidante enzimático em plantas. Neste trabalho se 
avaliou o efeito da aplicação exógena de oligoglicanos (OG), 
obtidos por hidrólise enzimática de paredes celulares de Tri-
choderma harzianum, na atividade de superóxido dismutase 

(SOD), ascorbato peroxidase (APX) e catalase (CAT) do sis-
tema antioxidante de abobrinha (Cucurbita pepo L.), subme-
tidos a condições de estresse a 45°C. Os OG se purificaram 
mediante cromatografia de exclusão por tamanho e de inter-
cambio aniônico. Uma fração purificada de OG de T. harzia-
num induziu incrementos significativos (p≤0,05) na atividade 
de SOD, APX e CAT. Os OG de T. harzianum apresentam po-
tencialidade para reduzir os efeitos do estrese a 45°C em co-
tilédones de abobrinha incrementando a atividade do sistema 
antioxidante enzimático.
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SUMMARY

Plants are highly vulnerable to thermal stress due to global 
warming. Under heat stress, the plant enzymatic antioxidant 
system is affected, leading to the beginning of oxidative pro-
cesses by reactive oxygen species that affect metabolic and 
physiological functions. In warm climates it is necessary to in-
duce the plant enzymatic antioxidant system. In this paper, we 
evaluated the effect of the exogenous application of oligoglu-
cans (OG) obtained by an enzymatic hydrolysis of Trichoderma 
harzianum cell-wall, on the enzymatic activities of superoxide 

dismutase (SOD), ascorbate peroxidase (APX) and catalase 
(CAT) in heat-stressed (45°C) zucchini squash (Cucurbita pepo 
L.) cotyledons. Fungal OGs were isolated sequentially using 
size-exclusion and anion-exchange chromatography. One of the 
OG isolated fractions induced a significant (p≤0.05) enhance-
ment of SOD, APX and CAT enzymatic activities. T. harzianum 
OGs exhibited the ability to increase the activity of the enzy-
matic antioxidant system in heat-stressed zucchini cotyledons.
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ciones de HR y luz que las 
plantas estresadas a 45°C.

Marcadores biológicos de 
estrés térmico

Pérdida iónica relativa (PIR). 
La estabilidad de las membra-
nas celulares se determinó me-
diante los valores de PIR, si-
guiendo el método propuesto 
por Friedman y Rot (2006). Se 
colectaron plántulas de calaba-
za con diferentes tiempos de 
estrés (2, 6, 12, 24 y 48h). 
Tres cotiledones (1g) fueron 
cortados de las plántulas, lava-
dos con H2O destilada y colo-
cados en tubo de vidrio con 
tapa de rosca (16×150mm). A 
cada tubo se le adicionó D-
manitol 0,3M (20ml) y se agi-
tó durante 2h en un agitador 
de alícuotas Speci‑Mix 
M26125 (Thermolyne, EEUU). 
Posteriormente, se midió la 
conductividad eléctrica inicial 
(Vi) en la solución, usando un 
conductímetro EC‑METER 
1481-61 (Cole-Palmer, EEUU). 
Inmediatamente, las muestras 
fueron sometidas a 121°C du-
rante 30min y se dejaron en-
friar hasta alcanzar los 25°C 
para medir la conductividad 
eléctrica final (Vf). El nivel de 
PIR se calculó con la ecuación

Producción de H2O2. Para deter-
minar el efecto del estrés por 
calor (45°C) en cotiledones de 
calabaza zucchini, se cuantificó 
el H2O2 acumulado siguiendo el 
método propuesto por Cervilla 
et al. (2007). Tres cotiledones 
(1g) fueron retirados de las plán-
tulas expuestas al estrés por 
calor durante 2, 6, 12, 24 y 48h 
e inmediatamente fueron tritura-
dos en mortero con 10ml de 
buffer de fosfato de potasio 
50mM (pH 6,8) frío, contenien-
do 1% de polivinil pirrolidona 
(PVP). La mezcla se homogeni-
zó durante 30s y se centrifugó a 
7500rpm (Sorval RC, EEUU) 
por 20min a 25°C. Al sobrena-
dante (1ml) se le añadió 0,3ml 
de solución 0,1% de dióxido de 
titanio en 20% H2SO4. La mez-
cla resultante fue homogenizada 
vigorosamente durante 1min y 
posteriormente centrifugada a 
8100rpm (Sorval RC, EEUU) 

durante 30min a 25°C. Se deter-
minó la absorbancia del sobre-
nadante a 415nm en un espec-
trofotómetro Bio‑Spec1601 (Shi-
madzu, Japón). La concentra-
ción de H2O2 formado por efec-
to del estrés térmico se calculó 
usando una curva estándar de 
H2O2 (1-10mM).

Recuperación del estrés en 
plántulas de calabaza

El material vegetal expuesto 
al estrés por calor durante 2, 6, 
12, 24 y 48h (tres plántulas por 
cada punto de análisis) perma-
neció en una cámara de creci-
miento de plantas a temperatu-
ra de aclimatación (25°C) du-
rante tres días. Posteriormente 
se determinó el valor de PIR y 
la producción de H2O2 a cada 
grupo de plántulas, tal como se 
describió en la sección anterior. 
Al evaluar el grado de daño 
producido por el estrés a 45°C, 
se estableció un nivel máximo 
de recuperación al estrés de 
50% de PIR (Inaba y Crandall, 
1988) y 10mmol de H2O2 for-
mado por g de peso fresco (PF; 
Levine et al., 1994). Por ello, 
las plántulas estresadas durante 
un determinado tiempo que 
superaban estos valores máxi-
mos de recuperación, no fueron 
seleccionadas para los ensayos 
de inducción del sistema antio-
xidante, ya que sus células di-
fícilmente se recuperarían del 
daño sufrido.

Obtención e hidrólisis 
de pared celular de 
T. harzianum

A partir de micelios de T. 
harzianum crecidos en caldo 
dextrosa-papa (Difco Co., 
EEUU) a 27°C por 20 días, se 
obtuvo la pared celular del 
hongo de acuerdo al método 
propuesto por Nita-Lazar et al. 
(2004). La pared recuperada 
fue secada a temperatura am-
biente (25°C) y, posteriormen-
te, molida finamente usando 
un mortero estéril. El hidroli-
zado de pared celular se obtu-
vo siguiendo el método pro-
puesto por Okinaka et al. 
(1995) utilizando una mezcla 
de glucanasas y quitinasas 
(GlucanexTM, Sigma, México) a 
una concentración de 20mg·g-1 

de pared fúngica. La fracción 
soluble resultante fue denomi-
nada como mezcla de OG de-
rivados enzimáticamente (ME).

Purificación de oligoglucanos 
activos

Los OG presentes en ME 
fueron fraccionados por croma-
tografía de exclusión por tama-
ño (CET), en un cromatógrafo 
de líquidos de baja presión 
(FPLC System, Pharmacia, 
Suecia). Se utilizó una columna 
(2,6×50cm) empacada con ma-
triz de poliacrilamida (Biogel 
P-6) con límite de exclusión de 
6kDa. La fase móvil consistió 
de H2O destilada (250ml) a un 
flujo de 1ml·min-1 y se colecta-
ron fracciones de 2,5ml. A 
cada fracción obtenida se le 
cuantificaron los carbohidratos 
totales (Bailey, 1958). Para faci-
litar la evaluación biológica, las 
fracciones colectadas se junta-
ron en tres fracciones con el 
siguiente orden de elución: an-
tes del volumen de vacío (F1), 
dentro del volumen de exclu-
sión (F2) y después del volu-
men de exclusión (F3). La frac-
ción de los OG que resulto ac-
tiva fue sub-fraccionada por 
cromatografía de intercambio 
aniónico (CIA) en el sistema 
FPLC (Pharmacia, Suecia) me-
diante un intercambiador anió-
nico fuerte (Q-sefarosa, colum-
na de 2,5×45cm). Las condicio-
nes de elución fueron: gradien-
te lineal (0-0,3M) de formato 
de amonio 0,3M (pH 6,8) en 
NaCl 1M durante 2h, flujo de 
2ml·min-1 y se colectaron frac-
ciones de 10ml. En cada sub-
fracción colectada se cuantifi-
caron los carbohidratos totales, 
expresados como equivalentes 
de hexosas (Bailey, 1958).

Las sub-fracciones obtenidas 
por CIA se agruparon en tres 
grupos. El primer grupo contie-
ne las sub-fracciones que no 
interactuaron con la matriz, el 
segundo y tercer grupo contie-
nen las sub-fracciones con inte-
racción media y fuerte, respec-
tivamente. Para la selección de 
los OG activos se estableció, 
como criterio de selección, que 
los diferentes OG promovieran 
los mayores incrementos de 
actividad en las enzimas del 
sistema antioxidante enzimático 

en cotiledones de calabaza zuc-
chini bajo estrés a 45°C.

Análisis de carbohidratos en 
los OG activos

Se determinaron los carbohi-
dratos presentes en la fracción 
de OG que mostró el mayor 
efecto inductor de actividad 
enzimática del sistema antioxi-
dante de cotiledones de calaba-
za. Para obtener los azúcares 
neutros, los OG activos fueron 
sometidos a hidrólisis ácida con 
HCl 1M a 121°C durante 2,5h. 
Los monosacáridos resultantes 
fueron analizados cuantitativa-
mente por cromatografía de 
intercambio aniónico de alta 
eficiencia acoplada a un detec-
tor de pulsos amperométricos 
(HPAEC‑PAD) en un Sistema 
DIONEX DX‑500 (Sunnyvale, 
CA, EEUU) equipado con una 
columna Carbo‑Pac PA‑1 
(4×250mm). Se utilizó H2O 
grado HPLC como eluyente a 
una velocidad de f lujo de 
1ml·min-1 en modo isocrático y 
NaOH 30mM como eluyente 
post-columna. Los tiempos de 
elución y concentraciones de 
cada monosacárido se compara-
ron con estándares puros (Sig-
ma, México).

Aplicación de tratamientos 
en plantas

Los OG, con diferente grado 
de purificación, fueron aplicados 
por aspersión (500ppm, 1ml por 
plántula) a 15 plántulas estresa-
das a 45°C durante 12h. La as-
persión se realizó al inicio y al 
final del periodo de estrés. Pos-
teriormente, las plántulas fueron 
mantenidas durante 2h a tempe-
ratura ambiente (25°C) e inme-
diatamente los cotiledones fue-
ron separados para ser congela-
dos en N2 líquido y almacena-
dos a -40°C hasta evaluar la 
actividad SOD, APX y CAT. 
Plántulas de calabaza manteni-
das a 25 y 45°C, sin aplicación 
de OG, fueron consideradas 
como los controles (-) y (+), 
respectivamente.

Evaluación enzimática de 
SOD

La actividad SOD se deter-
minó de acuerdo a lo propuesto 
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por Wu et al. (2008) basándose 
en la capacidad que presenta 
esta enzima para inhibir la re-
ducción química del azul de 
nitro‑tetrazolio (NBT) inducida 
por luz. Tres cotiledones de 
calabaza (1g), fueron homoge-
nizados en un mortero junto 
con 2ml de buffer de fosfato de 
potasio 50mM (pH 7,5), que 
contenía EDTA 1mM y 5% de 
PVP. El homogenizado fue cen-
trifugado a 9100rpm (Sorval 
RC, EEUU) por 15min a 4°C. 
El sobrenadante recuperado, 
denominado como extracto 
proteico, se usó para determi-
nar la actividad SOD. La mez-
cla de ensayo (1ml) contenía 
buffer de fosfato de sodio 0,1M 
(pH 7,8); L‑metionina 0,01M; 
0,025% de Tritón X‑100; EDTA 
0,11mM; NBT 57µM; y 50µg 
de extracto proteico. La reac-
ción de reducción del NBT se 
inició simultáneamente al adi-
cionar riboflavina 1,3µM y al 
exponer los tubos de ensayo 
que contenían la mezcla bajo 
un haz de luz blanca (lámparas 
de 30W) durante 10min. La 
actividad de la enzima se de-
terminó a 560nm en un espec-
trofotómetro Bio‑Spec 1601 
(Shimadzu, Japón). La unidad 
de actividad SOD fue definida 
como la cantidad de enzima 
que inhibe en 50% la reduc-
ción química del NBT induci-
da por luz.

Evaluación enzimática de APX

La actividad de APX fue 
determinada evaluando los 
cambios de absorbancia a 
290nm durante 3min a 25°C, 
de acuerdo al método propuesto 
por Nakano y Asada (1987). 
Cotiledones de calabaza (1g) se 
homogenizaron en un mortero 
junto con 10ml de buffer de 
fosfato de potasio 50mM (pH 
7,8) que contenía ácido L-as-
córbico 5mM, EDTA 1mM y 
1% de polivinil polipirrolidona 
(PVPP). El homogenizado fue 
centrifugado a 11150rpm (Sor-
val RC, EEUU) durante 20min 
a 4°C y el sobrenadante recu-
perado se usó para evaluar la 
actividad APX. La mezcla de 
ensayo (0,5ml) contenía buffer 
de fosfato de potasio 50mM 
(pH 7,0); ácido L‑ascórbico 
5mM; H2O2 0,1M; y 50µl del 

extracto proteico. La ac-
tividad APX fue calcu-
lada en base al coefi-
ciente de extinción mo-
lar del ascorbato (ε= 
2,8mM-1·cm-1) y reporta-
da como milimoles de 
ascorbato oxidado por 
min·mg-1 de proteína.

Evaluación enzimática 
de CAT

La actividad CAT fue 
evaluada siguiendo la 
cinética de consumo del 
H2O2 a 240nm durante 
3min a 30°C, de acuer-
do al método estableci-
do por Aebi (1984). Co-
tiledones de calabaza 
(1g) fueron homogeniza-
dos en un mortero junto 
con 10ml de buffer de 
fosfato de potasio 
50mM (pH 7,8) que 
contenía 0,5% de Tritón 
X‑100; EDTA 0,5mM y 
1% de PVPP. El homo-
genizado fue centrifuga-
do a 11150rpm (Sorval 
RC, EEUU) durante 
20min a 4°C. El sobre-
nadante recuperado fue usado 
para evaluar la actividad de 
CAT. La mezcla de ensayo 
(0,5ml) contenía buffer de fos-
fatos 50mM (pH 7,0); H2O2 
50mM y 25µl del extracto pro-
teico. La actividad CAT fue 
calculada en base al coeficiente 
de extinción molar del H2O2 
(ε= 28mM-1·cm-1) y reportada 
como milimoles de H2O2 redu-
cido por min·mg-1 de proteína.

Determinación del contenido 
de proteína soluble

En cada uno de los extractos 
proteicos se determinó el con-
tenido de proteína soluble usan-
do el reactivo Bio-Rad Protein 
AssayTM (Bio-Rad, EEUU) a 
partir de una curva estándar de 
albumina sérica de bovino 
(Bradford, 1976).

Análisis estadísticos

Los cambios en la actividad 
SOD, APX y CAT, así como 
en el contenido de carbohidra-
tos de los OG activos, se deter-
minaron por triplicado. Los 
datos obtenidos se analizaron 

mediante un ANOVA de una 
vía en el programa estadístico 
NCSS. En caso de encontrar 
diferencias significativas, se 
aplicó una prueba de diferen-
cias de medias por el método 
de Duncan (p≤0,05).

resultados y Discusión

Efecto del estrés térmico en 
plántulas de calabaza

En este trabajo se indujo el 
estrés por calor en plántulas de 
calabaza zucchini, mantenién-
dolas a 45°C durante 2, 6, 12, 
24 y 48h. Las plántulas estresa-
das mostraron un incremento 
en la pérdida iónica relativa de 
un valor basal de ~25%, que 
permaneció sin cambios en un 
periodo de 0-12h, mientras que 
las plántulas estresadas por 24 
y 48h presentaron valores de 
PIR de 47 y 73%, respectiva-
mente (Figura 1a). Las plántu-
las en las que la exposición a 
45°C fue <12h, tuvieron una 
recuperación del estrés de 
acuerdo al criterio elegido por 
Inaba y Crandall (1988), quie-
nes establecen, como tolerancia 

máxima al estrés, valo-
res de PIR <50%. Las 
plántulas con mayor 
tiempo de exposición al 
calor presentaron valores 
de PIR >50%, no lo-
grando recuperarse des-
pués del estrés aplicado 
(Figura 1a), lo que sig-
nifica que la exposición 
a 45°C ocasionó daños 
celulares irreversibles, 
ya que las altas tempe-
raturas afectan la inte-
gridad de las membra-
nas plasmáticas, incre-
mentando la f luidez y 
promoviendo su desinte-
gración (Allakhverdiev 
et al., 2008). Este daño 
favorece la pérdida de 
K+ y Ca2+, afecta las 
proteínas de membrana 
e inactiva receptores, 
enzimas y canales ióni-
cos (Halliwell, 2006).

La for mación de 
H2O2 en las plántulas 
estresadas incremento 
en relación al tiempo 
de exposición al calor 
(Figura 1b), presen-
t ando valores desde 

1,4-3,4mmol·g-1 PF desde el 
inicio de la evaluación y hasta 
12h de exposición al calor; a 
las 24h se registraron 
5,5mmol·g-1 PF y a las 48h el 
H2O2 se alcanzó niveles de 
18,5mmol·g-1 PF, superando el 
límite de tolerancia máxima al 
estrés de 10mmol de H2O2 por 
g PF establecido por Levine et 
al., (1994). La recuperación del 
estrés por calor solo fue posible 
en plántulas con tiempos de 
exposición <12h, ya que al ser 
transferidas a temperatura de 
25°C mostraron valores de 
5,24mmol de H2O2 por g PF, 
mientras que a 24 y 48h los 
niveles de H2O2 formado des-
pués de la transferencia fueron 
de 27 y 34mmol por g PF, res-
pectivamente (Figura 1b). In-
crementos similares de H2O2 
fueron reportados en plantas de 
papa bajo estrés a 42°C durante 
10h (Tang et al., 2006) y en 
plántulas de mostaza y tabaco 
con estrés de 40°C durante 4h 
(Dat et al., 2000), lo que puede 
significar que la exposición de 
plantas a temperaturas >42°C 
produce daños irreversibles en 
las membranas, por lo que la 

Figura 1. Pérdida iónica relativa (a) y contenido de 
H2O2 (b) en plántulas de calabaza zucchini bajo estrés 
a 45°C; : control a 25°C, : plántulas con estrés a 
45°C, : plántulas recuperadas del estrés durante 3 
días a 25°C.
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exposición de plantas a tempe-
ratura de 45°C requieren del 
reforzamiento del sistema anti-
oxidante enzimático para la 
protección de las membranas 
plasmáticas (Apel y Hirt, 
2004). La evaluación del siste-
ma antioxidante enzimático de 
las plántulas de calabaza zuc-
chini a las condiciones de es-
trés por calor durante 12h mos-
tró que la actividad enzimática 
de SOD se incrementó ligera-
mente (Figura 2a), no siendo 
significativo (p≤0,05) el incre-
mento. Este ligero incremento 
concuerda con la acumulación 
de H2O2 que presentaron los 
cotiledones de calabaza zucchi-
ni estresados, la que no supero 
el límite de tolerancia cuando 
las plántulas se expusieron a no 
más de 12h de estrés por calor 
(Figura 1b). En consecuencia, 
se pudo haber presentado un 
pequeño incremento en los ni-
veles de O2

●‑, que es el sustrato 
de la enzima SOD. Debido a lo 
anterior, la actividad SOD en 
los cotiledones de calabaza es-
tresados por calor no fue mu-
cho mayor que la condición 
control (Figura 2a). En concor-
dancia con estos resultados, 
Sato et al. (2001) reportaron 
que plántulas de arroz someti-
das a estrés (42°C durante 24h) 
no presentaron incrementos 
significativos en la actividad 
SOD, aun cuando se considera 
que la primera línea de defensa 
en células vegetales ante condi-
ciones de estrés es comandada 
por la actividad SOD (Alscher 
et al., 2002). Sin embargo, una 
completa protección celular no 
depende únicamente de la acti-
vidad SOD, sino del incremen-
to en conjunto del resto de en-
zimas del sistema antioxidante 
(Apel y Hirt, 2004), donde la 
acción catalítica de APX y 
CAT es indispensable para la 
rápida eliminación del exceso 
de H2O2 generado por efecto 
del estrés calórico (Dat et al., 
2000).

En el presente modelo vege-
tal la cuantificación de APX y 
CAT en los cotiledones estresa-
dos a 45°C durante 12h mostró 
un incremento del 28% en la 
actividad de APX (Figura 2b) y 
un decremento del 54% en la 
actividad de CAT (Figura 2c), 
respecto al control (25°C). Apel 

y Hirt (2004) reportan 
que cuando ocurre un 
desbalance en la activi-
dad de las enzimas de-
toxificantes de las ERO 
debido a una condición 
estresante, diversas es-
pecies de plantas indu-
cen mecanismos com-
pensatorios en el siste-
ma antioxidante (aumen-
to de actividad APX y 
disminución de la acti-
vidad CAT, o vicever-
sa), tal como ocurrió en 
este trabajo (Figura 2). 
Se ha reportado que la 
actividad CAT en diver-
sas especies de plantas 
presenta sensibilidad di-
ferencial al estrés por 
temperaturas extremas 
(Hertwig et al., 1992). 
A pesar de esta situa-
ción, en plántulas de 
calabaza los cotiledones 
estresados mostraron un 
incremento en la activi-
dad APX que compensa 
la reducción en la acti-
vidad CAT. Este mismo 
efecto coincide con lo 
reportado por Sato et al. 
(2001) en plántulas de 
arroz estresadas a 42°C 
durante 24h.

Los resultados de esta 
evaluación permitieron 
establecer como modelo 
a las plántulas de cala-
baza zucchini expuestas a 45°C 
durante 12h, en las cuales fue 
posible inducir el estrés por 
calor requerido para que el sis-
tema antioxidante del modelo 
de estudio estuviera afectado 
ligeramente y no fuera dañado 
irreversiblemente.

Aislamiento y caracterización 
de los OG activos

La fracción soluble (ME) 
resultante del proceso de la hi-
drólisis enzimática de la pared 
celular de T. harzianum incre-
mentó la actividad de las enzi-
mas SOD y APX y mantuvo la 
actividad CAT en los cotiledo-
nes de calabaza zucchini some-
tidos a estrés a 45°C durante 
12h (Figura 2), por lo que se 
inició un aislamiento biodirigi-
do de los OG activos. El pri-
mer fraccionamiento de la ME 
se realizó por CET, obteniéndo-

se 95 fracciones; de estas frac-
ciones se formaron tres grupos 
que representaban los compo-
nentes de pared celular con 
masa molecular mayor (F1), 
igual (F2) y menor (F3) a 
6kDa, respectivamente (Figura 
3a). El grupo de fracciones que 
integraron F3 incremento úni-
camente la actividad de CAT 
en un 280% (Figura 2C), mien-
tras que el efecto sobre la acti-
vidad SOD y APX no fue sig-
nificativo (p≤0,05). Aún con 
este resultado, se procedió a 
sub‑fraccionar F3 por CIA, 
obteniéndose 45 sub-fracciones 
que fueron agrupadas, en base 
a su orden de elución (Figura 
3b), en tres grupos (F3-1, F3-2 
y F3-3). De estos grupos de 
sub-fracciones, F3-1 (Figura 3b) 
mostró tener la mayor capaci-
dad para promover incrementos 
de actividad en el sistema anti-
oxidante enzimático del presen-

te modelo de estudio 
(Figura 2).

La caracterización y 
cuantificación de los 
carbohidratos presentes 
en los OG activos se 
realizó por HPAEC‑
PAD. Este análisis mos-
tró para la sub-fracción 
F3-1 una composición 
de cinco monosacáridos, 
que en orden cuantitati-
vo fueron glucosa, ara-
binosa, xilosa, galactosa 
y manosa (Tabla I). La 
predominancia cuantita-
tiva de glucosa en los 
OG de T. harzianum es 
coincidente con lo cuan-
tificado en OG deriva-
dos de paredes celulares 
de Phytophthora megas-
perma var. sojae (Ayers 
et al., 1976), Pyricularia 
oryzae (Yamaguchi et 
al., 2000) y Alternaria 
alternata (Shinya et al., 
2006), donde la glucosa 
es el monosacárido más 
abundante.

Las variaciones en el 
contenido de carbohi-
dratos en los OG obte-
nidos de paredes celula-
res de distintos hongos 
se relacionan con el mé-
todo de hidrólisis em-
pleado y el estado de 
desarrollo del hongo 
(Ruiz‑Herrera y Sentan-

dreu, 1989), más que a las va-
riaciones de composición en la 
pared celular, ya que los hon-
gos presentan diferencias en la 
composición y estructura de 
carbohidratos, inclusive dentro 
de un mismo género (Latgé, 
2007). Por lo tanto, la composi-
ción y contenido de carbohidra-
tos en los OG tiene influencia 
directa en el efecto biológico 
producido sobre las plantas, ya 
que el proceso de reconoci-
miento de estas moléculas de 
señalización está fuertemente 
relacionado con la composición 
química y arreglo estructural 
del OG (Fliegmann et al., 
2005).

Actividad biológica de OG en 
el sistema antioxidante 
enzimático

En los cotiledones de cala-
baza zucchini se observó un 

Figura 2. Efecto de los oligoglucanos de T. harzianum 
sobre el sistema antioxidante enzimático en cotiledo-
nes de calabaza zucchini con estrés por calor (45°C, 
12h). Actividad enzimática de SOD (a), APX (b) y 
CAT (c). Medias con letras diferentes son estadística-
mente diferentes (p≤0,05).
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efecto significativo (p≤0,05) en 
el incremento de la actividad 
de SOD por el tratamiento de 
inducción con ME, incremen-
tando la actividad de SOD en 
43% mientras que solo las 
sub-fracciones de los OG obte-
nidas por CIA incrementaron 
esta respuesta entre 13 y 23% 
(Figura 2a). Lo anterior indica 
que el efecto inductor en la 
actividad SOD debido a los 
OG es mayor cuando estos 
inductores son aplicados en 
una mezcla compleja que con-
tenga OG de diversas caracte-
rísticas estructurales, que apli-
cando mezclas con OG de un 
peso molecular o carga eléctri-
ca definida (Figura 3). El au-
mento transitorio de la activi-
dad SOD debida al efecto in-
ductor de los diferentes OG 
evaluados proporciona a los 
cotiledones de calabaza estre-
sados una protección parcial 
en contra de las ERO como el 
anión superóxido que deteriora 
las membranas plasmáticas 
(Allakhverdiev et al., 2008).

En el modelo de estudio eva-
luado, la mezcla de los OG no 
presento un incremento en la 
actividad APX superior al ob-
servado después de exponer las 
plántulas por 12h a 45ºC, ya 
que esta condición por si mis-
ma incrementa esta actividad 
enzimática. También se apreció 
un decremento de actividad 
APX al tratar los cotiledones 
estresados con los OG de la 
fracción F3 (Figura 2b). Este 
efecto mínimo en el incremento 
de la actividad APX es similar 
a lo reportado en plantas de 
pepino (Song et al., 2005) y 
papa (Park et al., 2004), así 
como en plántulas de arroz 

(Sato et al., 2001) expuestas a 
condiciones similares de estrés 
por calor (42°C durante 24h y 
40°C durante 4h, respectiva-
mente). Así mismo, se observó 
que los OG de T. harzianum 
purificados por CIA afectaron 
ligeramente la actividad APX, 
incrementándola entre 5 y 8% 
respecto al valor detectado en 
los cotiledones de plántulas 
bajo estrés a 45°C (Figura 2b).

A pesar de que APX y CAT 
presentan afinidad para degra-
dar el H2O2, ambas enzimas se 
localizan en organelos celula-
res diferentes. Además, APX 
requiere del poder reductor del 
ascorbato (Dat et al., 2000), 
por lo cual puede estar limita-
da su acción detoxificante bajo 
las condiciones de estrés eva-
luado. Se ha reportado la re-
ducción en los niveles de as-
corbato en diversas especies 
vegetales debida a condiciones 
de estrés por calor (Nishikawa 
et al., 2003; Shao et al., 2008), 
lo que se podría relacionar con 
el efecto mínimo en el incre-
mento de la actividad APX en 
cotiledones de calabaza zuc-
chini encontrado en este traba-
jo (Figura 2b).

Respecto a las respuestas 
producidas en la actividad 
CAT por los OG en plántulas 
estresadas, se apreció un in-
cremento gradual en la induc-
ción de dicha actividad, siendo 
que su reducción debida al 
estrés por calor fue restableci-
da por efecto de los OG (Fi-
gura 2c). La aplicación de los 
OG en forma de ME y la 
fracción purificada F3 incre-
mentaron la actividad CAT en 
96 y 280%, respectivamente, 
mientras que los mayores in-

crementos en la actividad CAT 
fueron para las sub-fracciones 
F3-3, F3-1 y F3-2 con incre-
mentos de 845, 710 y 608%, 
respectivamente, en compara-
ción al control bajo estrés por 
calor (Figura 2c). Estos incre-
mentos en la actividad de CAT 
compensan la actividad de 
APX en cotiledones de calaba-
za zucchini, que resultó afec-
tada mínimamente por los OG 
evaluados en este trabajo.

Comparando la función de 
la enzima APX en la elimina-
ción de H2O2, CAT no requie-
re de poder reductor para su 
funcionamiento (Dat et al., 
2000). Además, esta enzima 
posee una elevada velocidad 
de reacción que le permite 
eliminar grandes cantidades de 
H2O2 a pesar de la baja afini-
dad por el peróxido (Willekens 
et al., 1997). La velocidad de 
reacción de una enzima se 
vuelve esencial cuando una 
planta se encuentra sometida a 
condiciones ambientales donde 
la sobreproducción de las ERO 
ocurre rápidamente, tal como 
se presentó en las plántulas de 
calabaza zucchini evaluadas en 
este trabajo y, en general, en 

diversos cultivos 
que sufren los 
efectos directos 
del cambio climá-
tico. El incremento 
inducido por los 
OG en SOD, APX 
y CAT en las 
plántulas con es-
trés por calor (Fi-
gura 2), muestra la 
especif icidad de 
los OG como mo-
léculas de señali-
zación, particular-
mente estimulando 
incrementos en la 
actividad enzimá-
tica de CAT del 
sistema antioxi-
dante de Cucurbi-
ta pepo L. Debido 
a las característi-
cas estructurales 
que puede presen-
tar este grupo de 
sub -f racciones , 
cabe la hipótesis 
que en el modelo 
de estudio analiza-
do ocurrió el reco-
nocimiento de es-

tos inductores por parte de sus 
receptores específicos y, en 
consecuencia, un mayor incre-
mento de la actividad enzimá-
tica del sistema antioxidante.

conclusiones

La aplicación exógena de 
una sub-fracción de oligogluca-
nos (F3-1) derivados enzimáti-
camente de la pared celular de 
Trichoderma harzianum incre-
menta en más de 700% el nivel 
de actividad enzimática de ca-
talasa en cotiledones de calaba-
za zucchini bajo estrés por ca-
lor a 45°C durante 12h. La 
elevada inducción de la activi-
dad catalasa compensa el efec-
to transitorio conseguido por 
las sub-fracciones de oligoglu-
canos en la actividad ascorbato 
peroxidasa y superóxido dismu-
tasa. Esto permite un reforza-
miento del sistema antioxidante 
enzimático en cotiledones de 
calabaza bajo condiciones de 
estrés por altas temperaturas, 
facilitando a su vez una mejor 
respuesta de la planta ante si-
tuaciones ambientales adversas 
generada por el incesante cam-
bio climático.

Figura 3. Purificación de los oligoglucanos activos 
derivados de la pared celular de T. harzianum. 
Fraccionamiento por cromatografía de exclusión por 
tamaño (a) y sub-fraccionamiento por cromatografía 
de intercambio aniónico (b); : fracción analizada; 
---: fracción descartada.

TABLA I
CARBOHIDRATOS IDENTIFICADOS 

EN OLIGOGLUCANOS ACTIVOS DE T. Harzianum

Monosacárido† Tiempo de 
retención † (min)

Sub‑fracción CIA (%)
F3-1

Arabinosa 14,58 17,78 c
Galactosa 18,54 13,99 b
Glucosa 22,19 49,26 d
Xilosa 26,80 17,57 c
Manosa 31,16 3,40 a

Medias con distinta letra son estadísticamente diferentes (Duncan, p≤0,05).
† La identidad y tiempo de retención fue determinado por HPAEC‑PAD.
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