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RESUMEN

El estrés osmotico ocasionado por frio, salinidad y sequia representa
uno de los mayores factores limitantes, que afecta negativamente
el desarrollo y la productividad de las plantas en todo el mundo. La
aclimatacion de las plantas al estrés osmdtico depende de la regulacion
de cascadas de redes bioquimicas y moleculares involucradas en
la percepcion del agobio, la transduccion de seiiales y la expresion
de genes especificos relacionados con tal limitante ambiental. Los
componentes clave que controlan y modulan la aclimatacion al estrés
son los factores de transcripcion, los cuales son pequefias proteinas
que regulan la expresion de muchos otros genes que conducen a la
modulacién de complejos mecanismos de aclimatacion, por lo que
constituyen un grupo de moléculas de interés crucial para entender
los mecanismos que emplean las plantas para tolerar este tipo de
agobio ambiental. En las plantas superiores cuyos genomas han sido
secuenciados completamente, las familias de factores de transcripciéon
son numerosas, y oscilan entre 79 y 81, segun la especie. El objetivo
de esta revision es analizar el papel de los factores de transcripcion
en los mecanismos moleculares de respuesta al estrés osmético, con
énfasis en la familia NAC (NAM, ATAF1-2 y CUC), y su relacion con
las respuestas de las plantas a este tipo de estrés.

Palabras clave: Sequia, salinidad, frio, estrés abidtico, red de
transduccion de sefales, NAC.

SUMMARY

Osmotic stress caused by cold, salinity and drought are among the
major stresses, which adversely affect plant growth and productivity
worldwide. Plant acclimation to osmotic stress depends on regulation
of biochemical and molecular networks involved in stress perception,
signal transduction and expression of specific genes related to such
environmental restrictions. The key components controlling and
modulating stress acclimation pathways are transcription factors, small
proteins encoded by single genes that regulate expression of many other
genes, leading to the modulation of complex acclimation mechanisms,
Transcription factors represent a major target for understanding the
mechanisms used by plants to develop tolerance against these kinds
of environmental constraints. In higher plants with complete genome
sequences, the number of transcription factor families is large and
varies between 79 y 81, depending on the species. The objective of this
review is to analyze the role of transcription factors in the molecular
response mechanisms to osmotic stress, with emphasis on the NAC
(NAM, ATAF1-2 and CUC) family and its role in the regulation of plant
responses to osmotic stress.

Index words: Drought, salinity, cold, abiotic stress, signal transduction
network, NAC.
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INTRODUCCION

El estrés osmotico ocasionado por sequia, salinidad y frio
frecuentemente limita el crecimiento y la productividad de
las plantas. Estas responden y se aclimatan a condiciones
adversas con una serie de cambios morfoldgicos, fisiologi-
cos, bioquimicos y moleculares, regulados por multiples
rutas de sefializacién en respuesta al estrés. En Arabidopsis
y arroz (Oryza sativa L.) existe una superposicion entre los
patrones de expresion de los genes inducidos por sequia,
salinidad y frio, y se han identificado mas de 300 genes
inducidos por estos tipos de estrés, y mas de la mitad de
los genes inducidos por sequia también son inducidos por
salinidad, lo que indica la existencia de una interseccion
aparente entre las respuestas a la sequia y a la salinidad.
Por el contrario, solamente 10 % de los genes inducidos
por sequia también son inducidos por frio (Nakashima y
Yamaguchi-Shinozaki, 2010).

En condiciones de estrés, la regulacion de la expresion
génica esta determinada por la tasa de transcripcion, misma
que depende de varios factores de transcripcion y de sus
interacciones con secuencias regulatorias en el promotor de
los genes blanco (Agarwal y Jha, 2010).

Los factores de transcripciéon son proteinas capaces
de unirse especificamente a secuencias cortas de ADN
(elementos en cis) localizadas en los promotores de genes,
y de interactuar con el complejo de pre-iniciaciéon de la
transcripcion para inducir o inhibir la actividad de la
enzima ARN polimerasa II. De esta manera, los factores
de transcripciéon modulan la tasa de transcripcion de sus
genes blanco a través de un sistema denominado regulén
(Nakashima et al., 2009).

Las plantas han desarrollado mecanismos muy elaborados
para percibir sefiales externas y expresar respuestas
adaptativas a nivel morfoldgico, fisioldgico, bioquimico
y molecular. La tolerancia al estrés abidtico estd mediada
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por diversas reacciones bioquimicas y procesos fisiologicos
controlados por mecanismos moleculares de naturaleza
multigénica. La percepcion del estrés y la consiguiente
transmision de sefiales para activar una respuesta adaptativa,
son componentes criticos para la supervivencia de las
especies en condiciones ambientales extremas, y en el caso
de sequia, salinidad o frio, la regulacién transcripcional que
yace en la base de los procesos moleculares juega un papel
preponderante.

En este trabajo se revisan las funciones de los factores de
transcripcion en los mecanismos moleculares de respuesta
al estrés osmotico ocasionado por sequia, salinidad y frio,
con mayor énfasis en la familia NAC, la cual tiene funciones
en la tolerancia de las plantas a diversos tipos de estrés
abiético.

EL ESTRES OSMOTICO

La sequia, la salinidad y el frio son factores que conducen
a la deshidratacién celular, la cual causa estrés osmotico
que a su vez limita la absorcién de agua del suelo por las
plantas. El estrés osmatico también ocasiona la produccion
de especies reactivas de oxigeno (ROS, reactive oxygen spe-
cies) que afectan negativamente la estructura celular y el
metabolismo. Las respuestas tempranas a la sequia y a la
salinidad son idénticas excepto por el componente idnico, e
incluyen la disminucién de la fotosintesis o cambios en los
procesos hormonales (Verslues et al., 2006).

Cuando el estrés osmotico es moderado, hojas y tallos
disminuyen su crecimiento con la consiguiente acumu-
lacién de solutos y la manifestacion del ajuste osmotico,
mientras que la raiz puede continuar creciendo (Hadiarto
y Tran, 2011).

La aclimatacion al estrés osmotico es un proceso comple-
jo, que involucra numerosos cambios que incluyen dismi-
nucién del crecimiento, cambios en la expresion de genes,
incremento en los niveles de acido abscisico (ABA), acu-
mulacién de solutos compatibles y de proteinas protectoras,
ajuste en el transporte iénico e incrementos en los niveles
de antioxidantes (Saibo et al., 2009; Hadiarto y Tran, 2011).

PERCEPCION Y TRANSDUCCION DE
SENALES DE ESTRES

La percepcion de las sefiales es el primer paso en la res-
puesta de las plantas al estrés osmotico. Un sensor del estrés
puede detectar cambios ambientales y transmitir, especifi-
camente, la sefal inicial del estrés a los blancos celulares
(Gao et al., 2008). Cada estimulo ambiental proporciona a
las células vegetales informacion especifica, que es percibi-
da a través de diferentes tipos de sensores (Gao et al., 2008;
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Hirayama y Shinozaki, 2010).

El estrés ocasionado por sequia, salinidad o frio induce
la acumulaciéon momentanea de Ca** en el citoplasma, pro-
veniente del espacio apoplastico o de la liberacién de de-
positos internos como los organulos celulares. Los canales
responsables de la entrada de Ca* representan un tipo de
sensor para la sefializacion del estrés. La liberacion inter-
na de Ca®*es controlada por ligandos de canales sensibles a
Ca?, los cuales funcionan como segundos mensajeros (Ro-
driguez et al., 2005).

Otros tipos de sensores son los receptores tipo cinasa de
proteinas, que consisten de un dominio extracelular que
puede funcionar en la unién de ligandos o interacciones
proteina-proteina, un dominio transmembranal y un do-
minio cinasa intracelular (Rodriguez et al., 2005; Gao et al.,
2008; Yamasaki et al., 2008).

En contraste con la percepcién, en la transduccion de
sefales se han identificado varios componentes, aunque se
desconoce como interactiian las moléculas entre si y don-
de estdn posicionadas en la compleja red de sefializacion.
Inmediatamente después de la percepcion del estimulo, se
generan moléculas de sefalizacién como segundos men-
sajeros, por ejemplo: Ca?*, inositoltrifosfato y ROS. Subse-
cuentemente, los segundos mensajeros activan, corriente
abajo, una cascada de sefiales que fosforilan los factores de
transcripcion, y éstos regulan la expresion de un grupo de
genes involucrados en la aclimatacion al estrés (Hirayama
y Shinozaki, 2010). La fosforilacion por cinasa de proteinas
es el mecanismo de regulacion mas comin e importante en
la transduccion de las senales (Gao et al., 2008).

La red de transduccion de las sefiales para frio, sequia y
salinidad, se puede dividir en tres tipos principales de sefia-
lizacion: 1) Sefalizacion del estrés osmotico/oxidativo, que
usa los modulos de las cinasas de proteinas activadas por
mitogeno o MAPK (mitogen-activated protein kinase), las
cuales involucran la generacion de enzimas que remueven
especies reactivas de oxigeno y componentes antioxidantes,
asi como osmolitos; 1) Senalizaciéon dependiente de Ca*,
que conduce a la activaciéon de genes de proteinas abun-
dantes en la embriogénesis tardia (LEA, late embryogenesis
abundant proteins), involucradas en respuesta al estrés, las
cuales en su mayoria no tienen funciones definidas; y III)
Senalizacién de proteina demasiado sensible a sal (SOS, salt
overlay sensitive), que depende de Ca** y regula la homeos-
tasis idnica, la cual involucra a la ruta SOS y es especifica
del estrés ionico (Rodriguez et al., 2005; Gao et al., 2008;
Hadiarto y Tran, 2011).

Las rutas de transduccion de senales pueden compartir
elementos y componentes de diversos factores de estrés,
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y los genes de respuesta temprana codifican a factores de
transcripcion que activan a los genes de respuesta tardia
(Hirayama y Shinozaki, 2010). A pesar de la existencia de
componentes y ramas especificas, las rutas de senalizaciéon
para salinidad, sequia o frio pueden interactuar con el aci-
do abscisico (ABA) y converger en multiples pasos (Peleg y
Blumwald, 2011).

ABA es una hormona vegetal involucrada en diversos
procesos fisiologicos, como la regulacion de la apertura es-
tomatica y de las respuestas al estrés (Gao et al., 2008; Vers-
lues et al., 2006). La aplicacion exogena de ABA induce la
expresion de una serie de genes que también responden a
salinidad, a sequia y a frio. Yamaguchi-Shinozaki y Shino-
zaki (2006) propusieron dos cascadas de sefializacion: una
inducida por ABA y otra independiente de este fitorregu-
lador. En estas cascadas existen dos elementos principales
que actdan en cis: ABRE (ABA-Responsive Element, se-
cuencia TACCGACAT) y DRE (Dehydration-Responsive
Element, secuencia ACGTGG/TC), los cuales funcionan
en la expresion de genes dependientes e independientes de
ABA, respectivamente, y explican los sistemas reguladores
de la transcripcién involucrados en la expresion de genes
en respuesta al estrés (Nakashima y Yamaguchi-Shinozaki,
2010).
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LOS FACTORES DE LA TRANSCRIPCION

Estos factores son proteinas que se unen a elementos
especificos presentes en el promotor de un gen blanco. La
estructura proteica de un factor de transcripcion tipico
consiste de dos dominios: el dominio de unién al ADN,
responsable de unirse a elementos especificos que actian
en cis en las regiones del promotor, y el dominio regulato-
rio responsable de la regulacion transcripcional de los ge-
nes blanco, el cual se une a la maquinaria de transcripcién
(Shen et al., 2009). De esta manera, los factores de trans-
cripcion inducen (activadores) o inhiben (represores) la ac-
tividad de la ARN polimerasa II, y asi regulan la expresion
genética (Saibo et al., 2009). En las plantas hay diferentes
familias de factores de transcripcidn, clasificadas con fun-
damento en su dominio de unién al ADN (Gomez-Merino
et al., 2009). El resumen de estos hallazgos se presenta en el
Cuadro 1, en donde se puede notar el creciente numero de
especies cultivadas estudiadas, y que toman como modelos
principales a Arabidopsis thaliana y arroz.

Varios factores de transcripcién pueden interactuar con
los elementos que actiian en cis en las regiones promotoras,
y forman un complejo de iniciacion transcripcional sobre
la caja TATA (promotor central) corriente arriba del sitio
de iniciacién de la transcripcion. El complejo de iniciacién

Cuadro 1. Familias de factores de transcripcion y proteinas clasificadas por especie vegetal.

Numero total de

Nuamero de factores

Numero de familias de Miembros de la

Especie proteinas de transcripcion factores de transcripcion familia NAC
Oryza sativa subsp. indica 43 027 1943 56 163
Oryza sativa subsp. japonica 58 760 2438 56 186
Sorghum bicolor 35810 1828 54 125
Zea mays 62 184 3376 56 190
Carica papaya 27 829 1394 58 82
Arabidopsis lyrata 32234 1736 58 121
Arabidopsis thaliana 32125 2023 58 135
Populus trichocarpa 45183 2599 58 182
Vitis vinifera 47 097 2450 58 142
Cucumis sativus 27725 1783 57 102
Glycine max 48707 3557 57 183
Manihot esculenta 46 478 2210 58 124
Medicago truncatula 52 086 1613 56 73
Mimulus guttatus 27989 1686 57 102
Prunus persica 28 299 1521 58 113
Ricinus communis 31953 1298 57 97

Datos obtenidos de la plataforma Plant Transcription Factor Database, disponible en: http://pIntfdb.bio.uni-potsdam.de/v3.0/ (Pérez-Rodriguez et al., 2010)

y http://planttfdb.cbi.edu.cn/index.php (Zhang et al., 2011).
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transcripcional activa la ARN polimerasa para iniciar la
transcripcion de los genes de respuesta al estimulo o estrés
(Yamaguchi-Shinozaki y Shinozaki, 2006).

Las respuestas al estrés osmotico requieren de la sinte-
sis de proteinas metabolicas importantes, como las que in-
volucran la sintesis de osmoprotectores, y la operacion de
proteinas reguladoras en la ruta de transduccién de sefales,
como las cinasas de proteinas o los factores de transcrip-
cion. Dado que la mayoria de estas respuestas implican el
control y la regulacién de la expresion de genes, los facto-
res de transcripcion juegan un papel importante en la res-
puesta de las plantas al estrés y en el desarrollo (Saibo et al.,
2009; Agarwal y Jha, 2010).

En las rutas de transduccion de las sefiales, varios facto-
res de transcripcion y elementos que actan en cis funcio-
nan no solamente como inductores o interruptores mole-
culares para la expresion génica, sino también como puntos
terminales de la transduccion de sefiales en los procesos de
senalizacion (Tran et al., 2007). La fosforilacion de protei-
nas reguladoras es también un acontecimiento importante
en el control de la expresion génica en organismos supe-
riores, por lo que multiples interacciones proteina-proteina
y ADN-proteina con frecuencia determinan la tasa de la
transcripcion en determinadas condiciones ambientales.

Un solo factor de transcripcion puede controlar la ex-
presion de muchos genes blanco. Asi, un grupo de genes
controlados por un cierto tipo de factor de transcripcion es
conocido como un reguldn. En la respuesta de las plantas al
estrés osmotico se pueden identificar al menos cuatro regu-
lones: 1) El regulon DREB/CBF; 2) El regulén NAC y ZF-
HD; 3) El regulon AREB/ABF; y 4) El regulon MYC/MYB
(Saibo et al., 2009). Estos regulones estdn ligados a rutas
involucradas en las respuestas al estrés osmoético y pueden
ser dependientes o independientes de ABA (Yamaguchi-
Shinozaki y Shinozaki, 2006). Por otro lado, los elementos
que actdan en cis en los promotores de los genes son: el
elemento de respuesta a la deshidratacion de repeticiéon C
(CRT/DRE), la secuencia de reconocimiento NAC (NACR),
el elemento sensible al ABA (ABRE) y los elementos MYCR/
MYBR (Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki, 2007).

El regulén DREB/CBF esta involucrado principalmente
en las respuestas al frio y es conservado en el reino vege-
tal (Saibo et al., 2009). Yamaguchi-Shinozaki y Shinozaki
(1994) identificaron un elemento que actda en cis que, ade-
mas del elemento de respuesta a ABA (ABRE), también estd
presente en el promotor del gen RD29A (responsive to dehy-
dratation 29A), un gen inducido por sequia, salinidad y frio.
Este elemento fue llamado elemento de respuesta a la deshi-
dratacion (dehydration-resposive element/C-repeat, DRE/
CRT) vy fue caracterizado como dependiente de ABA. El
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motivo central de este elemento que acttia en cis es CCGAC
y los factores de transcripcién que se unen a este elemento
fueron llamados factores de unién a CRT o proteinas 1 de
union a DRE (DREB1/CBF) (Nakashima et al., 2009).

Los factores de transcripciéon DREB1/CBF activan la ex-
presion de muchos otros genes que codifican a proteinas
involucradas en la produccién de osmoprotectores y an-
tioxidantes (Saibo et al., 2009). Los genes blanco DREB2
(RD29A, RD29B, RD17, y LEA14) son inducidos solamen-
te por la deshidratacion, lo cual indica que las proteinas
DREB2 son activadas a través de modificaciones post-tra-
duccionales con la finalidad de regular la expresion de los
genes corriente abajo (Sakuma et al., 2006).

El descubrimiento del regulén NAC y ZF-HD derivé del
estudio de una ruta independiente de ABA que involucré
al gen EARLY responsive to dehydration stress 1 (ERDI) en
respuesta a salinidad y a sequia, sin acumulaciéon de ABA
(Nakashima y Yamaguchi-Shinozaki, 2010). Esta ruta re-
vel6 la presencia de factores de transcripcion de la familia
NAC y de la familia del homeodominio de dedos de zinc
(homeodomain zinc finger, HD-ZF), identificados como
esenciales para activar al gen ERDI. Sin embargo, la sobre
expresion de genes NAC en Arabidopsis incrementa la to-
lerancia a sequia sin activar al gen ERDI, lo que sugiere la
necesidad de otros factores para controlar su expresion en
condiciones de estrés (Tran et al., 2007).

Por su parte, el gen stress-responsive NACI (SNACI) fue
aislado de una variedad de arroz de secano. Las plantas que
sobre expresan el gen SNACI mostraron un fenotipo inde-
seado y enanismo, comparado con las que expresan el gen
DREBI1/CBF a través de insertos disefiados por ingenieria
genética (Ito et al., 2006), lo que revela un mecanismo de
accion diferente. El incremento en la tolerancia a sequia
puede ser debido, en parte, a la reduccién en la tasa de
transpiracion (incremento en el cierre estomatico) y a un
aumento en la sensibilidad al ABA (Saibo et al., 2009).

El regulon AREB/ABF fue identificado en los promotores
de los genes inducidos por ABA (Nakashima et al., 2009).
Para la transcripcién no es suficiente una sola copia del
ABRE, por lo que conjuntamente con elementos de acopla-
miento como el CE1 (coupling element 1) y CE3, constitu-
ye un complejo en respuesta a ABA para regular los genes
HVAI y HVA22 en trigo (Triticum aestivum L.) (Shen et
al., 1996). Las proteinas ABF o AREB (ABA-responsive
element binding protein/ABRE-binding factor) son facto-
res de transcripcion tipo bZIP (basic leucine zipper) que se
unen al motivo ABRE y activan la expresion de los genes
dependientes de ABA (Peleg y Blumwald, 2011).

Algunos factores de transcripciéon, como AREBI vy
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AREB2, requieren de una modificacién post-traduccional
para ser activados al maximo. Estas modificaciones inclu-
yen probablemente, una fosforilacién dependiente de ABA
(Saibo et al., 2009). La mayoria de los elementos de aco-
plamiento conocidos son similares al ABRE. De hecho, la
secuencia de DRE/CTR puede servir como un elemento de
acoplamiento del ABRE en repuesta a ABA, lo que sugiere
la existencia de una interaccion entre los regulones DREB y
AREB (Nakashima et al., 2009).

El grupo de genes AREB/ABE en su mayoria son redun-
dantes y de expresion especifica, unos en tejidos vegetativos
en tanto que otros lo hacen en tejidos reproductores (Peleg
y Blumwald, 2011). Los genes AREB1/ABF2, AREB2/ABF4
y ABF3 se expresan principalmente en tejido vegetativos,
mientras que ABI5 y EEL se expresan en la semilla durante
la maduracién o durante la germinacién (Nakashima et al.,
2009). La expresion del gen OsABI5 en las plantulas es esti-
mulada por ABA y salinidad, pero reprimida por sequia y
frio; su sobre expresidn incrementa la tolerancia del arroz a
la salinidad (Nakashima et al., 2009).

En cuanto al regulon MYC/MYB, la expresion del gen
RD22 (responsive to dehydration 22) inducido por sequia,
también es estimulada por ABA (Nakashima y Yamaguchi-
Shinozaki, 2010). La region del promotor del gen RD22 con-
tiene a los elementos cis de MYC (CANNTG) y de MYB (C/
TAACNA/G). Los factores de transcripcién sdlo se acumu-
lan después del incremento en los niveles de ABA (Saibo
et al., 2009). Para activar al gen RD22, los factores AtMYC
y AtMYB actian cooperativamente. La sobre expresion de
estos factores de transcripcion a través de promotores in-
ducibles incrementa la sensibilidad a ABA y la tolerancia a
sequia (Nakashima y Yamaguchi-Shinozaki, 2010). En soya
(Glycine max L.) se identificaron 156 genes de la familia
MYB, de los cuales 43 fueron inducidos por ABA, sequia,
salinidad y frio (Liao et al., 2008).

Es importante destacar que cientos de factores de trans-
cripcién estan implicados en la respuesta a diversos esti-
mulos y a factores de estrés como salinidad, sequia y frio
(Hirayama y Shinozaki, 2010). A menudo, los miembros de
una misma familia responden de diferente manera al estrés.
Pero algunos genes de respuesta al estrés pueden compartir
los mismos factores de transcripcion, lo que se refleja en
una superposicion del perfil de expresion de genes indu-
cidos por diferentes tipos de estrés. En este sentido, se han
identificado genes de diferentes familias y especies, que son
inducidos tanto por sequia, salinidad, frio y ABA.

Una de las familias mas numerosas de factores de trans-
cripcién que regulan las respuestas de las plantas al estrés,
recientemente identificada, es la familia NAC. Este nombre
deriva de las primeras tres proteinas descritas que contie-
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nen el dominio de unién al ADN, llamados NAM (no api-
cal meristem), ATAF1-2 (Arabidopsis thaliana activation
factor) y CUC (cup-shaped cotyledon) (Christianson et al.,
2010), que estan implicadas en procesos como el desarro-
llo vegetativo y el reproductivo, y en las respuestas al es-
trés bidtico y abiotico (Olsen et al., 2005), la movilizacién
de nutrientes, la regulacién de la senescencia (Ogo et al.,
2008), la divisién celular y el crecimiento (Christianson et
al., 2010).

Las proteinas NAC contienen un dominio de unién al
ADN altamente conservado en su extremo N-terminal, yun
dominio variable en su extremo C-terminal. En la region N-
terminal existen, al menos, cinco sitios diferentes de union
al ADN (Shen et al., 2009); estos sitios incluyen la secuencia
de reconocimiento de los NAC en respuesta a sequia (NAC
recognition sequence, NACRS) que contiene el motivo cen-
tral CACG; el motivo IDE2 en respuesta a la deficiencia de
hierro, que contiene la secuencia CA(A/C)G(T/C)(T/C/A)
(T/C/A); el sitio de union CBNACBS de la proteina CBNAC
unida a calmodulina, que tiene el motivo central GCTT; el
elemento de uniéon NAC de la pared secundaria (SNBE),
que contiene una secuencia consenso de 19 pares de bases
(T/A)NN(C/T) (T/C/G)TNNNNNNNA(A/C)GN(A/C/T)
(A/T) (Jensen et al., 2010; Le et al., 2011), y tiene la capaci-
dad de mediar las interacciones proteina-proteina.

Por otro lado, la alta variabilidad de la region C-termi-
nal hace que las proteinas NAC puedan actuar como ac-
tivadores o represores de la transcripcion en diferentes
circunstancias (Le et al., 2011). Los dominios C-terminal
de numerosos factores de transcripcion de la familia NAC
también muestran actividad de unién a proteinas; mientras
que las regiones C-terminal de otros NAC contienen mo-
tivos transmembranales (TM, transmembrane motif) res-
ponsables del anclaje a la membrana plasmatica (Shen et al.,
2009). El dominio NAC no sélo interactda con otras protei-
nas, sino también con el dominio NAC de otros miembros
de la familia NAC para formar dimeros (Olsen et al., 2005).

Andlisis bioinformdticos recientes han permitido prede-
cir un nimero variable de factores de transcripcion de la
familia NAC, los cuales se anotan en el Cuadro 1 donde
también se enlistan las especies con genoma secuenciado
(Pérez-Rodriguez et al., 2010; Zhang et al., 2011). En es-
pecies cuyos genomas ain no han sido secuenciados com-
pletamente, se han reportado los siguientes nimeros: 48
genes NAC en cebada (Hordeum vulgare); 92 en el pasto
Panicum virgatum; 46 en cana de aztcar (Saccharum spp.);
42 en trigo; 26 en naranja (Citrus sinensis); 21 en girasol
(Helianthus annuus); 41 en tomate (Solanum lycopersicum);
40 en papa (Solanum tuberosum) y 42 en tabaco (Nicotiana
tabacum) (Christiansen et al., 2011; Le et al., 2011; Shen et
al., 2009; Zhang et al., 2011). Recientemente se ha dado una
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importancia creciente a la caracterizacion de estos genes, y
se ha estudiado su funcién en plantas cultivadas y plantas
modelo.

En Arabidopsis thaliana, tres genes NAC (ANACO19,
ANACO055,y ANACO072) son inducidos por sequia, salinidad
y bajas temperaturas. Plantas transgénicas de Arabidopsis
que sobre expresan estos genes incrementaron la tolerancia
a sequia, comparado con el tipo silvestre (Tran et al., 2004;
Tran et al., 2007).

Nogueira et al. (2005) reportaron que el gene SSNAC23
en caia de azticar es homologo del gen OsNAC5 de arroz,
y que esta asociado con respuestas a frio, a dafios por her-
bivoros y a déficit hidrico. Posteriormente se encontrd
que este gen se expresa fuertemente en inflorescencias de
cafa de azucar, particularmente en meristemos florales, asi
como en células de la vaina del haz vascular de hojas madu-
ras (Ditt et al., 2011).

De un analisis de microarreglos en arroz se identifico el
gen SNACI, cuya sobre expresion eleva la tolerancia a se-
quia al modular el cierre de estomas (Hu et al., 2006). Este
es uno de los pocos genes caracterizados a nivel de campo
durante el estado reproductivo de la planta y en condicio-
nes severas de sequia, donde las plantas transgénicas de
arroz no presentaron cambios fenotipicos ni reducciones
significativas en el rendimiento.

El gen OsNACE6 fue seleccionado del anlisis del perfil de
expresion de genes de arroz bajo varios factores de estrés, y
dicho gen mostré ser inducido por frio, salinidad, sequia,
ABA, jasmonato (JA), lesiones fisicas y enfermedades. Sin
embargo, las plantas transgénicas de arroz que expresaron
constitutivamente este gen también mostraron retraso en el
crecimiento y bajos rendimientos, aunque mostraron un
incremento en la tolerancia a la deshidratacién y a la alta
salinidad (Nakashima et al., 2007).

Otro gen NAC de arroz, OsNAC6/SNAC2, es inducido
por el estrés abidtico y por JA, y su sobre expresion incre-
menta la tolerancia a frio, a sequia y a salinidad; las plantas
transgénicas superaron al tipo silvestre en estabilidad de
la membrana celular durante el estrés por frio, y en tasa de
crecimiento y germinacién bajo condiciones de salinidad
(Hu et al., 2008).

Tran et al. (2009) estudiaron 31 genes NAC en soya, de
los cuales nueve (GmNAC002, 003, 004, 010, 012, 013, 015,
020 y 028) mostraron ser inducidos por deshidrataciéon en
tallos y raices, por lo que se consideran como candidatos
potenciales para programas de mejoramiento genético.

El gen ONAC063 de arroz es inducido por alta salinidad
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en raices, asi como por tratamientos con ROS y alta presion
osmotica. La expresion ectdpica de ONACO063 en Arabidop-
sis thaliana origina mayor tolerancia a salinidad y a presion
osmotica (Yokotani et al., 2009).

La sobre expresion del gen OsNACI0 en arroz bajo el
control del promotor constitutivo GOS2 y del promotor
especifico de raiz RCc3, increment6 la tolerancia a sequia,
salinidad y frio en etapa vegetativa. En etapa reproductiva,
la sobre expresion de este gen bajo el promotor RCc3 au-
ment6 el rendimiento en grano de 25 a 42 % en condiciones
de sequia, y de 5 a 14 % bajo riego convencional (Jeong et
al., 2010).

Al analizar el perfil de expresion del gen TaNAC69 me-
diante microarreglos y qRT-PCR (transcripcién inversa
cuantitativa acoplada a la reaccion en cadena de la polime-
rasa), Xue et al. (2011) encontraron que su expresion esta
asociada positivamente con las respuestas del trigo tanto al
estrés bidtico como al abidtico. En lineas transgénicas de
trigo que sobre expresan el gen TaNAC69 bajo el control del
promotor inducible HvDhn4s, se encontré que produjeron
mas biomasa y fueron mds tolerantes a la deshidratacion.
Los mismos autores reportaron que el promotor utilizado
no afectd al peso ni al rendimiento de grano en el testigo sin
sequia, por lo que tanto el gen TaNAC69 como el promotor
HvDhn4s pueden ser utilizados para mejorar el rendimien-
to de grano en ambientes propensos a sequia.

Similarmente, Mao et al. (2012) encontraron que la ex-
presion del gen TaNAC2 de tabaco responde a sequia, sa-
linidad, frio y ABA, y que su expresion ectopica en plantas
de Arabidopsis thaliana les confirié mayor tolerancia a des-
hidratacidn, salinidad y bajas temperaturas.

Por su parte, Lu et al. (2012) reportaron que el gen Zm-
SNACI de maiz (Zea mays L.) es fuertemente inducido por
frio, alta salinidad, sequia y ABA, pero reprimido por acido
salicilico. En comparacién con el tipo silvestre, su expre-
sién ectdpica en Arabidopsis condujo a hipersensibilidad a
ABA vy estrés osmotico en la etapa de germinacion de semi-
llas, pero mejord la tolerancia a la deshidratacion.

En Brassica napus, los genes BuNAC2 y BunNAC5 se ex-
presaron en flores y tallos, y fueron inducidos por condi-
ciones de alta salinidad, sequia y ABA. Su expresion ect6-
pica aumentd considerablemente el crecimiento celular de
Schizosaccharomyces pombe sensible a alta salinidad y estrés
osmotico (Zhong et al., 2012).

Ramegowda et al. (2012) aislaron el gen EcNACI del ce-
real Eleusine coracana, el cual mostré fuerte induccién por
deficiencia de agua y por salinidad, y en las plantas trangé-
nicas de tabaco que lo expresan hubo bajos niveles de ROS y
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tolerancia al estrés, ambos ocasionados por polietilenglicol
(PEG), manitol y salinidad.

Como una herramienta util, Nakashima et al. (2012) pro-
pusieron que los genes que aportan tolerancia al estrés pero
también causan efectos indeseables, podrian combinarse
con promotores inducibles por estrés (como los promo-
tores de arroz LIP9), como una estrategia para mejorar la
tolerancia al estrés sin imponer efectos no deseados en el
crecimiento.

En el Cuadro 2 se resumen los estudios efectuados hasta
la fecha sobre las proteinas NAC y sus implicaciones en las
respuestas a varios tipos de estrés. Aqui es necesario hacer
notar que la mayor parte de los experimentos realizados
sobre tolerancia al estrés osmoético se han enfocado a las
etapas vegetativas del desarrollo, debido a que resulta mas
facil y rdpida la toma de datos, a pesar de que el estrés cau-
sa su mayor dafio en las etapas reproductivas (Castaneda-
Saucedo et al., 2009).

Si bien muchos genes estan implicados en la tolerancia al
estrés, solo algunos han demostrado ser utiles en condicio-
nes de campo, debido a la complejidad en las interacciones
y de la variabilidad de respuestas al ambiente. Sin embargo,
el uso de técnicas biotecnologicas como el silenciamiento
de genes mediante mutagénesis, microARN (mARN) o
ARN de interferencia (ARNi), asi como la expresion ectdpi-
ca de genes para generar plantas transgénicas con mayor to-
lerancia al estrés, permitiran disminuir las pérdidas de ren-
dimiento en las plantas de interés agrondémico, una vez que
estos hallazgos tecnoldgicos se hayan transferido a campo.

Hasta ahora, la mayor parte de los factores de transcrip-
cién NAC caracterizados han demostrado estar involucra-
dos en respuestas al estrés. En particular, la tolerancia a
estrés osmotico (causado por sequia, salinidad o frio) ha
sido el centro de atencién de muchos estudios. En estos
procesos, la acumulacion de ABA desencadena respuestas
bioquimicas y moleculares de las plantas sometidas a estrés,
lo que se refleja en el hecho de que la mayoria de los facto-
res de transcripcion NAC que confieren resistencia a sequia,
principalmente, son inducidos por tratamientos con ABA
(Christiansen et al., 2011).

Componentes de la regulacion transcripcional reciente-
mente estudiados son los microARN. Por ejemplo, Zhou
et al. (2013) reportaron que el microARN319 (miR319) es
uno de los primeros que han sido identificados y caracteri-
zados en plantas, el cual actta sobre el factor de transcrip-
cion TCP (TEOSINTE BRANCHED/CYCLOIDEA/PRO-
LIFERATING CELL FACTORS [PCF]) como molécula
blanco en arroz. La expresion ectopica de miR319 de arroz
(Osa-miR319a) en el pasto Agrostis stolonifera originé ma-
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yor tolerancia a sequia y a salinidad, relacionada con mayor
produccién de ceras en las hojas, mayor retencion de agua
y reducida absorcion de sodio. Los respectivos perfiles de
expresion analizados demostraron que la expresion del gen
AsNAC60 se reduce en plantas transgénicas que expresan el
miR319. Este descubrimiento marca una nueva etapa en el
estudio de los factores de transcripcion NAC, y agrega nue-
vas estrategias para regular la tasa transcripcional de genes
en plantas.

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Las plantas responden de manera muy variada a factores
de estrés osmotico como sequia, salinidad y frio. Estas res-
puestas son reguladas por mecanismos moleculares donde
los factores de transcripcion juegan un papel preponderan-
te. En esta revision se describe de manera general la im-
portancia del estrés osmotico en las plantas, la percepcion
y la transduccién de las senales, y la relevancia de los fac-
tores de transcripcion en la regulacion de las respuestas a
este tipo de estrés. El analisis funcional de los factores de
transcripcion permite generar mayor informacion sobre las
redes regulatorias involucradas en respuestas al estrés abio-
tico y la confluencia entre diferentes rutas de sefializacion
durante la aclimatacion al estrés.

Por esta razon se puede considerar a los factores de trans-
cripcién como componentes cruciales para el entendimien-
to de las bases moleculares que modulan las respuestas
bioquimicas y fisiologicas de las plantas al estrés osmotico.
De ellos, los factores de transcripcion NAC, que son exclu-
sivos de las plantas, se pueden considerar como elementos
con gran potencial para el estudio de los mecanismos de
resistencia/tolerancia al estrés osmoético en las plantas cul-
tivadas.

México, por ser el segundo pais mas vulnerable a los efec-
tos del cambio climatico, y cuya produccién agricola pue-
de caer en mds de 25 % por este cambio (Moyer y Storrs,
2010) si no se aplican medidas adecuadas para enfrentarlo,
requiere con urgencia planear de manera estratégica el uso
de estos avances cientificos para generar innovaciones que
permitan mejorar la actividad agricola y con ello lograr la
seguridad alimentaria nacional.

Si bien los primeros reportes sobre la conexién de estas
proteinas con el estrés osmotico surgieron hace casi una
década y poco se habia avanzado en términos de plantas
cultivadas, los reportes mas recientes ya hacen alusion a sus
funciones como reguladores clave de las respuestas al es-
trés osmotico en especies como arroz, maiz, soya, tabaco y
cana de aztcar, todas ellas de importancia en la agricultura
nacional.
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Cuadro 2. Estudios de proteinas NAC en respuesta a los factores de estrés ambiental.

Especie Gen Expresion/Represion Funciones atribuidas Referencia
experimental
., Interacttia con otros activadores transcripcionales y confiere Hegedus etal.,
B. napus BnNAC14 Sobre expresion tolerancia a frio, a deshidratacidn, a heridas e infecciones. 2003
ANACO019,
A. thaliana ANACO055, Sobre expresion Incrementa la tolerancia a sequia. Tran et al., 2004
ANACO072

Incrementa el desarrollo de las raices laterales.

A. thaliana AINAC2 Sobre expresion Tolerancia a salinidad y a ABA. He et al., 2005
O. sativa ONAC300 Sobre expresion Expresado en eSt,adOS tem,pranos del desarrollo, Kusano et al., 2005
en vastago, raiz y flores.
O. sativa SNACI Sobre expresion Tolerancia a sequia y a salinidad. Hu et al., 2006
A. thaliana ANACO0I2 Sobre expresion Regulador negativo del e.ngrosamlento Ko et al., 2007
de la pared del xilema.
Activador transcripcional en respuesta a estreses bidticos y .
OsNAC6/ Nakashima et al.,

O. sativa SNAC?2 Sobre expresion abioticos. Tolerancia a deshidratacidn, salinidad

2007
y a enfermedades.

Incrementa la tolerancia a frio, a polietilenglicol,

O. sativa SNAC2 Sobre expresion a ABA y a salinidad. Hu et al., 2008
O. sativa IDEF2 Represion (ARNi) Interacciones asociadas con la homeostasis del Fe. Ogo et al., 2008
A. thaliana ONAC063 Sobre expresion Mayor tolerancia a salinidad y presiéon osmética. YOkO;%%;‘Zt al.
O. sativa ONAC045 Sobre expresion Incrementa la tolerancia a sequia y a salinidad. Zheng et al., 2009
0. sativa OsNACIO Sobre expresion Tolerancia a sequia, a salinidad y a ba)a§ te.mperaturas en el Jeong et al., 2010
estado vegetativo. Incrementa el rendimiento del grano.

A. thaliana ANACO036 Sobre expresion Involucrado en el crecimiento celular en las hojas. Kato et al., 2010

. Represién Regulacion de la senescencia foliar. Balazadeh et al.,
A. thaliana ORSI (T-ADN) Tolerancia a salinidad y a H O,. 2011
A. thaliana NTM2 Insercion de Mayor tolerancia a salinidad durante la germinacion. Park et al., 2011

transposén
. ., . Menor tolerancia al estrés por frio,
O. sativa OsNAC5 Represion (ARNi) , L. Song et al., 2011
por sequia y por salinidad.
O. sativa OsNAC5 Sobre expresion Incren‘ieflta la tolerancia a frfo, asequiaya Song et al., 2011
salinidad en arroz y en Arabidopsis.

T. aestivum TaNAC69 Sobre expresion Incremento en la tolerancia a la deshidratacion. Xue et al., 2011

. L Integra la respuesta al estrés ambiental y modula
A. thaliana VNI2 Sobre expresién la longevidad foliar. Tolerancia a salinidad y a ABA. Yang et al., 2011
A. thaliana ZmSNACI1 Sobre expresion Hl.p ersenSIbllrldad a ABA.Y estres 051.not1co,. , Luetal, 2012

pero incremento la tolerancia a la deshidratacion.

A. thaliana TaNAC2 Sobre expresion Tolerancia a la deshidratacién, Mao et al., 2012

alta salinidad y bajas temperaturas.

Tolerancia al estrés por polietilenglicol, manitol
N. tabacum EcNACI Sobre expresion y salinidad, ademas de bajos niveles de especies
reactivas de O, en tabaco.

Ramegowda et al.,
2012

BnNAC2, ., Incrementa el crecimiento en células sensibles
. pombe BnNAC5 Sobre expresién a alta salinidad y estrés osmético. Zhong et al, 2012
T. aestivum SNACI Sobre expresion Conlfiere tolerancia a sequia y salinidad en trigo transgénico. ~ Saad et al., 2013
; - . Mayor sintesis de ceras en hoja, mayor retenciéon
A. stolonifera AsNAC60 Represion (miR319) Zhou et al., 2013

de humedad y menor absorcién de sodio.
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Es entonces determinante el continuar el estudio de tales
proteinas para fines de mejoramiento genético, mediante el
uso de las tecnologias mas avanzadas para su implementa-
cion. Ello implica combinar las técnicas de genética inversa,
genomica, transcriptomica, protedmica y metabdélomica en
diferentes etapas del desarrollo y de condiciones de estrés, a
fin de disponer de informacion critica que permita elucidar
las diferencias funcionales de los factores NAC y su relacion
con el control transcripcional. Puesto que numerosos genes
tienen funciones cruciales en el crecimiento y desarrollo de
las plantas, se requerira analizar tanto las funciones de estos
factores de manera individual como en red, para dilucidar
los traslapes que haya entre las respuestas al estrés y el creci-
miento vegetal, especialmente en la etapa reproductiva que
es la que mayormente afecta la productividad de las plantas
en condiciones de estrés.

Los avances en el conocimiento de los factores de trans-
cripcién, y en especifico de los factores NAC, deben ser
contrastados a la luz de las limitantes que ha mostrado el
mejoramiento asistido por marcadores moleculares y la in-
genieria genética. Por ejemplo, segtin Campos et al. (2004),
la mayoria de los loci de caracteres cuantitativos (QTL) de
tolerancia a sequia identificados tienen una utilidad limi-
tada para ser aplicados en programas de mejoramiento ge-
nético, debido a que dependen de antecedentes genéticos
0 a que son sensibles al ambiente, ademds de que se desco-
nocen las bases biofisicas de estas dependencias. Aun mds,
las condiciones climaticas imperantes durante el proceso de
seleccion de la progenie dentro de las pruebas de multiples
ambientes que se llevan a cabo en los programas de mejora-
miento convencional, pueden afectar de manera significati-
va las frecuencias alélicas en las poblaciones mejoradas y la
tolerancia al estrés en las lineas comerciales liberadas.

En el ambito de la ingenieria genética enfocada a la gene-
racién de organismos genéticamente modificados o trans-
génicos, es frecuente que los genes ortélogos de tolerancia a
factores de estrés encontrados en una especie no produzcan
el mismo resultado en otra especie transgénica, o que cau-
sen una reduccidn en el rendimiento en ausencia del estrés,
como se especifico anteriormente. Esto puede ser debido a
que los genes candidatos provienen de diferentes sistemas
bioldgicos (monocotiledéneas vs. dicotiledéneas) o a que
la expresion génica se indujo por eventos repentinos de se-
quia, o debido a que el efecto no fue medido en ausencia de
estrés en el sistema modelo.

Muchos genes transferibles potencialmente asociados
con tolerancia a sequia no afectan directamente esta ca-
racteristica de interés, y mas bien dependen de cadenas
de respuestas metabdlicas complejas. No obstante, la falta
de un comportamiento consistente de estos genes también
puede ser debida al intenso proceso de mejoramiento de
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las especies cultivadas a lo largo de su historia. Como con-
secuencia, un fenotipo transgénico tolerante a sequia que
se genera de manera relativamente facil en una especie no
mejorada como Arabidopsis thaliana, o incluso en cultiva-
res antiguos de maiz, es mas dificil de lograr en los hibridos
élite actuales.

Los experimentos de tolerancia al estrés osmotico en
campo son dificiles de conducir, aun si se dispone de con-
diciones controladas como el riego, debido a la variabili-
dad de las condiciones de clima, suelo, lluvia, plagas y en-
fermedades. Ademas, algunos genes transferibles pueden
funcionar en rutas que interaccionan con el ambiente, lo
que conduce a resultados inestables. El camino mds apro-
piado para enfrentar estos desafios es probar los genotipos
en distintos sitios y a través de varios anos, lo cual resulta
muy caro y consume mucho tiempo. La alternativa en este
sentido es el analisis de gran cantidad de caracteres fenoti-
picos en invernadero (Deikman et al., 2012), con métodos
no destructivos para cuantificar biomasa, arquitectura de
vastago, fotosintesis, pigmentacion, contenido de agua, y
tasa transpiratoria, entre otros caracteres.

En la actualidad, la humanidad enfrenta dos retos que de-
terminan el desarrollo sustentable. Por un lado incremen-
tar la produccién de alimentos para la creciente poblacion
mundial, que se proyecta alcanzara los 9 mil millones de
personas hacia 2050, y por otro el cambio climatico global
que ocasiona situaciones mas inestables de lluvia y mayor
frecuencia de sequias y heladas, entre otros fendmenos que
afectan negativamente la produccién agricola. Al respecto,
el avance en el conocimiento de los mecanismos molecu-
lares de respuesta a estrés osmotico estd abriendo nuevas
posibilidades para disenar estrategias tendientes a generar
respuestas adaptativas de las plantas a los nuevos entornos.

En esta revision se han analizado los progresos surgidos
hasta la fecha en torno a los factores de transcripcion como
moléculas claves que regulan la expresion de multiples ge-
nes y rutas relacionadas con el estrés osmotico, con especial
énfasis en los factores NAC como elementos determinantes
de las respuestas adaptativas de las plantas al estrés por se-
quia, salinidad y frio, asi como las limitantes que enfrenta
la biotecnologia para generar nuevos genotipos tolerantes a
estas condiciones de estrés. El entendimiento de estas opor-
tunidades y restricciones técnicas y operativas permitira a
agronomos, fisiologos, genetistas y biotecnologos, disefiar
mejores alternativas para obtener el mejor provecho de es-
tos avances.
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