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AVANCES EN EL CONOCIMIENTO DE LAS BASES
GENETICA Y MOLECULAR DE LA RESPUESTA

DE LAS PLANTAS A LOS ESTRES AMBIENTALES
ESPECIALMENTE DE CALOR

Lourdes Iglesias

Mucho antes de que los seres
humanos comenzaran a aiterar su
ambiente, los organismos, desde
los mas simples hasta los mas
complejos, iniciaron la evolucion
de métodos capaces e «nfrentar
laamplia diversidad de estrés am-
bientales, como son: las altas tem-
peraturas, la sequia, la salinidad,
asi como la toxicidad por metales,
entre otras.

Para responder ante los dife-
rentes factores estresantes, una
célularequiere de unaseiial espe-
cifica, asi como de la capacidad de
imerpretar adecuadamente el esti-
mulo, en una reaccién celular. En
general, la sefial transmitida del
amblente a la célula debe ser des-
cifrada, de forma tal que la célula
pueda reconoceria. Luego, la se-
fnal primaria 0 secundaria debe
entonces alterar algunos compo-
nentes celulares, que directa o in-
directamente medlan en la
respuesta observada. Esta res-
puesta se puede presentar en fa-
ses 0 en cascadas ordenadas,
tanto a nivel de célula como de
organismo.

Sin embargo, a pesar de los
numerosos estudios llevados aca-
bo para dilucidar los mecanismos
moleculares, que regulan la res-
puesta de ios organismos a los
estrés ambientales, hasta la fecha
no se dispone de suficientes ca-
so0s, donde se hayan podidotrazar
completamente los eventos funda-
mentales involucrados en este tipo
de respuesta, que contemple des-
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de la accion del agente inductor
hasta los genes afectados. Por lo
regular, la mayoria de los estudios
realizados se han concentrado en
la identificaciéon y(o) caracteriza-
cion de aquellos genes inducidos
por diversos estimulos, mas que
enlaviadetraduccionde las sefia-
les complejas, a través de los cua-
les estos fueron marcados. Un
ejemplo evidente de ello lo consti-
tuye el dano oxidativo, que se pre-
senta en bacterias y que conduce
alaactivacion del reguladortrans-
cripcional OxyR, el cual a su vez,
induce la actividad de aquellos
genes, cuyos productos protegen
a la célula del dano oxidativo. A
pesar de que, como sedalara
Ames (1989), citado por Cross
(1980), muchos de los genes que
son activados durante este proce-
so han sido caracterizados, aun
permanecen por dilucidar los me-
canismos por los que el factor
OxyR "detecta" el estrés oxidativo.

El ejemplo anterior evidencia
la escasa informacién que por lo
regular se dispone, incluso en or-
ganismos tan simples como las
bacterias, de cémo la expresién
génica se encuentra acoplada al
estimulo que lo provoca; no obs-
tante, en algunos casos se han
podido conocer las sehales prima-
rasquedesencadenan larespues-
ta a diversos estrés ambientales,
Asi, Herrlich (1989), citado por
Cross (1989), encontré que el da-
fio producido por la luz UV sobre
el ADN, constituye la sefal prima-
riaque desencadena la respuesta
a este estrés abidtico. De acuerdo
con este autor, una vez que el nu-
cleo ha sido notificado de la exis-
tenclade dafto en el ADN, el factor

transcripcional NF-kB, que en la
mayoria de los casos se encuentra
almacenado en forma inactiva en
el citoplasma, recupera su activi-
dad de unirse al ADN y translocar-
se al nucleo. donde activa la
transcripcion de un subconjunto
especificode genes. Aunque nose
conoce el rol det factor NF-kB en
las céiulas irradiadas, es muy
probable que la transcripcion del
mismo pudiera servir para incre-
mentarla expresién de algunos ge-
nes especificos, implicados en los
eventos que conllevan ala repara-
cién def ADN o pudiera elevar la
velocidad de transcripcion de ge-
nes involucrados en la blosintesis
de flavonoides, o cual ha sido se-
nalado por Chappel!l y Hahl-
brock (1984), como una via que
emplean las plantas para minimi-
zar el daio que provoca este es-
trés ambiental.

Aunque la enorme heteroge-
neidad de agentes estresantes di-
ficulta la comprensién de los
patrones de respuestas, que tanto
de tipo especifico como inespeci-
fico se desencadenan en la mayo-
ria de los organismos vivientes, se
pudiera generalizar lo planteado
por Buddie y Randall (1890}, con
relacién a que el proceso de tra-
ducclén de una sefal externa
contempla cuatro eventos conse-
cutivos:

a) La presencia de la sefal trans-
mitida del ambiente a la célula:
estasenal, denominadaalarmo-
na, puede ser ambiental como
laluzy latemperatura, o puede
provenir de otro tejido o tipo
celular, como por ejemplo, de
hormonas, metabolitos, iones o
aoeﬂbs\ patogénicos.



b) El acoplamiento para la traduc-
cion de ia seial a efectores o
segundos mensajeros, tales co-
mo el calcio, fosfolipidos y poli-
cationes, los cuales pueden
regular los procesos de fosforl-
lacion y defosforilacion.

c) Cambios en el estado de fosfo-
rilacion de los substratos pro-
teicos marcados, por la accion
de efectores o segundos men-
sajeros, en la estimulacién o in-
hibicion de las actividades de
lasenzimas: proteina quinasay
proteina fosfatasa, que catali-
zan los procesos de intercon-
version.

d) Alteracion de la actividad o fun-
cion proteica "marcada®, con el
consiguiente cambio en la bio-
quimicay fisiologia celular.

Cabe significar, dentrode es-
te contexto, la importancia de los
cambios conformacionales en la
regulacion de las respuestas a es-
trés ambientales, atendiendo a
que como los cambios conforma-
cionales raramente requieren de
sintesis de proteinas de novo, ellos
representan un mecanismo muy
adecuado, mediante el cual ias cé-
lulas pueden responder rapida-
mente a las sefiales ambientales.
De estaforma, los cambios confor-
macionales causados principal-
mente por fosforilacién de las
proteinas, proporcionan asi un
mecanismo efectivo para alterar
reversiblemente la actividad enzi-
matica o la funcion proteica. De
hecho, el status de fosforilacion de
una proteina, refleja la actividad
relativade la proteina quinasay la
proteina fosfatasa, que catalizan
los procesos de interconversion.
En la actualidad se conocen apro-
ximadamente 30 proteinas diferen-
tes, en plantas que han sido
Identificadas como blancos de la
acciébn de la proteina quinasa
(Buddle y Randall, 1880; Randall y
Blevins, 1990).

Dentro de este contexto, se
debenresaltarlosresultados entre
otros obtenidos por Sheen (1883),
enrelacion con el hecho de que la
expresion génica inducible por la
luzrequiere de la actividad protei-
na fosfatasa en maiz, asi como los
detectados por Zhou et al. (1993),
quienes encontraron que la fosfo-
rilacion de la proteina ‘heat shock'’
de27kD (HSP27), se encuentrain-

volucrada en la termorresistencla
celular en mamifero. De acuerdo
con estos Ultimos autores, 1a fosfo-
rilacion de la HSP27 correlaciona
en tiempo con la activacién tran-
siente de la proteina kinasa HSP27
especifica. Aunque se desconoce
el mecanismo por el cual la activi-
dad HSP27 kinasa es inducida por
'heat shock’, se ha indicado (La-
voie et al., 1993) que la acumula-
cién de HSP27 esta asociada con
una mayor estabilizacion de fila-
mentos de actina.

A pesar de qQue no se han
podido esclarecer, en general, la
funciény la identidad de estas fos-
foproteinas y el efecto que ejerce
la fosforllacién sobre la funcién
proteicay la(s) senal(es) de inicia-
cién de la respuesta a estrés abié-
ticos, si se han podido lograr
algunos avances en ia compren-
sién del rol del calcio como segun-
do mensajero, en la respuesta de
las plantas a estrés abiéticos. Asi,
se ha indicado (Cheung, 1980)
que la exposicion de las células a
unagran variedad de estimulos ex-
ternos, provoca un incremento (10
a Loo veces) en los niveles de
Ca“* gitoplasmatico. Estos iones
de Ca“' pueden, como ha sido
demostrado en Arabidopsis por
Janet Braam y Davis (1990), unirse
con algunos compuestos, como
las Calmodulinasy desencadenar
una cascada de eventos regulato-
nos.

Porotra parte, se haindicado
(Guerrero y Mullet, 1988) que al-
gunes de las respuestas de las
plantas a estrés ambientaies,
constituyen un resultado directo
de cambios fisicos acompafando
la pérdida de turgencia celular,
mientras que otras respuestas
pueden estar asociadas con alte-
raciones en los niveles de regula-
dores del crecimiento de la planta.
En conexién con lo antes plantea-
do, se ha detectado que la res-
puesta al acido abscisico (ABA),
implicado en el ajuste osméticode
las plantas cultivadas, fundamen-
taimente en condiciones de sequia

y salinidad (Rana Munns, 1968; -

Skriver y Mundy, 1890), resuita de-
pendiente del Ca? * (Napier,Chap-
man y Black, 1989, y Shroeder y
Hedrich, 1988). Actualmente di-
versos autores (Skriver y
Mundy, 1920, Guerrero, Janes y
Mullet, 1990) se encuentran estu-
diando la expresién génica regula-
da por ABA.

Ademas desu rol en la regu-
lacién de la actividad de los fac-
tores de trascripcion, las
alteraciones conformacionales
también explican el efecto de las
proteinasinducidas por estrés, so-
bre sus substratos celulares. Al
respecto, se ha indicado que las
proteinas 'heat-shock' (HSP), re-
gulan la protedlisis y el transporte
celular, poralteraciande la confor-
macién de los substratos (protea-
sas, substratos de las proteasas o
complejos substratos-proteasas),
a los cuales se unen los mismos
(Carol Gross,1989; Elizabeth
Craio, 1989, citados por Cross,
1089).

Porotra parte, cabe significar
laintrincada coordinacion que pre-
sentan las respuestas de los orga-
nismos ante la adversidad
ambiental. Dentro de este contex-
to, cabe citar los resuitados obte-
nidos por Neidhardt (1989), citado
por Cross (1989), al analizar los
patrones electroforéticos bidimen-
sionales de numerosas proteinas
bacterianas inducidas por estrés
abiético. De acuerdo con este au-
tor, de las aproximadamente 400
proteinas que se expresan, como
resultado de diferentes estimulos
ambientales en bacterias, alrede-
dor de 60 son inducidas por mas
deunasedal. Esto sugiere que las
vias de sefalizaclon, poseen con-
juntos solapantes de respuestas
que utilizan componentes comu-
nes.

Por ejemplo, se ha indicado
(Van Bogelen, Kelley y Neidhardt,
1987) que enE. coljalgunos agen-
tes toxicos como el cloruro de
cadmio inducen mas de un regu-
16n (regulones 'heat shock’, SOS y
estrés oxidativo), dado que pro-
bablemente el mismo genera mul-
tiples sefales en ias células
afectadas.

En eucariotes, resultan mu-
cho méAs comunes los ejemplos
que ilustran la complejidad en los
patrones de expresidn génica que
pueden generarse, incluso a partir
de un mecanismo regulatorio apa-
rentemente simple. Dentrode este
contexto, cabe resaltar los resulta-
dos obtenidos por Wu'(1989), cita-
do por Cross (1989) en
Drosophila, quien detectd la pre-
sencia de dos vias diferentes de
activaciondelos factores de trans-



cnpcidn 'heat-shock' y los de Ker-
tin Nordin, Pekka y Palva (1991),
acercade la existencia de tres vias
independientes, pero convergen-
tes. en Arabidopsis thaliana, impli-
cadas en la induccion del gen
111 140, ante las bajas temperatu-
mas.

De acuerdo con Vierling y
Kimpel (1992), muchas de estas
respuestas se solapan dada las si-
militudes en los cambios fisiol6gi-
cos que ocurren. Por ejemplo, el
estres de sequia, el de salinidad y
el producido por bajas temperatu-
ras implican problemas con la dis-
ponibilidad del agua. De este
modo, la exposicién ante un tipo
de estrés puede inducir cierto gra-
dodetolerancia a otro estrés.

En particular cabe significar,
que se ha reconocido ern 1 .uchos
organismos que la respuesta
"heat-shock’ (HS) es también indu-
cida por otros agentes estresan-
tes, tales como: etanol, anoxia,
analogos de aminoécidos, lones
demetales pesadosy arsenio (Na-
gao, Kimpel y Key, 1990). Dentro
de estos, solo los tratamientos con
arsenito y en menor extensién con
cadmio, inducen en plantas una
respuesta a temperatura normal,
similar a la respuesta HS (Czarnec-
ka ot al., 1884), ya que como indi-
cara Nover (1989), citado por
Kennedy, Mary Rumpho y Fox
[1992), las proteinas ASP expresa-
das durante la anaerobiosis, son
diferentes a las expresadas por
otros estrés, con la Gnica excep-
cién de las HSP de 27-28kD, ob-
servaclas durante el estrés de calor
ensoya, que también se presentan
durante la anoxia. De esta forma,
como bien senalara Nagac, Kim-
pel y Key (1990), esta diferencia
aparente en la respuesta de las
plantas al estrés, puede reflejar la
necesidad que tienen las plantas,
como organismos no movibles,
para mantener una respuesta alta-
mente refinada ante la amplia va-
riedad de estrés a las cuales ellas
estan rutinariamente expuestas.

Por otra parte, de acuerdo
con Guarente (1989), citado por
Cross (1989), estas multiples posi-
bilidades regulatorias que se pre-
sentan pueden, entre otras, estar
dadas por la existencia de familias
geénicas de factores de transcrip-
cién. Asi, segun Lambs (1989}, ci-
tado por Cross {(1989), los genes
en estas familias por lo regular
muestran un alto nivel de polimor-
fismoy pueden, ademéas de ejercer
su rol ante la respuesta a estrés,

particlpar en aquellos eventos re-
lacionados con el desarrollo de la
planta.

Al respecto, cabe recordar
que laresistencia a estrés ambien-
tales se encuentra, como se indica
enlafigura 1, conferida por carac-
teres expresados en los cuatro ni-
veles de organizacion: desarrollo,
estructural, fisiologico y metabdli-
co o bioquimico. Los caracteres
expresados en los niveles supe-
riores se encuentran, por o regu-
lar, controlados por muchos genes
y se conocen solamente muy po-
cos casos en plantas, de simples
genesque condicionan resistencia
o susceptibilidad a un estrés am-

blental dado (Hansonet al., 1986).
Un ejemplo de ello se ilustra en la
figura2, donde se muestra la estra-
tegia para localizar, mediante el
empleo de marcadores molecuia-
res, como el polimorfismo de lon-
gitud de fragmentos de restriccion
(RFLP), el gen que confiere tole-
rancia al aluminio en trigo, que de
acuerdo con Kerridge y Krons-
tad (1968), se encuentra determi-
nado por una " herencia
monogénica dominante.

De este modo, de existir un
estrecho ligamiento entre el gen
deseado con un marcador mole-
cular, es posible, por la técnica de
Chromosome walking, ‘caminar*
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Figura 1. Niveles de organizacion en que se expresan los caracteres
involucrados en la tolerancia a estrés ambientales
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Figura 2. Estrategia para localizar el gen que confiere tolerancia al
aluminio en trigo mediante el empleo de marcadores RFLP
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a lo largo del cromosoma, desde
el marcador al gen que confiere la
tolerancia, via fragmentos sola-
pantes. Sinembargo, a pesarde la
utilidad potencial que reviste el em-
pleo de marcadores moleculares,
como los RFLP en esta direccién
(Lourdes Iglesias y Rojas, 1992), la
efectividad de esta estrategia pue-
dellegar a afectarse por la presen-
cia de bloques de secuencias de
ADN repetitivo, que pueden en-
contrarse separando el gen desea-
do del marcador molecular. A
pesar de estas limitaciones, esta
eslaestrategia que actualmente se
sigue, para identificar los genes in-
volucrados en la tolerancia a la
salinidad en arroz (Lourdes Igle-
sias, 1993, datos no publicados;
Shouyi Chen, 1991, comunicaciéon
personal).

Esporello, que a pesarde los
numerosos estudios llevados aca-
bo para dilucidar los mecanismos
moleculares, que regulan la res-
puesta de las plantas a est[és am-
bientales, hasta la fecha no se
dispone de suficientes casos,
donde se hayan podido trazas
completamente los eventos fun-
damentaies implicados en este ti-
po de respuesta, que contemple
desde la accién del gen inductor
hasta los genes implicados. Por lo
regular, la mayoria de los estudios
realizados se han concentrado en
la identificacion y caracterizaci6n
de aquellos genes inducidos por
diversos estimulos, mas que en la
via de traduccioén de las senales
complejas, a través de las cuales
estos fueron "marcados".

A modo de ejemplo se rela-
cionan en la tabla | algunos de los
genes especificos que se expre-
sandurante las condiciones de es-
trés abibticos en plantas. Dentro
de ellos, uno de los que han sido
mejor caracterizados son los que
estan implicados en la respuesta
de las plantas al calor, por lo que
se abordaran seguidamente algu-
nos de los principales avances al-
canzados, en el esclarecimiento
de la base genético-molecular de
larespuesta a este estrés ambien-
tal en plantas.

Desde el puntode vistamole-
cular se sabe que todos los orga-
nismos, desde la bacteria hasta el
hombre, respondan al estrés de

Tabla I. Genes caracterizados implicados en reacciones de estrés

abiéticos en plantas
Estrés Gen Via, acoidon
impuesto Ptanta afectado génioa, funcién  Referencias
Calor Soya Grupos de genes de Funocion exacta Sachs y Ho
Guisante  68-104kDa por dilucidar  (1966)
Tabaco 20-33kDa
Tomate 1518 kDa Proteina HS
Maiz permite esta-
Cebada blecer termo-
tolerancia
Salinidad Tabaco Prot 26idDa Sing et al (1989)
Aoz Sait 15kDa Claes oral.
Cebada Dos nuevos mANA (1990)
inducidos Ramogapal
Prot26y 27 kDa (1987)
Tomate pN24 King o7 af (1988)
Frio A Thabana M 140 Nordin e?a/
Tomate thiol proteasa Degradacion (1991)
Proteinas Schafer y Fisher
(1988)
Alfalfa Qen inducido Mohapatra of af
por ABA (1988)
Anaerobiosis Arroz Glucosa 6 fosfato isomerasa Dennis ot a/
Sorgo Fructosa 1,6 difosfato aldolasa (1987)
Guisante Sucrosa sintetasa Sachs y Ho
Zanahoria  Piruvato decarboxi#asa (1986)
Cebada Lactato deshidrogenasa
Maiz Alcohol deshidrogenasa
Estrés Arroz Rab 21 Mundy y Chua
hidrico Maiz Polipéptido 15kDa (1988)
Cebada 2Da Gomez etal
(1988)
Chandler ¢7a/
(188)
Mimulus Proteina unida-Cu Sachs y Ho
Metales Soya Proteina unida-Cd " (1986)
pesados Soya Proteina unida-Cd Fujita e Inewashi
(1987) ,
Fujita e Inewashi
(1987)

calor mediante la induccién de un
nuevo conjunto de proteinas de-
nominadas 'heat shock' (HSP), las
cuales estan codificadas por fami-
lias muitigénicas (Nagao y Key,
1989), se expresan de formacoor-
dinaday muestran diferencias sus-
tanciales en cuanto a tamaiio,
con rango de sus pesos molecula-
res entre 15-110kD (Kimpel! y
Key, 1985).

A diferencia de las HSP de
alto peso molecular (68-70, 84,
92kD), que resultan altamente con-
servadas entre los diversos orga-
nismos, se ha detectado la
presenciade una mayor abundan-
cia y complejidad en las HSP de
bajo peso molecular (Lin, Roberts
yKey, 1984), donde se han llegado
hasta detectar 20-30 polipéptidos
diferentes, dentro del grupo de
proteinas correspondiente a 15-
27%D (Key et al., 1985). En general,
sobre la base de diversos estudios

efectuados, se haindicadoque las
HSP de bajo peso molecular pre-
sentan una regién mas conserva-
da, situada cerca del extremo
carboxilico terminal de la proteina
y otra de menor homologia, situa-
dacercade la porcién aminotermi-
nal, que especifica la localizacion
celular de las mismas. Teniendo
todo esto en consideracién, Vier-
ling et al. (1988) propusieron que
fas HSP de bajo peso molecular
pudieran evolucionar de un simple
gennuclear.

Por otra partey aunque toda-
via permanecen numerosas cues-
tiones por dilucidar, en torno a los
mecanismos que operan en la re-
gulacion de la respuesta al calor,
se sabe que en casitodas las célu-
las, lainduccién de las HSP implica
una activacién transcripcional de
sus genes. Sinembargo, a diferen-
ciadeloqueocurreen§. coliyen
levaduras, donde la respuesta HS



es controlada primariamente a ni-
vel transcripcional, se ha plantea-
do (Nagao, Kimpel y Key, 1990;
Kimpe! ot ai., 1990) que en plantas,
axisten ademas otros controles
reguiatorios, operando a nivel pos-
transcripcional (Ejemplo: proce-
samiento de ARN mensajero y
raduccional).

Los avances alcanzados,
particularmente a través de los es-
tudios de induccién por calor, de
los genes hsp70de Drosophila, en
sistemas heterdélogos, demuestran
que lasenal de reconocimiento en
1a respuesta HS resuita similar en
un conjunto ampliamente diver-
gente de especies. De esta forma,
se ha confirmado la presencia
de un elemento de control posi-
tivo, denominado elemento 'heat
shock' (HSE}), cuya secuencia nu-
cleotidica se ha conservado nota-
biemente en los genes 'heat shock'
desde la levadura hasta el hombre.
Este puede ser definido como un
ordenamiento contiguo de un moé-
auls de 5 pb 5-nGAANn-3’, en el
que cada uno se encuentra inverti-
do en relacién con los modulos
inmediatamente adyacentes (Pel-
ham, 1982; Anuri, Ananthan y
Voellmy, 1988, Lis y Wu, 1992).

Los estudios en E. coli efec-
tuados entre otros por Straus, Wai-
ter y Gross (1989) y Zhou y
Gross (1992), han puesto en evi-
dencia que la transcripcion de los
genes 'heat shock’ en dicho orga-
nismo se encuentra bajo el control
de o™ un factor v alternativode la

ARN polimerasa codificado por
rpoH (htpR). De este modo, al ele-
varse latemperatura se incremen-
tatransientemente hasta 20 veces
la cantidad de por célulay se
incrementa la transcripcion de los
promotores ‘heat shock'. Al dismi-
nuirse la temperatura, se reprime
latranscripcion de los genes 'heat
shock’ por un mecanismo inde-
pendiente de la concentraciéon de
, pero que puede llevar a una
inhibicion de la actividad especifi-
cade E™2. Asi, lareduccion en la
expresion de genes ‘heat shock’
que sigue alainhibicion de protei-
nasenel mutante gnpE280 sugiere
quelos 0"y la EO™“ que se sinte-
tizan de nuevo resulten funciona-
les, pero uno de eilos o ambos
sufren un proceso de inactivacion
(Straus, Walter y Gross, 1989).

De esta forma, de acuerdo
con el modelo propuesto por Pel-
ham (1985 y que diagramatica-
mente se presenta en {a figura 3,
este elemento clave HSE, interac-
tua con un factor transcripcional
conocido como factor heat shock
(HSF) (Wiederechtatal., 1687, Na-
gao, Kimpely Key, 1990), el cual se
encuentra presente constitutiva-
mente en eucariotesy solo requie-
re de la *activacion® por HS para
unirse fuertemente al elemento re-
gulatorio HSE en el promotory con
ello promover la transcripcion,
probablemente através de su po-
sible interaccion con la ARN poli-
merasay (o) lacaja TATA (Pelham,
1985). De acuerdo con Lis y- Wu

\HSF/
POLLU N
{  histona \)~—-- HSE
T

TATA[—C_

i

TATA copoLl [T

(B): CONDICION ESTRESANTE

Figura 3. Representacion diagramética del modelo propuesto por

Petham (1888) para explicar la respuesta 'heat shock’

(1992), es posible que el HSF acti-
vado actue sobre la ARN polimera-
sa alterando sus propiedades de
elongacion o sobre otros compo-
nentes del compiejo promotor,
para facilitar a ia ARN polimerasa
escapar de la pausa.

Ahora bien, cuando las célu-
las retornan a las condiciones nor-
males de temperatura, se "apaga*
la transcripcién de estos genes
hspy el factor HSF se vuelve inac-
tivo. En Drosophila se ha indicado
(Neidhard, VanVogeleny Vaughn,
1984) que al parecer laformainac-
tiva de HSF, constituye un produc-
to derivado de rompimientos
proteoliticos de la forma activa,
presente en las células sometidas
aestrés de calor.

Estudios mas recientes lleva-
dos acaboen Drosophila por Wes-
twood, Clos y Wu (1991), han
permitido comprobar que la forma
inactiva de los HSF se encuentra
en el nucieo como pequenos oli-
gémeras, pero que al ser someti-
dosa’'heatshock’ se conviertenen
multimeros activos. De este modo,
como sefnalaron Clos et al. (1993),
la induccion a unirse los HFS con
el ADN esta dada por una transi-
cién del estado de monémero a
trimero, implicando interacciones
Jpperde ieucina (Westwood, Clos
y Wu, 1991, Rabindran et al., 1983,
Westwood y Wy, 1993}, como se
ilustraen lafigura 4.

De hecho, de acuerdo con
Rabindranet al. (1993}, en dos su-
bregiones en el extremo terminal
carboxilico del HFS humano, es-
tan implicados en el mantenimien-
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Figura 4. Modelo para la repre-
sién de la formacién
de trimeros de HSF,
segln Rabindranetal.
(1983)



to de la forma monomérica de la
proteina en condiciones normales.
Aunque ain se desconoce como
estasdos regiones actian parare-
primir laformacién de trimeros, los
estudios biofisicos y los cambios
conformacionales que acompa-
fan la transicién de mon6émero a
trimeroestande hecho ya ayudan-
doaalcanzar una mayor compren-
sion de como el HSF es capaz de
detectar y: traducir las sefales
‘heat shock'.

Asi, como indicaran Lis y
Wu (1992), es muy probable que
todos los inductores no relaciona-
dos que desencadenan una res-
puesta'heatshock’ puedan actuar
afterando la conformacién nativa
del factor de transcripcion HSF,
con lo cual la solucion dei enigma
delatraduccion de senales de es-
trésradicaria en la propia arquitec-
turamolecular de a proteina HSF,
asi como en sus interacclones con
reguladores negativos.

De los estudios de clonacién
y caracterizacién del gen HSF de
levadura, efectuado por Sorger y
Pelham (1988) se pudo, entre
otras cosas, precisar que la activi-
dadtranscripcional que se presen-
ta durante la respuesta HS esta
asbciada con cambios en el esta-
dode fosforilacién de los HSF. Es-
tos autores asimismo propusieron
que la expresion de los genes HS
en levadura se encuentran modu-
lados por fosforilacion del HSF
asoclado al ADN, lo que le permite
una interaccion mas eficiente del
factor con el complejo de trans-
cripcién. Aunque los HSF de los
eucariotes superiores difieren del
de levadura, en que no se une al
promotor HS a temperatura nor-
mal de crecimiento, es muy posi-
ble que como sugirieran Kingston
et al. (1987), la activacién y modu-
lacién de la transcripcion de 1os
genes HS durante lainduccién por
calor pueda hacer uso de un me-
canismo de fosforilacién similar.
Estudios futuros permitiran esta-
blecer el rol de la fosforilacién, ya
sea como un controlador de la ac-
tividad HSF en levadura como en
el control posterior de su unién
con el ADN en eucarlotes supe-
riores.

Ahora bien, mientras este
mecanismo de activacién resulta
consistente con la induccién por

calor, se ha detectado la presencia
de olras regiones regulatorias, que
influyen en el nivel de transcrip-
cién. Asi, se ha detectado que la
mayoria de los genes de soya se-
cuenciados hasta la fecha poseen
también multiples HSE (Key y Na-
gao, 1987).

Dehecho, estudios compara-
tivos efectuados en la region 5' de
cuatro genes que codifican para
proteinas de soya de 17kD, han
revelado que la caja TATA
(TTTAAATA) se encuentra presen-
te en cada uno de estos genes
situados entre 27 y 31 pb del sitio
de comienzo de la transcripcion.
Més arriba, 31 a 41 pb del extremo
5' de la caja TATA se encuentran
dos HSE solapantes con HSE si-
tuados a varias posiciones algo
mas arriba de esos genes (Nagao
et al., 19895).

De acuerdo con Xiao y
Lis (1988), el HSE funcional inctu-
ye bases mas alla de HSE de 14 pb
y este elemento regulatorio pue-
de describirse mejor como un di-
mero de secuencia de 10 pb
(nTTCnnGAnNN). Estos resultados
concuerdan con lo obtenido por
Nagao et al. (1989), quienes detec-
taron que todos los genes secuen-
ciados pertenecientes a la clase |
del grupo de HSP de bajo peso
molecular poseen la secuencia
TTCnnGAA, como parte de dos pa-
res solapantes de HSE proxima-
les a la caja TATA (esto es:
NTTCnNnGAANNT (T/A)Cn).

Otros estudios desarroliados
porCzarneckaet al. (1989), citado
por Nagaoet al. (1990}, han permi-
tido comprobar la presencia de al
menos cinco regiones del sitio 5'
de comienzo de la transcripcion,
que pueden jugar importantes ro-

les regulatorios en la expreslén de
losgenes HS. Estas regionesinclu-
yen, ademas de la caja TATA, dos
regionesen lasecuencia-40a-100
que incluye al HSE proximal a la
cajaTATA (Sitio 1) y una secuencia
HSE mas arriba (Sitio 2) ademas
de una region rica en A-T situada:
-120 a -150, que se requiere para
una completa actividad (Czarnec-
kaetal., 1980) y unaregién situada
entre -180 y -244 que contiene
ademasde TATA unadiada parcial
de HSE (TATAAACAATTTC), que
contribuye en cerca de un 65 % a
la actividad del promotor.

Ademés de las secuencias
precedentes, las cuales parecen
jugar roles importantes en la ex-
presion del gen Gmhsp17.5-E de
soya, se han detectado otras se-
cuencias, que pueden ejercer un
rol regulatorio en la expresion in-
ducida por el calor (Czarnecka et
al., 1989, citado por Nagao, Kim-
pely Key, 1990). Unadeellases!a
secuenciasimilar a la caja CCAAT
(-87 a-81), situadainmediatamen-
te al extremo 3' del HSE y la otra
una secuencia alrededor de un
HSE, con un minimo consenso,
que incluye una secuencia seme-
jante al ‘enhancer’ SVAQ, que so-
lapa al HSE y, a su vez, esta
precedido por un segmento de re-
siduos alternantes de purinay piri-
midina (Czarnecka et al., 1989,
citado por Nagao, Kimpel y Key,
1990).

En la figura 5 se muestra la
representacion diagramaética del
promotor Gmhsp17.5-E de soya
(Key y Nagao, 1987), donde se
puede apreciar la posicion de algu-
nas de ias secuencias relatorias
antes enunciadas. Dentro de este
contexto cabe resaltar las secuen-
cias ricas en A-T, que al parecer
constituyen elementos accesorios

DIADA

: elemento heat schock
(HSE)

Figura 5. Promotor HS del gen Gmhsp17.5-E de soya segin Gurley

. et al. (1987)



que contribuyen a la méxima ter-
moestabilidad. En este sentido, se
ha especulado (Key y Na-
gao, 1987) que estos tipos de re-
giones puedan ser responsables
de la mayor abundancia de protei-
nas de bajo peso molecular detec-
tadasen plantas.

Los estudios por otra parte
realizados por Rochester, Winer y
Shah (1886), han permitido com-
probar que la estructura de los ge-
nes de maiz, que codifican para
HSP70, difieren de otros descritos
hastalafecha, en que contienen un
intron situado en la misma posi-
cion que el gen hsc1, que se ex-
presa de forma constitutiva en
Drosophila.

En particular, se ha indicado
que los genes hsp70 se han con-
servado notablemente aun entre
organismos remotamente relacio-
nados (Rochester ot al.,, 1986 y
Jadwiga Wild et al., 1992). Al res-
pecto Bardwell y Craig {1984) ha-
ilaron hasta un 47 % de homologia
entrelaHSP70 del maizy la protei-
na DNaK de E. coli que es un
miembro de esta familia. Mas re-
cientemente Perrey y Wink (1991)
encontraron que el clon cADN
pPLZ17 presentaba hasta un
73.9 % de homologia con los ge-
nes hsp70 de organismos no rela-
cionados.

AlOn mas sorprendente resul-
talanotable homologia, que como
se puede apreciar en la tabla |l,
presentan los promotores 'heat
shock’ en eucariotes. Esto susten-
ta también el criterio de que los
mecanismos implicados en la in-
duccion de genes hsp,. han sido
altamente conservados en euca-
riotes. Evidencia de ello, lo consti-
tuye el hecho de que el promotor
hsp70de Drosophila, funcionay es
inducible al calor en tabaco (Spe-
na et al., 1985; Spena y Schell,
1987), y que el gen hibrido hsp70
construido a partir de dos genes
hsp de maiz, resulta termalmente
inducible en una planta transgéni-
ca de Petunia, ademés del hecho
dequeeste gen pudo serexpresa-
do a partir de su propio promotor
(Rochester, Winer y Shah, 1986).
De acuerdo con Ruth Tsuchido,
Van Bogeien y Nudhart (1986), es

Tabla ll. Secuencias comunes en promotores heat shock

Gen Secuencia HSE Distancia a TATA TATA
Drosophlia
hsp70 ATAAAGAATATTCTAGAA + 215

CTCGAGAAATTTCTCTGG + 144

TTCTCGTTGCTICGAGAG + 38

GCCTCGAATGTTCGCGAA + 15 TATAAATAGAGGQCGC
hsp 68 GACTGGAATGTTCTGACC 45

ATCTCGAATTTTCCCCTC + 12 TATAAATACGGGCGC
hsp 22 CCCCAGAAACTTCCACGG 147

GOGAAGAAAATTCGAGAG 48

TGCCGGTATTTICTAGAT 26 TATAAATAGCCACCG
hsp 23 CCCGAGAAGTTTICGTGTC 7 TATAAATAACCGCAC
HSP 26 TTCCGGACTCTTCTAGAA 13 TATAAAAGCAGCGTC
Soya
hsp 17 ATCCCGAAACTTICTAGTT 129

GTCCAGAATGTTITCTGAA g8

TITCAGAAAATTCTAGTT 78

CCCAAGGACTTTCTCGAA 28 TTTAAATACCCCATG
Idea Bésica C GAA mc G TA

TATAAA  AG

muy probable que la conservacién
genética universal de la respuesta
'‘heat shock’ tenga al menos en
partesu base en alguna caracteris-
ticauniversal deladivision celular.

A pesar de que, aun no se
conoce cOmo se encuentra regu-
lada la respuesta HS en los orga-
nismos estudiados,se ha senalado
(Camoto y Tanguay, 1982) que los
cambios observados en el gradoy
los patrones de metilacion de las
histonas que se presentan bajo
‘heatshock’, pueden estarimplica-
das en la reorganizacion estructu-
ral de la cromatina que acompafa
la supresion de la sintesis de ARN
mensajero normal. Por otra parte,
los estudios realizados en Drosop-
hila por Di Domenico, Bugaisky y
Lindquist (1982) han revelado que
la HSP70 juegaunrolen la regula-
cién de su propia sintesis, asi co-
mo de otras HSP tanto a nivel
transcripcional como traduccio-
nal.

Similarmente se ha confirma-
doen E. coli,que ladisminucion en
lasintesis de HSP, que se produce

70

durante HS, se debe a la acumuia-
cion de ia proteina DnaK (homélo-
ga al HSP70), de modo que esta
puede considerarse un regulador
negativo de la sintesis de HSP
{Neidhard, Van Bogelen y Vaughn,
1984).

Alrespecto, se cuenta actual-
mente con suficientes evidencias
que indican que las proteinas
DnaK junto con la DnaJ y la GrpE
actuan como un termometro celu-
lar, requlando la estabilidad, la sin-
tesis y la actividad del factor o de
ARN polimerasa, o*2en respuesta

. aladisponibilidad de sus substra-

tos (Cralg y Gross, 1991). Se ha
indicado asi mismo (Jadwiga Wild
et al., 1992) que tanto la DnaK co-
mo la DnaJ estan implicadas en la
exportacion de algunas proteinas,
actuando posiblemente como sus
chaperonas y que en particular la
DnaK pueda resuitar un regulador
clave, cuya funcién consista en
coordinar la actividad de una am-
pliavariedad de proteinas necesa-



rias para mantener un Incremento
balanceado en un ambiente fluc-
tuante.

Sin embargo, como bien se-
fialan Lis y Wu (1992), la posibili-
dad de que las proteinas 'heat
shock' afecten la multimerizacion
del HSFy de este modo proporcio-
nenun medio de regulacion 'feed-
back’, requiere de una mayor
sustentacion experimental.

Dentro de este contexto, ca-
be significar los resultados obteni-
dos en soya, donde se han podido
apreciar las propiedades de auto-
rregulacion durante HS continuo,
ya que los HSARN mensajeros se
acumulan a niveles maximos du-
rante una a dos horas de HS y
luego comienzan a declinar gra-
dualmente (Nagao et al., 1986;
Key y Nagao, 1987). Los HSP sin-
tetizados, a partir de estos ARN
mensajeros, se acumulan en el te-
jidoy son estables durante varias
horas. Asimismo, los HSARN men-
sajeros sintetizados durante un se-
gundo ciclo de cator pueden ser
aun mas estables que durante el
tratamiento Iniciat de calor (Kim pe!
ot al., 1990).

De acuerdo con Kimpel et al.
(1990), todos estos resultados in-
dicanque los HSP70 funcionan co-
mo regulador negativo o ‘feed-
back’ de esta respuesta. Es posi-
ble, como apuntaran dichos auto-
res, que la HSP70 de soya posee
un rol similar en la regulacion de
esta respuesta en plantas y que
uno o mas, de la masa abundante
de HSP de bajo peso molecular
pudiera ejercer un rol regulatorio
en dicha respuesta. Debe desta-
carse dentro de este contexto la
reciente revision efectuada por
Vierling (1801), acerca de los roles
de las proteinas 'heat-shock' en
plantas.

Aunque los conocimientos
que se disponen actuaimente, en
relacion con la significacion biolé-
gicade esta respuesta en plantas,
resuitan todavia un tanto rudimen-
tarios, se haindicado (Marmilori et
al., 1990; Sivaramakrishnan, Patill
y Soman, 1990; Lin,Roberts y
Key, 1984) la existencia de una es-
trecha relacion entre la sintesls de
HSP con la termotolerancia en di-
versos cuitivos.

Alrespecto cabe seftalar, que
se haindicado que la localizacién
selectiva de las HSP en la estruc-
tura celular, durarite la respuesta
HS3, constituye la base de latermo-
proteccion (Schelesinger, Aliperti
y Kelley, 1982; Lin, Roberts y Key,
1984). Asi, es conocido que la fa-
milia HSP70 se localiza durante la
respuestaHS, primariamente en el
nicleo, concentrandose en los nu-
cleolos (Lindquist, 1986). A esta fa-
milia HSP70, se le ha atribuido
recientemente algunas funciones,
dentro de las cuales se ha indica-
do(Pelham, 1988), que las mismas
estaniinplicadasen las interaccio-
nes proteicas que protegen a las
proteinas precursoras y (0) mantie-
ne las estructuras desplegadasen
forma correcta, hasta que estas
alcancen el sitio de insercion en la
membrana. Ellis {1987) se refirid a
esta funcion general, como *cha-
peronamolecular®, yaque asegura
que se produzca correctamente el
plegamiento de ciertas cadenas
polipeptidicas y su reunién en es-
tructuras oligoméricas. Asi, estas
HSP puedeninteracturar con otras
proteinas, para faciitar la desa-
gregacién de los agregados de
proteinas dahadas, lograr la esta-
bilizacién de las proteinas, celula-
res o agregados durante 3 estrés
y posiblemente también la reunion
enestructuras apropiadas durante
larecuperacion. Estas ademés pu-
dieranestartambién implicadas en
la reunion y estabilizacion de las
membranas {(Deshaies, Kegk y
Schekman, 1988).

A pesar de laabundancia de
las HSP de bajo peso molecularen
plantas, no se cuenta hasta el mo-
mento con un modelo lo suficien-
temente fuerte, que explique la
funcién biologica de las mismas,
aunque se presume que ellas pue-
dan tener una funcion estructural
en las celulas estresadas (Schle-
singer, 1986). De hecho, se ha en-
contrado que las mismas se
encuentran asociadas, con aigu-
nos compartimentos celulares du-
rante la respuesta HS (nucleo,
ribosomas, reticulo endoplasmati-
co, mitocondria).

Estudios detallados al res-
pecto, etectuados en diversos or-

Al

ganismos, han establecido firme-
mente que estas proteinas forman
agregados citoplasmaticos duran-
te larespuesta HS, que se concen-
tran en la region perinuclear
(Arrigo, 1987; Nover, Scharfy Neu-
mann, 1983). De acuerdo con No-
ver, Scharf y Neumann (1989),
estos agregados referidos como
granulos 'heat-shock’ se encuen-
tran estrechamente asociados con
los ARN mensajeros, con lo cual
estos ejercen una funcion protec-
tora en la conservacion de la ma-
yor parte de los ARN mensajeros
celulares, aunque ellos no se tra-
duzcan durante el estrés de calor.
Adicionalmente ciertas HSP pare-
cen quetienen funciones especifi-
cas en los cloroplastos, dados los
resultados obtenidos por Schuster
ot al. (1988), quienes indicaron el
posible rol de las HSP situadas en
los cloroplastos en prevenir el da-
no del centro de reaccién del foto-
sistema |l durante el estrés de
calor, que se produce en condicio-
nes de iluminacion,

De cualquier forma, como se-
nalara Key, Lin y Chen (1981), tan-
to los procesos de induccion
como de recuperacion en la res-
puesta HS resultan rapidos y pue-
den jugar un rol importante en la
supervivencia de las plantas some-
tidas a temperaturas extremada-
mente altas. Es por ello, que si
como ha sido sugerido por As-
hburner y Bonner (1979), la res-
puesta HS en Drosophila es
homeostatica y tiene como objeti-
vo "corregir® o proteger de anor-
malidades en los procesos
celulares, muestre como se ha in-
dicado anteriormente, una aita es-
tabilidad como sistema genético
durante el curso evolutivo.

Desafortunadamente, a pe-
sar de los grandes avances alcan-
zados, aun permanecen muchas
cuestiones por dilucidar, en rela-
cion con la respuesta de las plan-
tas, a los factores ablédticos en
general y en particular en torno a
la respuesta HS, por lo cual se
impone continuar los esfuerzos
encaminados a lograr mayores
progresos en el entendimiento de
estos fenbmenos, como una via
parapoderuitilizarlas técnicas del
ADN recombinante en !a solucién
delosserios efectos que estos fac-
tores provocan en nuestra produc-
cién agricola.
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