COMBATIENDO LA
SEQUIA CON FLAVODOXINA
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Los episodios de estrés ambiental, especialmente la limitacion de agua, .
representan la principal causa de pérdida de rendimiento en cultivos.
Las plantas responden a estas situaciones mediante la expresion
diferencial de una red de genes cuyos productos participan en la
percepcion, sefializacion, regulacién transcripcional y finalmente la
defensa ante la situacion hostil mediante cambios bioquimicos
y fisioldgicos. La estrategia de la genética molecular para el
mejoramiento de la tolerancia a condiciones ambientales adversas en
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cultivos se ha basado mayoritariamente en la sobreexpresion de dichos
genes enddgenos. El grado de éxito ha sido variable ya que se trata de una respuesta multigénica y, en consecuencia, dificil de
predecir y manipular. Las cianobacterias, de las que las plantas han evolucionado a través de un proceso de endosimbiosis,
han desarrollado estrategias sustitutivas y unigénicas basadas en el reemplazo de proteinas sensibles al estrés por versiones
isofuncionales resistentes. Un ejemplo notorio es ferredoxina, el tltimo componente de la cadena transportadora fotosintética.
Ferredoxina resulta particularmente susceptible a los desafios ambientales y ante tales situaciones muchas cianobacterias
son capaces de expresar flavodoxina, que sustituye funcionalmente a ferredoxina aunque con menor eficiencia. Aunque el
gen de flavodoxina ha desaparecido de las plantas, la reintroduccion de una flavodoxina cianobacteriana en cloroplastos
de distintas especies vegetales produjo lineas transgénicas con tolerancia aumentada a diversas fuentes de estrés ambiental,
incluyendo sequia. Por lo tanto, las estrategias sustitutivas de los microorganismos siguen siendo efectivas en las plantas y
esto abre nuevas perspectivas biotecnolégicas para combatir el problema de la deficiencia de agua.

Environmental stresses, especially water limitation, represent the primary cause of crop yield losses. Plants respond to such
situations through the differential expression of a gene network whose products are involved in stress perception, signaling,
transcriptional regulation and finally the defense against the hostile situation via biochemical and physiological changes.
The strategy of molecular genetics to strengthen stress tolerance in crops has been largely based on over expression of those
endogenous genes. The success of this approach has been variable as it is a multigenic response and, consequently, difficult
to manipulate. Cyanobacteria, from which plants evolved though a process of endosymbiosis, have developed unigenic,
substitutive strategies based on the replacement of stress-vulnerable targets by resistant isofunctional proteins. A notable
example is ferredoxin, the terminal acceptor of the photosynthetic electron transport chain. Ferredoxin is particularly
susceptible to environmental challenges and, under such situations, many cyanobacteria are able to express flavodoxin
which functionally substitutes ferredoxin but with less efficiency. Although the FId coding gene has been lost from the plant
genome, the reintroduction of a cyanobacterial flavodoxin in chloroplasts of different plant species gave rise to transgenic
lines with enhanced tolerance to multiple sources of environmental stress, including drought. Therefore, the substitutive
responses from microorganisms are still effective in plants and this situation opens new biotechnological perspectives to
combat the water deficiency problem.

B ESTRES ABIOTICO EN PLAN-
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millas y, eventualmente, la muerte.

Durante su desarrollo, las plan-
tas deben enfrentar condiciones
ambientales adversas tales como de-
ficiencia o excesos de agua o de nu-
trientes, salinidad, temperaturas ex-
tremas (heladas y calor), alta intensi-

magnitud del desafio ambiental su-
pera momentdneamente las lineas
de defensa y los mecanismos adap-
tativos de la planta, se produce una
situacion de estrés ambiental (abio-
tico) que resulta en retrasos de cre-
cimiento, menor produccién de se-

El estrés ambiental representa la
causa principal de la pérdida de co-
sechas en todo el mundo y se estima
que la disminucién de los rendi-
mientos promedios de los principa-
les cultivos es mayor al 50%.
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Dentro de los distintos tipos de
condiciones adversas, la falta de
agua es sin duda la fuente de estrés
mas comun y frecuente. En Argen-
tina, el 53% de su superficie total
esta formada por tierras secas (ari-
das, semiaridas y subhimedas se-
cas) y se alcanza el 70% al sumar
a este grupo las areas subhtimedas
himedas (Secretaria de Ambiente y
Desarrollo Sustentable de la Nacion,
SAyDS; www.desertificacion.gob.ar/
tema/agua/). A escala global, segin
estimaciones de las Naciones Uni-
das 2100 millones de personas viven
en tierras secas, que ocupan mas del
40% de la superficie del planeta y
producen el 44% de las cosechas
y abastecen la mitad del ganado.
(www.un.org/es/events/desertifica-
tion_decade/).

Ademads, la agricultura es la prin-
cipal actividad humana consumido-
ra de agua, correspondiente al 70%
del agua utilizada (Organizacién de
las Naciones Unidas para la Alimen-
tacion y la Agricultura, (FAO). www.

fao.org/nr/water/aquastat/water use/
indexesp.stm)

Las actividades humanas inclu-
yendo las malas practicas agricolas,
la deforestacion indiscriminada y las
actividades responsables del cambio
climédtico han agravado esta pro-
blematica dado que existe un cons-
tante aumento de areas sometidas
a déficit hidrico y salinidad. En la
Argentina se estima que el 20% del
territorio (60 millones de hectareas)
sufre erosién hidrica o edlica y que
cada ano 650.000 nuevas hectareas
pasan a esa situacion (SAyDS, www.
ambiente.gov.ar/?idarticulo=6300).
A nivel mundial, el 24% del suelo
se estd degradando y alrededor de
1.500 millones de personas depen-
den directamente de estas dareas.
Cerca del 20% de los suelos de-
gradados son tierras de cultivo y un
25% pastizales (ONU, www.un.org/
es/events/ desertification decade/).

Resulta extremadamente necesaria
la reduccion de las pérdidas en el
rendimiento de los cultivos por es-
trés ambiental para hacer frente al
creciente aumento de las necesida-
des alimentarias de una poblacién
mundial que se estima alcanzara los
9 mil millones de habitantes a me-
diados de este siglo. Los esfuerzos
por satisfacer las demandas de la
poblacién en aumento han empu-
jado el cultivo a suelos marginales,
donde existe un mayor grado vy fre-
cuencia de estrés ambiental.

En este contexto, el desarrollo de
nuevos cultivares tolerantes es cru-
cial para mejorar la estabilidad del
rendimiento bajo condiciones de
estrés ambiental y asi garantizar la
seguridad alimentaria.

B ESTRESES SECUNDARIOS

Si bien cada tipo de estrés abio-
tico tiene caracteristicas propias,
virtualmente todos derivan siempre
en estrés osmético y estrés oxidati-
vo. Estos dos actdan como estreses
secundarios y resultan ser los princi-
pales responsables del dafio celular
y de las inactivaciones bioquimicas.

El estrés osmético es un desequi-
libro en la homeostasis osmdtica in-
tracelular que provoca la deshidrata-
cién de la célula por la mayor con-
centracion de solutos fuera de ella.

El estrés oxidativo consiste en un
aumento significativo de la produc-
cién de “especies reactivas del oxi-
geno” (ERO), y es una consecuencia
de la inhibicion de la fotosintesis
durante el estrés ambiental. Esto se
debe a un desbalance de la fotosin-
tesis, ya que se reprime la fijacion de
CO, pero la planta sigue recibiendo
luz. Como consecuencia la cadena
de transporte de electrones se sobre-
reduce y en estas condiciones es ca-
paz de ceder electrones directamen-
te al oxigeno molecular (O,) dando

origen a las mencionadas EROs que
incluyen el anién superéxido (O,),
el peréxido de hidrégeno (H,0,) y el
oxigeno singlete ('O,). Las EROs son
muy inestables y tienden a reaccio-
nar dentro de las células con protei-
nas, lipidos y el ADN ocasionando
dano celular.

B RESPUESTA AL ESTRES

A lo largo de la evolucion,
las plantas han desarrollado una
serie de mecanismos de defensa
contra los efectos nocivos del estrés
ambiental y la deficiencia nutricio-
nal. A pesar de las diferencias entre
cada estrés individual, todos ellos
desencadenan una respuesta andlo-
ga constituida por una cascada de
sefiales jerdrquicas que participan
en la percepcion, transmision de la
informacién, regulaciéon transcrip-
cional y finalmente el combate de
la situacién hostil mediante cambios
bioquimicos y fisiolégicos. La res-
puesta al estrés comienza entonces
cuando la planta lo percibe a nivel
celular, para luego iniciar las rutas
de sefnalizacion que terminan ac-
tivando en el nicleo celular genes
implicados en la expresién de los
elementos finales de la cascada,
los genes efectores (Figura 1). Las
proteinas codificadas por los genes
efectores son responsables de la
defensa frente al estrés ambiental
mediante diversos mecanismos, in-
cluyendo compensaciéon osmética,
eliminacion de EROs, optimizacion
de la captaciéon de nutrientes esca-
sos y reparacion de componentes
y estructuras celulares dahadas. Se
trata de una respuesta multigénica,
formada por una compleja red de
reguladores interrelacionados y en
consecuencia resulta dificil de ma-
nipular con fines agronémicos.

B PERCEPCION DEL ESTRES

En primer lugar, las plantas de-
ben ser capaces de detectar las se-
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vegetal frente al estrés ambiental.

Figura 1: Esquema de las etapas que constituyen la defensa de la célula

fiales ambientales para poder res-
ponder de forma adecuada al estrés.
La manera en que la planta percibe
que el ambiente es hostil constitu-
ye la etapa menos conocida de la
respuesta a estrés, pero hay algunos
sistemas estudiados como la de-
teccion de bajas temperaturas por
cambios en la fluidez de membrana,
de altas temperaturas por desnatura-
lizacién de proteinas sensoras, o la
deteccién de EROs por cambios en
los estados redox de proteinas sen-
soras. Hemos mencionado que los
estreses osmético y oxidativo acom-
panan virtualmente a todos los tipos
de estrés ambiental y son los princi-
pales responsables del dafio celular.
Sin embargo, su comportamiento es
dual ya que también actdan dispa-
rando la respuesta al estrés.

B TRANSMISION DE LA SENAL

Después del reconocimiento ini-
cial de un estimulo de estrés, se in-

duce un proceso de transmisién de la
sefial desde el receptor del estrés al
nicleo celular mediante reacciones
quimicas en las que participan dis-
tintas proteinas de forma ordenada.
Una forma de transmitir la senal son
las cascadas de quinasas. Consisten
en la fosforilacién (transferencia de
grupos fosfato desde el ATP) a una
proteina blanco por parte de un tipo
de enzima denominada quinasa. El
proceso de fosforilacion se repite en
la ruta de sefalizacién de manera tal
que la proteina blanco es a su vez
una quinasa que va a transferir a su
vez el grupo fosfato a otra proteina
quinasa y asi sucesivamente. De esta
manera, la sefial es amplificada va-
rios 6rdenes de magnitud a partir de
un pequeno ndmero de moléculas
inicialmente modificadas por el es-
trés.

Una vez que la sefal llega al re-
ceptor final de la cascada se induce
la expresién de genes cuyos produc-

tos son factores de transcripcién que
controlan conjuntos de genes efec-
tores de respuesta a estrés o que ac-
tdan en la produccién de moléculas
reguladoras tales como la hormona
vegetal acido abscisico (ABA) que
es una de las moléculas senal de la
respuesta a la sequia. Los factores de
transcripcion son proteinas que re-
conocen e interactian con elemen-
tos de regulacién transcripcional
que son secuencias especificas de
ADN en las regiones promotoras de
los genes regulados.

Finalmente, en el ndcleo de la
célula vegetal un grupo especifico
de factores de transcripcién provoca
la activacion de los genes efectores
para la defensa frente al estrés am-
biental.

La cascada de sefales se va di-
versificando a medida que se mueve
corriente abajo, de pocos sensores
se disparan varias cadenas de trans-
duccién de sefiales que a su vez
activan un cierto nimero de facto-
res de transcripcion y a su vez estos
activan un mayor nimero de genes
efectores, que son en dltima instan-
cia los responsables de la respuesta.

B PROTEINAS EFECTORAS

Estas cascadas terminan final-
mente activando genes efectores cu-
yos productos estan implicados en
el restablecimiento de la homeosta-
sis celular y la proteccion y repara-
cién de biomoléculas y membranas
danadas.

Estos incluyen los genes para la
sintesis de sustancias denominadas
osmolitos o solutos compatibles que
mitigan los efectos deletéreos del es-
trés osmotico, es decir, actian como
osmoprotectores porque retienen
el agua dentro de la célula y evitan
que drene al apoplasto. Se trata de
amino acidos como prolina, aminas
como glicina-betaina y poliaminas,
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azUlcares como trehalosa y azlcares
alcoholes como manitol.

Otros genes efectores son aque-
llos que controlan la produccién
de antioxidantes para eliminar las
EROs generadas por estrés oxida-
tivo. Los antioxidantes pueden ser
de tipo enzimdtico y no enzimati-
co. Entre las enzimas que eliminan
EROs se encuentran catalasas, pe-
roxidasas y superéxido dismutasas.
Los antioxidantes no enzimaticos
son compuestos organicos de bajo
peso molecular como carotenoides,
glutatién, la vitamina C (ascorbato)
y la vitamina E (tocoferol), que son
capaces de reaccionar quimicamen-
te con las EROs dando productos
relativamente estables y no téxicos.

Para protegerse contra la desna-
turalizacion de proteinas, que las
situaciones adversas pueden causar,
se expresan genes efectores que co-
difican para proteinas denominadas
chaperones moleculares que favore-
cen el adecuado plegamiento y en-
samblado de enzimas y otras protei-
nas. Entre los chaperones molecula-
res se encuentran las proteinas HSP
(Heat Shock Proteins) y las proteinas
LEA (late-embryogenesis abundant).

También las membranas son
protegidas. Por ejemplo, ante bajas
temperaturas aumenta la sintesis de
desaturasas lipidicas para incremen-
tar el grado de insaturacion de los
acidos grasos y asf evitar que la bi-
capa lipidica se solidifique.

B REFORZAMIENTO DE LOS SIS-
TEMAS DE DEFENSA ENDOGENOS

La estrategia aplicada para el
mejoramiento de la tolerancia a
condiciones ambientales adversas
en cultivos se ha basado mayorita-
riamente en la manipulaciéon de ge-
nes enddgenos de respuesta a estrés,
de tal manera de lograr su expresion
por encima de lo que es la respues-
ta normal de la planta al estrés. La

premisa basica consiste en identi-
ficar qué genes se inducen durante
distintas situaciones ambientales de-
letéreas, qué roles cumplen sus pro-
ductos y finalmente determinar si es
un punto de intervencién correcto,
es decir, determinar si aumenta la
tolerancia al sobreexpresarlo. Los
logros obtenidos usando este enfo-
que no han sido muchos ya que se
trata de una respuesta modulada por
multiples genes regulados entre si 'y
con otras vias y, en consecuencia,
dificil de predecir y manipular.

Si bien cada tipo de estrés (se-
quia, calor, heladas, salinidad) dis-
para una respuesta Unica, ésta posee
algunos elementos comunes e idio-
sincréticos respecto a otros tipos de
estrés y respecto a otras vias metabo-
licas y morfogenéticas de la planta.
Entonces el problema es identificar
genes cuya sobreexpresion brinde
una mejor respuesta a sequia pero
sin afectar el desarrollo y crecimien-
to de la planta bajo condiciones am-
bientales 6ptimas vy, de ser posible,
aumentando también la tolerancia a
otros estreses ya que las plantas en
el campo estin expuestas general-
mente a varias fuentes de estrés en
forma simultanea.

La interaccién entre las diferentes
vias de respuesta a los distintos es-
treses puede resultar sinérgica, anta-
gonica o concertada. Por ejemplo, la
sequia produce un cierre estomatico
para evitar la pérdida de agua pero
el calor produce una apertura de los
estomas para favorecer la transpira-
cién y asi disminuir la temperatura
de la célula. Sin embargo la sequia y
el calor se presentan muchas veces
juntos en la naturaleza. Esta es una
de las razones por las cuales muchos
genes identificados como “genes de
tolerancia a estrés” han tenido un
uso limitado, ya que su sobreexpre-
sion solo confiere tolerancia en un
estrecho rango de condiciones de
estrés que en su mayoria no son re-
levantes en el campo.

Entonces, la superposicién entre
las cascadas de decisiones induci-
das por diferentes fuentes de estrés
limita el nimero de intervenciones
atiles y en muchas oportunidades
requiere una regulacién sofisticada
del transgén. Pero, a su vez, este he-
cho abre posibilidades de obtener
tolerancia cruzada a diferentes tipos
de estrés mediante una Unica inter-
vencién transgénica.

Como la cascada de sefializacion
se va diversificando corriente abajo,
cuanto mas arriba de la cascada de
respuestas se ubica el gen manipula-
do genéticamente, es mas probable
conseguir mayor tolerancia e inclu-
so conseguir tolerancia cruzada. En-
tonces se ha trabajado mucho con
factores de transcripcién, ya que al
operar en un nivel alto de la jerar-
quia de la cascada de sefalizacién
resultan ser elementos comunes a
distintos estreses. Por el contrario, al
sobreexpresar genes corriente abajo
se obtienen generalmente respuestas
especificas. Por ejemplo, al sobre-
expresar determinada HSP se puede
generar tolerancia a calor pero no a
frio ni a sequfa.

El problema es que la sobreex-
presion del gen de un determinado
factor de transcripcion u otra pro-
teina en forma constitutiva también
puede afectar otras decisiones meta-
bélicas y morfogenéticas en condi-
ciones de ausencia de estrés y por
lo tanto es comin que las plantas
presenten retardos en el crecimiento
bajo condiciones éptimas. No sélo
es fundamental conocer si determi-
nado gen aumenta su expresion bajo
estrés y en qué grado lo hace, sino
también la escala de tiempo en que
este aumento ocurre y en qué mo-
mento desaparece esa induccién del
gen. Por lo tanto, la sobreexpresion
constitutiva del mismo altera este
mecanismo y genera efectos sobre
el crecimiento normal de la planta.

Una forma de evitar este incon-
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veniente es utilizar promotores in-
ducibles por estrés en lugar de cons-
titutivos, de manera tal que el gen se
sobreexprese solamente en presen-
cia del estrés, por ejemplo sequia, y
asi se obtenga una mayor tolerancia
sin afectar el desarrollo de la plan-
ta bajo condiciones de crecimiento
normales. Sin embargo, en la prac-
tica existen muchas complicaciones
ya que es dificil lograr un nivel de
sobreexpresion del factor de trans-
cripcion tal que se obtenga un com-
promiso 6ptimo entre la tolerancia
al estrés y el metabolismo central
para el crecimiento y la reproduc-
cién. Por otro lado, es imposible ob-
tener tolerancia generalizada. El uso
de un promotor inducible por sequia
hace que el factor de transcripcién
s6lo se sobreexprese en respuesta a
ese estrés y no obtenemos toleran-
cia cruzada, a pesar de que el factor
de transcripcion se sintetice también
frente a otros estreses por su promo-
tor enddgeno. Esto podria resolverse
apilando en la regién promotora va-
rias secuencias de reconocimiento,
cada una de las cuales responda a
un estrés distinto, pero la manipula-
cién génica se va complicando y las
consecuencias no siempre resultan
predecibles.

En consecuencia, uno de los ma-
yores desafios es el disefio de plantas
transgénicas con mayor tolerancia a
una combinacién de diversos tipos
de estrés, sobre todo a aquellos que
se dan en forma simultanea en de-
terminadas regiones. Para lograr esto
se necesita un mayor conocimiento
sobre la forma en que las diferen-
tes vias de transduccién de senales
interactian entre ellas. Se ha suge-
rido que el desarrollo de tolerancia
generalizada a estreses combinados
podria necesitar una respuesta lnica
que no puede preverse solamente
por la adicién de genes inducidos
durante cada estrés individual.

B LAS ESTRATEGIAS SUSTITUTI-
VAS DE RESPUESTA A ESTRES EN
MICROORGANISMOS FOTOSIN-
TETICOS

Las cianobacterias, que son los
precursores de los modernos cloro-
plastos, y las algas, muchas de las
cuales son “parientes” de las plantas
actuales, también se encuentran so-
metidos a condiciones hostiles pero
apelan a estrategias basadas en la
sustitucion de proteinas sensibles al
estrés por otras resistentes, lo cual
les permite respuestas rapidas acor-
des a su corto ciclo de vida. Es decir,
en lugar de respuestas complejas y
multigénicas, han desarrollado es-
trategias de tipo substitutivas y uni-
génicas.

Un ejemplo notable es el reem-
plazo de ferredoxina (Fd), una ferro-
sulfo proteina particularmente sus-
ceptible a los desafios ambientales,
por una flavoproteina isofuncional,
flavodoxina (Fld), en condiciones
de estrés oxidativo, salinidad y defi-
ciencia de hierro. Fld sustituye fun-
cionalmente a Fd en virtualmente
todas sus reacciones, aunque con
menor eficiencia. En aquellos mi-
croorganismos donde estan presen-
tes los genes para ambas variantes
isofuncionales, Fd es el transporta-
dor preferido, mientras que Fld ac-
tda como sustituto en situaciones de
emergencia.

El gen que codifica para FId ha
desaparecido del genoma vegetal
durante la larga evolucion que lle-
v6 a las plantas superiores, a pesar
de que también en plantas Fd cae
abruptamente ante situaciones de
estrés incluyendo sequia o deficien-
cia de hierro. La declinacién de los
niveles de Fd resulta desastroso para
el metabolismo de la célula vegetal
ya que esta proteina es un compo-
nente clave de la fotosintesis, res-
ponsable de la distribucién de elec-
trones desde la cadena de transporte
electrénico a numerosas vias meta-

bolicas del cloroplasto, incluyendo
la fijacién de CO,, la asimilacion de
nitrégeno y azufre, el metabolismo
de aminodcidos y la desaturacién
de acidos grasos. También participa
en procesos regulatorios, disipati-
vos y morfogenéticos. El descenso
de la concentracién celular de Fd
en plantas expuestas a condiciones
ambientales hostiles produce una
distribucion electrénica deficiente
en la cadena fotosintética que causa
la acumulacién de EROs, generando
el dafno en células y tejidos.

El aumento del nivel de Fd en
plantas resulta virtualmente imposi-
ble ya que su expresion esta sujeta
a un control redox post-transcripcio-
nal. Resolver esto no es problema
simple y tal vez por eso los microor-
ganismos tienen un método alterna-
tivo para paliar las situaciones de
estrés ambiental, incluyendo la de-
ficiencia de Fe.

Nuestro grupo ha demostrado
que la expresion constitutiva de una
FId cianobacteriana en cloroplas-
tos de tabaco no tiene consecuen-
cias fenotipicas bajo condiciones
6ptimas pero genera un aumento
sustancial de la tolerancia a un am-
plio rango de condiciones de estrés,
incluyendo sequia, deficiencia de
hierro, oxidantes ciclicos, heladas,
radiacion UV, exceso de ilumina-
cién y altas temperaturas. En la fi-
gura 2 se observa bajo sequia una
pérdida de turgencia en lineas no
transformadas, pero no en las li-
neas transgénicas que expresan Fld
en cloroplastos. La figura 3 muestra
un experimento en el cual las plan-
tas fueron regadas con agua dura y
alcalina (CaCO,) para inducir con-
diciones de deficiencia de hierro
que resultan fatales en las plantas no
transformadas pero tolerables en las
plantas transgénicas. La solubilidad
del hierro disminuye en forma dras-
tica con el aumento del pH. Por lo
tanto el problema con el hierro en
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los suelos no es de escasez, de he-
cho es el cuarto elemento méas abun-
dante en la corteza terrestre, sino de
biodisponibilidad, y un tercio de la
superficie terrestre esta cubierto con

suelos alcalinos y calcéreos, que li-
mitan el desarrollo de la agricultura.

Cuando esta tecnologia fue tras-
ladada a cultivos de interés agroné-

Linea transgénica con

Linea no transaénica
9 Fid en cloroplastos

Figura 2: Plantas transgénicas de tabaco que expresan una Fld cianobac-
teriana en cloroplastos exhiben mayor tolerancia a estrés hidrico. Plantas
de 2 meses crecidas en condiciones de camara de cultivo fueron enfren-
tadas a condiciones de déficit hidrico por suspension del riego durante 3
dias (Fuente: Tognetti y col., 2006).

Linea transgénica con

Linea no transgénica
g Fid en cloroplastos

5 semanas

7 semanas

Figura 3: Plantas transgénicas de tabaco que expresan una Fld cianobac-
teriana en cloroplastos exhiben mayor tolerancia a deficiencia de hie-
rro. Lotes de 100 semillas fueron germinados y crecidos en tierra regada
diariamente con 10 mM CaCO3, pH 9. Las imdgenes fueron tomadas a
5 (arriba) y 7 (abajo) semanas de tratamiento (Fuente: Tognetti y col.,

2007).

mico como maiz, cebada, colza,
tomate y papa se obtuvieron niveles
similares de tolerancia (Figura 4).

Luego de demostrar el potencial
de esta tecnologia, nuestro grupo se
ha enfocado a investigar la forma de
actuar de Fld en la planta. El disefio
de lineas transgénicas con regula-
cién negativa de la expresion de Fd
mediante un ARN antisentido resulta
en plantas con fenotipos cloréticos
y enanos. La expresion de la Fld
cianobacteriana en cloroplastos de
esas lineas generd la recuperacion
parcial del arresto en el crecimien-
to y en los niveles de clorofila, lo
que indica que el desarrollo del es-
trés tolerante se basa, por lo menos
parcialmente, en la substitucion de
las actividades de la Fd enddgena,
COMO ocurre en microorganismos.

Todos estos resultados sugieren
que las estrategias sustitutivas, pre-
sentes en microorganismos, siguen
siendo efectivas en plantas a pesar
de haber desaparecido en algin
punto de la evolucién de estas Ulti-
mas.

Se encontraron ademds maneras
de potenciar el efecto de Fld para
mejorar ain mas la tolerancia a es-
trés, por ejemplo mediante la deter-
minacion de la dosis 6ptima de Fld o
mediante la manipulacién de su es-
tado redox por la expresién de otra
proteina cianobacteriana.

B ;POR QUE EL GEN DE FLA-
VODOXINA ESTA AUSENTE EN
PLANTAS?

Estos resultados muestran que
las funciones compensatorias de
Fld siguen siendo todavia operativas
en plantas a pesar de la divergen-
cia evolutiva entre cianobacterias y
plantas. Surge entonces la pregunta
de por qué una caracteristica gené-
tica que confiere ventajas tan obvias
para la supervivencia no fue selec-
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Linea no
transgénica

Lineas transgénicas con
Fld en cloroplastos

Figura 4: Plantas transgénicas de papa (A), brécoli (B) y tomate (C) que
acumulan Fld en cloroplastos exhiben tolerancia frente a condiciones
de estrés hidrico. Plantas crecidas durante 4 (A) o 6 (B, C) semanas en
condiciones de camara de cultivo fueron enfrentadas a condiciones de
déficit hidrico por suspension del riego durante 14 (A), 10 (B) y 7 (C)
dias (Fuente: Zurbriggen y col., 2010).

cionada durante la evolucién de las
plantas terrestres.

El gen que codifica para Fld no
estd universalmente distribuido en
cianobacterias y algas aunque se
encuentra presente en la mayoria de
los grupos taxonémicos de ambos
organismos.

Las algas son un grupo parafi-
lético de organismos fotosintéticos
eucariotas dentro del cual se en-
cuentran los linajes hermanos a las
plantas. Al analizar la distribucién
del gen de FId entre las distintas
especies de algas, se observé una
fuerte correlacién negativa entre la
presencia del gen y el nivel de hie-

rro del ambiente, sugiriendo que la
limitacion de hierro fue el factor de-
terminante de la presencia del gen
de FId en el genoma de las algas.
Este mismo patrén se observé en cia-
nobacterias. El hierro se encuentra
normalmente en altas concentracio-
nes en regiones costeras y en agua
dulce, debido a la resuspension de
sedimentos y al transporte edlico de
polvo atmosférico desde tierra firme.
Por el contrario, este metal tiende
a ser crénicamente deficiente en el
océano abierto. La frecuencia obser-
vada de algas con el gen de Fld es
considerablemente menor en costas
y agua dulce que en regiones ocea-
nicas, inclusive en especies muy
cercanas filogenéticamente.

Estos resultados sugeririan que
el gen de Fld se perdi6é durante la
transicion evolutiva agua-tierra, des-
de algas verdes a plantas, cuando el
linaje de algas verdes pasé por una
etapa en las regiones costeras o de
agua dulce en el que no se requeria
FId como recurso adaptativo ya que
el hierro era abundante y biodispo-
nible para los organismos fotosinté-
ticos. Por lo tanto el gen de FId ha-
bria estado ausente en el macroalga
costera a partir de la cual las plantas
modernas evolucionaron.

B CONCLUSIONES Y PERSPEC-
TIVAS

El uso del gen de Fld para gene-
rar cultivos tolerantes a estrés tiene
un significativo potencial biotecno-
[6gico y presenta ventajas Unicas
respecto a las estrategias mas usua-
les de la ingenieria genética basadas
en la sobreexpresion de genes end6-
genos. La introduccién de un Gnico
gen permite la obtencion de tole-
rancia a multiples tipos de estrés, su
origen procariota impide complica-
ciones regulatorias en la planta, es
decir, evita el mecanismo de regu-
lacion redox que determina la cai-
da de los niveles de Fd y ademas no
muestra penalidades en el desarrollo
o en la reproduccién bajo condicio-
nes de crecimiento normales.

Por otro lado este enfoque no se
limita en principio a flavodoxina, ya
que existen otros productos génicos
cianobacterianos que participan en
respuestas adaptativas factibles de
ser introducidos en plantas.

B GLOSARIO

Algas: Son los Unicos organismos
eucariotes, ademas de las plantas,
que realizan fotosintesis. Es un gru-
po muy diverso, desde organismos
unicelulares a multicelulares, algu-
nos de los cuales son “parientes”
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de las plantas (algas verdes, rojas y
glaucofitas).

Cianobacterias: Unico grupo de
bacterias con la capacidad de reali-
zar fotosintesis oxigénica. Los ances-
tros de las cianobacterias modernas
dieron lugar a los cloroplastos de las
plantas y las algas por un proceso
denominado endosimbiosis.

Estrés ambiental (abiético): Situa-
cién en que las condiciones am-
bientales adversas superan la defen-
sa y los mecanismos adaptativos de
la planta, resultando en retrasos de
crecimiento, menor produccién de
semillas y, eventualmente, la muer-
te. Los factores que lo desencadenan
pueden ser temperaturas extremas
(heladas y calor), deficiencias o ex-
ceso de agua o nutrientes, salinidad,
alta intensidad de luz, radiacion ul-
travioleta, metales pesados, xeno-
bidticos.

Factor de transcripcion: Proteina
que se une a secuencias especificas
de ADN para controlar la activacion
de determinados genes.

Promotor: Regién de ADN localiza-
da inmediatamente corriente arriba
del gen, que regula la expresion del
mismo. Los promotores constitutivos
estan siempre activos, mientras que
los promotores inducibles se activan
en respuesta a estimulos especificos.

Transgénicos: Organismo cuyo ma-
terial genético ha sido alterado me-
diante técnicas de ingenieria gené-
tica.
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