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Resumen

Los estreses abidticos como la sequia, la alta salinidad en el suelo y el frio afectan
negativamente el crecimiento de las plantas. La sequia es uno de los problemas mas
importantes que limita la productividad de los cultivos. Para disefiar estrategias que permitan
desarrollar plantas mas tolerantes al estrés hidrico es importante comprender los mecanismos
a través de los cuales las plantas perciben y transducen las senales de estrés para la
generacion de respuestas adaptativas. Las vias de transduccion de sefales, que se inician con
la percepcién de la senal de estrés, tienen como blanco final una serie de factores de
transcripcion que controlan la expresion de genes cuyos productos contribuyen a proteger y
reparar las células del dafio causado por el estrés. El empleo de genes que codifican para
estos factores de transcripcién constituye un enfoque muy efectivo para producir plantas
tolerantes al estrés, ya que un solo gen puede alterar la expresion de un gran numero de
genes, dando como resultado una respuesta mucho mas amplia y eficaz. En la dltima década
se ha elucidado la funcién de varios factores de transcripcidn que controlan la respuesta a la
sequia, como los DREB/CFB y los AREB/ABF, entre otros. En este articulo se describen estos
factores de transcripcion y su utilizacion para desarrollar plantas transgénicas tolerantes a la
sequia.
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Transcription factors as tools for genetic engineering of plant drought

tolerance
Abstract

Abiotic stresses such as drought, high salinity and cold negatively affect plant growth. Drought
is the major factor that limits crop productivity. Understanding the mechanisms by which plants
perceive the stress signal and transmit it to the cellular machinery to activate adaptive
responses is of great importance to develop strategies for the genetic engineering of drought
tolerance. The signal transduction cascades triggered by water-deficit stress lead to the
activation of transcription factors that control the expression of stress-responsive genes, whose
products contribute to protect and mitigate the stress-induced cellular damage. The use of these
transcription factors constitutes a highly effective approach for producing stress-tolerant plants.
This is based on the observations that a single regulatory gene induces the expression of a
number of different stress-responsive genes, thus leading to a wide-arrayed and efficient
response. In the last decade, the function of several transcription factors that control water-
deficit response (such as DREB/CFB and AREB/ABF) has been elucidated. This article focuses
in the use of the these transcription factors as tools to engineer drought tolerance in plants

Key words: drought, transcription factors, transgenic plants

Introduccion

Las condiciones ambientales adversas, principalmente la sequia, representan la
principal causa de pérdidas de productividad en los cultivos [1]. El problema de la sequia se ha
agravado en los Ultimos afios en muchas regiones del mundo por el cambio climético y la
desertizacion. La agricultura consume la mayor parte del agua del planeta, y en las regiones
mas aridas el uso de agua para la agricultura puede llegar al 90 por ciento del consumo. Es
claro que se necesita mejorar la eficiencia del uso del agua en la agricultura. El desarrollo de
cultivos méas tolerantes a la sequia mediante ingenieria genética constituye una importante

estrategia para enfrentar la demanda mundial de alimento con una menor cantidad de agua.

La comprensién de los mecanismos moleculares a través de los cuales las plantas
perciben el estrés y transducen esta sefal dentro de las células para generar respuestas
adaptativas es vital para disefar estrategias que permitan mejorar la tolerancia al estrés de los
cultivos. La via de transduccién de sefales comienza con la percepcion de la sefal (a través de
sensores aun no identificados) y contindia con la generacion de segundos mensajeros como el
calcio, fosfoinositidos, especies reactivas del oxigeno (ROS) y la activacion de cascadas de
fosforilacion de proteinas. Estas vias tienen como blanco final factores de transcripcién que
controlan la expresion de genes de respuesta a estrés (Figura 1). Los productos de estos
genes contribuyen a proteger y reparar las células del dano causado por el estrés, o bien
participan en la generacion de moléculas regulatorias, principalmente el acido abscisico (ABA).

188



Revista QuimicaViva - Numero 3, afio 10, diciembre 2011 - quimicaviva@agb.fcen.uba.ar

El ABA, a su vez inicia una segunda ronda de sefalizacién que sigue el mismo
mecanismo descripto, pero difiere temporal y espacialmente del primero [2, 3]. El ABA es una
hormona vegetal que cumple una importante funcién en la adaptacién a la sequia y alta
salinidad regulando la expresién de muchos genes involucrados en la tolerancia a la
deshidratacién de tejidos vegetativos y semillas [4, 2].

En los Ultimos anos, la biotecnologia ha logrado grandes avances en la produccion de
plantas tolerantes a diversos estreses abidticos (causados por condiciones ambientales
adversas). En los comienzos, se utilizaron genes que codifican diferentes proteinas
involucradas en la proteccion y reparacion del dafo celular, como enzimas de la biosintesis de
moléculas osmoprotectoras, lograndose buenos resultados [5]. Sin embargo, el uso de genes
reguladores, como los factores de transcripcion, parece ser un enfoque mas efectivo en la
produccién de plantas tolerantes al estrés, ya que un solo gen regulador puede alterar la
expresion de un gran nimero de genes que cumplen funciones de proteccién y reparacion,

generando una respuesta mucho més amplia y eficaz [6].
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Figura 1. Vias de senalizacién de estrés hidrico. La sefal de estrés es percibida por sensores
aun desconocidos que activan complejas cascadas de senalizacién intracelular, incluyendo la
generacion de segundos mensajeros y cascadas de fosfoproteinas. Las vias de sefalizacion
resultan en la activacion de factores de transcripcion y la expresién de genes de respuesta a
estrés cuyos productos contribuyen directa o indirectamente a aumentar la tolerancia al estrés.

Factores de transcripcion que controlan genes de respuesta al estrés hidrico

La transcripcién de un gen se inicia cuando el complejo de iniciacién de la
transcripcion, que incluye la ARN polimerasa, se une a la secuencia TATA box del promotor. El
complejo de iniciacion de la transcripcién es regulado por factores de transcripcién que
interaccionan con secuencias especificas del promotor (elementos de respuesta o elementos
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regulatorios), y que a su vez son activados o reprimidos por estimulos ambientales u
hormonales (Figura 2). El estrés hidrico regula los factores de transcripcion por induccion de
sus genes, activacion de sus proteinas (por ejemplo, por fosforilacion), o degradacién a través
del sistema de proteasoma. De esta manera, los factores de transcripcion actian como llaves
moleculares para la expresion de los genes de respuesta a estrés [7].

Inicio de la
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| | o [ TAtABox| GEN |
SENAL

N T~

INDUCCION MODIFICACION DEGRADACION

\

Figura 2. Regulacion de la transcripcion. El complejo de iniciacion de la transcripcién es
regulado por factores de transcripcion (representados por A B y C) que son activados o
inhibidos por senales ambientales u hormonales.

Se han identificado cuatro grupos principales de factores de trascripcion involucrados
en la regulacion de genes de repuesta al estrés hidrico en plantas [2] (Figura 3):

o AREB/ABF (ABA-responsive element-binding protein/ABRE-binding factor)
e MYC/MYB

o DREB/CBF (DRE-binding protein/C-repeat-binding factor)

e NAC y ZF-HD (zincfinger homeodomain)

Muchos de estos factores han sido utilizados en diversas especies vegetales para

incrementar la tolerancia al estrés hidrico; algunos ejemplos se mencionan a continuacion.
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Figura 3. Factores de transcripcion y elementos de respuesta involucrados en la regulacion de

la expresién de genes por estrés hidrico.

Factores de transcripcion AREB/ABF

Los niveles de ABA aumentan significativamente durante el estrés hidrico. Ademas de
provocar el cierre de los estomas, para evitar la pérdida de agua, el ABA induce la expresion de
numerosos genes involucrados en la adaptacion al estrés [8, 9]. Los promotores de muchos de
estos genes contienen el elemento de respuesta ABRE, que es una secuencia reconocida por
los factores de transcripcién AREB/ABF. Estos son los principales reguladores de la expresion
de genes dependiente de ABA. Estos factores de transcripcion pertenecen a la clase bZIP
(basic leucine zipper). Los factores de transcripcion AREB/ABF han sido descriptos en la planta
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modelo Arabidopsis thaliana [10, 11] y en otras especies vegetales como arroz (Oryza sativa)
[12], trigo (Tritcum aestivum) [13], cebada (Hordeum vulgare) [14], tomate (Solanum
lycopersicum) [15, 16] y papa (Solanum tuberosum) [17]. La expresion de los genes AREB/ABF
es inducida por estrés hidrico y ABA. Las proteinas ABF/AREB deben ser activadas por
fosforilacion de manera dependiente de ABA. Las enzimas que fosforilan estos factores de
transcripcion son las quinasas SnRK2s (SNF1-related protein kinase subfamily 2) [18] y CDPKs
(calcium-dependent protein kinases) [19, 17].

La sobre-expresion de genes AREB/ABF en Arabidopsis aumentd la tolerancia al estrés
hidrico como resultado de la induccion de numerosos genes de respuesta a estrés, aunque se
observé una inhibicién del crecimiento de la planta [20, 21]. La triple mutante areb? areb2 abf3
de Arabidospsis mostré una tolerancia muy reducida a la sequia. El analisis transcriptémico de
las plantas expuestas a sequia revelé que 58 genes presentan niveles de expresion reducidos
en la triple mutante con respecto a las plantas salvajes [22]. Muchos de estos genes son
inducidos normalmente por ABA y/o estrés hidrico causado por sequia o alta salinidad. Estos
resultados indican que los factores de transcripcion AREB/ABF cumplen una importante funcion
en la regulacion de la expresién de genes de respuesta a estrés hidrico de manera
dependiente de ABA.

En especies de interés agrondmico estos genes no han sido ampliamente estudiados
en cuanto a su potencial para generar cultivos resistentes a estrés abidtico, posiblemente
debido a que existen evidencias de que la tolerancia a estrés hidrico mediada por ABA genera
una pérdida de productividad intrinseca por el cierre estomatico (debido a una baja produccion
de fotosintatos por disminucion de la fijaciébn de CO,). Sin embargo, se demostré que la
expresion del gen ABF3 de Arabidopsis en arroz incrementoé la tolerancia al estrés abiotico sin
causar inhibicion del crecimiento o alteraciones fenotipicas visibles [23]. Recientemente, se ha
descripto que la sobre-expresion de SIAREBT en plantas de tomate da como resultado un
aumento de la tolerancia al estrés hidrico sin afectar su crecimiento [16]. Estos resultados
sugieren que los genes AREB/ABF pueden ser buenos candidatos para ser utilizados como
herramienta biotecnoldgica, pero es necesario analizarlos de manera independiente en cada
especie, ya que no todas las plantas responden de la misma manera a su sobre-expresion o la
expresion de genes AREB/ABF exdgenos.

Factores de transcripcion MYC/MYB

Las familias de proteinas MYC/MYB se encuentran tanto en plantas como en animales
y tienen diversas funciones. En plantas, algunos factores de transcripcion MYC/MYB participan
en la activacion de la transcripcion de genes de respuesta a estrés hidrico de manera
dependiente de ABA [2]. MYC y MYB funcionan cooperativamente para la activacion de la
expresion de genes, uniéndose a los elementos de respuesta MYCR y MYBR (MYC, MYB
recognition sites), respectivamente [24].
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Se ha descripto que la sobre-expresion de AtMYB15 aumenté la tolerancia al estrés
hidrico en Arabidopsis [25]. Resultados similares se observaron en plantas que sobre-expresan
AIMYB2, AtMYC2 o ambos genes [24]. En todos los casos, se observo ademas la induccion de
genes de respuesta a estrés. Al igual que los genes AREB/ABF, la sobre-expresion de algunos
genes MYC/MYB caus6 una inhibicién del crecimiento en Arabidopsis [26]. Los genes MYC y
MYB han sido utilizados en algunas especies de interés agrondmico. La sobre-expresion de
StMYB1R-1 en plantas de papa incrementé la tolerancia a la sequia sin afectar
significativamente su productividad [27]. En arroz, la sobre-expresion de OsMYB3R-2
incrementé la tolerancia al estrés hidrico [28]. El gen de arroz OsMYB4 fue utilizado en varias
especies, como el tomate, obteniéndose distintos grados de tolerancia a la sequia dependiendo

de la especie [29].

Factores de transcripcion DREB/CBF

Las proteinas DREB/CBF son factores de transcripcién de tipo AP2/ERF de plantas
que inducen un conjunto de genes de respuesta a estrés abiotico. Cumplen una importante
funcién en las vias de sefalizacién independientes de ABA [2]. Estos factores de transcripcion
se dividen en dos subgrupos: DREB1/CBF y DREB2. La expresién de los genes DREB1/CBF
(DREB1B/CBF1, DREB1A/CBF3 y DREB1C/CBF2 en Arabidopsis) es inducida por frio,
mientras que la expresién de los genes DREB2 (DREB2A y DREB2B en Arabidopsis) es
inducida por estrés hidrico [30]; sin embargo, las proteinas de ambos subgrupos se unen al
elemento de respuesta DRE/CRT (dehydration-responsive element/C-repeat), indicando la
existencia de un entrecruzamiento entre la expresién de genes inducida por frio y sequia, a
través del elemento DRE/CRT [7]. Por este motivo, ambos subgrupos han sido Utiles para
incrementar la tolerancia tanto a la sequia como al frio. Genes homélogos a DREB1 y DREB2

han sido identificados en varias especies de interés agronémico [31].

La sobre-expresién de los genes DREB1/CBF en Arabidopsis incrementé la tolerancia
al estrés hidrico y frio y esto se correlacioné con un aumento en los niveles de transcriptos que
codifican proteinas asociadas a la adaptaciéon al estrés [32, 33]. El andlisis transcriptémico
demostrd que aproximadamente 30 genes son inducidos en respuesta a la sobre-expresion de
DREB1B/CBF1, DREB1A/CBF3 0 DREB1C/CBF2[33].

La sobre-expresion del gen DREB1A es una estrategia muy utilizada. Con ello se ha
logrado activar la expresion de numerosos genes de respuesta a estrés dando como resultado
plantas mas tolerantes al frio y al estrés hidrico [34]. DREB1A ha demostrado ser efectivo en
numerosas especies. La sobre-expresion del DREB1A/CBF3 de Arabidopsis en papa, tabaco,
trigo y arroz incremento la tolerancia a la sequia [35, 36, 23]. También los genes DREB de
otras especies han mostrado ser eficientes. Por ejemplo, plantas de arroz que sobreexpresan

el gen DREB1A propio resultaron mas tolerantes al estrés hidrico y al frio [37].
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Factores de transcripcion NAC y ZF-HD

Ademas de los descriptos, el estrés hidrico activa varios otros factores de transcripcion,
incluyendo los factores de transcripcion NAC vy las proteinas zinc finger homeodomain (ZF-HD).
Las proteinas ZFHD1 se unen al elemento de repuesta ZFHDR, mientras que las proteinas
NAC se unen al elemento de respuesta NACRS (NAC recognized sequence) [38, 39]. La
familia de genes NAC tiene 106 y 149 miembros en Arabidopsis y arroz, respectivamente [40,
41]. La sobre-expresion de los genes NAC ANACO019, ANACO055 y ANACO072 en Arabidopsis
incrementé la tolerancia a la sequia [38] mientras que en arroz, la sobre-expresion de SNAC1 o
de OsNAC6/SNAC2 resulté en una tolerancia aumentada al estrés hidrico [42-44].

Conclusiones

Considerando que la poblacién mundial podria llegar a 9 mil millones para el afio 2050,
es necesario incrementar la productividad agrondmica para abastecer la futura demanda de
alimento. El avance en el conocimiento de los mecanismos moleculares de respuesta a estrés
hidrico ha facilitado herramientas para disefar estrategias biotecnol6égicas que permiten
aumentar la tolerancia y la productividad de los cultivos en condiciones de sequia o con un
menor requerimiento de agua. Particularmente, en este articulo se resumieron las funciones de
los principales factores de transcripcion que regulan conjuntos de genes de respuesta a estrés
y su utilizacion para aumentar la tolerancia a la sequia en especies de interés agronémico. El
andlisis funcional de estos factores de transcripcion aportara nuevos conocimientos acerca de
los complejos mecanismos de regulacion de las respuestas a estrés y del entrecruzamiento de
las vias de sefalizacion que activan estas respuestas, que seran utiles al momento de disenar
las estrategias para generar cultivos tolerantes a la sequia y otros estreses abibticos que
afecten su productividad.
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