Respuesta de las plantas al estrés por déficit hidrico. Una revision

Plant responses to water deficit stress. A review

Liz Patricia Moreno F'

Siendo el agua uno de los factores mds importantes para el
desarrollo de las plantas, su carencia constituye una de las
principales fuentes de estrés. Muchas plantas han desarrollado
respuestas que les permiten tolerar diferentes niveles de déficit
de agua, que van desde un estrés hidrico leve, causado por la
disminucién del potencial hidrico al mediodia, hasta aquellas
que les permiten sobrevivir en hdbitat desérticos. En este ar-
ticulo se revisan las diferentes respuestas a nivel morfoldgico,
anatémico, celular y molecular que permiten a las plantas
tolerar y adaptarse al estrés por déficit hidrico. Estas respuestas
incluyen modificaciones en el crecimiento, el desarrollo del
metabolismo C4 y CAM, cierre de estomas y cambios en la
expresion de genes, incluyendo los que codifican proteinas
potencialmente protectoras, enzimas clave en la via de sintesis
de osmolitos, enzimas antioxidantes y factores de transcrip-
cién, que regulan la expresion de genes inducida por el estrés.
Ademas se describe cdmo estas respuestas pueden darse a
través de vias de sefializacién que pueden ser dependientes o
independientes de la accién hormonal del 4cido abscisico y que
conducen a la tolerancia de las plantas al estrés hidrico.

Palabras clave: icido abscisico (ABA), proteinas de
embriogénesis tardia (LEA), movimiento estomatico,
osmolitos, elementos de respuesta a ABA (ABRE).

Water being one of the most important factors for plant de-
velopment, its scarcity is considered a major source of stress.
Many plant species have developed responses that allow them
to tolerate different water deficit levels ranging from a mild
water stress caused by water potential decrease at noon, to
those found in desert habitats. The present article reviews
the different plant responses that confer them the capability
of tolerating and adapting to water deficit stress at the mor-
phological, anatomical, cellular and molecular levels. These
responses include changes in growth, development of C4 and
CAM metabolic strategies, closure of stomata and changes in
gene expression. The latter include those encoding potentially
protective proteins, antioxidant and osmolyte synthesis key
enzymes, and transcription factors that regulate stress induced
gene expression itself. Also, it is described how these responses
can occur through abscisic acid dependent and independent
signaling paths, both leading to water stress tolerance.

Key words: abscisic acid (ABA), late embryogenesis abundant
proteins (LEA), stomatal movement, osmolytes, ABA
response elements (ABRE).

Introduccion

A lo largo de la evolucidn, las plantas han desarrollado
diferentes respuestas y adaptaciones que les permiten
sobrevivir en condiciones de constante déficit hidrico
(Nilsen y Orcutt, 1996). Muchas de estas adaptaciones estan
relacionadas con una mayor capacidad de tomar agua o
con un uso mas eficiente de este recurso. Algunas plantas
poseen adaptaciones como el desarrollo del metabolismo
C4 y del metabolismo 4cido de las crasulaceas o CAM,
que les permiten explotar ambientes mas aridos (Black y
Osmond, 2003; Liittge, 2004). Cuando el déficit hidrico
se desarrolla lentamente, las plantas pueden presentar
respuestas de aclimatacion que tienen efectos sobre el
crecimiento, como la disminucion de la expansion foliar y
el aumento del crecimiento radicular (Potters et al., 2007;
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Shao et al., 2008). Otro mecanismo de resistencia a nivel
fisiologico es el cierre de estomas, estructuras responsables
de la mayor proporcion de pérdida de agua en las plantas
(Taiz y Zeiger, 2006). Esta respuesta esta mediada por la
hormona 4cido abscisico (ABA) (Leung y Giraudat, 1988;
Zhang y Outlaw, 2001).

Las plantas también responden al estrés por déficit hidri-
co a nivel celular y molecular (Shinozaki y Yamaguchi-
Shinozaki, 2007). Una de las principales respuestas al
estrés hidrico es la modificacion de la expresion génica,
relacionada con la produccion de enzimas clave en la via
de sintesis de osmolitos, proteinas con funcién protectora,
enzimas antioxidantes, factores de transcripcion y otras
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proteinas involucradas en las respuestas al estrés hidrico
(Bray, 1997; Zhu et al., 2002). Los osmolitos, principalmente
compuestos organicos de bajo peso molecular, permiten el
ajuste osmotico y facilitan la toma de agua por la planta
(Cushman, 2001). Entre las proteinas mas importantes
por su efecto protector potencial estan las LEA (Late Em-
briogenesis Abundant Proteins) y las que funcionan como
antioxidantes (Danon et al., 2004). Se ha propuesto que las
proteinas LEA protegen proteinas y membranas del dafio
debido a la deshidratacion (Bray, 1993). Durante el estrés
hidrico también se induce la expresiéon de varios factores
de transcripcion que median la respuesta de genes a estrés
hidrico algunos de los cuales se unen a secuencias espe-
cificas en la regiéon promotora de los genes (Guiltinan et
al., 1990; Busk et al., 1997). La sobre-expresion de muchos
de estos genes en plantas de Arabidopsis y otras especies
confiere tolerancia al estrés hidrico (Tarczynski et al., 1992;
Garg et al., 2002; Abebe et al., 2003; Shinozaki et al., 2003;
Hmida-Sayari et al., 2005; Waditee et al., 2005; Yamaguchi-
Shinozaki y Shinozaki, 2005; Ashrafy Foolad, 2007).

La mayoria de estas respuestas estan reguladas por el
acido abscisico, aunque también se han descrito vias de
regulacion independientes de esta hormona (Chandler y
Robertson, 1994). El ABA esté involucrado en el proceso
de adaptacion de la planta a diferentes tipos de estrés am-
biental, y se ha comprobado que durante estos estreses los
niveles de ABA se incrementan en los tejidos vegetativos
(Zeevaarty Creelmen, 1988). Esta relacion llevd a proponer
que el ABA es uno de los mediadores de dichas respuestas
y que sus niveles en una planta pueden ser determinantes
de su comportamiento frente a una condicién de estrés
(Galau et al., 1986; Zeevaart y Creelmen, 1988; Bray, 1991).
Estos niveles son modulados por un balance preciso entre
la biosintesis y el catabolismo de esta hormona. Aunque
muchos genes que se expresan durante el estrés hidrico
estan regulados por el ABA, se ha encontrado que la ex-
presion de algunos es total o parcialmente independiente
de ABA (Chandler y Robertson, 1994). Esto podria sugerir
la presencia de factores adicionales involucrados en la mo-
dulacién de algunos genes durante estrés. En este articulo
se presenta informacién reciente sobre las diferentes res-
puestas y adaptaciones de las plantas al déficit hidrico, la
percepcion y las vias de senalizacion del estrés hidrico y la
expresion de genes de manera dependiente e independiente
de ABA durante el estrés por déficit hidrico.

El agua en las plantas

El agua es la molécula esencial para la vida; en las plantas
constituye tipicamente del 80 al 95% de la masa de los teji-
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dos en crecimiento y desempeiia varias funciones unicas.
Es el solvente mas abundante y mejor conocido y, como
tal, permite el movimiento de moléculas dentro y entre
las células. Debido a sus propiedades polares, tiene gran
influencia en la estructura y la estabilidad de moléculas
tales como proteinas, polisacaridos y otras (Kirkham,
2005). Igualmente, la expansion celular y la integridad
fisico-quimica de la pared dependen del agua. Una lista de
los procesos que son regulados por el volumen celular y la
hidrodindmica incluyen, ademds de los mencionados, cre-
cimiento y proliferacion, exocitosis, endocitosis, cambios en
la forma celular, sefializacidon de hormonas, metabolismo,
excitabilidad, migracién celular, obtencién de nutrientes,
filtracion de desechos, necrosis y apoptosis (Wehner et al.,
2003; Zonia y Munnik, 2007). Teniendo en cuenta la gran
importancia del agua en las plantas, se puede considerar
que una cantidad limitada o excesiva de agua para éstas
constituye un factor inductor de situaciones adversas o
estresantes.

La regulacion final de la osmolaridad, la tension de la
membrana y la presion hidrostatica es critica para el fun-
cionamiento celular. El agua viaja desde las zonas donde
el potencial hidrico es mayor (menos negativo) hacia las
zonas donde este es menor (mas negativo). El potencial
hidrico se define segun la ecuacion: Yw = p - s donde “¥Yw”
es el potencial hidrico; “p” esla presion de turgor o la fuerza
hidrostatica ejercida en la célula vegetal contra la pared ce-
lular y es de signo (+), y “s” es la presion osmdtica, que es una
medida de la concentracién de los solutos (Taiz y Zeiger,
2006). La interaccion del agua con los solutos disueltos en
esta tiene un efecto negativo sobre el ¥w, ya que disminuye
la cantidad de agua libre disponible en el sistema, por lo
que se resta en la ecuacion (Nilsen y Orcutt, 1996). La re-
duccion en el valor del ¥w, consecuencia de la interaccion
del agua con los materiales insolubles y las paredes, define
al potencial mdtrico, que no aparece en la ecuacién por
haberse comprobado empiricamente que su contribucién al
valor del ¥w es despreciable en la mayoria de los casos. El
turgor es, segtin la ecuacidn, directamente proporcional al
potencial hidrico. La principal fuerza motora que impulsa
al agua en su viaje a la parte aérea es la pérdida de agua en
las hojas por transpiracion. Esto supone que las hojas son
los érganos de las plantas que presentan los potenciales
hidricos mas negativos (Zyalalov, 2004).

Estrés hidrico y respuestas de las plantas
El estrés por déficit hidrico o por sequia se produce en
las plantas en respuesta a un ambiente escaso en agua, en
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déficit hidrico no sélo ocurre cuando hay poca agua en el
ambiente, sino también por bajas temperaturas y por una
elevada salinidad del suelo. Estas condiciones, capaces de
inducir una disminucién del agua disponible del citoplasma
de las células, también se conocen como estrés osmotico
(Levitt, 1980).

De acuerdo con los requerimientos de agua, las plantas
pueden ser consideradas como hidroéfitas si estin adap-
tadas a vivir total o parcialmente sumergidas en el agua
(en general no toleran potenciales hidricos mas negativos
de -5 a -10 bares); como mesofitas si estan adaptadas a un
aporte moderado de agua (en general no toleran potenciales
hidricos mas negativos de -20 bares) y como xerdfitas si
estan adaptadas a ambientes aridos (en general no toleran
potenciales hidricos mas negativos de -40 bares) (Nilsen
y Orcutt, 1996).

Las plantas alo largo de su desarrollo experimentan algin
grado de estrés por déficit hidrico. En los sistemas natu-
rales, un déficit de agua puede ser el resultado de bajas
precipitaciones, baja capacidad de retencion de agua del
suelo, excesiva salinidad, temperaturas extremas frias o
calientes, baja presion de vapor atmosférica o una combi-
nacidn de estos factores (Nilsen y Orcutt, 1996). Por otro
lado, una tercera parte de la superficie del planeta se con-
sidera como arida o semidrida, mientras que la mayoria de
la superficie restante estd sujeta a periodos temporales de
déficit hidrico. De esta manera, el agua constituye el prin-
cipal factor limitante del crecimiento de las plantas en la
tierra, actuando como una fuerza selectiva de primer grado
para la evolucién y distribucion de las especies vegetales
(Hanson y Hitz, 1982).

Las plantas han respondido al estrés hidrico desarrollando
evolutivamente adaptaciones tanto a nivel morfolégico
como anatémico y celular, que les permiten vivir en condi-
ciones de constante estrés hidrico (Nilsen y Orcutt, 1996).
Las plantas que son capaces de adquirir mas agua o que
hacen un uso mas eficiente de ésta podran tener resistencia
al estrés por sequia. De esta manera, algunas plantas poseen
adaptaciones tales como el desarrollo del metabolismo C4
y del metabolismo acido de las crasuliaceas o CAM, que
les permiten explotar ambientes mas aridos. Asi, en las
plantas C4 hay una separacion fisica entre el proceso de
asimilacion de CO,, que se produce en células del mesofilo
y la reduccion de éste a carbohidratos que tiene lugar en
otro tipo celular especializado (parenquima perivascular)
donde se acumula el CO,. En este metabolismo se genera
una mayor concentraciéon de CO,en las células especializa-
das que puede estar en equilibrio con la atmdsfera externa.
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Esta elevada concentracion de CO, en el sitio de carboxi-
lacién de la ribulosa bifosfato resulta en una supresion de
la oxigenacién (fotorrespiracion).

El metabolismo acido de las crasulaceas (CAM) consiste
en una separacion temporal de la fijacion del CO, respecto
a las reacciones dependientes de la luz de la fotosintesis
(Black y Osmond, 2003; Liittge, 2004). EI CO, atmosférico
se acumula durante la noche, cuando la mayor humedad
del ambiente permite tener los estomas abiertos. E1 CO, se
asimila como dcido malico y se almacena en la vacuola. Con
la llegada del dia se cierran los estomas, lo que detiene la
asimilacion de CO, y previene la pérdida de agua (Black y
Osmond, 2003). Se metaboliza el 4cido malico, producién-
dose CO, que, con el ATP y el poder reductor generado en
las reacciones luminosas de la fotosintesis, va a ser reducido
a carbohidratos en el ciclo de Calvin o ciclo C3 de reduccién
del carbono (PCR). Ademads, la alta concentracion de CO,
generada en el citoplasma celular reduce la fotorrespiracion
drasticamente y por tanto el dafio oxidativo.

Las plantas también poseen mecanismos de aclimatacién
que se activan en respuesta a estrés hidrico (Nilsen y Orcutt,
1996). Cuando el déficit hidrico se desarrolla lentamente,
se dan cambios en procesos de desarrollo que tienen varios
efectos sobre el crecimiento. Uno de principal importancia
es la limitacion especifica de la expansion foliar. Aunque el
area foliar es importante, pues de ella depende la fotosinte-
sis, una rapida expansion foliar puede afectar negativamente
la adaptacion ala poca disponibilidad de agua. Otro proceso
que se modifica es el crecimiento radicular. La disponibi-
lidad de agua afecta la relacién entre el crecimiento de la
parte aérea y la raiz; la raiz continda su desarrollo mientras
que la parte aérea deja de crecer por causa del estrés. Asi,
las plantas son capaces de continuar el desarrollo de sus
raices en busqueda de agua en zonas mas profundas del
suelo (Potters et al., 2007; Shao et al., 2008).

Otro mecanismo de resistencia a nivel fisioldgico es el
cierre de estomas, ya que estos son los responsables de
la mayor proporcién de pérdida de agua en las plantas
(Taiz y Zeiger, 2006). El proceso de cierre de los estomas,
cuando el mesofilo comienza a sufrir deshidratacion, esta
regulado por el dcido abscisico (ABA) (Leung y Giraudat,
1998). El contenido de ABA en la hoja se incrementa debi-
do a la descompartamentalizacion y redistribucién desde
los cloroplastos de las células del mesoéfilo y a la sintesis y
transporte desde las raices, siendo liberado al apoplasto
para llegar a las células guarda a través de la corriente de
transpiracion (Zhang y Outlaw, 2001). Esta fitohormona
produce una pérdida de iones K" (calculada en 4-8 veces
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de disminucion, desde 400-800 mM hasta 100 mM) y de
aniones Cl' o malato” en las células guarda, que provoca
una salida de agua del citoplasma, dando lugar al cierre del
estoma (Roelfsema y Hedrich, 2002).

A nivel celular, otra respuesta de resistencia es el ajuste
osmotico, que consiste en una disminucion del potencial
hidrico en los tejidos vegetales, lo cual tiene como conse-
cuencia la entrada de agua y, por tanto, no se presenta una
disminucién en el turgor o en la productividad fotosinté-
tica. El ajuste osmdtico se da en las plantas a través de la
biosintesis de osmolitos organicos de bajo peso moleculary
por laacumulacién de iones, fundamentalmente K* (Cush-
man, 2001). En general, las enzimas son sensibles a las altas
concentraciones de iones, como el Na*. La acumulacion de
iones durante el ajuste osmotico ocurre principalmente
en la vacuola, mientras que en el citoplasma se acumulan
solutos que no afectan negativamente la funcionalidad de
macromoléculas celulares (Buchanan et al., 2000). Estos
solutos son moléculas organicas de bajo peso molecular
(osmolitos) como polioles (aztcares), metilaminas, aminoa-
cidos libres y derivados de aminodacidos. Diferentes tipos
de organismos como plantas, bacterias, hongos y animales
presentan osmolitos compatibles que se caracterizan por
no alterar la estructura y funcién de las macromoléculas,
cuando se acumulan en altas concentraciones. Se propone
que estos osmolitos compatibles no interaccionan con sus-
tratos y cofactores enzimaticos, ni afectan negativamente
las interacciones entre las macromoléculas y el solvente
(Yancey et al., 1982). La acumulacién de osmolitos compa-
tibles también tiene como consecuencia la osmoproteccion,
que esta dada por la capacidad estabilizadora de algunos
de estos solutos sobre macromoléculas como las proteinas
y los sistemas de membrana celulares. La sobre-expresion
de este tipo de compuestos ha sido usada para proteger a
las plantas de los efectos causados por el estrés osmético,
obteniéndose resultados positivos en varias especies (Tar-
czynski et al., 1992; Garg et al., 2002; Abebe et al., 2003;
Waditee et al., 2005; Hmida-Sayari et al., 2005; Ashraf'y
Foolad, 2007).

Una respuesta molecular de las plantas al estrés, y quiza una
de las mas importantes, es la modificacion de la expresion
de genes. Durante el déficit hidrico, diferentes tipos celula-
res responden incrementando o disminuyendo la expresion
de algunos genes. Igualmente, se ha visto que muchos genes
que no se expresan en condiciones de irrigaciéon éptima
pueden empezar a hacerlo bajo déficit hidrico.

Como parte de esta respuesta molecular de las plantas al
déficit hidrico se ha determinado la acumulacién de pro-
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teinas nuevas utilizando electroforesis uni y bidimensional
(Bray, 1993). De otro lado, se han realizado estudios de
rastreo diferencial de bibliotecas génicas hechas a partir
de plantas estresadas y plantas bien irrigadas. Esto ha
llevado a la clonacién y al analisis de muchos de los genes
obtenidos a partir de estos rastreos (Skriver y Mundy, 1990;
Bray, 1993). Igualmente, el analisis de la expresion de genes
en diferentes mutantes afectadas en la respuesta al déficit
hidrico como las aba (bloqueadas en la sintesis de ABA)
y las abi (insensibles a ABA) ha permitido identificar va-
rios genes importantes en dicha respuesta. Una estrategia
relevante en la identificacién de genes relacionados con el
estrés hidrico esta basada en los ESTs (Expressed Sequence
Tag) generados en diferentes librerias de cDNA, obtenidas
a partir de tejidos sometidos a tratamientos de deshidra-
tacion. La informacion especifica de estas librerias esta
indexada en el National Center for Biotechnology Informa-
tion (NCBI) dbETS (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbEST/
dbEST_summary.html). Otras aproximaciones recientes,
como la PCR en tiempo real y los micro y macroarreglos,
han permitido el andlisis simultaneo de miles de genes en
tejidos de plantas control y estresadas en diferentes estados
de desarrollo (Chen et al., 2002; Oh et al., 2005; Sreeniva-
sulu et al., 2006). El principal objetivo de estos estudios
fue entender el estrés hidrico a nivel molecular y hallar los
genes que son importantes para la tolerancia al mismo, los
cuales han desempenado un papel, sin duda relevante, en
la adaptacion de las plantas a dicho estrés.

La respuesta de las plantas a diferentes tipos de estrés
generalmente incluye la alteracién en la expresion de
proteinas. Estos cambios generalmente estan relaciona-
dos con el aumento o la disminucién de la expresion de
genes especificos, y dependen de la naturaleza, duracién
y severidad del estrés. Aqui se revisardn aquellas que se
aumentan durante la condicién de estrés, ya que aunque
la disminucién de proteinas particulares puede tener un
significado fisioldgico importante, la mayoria de investiga-
ciones se enfocan en las que se aumentan durante el estrés
porque se cree que puedan tener una funcién adaptativa o
de proteccion a dicha condicién. Entre las mds importantes
por su efecto protector potencial estan las proteinas LEA
(Late Embriogenesis Abundant Proteins), las involucradas
en las vias de sintesis de los osmolitos y las que funcionan
como antioxidantes (Bray, 1997; Zhu et al., 2002; Bartles
y Kotchoni, 2003).

Un grupo grande de genes que se inducen por estrés osmo-
tico corresponde a los genes que codifican paralas proteinas
LEA (Baker et al., 1988; Mundy y Chua, 1988; Dure et al.,
1989). La expresion de estos genes en condiciones de estrés
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ha sido asociada a la proteccién de la integridad celular y al
mantenimiento de la homeostasis iénica. Las LEA son va-
rias familias de proteinas que se acumulan en altos niveles
durante la etapa madura de la embriogénesis, justo antes
del inicio de la desecacion de la semilla. Algunas de ellas
también se acumulan en tejidos vegetativos en respuesta al
estrés osmotico generado por diversos agentes ambientales
(deshidratacion, salinidad, frio y congelamiento) (Galau
et al., 1986; Baker et al., 1988; Bray, 1993). Durante el
desarrollo embrionario, y en la gran mayoria de los casos
indicados para diferentes tipos de estrés medioambiental, la
induccion de la expresion de los genes lea esta mediada por
el ABA. Esta fitohormona es capaz de inducir precozmente
la expresion de dichos genes en embriones inmaduros o en
tejidos vegetativos no estresados cuando se aplica exdge-
namente (Dure III, 1993). Las proteinas LEA son proteinas
altamente hidrofilicas, ricas en glicina y en aminoacidos
cargados que se caracterizan por no tener una estructura
globular, y ser, por tanto, resistentes a la coagulacién por
efecto de las altas temperaturas (Dure III, 1993). Las protei-
nas LEA se agrupan en varias familias o grupos de acuerdo
con la homologia en la secuencia de aminodcidos, y fueron
descritas primeramente por Dure en algodén (Ingram y
Bartels, 1996; Colmenero-Flores et al., 1997).

Se ha propuesto que las proteinas LEA protegen proteinas
y membranas del dafio debido ala deshidratacion. El agua,
como resultado de su constante dieléctrica, mantiene in
vivo la estructura de proteinas y fosfolipidos, y es posible
que proteinas tales como las LEA D-11 y D-13, las cuales
forman una estructura en “random coil” (aminodacidos
orientados al azar), sustituyan el agua y mantengan la
estructura de proteinas y membranas en ausencia de esta.
Para proteinas tales como la D-29, que pueden formar hé-
lices anfifilicas, se ha propuesto que puedan actuar como
trampas de iones, secuestrando iones que estan concentra-
dos durante la desecacion (Baker et al., 1988). Aunque estas
funciones no se han probado, existe evidencia circunstan-
cial que sugiere su papel como protectoras en diferentes
tipos de estrés. Se ha obtenido evidencia directa del papel
de, al menos, algunas de estas proteinas en la tolerancia a
la sequia, como es el caso de la Em de trigo, una proteina
altamente hidrofilica, perteneciente al grupo 1, la cual fue
sobre-expresada en levadura y confirié resistencia contra
diferentes tipos de estrés osmotico (Swire-Clark y Marcotte,
1999). Otro ejemplo es el de la proteina LEA del grupo 3,
la HVA1 de cebada, que al ser sobre-expresada en plantas
de arroz confiere resistencia a estrés hidrico y salino (Xu
et al., 1996). Esta misma proteina, al ser expresada en leva-
dura, confiere resistencia a estrés salino y a congelamiento
(Zhang et al., 2000). Otras dos proteinas fueron expresadas
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en levadura, la LE25 de tomate, perteneciente al grupo 4,
que confiere resistencia a estrés salino y por frio (Imai et
al., 1995) y la LE4 perteneciente al grupo 2, que confiere
resistencia a estrés salino y a congelamiento (Zhang et al.,
2000). Los datos obtenidos a partir de la sobre-expresion
de estas y otras proteinas LEA apoyan la hipotesis de que
diferentes proteinas LEA desempefian un papel importante
en la proteccion contra la deshidratacion celular (Wang et
al., 2006).

Aun cuando la mayoria de los genes lea se expresan en
plantas sometidas a diferentes condiciones de estrés, se ha
encontrado que algunos genes lea se expresan en diferentes
organos vegetativos durante el desarrollo normal de las
plantas (Yamaguchi-Shinozakiy Shinozaki, 1993; Iwasaki
etal., 1995; Rouse et al., 1996; Colmenero-Flores et al., 1999,
Moreno-Fonseca y Covarrubias, 2001). Su funcién en estas
condiciones se desconoce.

Los osmolitos son compuestos que representan una funciéon
importante en el ajuste osmatico, y protegen a las células
de las especies reactivas de oxigeno (Pinhero et al., 2001).
En muchas plantas durante condiciones de estrés hay una
sobre-expresion de las enzimas clave en la biosintesis de
osmolitos como la prolina y otros aminoacidos, las po-
liaminas y los compuestos cuaternarios de amonio como
la glicina betaina, la sacarosa, los polioles, los aztcares-
alcoholes y otros oligosacaridos (Tamura et al., 2003). La
acumulacion de prolina, ademas de inducir ajuste osmético,
protege las membranas y las proteinas de la deshidratacion,
y actiia como desintoxicador de radicales libres. Otros
osmolitos como la glicina betaina solo ocurren en algunas
plantas superiores, y su sintesis puede ser inducida tanto por
estrés hidrico como por estrés salino, por sobre-expresion
de las enzimas colina mono-oxigenasa (CMO) y betaina
aldehido deshidrogenasa (Nakamura et al., 2001). La glicina
betaina ha mostrado proteger enzimas y membranas, asi
como estabilizar complejos proteina-pigmento del PSII
en condiciones de estrés (Papageorgiou y Morata, 1995).
La sobre-expresion de estos y otros osmolitos en plantas
transgénicas confieren un cierto grado de tolerancia al
estrés hidrico (Cortina y Culidiiez-Macia, 2005; Ashraf'y
Foolad, 2007).

Otro grupo de proteinas que se sobre-expresan durante
el estrés hidrico son las enzimas antioxidantes que, junto
con compuestos no proteicos, detoxifican a las plantas de
los radicales libres. Estos radicales como el superéxido y
el peréxido de hidrogeno se generan debido a un aumen-
to en la tasa de fotorreduccion del O, en los cloroplastos
(Robinson y Bunce, 2000). Entre las principales enzimas
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estan la superdxido dismutasa (SOD), la catalasa (CAT), la
ascorbato peroxidasa (APX), la peroxidasa (POD), la gluta-
tion reductasa (GR) y la monodehidroascorbato reductasa
(MDAR) (Apel y Hirt, 2004). Otro grupo de proteinas que
se expresan durante estrés hidrico incluye las de choque
término, las proteinas transportadoras de iones y aquellas
que permiten el transporte de agua (acuaporinas), las pro-
teasas, las proteinas kinasas, las fosfatasas, las proteinas
involucradas en el metabolismo de los fosfolipidos y los
factores transcripcionales.

El acido abcisico en la planta:
percepcion y traduccion de senales

El ABA regula dos procesos basicos para el desarrollo de las
plantas; uno es la maduracion y germinacion de la semilla,
donde estd involucrado en los procesos de adquisicion de
la dormancia, acumulacién de reservas nutritivas y adqui-
sicién de la tolerancia a desecacion (Busk y Pagés, 1998;
Leung y Giraudat, 1998). De otro lado, estd involucrado en
el proceso de adaptacion de la planta a diferentes tipos de es-
trés ambiental como el frio, la salinidad y la deshidratacidn.
Se ha comprobado que durante estos estreses los niveles de
ABA se incrementan en tejidos vegetativos. Esta relacion
llevé a proponer que el ABA es uno de los mediadores de
dichas respuestas (Galau et al., 1986; Zeevaart y Creelmen,
1988; Bray, 1991). Asi, los niveles de acido abscisico en una
planta serian determinantes de su comportamiento frente
auna condicién de estrés. Estos niveles son modulados por
un balance preciso entre la biosintesis y el catabolismo de
esta hormona.

La fitohormona ABA es sintetizada a partir del precursor
carotenoide C40, por la via 2-C-metil-d-eritritol-4-fosfato
(MEP). La primera enzima relacionada directamente con su
sintesis es la 9-cis-epoxicarotenoide dioxigenasa (NCED),
la cual estd localizada en los pléstidos y rompe un precur-
sor epoxicarotenoide para formar xantosina (C15) y un
metabolito (C25). La forma biolégicamete activa de ABA
se produce a partir de cis-xantosina por dos pasos enzima-
ticos via aldehido abscisico y es catalizada por AtABA2.La
oxidacion del aldehido abscisico a acido carboxilico es el
ultimo paso en la biosintesis del ABA y es catalizado por
una abscisico aldehido oxidasa (AAO), la cual requiere un
cofactor molibdeno (MoCo) para su actividad catalitica
(Cutler y Krochko, 1999; Nambara y Marion-Poll, 2005).
Ademas de esta via, hay evidencia que sugiere la existen-
cia de al menos otra via alternativa menor (Tabaeizadeh,
1998). Se ha propuesto que la NCED es la principal enzima
regulatoria debido a que su expresidn esta correlacionada
con los niveles endégenos de ABA (Schwartz et al., 2003).
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Adicional a esta regulacion, la sobre-expresion de genes que
codifican enzimas regulatorias de la via MEP (1-doexi-D-
xylulosa 5-fosfato sintasa), de la biosintesis de carotenoides
(fitoeno sintasa) y del ciclo de las xantofilas (ZEP) causan
un aumento en laacumulacion de ABA en semillas y plan-
tulas (Marin et al., 1996; Frey et al., 1999; Estévez et al.,
2001). Durante el estrés abidtico varios de estos genes estan
sobre-expresados. En N. plumbaginifolia, L. esculentum y
Arabidopsis la expresion del gen zep se induce en raices
por estrés hidrico rapido o progresivo (Audran et al., 1998;
Bittner et al., 2001). La induccién de la expresion del gen
nced, en condiciones de estrés hidrico, se ha observado en
raices y hojas en varias especies incluyendo P. vulgaris y
Arabidospsis. Adicionalmente, la sobre-expresion del gen
Atnced3 en plantas transgénicas de Arabidopsis aumentan
los niveles de ABA y la tolerancia a la deshidratacion (Tian
et al., 2004; Melhorn et al., 2008).

Por vias catabolicas los niveles de ABA activo en las plantas
pueden disminuirse por un proceso de degradacion y por
la conjugacion con azucares. En el proceso de degradacion,
el ABA es primero hidrolizado a 8'-hidroxi ABA (C-8),
el cual es convertido a 4cido faseico. La familia de genes
P450 CYP707 de Arabidopsis codifica para las enzimas
que catalizan este paso (Kushiro et al., 2004). El analisis
de estos genes indica que su expresion estd regulada tanto
por estrés como por desarrollo. En la otra via, el ABA es
conjugado con la glucosa por una ABA glucosiltransfe-
rasa para obtener una forma fisiolégicamente inactiva,
ABA glucosil ester (Hirayama y Shinozaki, 2007) que es
liberada por una B-glucosidasa (BG). En Arabidopsis se
determind que la proteina AtBGI esta involucrada en la
regulacion de los niveles enddgenos de ABA (Hirayama y
Shinozaki, 2007). En Arabidopsis se induce la expresion de
varios genes cyp70a en respuesta a deshidratacion y mas
aun durante la rehidratacion. Igualmente se ha observado
que los tratamientos de estrés activan la AtBGl1 a través
de polimerizacién. La liberacion del ABA por la AtBGl es
suficiente para inducir la expresion de genes de respuesta a
estrés, lo cual sugiere que la AtBGI contribuye al aumento
de los niveles intra y extracelulares de ABA (Hirayama y
Shinozaki, 2007).

En muchos casos, las mutantes aba (con reducidos niveles
de ABA enddgeno) y abi (insensibles al ABA) han sido
usadas para apoyar la hipdtesis de que el ABA enddgeno
regula la expresion génica (Chandler y Robertson, 1994).
La mayoria de estas mutantes muestran una excesiva
pérdida de agua debido a los defectos en la regulacion
estomatal, la cual lleva a un incremento en la tendencia a
marchitez. Igualmente, genes que se regulan a través del
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ABA presentan en estas mutantes niveles muy bajos de
expresion durante las diferentes condiciones de estrés y
durante la embriogénesis (Giraudat et al., 1994).

Recientemente se han descrito varios receptores poten-
ciales de ABA que incluyen una proteina FCA que regula
el tiempo de floracion (Razem et al., 2006), la subunidad
H de una Mg-quelatasa (Shen et al., 2006) y la proteina G
(GCR2) acoplada a receptor (Liu et al., 2007). Estudios en
los que se ha utilizado el ABA conjugado a una proteina o
a un compuesto quimico han indicado sitios de recono-
cimiento para el ABA tanto en la superficie celular como
en los espacios intracelulares (Bray, 1997; Finkelstein et
al., 2002). La identificacién de varios receptores parece
consistente con estas observaciones; sin embargo, aun no
estd claro si estos recetores estan involucrados en vias de
sefializacion que modifican las respuestas de las plantas
a los estreses ambientales. Después de tratamientos con
ABA en las células se acumulan segundos mensajeros
como Ca’**y4cido fosfatidico (PA). Ademés se han descrito
otros segundos mensajeros como las especies reactivas de
oxigeno (ROS) (Laloi et al., 2004; Pitzschke et al., 2006)
el 6xido nitrico y componentes relacionados con los fos-
folipidos, como el fosfatidil inositol 3-fosfato y el inositol
trifosfato (Hirayama y Shinozaki, 2007). Igualmente hay
evidencias que revelan la conexién entre los segundos
mensajeros y los componentes de las vias de sefializaciéon
en respuesta al ABA. Se han identificado dos proteinas
fosfatasas de la clase 2C serina/treonina (PP2Cs), la ABI1
y la ABI2, que se han colocado en la parte superior de la
via de transduccién. Las mutantes en estos genes, abil-1y
abi2-1, son denominadas marchitas, carecen de dormancia
y tienen una sensibilidad reducida a ABA exdgeno respecto
alainhibicién de la germinaciéon (Koornneef et al., 1984).
Estas actiian paralelamente a la via mediada por la adeno-
sin 5”-difosfato ribosa ciclica ((ADPR) y el Ca** (Himmel-
bach et al., 1998; Himmelbach et al., 2003). Se ha sugerido
que las fosfatasas (PP2Cs) son parte de un mecanismo de
control negativo ejercido por un represor que ejerce su
control negativo en forma fosforilada y se inactiva al ser
desfosforilado por las fosfatasas. En este contexto, la acti-
vacion de las fosfatasas (PP2Cs) por un incremento en el
pH inducido por ABA, lleva a la inactivacion del represor
y, por tanto, promueve la sefializacion de la via de cADPR
(Himmelbach et al., 2003). Igualmente se ha encontrado
que las especies reactivas de oxigeno como el H,0, reducen
la actividad PP2C de ABI1 y ABI2 in vitro.

Estudios recientes han mostrado una conexién entre la
PP2C y una kinasa relacionada a SNF1 (SnRKs), especifi-
camente kinasas tipo SnRK2 y SnRK3. Estudios genéticos y
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bioquimicos han mostrado la funcién clave de la SnRK2 en
el movimiento de los estomas, la expresion de genes en res-
puesta a ABA y las respuestas a ABA durante condiciones
de estrés y en la germinacién (Johnson et al., 2002; Fujii et
al.,2007). Ademas, OST1, una proteina kinasa que mediala
regulacion de la apertura de los estomas en respuestaa ABA
en Arabidopsis, requiere una funciéon normal de ABI1 para
suactivacion dependiente del ABA. La SnRK2s para su acti-
vacion necesita la fosforilacion en varios residuos Ser/Thr en
ellazo P, lo que sugiere que otras kinasas pueden funcionar
por encima de la SnRK2s en la via de sefializacién de ABA
(Kobayashi et al., 2005). Alternativamente estos residuos
podrian autofosforilarse, en respuesta a algunos estimulos
que activan estas kinasas, y PPC2 podria regular su estado.
Debido a laimportancia del Ca** como segundo mensajero
en la respuesta a ABA, la funcién de CDPK en respuesta a
ABA ha sido ampliamente estudiada (Cheng et al., 2002).
En estudios recientes se identifico la funcién de CDPK en
la respuesta a ABA al comprobarse que AtCPK32 regula
factores de transcripcion relacionados con el ABA (ABRE
BINDING FACTOR) como el 4/ABSCISIC ACID RESPON-
SIVE ELEMENT BINDING PROTEIN (AREB) (Choi et al.,
2005). ABA también activa cascadas de proteinas kinasas
activadas por mitégenos (MAPK) y se ha encontrado que
la fosforilacion en muchos factores de transcripcion de res-
puestaa ABA yaestrés es necesaria para su funcionamiento
(Yamaguchi-Shinosaki y Shinosaki, 2006). Recientemente
también se ha acumulado evidencia que sugiere que la
respuesta a ABA incluye metabolismo de RNAm. Aunque
la via de sefializaciéon que se genera a través de ABA du-
rante el estrés atin no se ha caracterizado completamente,
a través de muchos estudios se ha encontrado evidencia
de que esta via interactua con otras vias de senalizacion
que tampoco han sido descritas. Por ejemplo la expresion
del gen lea cor47 presenta un efecto aditivo en respuesta a
tratamientos de ABA y manitol (Chak et al., 2000). Estos
investigadores, usando mutantes semi-dominantes abil
y abi2, encontraron que la expresion génica estaba mas
danada en abi2 en respuesta a estrés inducido por manitol
que en la mutante abil. Es probable que en la respuesta a
estrés haya vias solapadas o en interaccidn, las cuales son
dependientes e independientes ABA (Bray, 2002).

Expresion de genes durante el
estrés dependiente de ABA

Se ha determinado que una parte importante de la respues-
ta fisiologica a ABA se da a través de la expresion génica
de novo (Bohnert y Jensen, 1996). Muchos genes que se
expresan durante la fase tardia de desarrollo del embrion
pueden ser inducidos por el ABA exdgeno en embriones
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y tejido vegetativo (Mundy y Chua, 1988). También se
ha determinado que los niveles enddgenos de ABA se
incrementan en diferentes condiciones de estrés, incluido
el déficit hidrico. Estos datos, junto con el estudio de pro-
motores y la caracterizacion de las mutantes deficientes en
ABA de A. thalianay de maiz, apoyan la participacion del
ABA enddgeno en la regulacion de la expresion de genes
durante estrés. Estos cambios en la expresiéon génica le
pueden conferir a la planta la habilidad para responder
apropiadamente al estrés y sobrevivir a dicha condicion.
Sin embargo, no todos los genes que se inducen bajo
estrés tienen una funcidn adaptativa, ya que muchos de
estos cambios en la expresion son efectos de dafios a nivel
celular. Las plantas sometidas a déficit hidrico presentan
alteraciones en procesos fisiologicos y metabolicos, como
reduccion en las tasas de fotosintesis, disminucion de la
sintesis de proteinas totales y en las tasas de crecimiento.
Estas alteraciones pueden ocasionar un cambio en el ni-
vel de expresion de genes especificos que indica el dafio
y que no estan involucrados en procesos de adaptacion a
la condicién estresante.

Los genes inducidos durante estrés a través del ABA
pueden dividirse en dos grupos. Estan los que se inducen
por ABA y cuya expresion es independiente de la sintesis
de proteinas, es decir, donde no se requiere sintesis de
proteinas de novo para su induccién. De otro lado, estdn
los genes inducidos por ABA de una manera depen-
diente de la sintesis de novo de proteinas (Shinozaki y
Yamaguchi-Shinozaki, 1996). La disecciéon funcional de
los promotores de los genes que responden al ABA, basa-
da principalmente en sistemas de expresion transitoria,
ha permitido la identificacién de varios elementos en cis
involucrados en la expresion de genes por ABA (Bray,
2002; Hirayama y Shinozaki, 2007).

En la regulacion transcripcional de genes por el ABA se
han identificado factores que actuan tanto en cis como
en trans. La caracterizacion de los promotores de los ge-
nes inducibles por ABA, Em de trigo y rabl6A de arroz,
mostrd que un elemento en cis conocido como ABRE
(Abscisic Acid Response Element) es importante para la
transcripcion dependiente de ABA (Guiltinan et al., 1990).
Actualmente, mas de 20 elementos tipo ABRE funcionales
han sido hallados en promotores de genes que responden
al ABA. El elemento es definido como una secuencia de
8-10 pares de bases con una secuencia ACGT, que corres-
ponde al nucleo o centro del factor transcripcional en cis
conocido como caja G. Las secuencias que flanquean el
nucleo de ACGT son importantes para el funcionamiento
in vivo de este elemento. Estudios de expresion indican
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que la secuencia (C/T)ACGTGGC es un ABRE fuerte; sin
embargo, otras secuencias son igualmente funcionales
(Busk y Pagés, 1998). En plantas se han clonado varios
factores de transcripcion en trans con dominios basicos,
tipo cremalleras de leucina (bZip), que se unen al ABRE
como dimeros.

El ABRE no es el inico elemento que tiene un ntcleo de
ACGT; estos elementos ACGT son hallados en muchos
promotores y median la induccién por luz, anaerobiosis,
luz UV y acido cumarico. Por tanto, es evidente que,
ademds del nucleo ACGT, otros factores son importantes
para determinar su especificidad. Por tal razon, no todas
las secuencias que tienen un nucleo de ACGT funcionan
como ABRE, aunque estén en un promotor de un gen
inducible por ABA. Asi, el elemento ABRE es una se-
cuencia que contiene un ACGT y que estd definido mds
por su funcidn, ya que las secuencias que lo flanquean no
muestran consenso (Busk y Pagés, 1998).

Para los genes hval y hva22 se encontrd que ademas de
los elementos que contienen nucleos de ACGT se requie-
ren secuencias adicionales denominadas CE (coupling
elements) para mediar la induccién de estos genes en
respuesta a ABA (Shen et al., 1996). A partir del analisis
de estos promotores, se determind el complejo minimo de
respuesta a ABA (ABRC) que consta de un coupling ele-
ment y un ABRE capaces de conferir induccién por ABA
aun promotor minimo (Vasil et al., 1995). Las secuencias
de los elementos CE son diferentes pero presentan un alto
contenido de citocinas y guaninas. Los ABRC también
pueden estar compuestos por dos cajas G, como sucede
en el promotor del gen Em de trigo. En contraste, otros
ABRC constan de un ABRE y de un elemento en cis no
relacionado con la caja G (Busk y Pagés, 1998; Leung y
Giraudat, 1998).

Entre los elementos que median la respuesta al ABA se
han descrito elementos tipo Myb y Myc en el gen rd22
de A. thaliana. Puesto que estos elementos median la
respuesta del gen rd22 a estrés hidrico y parecen regular
la induccion de una manera dependiente de la sintesis de
proteinas, se ha sugerido que Myb y Myc pueden regular
genes cuya induccién por ABA depende de la sintesis de
proteinas, lo cual no sucede en la regulacién via ABRE
(Iwasaki et al., 1995; Yamaguchi-Shinozaki y Shinozaki,
1994; Abe et al., 1997). Sin embargo, los genes rabI6A y
OsEm que estan regulados a través de ABRE requieren
sintesis de proteinas para su induccién, y esta regulacion
podria depender de la sintesis de novo de una proteina
tipo cremallera de leucina (bZip).
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Otros elementos en cis involucrados en la induccién de la
transcripcion por ABA incluyen el sph o ASCE que media
lainduccién del gen Cl en el endospermo de maiz (Hattori
et al., 1992), un elemento del promotor del gen cdet274-45
de C. plantagineumy el motivo TT del gen dc3 de zanahoria
(Kim et al., 1997); este ultimo motivo es considerado como
un ABRE imperfecto.

Expresion de genes durante el
estrés independiente de ABA

Aunque la expresion de muchos genes que se inducen du-
rante estrés hidrico se incrementa considerablemente por
aplicaciones de ABA, no hay una correlacion consistente
entre los niveles de mRNA y los niveles de ABA en estas
condiciones. Estas evidencias sugieren fuertemente que
la expresién de algunos genes durante deshidratacion es
total o parcialmente independiente de ABA (Chandler y
Robertson, 1994). Se ha planteado que esto podria sugerir
la presencia de factores adicionales involucrados en la mo-
dulacién de algunos genes durante estrés. Algunos estudios
que involucran aplicaciones exdgenas de ABA indican que
los niveles de expresion de genes inducidos por ABA pue-
den ser incrementados por factores adicionales presentes
solamente en plantas estresadas (Chandler y Robertson,
1994). De esta manera, las plantas no estresadas carecen de
los elementos capaces de interactuar con ABA, y por tanto
no alcanzan los niveles adecuados de expresion presentes
en la condicién de estrés. Estos factores, presentes en las
plantas estresadas, podrian interactuar sinergisticamente
con los factores inducidos por ABA para generar una res-
puesta mayor.

Cabe sefnalar que algunos genes son inducidos por ABA,
pero su expresion durante deshidratacion es independien-
te de ABA. Por ejemplo el gen de la kinasa RPK1, aislado
de A. thaliana, es inducido tanto por deshidratacion
como por tratamiento con ABA (Hong et al., 1997). Al
examinar la respuesta a deshidratacion de este gen en las
mutantes de A. thaliana deficientes en la sintesis de ABA
(aba-1) y en las mutantes insensibles (abi-1, abi-2 'y abi-3),
se encontraron los mismos niveles de mRNA respecto a
las plantas control.

Analizando el promotor del gen rd29A de A. thaliana
(Yamaguchi-Shinozakiy Shinozaki, 1994) se identificé un
elemento en cis de 9 pares de bases, de respuesta a deshi-
dratacion (DRE). Este elemento DRE es necesario para la
induccion por estrés del gen rd29A, aun en ausencia de ni-
veles elevados de ABA. La misma secuencia ha sido hallada
en promotores de otros genes que responden a ABA (Busk
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et al., 1997) y en genes regulados por estrés osmatico y baja
temperatura en Arabidopsis (Iwasaki et al., 1995). Estos ge-
nes se inducen por el respectivo estrés en las mutantes de A.
thaliana aba o abi, lo cual sugiere que la expresion de estos
genes bajo estrés no requiere ABA, aunque respondan a
tratamientos con ABA. Estas observaciones prueban que la
habilidad de un gen para responder a ABA, en condiciones
optimas de crecimiento, no implica necesariamente que la
respuesta de este gen bajo estrés esté regulada a través de
ABA. Es posible que ABA participe como modulador de
la expresion de este gen en otras condiciones de estrés o de
desarrollo. Varios factores de transcripcion, que interac-
tian con la secuencia DRE de 9 pares de bases, han sido
detectados en extractos nucleares de plantas de Arabidopsis
no tratadas y deshidratadas (Nakashima et al., 2000). La
sobre-expresion de los genes rd29A y drebla de Arabidopsis
en plantas de papa produjeron un incremento en la toleracia
al congelamiento (Behnam et al., 2007). Recientemente,
en Arabidopsis, se descubrieron dos proteinas, DRIP1 y
DRIP2, que interactuan con el factor DREB2A y que in
vitro pueden mediar la ubiquitinizacién de este factor,
funcionando como reguladores negativos en la respuesta
de las plantas a estrés hidrico (Qin et al., 2008).

Con base en estos datos, Shinozakiy Yamaguchi-Shinozaki
(1996) plantean la existencia de al menos cuatro vias in-
dependientes de regulacién génica durante estrés hidrico:
dos dependientes de ABA (una dependiente de la sintesis de
proteinasyla otra independiente de la sintesis de proteinas)
y dos independientes de ABA, a través del elementos tipo
DRE/CTR (Yamaguchi-Shinozaki y Shinozaki, 1994). Se
ha demostado que la via independiente para frio también
esta regulada por elementos tipo DRE/CTR que responden
exclusivamente a frio (Nakashima et al., 2000).

Conclusiones

Diferentes aproximaciones metodoldgicas han permitido
la caracterizacidon progresiva de genes individuales y la
identificacion de vias asociadas con la sefializacion inter e
intracelular inducida por el estrés por déficit hidrico. Aun-
que aun faltan muchos de los componentes involucrados
en las respuestas al déficit hidrico, en los tltimos afios se
ha avanzado notablemente en el conocimiento de las bases
moleculares de estas respuestas en las plantas. La carac-
terizacidn de estos genes y vias permite tener una mejor
comprension de los mecanismos bioquimicos y fisiolégicos
involucrados en la tolerancia al estrés que han desarrollado
muchas plantas a lo largo de su proceso evolutivo. Debido
al cambio climadtico y los procesos de desertizacién que
ocurren en todo el mundo, en un futuro probablemente
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la tnica manera de cultivar plantas sea en condiciones
de déficit hidrico permanente. Desde esta perspectiva es
necesario tener cultivares con mayor resistencia o tole-
rancia al déficit hidrico. Aunque la mayoria de las plantas
que presentan ventaja frente al estrés hidrico no son de
interés econdmico, es posible obtener plantas cultivables
tolerantes, por transferencia genética. Muchos de los genes
que se inducen por estrés caracterizados en los diferentes
estudios citados y en otros, son candidatos potenciales para
la produccion de plantas cultivables tolerantes o resistentes
al déficit hidrico.
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