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RESUMEN

El neotrépico es sitio de origen de gran variedad de plantas que actualmente son cultivadas con éxito en diferentes regiones del
mundo. Sin embargo, condiciones climdticas adversas, que se pueden ver acrecentadas por efectos del cambio climatico antropo-
génico, pueden afectar su rendimiento y productividad debido a las situaciones de estrés abiético que se pueden generar. Como
alternativa para contrarrestar estos efectos, se ha experimentado con modificaciones genéticas, particularmente en genes relaciona-
dos con la produccién de osmolitos y factores de transcripciéon que han llevado a que estas plantas, a nivel experimental, tengan
mayor tolerancia a estrés oxidativo, altas y bajas temperaturas y fotoinhibicién, sequia y salinidad, mediante la acumulacion de os-
moprotectores, la regulacion en la expresion de genes y cambios en el fenotipo. En este trabajo se presentan y describen las estra-
tegias metodoldgicas planteadas con estos fines y se complementan con ejemplos de trabajos realizados en cultivos de origen neo-
tropical de importancia econémica, como maiz, algodén, papa y tomate. Ademads, y debido a la novedad y potencial que ofrece la
edicién génica por medio del sistema CRISPR/Cas9, también se mencionan trabajos realizados en plantas con origen neotropical,
enfocados en comprender e implementar mecanismos de tolerancia a sequia. Las metodologias aqui descritas podrian constituirse
en opciones practicas para mejorar la seguridad alimentaria con miras a contrarrestar las consecuencias negativas del cambio clima-
tico antropogénico.
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ABSTRACT

The neotropics are the site of origin of a large variety of plants that are currently successfully cultivated in different regions of the
world. However, adverse climatic conditions, which can be exacerbated by the effects of anthropogenic climate change, can affect
their yield and productivity due to the abiotic stresses that can be generated. As an alternative to counteract these effects, genetic
modifications have been experimentally implemented, particularly in genes related to osmolyte production and transcription factors,
which have ultimately led to increased tolerance of these plants to oxidative stress, high and low temperatures and photoinhibition,
drought and salinity, through the accumulation of osmoprotectants, regulation of gene expression and changes in phenotype. In this
work, the methodological strategies proposed to these aims are presented and described, and they are complemented with exam-
ples of studies carried out in economically important crops of neotropical origin, such as corn, cotton, potato and tomato. In addi-
tion, and due to the novelty and potential that gene editing offers through the CRISPR/Cas9 system, works conducted in plants with
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neotropical origin, focused on understanding and implementing drought tolerance mechanisms, are also mentioned. The methodol-
ogies described here could become practical options to achieve food security in the frame of the adverse effects caused by anthro-

pogenic climate change.
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INTRODUCCION

El neotropico es una vasta regiéon del continente ameri-
cano caracterizada por su alta biodiversidad. Abarca
desde las zonas costeras de Sinaloa y Baja California,
flanqueando el Golfo de California en Norteamérica,
hasta Brasil en Sudamérica, e incluye las islas del Caribe
(Antonelli y Sanmartin, 2011; Udvardy, 1975). Esta re-
gion se caracteriza por presentar una gran variedad de
habitats, con grandes contrastes en cuanto a régimen de
lluvias, humedad ambiental, temperatura, altitud, etc. La
alta diversidad de plantas nativas también se ve reflejada
en una gran variedad de plantas para uso agricola. Entre
los cultivos originados en esta regién, y que han adquiri-
do importancia a nivel mundial, se encuentran diversos
tubérculos y raices mono y dicotiledéneos, como papa
(Solanum tuberosum), camote o boniato (l[pomoea bata-
tas), yuca o mandioca (Manihot esculenta), malanga,
cocofame o tiquizque (Xanthosoma spp.), hame
(Dioscorea alata), plantas leguminosas [diversas especies
de frijol o poroto, habichuela, judia, alubia (Phaseolus
spp.), cucurbitaceas (Cucurbita pepo, C. maxima, C. mos-
chata, C. argyrosperma, C. ficifolia, Sechium edule), algo-
don (Gossypium hirsutum), maiz (Zea mays), tomate
(Solanum lycopersicum), chiles o pimientos (Capsicum
annuum), mani o cacahuate (Arachis hypogaea), palmas
(Bactris spp., Euterpe spp., Acrocomia spp., Elaeis oleife-
ra, Socratea exorrhiza), y especies frutales (Pouteria sapo-
ta, Anacardium occidentale, Spondias purpurea, Hyloce-
reus spp., Fragaria spp., Theobroma cacao) (Bernal et al.,
2011; Bisognin, 2002; Khoury et al, 2016; Piperno,
2011).

Muchas plantas de origen neotropical son cultivadas
ampliamente alrededor del mundo. China es un pais
que destaca en cuanto a sus niveles de produccién de
tomate, papa, algodén y maiz. Entre los afos 2016 y
2017 se produjeron 58,49 millones de toneladas (MT)
de tomate y 97,40 MT de papa, con lo que ese pais ocu-
p6 el primer lugar en cuanto a produccién mundial de
esos cultivos. Con respecto al algodén, India fue el ma-
yor productor en el mundo durante este periodo con
17,92 MT, seguido de cerca por China con 16,59 MT.
De los cultivos mencionados, el maiz fue el que tuvo
mayor produccién mundial durante esos afos, ya que

esta fue de 377,87 MT en Estados Unidos y 261,34 MT
en China (FAO, 2016).

A pesar de los altos niveles de productividad que se ha
alcanzado con estos cultivos de origen neotropical, exis-
te una preocupacién creciente debido a la amenaza del
predominio de condiciones climaticas cada vez mas
extremas debido al cambio climatico antropogénico.
Estudios realizados en China proyectan que entre el
2020 y el 2049 incremente la frecuencia, severidad y
duracién de las sequias (Leng et al., 2015). Ademas, se
estima que para el 2100 se reduzca el rendimiento de la
produccion entre 3 y 12% por el cambio climatico
(Chen et al., 2016). Para tratar de contrarrestar y adap-
tarse a las modificaciones climaticas, en China se han
generado nuevas politicas para incrementar el uso efi-
ciente del agua, e incluso en este pais se ha apostado
por la biotecnologia para desarrollar cultivares resisten-
tes al estrés mediante el Proyecto Semilla (Seed Project,
en inglés) (Piao et al., 2010).

Al igual que en China, los Estados Unidos y la India han
visto reflejados los efectos de condiciones climaticas
variables, con efectos negativos sobre su produccion
agricola. Esta situacién trasciende, en mayor o menor
grado, la produccion de alimentos en todo el mundo.
Por esta razon, se deben adaptar los agroecosistemas a
las condiciones ambientales cambiantes e implementar
politicas favorables hacia el medio ambiente para redu-
cir los impactos negativos sobre la seguridad alimentaria
(Chattopadhyay, 2010; Walthall et al, 2012). Ademas
del cambio climatico, el crecimiento poblacional es otro
reto que se debe afrontar. Para el 2050 se proyecta que
la poblaciéon mundial alcance los nueve mil millones de
habitantes, por lo que se deben de desarrollar nuevas
estrategias de cultivo, por ejemplo, mediante la imple-
mentacion de la biotecnologia, para satisfacer la deman-
da creciente de alimentos, especialmente en condicio-
nes climaticas adversas (Fang y Xiong, 2015; Rani et al.,
2016; Scheben y Edwards, 2017; Singh y Laxmi, 2015).

Las plantas, al ser organismos sésiles, son susceptibles a
sufrir estrés a temperaturas extremas de calor vy frio, asi
como a sequia y salinidad. Cierto grado de tolerancia a
estos factores abidticos puede ser adquirida mediante
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mejoramiento genético convencional (Varshney et al.,
2011), o bien por mutagénesis inducida (Chaudhary y
Chaudhary, 2014). Con esta dltima técnica se utilizan
métodos quimicos o fisicos, en donde el ADN de la
planta es mutado aleatoriamente o de manera dirigida
para adquirir nuevas caracteristicas (Chaudhary vy
Chaudhary, 2014). Otra estrategia para adquirir toleran-
cia al estrés abidtico es el mejoramiento genético con
apoyo de seleccién asistida por marcadores (MAS, por
sus siglas en inglés), retrocruzamiento asistido por mar-
cadores (MABC, por sus siglas en inglés), seleccién recu-
rrente asistida por marcadores (MARS, por sus siglas en
inglés) o seleccion genomica (GWS, por sus siglas en
inglés) (Varshney et al, 2011). Por dltimo, la ingenieria
genética ha sido ampliamente utilizada para sobrellevar
el estrés abidtico ya que ofrece un sinfin de opciones
para mejorar los cultivos (Parmar et al., 2017).

La ingenieria genética permite conferir tolerancia al es-
trés abidtico mediante diversas estrategias, como ARNs
pequeinos no codificantes (Cabello et al., 2014), edicién
genética mediante el uso del sistema de repeticiones
palindrémicas cortas agrupadas y regularmente interes-
paciadas (CRISPR)/asociado a la proteina CRISPR (Cas)9
(CRISPR/Cas9) (Shi et al., 2015) o la sobreexpresion de
genes mediante la transformacién genética. Para la utili-
zacion de esas técnicas es necesario que se hayan iden-
tificado y caracterizado molecularmente los genes que
estén relacionados con la respuesta al estrés. Entre estos
genes estan los afines con el transporte de iones y agua,
la sintesis de sustancias osmoprotectoras como glicina-
betaina, manitol y prolina, transportadores de exclusién
de iones, mecanismos para la detoxificaciéon de especies
de oxigeno reactivo (ROS), producciéon de moléculas
chaperonas y controles de la regulacion transcripcional
(Joshi et al., 2019; Parmar et al., 2017; Patel et al., 2019).

La presente revision esta enfocada en presentar los es-
fuerzos de investigacion realizados en cultivos de origen
neotropical para conferir tolerancia a diferentes tipos de
estrés abidtico mediante la expresion de genes relacio-
nados con la sintesis de osmolitos, con factores de trans-
cripcion (FT) y la utilizacion del sistema CRISPR/Cas9. Si
bien el tabaco (Nicotiana tabacum) es también una plan-
ta de origen neotropical, se ha transformado genética-
mente mds como planta modelo que para conferir tole-
rancia a estrés abidtico con fines mas practicos, por eso
no se estd incluyendo en esta revision.

Estrategias para incrementar la tolerancia al estrés
abiotico

Para conferir tolerancia a diversos tipos de estrés abidti-
co se han desarrollado diferentes estrategias. Se han

aplicado, desde técnicas sencillas en cuanto al uso de
recursos tecnoldgicos, como el mejoramiento genético
convencional (Ashraf, 2010), hasta las desarrolladas mas
recientemente, como el sistema CRISPR/Cas9,
(Osakabe et al., 2016). Por otra parte, se ha modificado
la expresion de microARNSs relacionados con la respues-
ta al estrés abidtico (Shriram et al., 2016), ligasas E3 para
la ubiquitinacion de proteinas relacionadas con el estrés
(Lyzenga y Stone, 2012), asi como también la expresion
de genes involucrados en las vias metabdlicas de fi-
tohormonas como acido abscisico (ABA), auxinas, cito-
quininas, etileno y brasinoesteroides (Wani et al., 2016).

De igual manera, para conferir cierto grado de toleran-
cia se ha modificado la expresiéon de compuestos osmo-
protectores, detoxificantes, proteinas abundantes en
embriogénesis tardia (LEA, por sus siglas en inglés),
transportadores, proteinas de choque térmico, genes
multifuncionales para la biosintesis de lipidos, FT de res-
puesta a estrés, y genes involucrados en senales de
transduccién (Bhatnagar-Mathur et al., 2008). Entre otras
estrategias se ha realizado el fenotipado de diferentes
especies para crear mapas genéticos de locus de rasgo
cuantitativo (QTL, por sus siglas en inglés), que permitan
elucidar la base molecular de la respuesta al estrés abio-
tico (Roy et al,, 2011) y se ha inoculado plantas y suelo
con rizobacterias promotoras del crecimiento, las cuales
provocan cambios quimicos vy fisicos en las plantas para
permitir mitigar el estrés por salinidad y sequia (Kumar
etal., 2018).

Todas las estrategias mencionadas anteriormente han
sido tratadas en detalle por medio de revisiones biblio-
graficas; sin embargo, ningln trabajo de revision se ha
enfocado especificamente en los estudios realizados
para conferir tolerancia al estrés abidtico en cultivos de
origen neotropical. La expresion de genes que codifican
para sustancias osmoprotectoras y FT ha sido sujeto de
estudio en varios trabajos experimentales con estos cul-
tivos, por lo cual esta revision se va a enfocar en estas
dos areas, ademas de los trabajos que involucran el sis-
tema CRISPR/Cas9, por ser esta una técnica con gran
potencial.

Acumulacion de osmolitos

Los osmolitos son sustancias orgdnicas o inorganicas
que las plantas tienen la capacidad de acumular. Estos
compuestos actian como osmoprotectores ya que no
son toxicos para la célula, no generan ningln efecto
dafnino en las membranas, estabilizan la superficie de
unién al agua y mantienen la estructura espacial de las
macromoléculas. Sustancias organicas de este tipo, sin-
tetizadas por las plantas, incluyen azicares solubles,
polioles, prolina, glicina-betaina (GB), acidos organicos,
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trehalosa, espermidinas, entre otros (Fang y Xiong, 2015;
Farooq et al., 2012; Hadiarto y Tran, 2011; Singh et al.,
2015). Diferentes cultivos de origen neotropical han
sido modificados genéticamente con genes que partici-
pan en la biosintesis de osmolitos (Tabla 1). Estos se han
aislado de bacterias (He et al, 2013; Lv et al, 2007;
Quan et al, 2004b; Zhang et al., 2011b), levaduras
(Dong et al., 2011; Stiller et al., 2008) y también de otras
plantas, o bien se ha inducido la sobreexpresién de ge-
nes nativos (Moghaieb et al., 2000; Zhang et al., 2009).
Lo anterior se ha hecho con el fin de aumentar la acu-
mulaciéon de estos compuestos y, en consecuencia, in-
crementar la tolerancia de las plantas a condiciones
abidticas adversas.

Glicina-betaina (GB)

La GB es una molécula sintetizada a partir de colina o
glicina mediante dos enzimas clave, la colina monooxi-
genasa (CMO) vy la betaina aldehido deshidrogenasa
(BADH). La GB puede interactuar con los dominios hi-
drofilicos e hidrofébicos de algunas macromoléculas,
para asi estabilizar la estructura y actividad de comple-
jos proteicos y mantener la integridad de las membranas
celulares ante diversos tipos de estrés abidtico (Ashraf,
2010; Sakamoto y Murata, 2002). Con este fin se han
modificado cultivos de origen neotropical como maiz
(Quan et al., 2004a, 2004b; He et al., 2013), algodén (Lv
et al., 2007; Zhang et al, 2009; Zhang et al., 2011b),
papa (Ahmad et al., 2008), y tomate (Goel et al., 2011;
Jia et al., 2002; Li et al., 2014; Moghaieb et al., 2000).
Las plantas asi genéticamente modificadas (GM) logra-
ron adquirir una mayor tolerancia a la sequia (Ahmad et
al., 2008; Goel et al, 2011; He et al, 2013; Lv et al,
2007; Quan et al., 2004b), al frio (Quan et al., 2004a), a
la fotoinhibicién ocasionada por el calor (Li et al., 2014)
y a la salinidad (Ahmad et al., 2008; Goel et al., 2011; Jia
et al., 2002; Moghaieb et al., 2000; Zhang et al., 2009;
Zhang et al., 2011b).

Fisiol6gicamente, la respuesta observada se debe a que
las plantas GM presentan un mayor contenido de GB o
sus precursores antes y después de ser estresadas, lo
cual tiene como consecuencia menor pérdida de elec-
trolitos, mayor tasa fotosintética (Ahmad et al., 2008; He
etal, 2013; Lv et al., 2007; Quan et al., 2004b; Zhang et
al., 2009; Zhang et al., 2011b), mejor ajuste osmético
(Lv et al, 2007; Moghaieb et al., 2000; Zhang et al,,
2009; Zhang et al., 2011b), menor peroxidacién de las
membranas (He et al., 2013; Lv et al., 2007; Zhang et al.,
2009; Zhang et al., 2011b) y mayor contenido de agua
(Ahmad et al,, 2008; Goel et al., 2011; Lv et al., 2007).
Adicionalmente, se ha encontrado que el aumento en la
concentracion de GB favorece la acumulacién de la
proteina D1, la cual se ha relacionado con una rapida

reparacion del fotosistema Il al exponer plantas de to-
mate GM a 42°C, lo cual genera una disminucion en la
fotoinhibicion por calor (Li et al., 2014).

En cuanto al rendimiento de los cultivos, las modificacio-
nes genéticas con genes relacionados con la sintesis de
GB han tenido un efecto positivo en plantas de algodén
GM debido a que al sembrarlas en suelos salinos se ha
logrado incrementar el rendimiento con respecto a las
plantas sin transformar (Zhang et al., 2009; Zhang et al.,
2011b). De manera similar, en maiz se ha encontrado
un mayor rendimiento, medido por el nimero de granos
en las mazorcas (Quan et al., 2004b). Al realizar modifi-
caciones genéticas puntuales en plantas, pueden ocurrir
cambios adicionales y no esperados en el fenotipo
(pleiotrépicos), que pueden ser negativos o positivos. Es
importante confirmar que no ocurran efectos pleiotropi-
cos negativos, tal y como lo confirmaron He et al
(2013) con maiz, quienes al cultivar las plantas GM vy los
controles bajo condiciones normales no encontraron
diferencias en el desarrollo de las mismas.

Trehalosa

La trehalosa es otro osmolito que las plantas utilizan
para la osmoproteccion. Este es un disacarido compues-
to por dos moléculas de a-glucosa unidas por un enlace
glucosidico de tipo a-(1—1). Se ha relacionado este
compuesto con la tolerancia al estrés abidtico debido a
que posee la capacidad de estabilizar membranas y mo-
léculas, es estable a altas temperaturas y posee baja ca-
pacidad de reaccion. Este carbohidrato es capaz de pro-
teger del estrés a microorganismos y al grupo denomina-
do “plantas de resurreccion” (Myrothamnus flabellifolius,
Selaginella tamariscina y Selaginella lepidophylla), las cua-
les se caracterizan por poseer una resistencia natural a
la sequia (Fernandez et al., 2010; Yatsyshyn et al., 2017).
Debido a la capacidad osmoprotectora de la trehalosa,
se han aislado los genes que codifican para las enzimas
trehalosa-6-fosfato sintasa (TPS) y trehalosa-6 fosfato
fosfatasa (TPP) con el fin de conferir una mayor toleran-
cia a la sequia a cultivos de origen neotropical como
papa, maiz y tomate mediante transformaciéon genética
(Cortina y Culidahez-Macia, 2005; Lyu et al.,, 2013; Nuc-
cio et al., 2015; Stiller et al., 2008).

La papa es un cultivo sensible a la sequia. Para reducir
esta sensibilidad se sobreexpresé el gen TPST de Saccha-
romyces cerevisiae fusionado con el promotor inducible
por sequia StDS2; sin embargo, en ese caso no hubo
sobreexpresion en respuesta al déficit hidrico, sino sola-
mente una baja expresién constitutiva (Stiller et al.,
2008). Bajo condiciones de sequia, las plantas de papa
GM presentaron menor pérdida de agua y mayor con-
ductancia estomatica, a la vez que mantuvieron la tasa
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Tabla 1. Cultivos de origen neotropical modificados genéticamente para sobreexpresar genes relacionados con la

produccion de osmolitos.

Gen de Interés :rl:::faorm 2 Recurso génlco Osmolito | Tolerancla adquirida Referencla
betA Malz E. coli cB Sequla Quan et al (2004b)
betA Algodén E. coli cB Sequfa Lv et al (2007)
betA Algodbn E. coli csB Salinidad Zhang et al. (2011b)
betA Mslz E. coli cB Frio Quan et al (2004a)
codA Papa Arthrobacter globiformis cB Sequla, salinidad v estrés oxidativo Ahmad et al (2008)
codA Papa A. globiformis cB Sequla You et al (2019}
codA Tomate A. globiformis ce Salinidad y estrés hidrico Coel et al (2011)
codA Tomate A. globiformis cB Salinidad Wei etal (2017)
ARCMO Algoddn Atriplex hortensis ce Salinidad Zhang et al. (2009)
BADH Tomate Sorgo cB Salinidad Moghaieb et al. (2000)
BADH Tomate A. hortensis cB Salinidad Jia et al (2002)
BADH Tomate Espinaca cB Fotoinhibicién por calor Lietal (2014)
BADH Malz Atripiex micrantha cB Salinidad Dietal (2015)
:ggi‘;’.gz ¥ Malz Aphanothece halophytica | CB Sequfa He etal (2013)
:zgi;}fgz ¥ Algodbén A. halophytica cB Salinidad Song et al. (2013)
TFS1 Tomate 5. cerevisiae Trehaloza | Sequfs salinidad v estrés oxidativo fz%g?s y Culififiez-Macia
TFS1 Papa 5. cerevisiae Trehaloza |Sequfa Stiller et al (2008)
TFPS/TFFP Tomate E. coli Trehaloza |Sequfay salinidad Lyu et al {2013)
TFSFP Tomate E. coli Trehaloza | Calor Lyu et al {2018)
TFSF y MTSH Papa E. coli Trehaloza | Salinidad Shim et al. (2019)
Topl Malz Arroz Trehaloza |Sequla Nuccio et al (2015)
mtD Papa E. coli Manitol Salinidad Rahnama et al (20117)
mtiD Manl E. coli Manitol Sequla Bhauso et 2l (2014)
mtD Mani’ E. coli Manitol Salinidad Patel et al. (2016
mtiD Manl E. coli Manitol Sequla Patel et al. (2017
mtD Tomate E. coli Manitol Frfo, sequfa y salinidad Khare et 2l. (2010)
IBMIFS1 Camote Camote ;\:g;wl Sequfa y salinidad Zhai et al. (2016)
F5CS Ca'ﬁa e Vigna aconitifolia Prolina Sequla Molinari et al (2007)
azdcar
F5CS Ca{ia o Cana de azGcar Prolina Sequla Li et ai. (2018)
azdcar
F5CS Papa ;;;Z?:;f;;um Prolina Salinidad Hmida-Sayari et 2. (20035)

AhCMO: colina monooxigenasa, AbDMT2: dimetilglicina metiltransferasa, ApGSMT2: glicina sarcosina metiltransfera-
sa, BADH: betaina aldehido deshidrogenasa, betA: colina deshidrogenasa, codA: colina oxidasa, GB: glicina-betaina,
IbMIPS1: myoinositol-1-fosfato sintasa, mtID: manitol-1-fosfato deshidrogenasa, MTSH: maltooligosiltrehalosa sintasa/
trehalohidrolasa, P5CS: A'-pirrolina-5-carboxilato sintetasa, Tpp1: trehalosa-6-fosfato fosfatasa, TPS/TPP: gen hibrido
de trehalosa-6-fosfato sintasa y trehalosa-6-fosfato fosfatasa, TPSP: trehalosa-6-fosfato sintasa/fosfatasa, TPS1: trehalosa
sintasa.

Ingenieria genética contra estrés abidtico en cultivos neotropicales 51



fotosintética, con respecto a las plantas no GM. Sin em-
bargo, en condiciones normales de riego se encontraron
efectos pleiotropicos negativos, como reduccién del
crecimiento, menor densidad estomética y de fijacién de
CO,, los cuales podrian deberse a la mencionada expre-
sion constitutiva del gen (Stiller et al., 2008). Dichas mo-
dificaciones se pueden deber a cambios identificados en
la regulacion de ciertos genes, como por ejemplo, genes
implicados en fotosintesis, fijaciéon de carbono, ciclo de
Krebs y metabolismo principal de los carbohidratos
(Kondrak et al., 2011). Adicionalmente, las plantas GM vy
silvestres mostraron un aumento en el contenido de
rafinosa, inositol y prolina luego del estrés por sequia, lo
cual puede sugerir que este es uno de los mecanismos
naturales de la papa para responder a ese tipo de estrés
(Kondrak et al., 2012).

El tomate es otro cultivo neotropical que ha sido modifi-
cado genéticamente con miras a incrementar la produc-
cion de trehalosa, en este caso mediante la sobreexpre-
sion de un gen hibrido aislado de Escherichia coli que
codifica para TPS y TPP. Esta modificacion aumenté la
tolerancia de la planta a sequia y salinidad sin provocar
efectos pleiotrépicos negativos, la cual se correspondié
con un aumento de hasta cuatro veces en el contenido
de trehalosa, con respecto a las plantas no GM. Para
verificar si hubo un incremento en la tolerancia a la se-
quia se eliminé el riego por siete dias, y al rehidratar las
plantas, sélo las GM sobrevivieron. Para confirmar la
tolerancia a la salinidad, se cultivé las plantas con 150
mM de NaCl y se encontré una reduccion en la tasa
fotosintética Unicamente en las plantas no GM (del
31%) (Lyu et al., 2013).

En otra investigacion realizada con tomate, se sobreex-
presé el gen TPS1 de S. cerevisiae. Este les confirié a las
plantas GM mayor tolerancia a salinidad, sequia y estrés
oxidativo. Al alterar la ruta de biosintesis de carbohidra-
tos por introducir este gen, las plantas GM presentaron
una mayor acumulacion de almidén y clorofila, que po-
drian explicar los cambios pleiotropicos observados,
como desarrollo aberrante de las raices, hojas con color
verde oscuro y con mayor rigidez, y tallos con mayor
grosor, comparados con las plantas sin modificar. A pe-
sar de la aparicion de estos cambios pleiotropicos que
afectaron la estructura de las plantas GM, no hubo una
disminucion en la produccién al aplicar o no estrés abio-
tico, por lo que si podria utilizarse como una estrategia
para mitigar los efectos del cambio climatico, al menos
en esta especie (Cortina y Culidhez-Macia, 2005).

Al igual que la papa, el maiz es un cultivo susceptible a
la sequia, principalmente durante la floracion, etapa de-
terminante para definir el rendimiento de cosecha. Debi-

do a esto, se buscé modificar los niveles de trehalosa-6-
fosfato (T6P), que es el precursor de la trehalosa, me-
diante la sobreexpresién de TPP en tejidos femeninos
reproductivos con el uso de un promotor floral. La T6P
se encarga de regular el crecimiento de la planta, con-
trolar la utilizacién de la sacarosa e inhibe la expresion
de la proteina SnRK1. En conjunto SnRK1 y T6P son
puntos de control entre el crecimiento y la respuesta a
estrés (Nuccio et al., 2015). Esta via de senalizacion
(T6P/SnRK1) permite que se dé el rapido crecimiento de
las plantas luego de exponerse a condiciones de estrés.
Al inhibirse la actividad de SnRK1, T6P incrementa la
expresion de genes biosintéticos en respuesta a la acu-
mulacion de sacarosa en los tejidos. Entre los genes re-
gulados por esta via se encuentran varios que participan
en sintesis de la pared, nucleétidos y proteinas (Nunes
etal., 2013).

De esa manera, la modificacion de la via de senalizacién
T6P/SnRK1 con la sobreexpresion de TPP permitié incre-
mentar el contenido de sacarosa en las mazorcas en
estados iniciales de desarrollo y mayor ndmero de gra-
nos por mazorca en plantas de maiz bajo sequia severa.
En consecuencia, se dio un aumento en el rendimiento
del cultivo con respecto al testigo en esas condiciones.
Adicionalmente, se observé una reduccién en la con-
centracion de la T6P y, en consecuencia, un aumento
en la actividad de la SnRK1T (Nuccio et al., 2015).

Manitol

El manitol es un poliol que juega un papel importante en
la tolerancia al estrés abidtico (Ashraf, 2010). Esta molé-
cula es naturalmente sintetizada por algunos hongos,
algas, liquenes y plantas superiores, asi como por bacte-
rias como E. coli (Lewis y Smith, 1967). Se ha aislado el
gen manitol-1-fosfato deshidrogenasa (mtID) de dicha
bacteria, que convierte el manitol-1-fosfato en manitol,
para modificar cultivos neotropicales como tomate, pa-
pa y mani, y que asi sinteticen mas manitol. La sobreex-
presion de este gen causé un incremento en la toleran-
cia a uno o0 mas tipos de estrés abidtico, como sequia,
salinidad y frio (Bhauso et al., 2014; Khare et al., 2010;
Rahnama et al., 2011).

En condiciones de déficit hidrico y salinidad la sobreex-
presion de este gen permitié que plantulas con 5 dias de
edad y plantas adultas GM de mani mostraran una me-
nor pérdida del turgor celular al ser comparadas con sus
equivalentes no transformados. Esto se evidenci6, ade-
mas, por el mejor desempefo de estas plantas en cuan-
to a otros parametros fisico-quimicos, como contenido
de manitol, niveles de prolina y clorofila total, potencial
osmotico y pérdida de electrolitos (Bhauso et al., 2014).
En el caso del tomate, las plantas GM lograron mante-

52 Rev. Colomb. Biotecnol. Vol. XXIII No. 2 Julio - Diciembre 2021, 47 - 66



ner una mayor biomasa fresca, con respecto a las plan-
tas no GM. Adicionalmente, se encontré que estas plan-
tas GM de tomate presentaban una mayor tolerancia al
frio, lo cual fue demostrado luego de exponer las plan-
tas por 48 h a 4°C. Las plantas no GM murieron durante
el periodo de exposicion al frio, mientras que las plantas
GM lograron tolerar este estrés. Al realizar pruebas para
determinar el estado fisiol6gico de las plantas transgéni-
cas luego del estrés, se encontré que estas mostraron un
aumento en el contenido de agua y en la actividad de
las enzimas superoxido dismutasa y catalasa, ambas con
actividad antioxidante, asi como menor pérdida de elec-
trolitos e incremento en la peroxidacion lipidica (Khare
etal, 2010).

Al provocar estrés salino en plantas de tomate y papa
que sobreexpresan el gen mtlD se determiné que estas
adquirieron mayor tolerancia a la salinidad causada por
NaCl (Khare et al, 2010; Rahnama et al., 2011). Al ger-
minar semillas de tomate en 200 mM de NaCl, 24-30%
de las semillas GM germind, mientras que ninguna semi-
lla de las plantas silvestres logré hacerlo (Khare et al,,
2010). Con respecto a la papa, al cultivar plantas, tanto
en hidroponia (100 mM de NaCl) como en cultivo in
vitro (50 mM de NaCl), se determiné que las plantas
GM presentaron una menor reduccién en peso fresco
de los brotes (0-17,3%) con respecto al testigo (0 mM
de NaCl), mientras que en las plantas no transformadas
el peso se redujo en 30,1-76,5%. Las plantas GM acu-
mularon una baja concentraciéon de manitol; sin embar-
go, esto fue suficiente para que actuara como osmopro-
tector. Adicionalmente, en las plantas modificadas esta
molécula permitié un mejor ajuste osmético en la raiz
(Rahnama et al.,, 2011).

Factores de transcripcion (FT)

Los FT son proteinas que pueden regular cambios en la
expresion de un grupo especifico de genes. Entre las
familias FT en las que se ha encontrado interaccién con
genes relacionados con la respuesta al estrés abidtico se
pueden mencionar los MYB, WRKY, NAC, proteinas
basicas de zipper de leucina (bZIP), y FT de respuesta a
la deshidrataciéon (DREB) (Fang y Xiong, 2015; Hadiarto
y Tran, 2011; Hussain et al., 2011; Singh y Laxmi, 2015),
los cuales han sido empleados para modificar cultivos
de origen neotropical (Tabla 2). En esta seccién se deta-
llaran ejemplos de aplicaciones que se le han dado a
estos FT con miras a mitigar estrés abiético en especies
con un origen en el neotropico.

MYB

Los FT MYB se caracterizan por poseer un dominio de
uniéon MYB al ADN. Este dominio se compone por tres
repeticiones imperfectas de 50 a 53 aminodacidos que

forman los giros y motivos en forma de hélice R1, R2 y
R3. En animales, las proteinas MYB juegan un papel rele-
vante en el control del ciclo celular, mientras que en
plantas estan involucrados en procesos fisiolégicos en
condiciones normales y de estrés [revisado por Jung et
al. (2008) y Ding et al. (2009)].

La sobreexpresién de MYB en cultivos de origen neotro-
pical ha permitido conferir tolerancia a sequia (Chen et
al., 2015; Shin et al, 2011) y a alta temperatura (40°C)
(Meng et al., 2015). La tolerancia a sequia ha sido adqui-
rida por plantas de papa al sobreexpresar el FT StMYBIR-
1 que regula la pérdida de agua (Shin et al., 2011), y se
pierde en plantas de algodén (Gossypium barbadense) al
silenciar el FT GbMYB5 que poseen naturalmente (Chen
et al., 2015). Con respecto a la tolerancia al calor, esta
se ha incrementado al modificar plantas de tomate para
que sobreexpresen el FT LeAN2 que induce la acumula-
cion de antocianinas y la regulaciéon positiva de genes
relacionados con la ruta metabdlica de estos pigmentos
(LeDFR, LeF3H, LeCHS1 y LeCHS2) (Meng et al., 2015).

La adquisicién de tolerancia a través de un MYB tam-
bién puede involucrar cambios fisiolégicos en las plantas
GM. Para tolerar mejor la sequia se ha visto que los
MYB aumentan la sensibilidad al ABA exdgeno vy, en
consecuencia, causan un cierre estomatico mas rapido.
Al ser las células guarda mas sensibles al ABA, la res-
puesta para el cierre estomatico en condiciones de se-
quia ocurrira con mayor velocidad para asi evitar la des-
hidrataciéon (Shin et al, 2011). También, puede ocurrir
un aumento en los niveles de enzimas antioxidantes y
en los niveles de prolina, que puede actuar como osmo-
protector de las células (Chen et al., 2015). Para aliviar el
estrés por calor, ademas de acumular antocianinas, las
plantas incrementan la proteccion del fotosistema Il por
acumulacién de proteina D1, y se da la reduccion de
ROS (O, y H,0O,) mediante el incremento de la activi-
dad antioxidante no enzimatica (Meng et al., 2015).

WRKY

Los genes WRKY conforman la familia mas grande de FT
que se ha encontrado Unicamente en plantas (Eulgem et
al., 2000). Los productos de estos genes poseen una
secuencia WRKYGQK invariable en el extremo N-
terminal y un motivo C-X;5-C-Xy,.,3-H-X;-H en el extremo
C-terminal; ademas, poseen combinaciones conservadas
de residuos de histidina y cisteina separados por dedos
de zinc (Rushton et al, 1995). La expresion de estos
factores es inducida rapidamente como sefal de defen-
sa o por la exposicion a estrés bidtico y abidtico (Jiang
et al., 2017). Adicionalmente, regulan las vias de trans-
duccion de algunas sefales hormonales (Birkenbihl et
al., 2012; Zhang et al., 2015), estan involucrados en el
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Tabla 2. Cultivos de origen neotropical modificados genéticamente con la sobreexpresién o silenciamiento de

factores de transcripciéon (FT) para la regulacion de genes relacionados con tolerancia a estrés abidtico.

X Planta transformada A 5 Tolerancia aumentada (+) o &

Gen de interés {mecanismo) Recurso génico FamiliadeFT | oo ida “ Referencia

GbMYES Cossypium barbadense | ¢ parhagense MY Sequa(+) Chen et al (2015)
(sobreexpresion)

ChMYB108-like | Cossypium hirsutum G. hirsutum MYB Salinidad vy sequia Ullah et al. (2020)

LeAN2 OB o Tomste MYB Calor () Meng et al (2015)
(sobreexpresién)

Osmyb4 Papa (sobreexpresion] | Arroz MYB Salinidad () Aydin et al (2014

OsMYB55 Ma'z (sobreexpresion) Arroz MYB Sequia (1) vy calor (1) Casaretto et al (2016)

StMYBIR-1 Papa (sobreexpresion) Papa MYB Sequia(Tt) Shin et al (2011)

MullRKY3 Man( (sobreexpresién) 3":,‘};’3:”“ WRKY SequalT) Kiranmai et al (2018)
Tomate Salinidad (), sequia(t) v

SIVRKYS ‘ sy Tomate VWRKY contra Fseudomonas syringae | CGao et al (2020)
(sobesmprasion) pv. tomato DC3000 (1)
Tomate Salinidad (1), sequia(t) y

SIWRKY3S9 {sobreexpresién Tomate WRKY contra F. sringae pv. tomato Sun etal (2015)
‘ Xpresion DC3000 (1)

CaNACO35 ﬁ":':":‘;‘!’n""e i C. annuum NAC Frio (-, salinidad (-] v sequia(-) | Zhang e¢ al (2020}
A C. hirsutum Cossypium 2 . . :
GChNAC2 (zobreexpresion) herb, 2 NAC Sequa(t) Cunapati et 2l (2016)
: C. hirsutum SES M S
GhNAC79 {sobreexpresion) G. hirsutum NAC Sequal(t) Cuoetal (2017
ZmNACT11 Ma'z (sobreexpresién) | Ma'z NAC Sequia(t) Mao et al (2015)
AyuB1 Tomate 2 A thaliana NAC Sequia(Tt) Thirumalaikumar et al (2013)
(sobreexpresion)

SijuB1 Tomate (silenciamiento) | Tomate NAC Sequial- Thirumalaikumar et al (2018}

SINAC2 Papa (sobreexpresion) Papa NAC Salinidad (+) v sequfa (T Xuetal (2014)

GhABF2 iy Algod6én bZIP Salinidad (+) v sequfa (7} Lianz et al (2016)
(sobreexpresion|

ABF4 Papa (sobreexpresion] | Arabidopsis bZIP Salinidad (*} v sequfa(T) Mufiz Carcfa et 2l (2013)

CaBZ1 Papa (sobreexpresion] | Capsicum annuum bZIP Sequia(t) Moon et al (2015)

Bne C. annuum ” - R e X

CabZIF25 {slenciamiento) C. annuum bZIP Salinidad (-} Cai et al. {2020)
Algodén - Salinidad (T}, sequfa(T) y estrés |, —

ABF9 (sobreexpresion) Ma’z bZIP oxidative () Wang et al (20178)

ALABF3 ,j\lgodén b A thaliana bZIP Sequia(t) Kerr et 2l (2015}
(sobreexpresion|

GhABF2D Alpadén .. Algodén bZIP Sequa (™) Kerr et al (2018)
(sobreexpresion|

MeABLS Yuca (sobreexpresion) Yuca bZIP Sequia (1) vy calor (1) Livetal (2019)

AtDREB 1A Tomme: .. A thaliana DREB Frfo (+] Shah et al (2015)
(sobreexpresion|

ADREB 1A Manl (sobreexpresién) | A thaliana DREB Sequa(t) v salinidad (1) "S;g%r_leca‘. (2014), Sariar etal

ADREB 1A Manl (sobreexpresién) | A thaliana DREB Sequia(t) Bhalani et al (2019)

" C. barbadense e 2 2 .
StDREB2 {sobreexpresién] Papa DREB Sequialt) El-Esawi v Alaysfi (2019)
TsCBF1 Ma'z (sobreexpresion) | Thellungiella halophila | DREB CBF Sequia(Tt) Zhang et al (2010)
16CEF3 o Camote DREBCBE:  |\Ho.(1); secuin| )y extads Jinetal (2017)

(sobreexpresion) oxidativo (1)
Tomate RINC BB Ub o ) )
CaRmaiH1 (sobresxpresién) C. annuum ligasa® Sequia(t) Seoetal (2012)

ABP9: codifica para proteina de unién a elementos de respuesta a ABA (ABRE por sus siglas en inglés) de Zea mays,
ABF4: factor de unién ABRE 4, AtABF3: elemento de respuesta al ABA del factor 3 de A. thaliana, AtDREB1A: FT
DREB1TA de A. thaliana, AtJUBT: FT NAC JUNGBRUNNENT de A. thaliana, CaBZ1: FT codificado por el grupo SbZIP

... Continta

54

Rev. Colomb. Biotecnol. Vol. XXIll No. 2 Julio - Diciembre 2021, 47 - 66



de C. annuum, CabZIP25: FT bZIP 25 de C. annuum, CaNACO035: FT NAC 35 de C. annuum, CaRmalH1: codifica para
proteina que contiene un dominio de unién al anillo de C. annuum, GbMYB5: Clon T-h7124-5 MYB5 de G. barbaden-
se, GhABF2: FT bZIP del grupo A de G. hirsutum, GhABF2D: FT bZIP AREB/ABF de G. hirsutum ortélogo a AtABF3,
GhMYB108-like: FT MYB108 de G. hirsutum similar al MYB2 de A. thaliana, GhANAC2: proteina NAC2 de G. hirsutum,
GhNAC79: FT NAC 79 de G. hirsutum, IbCBF3: factor de unién 1 a repeticion C/DRE de |. batatas, LeAN2: FT MYB75
de S. lycopersicum, MeABL5: FT similar al ABA insensible 5 de Manihot esculenta, MuWRKY3: FT WRKY3 de M. uni-
florum, Osmyb4: FT MYB4 de Oryza sativa, OsMYB55: FT MYB55 de Oryza sativa, SIJUB1: FT NAC JUNGBRUNNENT1
de S. lycopersicum, SIWRKY8: FT WRKY 8 de S. lycopersicum, SIWRKY39: gen homdlogo al AtWRKY40, StDREB2: FT
DREB2 de S. tuberosum, StMYBIR-1: FT MYBI1R1 de S. tuberosum, StNAC2: FT NAC2 de S. tuberosum, TsCBF1: factor
de unién 1 a repeticion C/DRE de T. halophila, ZmNACT11: proteina de la superfamilia del FT NAC de Z mays.
*Nuevos genes realmente interesantes (RING, por sus siglas en inglés), que contienen un dominio ubiquitina (Ub) E3

ligasa.

desarrollo de semillas, elongacion de brotes (Zhang et
al., 2011a), tricomas (Verweij et al., 2016) y raices latera-
les (Ding et al., 2015), en la sintesis de carbohidratos
(Sun et al., 2003) y en la senescencia (Robatzek y Soms-
sich, 2001). Informacién reciente sobre esta familia de
genes se puede encontrar en Bai et al. (2018).

En cultivos de origen neotropical se ha sobreexpresado
el FT SIWRKY39 en plantas de tomate. Se encontré que,
ademas de conferir una mayor tolerancia a factores
abi6ticos, también incrementa la tolerancia bidtica a la
bacteria Pseudomonas syringae pv. tomate DC3000,
evidenciado por menor crecimiento bacteriano y reduc-
cion en los sintomas de la enfermedad en las plantas
GM. Con respecto al estrés abidtico, las plantas GM
cultivadas bajo estrés salino e hidrico presentaron una
menor afectacion con respecto a las plantas no GM;
inclusive, las plantas GM mantenidas en sequia lograron
recuperarse luego de la rehidratacion, mientras que las
plantas silvestres murieron. También, las plantas GM
presentaron una regulacién positiva en genes relaciona-
dos con la patogénesis (SIPR1 y SIPR1al) y estrés am-
biental (SIDREB2A y SIRD22); sin embargo, estos resulta-
dos no fueron suficientes para explicar el mecanismo de
accion de las tolerancias adquiridas (Sun et al., 2015).

NAC

Las proteinas NAC son FT especificos de las plantas. El
dominio NAC tiene una longitud de aproximadamente
150 aminodacidos y tiene cinco regiones conservadas.
Estas proteinas cumplen funciones importantes en el
desarrollo de la planta y en respuesta al estrés, tanto
bidtico como abidtico (Nakashima et al., 2012). Con el
fin de determinar el funcionamiento de distintos NAC,
se han modificado cultivos de origen neotropical para
silenciar estos FT mediante elementos transponibles con
repeticion invertida miniatura (MITE, por sus siglas en

inglés) (Mao et al., 2015) y silenciamiento inducido por
virus (VIGS, por sus siglas en inglés) (Thirumalaikumar et
al., 2018); también se ha evaluado su funcionamiento
mediante la sobreexpresion del gen NAC (Gunapati et
al., 2016). En estas investigaciones, ademas de determi-
nar el efecto del FT en el cultivo de origen neotropical,
también se corroboré si en plantas modelo, como Arabi-
dopsis, se obtenian resultados similares (Gunapati et al.,
2016; Mao et al., 2015; Thirumalaikumar et al., 2018).

Al silenciar los genes ZmNACT11 y SIJUBT mediante
MITE y VIGS, respectivamente, se encontré que ambos
FT cumplen un rol en la tolerancia a la sequia (Mao et
al., 2015; Thirumalaikumar et al., 2018). Al estar el gen
ZmNACT11 silenciado en maiz se determiné que bajo
riego normal la expresion de este FT fue cercana a cero;
sin embargo, en condiciones de sequia moderada y se-
vera hubo una menor expresion relativa de este FT en
las plantas silenciadas, con respecto a las plantas no GM
(Mao et al, 2015). El silenciamiento del gen SIJUBT en
tomate provocé una mayor pérdida de electrolitos y
aumento en la concentracién de H,O, y, por conse-
cuencia, mayor dafo de las membranas. A nivel genéti-
co, se encontré una reduccién en la expresion de los
genes SIDREB1, SIDREB2 y SIDELLA (Thirumalaikumar et
al,, 2018).

La sobreexpresion de ZmNACT11 en maiz, GhNAC2 en
algodon y en Arabidopsis, y AtJUBT, gen ortélogo de
SIJUBT, en Arabidopsis generé cambios a nivel epigenéti-
co vy fisiologico al someter las plantas a condiciones de
sequia (Gunapati et al., 2016; Mao et al., 2015; Thiruma-
laikumar et al., 2018). A nivel epigenético, se generaron
cambios positivos y negativos en la regulacion de genes
implicados en la respuesta a estrés abidtico, de respues-
ta a cambios oxidativos, giberelinas (Mao et al., 2015),
rutas de biosintesis de etileno, ABA y acido jasménico
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(JA, por sus siglas en inglés) (Gunapati et al., 2016). Por
su parte, se determiné que tanto AtJUBT como SIJUB1
son regulados positivamente y se unen al motivo de
unién JUBT en los promotores de los genes SIDREBT,
SIDREB2 vy SIDELLA en condiciones de sequia. Estos ge-
nes son de respuesta a estrés y podrian explicar el meca-
nismo de accibn de la tolerancia adquirida
(Thirumalaikumar et al., 2018).

A nivel fisiolégico, en maiz el FT provocé un uso mas
eficiente del agua en condiciones de sequia, sin provo-
car cambios morfol6gicos negativos (Mao et al., 2015).
En el caso de Arabidopsis, el gen AtJUBT provocéd un
aumento en el contenido de agua luego de 14-21 dias
de estar en sequia, menor contenido de malondialdehi-
do (MDA) y aumento en la concentracién de enzimas
antioxidantes, con respecto a las plantas no GM
(Thirumalaikumar et al.,, 2018), mientras que el GhNAC2
gener6 una menor pérdida de agua y mayor control de
la transpiracion (Gunapati et al., 2016). Morfol6gicamen-
te, la sobreexpresion del FT GhNAC2 incrementé la lon-
gitud de las raices, tanto en condiciones de sequia co-
mo de riego. Adicionalmente, las plantas GM de Arabi-
dopsis presentaron un mayor crecimiento vegetativo y
hojas mas grandes (Gunapati et al., 2016).

Recientemente, se identificaron en cacao (Theobroma
cacao) 102 NAC, de los cuales 88 estan relacionados
con la respuesta a estrés abidtico. Lo anterior se deter-
miné debido a que estos genes poseen elementos de
respuesta a estrés mediados por luz, auxinas, giberelinas
y heridas. Algunos de estos NAC poseen de cuatro a
ocho tipos diferentes de elementos de respuesta a es-
trés, lo que indica que podrian estar relacionados con la
defensa contra mas de un tipo de estrés abidtico (Shen
et al,, 2019). Lo anterior abre una linea de investigacion
para la mejora genética del cacao para tolerar de mejor
manera el cambio climatico.

bZIP

Los FT de zipper basico de leucina (bZIP) son proteinas
que controlan diferentes procesos biolégicos en las
plantas. Se han identificado bZIP implicados en diferen-
tes etapas del desarrollo de estos organismos, como por
ejemplo durante la regulacién de la elongacion celular
(Fukazawa et al., 2000), el desarrollo vascular (Yin et al.,
1997), de semillas (Izawa et al, 1994) y flores (Nan et
al., 2014; Strathmann et al.,, 2001). Adicionalmente, se
ha determinado que existen bZIP involucrados en la
defensa contra patégenos (Alves et al., 2013) y diferen-
tes tipos de estrés abidtico como salinidad, sequia, frio,
rayos ultravioleta B y metales pesados (Banerjee vy
Roychoudhury, 2017). De los diez grupos de bZIP que
se han identificado, se ha determinado que las proteinas

del grupo A estan estrechamente relacionadas con la
respuesta al estrés abiotico dependiente de ABA (Jakoby
et al., 2002).

El ABA es una hormona vegetal de respuesta a estrés, y
la planta ajusta sus niveles en repuesta a las condiciones
ambientales (Banerjee y Roychoudhury, 2017; Tuteja,
2007). Las senales de estrés abidtico, al ser percibidas
por receptores de ABA, llevan a la fosforilacién los bZIP
por serina treonina quinasas. Una vez activados, los
bZIP se unen a los ABRE o a elementos acoplados a
zonas ricas en GC en las regiones promotoras de genes
de respuesta al estrés para incrementar su expresion y
asi provocar un aumento en la tolerancia al estrés abi6ti-
co (Banerjee y Roychoudhury, 2017). En cultivos de ori-
gen neotropical, como el algodon y la papa, se han so-
breexpresado este tipo de FT y se ha logrado conferir
tolerancia a factores abidticos como sequia, salinidad y
estrés oxidativo (Kerr et al, 2018; Liang et al., 2016;
Moon et al., 2015; Wang et al., 2017a).

En plantas de algodon se ha trabajado con los FT bZIP
GhABF2 y ABP9 para generar tolerancia a diferentes
factores abidticos. La sobreexpresion de ChABF2 au-
mentd la tolerancia a salinidad y sequia. Lo anterior se
debe a que este FT controla la respuesta a ambos tipos
de estrés abidtico mediando la via de senalizacion del
ABA. Se encontré que, en condiciones de estrés, se da
la expresion diferenciada de 68 genes, entre los cuales
se encuentran genes de respuesta a estrés salino, sequia
y ABA. La adquisiciéon de tolerancia puede deberse a
que las plantas, bajo estos tipos de estrés, deben de
protegerse en contra de la deshidratacion y es conocido
el papel del ABA al respecto. Adicionalmente, se incre-
mento la proteccién frente al dano por estrés oxidativo
que puede ocasionar la salinidad y sequia; esto debido a
que aumentd el contenido del osmoprotector prolina y
las enzimas catalasa y superéxido dismutasa, involucra-
das en la eliminacién de ROS (Liang et al., 2016).

En cuanto al gen ABP9, se determiné que, al igual que
para GhABF2, su sobreexpresion incrementé la toleran-
cia a salinidad, sequia y estrés oxidativo. Las plantas GM
presentaron un incremento en el contenido de azicares
solubles, prolina y clorofila, que puede explicar la mayor
tolerancia a sequia y salinidad. Ademas, se incrementé
la actividad de enzimas antioxidantes, lo que gener6
una reduccién en las ROS y en el contenido de MDA
que explica la mayor tolerancia al estrés oxidativo. Por
dltimo, las plantas presentaron hipersensibilidad al ABA
durante la apertura estomatica, lo cual esta relacionado
con el uso mas eficiente del agua en condiciones de
sequia (Wang et al., 2017).
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Por otra parte, se ha reportado un incremento en la tole-
rancia a sequia al sobreexpresar los FT bZIP ABF endé-
genos (GhABF2D) y exdgenos (AtABF3) en algodon, y el
CaBZI en papa (Kerr et al.,, 2018; Moon et al., 2015). En
las plantas GM de algodén se encontré que, conforme
aumentaba la expresion de AtABF3, se incrementaba el
cierre estomatico en respuesta a estrés hidrico, lo cual
provocaba la reduccién en la transpiracion y la producti-
vidad fotosintética (Kerr et al., 2018). En las plantas GM
de papa en condiciones de sequia o suplementadas con
ABA exodgeno también se generd una reduccién en la
pérdida de agua y un cierre estomatico mas rapido. Au-
nado a esto, se incrementd la expresion de genes rela-
cionados con la respuesta al estrés y al ABA (Moon et
al., 2015). En estos dos ejemplos también se observé la
aparicion de eventos pleiotropicos, ya que las plantas
GM de algodén redujeron la tasa de crecimiento confor-
me incrementaba la expresion de GhABF2D (Kerr et al.,
2018), mientras que en papa las plantas GM incremen-
taron el rendimiento en la produccién de tubérculos
(Moon et al., 2015).

DREB

Los FT DREB son una familia de multigenes que pertene-
cen a la superfamilia APETALA2/factor de respuesta-
etileno (AP2/ERF). Estos factores fueron reportados por
primera vez en 1998 en Arabidopsis thaliana y se pue-
den dividir en dos subclases, DREB1T y DREB2. Los
DREB1 actdan en conjunto con factores de unién C-
repetidos (CBF) y unen los elementos cis-activos DRE y
CRT. Los tres FT DREB1/CBF son claves en la regulacion
de la expresion génica en respuesta al estrés por baja
temperatura; mientras que los DREB2B son altamente
inducidos por sequia, alta salinidad y calor [revisado por
Wang et al. (2003), Hu y Xiong (2014), Todaka et al.
(2015), Liao et al. (2017)].

La sobreexpresion de TsCBFI en maiz generd un incre-
mento en la tolerancia a la sequia. Dicha modificacién
causé un aumento en el contenido de prolina y azica-
res solubles en las plantas GM con respecto a las plan-
tas no GM, lo cual coincidié con mayor tolerancia ad-
quirida al estrés osmético. Genéticamente, la acumula-
cién de prolina se ve explicada por un incremento en
los niveles de la enzima prolina sintetasa. Un dato im-
portante para destacar es que las plantas GM mostraron
un incremento en el rendimiento de produccion de gra-
nos bajo condiciones de sequia. Si bien solamente se
analizo la tolerancia a la sequia, esta modificacién po-
dria generar tolerancia a otros tipos de estrés abidtico
que deben de ser investigados (Zhang et al., 2010).

Cultivos de origen neotropical, como el maiz y el algo-
dén, han servido de fuente génica para estudiar el fun-

cionamiento de DREBs en otras especies vegetales, co-
mo trigo, Nicotiana y Arabidopsis (Gao et al., 2009; Shan
et al., 2007, Wang et al., 2011; Zhou et al., 2016). De
maiz se aislaron los FT ZmDBP4K, que es inducido por
sequia, y ZmDBF3, inducido por sequia, salinidad, altas y
bajas temperaturas. En las plantas GM obtenidas se lo-
gré generar tolerancia a todos los factores abiéticos
mencionados anteriormente, con excepcion de las altas
temperaturas (Wang et al., 2011; Zhou et al., 2016). Con
respecto al algodon, se aislé los genes inducidos por frio
y alta salinidad GhDREB1 y GhDREB; este ultimo induci-
do también por sequia (Gao et al, 2009; Shan et al,
2007). En el caso de GhDREBT, las plantas GM unica-
mente presentaron mayor tolerancia al frio, ademas de
retraso en el crecimiento y floracion al cultivarlas en
condiciones normales, en comparacién con el tipo sil-
vestre no GM (Shan et al., 2007). Por su parte, las plan-
tas que sobreexpresaban el FT GhDREB mostraron tole-
rancia a los mismos tres factores abidticos que el algo-
don, sin mostrar efectos pleiotrépicos negativos (Gao et
al,, 2009).

Edicion génica en cultivos de origen neotropical

La edicién génica ha tomado fuerza durante la dltima
década. Esta técnica se basa en el uso de nucleasas que
inducen ruptura de la doble cadena (DSB, por sus siglas
en inglés) de ADN en sitios especificos del genoma, y
permite manipular practicamente cualquier gen al gene-
rar deleciones, inserciones o cambios en las secuencias
de ADN. Las primeras aproximaciones desarrolladas se
basaban en el uso de sistemas de proteinas con afinida-
des especificas al ADN, como por ejemplo las nucleasas
con dedos de zinc (ZFNs, por sus siglas en inglés) y nu-
cleasas efectoras tipo activador de transcripcion
(TALENS, por sus siglas en inglés) (Gaj et al., 2013; San-
der y Joung, 2014; Tang y Tang, 2017).

La metodologia que ha tomado mayor relevancia en la
actualidad es el sistema CRISPR/Cas9 para la edicion
génica. Por este medio se pueden alterar genes especifi-
cos, ya sea mediante la edicion permanente o su regula-
cion temporal. Este método, a diferencia de las ZFN y
TALENSs, permite tener mas de una secuencia objetivo al
coexpresar la proteina Cas9 con miltiples ARN guia
(ARNg) de forma simultanea (Sternberg y Doudna,
2015). Mediante la edicion génica es tedricamente posi-
ble realizar cambios tendientes a mejorar rendimiento y
calidad de los cultivos, asi como también incrementar la
resistencia a enfermedades y virus en los mismos (Gaj et
al., 2013; Sander y Joung, 2014; Tang y Tang, 2017).

En plantas de maiz se realiz6 la edicion del gen endo-
geno ARGOS8 mediante CRISPR/Cas9 para generar
nuevas variantes. El gen ARGOS8 regula negativamente
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la respuesta al etileno y se ha visto que su sobreexpre-
sion incrementa el rendimiento en cuanto a produccién
de granos en condiciones de sequia (Shi et al., 2015,
2017). Para crear las nuevas variantes, el promotor
GOS2 del maiz se usé para reemplazar el promotor
nativo de ARGOS8, o para ser insertado en la region 5'
no traducida de ARGOSS. Al llevar las plantas editadas
al campo se encontré mayor rendimiento en la produc-
cién de granos bajo condiciones de sequia, en compara-
cion con las plantas no GM. Lo anterior demuestra que
la edicion de genes endégenos es una alternativa para
crear variantes con caracteristicas agronémicas impor-
tantes, como lo son el rendimiento de la produccién y
tolerancia al estrés abidtico (Shi et al., 2017).

El CRISPR/Cas9 no solamente tiene potencial para gene-
rar nuevas variantes genéticas en los cultivos (Shi et al.,
2017), sino que también permite comprender el funcio-
namiento de genes. En plantas de tomate se silenci6 el
gen nativo inducible por sequia SIMAPK3. Luego de un
periodo de estrés hidrico, las plantas editadas presenta-
ron una menor actividad de enzimas antioxidantes, nive-
les mas altos de peroxido y mayor cantidad de danos en
membranas, asi como también, visiblemente se observé
un mayor marchitamiento, con respecto a las plantas
silvestres. Genéticamente, las plantas silenciadas presen-
taron regulacion negativa y positiva de distintos genes
de respuesta a estrés por sequia. Con los resultados ob-
tenidos, gracias a la generaciéon de plantas editadas me-
diante CRISPR/Cas9, se pudo esclarecer el mecanismo
por el cual este gen genera tolerancia a sequia. En con-
diciones de sequia, el gen SIMAPK3 se encarga de mo-
dular la transcripcion de genes relacionados con la res-
puesta al estrés y ademas de proteger las membranas
celulares del dafo oxidativo (Wang et al., 2017b).

En la misma linea de investigacion, Li et al. (2019) edita-
ron el gen SINPR en plantas de tomate para determinar
si este cumple alguna funcion en la respuesta a estrés
abidtico. Las plantas editadas presentaron una mayor
sensibilidad a sequia relacionada con una mayor apertu-
ra estomatica, contenido de MDA, pérdida de electroli-
tos y menor actividad de enzimas antioxidantes. Ade-
mas, se detect6 en las plantas editadas una disminucion
en la expresion de genes implicados en la respuesta al
estrés (SIDREB, SIGST y SIDHN), lo que sugiere que el
SINPR podria estar involucrado en la modulacion de su
expresion.

CONCLUSIONES

Los diferentes tipos de estrés abidtico, que afectan con
frecuencia los agroecosistemas, pueden incrementar en
los préximos afos con los efectos del cambio climatico

antropogénico. Para contrarrestar las pérdidas que pue-
den causar factores abiéticos, como sequia, salinidad y
cambios en la temperatura, se han implementado técni-
cas biotecnolégicas para conferir tolerancia a estos tipos
de estrés. Mediante la transformacién genética y edicién
génica se ha logrado conferir tolerancia en cultivos de
origen neotropical con importancia econémica a uno o
mas tipos de estrés ambiental.

Lo anterior ha sido posible debido a la identificacion y
caracterizacién de genes que estan involucrados en la
respuesta al estrés, produccién de osmolitos y diversos
FT. Sin embargo, la mayor parte de las investigaciones
revisadas se limitan a realizar experimentos en el labora-
torio con plantas in vitro o en invernadero, por lo tanto,
es necesario continuar investigando para determinar
cudl va a ser el comportamiento de la planta transgénica
o editada genéticamente en un escenario real, el cam-
po, cuando no solamente tenga que lidiar con la sequia,
sino también con el resto de factores abidticos y bioti-
cos que la pueden afectar, para determinar si la respues-
ta se mantiene. A futuro, valdria la pena realizar experi-
mentos de campo con plantas modificadas o editadas
genéticamente en zonas afectadas por diferentes facto-
res abidticos de paises en los cuales se producen masi-
vamente cultivos de origen neotropical. Por ejemplo,
resultaria interesante cultivar en la faja maicera de Esta-
dos Unidos lineas de maiz que sobreexpresen TsCBF1,
OsMYB55 o betA con el fin de determinar su tolerancia
a condiciones extremas.

Por otra parte, valdria la pena modificar los cultivos para
que posean mas de una estrategia para tolerar el estrés
abidtico. Para proteger el tomate de la salinidad y sequia
se podria sobreexpresar codA y SIWRKY39. De esta ma-
nera se incrementaria la sintesis de GB para generar un
efecto osmoprotector y el FT de tipo WRKY desencade-
naria una cadena de respuesta para la proteccion de la
planta.
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