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Resumen

Los factores ambientales desfavorables como la deshidratacion,
salinidad, elevadas o muy bajas temperaturas, entre otros, li-
mitan el crecimiento y desarrollo de muchas especies vegetales
alrededor del mundo, causando incluso la muerte. Sin embargo,
las plantas han desarrollado mecanismos fisiolégicos, bioqui-
micos y moleculares que les permiten restablecerse y tolerar

condiciones de diferentes tipos de estrés. Estas especies toleran-
tes al estrés son de gran interés como modelos de estudio para
conocer los mecanismos genéticos que les confieren esa resis-
tencia y se han realizado diversas investigaciones encaminadas a
este proposito. Por ejemplo, el andlisis e identificacion de genes
responsables en la tolerancia al frio, sequia, calor, metales pesa-
dos entre otros y posteriormente su aislamiento e introduccién
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y expresion en plantas de interés agricola. El establecimiento in vitro de plantas
tolerantes al estrés abidtico ha permitido identificar mejor los genes asociados
a este tipo de estrés, no obstante, aun falta camino por recorrer y es necesario
continuar identificando los genes codificantes para enzimas clave en las rutas
metabolicas asociadas con la resistencia a distintos factores ambientales adver-
sos. En este capitulo se aborda algunos tipos de estrés abidtico en plantas y sus
genes asociados, asi como su identificacion y estudios de expresion.

Antecedentes

Los diferentes tipos de estreses como la sequia, la salinidad, el frio, las altas
temperaturas y los metales pesados, causan cerca del 50% la reduccion en la
produccién de cultivos en todo el mundo. Las plantas al ser organismos sésiles
estan continuamente expuestas a diversos cambios en las condiciones ambien-
tales. De esta manera, las variaciones en el medio ambiente que involucran
tanto el estrés bidtico como abidtico tienen efectos negativos en la mayoria de
los cultivos econdmicamente importantes.

En especial el estrés abidtico puede resultar en multiples pérdidas para las
plantas y los cultivos agricolas, ya que estan expuestas a un rango de diferentes
tipos de estreses en forma individual o de manera simultanea; como son la
alta salinidad y calor, deshidratacion y calor, metales pesados y calor, que han
demostrado dafiar mas a la planta que un solo tipo de estrés a la vez (Fig. 11.1).
Por lo tanto, a través del tiempo, las plantas han desarrollado procesos adapta-
tivos, tanto a nivel molecular, como celular y sistémico, los cuales contribuyen
a incrementar la tolerancia del estrés (Fig. 11.2).
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Figura 11.1. Efectos del estrés abiotico en plantas. Las altas y bajas temperaturas, la sequia,

salinidad y alta concentracién de metales en el medio ambiente, inducen una respuesta en la

planta tales como la generacion de especies reactivas de oxigeno (EROS), disminucién de la

fotosintesis, crecimiento y desarrollo y rendimiento en las plantas. Elaboracion propia.
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Figura 11.2. Esquema ilustrativo del estrés en plantas causado por salinidad y por sequia.

Elaboracién propia.

El conocimiento acerca de la respuesta de las plantas ante el estrés abio-
tico ha avanzado mucho en los ultimos afios gracias a la secuenciacién del
genoma de algunas plantas y de varias herramientas de gendémica y proteo-
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mica. Sin embargo, los mecanismos de sefalizacion del estrés abidtico han
probado ser muy complejos y hay mucho que aprender todavia. A la fecha,
solamente unos cuantos genes que juegan un rol critico en la adaptacién de la
planta al estrés han sido plenamente identificados. Pocas rutas mediadoras de
respuesta a estrés han sido descritas por completo. En este capitulo se veran
algunos de los principales genes y metabolitos que intervienen en los dife-
rentes tipos de estrés abidtico permitiendo que las plantas puedan resistir las
condiciones adversas y sobrevivir.

Compuestos bioquimicos y moleculares como respuesta
Metabolitos primarios y secundarios

Los principales metabolitos primarios y secundarios que se sintetizan y se
acumulan en respuesta al estrés por calor en plantas son: la prolina (Pro), la
glicina betaina (GB), carbohidratos tales como aztcares solubles o alcoholes
de aztcar (polioles) o compuestos de amonio terciario y cuaternario. Estos
compuestos también conocidos como osmolitos aumentan la estabilidad de
las proteinas y estabilizan la estructura de la bicapa de membrana cuando las
plantas estan bajo estrés térmico, por lo tanto, su acumulacién es un meca-
nismo adaptativo importante de las plantas sometidas a este tipo de estrés
(Fig.11.3).

Por ejemplo, se ha observado que en varias plantas la acumulacién de
Pro, GB y aztcares solubles es necesaria para regular las actividades osméticas
y proteger las estructuras celulares del aumento de las temperaturas y mante-
ner el equilibrio hidrico celular, la estabilidad de la membrana y amortiguar el
potencial redox.

Para verificar la proteccién que brindan los osmoprotectores contra el
calor en las plantas, se han realizado varios estudios moleculares, por ejemplo;
se desarrollaron plantas transgénicas de tabaco con el gen A*-pirrolina-5-
carboxilato sintetasa (P5CS) que esta involucrado en la ruta biosintética de la
prolina. Estas plantas mostraron una mayor acumulacién de prolina con un
potencial osmético foliar mas negativo y una mayor produccion de pigmentos
protectores involucrados en el ciclo de la xantofila.
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Otro tipo de osmoprotector relacionado con el estrés por calor es la
GB. En muchas plantas, se ha visto que la produccién de GB en cloroplastos
mantiene la activacion de la Rubisco y prevé su inactivacion térmica. Como
ejemplo, en plantas de maiz y cafia de azticar sometidas a altas temperaturas se
observd altos niveles de acumulacién de GB, mientras que otras plantas como
arroz, Arabidopsis y tabaco no la producen bajo esas condiciones.

Los metabolitos secundarios como los flavonoides, las antocianinas y los
esteroides vegetales, también estan involucrados en la respuesta bajo estrés por
calor. Existen evidencias en varias plantas como tomate y sandia que demues-
tran que los compuestos fendlicos se inducen y se acumulan protegiendo a la
planta contra compuestos toxicos. Las antocianinas tienen un papel importante
en la disminucion del potencial osmético de las hojas; lo que significa mayor
absorcion y una menor pérdida de agua por transpiracion. Estas propiedades
de las antocianinas permiten que las hojas respondan rapidamente ante el es-
trés por calor o a los cambios bruscos ambientales. Los carotenoides protegen a
las plantas de varias tensiones; por ejemplo, las xantofilas, terpenoides como el
isopreno o el tocoferol estabilizan y protegen la membrana lipidica. En estudios
moleculares, se ha visto que en plantas transgénicas de Arabidopsis que sobre-
expresan el gen chyB que codifica para la B-caroteno hidroxilasa (una enzima
activa en la via biosintética de la zeaxantina) muestra una mayor tolerancia al
aumento de la temperatura, ya que se sugiere que la zeaxantina estd involucrada
en la prevencion del dafio oxidativo en las membranas.

—————— Disminucion de EROS
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Figura 11.3. Efectos de los metabolitos aplicados a las plantas. Elaboracion propia.
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Estrés por calor

En las altimas décadas el cambio climatico ha sido un gran problema para
la seguridad alimentaria ya que afecta directamente a todas las plantas y en
especial a las de cultivo. Se prevé que para la proxima década aumente la tem-
peratura global en un 0.3% lo que provocaria que el estrés por calor sea un
importante factor de estrés abidtico global para muchos cultivos. El estrés
por calor causa severos dafos en el desarrollo, morfologia, fisiologia, y en las
rutas bioquimicas y moleculares de las plantas en todas las etapas vegetativas
y reproductivas. Ante esta situacion, las plantas responden de manera inme-
diata e inducen mecanismos de aclimatacién evitando el estrés a corto plazo,
ya que reorientan sus hojas para crear espacio, aceleran la transpiracién para
el enfriamiento y alteran la composicién lipidica de la membrana. No solo
es esta respuesta lo que las plantas hacen sino también exhiben un conjun-
to caracteristico de respuestas celulares y metabolicas tales como cambios
en la organizacion de las estructuras celulares, disminucion en la sintesis de
proteinas constitutivas y la transcripcién y traduccion acelerada de proteinas
de choque térmico o Heat Shock Proteins (HSP, por sus siglas en inglés), la
produccion de fitohormonas como el dcido abscisico (ABA) y antioxidantes y
otras moléculas protectoras.

Uno de los sintomas tipicos del estrés por calor es la senescencia tisular,
que se caracteriza por dafo a la membrana asociado con el aumento de la
fluidez de los lipidos de membrana, la peroxidacidn lipidica y la degradacién
de proteinas en diversos procesos metabolicos. Para mantener la fluidez de
la membrana, las plantas aumentan el contenido de 4cidos grasos saturados
y monoinsaturados, modulando su metabolismo en respuesta al aumento de
las temperaturas. En estos procesos no solo se ve afectada la membrana, sino
también la actividad de enzimas involucradas en la acumulacién de almidén y
la sintesis de sacarosa, mediante la regulacion de sus genes especificos.

Genes relacionados con el estrés por calor
La caracteristica mas importante contra el estrés por calor o la termotolerancia
es la produccion masiva de las proteinas HSP. Sin embargo, como la tolerancia

al calor es un caracter multigénico, numerosos rasgos bioquimicos y meta-
boélicos también estan involucrados en el desarrollo y mantenimiento de la
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termotolerancia: actividad antioxidante, insaturacion de lipidos de membra-
na, expresion y traduccion génica, estabilidad de proteinas y acumulacion de
solutos compatibles. También hay que tener en cuenta que las respuestas de
las plantas a las altas temperaturas dependen de los parametros genotipicos,
ya que ciertos genotipos son mas tolerantes.

Varios estudios han revelado que también son importantes los factores
de transcripcion como el factor de transcripcion heat shock (transcription
factor HSF). Existen varios genes que desempefian un papel menos critico ya
que su expresion disminuye; entre estos estan los HSP101, HSA32, HSFA1,
HSFA3, que han demostrado tener poco impacto en la tolerancia al calor. Esto
indica que existe una red reguladora compleja que ofrece una protecciéon di-
ferencial contra el estrés por calor. Por ejemplo, en mutantes de Arabidopsis
se ha visto que en ausencia del factor de transcripcion HSFA1, éstas muestran
un nivel minimo pero significativo de termotolerancia adquirida, probable-
mente debido a la induccién de un pequefio nimero de genes regulados por
otros factores de transcripciéon como bZIP28. Sin embargo, los HSP son de
particular importancia en las reacciones de termotolerancia y actian como
chaperonas moleculares para prevenir la desnaturalizacion o la agregacion de
proteinas diana, asi como para facilitar el repliegue de proteinas.

También se ha visto que varios tipos de proteasas desempefian un papel
importante para regular las respuestas de las plantas al estrés por calor. Por
ejemplo, se ha encontrado que la proteasa FtsH11 de Arabidopsis esta invo-
lucrada en la tolerancia general a las altas temperaturas ya que actda a través
de la degradacion de proteinas de la membrana tilacoide no ensambladas.
Otro ejemplo es la proteasa HOTS5, que codifica un alcohol deshidrogenasa
que funciona como nitrosoglutation reductasa, también es necesario para la
supervivencia bajo calor, revelando un posible papel del éxido nitrico (NO) en
la termotolerancia y el desarrollo de las plantas.

Otro tipo de proteinas involucradas en la proteccion contra calor en
plantas y en varios tipos de estrés son las proteinas abundantes en embrio-
génesis tardia (LEA por las siglas en inglés Late Embryogenesis Abundant),
la ubiquitina y las dehidrinas que desempefian un papel importante en la
proteccidn contra el calor y el estrés por sequia. Por ejemplo, las proteinas
LEA pueden prevenir la agregacion y proteger a la enzima citrato sintasa
(involucrada en la produccién de ATP) de condiciones de deshidratacién
como el calor y el estrés por sequia. Del mismo modo, la sintesis de ubiqui-
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tina y ubiquitina conjugada durante los primeros 30 minutos de exposicion
confiere un mecanismo importante de tolerancia al calor en el mezquite y
la soja que experimentan estrés por calor.

La familia AP2/ERF son factores de transcripcion (FTs) especificos de
plantas, que incluye a las DREBs (por sus siglas en inglés, dehydration-res-
ponsive element-binding protein), que son activadores de la expresion de
los genes de respuesta ante estrés abidtico. Por ejemplo, el DREB2 funciona
durante la respuesta ante estrés por calor, estrés osmotico y deshidrata-
ciéon mientras que DREB2A y DREB2B son inducidos a temperaturas altas.
En Arabidopsis DREB2A juega un papel importante: una delecion de esta
region transforma DREB2A en una forma constitutivamente activa (DRE-
B2A CA), la sobreexpresion de DREB2A CA en Arabidopsis transgénica
potencia la tolerancia a altas temperaturas.

OsDREB2B codifica FTs tipo DREB2A para mejorar la tolerancia al
estrés por calor en arroz. La expresion de OsDREB2B es regulada a través
de un splicing alternativo y genera dos tipos de transcritos, nombrados,
en su forma funcional, proteinas de longitud completa, y en su forma no
funcional, proteinas con codones de paro prematuros.

Estrés por frio

Se ha observado que un bajo flujo de fotones fotosintéticos puede repercutir
en una baja concentracion local de azucares, lo cual puede hacer que ciertos
tejidos sean mas susceptibles a dafio por bajas temperaturas. El dafo por con-
gelamiento es debido generalmente a una deshidratacion celular acompafada
de formacion de hielo extracelularmente, en ambos casos el metabolismo ce-
lular se ve interrumpido. El gen OpsDHN1 codifica para una dehidrina que se
sobre expresa ante la presencia de frio y su expresion va en aumento cuando
hay un proceso de aclimatacion. Un ejemplo de la excelente adaptacion que
pueden tener las plantas ante un estrés por temperaturas extremas son el cac-
tus arborescente sin espinas Nopalea cochenillifera, nativo del sur de México y
Opuntia robusta que es otro cactus arborescente, nativo del centro de México,
ambos son importantes para la cosecha de la tuna (fruto comestible); estas
especies pueden producir biomasa sustancial en regiones semidridas sin irri-
gacion. En las especies antes mencionadas, se analizd la tolerancia a distintas
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temperaturas en tallos y raices y el efecto que tiene la aclimatacion a la sequia;
y se observo la muerte de la mitad de las células de tallos y raices cuando se
expusieron 60 minutos a temperaturas de 7 °C y a 57 °C; sin embargo, cuando
se aclimataron paulatinamente a altas y bajas temperaturas, la muerte se dio a
los 4 °Cyalos 65 °C.

La aclimatacion envuelve muchos factores, por ejemplo, se ha observado
que la aclimatacion de los tallos de Ferocactus viridescens y Opuntia ficus es
similar a la de N. cochenillifera'y O. robusta, pero el rango de tolerancia alcan-
zado es mucho mds amplio en especies como Opuntia fragilis que se extiende
por norte América hasta Alberta, Canada, y que cuando es aclimatada puede
tolerar 60 minutos a -40°C, que es aparentemente la mds alta tolerancia a bajas
temperaturas que se ha demostrado que existe en las cactaceas.

También se ha demostrado que la acumulaciéon endégena de ABA se ve
modificada con los cambios de temperatura, esto es, la concentracion de ABA
va aumentando conforme la temperatura va disminuyendo, de tal modo que,
a temperaturas de 30 a 20 °C se obtienen cantidades de 0.4 pmol/g de peso
fresco de ABA, pero al disminuir la temperatura de 10 a 0 °C, el peso fresco de
ABA en O. ficus-indica se ha logrado incrementar a 84 pmol/g y a 49 pmol/g
en O. fragilis. La aplicacion exdgena por aspersion de ABA, ha logrado que
algunas plantas potencien su tolerancia al frio incrementando su resistencia
0.5 °C en E viridescens, 4.1 °C en O. ficus-indica, pero en O. fragilis el aumento
en la tolerancia fue de hasta 23.4 °C.

Estrés por sequia

En las ultimas décadas y como consecuencia del cambio climatico en muchas
partes del mundo, la escasez de las lluvias ha sido uno de los problemas graves
para el desarrollo y crecimiento de las plantas. Sin embargo, bajo condiciones
naturales y a lo largo del tiempo, las plantas han sufrido algun tipo de estrés
por déficit hidrico lo que ha provocado que algunas adquieran resistencia o
tolerancia ante estas situaciones.

Por ejemplo, en el estrés por sequia el decremento de agua ocurre de-
bido a su escasez en el suelo y/o en la atmosfera. A diferencia del estrés por
frio, en el que la disminucién en el contenido celular de agua ocurre debido
a la llamada sequia fisioldgica causada por la inhabilidad para transportar el

293



ALGUNAS APLICACIONES BIOTECNOLOGICAS EN PLANTAS Y MICROALGAS

agua disponible del suelo a las células vivas, principalmente a las de las hojas
mesofilas. Mientras que en el estrés causado por salinidad la falta de agua en
la célula es consecuencia del decremento del potencial de agua externo que se
genera durante el aumento en la concentracion de iones (principalmente Na+
y Cl-) y que causa dificultad en la toma de agua por las raices y su transloca-
cion a las actividades metabolicas de las células activas.

De acuerdo a los requerimientos de agua, las plantas se pueden clasificar
en tres grupos: 1) las hidrofitas, son las plantas que estan adaptadas vivir total
o parcialmente sumergidas en agua; con un potencial hidrico negativo entre
-5 a -10 bares. 2) las plantas mesdfitas son aquellas que estan adaptadas a un
aporte moderado de agua tolerando potenciales hidricos no mas negativos
de -20 bares, y 3) si estan adaptadas a ambientes aridos tolerando potenciales
hidricos no mas negativos de -40 bares, entonces son llamadas xerodfitas.

Ante la carencia de agua, y a través del tiempo algunas plantas han de-
sarrollado evolutivamente adaptaciones tanto a nivel morfolégico como
anatomico, celular y molecular, que les permiten sobrevivir en condiciones
de constante estrés hidrico. De esta forma, se ha visto que algunas plantas que
son capaces de adquirir mds agua o retenerla y hacer un uso mas eficiente, po-
dran tener resistencia al estrés por sequia. La aplicacién de nuevas tecnologias
en biotecnologia ha permitido demostrar que durante el estrés por sequia la
expresion de genes y la protedmica se ven alterados. Por ejemplo, una de las
principales respuestas por parte de la planta es la modificacion de la expresion
génica, relacionada con la produccion de enzimas clave en la via de sintesis de
osmolitos, enzimas antioxidantes, factores de transcripcién y otras proteinas
involucradas en las respuestas al estrés hidrico.

En las plantas bajo estrés por sequia, hasta 10 % de los genes de su ge-
noma codifican para FTs y se clasifican en diferentes familias de genes como
AREB, DREB, MYB, WRKY, NAC y bZIP de acuerdo a las estructuras de sus
dominios de unién al ADN. Se ha reportado que varios genes de FT respon-
den al estrés por sequia via dependendiente/independiente de acido abscisico
(ABA). Los genes que son activados por la hormona ABA codifican para pro-
teinas envueltas en la regulacion de la transduccion de sefales y la expresion
de genes inducidos por estrés, incluyendo los FT. Estos FT interactan espe-
cificamente con elementos-Cis ubicados en la region promotora de los genes
que regulan. Las modificaciones genéticas de la expresién de estos genes re-
gulatorios pueden influenciar grandemente la tolerancia de la planta al estrés,
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porque ellos a futuro regularan muchos genes de respuesta a estrés en deter-
minado tiempo.

Por ejemplo, el factor AREB/ABF (AREB: elemento de respuesta y union
a proteinas acidas; ABFs: factor de unién a AREB) es conocido como el mayor
activador transcripcional que modula la expresion de genes durante la sefia-
lizacién dada por ABA cuando estd presente un estrés por deshidratacion; y
proteinas tipo quinasas que son receptores de superficie celular que median
la transduccién de sefales de célula a célula. Un ejemplo de estas proteinas
en plantas es el receptor tipo quinasa (RLK recpetor like kinase, por sus siglas
en inglés) rico en leucinas repetidas (LRR-RLK) la cual contiene tres domi-
nios funcionales: un dominio extracelular que percibe sefales, un dominio
transmembranal que ancla la proteina con la membrana y un dominio quinasa
intracelular que transduce la sefal haca el extremo 3" via autofosforilacion,
seguida de la subsecuente fosforilacion de un sustrato especifico.

Como se menciond anteriormente, el ABA estd relacionado con la ex-
presion diferencial de genes en plantas que estan bajo ciertos tipos de estrés.
Un tipo de genes que es inducido por el ABA son los que codifican para pro-
teinas intrinsecamente desordenadas (PINEs por sus siglas en inglés). Estas
proteinas son importantes para la célula de la planta ya que participan en la
respuesta de los organismos a distintos estimulos o condiciones desfavorables
para la célula. Entre las proteinas PINEs, se encuentran las hidrofilinas que
son proteinas no estructuradas o flexibles que participan en la respuesta a con-
diciones adversas. La alta produccién y acumulacion de estas proteinas esta
asociada notablemente con la exposicion de las células o de los organismos a
condiciones de limitacién de agua, y también en las células que transitan por
etapas de desarrollo que involucran un déficit hidrico y en estructuras u érga-
nos bajo deshidratacion severa.

Las hidrofilinas, también conocidas como proteinas LEA, fueron pri-
meramente aisladas de semillas de algodén acumuladas en la embriogénesis
tardia. Subsecuentemente fueron encontradas en semillas de muchas plantas,
asi como también en drganos vegetativos, especialmente bajo condiciones de
frio, sequia o elevada salinidad. Entre estas proteinas estan las LEA D-11y
D-13 y la expresion de sus genes esta mediada por el ABA.
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Estudios moleculares de los genes LEA

Se han realizado varios analisis moleculares donde se evidencia directamente
el papel en la tolerancia a la sequia de algunas proteinas LEA. Por ejemplo, el
gen que codifica para la proteina Em de trigo (LEA 1) que tiene la caracteristica
de ser altamente hidrofilica, fue sobre expresado en levadura y confiri6 resis-
tencia contra diferentes tipos de estrés osmotico. Otro ejemplo es el gen que
codifica ala proteina HVA1 de cebada (LEA 3), que fue introducidos mediante
ingenieria genética a plantas de arroz y se observo que le confiere resistencia
a estrés hidrico y salino. Las levaduras son organismos modelo para anali-
zar la expresion de diferentes genes bajo varios tipos de estrés, por ejemplo,
el mismo gen HVA1 fue expresado en levadura, y se observéd que le confiere
resistencia a estrés salino y a congelamiento. Otros genes como el LE25 de
tomate y el LE4, también confirieron a las levaduras resistencia a estrés salino
y a congelamiento. Los datos obtenidos a partir de la sobre expresion de éstas
y otras proteinas LEA apoyan la hipétesis de que diferentes proteinas LEA
desempenan un papel importante en la proteccién contra la deshidratacion
celular. Otro elemento de respuesta a sequia es el CE3 (elemento de acopla-
miento) encontrado en varios genes LEA como BcDh2 y HVAI que actta
también como un elemento coactivador de los elementos de respuesta ABRE.

Estrés por salinidad

La salinizacién del suelo, es uno de los principales factores abidticos ambien-
tales que causan grandes pérdidas econdmicas y disminucion de crecimiento
en la mayoria de los cultivos. Sin embargo, las plantas a través de millones de
afios de evolucion han adquirido diversidad genética y se han adaptado a las
perturbaciones ambientales como la elevada salinidad del suelo. La salinidad,
puede causar en las plantas importantes desequilibrios (Fig.11.2), y se agrava
mas este problema cuando se acoplan con otros factores medioambientales
que alteran la composicion y estructura de la membrana, la alteracion de la
fotosintesis el desbalance osmético y la citotoxicidad iénica del Na*, Cl'y SO,.
Particularmente, la citotoxicidad idnica es causada por el remplazo de Na* por
K* en reacciones bioquimicas ocasionando cambios conformacionales con
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pérdida de funcion en proteinas, ya que los iones Na* y Cl" interfieren con las
interacciones no covalentes entre los aminoacidos.

La alteracion del balance metabdlico causada por toxicidad idnica, estrés
osmotico y deficiencias nutricionales bajo salinidad pueden favorecer también
al estrés oxidativo, mientras que la entrada de Na* a través de canales ionicos
no especificos puede causar la despolarizacion de la membrana que activa los
canales de Ca*" y esto genera oscilaciones de Ca** y sefiales de estrés salino.

Aunque todas las plantas han desarrollado mecanismos de tolerancia a di-
ferentes tipos de estrés, solo las plantas haldfitas pueden sobrevivir y crecer en
extrema salinidad, ya que poseen proteinas especificas que ayudan a disminuir
los efectos de la salinidad. Para superar los efectos daiinos del estrés osmético,
las haldfitas realizan modificaciones en su fisiologia y anatomia siguiendo una
serie de mecanismos que les permiten mantener o restablecer una actividad
metabolica adecuada tales como: la regulacion de agentes oxidantes, la sobre-
expresion de factores de transcripcion, la regulacién en el transporte de agua
a través de la membrana, modificaciones en la pared celular, la biosintesis de
osmoprotectores y la compartamentalizacion del sodio.

La salinidad tiene varios efectos sobre las plantas, por ejemplo, en la fo-
tosintesis existe una reduccion del drea foliar, en el contenido de clorofila, en
la conductancia estomdtica, y una disminucién de la eficiencia del fotosistema
I1. También influye en el ciclo y la diferenciacion celular ya que los detiene
temporalmente reduciendo la expresion y actividad de ciclinas y proteinas
quinasa, lo que trae como resultado menos células en los meristemos, y un
crecimiento limitado. Todo esto genera un desequilibrio nutritivo debido a la
reduccion del potencial hidrico del suelo, causado por la elevada concentra-
cién de Na* y Cl y la disminucién en la disponibilidad de agua.

Respuesta de las plantas ante salinidad

De acuerdo con su tolerancia a la salinidad, las plantas se pueden clasificar
en dos grupos: 1) las haléfitas, que toleran altas concentraciones de sales, y 2)
las glicdfitas que no toleran la presencia excesiva de sales. Existen categorias
intermedias entre ambos grupos como son las pseudohaléfitas que son plantas
que, sin ser haldfitas, requieren sodio como elemento esencial. La sensibilidad
de las plantas a las sales varia durante el desarrollo fenologico, dependiendo de
la especie, el cultivar y factores ambientales.
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Para superar los dafos del estrés por salinidad, algunas plantas
tienen que hacer cambios en su fisiologia y anatomia que les
permitan restablecer la actividad metabdlica adecuada. Entre estos
procesos esta la compartimentalizacion del sodio en las vacuolas, la
sobreexpresion de FTs, la regulacion en el transporte de agua a través
dela membrana, las modificaciones en la pared celular y la biosintesis
de osmoprotectores. Los osmoprotectores son compuestos de bajo
peso molecular también llamados solutos compatibles, debido a que
nointerfieren conlasreaccionesbioquimicas normales, y seacumulan
en el citoplasma para mantener y/o restaurar el balance idénico. Los
solutos compatibles incluyen principalmente Prolina (Pro) y glicina
betaina (GB). La GB actua estabilizando la estructura cuaternaria
de las proteinas y en su biosintesis participan los genes codificantes
dela S-adenosilmetionina sintetasa (SAMS), fosfoetanolamina metil
transferasa (PEAMT), colina monooxigenasa (CMO) y betaina
aldehido deshidrogenasa (BADH) (Fig.11.4)

Cloroplasto

Colina Colina Betaina Glicina ___, Glicina

aldehido betaina betaina
/ PEAMT

Fosfatidilcolina

\PEAMT Citoplasma

Fosfoetanolamina
PEAMT
Etanolamina

Figura 11.4. Ruta metabdlica de la GB. Elaboracion propia

A nivel fisioldgico, la respuesta adaptativa al NaCl en algunas plantas es
altamente visible en términos de sobreexpresion de los genes relacionados con
la sintesis de GB. Por ejemplo, en Suaeda maritima, se demostréd que la expre-
sién a nivel de transcripcion de los genes BADH, PEAMT y CMO fue alta a
los dos dias de tratamiento salino; donde CMO fue el gen de mayor regulacion
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durante la sintesis de GB. Con respecto a PEAMT, el analisis de transcriptoma
de Hordeum vulgare mostré aumento en su actividad como una respuesta de
tolerancia a NaCl. Ademas de la GB, la Pro es otro de los osmoprotectores que
se acumulan en las plantas como respuesta al estrés salino. En su biosintesis la
enzima pirrolina-5-carboxilato sintetasa (P5CS) es la que limita la velocidad
de la reaccion y es inhibida por Pro (Fig. 11.5).

Pirrolina-5 Ciclacion Pirrolina-5
caroxilato espontanea caroxilato
sintetasa reductasa
Glutamato Glutamato <—— Pirrolina-5- <— Prolina
semialdehido carboxilato —————

Figura 11.5. Ruta biosintética de la Pro en plantas. Elaboracion propia.

Diversos estudios relacionados con la salinidad en plantas como Oryza
australiensis y Triticum aestivum han demostrado la sintesis rapida y la acu-
mulacion de Pro libre como estrategia para hacer frente al estrés por salinidad.
En otro estudio con Opuntia streptacantha bajo estrés por NaCl durante 6, 9
y 11 dias, se detecté una disminucion del grosor y longitud de la raiz, y una
significante y gradual acumulacion de Pro en cladodios jovenes, dependiente
del tiempo y la concentracion.

Otros genes que se han encontrado asociados a la tolerancia a salinidad,
asi como a altas temperaturas y sequia, son los que codifican para varios grupos
de proteinas LEA. Por ejemplo, el gen completo Rab16A de arroz que codifi-
ca para una proteina LEA tipo 2 fue introducido en plantas de tabaco; estas
plantas transgénicas sometidas a altas concentraciones de salinidad, mostra-
ron una acumulacion excesiva de la proteina en las hojas respecto a su control.
Ademas, se observd que las lineas transgénicas mostraron un crecimiento y
morfologia normal, y la germinacién de sus semillas mostraron mayor tole-
rancia a la salinidad con un aumento en la produccién de aztcares reductores,
prolina y poliaminas. También mostraron una mejor maquinaria antioxidante
y un balance mineral mads favorable, lo que se reflejé en los reducidos niveles
de peroxido de hidrégeno y de peroxidacién lipidica, menor pérdida de cloro-
fila, asi como menor acumulacién de sodio y mayor acumulacién de potasio.

Este tipo de adaptacion a suelo salino, es también mediado por transporte
activo de iones, mediante proteinas selectivas de membrana, para mantener la
homeostasis idnica (Na*, K* y Ca*?). El transporte del Na* desde el citoplasma
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hasta la vacuola, realizado por la bomba Na*/K* es dependiente de la actividad
V-ATPasa y V-PPasa, estas enzimas establecen un gradiente electroquimico
de H* en el tonoplasto que energiza el transporte de Na* contra el gradiente de
concentracidn, y se ha demostrado que el exceso de sodio que queda almace-
nado en las vacuolas evita los dafos en el citoplasma. Esta compartimentacion
de Na* en las vacuolas es realizada por proteinas selectivas de membrana
como la pirofosfatasa inorganica vacuolar (H+-V-PPasa) y el gen codificante
de estas proteinas ha mostrado mayor expresion en las plantas que realizan
estos procesos, confiriéndoles mayor tolerancia al estrés salino. Por ejemplo,
se ha demostrado que el gen de la pirofosfatasa vacuolar (VppA), incrementa
significativamente su expresion en plantas de Suaeda aralocaspica bajo trata-
mientos de alta salinidad (500 mM de NaCl). Este tipo de genes actualmente
estan siendo ya utilizados para generar plantas resistentes a salinidad.

También los TFs y las DREB, relacionados con otros tipos de estrés abio-
tico, han sido aislados de diferentes especies de plantas y se han utilizado para
estudiar la tolerancia al estrés. Recientemente en plantas transgénicas de ta-
baco transformadas con el gen DREB de Suaeda salsa (SsSDREB) mostraron
una tolerancia a salinidad; mostrando mejor crecimiento, mayor contenido de
clorofila, una tasa neta de fotosintesis, mayor concentracién de prolina y una
expresion de genes de respuesta a estrés elevada.

La exposicion a salinidad cambia también el estado de agua en las plantas
y enciende estrategias de ajuste osmoético y control en la toma y pérdida de
agua. En este proceso también participan las proteinas intrinsecas del tono-
plasto (TIP por sus siglas en inglés), las cuales forman parte de las llamadas
acuaporinas (AQPs), que son proteinas que facilitan el transporte de molécu-
las de agua a través de la pared celular. Al respecto se ha demostrado que el
gen TIP] proveniente de la planta halo6fita Panax ginseng y al utilizarse como
transgén en otras plantas aumenta la tolerancia a salinidad.

Otra respuesta al estrés osmotico que causa la salinidad en las plantas es
la modificacién en la pared celular, esta le permite a la célula extenderse gra-
cias a un grupo importante de proteinas llamadas expansinas. Las expasinas
hidrolizan los enlaces entre las microfibras de celulosa de la pared celular para
incrementar la movilidad de los polimeros que forman la matriz; la sobre-
expresion de los genes que las codifican ha sido demostrada en correlacion
directa con el crecimiento saludable de haléfitos como Suaeda maritima y
Suaeda glauca desarrollandose en medio salino.
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Enlos procesos de tolerancia a estrés salino, las plantas haléfitas representan
un excelente modelo de estudio, ya que son capaces de sobrevivir y reproducirse
en sitios con concentraciones superiores a 200 mM de NaCl, lo que las hace
fuentes potenciales de genes de resistencia a salinidad. Sin embargo, el nimero
de haléfitos se reduce aproximadamente al 1 % de la flora mundial.

Identificacion de genes al estrés abiotico
en Suaeda edulis: un caso de estudio

La familia de las Amarantdceas, integra haléfitos suculentos que son “altamente
tolerantes” a la sal, destacando las especies de los géneros Suaeda y Salicornia, ya
que algunas de sus especies diluyen la sal en sus raices y hojas y han sido utiliza-
das como modelo para andlisis de genes de respuesta a estrés salino.

El género Suaeda Forssk. ex Scop., pertenece a la subfamilia Suaedoidae
Ulbr. de la familia Chenopodiaceae y alberga alrededor de 110 especies, casi
todas, haldfitas. Particularmente, Suaeda edulis es una planta haldfita que
se encuentra en lagos salinos del centro de México. En el municipio Valle de
Santiago, Gto., se encuentra el Crater de la Hoya en Rincén de Parangueo
(Fig. 11.7a-b). Las caracteristicas del crater son afloramientos rocosos, igneos
y vegetacion de bosque tropical caducifolio y con regiones de suelo sédico-
salino, formado por la acumulacién de NaCl y carbonato de sodio (Na,CO,)/
bicarbonato de sodio (NaHCO,) con un pH que se eleva a mds de 9.0. En este
tipo de suelos el porcentaje de sodio intercambiable es mayor a 15 y su es-
tructura, permeabilidad y aireacion se ven afectadas limitando e impidiendo
el crecimiento de los cultivos por su alto contenido de sodio intercambiable
y sales solubles.
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Figura 11.6. Hoya Rincén de Parangueo en Valle de Santiago, Guanajuato, Mex. a) Vista

panoramica del crater, b) S. edulis en su habitat natural.

Por lo que se realizé un estudio en S. edulis para su propagacion in vitro
y analizar la presencia y expresion de algunos genes relacionados con la tole-
rancia a la salinidad.

Para llevar a cabo esta investigacion, se colectaron muestras de S. edulis
y se establecieron protocolos para la propagacion de cultivos in vitro y de ex-
traccion de acidos nucleicos y de estudios de expresion de los genes. También
se realiz6 un estudio para determinar los minerales presentes raiz, follaje de la
planta, y de muestras de suelo del crater, mediante cromatografia de gases en
el Laboratorio de Analisis de Suelo, Agua y Nutrientes Vegetales de la Univer-
sidad Auténoma de Aguascalientes.

La cantidad de sodio detectada en la parte aérea fue casi cuatro veces
mayor que la que se detecto en la raiz, lo que refleja la resistencia de la plan-
ta a la salinidad mas que a sequia. Esto es interesante por el hecho de que el
lago-crater que habita S. edulis ha sido ya catalogado como un lago sédico por
su composicién idnica, predominando en €l los carbonatos y bicarbonatos de
sodio tal como lo reflejan los resultados del analisis de suelo en este trabajo,
en los que se indican valores de pH y conductividad eléctrica elevados que lo
clasifican como suelo salino y altamente alcalino.

Los protocolos de propagacion in vitro, fue con el propdsito de mantener
a S. edulis como modelo de estudio sin provocar disturbios de su habitat na-
tural, y de alli tomar el material vegetal para andlisis de expresién génica entre
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las plantas desarrolladas in vitro bajo distintas condiciones, y las tomadas di-
rectamente del crater.

Unos de los problemas que se obtuvieron durante la propagacion fue la
excrecion de compuestos fenolicos que oscurecian por completo el medio de
cultivo e impedian el desarrollo del explante (Fig. 11.7), sin embargo, se logré
implementar un protocolo de propagacion in vitro a partir de yemas axilares

Respecto al estudio genético, la extraccion de acidos nucleicos fue pro-
bando distintos protocolos, hasta obtener ADN puro (Fig.11.8). A partir del
ADNy ARN de S. edulis se llevé a cabo el analisis de identificacion y expresion
de los genes SAMS, CMO, BADH y P5CS, que participan en la biosintesis de
los osmoprotectores Pro y GB.

Figura 11.7. Establecimiento in vitro y micropropagacion de S. edulis. a) Plantulas dentro del
medio de cultivo Murashige & Skoog. b) Plantulas tomas del cultivo in vitro.

2 d L 12

Figura 11.8. ADN genémico de S. edulis. a-d) Electroforesis en gel de agarosa al 0.8 % del
ADN extraido mediante distintos métodos hasta obtener ADN puro. Carril L= 1 kb ADN
Ladder. 1y 2 = réplicas del ADN gendémico de S. edulis.
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Protocolos

Extraccion de ADN en S. edulis

SR

11.

12.

13.

14.

15.

16.
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Colocar 100 mg de tejido en un tubo para microcentrifuga de 1.5 mL pul-
verizado en nitrégeno liquido, 25 mg de Polivinil polipirrolidona (PVPP)
y 500 pL del buffer de extraccion (100 mM de Tris Cl, 20 mM de EDTA,
1.4 M de NaCl, 2 % de CTAB y 0.2 % de 3-mercaptoetanol) recién prepa-
rado y precalentado a 65 °C.

Homogenizar por inversion y colocar a 65 °C por 30 min mezclando pau-
latinamente durante el tiempo de incubacion.

Agregar un volumen de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1).

Incubara la mezcla a temperatura ambiente por 30 min, agitando paula-
tinamente durante el tiempo de incubacion.

Centrifugar durante 15 min a 12 000 rpm y transferir la fase superior a un
tubo nuevo con un volumen de isopropanol frio.

Incubar a 20 °C por 30 min y luego centrifugar durante 15 min a 12 000
rpm.

Lavar la pastilla de ADN con etanol al 70 %

Disolver el ADN en 30 pL de buffer TE y 1 pL de RNasa.

Incubar la mezcla a 37 °C toda la noche.

Agregar un volumen igual de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico
(25:24:1).

Centrifugar a 8 000 rpm por 15 min y transferir la fase acuosa a un nuevo
tubo.

Agregar un volumen de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) y centrifu-
gar a 12 000 rpm durante 15 min.

Colocar la fase superior en un tubo nuevo y agregar un volumen de eta-
nol absoluto.

Agregar un décimo de acetato de amonio 7.5 N considerando el volumen
total final.

Colocar los tubos a -20 °C por 30 min y luego centrifugarlos por 15 min
a 12 000 rpm.

Dejar secar la pastilla de ADN a temperatura ambiente y posteriormente
resuspender en 30 mL de agua estéril.



Capitulo 11. Estudio del estrés abidtico en plantas

Abreviaturas

ABA: 4cido abscisico

ABEF: factor de unién a AREB

AQP: acuaporina

AREB: elemento de respuesta y union a proteinas acidas
BADH: betaina aldehido deshidrogenasa

CMO: colina monooxigenasa

CTAB: bromuro de cetrimonio

DREB: elementos sensibles a deshidratacion
EDTA: 4cido etiliendiaminotetraacético

EROS: especies reactivas de oxigeno

FT: factor de transcripcion

GB: glicina betaina

HSF: factores de transcripcion de choque térmico
HSP: proteinas de choque térmico

H+-V-PPasa: pirofosfatasa inorganica vacuolar
LEA: proteinas abundantes en embriogénesis tardia
PEAMT: fosfoetanolamina metil transferasa
PINE: proteina intrinsecamente desordenada
Pro: prolina

PVPP: Polivinil polipirrolidona

P5CS: A*-pirrolina-5-carboxilato sintetasa

SAMS: S-adenosilmetionina sintetasa

TIP: proteinas intrinsecas del tonoplasto

Vppa: pirofosfatasa vacuolar

Glosario

Abidtico: componentes de un ecosistema que no tienen vida, pero influyen en
los seres vivos que forman parte de él.

Afloramiento: surgimiento de rocas del interior de la tierra hacia la superficie.

Arborescente: que por su forma o aspecto recuerda a un arbol.

Aspersion: modalidad de riego mediante la cual el agua llega a las plantas en
forma de “lluvia” localizada.
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Biotico: de los organismos vivos o relacionado con ellos.

Caducifolio: que pierde sus hojas cada afo.

Fitohormona: compuesto producido internamente por una planta, que ejer-
ce su funcién en muy bajas concentraciones y cuyo principal efecto se
produce a nivel celular, cambiando los patrones de crecimiento de los
vegetales y permitiendo su control.

Flavonoides: pigmentos naturales presentes en los vegetales y que protegen al
organismo del dafno producido por agentes oxidantes.

Fotosistema: complejos proteicos situados en membranas de organismos au-
totrofos donde se agrupan los pigmentos fotosintéticos.

Igneo: proceso que se producen por enfriamiento sobre la superficie terrestre.

Meristemos: grupos de células indiferenciadas responsables del crecimiento
permanente de las plantas debido a que tienen una alta capacidad de divi-
sion celular y posteriormente pueden diferenciarse en una gran variedad
de tipos celulares.

Peroxidacion: serie compleja de reacciones quimicas que causan la descompo-
sicioén de las grasas y los aceites (peroxidacion lipidica).

Splicing: corte de intrones y unién de exones para producir ARN mensajero
maduro capaz de salir del nucleo hacia el citoplasma y ocurra la sintesis
de proteinas.

Tonoplasto: membrana que delimita la vacuola central en las células vegetales.

Transgénico: generado artificialmente mediante ingenieria genética con mez-
cla de DNA de otros organismos en sus genes.

Xantofila: pigmento fotosintético secundario que pertenece al grupo de los
carotenoides.
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