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RESUMEN

Alo largo de la evolucion, las plantas han desarrollado diferentes respuestas y adapta-
ciones que les permiten sobrevivir en condiciones de déficit hidrico. Estas estrategias de
adaptacion pueden ocurrir a nivel fisiologico, celular y molecular. En este ultimo nivel, al
modificarse la expresion génica, se producen diferentes proteinas cuya funcion puede ser:
a) otorgar tolerancia ante una limitacion hidrica, actuando como moléculas protectoras, o
b) sefiales regulatorias. EI conocimiento de estas proteinas y sus funciones, puede ser
utilizado por la Biologia Molecular y la Ingenieria Genética, en la generacion de plantas
tolerantes a las limitaciones hidricas, siendo un importante aporte a la produccion agricola
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en regiones con baja disponibilidad de agua.

PALABRAS CLAVE: plantas, estrés hidrico, proteinas.

ABSTRACT

In the course of evolution, plants have developed different responses and adaptations
allowing them to survive under water deficit. These adaptation strategies can occur at
physiological, cellular and molecular levels. At the latter one, gene expression modification
would produce different proteins whose function may be: a) acting as protective molecules
which contribute to water deficit tolerance, or b) acting as carriers of regulatory signals.
Knowledge of these proteins and their functions can be used by Molecular Biology and
Genetic Engineering to obtain plants tolerant to water limitations, as an important aid to
agricultural production in regions with low hydric availability.

KEY WORDS: plants, water stress, proteins

|. RESPUESTAS DE LAS PLANTAS AL ESTRES
POR DEFICIT HIDRICO: FISIOLOGIA, BIO-
LOGIA CELULAR Y BIOQUIMICA DEL ES-
TRES HIDRICO

A lo largo de la evolucidn, las plantas han des-
arrollado diferentes respuestas y adaptaciones
que les permiten sobrevivir en condiciones de
déficit hidrico. Muchas de estas adaptaciones,
estan relacionadas con una mayor capacidad de
absorber agua o con un uso mas eficiente de este
recurso.

Cuando el déficit hidrico se desarrolla lenta-
mente, las plantas pueden presentar respuestas
de aclimatacion que tienen efectos sobre el cre-
cimiento, como la disminucién de la expansién
foliar y el aumento del crecimiento radicular. Un
mecanismo de resistencia, a nivel fisioldgico, es
el cierre de estomas, estructuras responsables de
la mayor proporcién de pérdida de agua en las
plantas, respuesta mediada por el dcido abscisico
(ABA) (Langridge et al., 2006; Moreno, 2009).

Las plantas también responden al estrés por
déficit hidrico a nivel celular y molecular, y una
de las principales respuestas a esta limitacion es
la modificacién de la expresion genética.

La expresion de los genes inducidos por estrés
puede ser categorizada en tres grupos: 1) genes
que codifican protefnas con funciones estructu-
rales o enzimdticas conocidas; 2) protefnas con
funciones atn desconocidas y 3) proteinas regu-
ladoras (Bhatnagar-Mathur ez al., 2008).

El andlisis del transcriptoma permite analizar
la funcién de los productos de los genes en res-
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puesta al estrés hidrico y se pueden clasificar en
dos grupos: a) proteinas funcionales, involucra-
das en tolerancia al estrés y adaptacion celular
tales como, proteinas canal, enzimas que parti-
cipan en la sintesis de osmolitos, proteinas tar-
dias de la embriogénesis (LEA) proteinas y
enzimas de detoxificacion; y b) proteinas regu-
ladoras que regulan la expresion de los genes y
traduccidn de sefiales en respuesta al estrés, tales
como factores de transcripcidn, quinasas y 14-
3-3 proteinas (Shinozaki & Yamaguchi-Shino-
zaki, 1997; Yamaguchi-Shinozaki & Shinozaki,
2005).

La respuesta de las plantas a diferentes tipos
de estrés generalmente modifica el patrén pro-
teico. Estos cambios estdn relacionados con mo-
dificaciones en la expresion de genes especificos
dependiendo de la naturaleza, duracién y seve-
ridad del estrés (Moreno, 2009). Para adaptarse
al ambiente, las plantas activan un gran set de
genes, lo cual lleva a la acumulacién de protei-
nas asociadas especificamente al estrés (Hussain
etal.,2011).

Diversas proteinas especificas han sido carac-
terizadas en plantas bajo condiciones de estrés
y pueden ser clasificadas como LEA (Late
Embryogensis Abundant) proteinas, dehidrinas
(proteinas inducidas por deshidratacion), prote-
inas tolerantes a la desecacion, proteinas que res-
ponden al 4cido absicico (ABA), proteinas
reguladas por el frio, proteasas, enzimas reque-
ridas para la biosintesis de varios osmoprotecto-
res tales como: azicares, proteinas, glicinbetaina,
enzimas para detoxificacion y factores proteicos
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involucrados en la regulacion de la traduccién
de sefiales y expresion génica, tales como qui-
nasas y factores de transcripcion (Reddy et al.,
2004). La sequia induce genes cuya funcién no
solo es proteger a las células vegetales de la des-
hidratacién, sino que también acttian en la regu-
lacién de otros genes que se traducen en sefiales
de respuesta al estrés hidrico (Reddy et al.,
2004).

Ante condiciones de estrés hidrico, ciertas en-
zimas y proteinas son afectadas y pierden su ac-
tividad bioldgica. Por lo tanto, el mantenimiento
de las proteinas en su forma funcional y el pre-
venir el agregado de proteinas es particular-
mente importante, para la vida de la célula bajo
condiciones de estrés. Esa funcién es llevada a
cabo, entre otras moléculas, por proteinas.

La tolerancia a la sequia puede ser conside-
rada como la tolerancia a una deshidratacién
moderada, y la tolerancia a la desecacién gene-
ralmente se refiere a la tolerancia a una mayor
deshidratacion. Asimismo, la tolerancia a la de-
secacion incluye la posibilidad de las células de
rehidratarse exitosamente. Los mecanismos que
confieren tolerancia a la sequia estan principal-
mente basados en la estabilizacién estructural
por hidratacion preferencial, mientras que los
mecanismos que otorgan tolerancia a la deseca-
cion estan basados en el reemplazo del agua por
moléculas que forman puentes hidrégenos (Fol-
kert et al., 2001).

La disminucién del volumen celular, aumenta
la posibilidad de las interacciones moleculares
que pueden causar la desnaturalizacion de las
proteinas y membranas. Dentro de los compues-
tos quimicos que pueden prevenir estas interac-
ciones adversas, podemos citar: prolina,
glutamato, glicinbetaina, carnitina, manitol, sor-
bitol, fructanos, polialcoholes, trehalosa, sacarosa
y oligosacdridos. Los mismos son quimicamente
diferentes y generalmente son excluidos de la
superficie de la proteina, posibilitando que la
proteina permanezca hidratada. Ante condicio-
nes de menor disponibilidad de agua, existen las
proteinas LEA y Heat shock protein (HSP) que
actian “reemplazando el agua”, dado que for-
man puentes hidrégenos con las proteinas (Fol-
kert et al., 2001).

Il. ENZIMAS INVOLUCRADAS EN LAS ViAS DE
SINTESIS DE OSMOLITOS

Un mecanismo adaptativo para la proteccion
contra la sequia, es el mantenimiento de la tur-
gencia celular, durante los periodos de sequia,
regulando la presion osmdtica de las células.
Para ello, la célula puede: a) secuestrar iones en
los compartimentos celulares y b) sintetizar os-
molitos especializados tales como la prolina, gli-
cinbetaina, manitol, trehalosa, ononitol y ectoina
para reajustar el potencial osmoético celular
(Langridge et al., 2006). Los osmolitos son prin-
cipalmente compuestos organicos de bajo peso
molecular que permiten el ajuste osmoético y fa-
cilitan la absorcién de agua por la planta (Cus-
hman, 2001).

Otra funcién de los osmolitos es participar en
el mantenimiento de la estructura de las protei-
nas bajo condiciones de estrés. El aminoacido
prolina y los azicares, principalmente la treha-
losa (Miller et al., 1998) pueden cubrir las mo-
léculas de proteina excluyendo los solutos de su
superficie y en consecuencia reducir el desple-
gamiento. Durante la desecacion extrema, las
plantas tolerantes sintetizan grandes cantidades
de azucares disacaridos no reductores, tales
como trehalosa, que puede sustituir por agua los
requerimientos de puentes hidrégenos, de los re-
siduos de aminodcidos polares en la superficie
de la proteina y mantener su estructura nativa.

El aminodcido prolina se acumula en grandes
cantidades en las plantas superiores en respuesta
a un estrés ambiental. Ademds de su rol como
soluto en el ajuste osmdtico, la prolina contri-
buye a estabilizar estructuras subcelulares,
membranas y proteinas, eliminacién de radicales
libres y como buffer del potencial redox bajo es-
trés (Ashraf & Foolad, 2007).

El aumento en el contenido de prolina puede
deberse a la inhibicidn en su desaparicion o bien
al aumento de la actividad de sintesis. Una en-
zima que regula la sintesis de éste aminodcido
es la prolina oxidasa (PROX). Esta enzima ca-
taliza la formacién de glutamato a partir de pro-
lina y su actividad se reduce en condiciones de
estrés hidrico, afectando el nivel de prolina libre.

La acumulacién de prolina en hojas en condi-
ciones de bajo potencial agua, es causada por
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una combinacion del aumento de la biosintesis
y una menor oxidacién en mitocondrias (Ray-
mond & Smirnoff, 2002). También se observa
un aumento en la sintesis de los transportadores
del aminodcido prolina.

Las enzimas pirrolina-5 - carboxilato sintetasa
(P5CS) y pirrolina-5-carboxilato reductasa
(P5CR), participan en los pasos metabdlicos de
la sintesis de prolina (Ashraf & Foolad, 2007).
La P5CS es la enzima que cataliza la etapa limi-
tante en la biosintesis de prolina en plantas y esta
sujeta a una inhibicion por retroalimentacion por
la prolina. Ha sido sugerido que esta regulacién
de la P5CS deja de actuar en plantas bajo condi-
ciones de estrés (Shao et al., 2008).

La induccién de la acumulacién de prolina
podria ser debido a la activacion de la sintesis
de prolina por la via del glutamato. Las plantas
poseen dos vias para la biosintesis de prolina: la
del glutamato y la de la ornitina, siendo, en con-
diciones de estrés, la primera via la mds activa.

En la via del glutamato, este aminodcido es
convertido por la PSCS en y-glutamil semialde-
hido. Otra enzima que regula la sintesis de pro-
lina es la y-glutamil quinasa. Este producto se
cicla espontdneamente a A' - pirrolina- 5 - carbo-
xilato (P5C), el cual es reducido por el NADPH
a prolina por la PSCR (Ashraf & Foolad, 2007).
La actividad de la y-glutamil quinasa aumenta
bajo condiciones de estrés (Shao et al., 2008).

Las enzimas relacionadas con la sintesis de
prolina se encuentran principalmente en cito-
plasma. Mientras que las involucradas en el ca-
tabolismo se encuentran en mitocondrias. La
prolina puede ser sintetizada en diferentes com-
partimentos subcelulares dependiendo de las
condiciones ambientales (Szabados & Savouré,
2009).

Ill. PROTEINAS CON FUNCION PROTECTORA.
PROTEINAS QUE PROTEGEN A PROTEINAS

Hidrofilinas

Las proteinas LEA integran un amplio grupo
de proteinas denominado hidrofilinas (Garay-
Arroyo et al., 2000; Reyes et al., 2005; Battaglia
et al., 2008). Estas son proteinas no estructura-
das o flexibles que participan en la respuesta a
condiciones adversas (Cuevas-Veldzquez & Co-

58

varrubias -Robles, 2011). Las mismas presentan
glicina en proporciones mayores al 6% y un in-
dice de hidrofilicidad superior a uno. Si bien el
rol funcional atin es especulativo, existen evi-
dencias de que estas proteinas participan en la
aclimatacion y/o en la respuesta adaptativa al es-
trés hidrico y bajas temperaturas (Reyes et al.,
2005).

Reyes et al. (2005), mostraron en experimen-
tos in vitro, que las hidrofilinas son eficientes
protectores de la actividad de las enzimas por un
mecanismo que previene la modificacion de la
estructura de la enzima. Las hidrofilinas pueden
estabilizar estructuras celulares y macromolécu-
las. Sus segmentos altamente hidrofilicos pue-
den ordenar el agua alrededor de las
macromoléculas, previniendo la exposicion de
los dominios hidrofébicos de la enzima hacia el
solvente.

A su vez, pueden usar sus residuos polares
para interactuar con los grupos quimicos presen-
tes en la superficie de otras proteinas, reempla-
zando el agua y evitando los cambios de
conformacién y consecuentemente la inactiva-
cion de las protefnas en condiciones de baja dis-
ponibilidad de agua (Reyes et al., 2005).

Trabajos experimentales han demostrado, que
la sobrexpresién de una proteina AtLEA4 en
Arabidopsis (Brasicaceae) conduce a un feno-
tipo tolerante comparado con el tipo salvaje en
la tolerancia al estrés hidrico. Por otra parte, la
reduccion en los niveles de estas proteinas lleva
a plantas mds sensibles ante condiciones limi-
tantes de agua respecto de los genotipos silves-
tres. Las proteinas LEA4 estan involucradas en
la respuesta adaptativa de las plantas vasculares
de resistencia al déficit hidrico (Olvera-Carrillo
et al., 2010)

Proteinas abundantes en la embriogénesis
tardia (Late Embriogenesis Abundant)
(LEA) proteinas

Entre las proteinas mds importantes por su
efecto protector potencial estdn las proteinas
LEA (Late Embryogenesis Abundant) y las que
funcionan como antioxidantes (Danon et al.,
2005).

Las proteinas LEA protegen a las proteinas y
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membranas del dafio debido a la deshidratacién
(Bray, 1993). La progresiva sequia y salinidad
induce la sintesis de estas proteinas en los érga-
nos vegetativos, las cuales estabilizan las enzi-
mas y la estructura de las membranas. Las
proteinas LEA participan en la reduccién del
dafio celular durante la deshidratacién, aunque
el mecanismo preciso involucrado atn debe ser
explorado.

El andlisis bioquimico ha mostrado que las
proteinas LEA, pueden prevenir la agregacién
inducida por la desecacion y las bajas tempera-
turas. Se propone que funcionan como chapero-
nas, como moléculas protectoras y actian
evitando el dafio celular (Thapa et al., 2011).
Predicciones de su estructura secundaria sugie-
ren que la mayoria de las proteinas LEA, existen
como hélice al azar, poseen estructuras desple-
gadas en su estructura nativa, y unos pocos
miembros existen como dimeros o tetrdmeros.
Son proteinas estables al calor y no coagulan en
ebullicién. Otra caracteristica comun es que los
genes que las codifican estdn regulados a nivel
de la transcripcion y responden al ABA (Wang
et al.,2003).

Cuevas-Velazquez y Covarrubias-Robles
(2011), sugieren que las proteinas LEA presen-
tan diferentes organizaciones estructurales de-
pendiendo de la cantidad de agua disponible y
del agrupamiento molecular en la célula, lo que
a su vez podria modular el reconocimiento de
diferentes ligandos. Estas proteinas son alta-
mente flexibles en solucion acuosa, condicion
poco frecuente en la célula; ante una disminu-
cion en la disponibilidad de agua y ante el conse-
cuente incremento en la concentracion intracelular
de las macromoléculas, las proteinas LEA tende-
ran a adquirir una conformacién més definida
que les permitird reconocer algin o algunos li-
gandos y de esta forma estabilizarse (Cuevas-
Velazquez & Covarrubias-Robles, 2011).

Las proteinas LEA son capaces de prevenir
los cambios estructurales que se promueven por
los efectos de la limitacion de agua en protei-
nas/enzimas reporteras (como la lactato deshi-
drogenasa), que pudieran llegar a su
desnaturalizacién y consecuente agregacion, y
que tiene como consecuencia una desactivacién
de éstas (Cuevas-Veldzquez & Covarrubias-Ro-

bles, 2011).

Ha sido encontrado en experimentos in vitro,
que al deshidratar de manera progresiva a la en-
zima reportera, ésta pierde paulatinamente su ac-
tividad; sin embargo, si antes de iniciar la
deshidratacion se le agrega una proteina LEA,
en una relacion molar 1:1, la actividad de la en-
zima reportera se mantiene en un mayor nivel
que cuando no es protegida por la adicion de
LEA. El hecho de que estas proteinas sean ca-
paces de proteger a la enzima reportera en una
relacion molar 1:1, es indicativo de que uno de
los posibles mecanismos de proteccion sea a tra-
vés de una interaccion directa proteina LEA-pro
tefna blanco (Cuevas-Velazquez & Covarrubias-
Robles, 2011).

Olvera-Carrillo et al. (2010), mostraron el rol
de las proteinas LEA en la adaptacién de las
plantas superiores a la sequia y desecacién desde
una aproximacion genética, correlacionando la
presencia y abundancia de miembros de esta fa-
milia de proteinas con el ajuste al estrés en la
mayoria de los estados de desarrollo de su ciclo
de vida. También encontraron que una induccién
especifica y mayor abundancia es necesario,
pero no suficiente, para la adaptacién al estrés
hidrico, sugiriendo que cada LEA gen, esta in-
volucrado en ayudar en el proceso adaptativo en
plantas superiores dependiendo del estado de
desarrollo, del tejido asi como del tipo y severi-
dad del estrés. Esto muestra que no hay redun-
dancia funcional entre los diferentes grupos de
proteinas LEA.

Wise & Tunnacliffe (2004), trabajando con un
método denominado Protein or Oligonucleotide
Probability Profile (POPP), encontraron que la
descripcion de los tres principales grupos de pro-
teinas LEA como hidrofilicas, es una caracteris-
tica confirmada por la presencia de un
considerable nimero de residuos cargados y/o
polares. La lisina estd fuertemente representada
en los grupos 2 y 3 y su presencia es moderada
en el grupo 1. El Grupo 1 también muestra un
alto contenido de arginina. Mientras que el glu-
tamato estd fuertemente representado en el
Grupo 1 y 3 y moderadamente en el Grupo 2.
Estas proteinas son deficientes en cisteina,
mientras que la fenilalanina, triptofano, isoleu-
cina, y asparagina se encuentran pobremente re-
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presentados. La glicina estd fuertemente pre-
sente en los Grupos 1y 2, pero es escasa en el
Grupo 3.

Cada superfamilia se identifica con una fun-
cion propia, y cada subfamilia tiene un patrén
caracteristico de funcionalidad. El Grupo 3b,
estd conformado por proteinas nucleares que
interaccionan con el ADN y con histonas, pero
mas especificamente con H1 histonas. Aunque
el Grupo 2b reconoce al ADN también interac-
ciona con proteinas. Otra informacién es que las
proteinas LEA no tienen estructura, al menos los
tres grupos mayoritarios, son proteinas desple-
gadas en su forma nativa, o intrinsecamente des-
ordenadas. Sin embargo, esta falta de estructura
no significa falta de funcidn, porque el plega-
miento de estas proteinas puede ocurrir al unirse
a una molécula biolégica objetivo. Otra posibi-
lidad es que el estrés abidtico puede inducir el
plegamiento. De manera que la estructura de-
pende de la disponibilidad de agua (Cuevas-Ve-
lazquez & Covarrubias-Robles, 2011; Reyes et
al., 2005; Wise & Tunnacliffe, 2004).

Dehidrinas

Las dehidrinas son proteinas inducidas por es-
trés hidrico, que presentan una secuencia consenso
de 15 aminoacidos (EKKGIMDKI-KEKLPG),
que estd relacionada con las interacciones hidro-
fébicas que estabilizan la macromolécula, y po-
sibilitan la interaccién sinérgica con los solutos
compatibles (Reddy et al., 2004).

Las fibrilinas-34 son proteinas asociadas a los
lipidos presentes en los plastidos, y en respuesta
al estrés hidrico se produce un aumento de las
mismas. Poseen la propiedad de estabilizar los
carotenoides y tilacoides durante la deshidrata-
cién (Reddy et al., 2004).

Las dehidrinas o grupo 2 LEA son proteinas
extremadamente hidrofilicas y debido a su es-
tado desordenado éstas se pueden unir a protei-
nas de membranas, ARN y ADN. Se postula que
estas propiedades permiten a las dehidrinas
interactuar con otras macromoléculas celulares
y protegerlas de la deshidratacién (Waterer et
al., 2010).

Heat-shock proteins (HSPs)

Las Heat-shock proteins (HSPs) comprenden
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un grupo reducido de moléculas de alto peso
molecular y un grupo complejo de proteinas de
bajo peso cuyo tamaio varia entre 15 y 30 KDa.
Estas proteinas son parte de un grupo de protei-
nas inducidas para proteger las plantas del dafio
causado por estrés o para ayudar a reparar el
dafio causado por el estrés (Sato & Yokoya,
2008). La tolerancia al estrés conferida por las
HSPs ha sido parcialmente atribuida a la asocia-
cion de las HSPs con las membranas. Es posible
que estas proteinas se asocien a las membranas
como resultado de cambios inducidos por la se-
quia en la arquitectura celular y de esta manera
ayudan en el sostenimiento de la membrana, no
afectdndose los procesos que ocurren en ésta
(Sato & Yokoya, 2008). Las HSPs son molécu-
las chaperonas, producidas en respuesta a un au-
mento de la temperatura u otro estrés. HSPs
aisladas mostraron proteger hasta el 75% de las
proteinas solubles de la desnaturalizacién por
calor in vitro. Muchas proteinas en respuesta al
estrés, especialmente HSPs, actian como cha-
peronas moleculares y mantienen la homeostasis
del plegamiento de la proteina y son responsa-
bles de la adquisicidn de la tolerancia al estrés.

Entre las cinco familias conservadas de HSPs
(HSP100, HSP90, HSP70, HSP60) y sHSP, las
mads pequeiias son las que prevalecen en plantas
(Wang et al., 2003). Estan codificadas por los
genes nucleares y se dividen en seis clases en
funcién de la ubicacion celular, clase I: se en-
cuentran en citoplasmas, clase II: en cloroplas-
tos, mitocondrias, reticulo endopldsmico y
peroxisoma. Estas chaperonas participan en la
estabilizacién de proteinas y membranas y en
ayudar a las proteinas a recuperar su forma na-
tiva luego de las condiciones de estrés. En arroz
se encontré que las HSP17.7 podrian contribuir
a la proteccién de la estructura de la membrana
plasmatica (Sato & Yokoya, 2008).

Acuaporinas

Las acuaporinas constituyen una familia de
proteinas que regulan el movimiento del agua a
través de las membranas celulares (Hussain et
al., 2011). Estas moléculas fueron descubiertas
por los investigadores estadounidenses Peter
Agre y Roderick Mac Kinnon, quienes recibie-
ron el premio Nobel de Quimica en el afio 2003



Las proteinas en la tolerancia al estrés hidrico en plantas

por sus investigaciones sobre la estructura pro-
teica de los canales i6nicos y del agua en la
membrana celular. (Castagnino, 2004).

Se han descripto en Arabidopsis thaliana 600
proteinas transportadoras, entre ellas 40 fueron
clasificadas como acuaporinas (Castagnino,
2004). Otros investigadores, encontraron 33
acuaporinas en el arroz, 37 en tomate, 36 en
maiz y 55 en dlamo (Hussain et al., 2011).

Las acuaporinas se pueden dividir en dos sub-
grupos principales, por un lado las proteinas in-
trinsecas ubicadas en la membrana plasmética y
por otro las ubicadas en el tonoplasto. Las pri-
meras participan del transporte de agua a través
de la membrana celular, en tanto que las segun-
das participan en el intercambio de agua entre el
citoplasma y la vacuola y en la osmoregulacion.

Varios investigadores sugieren que un au-
mento en la cantidad de acuaporinas otorga a la
planta una habilidad adicional para sobrevivir
ante condiciones de estrés hidrico. Otros autores
sostienen que las plantas evitan una excesiva
pérdida de agua regulando las acuaporinas du-
rante la deshidratacion (Hussain et al., 2011).
Por esos motivos, es importante conocer la di-
namica de las acuaporinas y asi entender la ma-
nera en que la célula vegetal regula a nivel de
membrana su permeabilidad al agua (Hachez et
al., 2013).

Trabajos experimentales demostraron que la
sobreexpresion de diferentes genes de acuapori-
nas, se traduce en incremento no solo de la tole-
rancia a la sequia sino también de mayor
rendimiento, actividad fotosintética y estabilidad
de membranas (Hussain et al., 2011).

La actividad y especificidad de estas proteinas
es regulada por fosforilacién (Schiffner, 1998).
Su regulacién y abundancia en la membrana
plasmatica posibilitan una rdpida y precisa adap-
tacion a condiciones adversas (Hachez et al.,
2013).

IV. ENZIMAS ANTIOXIDANTES

Los procesos metabdlicos aerdbicos tales
como la respiracion y la fotosintesis inevitable-
mente llevan a la produccién de especies reacti-
vas de oxigeno (EROs) en mitocondrias,
cloroplastos y peroxisomas.

En condiciones fisioldgicas, el equilibrio entre
la produccién y la remocién de EROs puede ser
perturbado por factores de estrés abidticos tales
como alta luminosidad, sequia, bajas y altas tem-
peraturas y estrés mecanico, dando como resul-
tado el aumento en el nivel intracelular de EROs
(Apel & Hirt, 2004).

Asi el estrés oxidativo (EO), se refiere a una
situacién de desequilibrio, que puede ser el re-
sultado de la disminucion de los antioxidantes o
del aumento en la produccién de EROs. Cuando
ocurre el EO la actividad celular conduce a la
activacion o silenciamiento de genes que codi-
fican mecanismos de defensa, factores de trans-
cripcidn y proteinas estructurales.

El estrés hidrico estd acompafiado por la for-
macién de EROs, tales como Oz, H2O2 y OH-
los que producen dafios en el ADN, en los lipi-
dos y en las protefnas. Las plantas han desarro-
llado varias estrategias antioxidantes para
eliminar estos compuestos toxicos. Dentro de
éstas podemos citar los mecanismos celulares,
para inhibir la acumulacién de EROs. Por ejem-
plo, adaptaciones anatémicas, desarrollo de epi-
dermis refractaria, adaptaciones fisioldgicas y
moleculares, moléculas antioxidantes, enzimas
y otros sistemas mds complejos. El aumento de
las defensas antioxidantes en plantas, puede au-
mentar la tolerancia a diferentes factores de es-
trés.

Los mecanismos de detoxificacién de EROs
existen en todas las plantas y pueden ser catego-
rizados como enzimaticos: superéxido dismu-
tasa (SOD), catalasa (CAT), ascorbato
peroxidasa (APX), peroxidasa (POD), glutatione
reductasa (GR) y monodehidroascorbato reduc-
tasa (MDAR) y no enzimaticos, los cuales se
clasifican en dos tipos:1) dcido ascérbico (AA)
y 2) pigmentos como los carotenoides flavonoi-
des y antocianas (Reddy et al., 2004). Wang et
al., (2003), sugieren también compuestos adi-
cionales como osmolitos, proteinas, por ejemplo
peroxiredoxina, y moléculas como el tocoferol.

En las plantas superiores, las sefiales de las
EROs, pueden sensar, transducir y traducir en
respuestas celulares. El proceso requiere la pre-
sencia de proteinas sensibles al sistema redox
que pueden experimentar una oxidacién/reduc-
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cion reversible y activarse o desactivarse depen-
diendo del estado redox de la célula. Las EROs
pueden oxidar las proteinas sensibles al sistema
redox directamente o indirectamente por la via
de moléculas sensibles al sistema redox, tal
como glutatién (GSH) o tioredoxinas, los cuales
controlan el estado redox celular en plantas su-
periores.

Las enzimas sensibles al sistema redox pue-
den directamente modular el metabolismo celu-
lar, donde proteinas sensibles al sistema redox
llevan a cabo su funcidn activando quinasas, fos-
fatasas y factores de transcripcién. Corriente-
mente dos mecanismos moleculares regulan la
funcién de las proteinas sensibles al sistema
redox. Las sefiales mediadas por EROs involu-
cran hetero-trimeric G-proteinas y fosforilaciéon
de la proteina regulada por MAP quinasas y
Tyr fostatasas. En plantas, el sistema transduc-
tor mejor conocido es el de la ferredoxina-tio-
redoxina en estromas, el cual regula el
metabolismo del carbono fotosintético. (Shao
et al., 2008).

Los RNAm correspondientes a los genes de
las enzimas antioxidantes son inducidos por es-
trés hidrico. Algunos de los genes inducibles
por estrés hidrico, que codifican para proteinas
tales como 1 pirrolina 5 carboxilato sintasa, una
enzima clave en la sintesis de prolina, fue so-
brexpresada para producir tolerancia al estrés
hidrico.

Superoxido dismutasa (SOD)

La metaloenzima SOD, es la enzima intrace-
lular mds efectiva antioxidante, la cual es ubi-
cua en todos los organismos aerdbicos y en
todos los compartimentos subcelulares. Esta
bien establecido que el estrés hidrico frecuen-
temente lleva a un incremento en la generacion
de EROs, mientras que SOD ha sido propuesta
como un importante factor de tolerancia al es-
trés, y es la primera linea de defensa contra los
efectos téxicos de elevados niveles de EROs.

Las SODs remueven el O»-, catalizando su
transformacién en H2O2 y Oz. Las SODs estan
clasificadas segin el cofactor en tres tipos: las
que contienen cobre/Zn (Cu/Zn-SOD), manga-
neso (Mn-SOD), y hierro (Fe-SOD), las cuales
estan localizadas en diferentes compartimentos
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celulares (Gill & Tuteja, 2010).
Catalasas (CAT)

Las catalasas son enzimas tetraméricas que
contiene el grupo hemo, y catalizan la transfor-
macién del H2O2 en H20 y O. La catalasa tiene
uno de los ritmos de recambio més elevados.
Una molécula de CAT puede convertir aproxi-
madamente 6 millones de moléculas de H.O2
en H20O y Oz por minuto (Gill & Tuteja, 2010).

Ascorbato peroxidasa (APX)

APX se penso que juega un rol esencial en la
eliminacién de EROs y la proteccion de las cé-
lulas en las plantas superiores. APX estd invo-
lucrada en la eliminacién del H.O», y el ciclo
ASH-GSH y utiliza ASH como dadora de elec-
trones. La familia de APX consiste al menos de
cinco isoformas, ubicadas en discos tilacoides,
membranas de glioxisomas, estroma de cloro-
plastos y citoplasma.

APX tiene una alta afinidad por H20: (del
orden uM), mientras que la CAT y POD (del
orden mM) y tiene mayor importancia en el
manejo de EROs durante el estrés (Gill & Tu-
teja, 2010).

Guaiacol peroxidasa (GPOX)

APX puede distinguirse de GPOX en térmi-
nos de diferencias en las secuencias y funcio-
nes fisiolégicas. GPOX descompone el
acido3-indolacético (IAA) y tiene un rol en la
biosintesis del guaiacol y piragalol oxidando el
ascorbato. La actividad del GPOX, varia con-
siderablemente dependiendo de las especies ve-
getales y las condiciones de estrés (Gill &
Tuteja, 2010).

Glutation reductasa (GR)

GR es una flavoproteina, oxidoreductasa. Es
una enzima potencial del ciclo ASH-GSH y
juega un papel esencial en el sistema de de-
fensa contra los EROs. Estd localizada predo-
minantemente en cloroplastos, aunque también
se encuentra en mitocondria y citoplasma. La
GR cataliza la reduccién de GSH, una molécula
involucrada en varios procesos regulatorios y
antioxidativos en plantas donde la GR cataliza
una reaccion dependiente del NADPH del en-
lace disulfuro de GSSG (Glutatién oxidado) y
es importante para mantener el reservorio de
GSH (Glutatién reducido). GSSG consiste de
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dos GSH unidos por un puente disulfuro el cual
puede ser convertido a GSH por GR. GR esta
involucrada en la defensa contra el estrés oxi-
dativo, mientras que GSH juega un importante
rol, en el sistema celular, lo cual incluye la par-
ticipacién en el ciclo ASH-GSH. GR y GSH
juegan un papel crucial en determinar la tole-
rancia de la planta a diferentes estrés (Gill &
Tuteja, 2010).

Monodehidroascorbato reductasa
(MDHAR)

MDHAR es una enzima que contiene Flavin
Adenin dinucleétido (FAD) como grupo pros-
tético, y se encuentra en citoplasma y cloro-
plastos. Esta enzima exhibe una alta
especificidad por el monodehydro ascorbato
(MDHA) como aceptor de electrones, prefi-
riendo NADH mas que NADPH como dador de
electrones (Gill & Tuteja, 2010).

Dehydroascorbato reductasa (DHAR)

DHAR regenera ASH de su estado oxidado
y regula el estado redox celular ASH el cual es
crucial para la tolerancia a distintos estrés que
llevan a la produccién de EROs (Gill & Tuteja,
2010).

Glutation S- transferasas (GST)

Las glutationes transferasas de plantas, son
un gran grupo de enzimas que catalizan la con-
jugacion de un sustrato xenobidtico electrofi-
lico con un tripéptido glutatione (GSH;
glu-cys-gly). Las GSTs pueden reducir el pe-
réxido con la ayuda de GSH. Son proteinas ci-
toplasmadticas, aunque también se han
encontrado en pléastidos y nicleo. GSTs son
muy abundantes y en algunos casos representan
mds del 1% de las proteinas solubles en células
vegetales (Gill & Tuteja, 2010).

Glutation peroxidasa (GPX)

GPXs es una gran familia de diversas isoen-
zimas que usan GSH para reducir H2O> e hidro-
peroxidos orgdnicos y lipidicos, protegiendo a
la planta del estrés oxidativo. Se encuentran en
citoplasma, cloroplasto, mitocondrias y reticulo
endopldsmico (Gill & Tuteja, 2010).

V. PEPTIDOS ANTIOXIDANTES
Glutation

El glutatién junto con el 4cido ascorbico, la
prolina, a tocoferoles, carotenoides y flavonoi-

des, constituyen los antioxidantes no enziméticos.
El glutation, un tripéptido (o glutamil-cisteina-
glicina), es uno de los metabolitos cruciales en
plantas, el cual es considerado como una impor-
tante defensa intracelular contra las EROs.

El glutatién existe abundantemente en su
forma reducida (GSH) en los tejidos vegetales y
estd localizado en citoplasma, reticulo endoplas-
mico, vacuolas, mitocondrias, cloroplastos y pe-
roxisomas. Es de especial importancia en
procesos fisioldgicos incluyendo la regulacién
del transporte del sulfato, traduccién de sefiales
conjugacion de metabolitos, detoxificacion de
xenobidticos y la expresion de genes en res-
puesta al estrés.

Ha sido establecido que GSH también juega
un rol importante en eventos relacionados con el
crecimiento, tales como: la diferenciacién celu-
lar, muerte celular, senescencia, resistencia a pa-
tégenos y regulacién enzimatica (Gill & Tuteja,
2010).

El glutatién es la principal fuente de tioles no
proteicos en la mayoria de las células. La natu-
raleza nucleofilica del grupo tiol es también im-
portante en la formacién de enlaces mercaptidos
con metales. Esta reactividad junto con la esta-
bilidad y la alta solubilidad en agua del GSH
hace de él un buen protector vegetal bioquimico
contra el estrés (Shao et al., 2008).

El glutation tiene parte en el control de los ni-
veles de H20». El cambio en la relacion de Glu-
tation reducido (GSH), glutatiéon oxidado
(GSSG) durante la degradacién del H2O2 es una
importante seflal. Ha sido sugerido que la rela-
cién GSH/GSSG, indicador del estado redox ce-
lular podria estar involucrado en la percepcién
de las EROs. El glutatién reducido actia como
un antioxidante y estd involucrado directamente
en la reduccion de la mayorfa de los radicales de
oxigeno libres generados debido al estrés (Shao
et al., 2008).

VI. FACTORES DE TRANSCRIPCION

Los factores de transcripcién (FTs), son pro-
tefnas que regulan la expresion génica.

Estas proteinas son capaces de unirse especi-
ficamente a secuencias cortas de ADN (elemen-
tos en cis) localizadas en los promotores de los
genes, e interactuar con el complejo de pre-ini-
ciacién de la transcripcidn para inducir o inhibir
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la actividad de la enzima ARN polimerasa II. De
esta manera, los factores de transcripciéon modu-
lan la tasa de transcripcion de sus genes blanco
a través de un sistema denominado regulén (Na-
kashima et al., 2009).

Varios FTs pueden interactuar con los ele-
mentos que actdan en cis en las regiones promo-
toras, formando un complejo de iniciacién
transcripcional sobre la caja TATA (promotor
central) corriente arriba del sitio de iniciacion de
la transcripcién. El complejo de iniciacién trans-
cripcional activa la ARN polimerasa para iniciar
la transcripcion de los genes de respuesta al es-
timulo o estrés (Yamaguchi-Shinozaki & Shino-
zaki, 2000).

Los factores transcripcionales pueden divi-
dirse entre constitutivos e inducibles. En térmi-
nos generales, los constitutivos son aquellos que
regulan la expresion basal de los genes que co-
difican para todas las proteinas estructurales o
de mantenimiento, es decir, las enzimas y los
componentes proteicos presentes en todas las cé-
lulas y que son fundamentales para la funcién
celular en general. Los factores de transcripcién
inducibles son aquellos que regulan la expresién
de genes que solamente se utilizan en ciertos
tipos celulares o en ciertos momentos de la vida
de la célula (L6pez-Bojorquez, 2004).

La comprensién de los mecanismos molecu-
lares a través de los cuales las plantas perciben
el estrés y transducen esta sefial dentro de las cé-
lulas para generar respuestas adaptativas es vital
para disefiar estrategias que permitan mejorar la
tolerancia al estrés de los cultivos. La via de
transduccién de sefiales comienza con la percep-
cién de la sefial a través de sensores atn no iden-
tificados, y continda con la generacién de
segundos mensajeros como el calcio, fosfoino-
sitidos, especies reactivas del oxigeno (EROs) y
la activacién de cascadas de fosforilacién de
proteinas. Estas vias tienen como blanco final
factores de transcripcidn que controlan la expre-
sién de genes en respuesta al estrés. Los produc-
tos de estos genes contribuyen a proteger y
reparar las células del dafio causado por el estrés,
o bien participan en la generacién de moléculas
regulatorias, principalmente el ABA (Muifiiz-
Garcia & Capiati, 2011).

El estrés hidrico regula los factores de trans-
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cripcién por induccién de genes, activacion de
proteinas, o degradacidn a través del sistema de
proteosoma. De esta manera, los factores de
transcripcion actiian como llaves moleculares
para la expresion de los genes en respuesta al es-
trés (Muiiiz Garcia & Capiati, 2011). Muchos de
estos factores han sido utilizados en diversas es-
pecies vegetales para incrementar la tolerancia
al estrés hidrico (Muiiz-Garcia & Capiati,
2011).

Los genomas de las plantas contienen un im-
portante nimero de FTs, por ejemplo, en Arabi-
dopsis alrededor del 5,9% de su genoma codifica
para unos 1599 FTs. La mayoria de estos FTs
pertenecen a unas pocas y grandes familias mul-
tigénicas. Los miembros individuales de cada fa-
milia frecuentemente responden diferentemente
al estimulo de distintos estrés (Garcia-Morales
et al., 2013). La sobreexpresién de muchos de
estos genes en plantas confiere tolerancia al es-
trés hidrico. Algunos factores de transcripcion
son regulados a nivel de la transcripcién y otros
por modificacion post-traduccional (Hirayama
& Shinozaki, 2010).

Se han identificado cuatro grupos principales
de factores de transcripcién involucrados en la
regulacién de genes de respuesta al estrés hi-
drico en plantas: ABRE/ABF, MYC/MYB,
DREB/CBF y NAC Y ZF-HD. Dos que respon-
den al ABA y dos independientes del ABA (Shi-
nozaki & Yamaguchi-Shinozaki, 1997).

Los factores ABRE/ABF y MYTC/MYB se
expresan en respuesta al ABA. La sobreexpre-
si6n de genes ABRE/ABF aumento la tolerancia
al estrés hidrico en Arabidopsis (Muiiz-Garcia
& Capiati, 2011). Por otra parte, los factores
DREB/CBF y NAC y ZF-HD cumplen una im-
portante funcién en las vias de sefializacion in-
dependientes del ABA (Muifiiz-Garcia &
Capiati, 2011).

VII. AMINOACIDOS

La prolina es un aminodcido proteinogénico,
con una conformacion rigida, y es esencial para
el metabolismo primario. Numerosos estudios
han mostrado que el contenido de prolina au-
menta bajo diferentes condiciones de estrés. La
acumulacion de prolina en plantas estresadas
tiene una funcion de proteccién, sin embargo en
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la relacién entre acumulacion de prolina y tole-
rancia al estrés en plantas los resultados son va-
riados.

Por mucho tiempo se consideré a la prolina
como un osmolito. Sin embargo, la acumulacién
de prolina afecta la tolerancia al estrés de dife-
rentes maneras. La prolina puede tener funcién
de molécula chaperona capaz de proteger la in-
tegridad y el plegamiento de las diferentes enzi-
mas.

Por otra parte, varios estudios han atribuido
una caracteristica antioxidante a la prolina, dis-
minuye las EROs, activa las ennzimas involu-
cradas en la detoxificacion de EROs, tales como
catalasas, peroxidasas y superoxidodismutasa,
también posee ciertas funciones regulatorias y
actda como molécula sefial (Szabados & Sa-
vouré, 2009).

La funcién de la prolina es: como osmolito,
estabilizaciéon de macromoléculas, un destino
para el exceso de reductantes y almacenamiento
de carbono y nitrégeno para usar luego de trans-
currido el déficit hidrico.

La prolina es considerada como un potente
antioxidante y un inhibidor potencial de PCD.
Por ello, la prolina puede ser considerada un an-
tioxidante enzimdtico que animales, vegetales y
microorganismos requieren para mitigar los
efectos adversos de EROs.

Esta bien documentado que luego de un estrés
salino, sequia y metal ocurre una importante
acumulacién de prolina, debido a un aumento de
la sintesis o disminucién de la degradacion.

La prolina libre acttia como un osmoprotector,
estabilizador de proteinas, quelato de metales un
inhibidor de LPO (Peroxidacién lipidos) y eli-
minador de OH™ y 'O,. Por lo tanto la prolina no
es s6lo un importante sefial redox, sino también

un secuestrador de EROs formados ante condi-
ciones de estrés (Gill & Tuteja, 2010).

La tipica primera respuesta de todos los orga-
nismos vivos al déficit hidrico es el ajuste osm6-
tico. Para contrarrestar el estrés hidrico, muchas
plantas aumentan el potencial osmético de las
células mediante la sintesis y acumulacién de so-
lutos compatibles tales como prolina, y por esto,
la principal enzima reguladora es la prolina oxi-

dasa (PROX). Una importante reduccion en la
oxidacioén de la prolina fue observada bajo con-
diciones de estrés. La prolina oxidasa transforma
la prolina en glutamato. Esta enzima afecta el
nivel de prolina libre (Shao et al., 2008).

VIIl. CONCLUSIONES

El estado de conocimiento actual muestra la
importancia de las proteinas en la tolerancia a la
baja disponibilidad de agua, ya sea con una fun-
cién estructural o con fines reguladores.

Aln quedan proteinas y funciones por diluci-
dar. Sin embargo, dado el avance de la Biologia
Molecular y la Ingenierfa Genética, este saber,
podra ser utilizado en la generacién de plantas
tolerantes a la baja disponibilidad de agua, lo
cual serd un importante aporte a la produccién
agricola en regiones con limitaciones hidricas.
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