
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

RESPUESTAS FISIOLÓGICA Y MOLECULAR DE  

PLANTAS DE ARROZ CRECIDAS BAJO ESTRÉS OSMÓTICO 

 
 
 

SOLEDAD GARCÍA MORALES 

 
 
 

T    E    S    I    S 
PRESENTADA COMO REQUISITO PARCIAL 

PARA OBTENER EL GRADO DE: 

 
 
 

DOCTORA EN CIENCIAS 

 
 
 

MONTECILLO, TEXCOCO, EDO. DE MEXICO 

 
 

2012 

 

 COLEGIO DE POSTGRADUADOS 
 

INSTITUCIÓN DE ENSEÑANZA E INVESTIGACIÓN EN CIENCIAS AGRÍCOLAS 

 
CAMPUS MONTECILLO 

 
POSGRADO EN EDAFOLOGÍA 



i 
 

La presente tesis titulada Respuestas fisiológica y molecular de plantas de 

arroz crecidas bajo estrés osmótico, realizada por la alumna Soledad García 

Morales, bajo la dirección del Consejo Particular indicado, ha sido aprobada por el 

mismo y aceptada como requisito parcial para obtener el grado de: 

 
 
 

DOCTORA EN CIENCIAS 
EDAFOLOGÍA 

 
 
 

CONSEJO PARTICULAR 
 
 
 
CONSEJERA  _______________________________________ 

DRA. LIBIA IRIS TREJO-TÉLLEZ 
 
 
DIRECTOR  _______________________________________ 

    DR. FERNANDO CARLOS GÓMEZ MERINO 
 
 
ASESORA  _______________________________________ 

DRA. CAMILA CALDANA 
 
 
ASESOR  _______________________________________ 

DR. DAVID ESPINOSA VICTORIA 
 
 
ASESOR  _______________________________________ 

    DR. EDGAR BRAULIO HERRERA CABRERA 
 
 
 
 
 
 

Montecillo, Texcoco, Estado de México, Febrero del 2012 
 



ii 
 

RESPUESTAS FISIOLÓGICA Y MOLECULAR DE PLANTAS DE ARROZ 

CRECIDAS BAJO ESTRÉS OSMÓTICO 

Soledad García Morales, Dra. 

Colegio de Postgraduados, 2012 

 

Las plantas están expuestas a diversos tipos de estrés abiótico incluyendo sequía y 

salinidad, los cuales constituyen los principales factores que limitan la productividad 

de los cultivos en el mundo. Para responder al estrés, las plantas han desarrollado 

una serie de mecanismos fisiológicos, bioquímicos y moleculares. Entre estos últimos, 

los factores de transcripción juegan un papel preponderante en la regulación de la 

expresión de genes, y su identificación y caracterización es esencial para la 

regulación transcripcional y conferir tolerancia al estrés. El objetivo de este trabajo fue 

analizar las respuestas fisiológicas de cuatro cultivares mexicanos de arroz al estrés 

osmótico dado por deshidratación y salinidad, así como las respuestas moleculares de 

dos cultivares con respuestas contrastantes a los factores de estrés, en condiciones 

de hidroponía. Primero se evaluaron las respuestas fisiológicas de cuatro cultivares de 

arroz: Cotaxtla, Tres Ríos, Temporalero y Huimanguillo, bajo deshidratación dada por 

la adición de 10% PEG a la solución nutritiva y salinidad ocasionada adicionando 100 

mM NaCl a la solución nutritiva. El cultivar Cotaxtla resultó más tolerante al presentar 

menor reducción en el crecimiento y mayor síntesis de aminoácidos totales y prolina. 

Tres Ríos fue el cultivar más sensible, al tener mayor reducción en el crecimiento y un 

nulo rendimiento del fotosistema II bajo condiciones de salinidad. Usando la técnica 

de RT-PCR en tiempo real se realizó un tamiz de 51 genes. Al analizar la curva de 

disociación se seleccionaron sólo 41 genes que mostraron un pico único en la curva. 

Para el análisis de la expresión relativa de los genes se utilizó el método 2
–ΔΔC

T, con 

actina como gen de referencia y el testigo. La evaluación se hizo a las 6 y 24 h 

después de la aplicación de los tratamientos. Del análisis del perfil de expresión de los 

genes de interés se hallaron 11 genes inducidos por deshidratación en Cotaxtla, y 17 

en Tres Ríos. Respecto a salinidad, cuatro genes fueron inducidos y seis genes 

reprimidos en Cotaxtla; mientras que en Tres Ríos, 30 genes fueron inducidos y dos 

reprimidos. Finalmente, se identificaron 10 genes candidatos (Os03g02800, 

Os08g33910, Os01g66490, Os01g15640, Os07g04560, Os09g33490, Os10g21560, 

Os03g42630, Os02g36880 y OsNAC6) involucrados en las respuestas a salinidad y 

tres genes (Os03g60080, Os07g04560 y Os01g59640) a deshidratación, ya que 

tuvieron un patrón de expresión contrastante en los dos cultivares evaluados. Estos 

resultados proveen evidencia de genes candidatos potencialmente involucrados en 

respuestas del arroz al estrés osmótico cuya caracterización subsecuente puede 

ayudar a descubrir nuevos mecanismos moleculares que controlan las respuestas de 

las plantas al estrés ocasionado por deshidratación y salinidad. 

 
Palabras clave: Oryza sativa, sequía, deshidratación, salinidad, regulación 
transcripcional, RT-PCR en tiempo real 
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PHYSIOLOGICAL AND MOLECULAR RESPONSES OF RICE PLANTS GROWN 

UNDER OSMOTIC STRESS 

Soledad García Morales, Dra. 

Colegio de Postgraduados, 2012 

 

Plants are exposed to diverse kinds of abiotic stress including drought and salinity, and 

both drought and salinity are the major factors affecting crop productivity worldwide. To 

respond to abiotic stress factors, plants have developed a series of physiological, 

biochemical and molecular mechanisms. Among the later, transcription factors play a 

pivotal role in regulating gene expression, and therefore, their identification and 

characterization are essential for controlling gene transcription and conferring stress 

tolerance. Hence, this study aimed to analyze the physiological responses of four 

Mexican rice cultivars to osmotic stress (dehydration and sióalinity) as well as the 

molecular responses of two contrasting cultivars to the stress factors under hydroponic 

conditions. First we analyzed the physiological responses of the four Mexican rice 

cultivars: Cotaxtla, Tres Ríos, Temporalero and Huimanguillo under dehydration given 

by 10% PEG into the nutrient solution, and under salinity, adding 100 mM NaCl to the 

nutrient solution. Results showed that the cv. Cotaxtla was more tolerant to the 

osmotic stress, as plants showed less growth reduction and higher synthesis of amino 

acids, while Tres Ríos demonstrated to be the most sensitive cultivar, as its growth 

was drastically reduced in comparison to the others, and a null Photosystem II yield 

under salt conditions was registered. Using the real time RT-PCR technique, we 

performed a screening of 51 genes encoding NAC transcription factors. After analyzing 

the dissociation curve we selected only 41 genes showing only one pick in their 

respective melting curve. In order to analyze the relative expression of the genes we 

used the method 2
–ΔΔC

T, with actine as the housekeeping gene and a control gene. 

The evaluation was carried out 6 and 24 h after application of treatments. The 

expression profiling analysis of selected genes showed that 11 genes were induced by 

dehydration in the cv. Cotaxtla, while in Tres Ríos 17 genes were induced by the same 

stress factor. Concerning salinity tests, four genes were induced and six repressed in 

Cotaxtla, whereas in Tres Ríos 30 genes were induced and two repressed. Finally, we 

identified 10 genes (Os03g02800, Os08g33910, Os01g66490, Os01g15640, 

Os07g04560, Os09g33490, Os10g21560, Os03g42630, Os02g36880 and OsNAC6) 

potentially involved in salt stress responses and three genes (Os03g60080, 

Os07g04560 and Os01g59640) likely to be involved in dehydration responses, as 

those genes showed a contrasting expression pattern in both cultivars evaluated (one 

tolerant, the other sensitive). Our results provide evidence of candidate genes 

potentially involved in osmotic stress responses which subsequent characterization 

may help to discover novel molecular mechanisms controlling dehydration and salt 

stress responses. 

 

Key words: Oryza sativa, drought, dehydration, salinity, transcriptional regulation, real 

time RT-PCR. 
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CAPÍTULO I. 

INTRODUCCIÓN GENERAL 

Un gran desafío para los biotecnologos involucrados en el área agrícola es 

satisfacer la demanda, cada vez mayor, y producción de alimentos frente a un 

constante aumento en la población mundial, que en 2050 llegará a más de 9 mil 

millones de personas (Godfray et al., 2010; Tester y Landridge, 2010). Esta 

creciente demanda de alimentos es paralela a las pérdidas dramáticas de tierras 

cultivables debido al incremento severo en la destrucción del suelo por 

condiciones ambientales abióticas. Por lo que, la salinidad y la sequía son dos de 

los principales factores ambientales que inciden negativamente en el crecimiento y 

desarrollo de las plantas, lo que tiene un impacto crucial en la productividad 

agrícola y en los rendimientos (Golldack et al., 2011). La sequía es crítica para la 

producción de cultivos en las grandes áreas agronómicas en todo el mundo, lo 

cual es generalmente enfrentado con el empleo de irrigación extensiva. Sin 

embargo, la mayoría de los recursos hídricos son altamente salinizados mientras 

que el agua dulce de alta calidad, que es apta para riego, es muy limitada. Por 

consiguiente, no sólo la sequía, sino también la salinidad del suelo es, cada vez 

más, un problema agrícola debido a la amplia difusión de prácticas agrícolas como 

la irrigación (Flowers, 2004), lo que requiere, de manera urgente, el desarrollo de 

cultivos con mayor eficiencia en el uso del agua y tolerancia a salinidad. 

La exposición de las plantas al exceso de sales causa desbalance y 

toxicidad iónica que provoca desequilibrios en el metabolismo. Otro componente 

de la salinidad es el estrés osmótico que resulta en déficit hídrico, comparable al 

estrés inducido por sequía (Bartels y Sunkar, 2005). Las plantas contrarrestan los 

efectos negativos de la salinidad y la sequía mediante la activación de respuestas 

bioquímicas que incluyen: 1) síntesis y acumulación de osmolitos, 2) 

mantenimiento de la homeostasis iónica intracelular y 3) remoción de especies 

reactivas de oxígeno generadas como un efecto secundario de la sequía (Ashraf y 

Akram, 2009). Otras respuestas morfológicas y fisiológicas incluyen: 1) 

precocidad, 2) reducción del área foliar, 3) enrollamiento de las hojas, 4) eficiente 
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sistema radical y reducción del macollaje y 5) reducción en la transpiración y cierre 

estomático (Islam et al., 2009). 

Con la finalidad de incrementar la eficiencia de los procesos adaptativos de 

las plantas, las estrategias de ingeniería génetica vegetal para la reprogramación 

celular y molecular, pueden enfocarse en 1) conferir tolerancia al estrés por 

reprogramación directa en los procesos de transporte de iones y en el 

metabolismo primario y 2) modular la señalización y las rutas regulatorias de los 

mecanismos de adaptación. Este último enfoque parece ser la perspectiva, para 

conferir tolerancia al estrés, debido a que tanto la señalización como la 

orquestación de factores regulatorios son los componentes claves de la regulación 

transcripcional y transduccional que controlan los mecanismos de adaptación 

(Popova et al., 2008). Por lo tanto, la reprogramación celular para incrementar la 

tolerancia de las plantas al estrés, requiere de la ingeniería genética de uno o 

algunos reguladores maestros de adaptación, en lugar de la modulación de 

numerosos mecanismos de adaptación celular y metabólica (Golldack et al., 

2011). 

Los factores de transcripción son proteínas capaces de unirse 

específicamente a secuencias cortas de DNA, situadas en el promotor de los 

genes, e interactuar con el complejo de preiniciación de la transcripción, y de esta 

manera activar o inhibir la acción de la RNA polimerasa II. Entonces, los factores 

de transcripción modulan la tasa transcripcional de sus genes blanco. Un factor de 

transcripción puede modular la transcripción de varios genes, lo que incluye genes 

que codifican factores de transcripción, y reorientan la actividad celular, a nivel de 

organismo, para la adaptación a una condición externa en particular, como el 

estrés osmótico (Century et al., 2008; Khong et al., 2008).  

En este sentido, el ácido abscísico (ABA) juega un papel central como 

molécula de señalización en las redes regulatorias del estrés en plantas (Bartels y 

Sunkar, 2005). Algunos factores de transcripción siguen una ruta de transducción 

de señales dependiente de ABA, mientras que otros parecen actuar de manera 

independiente. Los mecanismos moleculares para la regulación en la expresión de 

genes dependiente o independiente de ABA, aún no están completamente claros; 
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el análisis de promotores de genes en respuesta al estrés y el aislamiento de 

factores de transcripción que activan estos genes sugiere que hay distintos 

mecanismos de regulación para diferentes rutas (Agarwal y Jha, 2010).  

Los factores de transcripción actúan, naturalmente, como reguladores 

maestros de los procesos celulares. Se espera que estos reguladores sean 

excelentes candidatos para modificar rasgos complejos en plantas cultivadas. Por 

lo que, tecnologías basadas en factores de transcripción son, probablemente, la 

parte más prominente de la siguiente generación de cultivos biotecnológicos con 

éxito (Century et al., 2008). 

El arroz (Oryza sativa L.) es un cereal de alto valor económico y social. Este 

cultivo es el alimento básico para más de la mitad de la población mundial, 

especialmente los que viven en países en desarrollo. El arroz junto con el trigo y el 

maíz  proveen el 50% del total de las calorías consumidas por la población 

mundial. Aunque la producción mundial de arroz muestra un incremento anual, la 

población mundial crece más rápidamente. Los principales factores abióticos que 

afectan el rendimiento de arroz son la sequía y la salinidad (Hadiarto y Tran, 

2011).  

El objetivo general de este trabajo fue evaluar las respuestas fisiológicas, 

como el crecimiento y la acumulación de biomasa; y moleculares como cambios 

en el patrón de expresión de 41 genes de la familia NAC, en cultivares mexicanos 

de arroz crecidos bajo condiciones de estrés osmótico inducido por sequía y 

salinidad. 
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CAPÍTULO II. 

FACTORES DE TRANSCRIPCIÓN INVOLUCRADOS EN LOS MECANISMOS 

MOLECULARES DE RESPUESTA AL ESTRÉS OSMÓTICO 

 

Soledad García-Morales, Libia I. Trejo-Téllez, Fernando C. Gómez-Merino, Camila 

Caldana, E. Braulio Herrera-Cabrera y David Espinosa-Victoria 

 

RESUMEN 

El estrés osmótico, resultado de la salinidad y la sequía, es la principal causa de 

pérdidas en los cultivos en todo el mundo. La adaptación de las plantas al estrés 

abiótico depende de la activación de cascadas de redes moleculares involucradas 

en la percepción, transducción de señales y la expresión de genes específicos. 

Los componentes clave que controlan y modulan las rutas adaptativas del estrés 

son los factores de transcripción. Un factor de transcripción está codificado por un 

gen único, pero regula la expresión de muchos otros genes que conducen a la 

activación de complejos mecanismos de adaptación, por lo que éste es una de las 

principales moléculas blanco para el mejoramiento genético en la tolerancia de los 

cultivos. Una molécula central del estrés abiótico que coordina una ruta reguladora 

de la expresión de los genes es el ácido abscísico (ABA). Se han identificado rutas 

de señalización dependientes o independientes de ABA; sin embargo, ambas 

median la adaptación al estrés osmótico. El objetivo de esta revisión es analizar el 

papel de los factores de transcripción en los mecanismos moleculares de 

respuesta al estrés osmótico, con énfasis en las familias NAC (NAM no apical 

meristem, ATAF1-2 y CUC cup-shaped cotyledon) y HSF (heat shock factor).  

Palabras clave: sequía, salinidad, percepción de señales, red de transducción de 

señales, NAC, Hsf 
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2.1. INTRODUCCIÓN 

El estrés osmótico ocasionado por sequía y salinidad frecuentemente limita 

el crecimiento y la productividad de las plantas (Bartels y Sunkar, 2005; Agarwal et 

al., 2006). Éstas responden y se adaptan a condiciones adversas con una serie de 

cambios bioquímicos y fisiológicos, regulados por múltiples rutas de señalización 

en respuesta al estrés. Existe una superposición entre los patrones de expresión 

de los genes inducidos por sequía, salinidad y frío en Arabidopsis y arroz, en las 

que se han identificado más de 300 genes inducidos por estrés. Donde más de la 

mitad de los genes inducidos por sequía también son inducidos por alta salinidad, 

lo que indica la existencia de una intersección aparente entre las respuestas a 

sequía y salinidad. Por el contrario, solamente 10% de los genes inducidos por 

sequía también son inducidos por  frío (Seki et al., 2002; Nakashima y Yamaguchi-

Shinozaki, 2010).  

El estrés osmótico es un estímulo complejo que induce muchos atributos 

diferentes que a la vez están relacionados entre sí (desequilibrio iónico y estrés 

osmótico), lo que puede ser provisto a la célula con una información única. Con 

base en está multiplicidad de señalización, puede haber múltiples sensores 

primarios que perciben la señal inicial del estrés y alteran la expresión de un gran 

número de genes. Las respuestas moleculares y celulares al estrés osmótico 

incluyen: percepción, transducción de señales al citoplasma y al núcleo, expresión 

de los genes y, finalmente, cambios metabólicos que conducen a la tolerancia del 

estrés (Shinozski et al., 2003; Agarwal et al., 2006). La regulación transcripcional 

de la expresión génica está determinada por la tasa transcripcional mediante la 

activación o represión de un promotor bajo condiciones de estrés, la cual depende 

de varios factores de transcripción y sus interacciones con las secuencias 

regulatorias que actúan en cis (Bartels y Sunkar, 2005). 

Los factores de transcripción son proteínas capaces de unirse 

específicamente a secuencias cortas de DNA (cis-elements) localizadas en el 

promotor de genes e interactuar con el complejo de preiniciación de la 

transcripción, y de esta manera activar o inhibir la RNA polimerasa II. Entonces, 

los factores de transcripción modulan la tasa de transcripción de sus genes 
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blanco, este tipo de sistema de regulación de la transcripción se denomina regulón 

(Nakashima et al., 2009). Un factor de transcripción puede modular la transcripción 

de varios genes, que incluyen genes que codifican factores de transcripción de 

ellos mismos y reorientan la actividad celular para la adaptación a una condición 

externa en particular, como el estrés osmótico ocasionado por sequía o salinidad. 

El ácido abscísico (ABA) es producido bajo condiciones de déficit hídrico y 

juega un papel importante como molécula de señalización en las redes 

regulatorias del estrés, en la respuesta de las plantas a la sequía y salinidad (Rai 

et al., 2009). Aplicación exógena de ABA, induce una serie de genes que 

responden al estrés por deshidratación y frío (Shinozaki et al., 2003). Otros 

estudios describen genes que se inducen por deshidratación y frío, pero no 

responden a tratamientos exógenos de ABA (Shinozaki et al., 2003; Yamaguchi-

Shinozaki y Shinozaki, 2005). Esto sugiere la existencia de cascadas de 

transducción de señales en dos sentidos, dependiente e independiente de ABA,  

entre la señal inicial del estrés y la expresión de genes específicos. Hay dos 

elementos principales que actúan en cis: ABRE (ABA-Responsive Element) y DRE 

(Dehydration Response Element), los cuales funcionan en la expresión de genes 

dependiente e independiente de ABA, respectivamente, en respuesta del estrés 

abiótico. Además de estas rutas principales muchos otros sistemas reguladores de 

la transcripción están involucrados en la expresión de genes (Nakashima y 

Yamaguchi-Shinozaki, 2010). 

En este trabajo, revisamos el papel de los factores de transcripción en los 

mecanismos moleculares de respuesta al estrés osmótico, con mayor énfasis en 

las familias NAC y HSF, las cuales fueron abordadas en la investigación doctoral. 

 

2.2. ESTRÉS OSMÓTICO 

La exposición a sequía o salinidad dispara muchas reacciones comunes en 

plantas. Ambas condiciones conducen a la deshidratación celular, la cual causa 

estrés osmótico y remueve el agua del citoplasma a los espacios extracelulares 

que resulta en una reducción del volumen vacuolar y citosólico. Además, el estrés 
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osmótico limita la absorción de agua del suelo o del medio de crecimiento de las 

plantas (Munns, 2002). 

Otra consecuencia, de la sequía y la salinidad en plantas, es la producción 

de especies reactivas de oxígeno (ROS, reactive oxygen species), las cuales 

afectan negativamente la estructura celular y el metabolismo. Respuestas 

tempranas al estrés hídrico y salino son idénticas excepto por el componente 

iónico. Estas similitudes incluyen procesos metabólicos tales como disminución de 

fotosíntesis o cambios en procesos hormonales. Altas concentraciones 

intracelulares de Na y Cl son problemas adicionales de la salinidad (Bartels y 

Sunkar, 2005; Verslues et al., 2006). 

Cuando el estrés osmótico es de intensidad moderada, conduce a una 

rápida inhibición del crecimiento de hojas y tallos, mientras que la raíz puede 

continuar creciendo. El grado de inhibición del crecimiento debido a estrés 

osmótico depende de la condición de la especie o tejido antes del estrés, de la 

escala de tiempo de respuesta, del tejido particular y de la especie en cuestión, y 

de cómo el estrés es aplicado (rápido o gradual). La inhibición del crecimiento del 

vástago durante el déficit hídrico puede contribuir a la acumulación de solutos y 

con esto al ajuste osmótico (Hasegawa et al., 2000). 

La adaptación al estrés osmótico es un proceso complejo, que involucra 

numerosos cambios que incluyen atenuación del crecimiento, cambios en la 

expresión de genes, incremento en los niveles de ABA, acumulación de solutos 

compatibles y proteínas protectoras, ajuste en el transporte iónico, e incrementos 

en los niveles de antioxidantes (Hasegawa et al., 2000; Xiong y Zhu, 2002a).  

 

2.3. PERCEPCIÓN DE SEÑALES  

La percepción de señales es el primer paso en la respuesta de las plantas 

al estrés osmótico. Un sensor del estrés puede detectar cambios ambientales y 

transmitir específicamente la señal inicial del estrés a blancos celulares (Gao et 

al., 2008). Cada estímulo ambiental proporciona a las células vegetales 

información específica. Dado un gran número de estímulos, es posible que las 
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plantas puedan monitorear las señales de una condición de estrés única a través 

de diferentes tipos de sensores (Xiong et al., 2002b). 

Los sensores son moléculas que perciben la señal inicial del estrés. Estos 

iniciarán o reprimirán una cascada que transmite una señal intracelular y en 

muchos casos, activan factores de transcripción nucleares para inducir o reprimir 

la expresión de un grupo específico de genes. Un solo sensor puede regular 

ramificaciones de la cascada de señalización, que es iniciada por la exposición al 

estrés (Xiong et al., 2002b; Rodríguez et al., 2005). 

Se ha encontrado que el estrés por sequía, salinidad y/o frío induce la 

acumulación transitoria de Ca2+ en el citoplasma, el cual ingresa del espacio 

apoplástico o de la liberación de depósitos internos como los organelos celulares. 

Los canales responsables de la entrada de Ca2+ representan un tipo de sensor 

para la señalización del estrés. La liberación interna de Ca2+ es controlada por 

ligandos de canales sensibles a Ca2+. Estos ligandos son segundos mensajeros 

(Rodríguez et al., 2005). 

Los receptores tipo quinasas fueron encontrados tanto en plantas como en 

animales. Estructuralmente, estos receptores consisten de un dominio extracelular 

que puede funcionar en la unión de ligandos o interacciones proteína-proteína, un 

dominio transmembranal y un dominio quinasa intracelular. Los dos componentes 

del sistema regulador respuesta-sensor involucran histidinas quinasas que 

inicialmente fueron encontradas en procariotas para la percepción de diferentes 

señales ambientales, también se han encontrado en células eucariotas como las 

plantas (Chinnusamy et al., 2004). Cuando el dominio extracelular del sensor 

percibe una señal, el residuo de histidina citoplásmica es auto fosforilada y el 

radical fosforil se mueve a un receptor de aspartato en una respuesta reguladora, 

el cual puede constituir parte de la proteína sensor o una proteína separada 

(Rodríguez et al., 2005; Gao et al., 2008). 

 

2.4. RUTA DE TRANSDUCCIÓN DE SEÑALES  

Las plantas reaccionan a estímulos externos mediante el inicio de una 

cascada de señalización que activa la expresión de las respuestas adecuadas. En 
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contraste a la percepción en la transducción de señales, se han identificado varios 

componentes; aunque, se desconoce cómo interactúan las moléculas entre sí y 

dónde están posicionadas en la compleja red de señalización (Bartels y Sunkar, 

2005). 

Una vez que un estímulo celular es percibido, inmediatamente se generan 

moléculas de señalización como segundos mensajeros, por ejemplo: Ca2+, inositol 

fosfato y especies reactivas de oxígeno (reactive oxygen species, ROS). 

Subsecuentemente, los segundos mensajeros activan, corriente abajo, una 

cascada de señales que fosforilan los factores de transcripción, que regulan la 

expresión de un grupo de genes o proteínas involucradas en la adaptación el 

estrés (Xiong et al., 2002b). La fosforilación por proteínas quinasas es el 

mecanismo de regulación más común e importante en la transducción de señales 

(Ludwig et al., 2004). 

La red de transducción de señales para frío, sequía y estrés salino se 

puede dividir en tres tipos principales de señalización  como se muestra en la 

Figura 1. a) Señalización del estrés osmótico/oxidativo que usa los módulos de las 

proteínas quinasas activadas por mitógeno (mitogen-activated protein kinase, 

MAPK), la cual involucra la generación de enzimas removedoras de especies 

reactivas de oxígeno  y componentes antioxidantes, así como osmolitos; b) 

señalización dependiente de Ca2+ que conduce a la activación de genes para 

proteínas abundantes en la embriogénesis tardía (late embryogenesis abundant, 

LEA), involucrados en la producción de proteínas en respuesta al estrés, de las 

cuales las mayoría no tiene funciones definidas y c) señalización de la sal 

excesivamente sensible (salt overlay sensitive, SOS) dependiente de Ca2+ que 

regula la homeostasis iónica, este tipo involucra la ruta SOS y es específica del 

estrés iónico (Xiong et al., 2002b; Rodríguez et al., 2005). 
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Figura 1. Esquema de la vía de transducción de señales del estrés osmótico e 

iónico en plantas. Una ruta de transducción de señales inicia con la percepción de 

la señal, seguido por la generación de segundos mensajeros (inositol fosfato y 

especies reactivas de oxígeno, ROS). Éstos pueden modular los niveles 

intracelulares de Ca2+, frecuentemente al iniciar una cascada de fosforilación de 

proteínas. Finalmente las proteínas blanco están directamente involucradas en la 

protección celular o factores de transcripción que controlan un grupo específico de 

genes regulados por estrés (Rodríguez et al., 2005). 
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La ruta de transducción de señales puede ser compartida por componentes 

de diversos factores de estrés como la sequía, salinidad o frío. Aunque hay 

múltiples rutas de sistemas de transducción de señales que operan a nivel celular 

para la regulación génica, el ácido abscísico es un componente conocido que 

actúa en una de las rutas de transducción de señales, mientras que hay otras 

rutas que actúan de manera independiente al ABA. Se sabe que los genes de 

respuesta temprana codifican factores de transcripción que activan genes de 

respuesta tardía (Zhu, 2002). No obstante, la existencia de componentes y ramas 

específicas, las rutas de señalización para estreses como la salinidad, sequía y 

frío, todas, interactúan con el ABA y convergen en múltiples pasos. Además, esta 

serie de componentes de señalización están asociados con las respuesta de las 

plantas a cambios de temperatura, estrés osmótico y anaeróbico (Grover et al., 

2001). 

Una de las bondades de la manipulación de los factores de señalización es 

que se puede controlar una amplia gama de eventos, corriente abajo, que 

incrementan la tolerancia a múltiples factores de estrés (Umezawa et al., 2006). La 

alteración de estos componentes de la transducción de señales es un método para 

reducir la sensibilidad de las células a condiciones de estrés. La inducción o la 

supresión de ciertos factores de señalización pueden mejorar, de manera efectiva, 

la tolerancia al estrés abiótico (Bhatnagar-Mathur et al., 2008). 

 
2.4.1. Papel del ABA en la señalización del estrés 

El ABA es una hormona vegetal que está involucrada en mucho aspectos 

del crecimiento y en las rutas del desarrollo, como la maduración del embrión, 

prevención de la germinación precoz, desarrollo, latencia y germinación de la 

semilla, regulación de la apertura estomática y activación de genes en respuesta 

al estrés (Gao et al., 2008). El ABA controla muchas de las respuestas de 

adaptación al estrés, la activación de genes implicados en el ajuste osmótico, la 

compartimentalización de iones, la regulación del crecimiento de vástago y raíz y 

modificaciones de la conductividad hidráulica de la raíz (Verslues y Zhu, 2005). 

Un gran número de genes, en respuesta al estrés, son sobre regulados por 

ABA en condiciones de desecación y desbalance osmótico. Hay un traslape en el 
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patrón de expresión de los genes de estrés bajo frío, sequía, salinidad y /o 

aplicación de ABA (Agarwal y Jha, 2010). Estos estreses desencadenan la 

acumulación de ABA y ésta a su vez activa varios genes asociados con el estrés 

cuya función puede ser la acumulación de osmoprotectantes y proteínas LEA, 

señalización, regulación transcripcional, etc. (Bartels y Sunkar, 2005). Estudios 

han confirmado el papel del ABA como una molécula intermediaria entre la 

percepción del estrés y la respuesta celular al estrés (Bartels y Sunkar, 2005; Gao 

et al., 2008; Agarwal y Jha, 2010).  

 

2.5. REGULACIÓN DE LA EXPRESIÓN GÉNICA POR ESTRÉS OSMÓTICO Y 

FACTORES DE TRANSCRIPCIÓN  

Las respuestas al estrés abiótico requieren la producción de proteínas 

metabólicas importantes como aquellas que involucran la síntesis de 

osmoprotectantes y de la operación de proteínas regulatorias en la ruta de 

transducción de señales, como quinasas o factores de transcripción. Dado que la 

mayoría de estas respuestas implican el control de la expresión de genes, los 

factores de transcripción juegan un papel importante en la respuesta de las 

plantas al estrés abiótico y a su desarrollo (Chaves y Oliveira, 2004). 

En varios casos, la cantidad y disponibilidad de proteínas reguladoras pude 

depender de sus propios patrones de expresión. Los controles autocatalíticos se 

dan a nivel transcripcional, pos-transcripcional y/o en la traducción. La fosforilación 

de proteínas reguladoras es un acontecimiento importante en el control de la 

expresión génica en eucariotas. Por lo que, múltiples interacciones proteína-

proteína y/o DNA-proteína, con frecuencia, determinan la tasa de transcripción por 

activación/represión de un promotor bajo determinadas condiciones ambientales 

(Bartels y Sunkar, 2005). 

 

2.5.1. Factores de transcripción 

Los factores de transcripción son proteínas con un dominio que se une a 

elementos específico que actúan en cis presentes en el promotor de un gen 

blanco. Ellos inducen (activadores) o reprimen (represores) la actividad de la RNA 
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polimerasa (Figura 2), y entonces regulan la expresión de los genes (Saibo et al., 

2009). La estructura proteica de un factor de transcripción típico tiene dos 

dominios: el dominio de unión al DNA responsable de unir a elementos 

específicos que actúan en cis en las regiones del promotor de los genes blanco y 

el dominio regulatorio responsable de la regulación transcripcional de los genes 

blanco (Shen et al., 2009). 

 

 

Figura 2. Maquinaria molecular que controla la transcripción en organismos 

superiores, la cual consisten en cuatro tipos de componentes: factores basales (en 

azul), éstos son esenciales para la transcripción pero no pueden por ellos mismos 

incrementar o disminuir la tasa transcripcional; los factores de transcripción 

pueden ser activadores o/y represores, estas moléculas reguladoras pueden variar 

de gen a gen y se comunican con los factores basales a través de coactivadores 

(verde), éstas son proteínas que se ligan a la proteína de unión TATA, que es el 

primer factor basal que reconoce la región reguladora de los genes conocido como 

promotor basal (Modificado de Gómez-Merino et al., 2009). 
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Varios factores de transcripción interactúan con los elementos que actúan 

en cis, en las regiones del promotor, y forman un complejo de iniciación 

transcripcional sobre la caja TATA (promotor central), corriente arriba del sitio de 

iniciación de la transcripción. El complejo de iniciación transcripcional activa a la 

RNA polimerasa para inicial la transcripción de los genes de respuesta al estrés. 

En este proceso, se llevan a cabo varias interacciones entre los elementos que 

actúan en cis y los factores de transcripción, que funcionan como interruptores 

moleculares durante la transcripción, para determinar los eventos de iniciación de 

este proceso (Yamaguchi-Shinozaki y Shinozaki, 2005). 

Las plantas necesitan una gran cantidad de factores de transcripción para 

gobernar en forma adecuada y estricta la regulación transcripcional en respuesta a 

estrés osmótico. Para activar o reprimir la transcripción, los factores de 

transcripción deben estar ubicados en el núcleo, unidos al DNA, e interactuar con 

el aparato de transcripción basal. Por lo tanto, las señales de estrés que regulan la 

actividad de los factores de transcripción pueden afectar uno o la combinación de 

estos procesos. La regulación de los factores de transcripción se logra mediante la 

fosforilación reversible o por síntesis de novo de otros factores de transcripción 

(Bartels y Sunkar, 2005). 

Un solo factor de transcripción puede controlar la expresión de muchos 

genes blanco. Así, un grupo de genes controlados por un cierto tipo de factores de 

transcripción es conocido como un regulón. En la respuesta de las plantas a estrés 

osmótico, al menos se pueden identificar cuatro regulones diferentes (Figura 3): 1) 

el regulón CBF/DREB; 2) regulón NAC y ZF-HD; 3) regulón AREB/ABF y 4) 

regulón MYC/MYB (Saibo et al., 2009). Estos regulones son rutas involucradas en 

las respuestas al estrés osmótico y pueden ser dependientes o independientes de 

ABA (Yamaguchi-Shinozaki y Shinozaki, 2006). Además, la regulación de los 

genes en respuesta al estrés osmótico se lleva a cabo a través de la interacción 

entre los factores de transcripción y los elementos que actúan en cis en las 

regiones promotoras de los genes blanco, tales como los elementos de respuesta 

a la deshidratación de repetición C (CRT/DRE), el elemento sensible a ABA 

(ABRE), secuencia de reconocimiento NAC (NACR), secuencia de reconocimiento 
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HDZF (HDZFR) y elementos MYCR/MYBR (Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki, 

2007). 

 

 

Figura 3. Red de regulación transcripcional de los elementos que actúan en cis y 

los factores de transcripción involucrados en la expresión de genes en respuesta 

al estrés osmótico. Los factores de transcripción se presentan en elipses de 

colores. Los elementos que actúan en cis se muestran en rectángulos grises. Los 

pequeños círculos identifican modificaciones de los factores de transcripción para 

su activación, como la fosforilación, en respuesta a señales de estrés. El grosor de 

las flechas grises indican las rutas principales de señalización. Las flechas 

discontinúas señalan interacción proteína-proteína (modificado de Yamaguchi-

Shinozaki y Shinozaki, 2006). 

 

2.5.2. Regulón CBF/DREB  

Este regulón está involucrado principalmente en las respuestas al frío, y es 

conservado en el reino vegetal, inclusive en plantas que no se desarrollan en clima 

frío como tomate y arroz (Dubouzet et al., 2003). Yamaguchi-Shinozaki y 
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Shinozaki (1994) identificaron un elemento que actúa en cis que, además del 

elemento de respuesta a ABA (ABA-responsive element, ABRE), también está 

presente en el promotor del gen RESPONSIVE TO DEHYDRATATIO 29A 

(RD29A), un gen inducido por sequía, salinidad y frío. Este elemento fue llamado 

elemento de respuesta a deshidratación (C-repeat/dehydration-resposive element, 

CRT/DREB) y fue caracterizado como dependiente de ABA. El motivo central de 

este elemento que actúa en cis es CCGAC y los factores de transcripción que se 

unen a este elemento fueron llamados factores de unión a CRT o proteínas 1 de 

unión a DRE (CBF/DREB1) (Liu et al., 1998).  

La expresión del gel CBF/DREB1 es rápida y transita inducida por frío, y a 

su vez los factores de transcripción CBF/DREB1 activan la expresión de muchos 

otros genes que codifican proteínas involucradas en la producción de 

osmoprotectantes y antioxidantes (Saibo et al., 2009). En lo que se refiere a los 

genes DRE2, estos se expresan constitutivamente (bajo condiciones normales y 

bajo condiciones de estrés), aunque sus genes blanco (RD29A, RD29B, RD17, y 

LEA14) son inducidos solamente por deshidratación. Esto indica que los factores 

de transcripción DREB2 son activados a través de modificaciones post-

traduccionales con la finalidad de regular la expresión de los genes corriente abajo 

(Sakuma et al., 2006). 

 

2.5.3. Regulón AREB/ABF 

Muchos genes inducidos por sequía y salinidad responden a ABA (Rabbani 

et al., 2003). Un elemento conservado que actúa en cis, nombrado como elemento 

en respuesta a ABA (ABA-responsive element, ABRE; PyACGTGG/TC), fue 

identificado de los promotores de los genes inducidos por ABA. Por lo tanto, ABRE 

es uno de los principales elementos que actúan en cis en genes de respuesta a 

ABA. Para la transcripción, una sola copia de ABRE no es suficiente (Nakashima 

et al., 2009). Por lo que, ABRE y elementos de acoplamiento, incluye elemento de 

acoplamiento 1 (coupling element 1, CE1) y el elemento de acoplamiento 3 (CE3), 

constituye un complejo en respuesta a ABA en la regulación de los genes HVA1 y 

HVA22 en trigo (Shen et al., 1996). 
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Los ABFs o AREBs son factores de transcripción del tipo bZIP (basic 

leucine zipper) que se unen al motivo ABRE y activa la expresión de los genes 

dependientes de ABA (Choi et al., 2000). Algunos de estos factores de 

transcripción, como AREB1 y AREB2, requieren una modificación pos-traduccional 

para su máxima activación. Estas modificaciones son, probablemente, una 

fosforilación dependiente de ABA (Saibo et al., 2009). La mayoría de los 

elementos de acoplamiento conocidos son similares a ABRE. Por ejemplo, el arroz 

contiene un motivo A/GCGT. En Arabidopsis, la secuencia de CRT/DRE puede 

servir como un elemento de acoplamiento de ABRE en repuesta a ABA (Narusaka 

et al., 2003), lo que sugiere la existencia de una interacción entre los regulones 

DREB y ABRE (Nakashima et al., 2009). 

El grupo de genes AREB/ABF, en su mayoría son redundantes y de 

expresión específica en tejidos vegetales o semillas (Choi et al., 2000). Los genes 

AREB1/ABF2, AREB2/ABF4 y ABF3 son expresados principalmente en tejido 

vegetales, mientras que ABI5 y EEL son expresados durante la maduración de la 

semilla o la germinación (Fujita et al., 2005; Nakashima y Yamaguchi-Shinozaki, 

2006). La expresión del gen OsABI5 fue estimulado por ABA y salinidad, pero fue 

reprimido por sequía y frío en plántulas, su sobreexpresión incrementa la 

tolerancia a la salinidad en arroz (Zou et al., 2008; Nakashima et al., 2009). 

 

2.5.4. Regulón NAC y ZF-HD 

Una ruta independiente de ABA se dio a conocer, cuando se observó la 

acumulación de transcritos del gen EARLY RESPONSIVE TO DEHYDRATION 

STRESS 1 (ERD1) antes de detectar algún incremento de ABA en respuesta a 

salinidad y sequía, lo que sugirió la presencia de una ruta independiente de ABA 

(Nakashima et al., 1997). Análisis realizados en el promotor ERD1 revelaron que 

pertenece a los factores de transcripción de la familia NAC; además, el 

homeodominio dedos de zinc (zinc finger homeodomain, ZF-HD) es esencial para 

la activación del gen ERD1. Sin embargo, la sobreexpresión de genes NAC, en 

Arabidopsis, mejoran la tolerancia a sequía sin la activación del gen ERD1, lo que 
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sugiere que pueda ser necesario la interacción de otros factores para controlar la 

expresión de este gen bajo condiciones de estrés (Tran et al., 2007b). 

Recientemente, el gen STRESS-RESPONSIVE NAC1 (SNAC1) fue aislado 

de un cultivar de arroz de secano. Las plantas que sobreexpresan el gen SNAC1 

no mostraron el fenotipo común, indeseado y enano de aquellos que 

sobreexpresan el gen DREB1/CBF (Ito et al., 2006), lo anterior revela un 

mecanismo diferente de respuesta al estrés. El incremento en la tolerancia a la 

sequía puede ser debido, en parte, a la reducción en la tasa de transpiración 

(incremento en el cierre estomático) y a un aumento en la sensibilidad a ABA 

(Saibo et al., 2009). 

 

2.5.5. Regulón MYC/MYB 

La expresión del gen RESPOSIVE TO DEHYDRATION 22 (RD22) inducible 

por sequía, de Arabidopsis, fue encontrado como inducido por ABA (Abe et al., 

2003). La región del promotor del gen RD22 contiene los sitios de reconocimiento 

de los elementos cis de MYC (CANNTG) y MYB (C/TAACNA/G). Los factores de 

transcripción sólo se acumulan después de la acumulación de ABA. En 

Arabidopsis, se encontró que para la activación del gen RD22, tanto AtMYC como 

AtMYB tienen que trabajar cooperativamente. La sobreexpresión de estos factores 

de transcripción resulta en incremento en la sensibilidad a ABA y la tolerancia a 

sequía. Estudios que utilizan microarreglos en plantas transgénicas que 

sobreexpresan estos factores de transcripción revelan que no solamente fueron 

regulados diferencialmente por genes relacionas al ABA, sino también por genes 

relacionados con el ácido jasmónico, esto indica una superposición entre las 

respuestas del estrés abiótico y biótico (Abe et al., 2003; Saibo et al., 2009). 

 

2.6. EXPRESIÓN Y FUNCIÓN DE DIFERENTES FAMILIAS DE FACTORES DE 

TRANSCRIPCIÓN  

En las rutas de transducción de señales, involucradas en la conversión de 

la percepción de la señal a la expresión de genes en respuesta al estrés, varios 

factores de transcripción y elementos que actúan en cis contenidos en promotores 



Capítulo II                                                                                                            Revisión de literatura 
 

20 
 

funcionan no solamente como interruptores moleculares para la expresión génica, 

sino también como puntos terminales de la transducción de señales en los 

procesos de señalización (Yamaguchi-Shinozaki y Shinozaki, 2006; Tran et al., 

2007a). 

Los factores de transcripción activan cascadas de genes que actúan juntos 

para incrementar la tolerancia a múltiples tipos de estrés. Decenas de factores de 

transcripción están implicados en la respuesta de las plantas al estrés osmótico 

como salinidad y sequía (Vinocur y Altman, 2005). Así, los factores de 

transcripción pueden ser agrupados en familias de acuerdo a su dominio de unión 

al DNA (Riechmann et al., 2000). Por lo que, la mayoría de los factores de 

transcripción se dividen en varias familias, tales como AP2/ERF, Bzip, NAC, MYB. 

MYC, Hsf, Cys2His2 zinc finger y WRKY. A menudo, miembros de la misma 

familia responden de diferente manera a estímulos de diferentes tipos de estrés. 

Por otro lado, algunos genes de respuesta al estrés pueden compartir los mismos 

factores de transcripción, como lo indica la superposición del perfil de expresión 

que se induce en respuesta a diferentes estreses (Bhatnagar-Mathur, 2008). 

En los siguientes apartados se presenta una breve revisión de los factores 

de transcripción de la familia Hsf y NAC La primera familia, recientemente, 

estudiada con mayor énfasis en respuesta al estrés osmótico (sequía y salinidad); 

mientras que la segunda es especifica de plantas y ha sido extensamente 

relacionada con incrementar la tolerancia al estrés abiótico. 

 

2.6.1. Factores de transcripción de la familia Hsf 

Todos los organismos poseen un evolutivo, conservado y rápido 

mecanismo de defensa celular comúnmente designado como respuesta de 

choque térmico (heat shock, HS), que activa una serie de reacciones en repuesta 

al estrés por calor y una serie de factores de estrés químico. Hsf se caracteriza por 

una rápida reprogramación de la expresión génica, lo que lleva a la producción de 

un conjunto definido de proteínas conocidos como proteínas de choque térmico 

(heat shock proteins, Hsps), la mayoría de las cuales actúan como chaperonas 

moleculares (Hartl y Hayer-Hartl, 2002). 
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La expresión de las Hsps está regulada por múltiples mecanismos. Los 

reguladores centrales de la expresión de Hsps son los factores de transcripción de 

choque térmico (heat shock transcription factors, Hsfs). Los Hsfs son los 

componentes terminales de una ruta de transducción de señales mediante la 

activación de genes de respuesta a estímulos de estrés térmico o a otro tipo de 

estreses, como el osmótico ocasionado por sequía y salinidad (Nover et al., 2001; 

Morimoto, 2002).  

A pesar de una considerable variabilidad en el tamaño y secuencia, la 

estructura básica de los Hsfs y sus sitios de reconocimiento en el promotor se 

conservan en todo el reino eucariota (Kotak et al., 2004). Por lo que, la mayoría de 

las propiedades funcionales de Hsfs están vinculadas a dominios estructurales 

muy conservados (Figura 4A): el dominio de unión al DNA N-terminal (DNA-

binding domain, DBD), el cual se caracteriza por un motivo central del tipo hélice-

giro-hélice y un dominio adyacente de oligomerización bipartito (HR-A/B), 

compuesto de repeticiones hidrofóbicas (von Koskull-Döring et al., 2007; Li et al., 

2010). Los Hsfs reconocen motivos palindrómicos de unión, llamados elementos 

de estrés por calor (heat stress elements, HSE: 5’-AGAAnnTTCT-3’) que se 

conservan en los promotores de los genes inducibles por choque térmico de todos 

los eucariotas (Figura 4B) (Baniwal et al., 2004; von Koskull-Döring et al., 2007). 

Los Hsfs, en plantas, están asignados en tres clases (A, B y C) en base a 

características estructurales y estudios filogenéticos (Nover et al., 2001). En 

contraste con la clase B y los Hsfs que no son de plantas, las clases A y C 

muestran una inserción de 21 (clase A) o 7 (clase B) aminoácidos, 

respectivamente, que separan las regiones hidrofóbicas HR-A y B. Una 

particularidad notable de los Hsfs de la clase B es la falta de motivos ácidos AHA 

en su dominio de activación C-terminal (CTAD), los cuales son crucial para la 

función activadora de los Hsfs de la clase A (Döring et al., 2000). Los Hsfs de la 

clase A, de Arabidopsis, comprende 15 genes/proteínas, algunas de las cuales se 

sabe que funcionan como activadores transcripcionales de los genes blanco en 

respuesta al estrés (Li et al., 2010). 
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Figura 4. A) Módulos funcionales del HsfA2 de Arabidopsis. Los Hsfs tienen una 

estructura modular: el dominio de unión al DNA (DBD) N-terminal que se 

caracteriza por un motivo hélice-giro-hélice y se une a loa elementos de estrés 

térmico (HSE) en la región promotora de los genes de respuesta al estrés de 

choque térmico. El dominio adyacente con un patrón repetido de residuos de 

aminoácidos hidrofóbicos (región HR-A/B) es requerido para la homo o hetero 

oligomerización de los Hsfs.  B) Interacciones con la maquinaria transcripcional. 

Modelo de un Hsf clase A interactuando a través de sus motivos AHA con los 

componentes de la maquinaria transcripcional basal (flechas amarillas), 

compuesta por la RNA polimerasa II, los factores de transcripción TFIIA, IIB, IID, 

IIE, IIF Y IIH, así como TBP y los complejos coactivadores Srb y Swi/Snf (Baniwal 

et al., 2004; von Koskull-Döring et al., 2007). 
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Los estreses abióticos que induce fuertemente la expresión de los Hsfs, en 

Arabidopsis, fueron el frío, calor, sal y estrés osmótico (Swindell et al., 2007). Por 

otro lado, Hu et al. (2009) demostraron que sequía y salinidad inducen la 

expresión de los Hsfs, con mayor fuerza que frío y calor, en arroz. Esto sugiere 

una posible diferencia en las respuestas entre las familias OsHsf y AtHsf. Las 

proteínas y los factores de transcripción de choque térmico muestran respuestas 

de expresión a una gran cantidad de estímulos de estrés. Estos diferentes tipos de 

estrés interactúan fuertemente con los Hsfs y las Hsp a nivel transcripcional; por lo 

que los Hsfs pueden ser un modelo natural para la comprensión integral entre las 

redes regulatorias asociadas con diferentes tipos de estrés, como la sequía, 

salinidad, frío y calor (Swindell et al., 2007). 

 
2.6.2. Familia de factores de transcripción NAC 

Los factores de transcripción NAC son una de las familias de genes más 

grandes en plantas. Esta familia de proteínas contiene un dominio de unión al 

DNA altamente conservado N-terminal y un dominio C-terminal diversificado. NAC 

se deriva de los nombres de las primeras tres proteínas descritas que contienen el 

dominio de unión, llamados NAM (no apical meristem), ATAF1-2 y CUC (cup-

shaped cotyledon) (Aida et al., 1997). Las proteínas NAC parecen ser 

generalizadas en plantas, pero hasta ahora no se han identificado homólogos en 

otros eucariotas. Los factores de transcripción NAC están implicados en diversos 

procesos como el desarrollo vegetativo, de flores y raíces, respuesta a estrés 

biótico y abiótico (Olsen et al., 2005), el control de la removilización de nutrientes 

de las hojas a los granos en desarrollo, regulación de la senescencia (Uauy et al., 

2006), división celular y determinación del número de macollos (Mao et al., 2007). 

Además, controlan la composición de la pared celular durante la xilogénesis, 

desarrollo de fibras y formación de madera en plantas vasculares (Zhong y Ye, 

2007). 

Los factores de transcripción de la familia NAC contienen un dominio de 

unión al DNA altamente conservado N-terminal (dominio NAC) y una variable C-

terminal (TRR). Investigaciones en Arabidopsis han indicado que hay, al menos, 

cinco sitios diferentes de unión para los factores de transcripción (Figura 5) (Shen 
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et al., 2009). Éstos incluyen la secuencia de reconocimiento de los NAC en 

respuesta a la sequía (NAC recognition sequence, NACRS) que contiene el motivo 

central CACG; el motivo IDE2 en respuesta a deficiencia de hierro que contiene la 

secuencia CA(A/C)G(T/C)(T/C/A)(T/C/A); el sitio de unión CBNACBS de la 

proteína CBNAC unida a la calmodulina que tiene el motivo central GCTT; el 

elemento de unión NAC de la pared secundaria (SNBE) con una secuencia 

consenso de 19 pares de bases (pb) (T/A)NN(C/T) 

(T/C/G)TNNNNNNNA(A/C)GN(A/C/T) (A/T); y el segmentos de 21 pb del promotor 

35S (283-263) que contiene dos secuencias centrales CGTA y CGTC (Kim et al., 

2007; Ogo et al., 2008; Jensen et al., 2010, Le et al., 2011). Además del dominio 

de unión al DNA también tiene la capacidad de mediar las interacciones proteína-

proteína. La alta variabilidad de la región C-terminal hace que los NAC puedan 

actuar como activadores o represores de la transcripción (Le et al., 2011). 

 

 

Figura 5. Estructuras de los dominios de unión al DNA de los factores de 

transcripción de la familia NAC y motivos previstos. Los rectángulos de color 

indican los subdominios de la proteína de la A – E. Estos comprenden el dominio 

N-terminal. También, se muestran los motivos predichos en la región C-terminal 

(Shen et al., 2009).  

 

Los dominios C-terminal de numerosos factores de transcripción de la 

familia NAC también muestran actividad de unión a proteínas. Por otro lado, la 

regione C-terminal de algunos NAC contienen motivos transmembranales 

(transmembrane motif, TMs) responsables del anclaje a la membrana plasmática 

(Figura 5) (Shen et al., 2009). Otros reportes indican que el dominio NAC no sólo 



Capítulo II                                                                                                            Revisión de literatura 
 

25 
 

interactúa con proteínas, sino también con el dominio NAC de otros miembros de 

la familia NAC para formar dímeros (Olsen et al., 2005). 

Se ha predicho la existencia de 117 genes que codifican factores de 

transcripción NAC en Arabidopsis, 151 genes en Arroz (Nuruzzaman et al., 2010); 

180 miembros de la familia NAC en soja (Glycine max L.) (Le at al., 2011) y 48 

miembros encontrados cebada (Christiansen et al., 2011). Sin embargo, sólo un 

número limitado de proteínas NAC han sido caracterizadas, hasta el momento. En 

Arabidopsis, tres genes NAC (ANAC019, ANAC055, y ANAC072) fueron inducidos 

por sequía, salinidad y bajas temperaturas; plantas transgénicas de Arabidopsis 

que sobreexpresan estos genes mostraron incremento en la tolerancia comparado 

con el tipo silvestre (Tran et al., 2007a). En arroz, un gen NAC (SNAC1) fue 

identificado en respuesta a estrés; la sobreexpresión de este gen condujo a una 

mayor tolerancia a sequía por la modulación del cierre estomático (Hu et al., 

2006). Otro gen NAC, OsNAC6/SNAC2, es inducido por estrés abiótico y ácido 

jasmónico y la sobreexpresión de este gen resulta en un incremento en la 

tolerancia del arroz a frío, sequía y salinidad (Hu et al., 2008). 

Hasta ahora, se ha demostrado que un gran número de factores 

transcripción de la familia NAC estan involucrados en respuestas al estrés biótico 

y abiótico. En particular, la tolerancia a estrés osmótico (sequía y salinidad) ha 

sido el centro de muchos estudios. La acumulación de ABA parece ser importante 

al desencadenar respuestas genéticas de las plantas al estrés osmótico, lo cual se 

ve reflejado en el hecho de que todos los factores de transcripción NAC que 

confieren resistencia a sequía, principalmente, son inducidos por tratamientos con 

ABA (Christiansen et al., 2011). 

 

2.7. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 

Los efectos celulares de estreses ambientales como la salinidad y la sequía 

no sólo inducen desequilibrios en la homeostasis iónica y osmótica, sino también 

afectan la fotosíntesis, reducen la energía celular y provocan desbalance redox. 

Además, muchos genes están regulados en respuesta a estos estreses osmóticos 

de sequía y salinidad. La compresión de los mecanismos moleculares de 
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respuesta de las plantas al estrés abiótico es muy importante, ya que esto 

facilitaría su uso en el incremento de la tolerancia al estrés y la productividad. En 

esta revisión se describe el papel de los factores de transcripción involucrados en 

la respuesta al estrés osmótico, los cuales fueron abordados como regulones: 

CBF/DREB; AREB/ABF, MYC/MYB y NAC/ZF-HD. Estos grupos de factores de 

transcripción regulan la expresión de varios genes en respuesta al estrés osmótico 

y juegan un papel importante en proporcionar tolerancia a múltiples estreses, tanto 

de manera dependiente como independiente a ABA a través de los respectivos 

elementos que actúan en cis y los dominios de unión al DNA. El análisis funcional 

de los factores de transcripción proveería de mayor información sobre las redes 

regulatorias involucradas en respuestas al estrés abiótico y la diafonía entre 

diferentes rutas de señalización durante la adaptación al estrés. Además, el 

considerar a los genes que codifican factores de transcripción como candidatos en 

los programas de mejoramiento de cultivos, dará un entendimiento claro de los 

eventos de transducción de señales relacionados con el estrés osmótico, y 

finalmente conducirá al desarrollo, por ingeniería genética, de cultivares vegetales 

con mayor tolerancia al estrés.  
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CAPÍTULO III.  

RESPUESTA FISIOLÓGICA DE PLANTAS DE ARROZ CRECIDAS BAJO 

ESTRÉS OSMÓTICO EN CONDICIONES HIDROPÓNICAS 

 

S. García-Morales, F.C. Gómez-Merino, L.I. Trejo-Téllez, C. Calda, D. Espinosa-

Victoria y E.B. Herrera-Cabrera 

 

RESUMEN 

El estrés osmótico es una consecuencia común de la exposición a sequía y 

salinidad. Estos estreses abióticos conducen a una serie de cambios morfológicos, 

fisiológicos, bioquímicos y moleculares que afectan adversamente el crecimiento y 

la productividad de los cultivos. En este estudio se evaluó el efecto de dos agentes 

causantes de estrés osmótico (100 mM de NaCl y 10% de PEG, polietilenglicol) y 

el testigo (sin estrés osmótico) en el crecimiento de cuatro cultivares mexicanos de 

arroz (Cotaxtla, Temporalero, Huimanguillo y Tres Ríos, la última catalogada como 

susceptible a la sequía), durante la etapa vegetativa (macollaje). Doce días 

después de la germinación, las plantas fueron mantenidas en hidroponía por 45 

días, con solución nutritiva de Steiner al 50%, bajo condiciones de invernadero en 

un experimento factorial 4 x 3 y una distribución completamente al azar. Las 

plantas fueron sometidas a estrés osmótico durante 15 días. Los resultados 

indican que la altura de planta, el peso de materia fresca y seca de vástago y raíz 

fueron reducidos significativamente en los cuatro cultivares estudiados. No 

obstante, la relación raíz/vástago aumentó en los cultivares Cotaxtla y 

Temporalero. El NaCl redujo significativamente (p≤0.05) la concentración de 

clorofila, mientras que el PEG no mostró efecto negativo en esta variable. Tanto el 

NaCl como el PEG incrementaron la concentración de aminoácidos totales en 

hojas, excepto en el cultivar Tres Ríos que únicamente fue afectado por salinidad. 

Sin embargo, sólo el NaCl incrementó substancialmente la concentración de 

prolina, de 5 a 25 veces más que el testigo. La concentración de K+ fue reducida 

significativamente en raíz de Tres Ríos, mientras que en vástago todos los 

cultivares tuvieron reducciones. La concentración de Na+ incrementó en todos los 
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cultivares al crecer bajo salinidad. Las concentraciones de Ca2+ y Mg2+ mostraron 

cambios en vástago, y en raíz sólo el Mg2+. Lo que indica que un cultivar tolerante 

a sequía no necesariamente lo es a la salinidad, ya que el NaCl reduce el 

crecimiento y el contenido de clorofila debido a la acumulación de sodio en la parte 

aérea; siendo en este ensayo el cultivar Cotaxtla el más tolerante a salinidad y 

sequía, comparado con los otros cultivares estudiados. 

 

Palabras clave: Oryza sativa, NaCl, polietilenglicol, clorofila, aminoácidos, 

concentración Na+, K+ 

 

3.1. INTRODUCCIÓN 

La sequía y salinidad son dos de los principales factores ambientales que 

determinan la productividad y distribución de las plantas. La exposición a estos 

tipos de estrés, desencadena muchas reacciones comunes en las plantas. Ambos 

estreses inducen deshidratación celular, lo que causa estrés osmótico y remoción 

de agua del citoplasma a los espacios extracelulares resultando en reducción del 

crecimiento (Zhu, 2002; Chinnusamy et al., 2004). Las respuestas al estrés hídrico 

y salino son idénticas excepto por los componentes iónicos. Estas similitudes 

incluyen procesos metabólicos como disminución de la fotosíntesis o cambios 

hormonales. Altas concentraciones de Na y Cl con problemas adicionales del 

estrés salino (Bartels y Sunkar, 2005). 

La adaptación a la sequía y salinidad es un proceso complejo que involucra 

numerosos cambios incluyendo atenuación del crecimiento, activación o represión 

en la expresión de genes, acumulación de solutos compatibles y proteínas 

protectoras. Entre éstos, una respuesta típica al estrés osmótico es la acumulación 

de prolina. Cuando las plantas son expuestas a sequía o salinidad, las plantas 

acumulan grandes cantidades de prolina como un osmoprotectante para mantener 

la estabilidad y prevenir daños (Mansour, 2000). Plantas de arroz crecidas en 

salinidad incrementan significativamente el contenido de prolina, esta respuesta 

parece ser una reacción al estrés y está asociado con la tolerancia a la salinidad 

(Hoai et al., 2003). En general, las plantas tienden a acumular prolina como un 
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mecanismo de defensa contra el estrés osmótico actuando como un soluto 

compatible (Ghoulam et al., 2002). 

El NaCl es la sal soluble, presente en mayor cantidad en suelos con 

problemas de salinidad; bajo estas condiciones, cantidades excesivas de Na+ se 

transportan de la raíz a las hojas afectando el crecimiento de las plantas (Gao et 

al., 2007). La toxicidad por Na+ resulta, primeramente, de la competencia del N+ 

con el K+ en los sitios enzimáticos de unión, esto interfiere con la activación de las 

enzimas, como consecuencia afectan el metabolismo y el crecimiento (Neves-

Piestun y Bernstein, 2005). 

El arroz es el principal alimento para más de dos billones de personas en 

Asia, África y América Latina (Salekdeh et al., 2002); la sequía y salinidad se han 

convertido en un problema serio en muchos sistemas de producción de arroz, 

como en áreas costeras, áridas y bajo irrigación (Demiral y Türkan, 2005).  

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto del estrés osmótico 

causado por sequía (10% PEG) y salinidad (100 mM NaCl) en el crecimiento, 

contenido de clorofila, acumulación de aminoácidos y concentración de Na+, K+, 

Ca2+ y Mg2+ en plantas de arroz, de cuatro cultivares mexicanos (Cotaxtla, 

Temporalero, Huimanguillo y Tres Ríos). 

 

3.2. MATERIALES Y MÉTODOS 

Se utilizaron cuatro cultivares de arroz (Oryza sativa L. ssp. indica), 

Cotaxtla, Temporalero, Huimanguillo y Tres Ríos (esta última catalogada como 

susceptible a sequía), provenientes del banco de germoplasma del Instituto 

Nacional de Investigaciones Forestales, Agrícolas y Pecuarios (INIFAP), Campo 

Experimental Zacatepec, Morelos. El experimento se realizó en un invernadero 

tipo cenital, ubicado en el Campus Montecillo del Colegio de Postgraduados. 

Las semillas fueron desinfectadas con etanol al 70% por 5 min e hipoclorito 

de sodio al 3%, durante 30 min. Después, fueron enjuagadas con agua estéril 

cinco veces y secadas en papel filtro. Las embriones secos fueron germinados en 

frascos con medio MS (Murashige y Skoog, 1962), suplementado con 3% (p/v) de 

sacarosa y solidificado con 0.8% de agar. Doce días después de la germinación, 
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las plántulas fueron trasplantadas a recipientes con 4 L de solución nutritiva de 

Steiner al 50%, el contenido iónico de la solución nutritiva, así como la mezcla de 

micronutrimentos empleada, fue preparada como lo reportan Marín et al. (2010). El 

pH de la solución se mantuvo entre 5.5 y 6.0. La solución nutritiva fue renovada 

cada 5 d. 

Se evaluaron dos agentes causantes de estrés osmótico (10% PEG, para 

inducir sequía y 100mM NaCl para salinidad), el testigo sin estrés y cuatro 

cultivares de arroz (Cotaxtla, Temporalero, Huimanguillo y Tres Ríos). La 

aplicación de tratamientos se inició 45 días después de que las plantas fueron 

transferidas a solución hidropónica, durante la etapa vegetativa (macollamiento). 

Quince días después de la aplicación de tratamientos, las plantas fueron 

cosechadas y separadas en vástago y raíz para determinar su longitud, peso 

fresco (p.f) y peso seco (p.s). El peso seco se determinó 48 h después de secar 

las muestras a 70 ºC en una estufa de circulación de aire forzado. En la segunda y 

tercera hoja fresca totalmente expandida se determinó el contenido de clorofila 

usando 80% de acetona según Arnon (1949), prolina de acuerdo a Bates et al. 

(1973) y aminoácidos totales de acuerdo al método de la ninhidrina. 

Para determinar la concentración de Na+, K+, Ca2+ y Mg2+, las plantas 

fueron divididas en vástago y raíz. Las muestras secas fueron molidas, pesadas y 

sometidas a digestión húmeda con una mezcla de ácidos perclórico y nítrico 

(Alcántar y Sandoval, 1999), los extractos obtenidos fueron leídos en un equipo de 

espectrometría de emisión atómica de inducción por plasma (ICP-AES) marca 

VARIANTM modelo Liberty II. 

Los datos fueron analizados con el programa estadístico SAS ver. 9.0 (SAS 

Institute, 1990) bajo un diseño completamente al azar en un arreglo factorial 4 x 3 

(cultivar x estrés osmótico), resultando 12 tratamientos con seis repeticiones cada 

uno. Una planta fue considerada como unidad experimental. Se hizo un análisis de 

varianza y comparación de medias mediante la prueba de Tukey con un nivel de 

significancia del 95%.  
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3.3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

En el Cuadro 1 se muestran los resultados del análisis de varianza de los 

factores cultivar, estrés osmótico (sequía y salinidad) y su interacción (cultivar x 

estrés) para la altura de vástago, longitud de raíz, peso fresco y seco de vástago y 

raíz, así como su relación raíz/vástago, el contenido de clorofila, aminoácidos 

totales, prolina y concentración de Na+, K+, Ca2+ y Mg2+. En la mayoría de los 

casos se obtuvieron diferencias altamente significativas (p≤0.01) por efecto de 

cultivar y efectos significativos (p≤0.05) por estrés osmótico, a excepción de la 

concentración de Ca2+ en raíz, que no presentó diferencias significativas por 

factores de estudio.  

Mientras que por efecto de su interacción (cultivar x estrés), las diferencias 

no fueron significativas (p>0.05) para la altura de vástago, longitud de raíz, 

contenido de clorofila a, la relación a/b, aminoácidos totales, concentración de K+ y 

Mg2+ en vástago y concentración de Ca2+ en raíz; para el resto de las variables, los 

efectos fueron significativos. 

 

Cuadro 1. Efecto de los factores cultivar, estrés osmótico y su interacción en cada 

una de las variables evaluadas en este estudio. 

Variables 

Fuente de variación 

Cultivar 

Estrés 

osmótico Cultivares x Estrés  

Grados de libertad 3 2 6 

Altura de vástago ** ** ns 

Longitud de raíz ** ** ns 

Peso fresco de vástago ** ** ** 

Peso fresco de raíz ** ** * 

Peso seco de vástago ** ** ** 

Peso seco de raíz ** ** ** 

Relación raíz/vástago de peso fresco ** ** ** 

Relación raíz/vástago de peso seco ** ** * 

Contenido de clorofila a ** ** * 

Contenido de clorofila b ** ** ns 
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Variables 

Fuente de variación 

Cultivar 

Estrés 

osmótico Cultivares x Estrés  

Contenido de clorofila a+b ** ** * 

Contenido de clorofila a/b ** * ns 

Aminoácidos totales ** ** ns 

Contenido de prolina ** ** ** 

Concentración de Na
+
 en vástago * ** ** 

Concentración de K
+
 en vástago * ** ns 

Concentración de Ca
2+

 en vástago ** ** * 

Concentración de Mg
2+

 en vástago ** ** ns 

Concentración de Na
+
 en raíz ** ** ** 

Concentración de K
+
 en raíz ** ** ** 

Concentración de Ca
2+

 en raíz ns ns ns 

Concentración de Mg
2+

 en raíz ** * ** 

ns = no significativo; * = significativo al 5%; ** = significativo al 1% 

 

3.3.1. Efecto del estrés osmótico en el crecimiento de la planta 

La sequía y salinidad reducen significativamente la altura de vástago 

(Figura 1) en plantas de los cuatro cultivares evaluados (Cotaxtla, Temporalero, 

Huimanguillo, Tres Ríos).  

Por el contrario, no se encontraron diferencias en la longitud de raíz, 

excepto en el cultivar Huimanguillo, el cual mostró menor longitud de raíz en las 

plantas crecidas bajos estrés osmótico comparado con el control. 

 De los cuatro cultivares evaluados, el cultivar Temporalero resultó ser de 

porte bajo ya que presentó la menor altura de vástago, mientras que los otros tres 

cultivares presentaron una altura semejante. La menor longitud de vástago fue 

encontrada en el cultivar Huimanguillo.  

 



Capítulo III                                                                                                                           Resultados 
 

40 
 

 

Figura 1. Altura de vástago y raíz de plantas de cuatro cultivares mexicanos de 

arroz sometidas a sequía (10% PEG) y salinidad (100mM NaCl) durante 15 

días.  

Medias con letras distintas en cada subfigura, son estadísticamente diferentes 

(Tukey, 0.05). Barras sobre las columnas indican desviación estándar.  

 

La reducción en el crecimiento, principalmente de las hojas, es de los 

primeros efectos visibles bajo condiciones de estrés osmótico, esto debido a que 

la salinidad puede modificar la tasa de diferenciación de hojas, así como la 

duración del periodo de expansión, lo que define la tasa de crecimiento y la tasa 

de senescencia (Taleisnik et al., 2009).  

En este trabajo encontramos que las plantas crecidas en condiciones de 

estrés osmótico tuvieron hojas más pequeñas, con menor número de macollos y 

un envejecimiento prematuro (senescencia)  comparado con el testigo (Figura 2). 

Además, observamos reducción del área foliar, enrollamiento de las hojas, y 

acumulación de osmoprotectantes como prolina, el cual será abordado más 

adelante. Estos cambios morfológicos y fisiológicos, también, han sido reportados 

por Hadiarto y Tran (2011), en plantas de arroz en respuesta a sequía. 
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Figura 2. Efecto del estrés osmótico ocasionado por sequía y salinidad en el 

crecimiento de cuatro cultivares mexicanos de arroz, 15 días después de la 

aplicación de tratamientos.   

 

3.3.2. Acumulación de peso fresco y peso seco 

El peso fresco y seco de plantas de arroz, de los cultivares mexicanos: 

Cotaxtla, Temporalero, Huimanguillo, Tres Ríos, se presenta en la Cuadro 2. La 

aplicación de estrés osmótico (10% PEG y 100 mM NaCl) en el medio de 

crecimiento redujo significativamente (p≤0.05) el peso fresco de vástago y raíz, el 

mismo comportamiento se obtuvo en el peso seco. En los cuatro cultivares 

evaluados, el estrés osmótico provocó la reducción en el peso fresco de vástago 

superior al 30%. Mientras que, el peso fresco de raíz fue reducido de manera 

variable; en Cotaxtla y Huimanguillo las reducciones fueron alrededor del 20%, en 

Tres Río mayor a 25% y Temporalero del 16% con salinidad y del 32% con 

sequía, en todos los casos comparado con el testigo.  

El peso seco de vástago (Cuadro 2) fue disminuido en más del 20% en 

Cotaxtla, Huimanguillo y Tres Ríos; mientras que en Temporalero fue superior al 

30%. En el peso seco de raíz, Cotaxtla fue menos afectada por el estrés osmótico 

ya que tuvo reducciones del 7% y 12% (sequía y salinidad, respectivamente), los 

otros cultivares presentaron reducciones que fluctuaron del 16 al 29%. Todas las 

reducciones fueron estadísticamente significativas (p≤0.05). Resultados 

semejantes se han obtenido en otros cultivares de arroz como Nipponbare, Taipei 

309, IR57311 y LC-93-4, los cuales fueron sometidos a sequía durante 19 días 



Capítulo III                                                                                                                           Resultados 
 

42 
 

(Degenkolbe et al., 2009). Por otro lado, otros cultivares (IR632, IR651 e IR29) que 

fueron sometidos a estrés salino por 14 días tuvieron reducciones del 16, 17 y 

73%, respectivamente, en el peso seco de vástago (Moradi e Ismail, 2007) en 

comparación con el testigo. 

 

Cuadro 2. Efecto de la sequía (10% PEG) y salinidad (100 mM NaCl) en el peso 

fresco y seco de vástago y raíz de plantas de cuatro cultivares de arroz, a 

los 15 días de ser sometidos a estrés.  

Cultivar Estrés 
Peso fresco (g planta

-1
)  Peso seco (g planta

-1
) 

Vástago Raíz Total  Vástago Raíz Total 

Cotaxtla Control 30.19 a 21.32 a 51.52 a  6.23 a 2.30 a 8.53 a 

 

10% PEG 20.04 de 16.71 bc 36.75 cd  4.81 cd 2.13 bcd 6.94 bc 

 

100 mM NaCl 20.50 d 17.28 b 37.78 c  4.49 cde 2.03 bc 6.52 cd 

Temporalero Control 26.56 bc 17.79 b 44.35 b  5.12 bc 1.72 cde 6.84 c 

 

10% PEG 13.78 f 12.03 e 25.81 g  3.36 f 1.36 f 4.72 f 

 

100 mM NaCl 14.56 f 14.79 cd 29.35 fg  3.42 f 1.30 f 4.72 f 

Huimanguillo Control 28.99 ab 17.74 b 46.73 b  5.53 ab 2.09 b 7.62 b 

 

10% PEG 19.39 de 13.67 de 33.06 de  4.52 de 1.76 de 6.28 cd 

 

100 mM NaCl 18.65 de 12.91 de 31.56 ef  3.99 ef 1.49 f 5.48 ef 

Tres Ríos Control 26.16 c 18.09 b 44.25 b  5.68 ab 2.02 b 7.70 b 

 

10% PEG 18.03 de 13.52 de 31.55 ef  4.28 de 1.60 de 5.88 de 

 

100 mM NaCl 17.38 e 13.34 cd 30.72 ef  4.74 cd 1.68 de 6.42 cd 

Medias con letras distintas, en cada columna, son estadísticamente diferentes 

(Tukey, 0.05). 

 

Como una consecuencia del estrés osmótico hubo reducción en el peso 

fresco y seco de las plantas de los cuatro cultivares de arroz (Cuadro 2), lo que 

provocó que las relaciones raíz/vástago de los cultivares Cotaxtla y Temporalero 

incrementaran significativamente, mientras que en Huimanguillo y Tres Ríos no 

tuvieron efectos significativos en estas variables (Figura 3). Lo que podría indicar 

que los cultivares que incrementaron las relaciones raíz/vástago (Cotaxtla y 

Temporalero) muestran mejores respuestas adaptativas al estrés, sobre todo a la 
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salinidad, ya que mientras el crecimiento del vástago se inhibe el crecimiento de la 

raíz se mantiene (Albacete et al., 2008). 

 

 

Figura 3. Relación raíz/vástago del peso fresco y peso seco de plantas de cuatro 

cultivares de arroz tratados con 10% PEG (sequía) y 100 mM NaCl 

(salinidad) por 15 días.  

Medias con letras distintas en cada subfigura, son estadísticamente diferentes 

(Tukey, 0.05). Barras sobre las columnas indican desviación estándar.  

 

3.3.3. Contenido de clorofila 

La salinidad redujo significativamente (p≤0.05) el contenido total de clorofila 

(a+b) y clorofila a en todos los cultivares estudiados (Cuadro 3), mientras que la 

sequía no tuvo efectos significativos (p>0.05). El contenido de clorofila b sólo fue 

afectado por la salinidad en los cultivares Cotaxtla y Temporalero; lo que sugiere 

que, la reducción en el contenido total de clorofila está atribuido principalmente a 

la destrucción de la clorofila a, la cual resultó más sensible a la salinidad que la 

clorofila b. Mientras que la sequía no tuvo efectos negativos en el contenido de 

clorofila b. Resultados semejantes han sido reportados en trigo (Peng et al., 2009), 

donde los cultivares JN177 y SR3 presentaron reducciones significativas en el 

contenido de clorofila a y b bajo condiciones de salinidad (200 mM NaCl); mientras 

que estrés por sequía (18% PEG, w/v) no se obtuvieron efectos negativos.  
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Cuadro 3. Contenido de clorofila (mg g-1 peso fresco) en hojas de cuatro cultivares 

de arroz crecidos bajo sequía (10% PEG) y salinidad (100 mM NaCl) a los 

15 días de ser sometidos a estrés. 

Cultivar 
Estrés 

Osmótico 

Contenido de clorofila ( mg g
-1

 peso fresco) 

 A b a + b a/b 

Cotaxtla Control 3.44 abc 1.37 a 4.81 ab 2.52 b 

 

10% PEG 3.24 bc 1.23 ab 4.48 bc 2.63 b 

 

100 mM NaCl 2.81 d 1.08 b 3.89 e 2.59 b 

Temporalero Control 3.50 abc 1.35 a 4.85 ab 2.60 b 

 

10% PEG 3.44 abc 1.22 ab 4.67 bc 2.82 ab 

 

100 mM NaCl 2.89 d 1.06 b 3.96 de 2.73 ab 

Huimanguillo Control 3.73 a 1.43 a 5.16 a 2.62 b 

 

10% PEG 3.58 ab 1.26 ab 4.84 ab 2.85 ab 

 

100 mM NaCl 3.36 bc 1.28 ab 4.64 bc 2.64 b 

Tres Ríos Control 3.60 ab 1.26 ab 4.87 ab 2.87 ab 

 

10% PEG 3.37 bc 1.07 b 4.43 bc 3.19 a 

  100 mM NaCl 3.24 c 1.11 b 4.36 cd 2.93 ab 

Medias con letras distintas, en cada columna, son estadísticamente diferentes 

(Tukey, 0.05). 

 

3.3.4. Contenido de aminoácidos en hojas 

El contenido de aminoácidos solubles incrementó con la aplicación del 

estrés por sequía (10% PEG) y salinidad (100 mM NaCl) en casi todos los 

cultivares evaluados, excepto en Tres Ríos que sólo presentó acumulación 

significativa bajo estrés salino (Figura 4). Dichos incrementos fueron superiores al 

12% cuando las plantas crecieron bajo sequía, mientras que bajo estrés salino el 

contenido de aminoácidos fluctuó entre el 18% (Tres Ríos) y 29% (Temporalero), 

respectivamente, siendo en todos los casos, estadísticamente significativo 

(p≤0.05) con respecto al testigo. Estos resultados, son congruentes con lo 

reportado por Ashraf y Harris (2004) quienes indican que la acumulación de 

aminoácidos totales en hojas se incrementa en plantas expuestas a salinidad. 
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Figura 4. Contenido de aminoácidos totales y prolina en hojas de cuatro cultivares 

de arroz tratados con 10% PEG (sequía) y 100 mM NaCl (salinidad) por 15 días.  

Medias con letras distintas en cada subfigura, son estadísticamente diferentes 

(Tukey, 0.05). Barras sobre las columnas indican desviación estándar.  

 

La prolina es uno de los aminoácidos involucrados regulación del potencial 

osmótico en células vegetales. Según Ashraf y Harris (2004), la acumulación de 

prolina es una de las características comunes en muchas monocotiledóneas bajo 

estrés salino. En el presente estudio, sólo el cultivar de arroz Cotaxtla mostró un 

incremento de 362% en el contenido de prolina cuando las plantas fueron 

expuestas a sequía (Figura 4).  

Por otro lado, la salinidad provocó incrementos en el contenido de prolina 

de todos los cultivares estudiados en comparación con el testigo. Estos aumentos 

fueron de cinco veces en el cultivar Tres Ríos, 10 veces en Huimanguillo, 16 veces 

en Cotaxtla y 25 veces en Temporalero. Resultados semejantes se obtuvieron en 

los cultivares de arroz IR29 e IR651, donde el contenido de prolina incrementó el 

369 y 35%, respectivamente, bajo condiciones de salinidad (Moradi e Ismail, 

2007).  
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De manera general, se ha relacionado que la acumulación de prolina es 

superior en los cultivares tolerantes que en los susceptibles (Zhu et al., 2008). 

3.3.5. Concentración de cationes en vástago y raíz 

De manera general, la concentración de Na+ en vástago y raíz en los cuatro 

cultivares evaluados incrementó significativamente (p≤0.05) al aplicar 100 mM de 

NaCl en la solución de crecimiento (Figura 5), esto comparado con el testigo, en 

los cuatro cultivares evaluados. Mientras que la aplicación de 10% de PEG 

ocasionó sólo en el vástago del cultivar Temporalero incrementos significativos en 

la concentración de Na+.  

En vástago, la concentración de Na+ sólo fue estadísticamente menor en el 

cultivar Temporalero, el mismo comportamiento fue obtenido en raíz; no obstante, 

la concentración más alta fue obtenida en Cotaxtla. Resultados semejantes se han 

obtenido en otros cultivares de arroz crecidos bajo condiciones de salinidad, tales 

como FL478 e IR29 (Walia et al., 2005), IR632, IR651 e IR29 (Moradi e Ismail, 

2007) y en cultivares de trigo K-65 y HD 2329 (Sharma et al., 2005), estos 

investigadores reportan que cultivares de trigo tolerantes y susceptibles de 

salinidad siguen diferentes estrategias de adaptación, por lo que indican que HD 

2329 (sensible) presentó menor concentración de Na+ en raíz lo que involucra un 

mecanismo de exclusión de Na+, mientras que K-65 (tolerante) se comporta como 

acumuladora de este ión. En este sentido, Cotaxtla sería un cultivar tolerante al 

acumularse Na+ en raíz. 
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Figura 5. Concentración de Na+ en vástago y raíz en cuatro cultivares mexicanos 

de arroz: Cotaxtla, Temporalero, Huimanguillo y Tres Ríos, crecidos en 

condiciones de sequía (10% PEG) y salinidad (100 mM NaCl) por 15 días. 

Medias con letras distintas en cada subfigura, son estadísticamente diferentes 

(Tukey, 0.05). Barras sobre las columnas indican desviación estándar.  

 

En el caso de la concentración de K+ en vástago, todos los cultivares 

evaluados tuvieron reducciones significativas bajo condiciones de sequía y 

salinidad. Por el contrario, en raíz, los cultivares Cotaxtla y Temporalero no 

redujeron su concentración de K+ bajo ambos estreses; a diferencia de 

Huimangillo que tuvo reducciones significativas en condiciones de salinidad; y en 

Tres Ríos, la concentración de K+ disminuyó drásticamente tanto en sequía como 

salinidad, en todos los casos comparado con respecto al testigo. La reducción en 

la concentración de K+ es el resultado de la habilidad que tiene el Na+ para 

competir con el K+ en los sitios de unión esenciales para las funciones celulares, lo 

que conduce a una toxicidad metabólica (Tester y Davenport, 2003). En otros 

cultivares de arroz como FL478 e IR29 (Walia et al., 2005) se obtuvieron 

resultados similares, en ambos cultivares, la concentración de K+ se redujo en 

condiciones de salinidad. A diferencia del cultivar tolerante de trigo (K-65) que 
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mantuvo altas concentraciones de K+ en vástago y raíz comparado con el cultivar 

sensible (HD 2329) (Sharma et al., 2005). 

 

 

Figura 6. Efecto de sequía (10% PEG) y salinidad (100 mM NaCl) en la 

concentración de K+ en vástago y raíz en cuatro cultivares mexicanos de 

arroz Cotaxtla, Temporalero, Huimanguillo y Tres Ríos, crecidos bajo 

condiciones de estrés durante 15 días. 

Medias con letras distintas en cada subfigura, son estadísticamente diferentes 

(Tukey, 0.05). Barras sobre las columnas indican desviación estándar.  
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interacción iónica, el Na+ induce una baja concentración de Ca2+ en el fluido del 

xilema y como consecuencia, menor disponibilidad de éste hacia los tejidos 

foliares. 

Los resultados obtenidos de la concentración de Mg2+ en vástago (Cuadro 

4) no tuvieron reducciones significativas por efectos de sequía o salinidad. Esta 

respuesta también es observada en raíz, con excepción del cultivar Tres Ríos, el 

cual tuvo reducciones significativas comparadas con el testigo. Lo que podría 

indicar que el Na+ no excluye al Mg2+ del sistema de absorción y tampoco afecta 

su movimiento vía xilema. En sorgo (Netondo et al., 2004), se reporta que las 

concentraciones de Mg2+ en raíz no tuvieron un comportamiento claro al 

incrementar la salinidad. 

 

Cuadro 4. Concentración de Ca2+ y Mg2+ (mg kg-1 peso seco) en vástago y raíz de 

cuatro cultivares de arroz crecidos bajo sequía (10% PEG) y salinidad 

(100mM NaCl) durante 15 d. 

Cultivar Estrés 

Concentración (g kg
-1

 peso seco ) 

Ca
2+

 Mg
2+

 

 

Ca
2+

 Mg
2+

 

  

Vástago 

 

Raíz 

Cotaxtla Control 5.82 abc 4.62 cdef 

 

2.38 a 1.57 ab 

 

10% PEG 4.64 de 3.89 e 

 

2.08 a 1.35 bcd 

 

100mM NaCl 5 bcd 4.57 def 

 

2.17 a 1.49 abc 

Temporalero Control 6.27 ab 6.34 ab 

 

1.98 a 1.15 d 

 

10% PEG 5.99 ab 5.55 bcd 

 

2.10 a 1.22 dc 

 

100mM NaCl 5.45 bcd 5.63 abc 

 

2.20 a 1.32 bcd 

Huimanguillo Control 6.6 a 6.59 a 

 

2.24 a 1.59 ab 

 

10% PEG 4.98 cde 5.15 cde 

 

2.17 a 1.69 a 

 

100mM NaCl 4.82 de 5.46 bcde 

 

1.95 a 1.5 abc 

Tres Ríos Control 5.85 abc 5.35 bcde 

 

2.28 a 1.61 ab 

 

10% PEG 4.49 de 4.44 ef 

 

1.98 a 1.14 d 

  100mM NaCl 4.42 e 4.61 cdef   1.95 a 1.35 bcd 

Medias con letras distintas, en cada columna, son estadísticamente diferentes 

(Tukey, 0.05). 
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3.5. CONCLUSIONES 

Los resultados obtenidos en este estudio indican que los cuatro cultivares 

de arroz evaluados mostraron mayor sensibilidad a la salinidad que a la sequía, 

debido a la toxicidad iónica del Na. Sin embargo, Cotaxtla mostró mecanismos de 

tolerancia a la sequía y salinidad ya que mantuvo el crecimiento de la raíz, a pesar 

de que el crecimiento del vástago fue inhibido, lo que permitió que incrementara la 

relación raíz/vástago como adaptación al estrés osmótico. Además, la 

concentración de prolina incrementó significativamente tanto en sequía como en 

salinidad, y debido a que este aminoácido es considerado un osmorregulador, su 

acumulación contribuye a la estabilidad de la membrana y a mitigar el efecto del 

NaCl, por lo que su acumulación funciona como otro mecanismo de tolerancia al 

estrés osmótico. Adicionalmente, el cultivar Cotaxtla no presentó disminuciones 

significativas en la concentración de K+ en raíz, lo que podría evitar que el Na+ 

remplace al K+ y reducir la inactivación de enzimas que afecten los procesos 

metabólicos y así mantener el crecimiento de la planta. 
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CAPÍTULO IV.  

CRECIMIENTO, ACTIVIDAD FOTOSINTÉTICA, CONCENTRACIÓN DE K+ Y Na+ 

EN PLANTAS DE ARROZ BAJO ESTRÉS SALINO 

 

Soledad García-Morales, Libia I. Trejo-Téllez, Fernando C. Gómez-Merino, Camila 

Caldana, E. Braulio Herrera-Cabrera y David Espinosa-Victoria 

 

RESUMEN 

El estrés salino afecta el crecimiento y la productividad de los cultivos. En 

este estudio se determinó el crecimiento, el rendimiento del fotosistema II (PSII) y 

la concentración de K+ y Na+ en raíz, tallo, hojas viejas, y hojas jóvenes de los 

cultivares mexicanos de arroz: Tres Ríos y Cotaxtla. También, se determinó la 

relación K+/Na+ en vástago y raíz de ambos cultivares. El experimento se realizó 

en cámara de crecimiento, bajo condiciones controladas, con una distribución 

completamente al azar y un arreglo factorial 2 x 2 (Cultivar x Salinidad). Las 

plantas fueron crecidas en solución hidropónica durante 15 días y posteriormente 

una parte de ellas fueron tratadas con 100 mM de NaCl; plantas testigo (sin 

tratamiento con NaCl) fueron crecidas en paralelo. El estrés salino provocó 

reducciones del 20 y 15% en la longitud de vástago y raíz, respectivamente en el 

cultivar Tres Ríos; mientras que en el cultivar Cotaxtla, no se obtuvieron 

diferencias significativas en estas variables con respecto al testigo. El peso de 

materia seca fue disminuido en 24% en el cultivar Tres Ríos. El rendimiento 

cuántico del PSII se redujo en 30% al tercer día de la aplicación de tratamientos, 

en ambos cultivares. La concentración de Na+ fue significativamente mayor (p ≤ 

0.05) en las plantas tratadas con NaCl. En el cultivar Tres Ríos, el rendimiento del 

PSII disminuyó completamente después de seis días de la aplicación de 

tratamientos en tanto que, la concentración de K+ en tallo y hojas viejas también 

fue reducida y registró la menor relación K+/Na+ en vástago, lo que podría indicar 

que se trata de un cultivar más susceptible a la salinidad con respecto al cultivar 

Cotaxtla. 
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Palabras clave: Oryza sativa, rendimiento del fotosistema II, relación K+/Na+, 

salinidad 

 

4.1. INTRODUCCIÓN 

La salinidad es uno de los principales problemas en la agricultura de riego y 

de temporal. El sistema de producción bajo riego provee cerca de un tercio de 

alimentos para mundo (Munns, 2002) y se estima que cerca del 20% de la 

superficie irrigada (45 millones de ha) es afectada por la salinidad (FAO, 2008). El 

estrés salino también es un problema en la agricultura de temporal, sobre todo en 

las áreas costeras debido que el agua salada ingresa a éstas durante la marea 

alta (Walia et al., 2005). Se estima que el 2% de la superficie de agricultura de 

temporal (32 millones de ha) es afectada por salinidad (FAO, 2008). El problema 

de salinidad ha sido abordado a través de mejoras en las prácticas de producción 

y la introducción de cultivares tolerantes. Sin embargo, la implementación de un 

adecuado manejo del riego agrícola, en las superficies afectadas por la salinidad, 

ha sido económicamente no viable y difícil de implementar a larga escala (Walia et 

al., 2005). 

El estrés osmótico y la toxicidad iónica son efectos provocados por la 

salinidad. El estrés osmótico es el resultado de la sal presente en la solución de 

crecimiento que reduce la capacidad de la planta para absorber agua; mientras 

que, la toxicidad iónica es causada por una cantidad excesiva de sales que entran 

al flujo de transpiración dañando las células de las hojas. La reducción en el 

crecimiento y la fotosíntesis son los principales efectos del estrés salino (Munns et 

al., 2006). La habilidad de las plantas para desarrollarse bajo salinidad es una 

característica que determina la distribución de los cultivos y su productividad en 

muchas áreas, lo que es importante para entender los mecanismos que confieren 

tolerancia en ambientes salinos (Pattanagul y Thitisaksakul, 2008). 

En general, el arroz muestra variabilidad en cuanto a su sensibilidad a la 

salinidad excesiva, en sus diferentes estados de crecimiento. El arroz es 

considerado una especie relativamente tolerante a la salinidad en el estado de 
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germinación, mientras que durante el estado vegetativo y la etapa temprana es 

más sensibles a la salinidad, afectando directamente su rendimiento (Zeng, 2004). 

El objetivo de este estudio fue determinar el efecto del estrés salino en el 

crecimiento y actividad fotosintética de plantas de dos cultivares de arroz 

mexicanos (Tres Ríos y Cotaxtla) durante la etapa vegetativa (macollaje). También 

se determinó la concentración de K+ y Na+ en raíz, tallo, hojas viejas y hojas 

jóvenes de plantas crecidas bajo condiciones controladas, así como la relación 

K+/Na+ en vástago y raíz, con la finalidad de identificar el nivel de tolerancia a la 

salinidad. 

 

4.2. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Se utilizaron dos cultivares de arroz (Oryza sativa L. ssp. indica), Cotaxtla y 

Tres Ríos provenientes del banco de germoplasma del Instituto Nacional de 

Investigaciones Forestales, Agrícolas y Pecuarios (INIFAP), Campo Experimental 

Zacatepec, Morelos. El experimento se realizó en el Instituto Max Planck de 

Fisiología Molecular de Plantas, en Golm, Alemania. 

Las semillas de los dos cultivares fueron esterilizadas superficialmente con 

etanol al 70% por 5 min y posteriormente desinfectadas con una solución de 

hipoclorito de sodio al 3% y una gota de Tween20 durante 30 min para después 

ser lavadas con agua estéril cinco veces y secadas en papel filtro. Los embriones 

secos fueron colocados en un frasco con medio MS (Murashige y Skoog, 1962), 

suplementado con 3% (p/v) de sacarosa y solidificado con 0.8% de agar. 

Para la germinación, los frascos fueron sometidos a oscuridad cinco días a 

28 °C. Después, las semillas germinadas fueron transferidas a un cuarto de cultivo 

de tejidos bajo condiciones controladas (16 h luz a 140 µmol m-2 s-1, 22 °C, 8 h de 

oscuridad y humedad relativa del 70%) durante siete días. Doce días después de 

sembrar las semillas, las plantas fueron trasplantadas a recipientes conteniendo 

10 L de solución nutritiva conteniendo 1.43 mM NH4NO3, 1.00 mM CaCl2 2H2O, 

1.64 mM MgSO4 7H2O, 0.13 mM K2SO4, 0.32 mM NaH2PO4.2H2O, 1.00 mM Fe-

EDTA, 7.99 µM MnCl2 4H2O, 0.15 µM ZnSO4 7H2O, 0.15 µM CuSO4 5H2O, 0.075 
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µM (NH4)6Mo7O24  4H2O y 1.39 µM H3BO3 (Yang et al., 1994). El pH de la solución 

nutritiva se mantuvo entre 5.5 y 6.0. La solución nutritiva fue renovada cada 5 d. 

La aplicación de tratamientos se inició 15 d después de haber transferido 

las plantas a la solución nutritiva. Se evaluaron dos concentraciones de NaCl, 0 

(testigo) y 100 mM en los dos cultivares de arroz. 

Se determinó la actividad fotosintética con el fluorómetro portátil PAM-2000 

(Walz, Alemania), sin adaptación a la oscuridad. Las mediciones se realizaron en 

la segunda hoja totalmente expandida, antes de la aplicación de los tratamientos, 

1, 3, 5 y 6 d después del inicio del estrés salino. Seis días después de la 

aplicación de tratamientos, las plantas fueron cosechadas y separadas en vástago 

y raíz para determinar su longitud, peso fresco y peso seco. Las raíces fueron 

enjuagas dos veces para eliminar los residuos de sales, provenientes de las 

solución nutritiva. El peso seco se determinó 48 h después de haber secado las 

muestras a 70 ºC en una estufa de circulación de aire forzado. Para determinar la 

concentración de potasio (K+) y sodio (Na+), las plantas fueron divididas en raíz, 

tallo, hojas viejas y hojas jóvenes. Las muestras secas fueron sometidas a 

digestión húmeda con una mezcla de ácidos perclórico y nítrico (Alcántar y 

Sandoval, 1999), los extractos obtenidos fueron leídos en un equipo de 

espectrometría de emisión atómica de inducción por plasma (ICP-AES) marca 

VARIANTM modelo Liberty II. Mientras que, la relación K+/Na+ fue obtenida del 

contenido de estos iones en vástago y raíz, en función de la concentración y del 

peso de materia seca.  

Los datos fueron analizados con el programa estadístico SAS ver. 9.0 (SAS 

Institute, 1990) bajo un diseño completamente al azar en un arreglo factorial 2 X 2 

(Cultivar X Concentración), resultando de la combinación de niveles cuatro 

tratamientos con 12 repeticiones cada uno. Una planta fue considerada como la 

unidad experimental. Para determinar las diferencias estadísticas se hizo un 

análisis de varianza y comparación de medias mediante la prueba de Tukey con 

un nivel de significancia del 95%.  
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4.3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

4.3.1. Crecimiento de raíz y vástago 

Por efecto de cultivar no hubo diferencias significativas (p > 0.05) en la 

longitud de vástago, sin embrago, por concentración de NaCl y su interacción con 

el cultivar se obtuvieron diferencias altamente significativas (p ≤ 0.01). Para el 

caso de la longitud de raíz, las tres fuentes de variación presentaron diferencias 

significativas (Cuadro 1).  

 

Cuadro 1. Efecto de cultivar, concentración de NaCl y su interacción, en la 

longitud de vástago y raíz de plantas de dos cultivares de arroz. 

Fuente de variación Grados de 

libertad 

Longitud 

Vástago Raíz 

Cultivar 1 ns ** 

Concentración de NaCl 1 ** ** 

Cultivar x Concentración de NaCl 1 ** * 

ns = no significativo; * = significativo al 5%; ** = significativo al 1% 

 

La salinidad, empleada (100 mM NaCl), redujo significativamente (p ≤ 0.05) 

la longitud del vástago y de la raíz del cultivar Tres Ríos (20 y 15% 

respectivamente, en comparación con el testigo) como se observa en la Figura 1. 

Comparativamente, en el cultivar Cotaxtla no se encontraron reducciones 

significativas (p > 0.05) en la longitud de vástago y raíz en presencia de NaCl. 

Resultados similares se han obtenidos en los cultivares de arroz BR11, BR23, 

BR29 y BR1 (Alam et al., 2004), IR36 (Gong et al., 2006); donde, los síntomas de 

daño causado por la salinidad aparecieron principalmente en las hojas viejas, 

observándose que la parte superior de las hojas fue enrollada, las puntas se 

marchitaron y mostraron necrosis, como se observa en la Figura 2. Lo antes 

expuesto se debe a la acumulación de concentraciones tóxicas de Na+ en las 

hojas maduras (Munns y Tester, 2008).  
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Figura 1. Efecto de la salinidad en la longitud de vástago (A) y raíz (B) de plantas 

de los cultivares mexicanos de arroz Tres Ríos y Cotaxtla, a los seis días de 

tratamiento. 

Medias con letras distintas en cada subfigura, son estadísticamente diferentes 

(Tukey, 0.05). Barras sobre las columnas indican desviación estándar.  
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Figura 2. Plantas de arroz de los cultivares mexicanos Tres Ríos y Cotaxtla, 30 

días después de la germinación y 6 días después de haber sido sometidas 

a 0 (testigo) y 100 mM de NaCl. 

 

Jamil et al. (2006) encontraron una relación directa entre la reducción en la 

longitud de vástago y raíz con el incremento en la concentración de sales en el 

medio de crecimiento, esta tendencia fue observada en el cultivar Tres Ríos. Estos 

autores, indican que las variables antes mencionadas son indicadores importantes 

del estrés salino, debido a que la raíz está en contacto directo con el medio de 

crecimiento y absorbe el agua de éste, suministrándola al resto de la planta. Por lo 

tanto, la longitud de vástago y raíz proporciona un indicio de la respuesta de las 

plantas a la salinidad. 

 

4.3.2. Producción de biomasa 

En el peso de materia fresca de vástago y raíz se encontraron efectos 

altamente significativos (p ≤ 0.01) con la fuente de variación cultivar y 

concentración de NaCl. Resultados semejantes se obtuvieron en el peso de 

materia fresca de raíz con el efecto de la interacción cultivar x concentración de 
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NaCl, contrario a lo registrado en vástago donde no se encontró diferencia 

significativa (Cuadro 2). 

 

 

Cuadro 2. Efecto de los factores cultivar, concentración de NaCl y su interacción 

sobre el peso de materia fresca de vástago y raíz en plantas de arroz. 

Fuente de variación 
Grados de 

libertad 

Peso de materia fresca 

Vástago Raíz 

Cultivar 1 ** ** 

Concentración de NaCl 1 ** ** 

Cultivar x Concentración de NaCl 1 ns ** 

ns = no significativo; * = significativo al 5%; ** = significativo al 1% 

 

El estrés salino (100 mM NaCl) redujo significativamente el peso de materia 

fresca de vástago en ambos cultivares (Figura 3A); el cultivar Tres Ríos tuvo 31% 

menos peso de materia fresca en vástago y el cultivar Cotaxtla tuvo 22% menos, 

en los dos casos con respecto al testigo. Mientras que en la variable peso fresco 

de la raíz (Figura 3B) sólo fue afectado el cultivar Tres Ríos al mostrar una 

disminución significativa (p ≤ 0.05) del 27% en comparación con el testigo. 

El cultivar Cotaxtla no presentó diferencias con respecto al peso de materia 

seca de vástago y raíz, después de seis días de la aplicación de 0 y 100 mM NaCl. 

Esta respuesta se ha reportado en otros cultivares de arroz (IR632, IR651 e IR29), 

donde las plantas sometidas a estrés salino por una semana no presentan efectos 

negativos. Sin embargo, después de dos semanas de tratamiento con sales, el 

crecimiento se redujo significativamente en los tres cultivares (Moradi e Ismail, 

2007).  

Kumar et al. (2009) evaluaron 11 cultivares de arroz bajo condiciones de 

salinidad, y encontraron que los cultivares tolerantes presentan mayor altura de 

planta y peso de materia seca. En este contexto, el cultivar Cotaxtla no presentó 

los valores más altos de longitud de vástago y raíz, pero tampoco tuvo 

reducciones significativas (p > 0.05) en longitud de planta, peso fresco de raíz y 
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peso seco de vástago y raíz, lo que podría indicar que se trata de un cultivar 

tolerante a la salinidad.  

 

 

 

 

 

Figura 3. Peso de materia fresca de vástago (A) y raíz (B) de los cultivares 

mexicanos de arroz Tres Ríos y Cotaxtla, seis días después de la aplicación 

de 100 mM de NaCl.  

Medias con letras distintas en cada subfigura, son estadísticamente diferentes 

(Tukey, 0.05). Barras sobre las columnas indican desviación estándar. 
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El cultivar Tres Ríos tuvo una reducción significativa en el peso de materia 

seca tanto de vástago como de raíz (Figura 4); tal disminución fue del 24% en 

ambas variables con respecto al testigo. Lo anterior, debido a la interacción 

cultivar x concentración, ya que no se obtuvieron diferencias significativas (p > 

0.05) por el factor cultivar y tampoco por concentración de NaCl.  

 

 

 

 

Figura 4. Peso de materia seca en vástago (A) y raíz (B) de plantas de arroz, de 

los cultivares mexicanos Tres Ríos y Cotaxtla, crecidas bajo salinidad 

durante seis días.   

Medias con letras distintas en cada subfigura, son estadísticamente diferentes 

(Tukey, 0.05). Barras sobre las columnas indican desviación estándar.  
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Resultados semejantes, a los aquí encontrados, se han obtenido en otros 

cultivares de arroz BR11, BR23, BR29 y BR31 (Alam et al., 2004), trigo (Saqib et 

al., 2005) y sorgo dulce (Almodares et al., 2007). En el caso de sorgo dulce, las 

diferencias en la tolerancia a la salinidad en el estado vegetativo se deben a la 

diversidad genética y diferencias hereditarias entre cultivares; adicionalmente se 

observó que al incrementar la concentración de sodio, el peso de materia fresca y 

seca de las plantas disminuyó. Algunas especies son sensibles a salinidad, 

especialmente en la fase vegetativa, debido a que los mecanismos de tolerancia al 

estrés no han sido completamente desarrollados. Sin embargo, otras especies 

pueden mostrar tolerancia a la salinidad durante la fase vegetativa del crecimiento 

(Roy et al., 2005).  

 

4.3.3. Actividad fotosintética 

Las plantas sometidas a estrés salino disminuyen su eficiencia fotosintética, 

lo cual parece estar asociado con el complejo del fotosistema II (PSII) (Munns et 

al., 2006). La salinidad reduce la actividad del PSII y promueve la destrucción de 

los pigmentos de la clorofila por la acumulación de iones que pueden inhibir el 

rendimiento cuántico de transporte de electrones en el PSII (Sudhir y Murthy, 

2004).  

Lo expuesto anteriormente se observa en la Figura 5, donde se presenta el 

rendimiento cuántico del PSII de la segunda hoja totalmente expandida. Cuando 

las plantas crecieron en ausencia de salinidad, ambos cultivares, mantuvieron un 

alto rendimiento del PSII. Si embargo, cuando las plantas fueron sometidas al 

estrés salino (100 mM NaCl), una reducción del rendimiento fotosintético fue 

observado tres días después de la aplicación de tratamientos en ambos cultivares. 

Seis días después de la aplicación de tratamientos, el cultivar Tres Ríos mostró 

una reducción total en el rendimiento del PSII, mientras que el cultivar Cotaxtla 

tuvo una reducción del 90%.  

Los resultados aquí obtenidos difieren de los reportados en otros cultivares 

de arroz (IR651 e IR632) tolerantes a la salinidad (Moradi e Ismail, 2007), y a los 

obtenidos en sorgo (Netondo et al., 2004). En ambos casos, no hubo cambios 
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significativos en el rendimiento cuántico del PSII bajo condiciones de salinidad, lo 

cual puede indicar que la salinidad no afecta severamente el transporte de 

electrones en sorgo (Netondo et al., 2004). En los cultivares de arroz IR651 e 

IR632, el rendimiento cuántico del PSII puede servir como una manera directa de 

determinar el efecto de la salinidad en el aparato fotosintético (Moradi e Ismail, 

2007).  

 

 

Figura 5. Rendimiento cuántico del fotosistema II de la segunda hoja totalmente 

expandida de plantas de los cultivares de arroz Tres Ríos y Cotaxtla, 

crecidos en hidroponía con 0 (testigo) y 100 (salinidad) mM NaCl.  

Barras sobre los puntos indican desviación estándar.  

 

En el Cuadro 3, se presentan los efectos simples y la interacción de los 

factores evaluados sobre el rendimiento cuántico del PSII. Por efecto de cultivar se 

obtuvieron diferencias significativas en los días 0, 1, 5 y 6 después de la aplicación 

de tratamientos; mientras que por concentración de NaCl los efectos fueron 

significativos al 1% en los días 3, 5 y 6. Finalmente, la interacción cultivar x 

concentración de NaCl fue altamente significativa durante el quinto y sexto día de 

estrés salino.  
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Cuadro 3. Efecto de los factores cultivar, concentración de NaCl y su interacción 

en el rendimiento cuántico del PS II en hojas de plantas de arroz.  

Fuente de variación 
Grados de 

libertad 

Tiempo (d) 

0 1 3 5 6 

Cultivar 1 ** ** * ns ** 

Concentración de NaCl 1 ns ns ** ** ** 

Cultivar x Concentración NaCl 1 ns ns ns ** ** 

ns = no significativo; * = significativo al 5%; ** = significativo al 1% 

 

4.3.4. Concentración de sodio y potasio 

La concentración de K+, en los diferentes órganos de plantas de arroz, fue 

significativamente diferente debido a la interacción cultivar x concentración de 

NaCl (Cuadro 4). En raíz se tuvieron diferencias debido al factor cultivar, siendo 

Tres Ríos la que tuvo mayor concentración de K+ comparado con Cotaxtla, sin y 

con la aplicación de NaCl en el medio de crecimiento. En tallo, las diferencias 

estadísticas observadas se deben al factor concentración de NaCl; es decir, la 

presencia de sales redujo significativamente la concentración de K+ en tallo. 

También se obtuvieron diferencias por efecto de la interacción cultivar x NaCl, ya 

que mientras en el cultivar Tres Ríos la concentración de K+ en tallo disminuyó 

significativamente, en Cotaxtla ésta se incrementó. El mismo comportamiento se 

obtuvo en la concentración en hojas viejas de ambos cultivares.  

La reducción en la concentración de K+, obtenida en el cultivar Tres Ríos es 

similar a la obtenida en otros cultivares de arroz (Walia et al., 2005) y trigo 

(Sharma et al., 2005; Saqib et al., 2005), esto debido a que la presencia de NaCl 

en el medio de crecimiento puede interferir con la absorción de cationes como el 

K+, Ca2+ o Mg2+, o bien como resultado de la sustitución del K+ por Na+ (Tester y 

Davenport, 2003). En ambos cultivares, la concentración de K+ en las hojas 

jóvenes se incrementó significativamente al aplicar NaCl, como un efecto de los 

tratamientos y de su interacción con el factor cultivar. 
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Cuadro 4. Concentración K+ (mg kg-1 peso materia seca) en raíz, tallo y hojas de 

los cultivares mexicanos de arroz Tres Ríos y Cotaxtla, seis días después 

de la aplicación de tratamientos.  

Cultivar NaCl (mM) 
Concentración de K+ (mg kg-1 peso materia seca) 

Raíz Tallo Hojas viejas Hojas jóvenes 

Tres Ríos 0 66.57 a 50.86 a 56.59 a 30.65 b 

Tres Ríos 100 67.41 a 11.81 d 27.22 b 55.62 a 

Cotaxtla 0 28.09 b 18.92 c 18.63 b 28.65 b 

Cotaxtla 100 22.22 b 41.87 b 50.72 a 54.12 a 

Cultivar 

     Tres Ríos 

 

66.99 a 31.34 a 41.91a 43.14 a 

Cotaxtla 

 

25.16 b 30.39 a 34.67 a 41.39 a 

NaCl (mM) 

     0 

 

47.33 a 34.89 a 37.61 a 29.65 b 

100   44.82 a 26.84 b 38.97 a 54.87 a 

Medias con letras distintas en cada columna por factor o interacción, son 

estadísticamente diferentes (Tukey, 0.05). 

 

Como resultado de la interacción cultivar x concentración de NaCl (Cuadro 

5), al aplicar 100 mM de NaCl en la solución hidropónica la concentración de Na+ 

fue significativamente superior en raíz, tallo y hojas de ambos cultivares. Estos 

resultados son congruentes con los obtenidos en otros cultivares de arroz, FL478 

e IR29 (Walia et al., 2005), trigo (Sharma et al., 2005: Saqib et al., 2005), soya y 

pepino (Dabuxilatu y Ikeda, 2005), donde se observó una relación positiva entre la 

concentración de sal y la concentración de Na+ en raíz y vástago. 

Tester y Davenport (2003) indican que muchas plantas son capaces de 

tolerar el estrés salino al excluir Na+ del vástago, o al menos de las hojas, y 

mantener altos niveles de K+. Esto pudiera estar sucediendo en el cultivar 

Cotaxtla, ya que en condiciones de salinidad, tuvo mayor concentración de Na+ en 

tallo que Tres Ríos, tal vez como un mecanismo de exclusión de Na+ de las hojas. 

Además, bajo las mismas condiciones, este cultivar tuvo un incremento 
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significativo en la concentración de K+ (Cuadro 1) en tallo y hojas viejas, mientras 

que Tres Ríos mostró reducciones. 

La concentración de Na+ fue superior en las hojas jóvenes tratadas con 

salinidad, en ambos cultivares. Sin embargo, el cultivar Cotaxtla registró mayor 

concentración de Na+ en sus hojas jóvenes en comparación con el cultivar Tres 

Ríos. En algunas condiciones, una alta concentración de Na+ en vástago puede 

ser benéfica para ayudar a la planta a mantener su turgencia, ya que los iones son 

secuestrados en la vacuola y de esta manera se puede reducir la toxicidad del Na+ 

(Munns y Tester, 2008). 

 

Cuadro 5. Concentración Na+ (mg kg-1 peso materia seca) en raíz, tallo y hojas de 

los cultivares mexicanos de arroz Tres Ríos y Cotaxtla, seis días después 

del inicio del estrés salino.  

Cultivar NaCl (mM) 
Concentración de Na+ (mg kg-1 peso materia seca) 

Raíz Tallo Hojas viejas Hojas jóvenes 

Tres Ríos 0   3.56 b   3.50 c   3.45 b 2.77 c 

 

100 26.37 a 13.88 b 17.15 a 9.87 b 

Cotaxtla 0   2.88 b   1.41 c   1.84 b 2.17 c 

 

100 21.25 a 37.14 a 27.25 a     16.65 a 

Cultivar 

     Tres Ríos 

 

14.97 a   8.69 b 10.30 a 6.32 b 

Cotaxtla 

 

12.07 a 19.28 a 14.55 a 9.41 a 

NaCl (mM) 

     0 

 

  3.22 b   2.46 b   2.65 b 2.47 b 

100   23.81 a 25.51 a 22.20 a     13.26 a 

Medias con letras distintas en cada columna por factor o interacción, son 

estadísticamente diferentes (Tukey, 0.05). 

 

La habilidad de las plantas para discriminar entre el Na+ y el K+ puede 

determinarse mediante un índice, la relación K+/Na+ (Flowers, 2004). En las 

Figuras 6 y 7 se presenta la relación de contenido K+/Na+ en vástago y raíz de los 
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dos cultivares de arroz estudiados. En general, se obtuvo que al aplicar 100 mM 

de NaCl en la solución hidropónica, la relación K+/Na+ se redujo significativamente 

(p ≤ 0.05) en ambos cultivares. Resultados semejantes se han obtenido en otros 

cultivares de arroz, FL478 e IR29 (Walia et al., 2005) y IR36 (Gong et al., 2006), 

en trigo (Saqib et al., 2005), Sesbania rostrata y frijol (Jungklang et al., 2003). En 

vástago (Figura 6), el cultivar Tres Ríos tuvo la menor relación K+/Na+ cuando las 

plantas fueron sometidas al estrés. La información aquí mostrada es similar a la 

reportada en otros cultivares de arroz que difieren en su tolerancia a la salinidad 

(Moradi e Ismail, 2007), donde se encontró que el cultivar IR29, susceptible a 

salinidad, tuvo una relación K+/Na+ en hojas significativamente menor que los 

cultivares IR632 e IR651 (tolerantes).  

 

 

 

Figura 6. Relación K+/Na+ en vástago de los cultivares mexicanos de arroz Tres 

Ríos y Cotaxtla, crecidos en solución hidropónica con 0 y 100 mM de NaCl 

durante seis días.   

Medias con letras distintas, son estadísticamente diferentes (Tukey, 0.05). Barras 

sobre las columnas indican desviación estándar.  
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Figura 7. Relación K+/Na+ en raíz de los cultivares mexicanos de arroz Tres Ríos y 

Cotaxtla, crecidos en solución hidropónica con 0 y 100 mM de NaCl durante 

seis días.   

Medias con letras distintas, son estadísticamente diferentes (Tukey, 0.05). Barras 

sobre las columnas indican desviación estándar.  

 

 

4.4. CONCLUSIONES 

La aplicación de 100 mM de NaCl en el medio de crecimiento durante seis 

días ocasionó que el cultivar Tres Ríos tuviera reducciones significativas en la 

longitud de vástago y de raíz, peso de materia fresca y seca, disminución 

significativa en el rendimiento cuántico del fotosistema II (PSII), menor 

concentración de K+ en tallo y hojas y como consecuencia una relación K+/Na+ en 

vástago menor, lo que sugiere que este cultivar es susceptible a salinidad 

comparado con el cultivar Cotaxtla, el cual mostró mayor tolerancia a este estrés.  
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CAPÍTULO V.  

PERFIL DE EXPRESIÓN DE FACTORES DE TRANSCRIPCIÓ NAC EN HOJAS 

DE ARROZ BAJO ESTRÉS OSMÓTICO 

 

Soledad García-Morales, Libia I. Trejo-Téllez, Fernando C. Gómez-Merino, Camila 

Caldana, B. Edgar Herrera-Cabrera y David Espinosa-Victoria 

 

RESUMEN 

Las plantas responden a estímulos ambientales adversos con el inicio de 

una serie de procesos de señalización que incluyen la activación de factores de 

transcripción que pueden regular la expresión de un conjunto de genes para 

responder y adaptarse al estrés. La familia NAC (NAM, ATAF y CUC) son factores 

de transcripción específicos de plantas con diversas funciones tanto en el 

desarrollo como en la regulación del estrés. En este trabajo se analizó el perfil de 

expresión de 41 genes que codifican factores de transcripción de la familia NAC, 

usando la técnica de RT-PCR en tiempo real. Se usaron plántulas de arroz, de los 

cultivares Cotaxtla y Tres Ríos, crecidas 20 días en condiciones hidropónicas. Se 

aplicó 18.5% de PEG para inducir sequía ,100 mM de NaCl para salinidad y el 

testigo, sin estrés. El nivel de expresión relativa de los genes fue determinado a 

las 6 y 24 h después de la aplicación de tratamientos. De los genes estudiados, en 

el cultivar Cotaxtla, 11 genes fueron inducidos y ninguno reprimido; en Tres Ríos, 

17 genes fueron inducidos por sequía y tres reprimidos. En el caso de salinidad, 

cuatro genes fueron inducidos y seis reprimidos en la cultivar Cotaxtla, en tanto 

que en Tres Ríos se encontraron 30 genes inducidos y dos reprimidos. De todos 

los gene evaluados, destacan aquellos que se encontraron inducidos en un 

cultivar y reprimidos en el otro: para sequía se identificaron tres genes y en 

salinidad 10; de los cuales sobresalen el gen Os07g04560, que tuvo un patrón de 

expresión contrastante en los cultivares evaluados, bajo sequía y salinidad. 

Además, genes como Os08g33910, Os11g08210 (OsNAC5), 2_Os05g34830 

(OsNAC5) y OsNAC6 fueron inducidos por sequía y salinidad a las 6 y 24 h del 

muestreo. En conclusión, en esta investigación se identificaron genes NAC que 
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responden a estrés osmótico, y que su posterior caracterización sería el sustento 

para la posible generación de cultivares con mejor resistencia a la sequía y a la 

salinidad. 

 

Palabras clave: Oryza sativa, factores de transcripción, familia NAC, sequía, 

salinidad, RT-PCR en tiempo real 

 

5.1. INTRODUCCIÓN 

A lo largo de su ciclo de vida, las plantas están expuestas a diversos 

factores de estrés abiótico, incluyendo sequía y salinidad, los cuales son 

causantes de estrés osmótico. Como respuesta al estrés y la tolerancia, las 

plantas han desarrollado una serie de mecanismos fisiológicos, bioquímicos y 

moleculares. La base fisiológica de estas respuestas moleculares es la integración 

de muchos eventos de transducción dentro de una amplia red de vías de 

señalización, que incluyen percepción de señales del estrés osmótico, generación 

de segundos mensajeros y transducción de señales del estrés (Yamaguchi-

Shinozaki y Shinozaki, 2006; Nakashima et al., 2009). Se han identificado muchos 

genes en respuesta al estrés, cuya expresión juega un papel importante en el 

desarrollo de mecanismos de tolerancia ante estos eventos (Li et al., 2008). 

La regulación de la expresión génica es esencial para todos los organismos, 

y proporciorciona un mecanismo complejo de control mediante el cual las plantas 

responden a estímulos y estrés ambiental, y además regula los procesos de 

desarrollo (Shinozaki et al., 2003). Esta regulación está coordinada por una serie 

de mecanismos que involucran la metilación del DNA, organización de la 

cromatina, dimerización y unión especifica a secuencias de DNA, este último 

mecanismo pueden ser realizado por factores de transcripción (Jeong et al., 2010). 

Además de reconocer los motivos específicos de DNA en las regiones reguladoras 

de los genes, una característica esencial para clasificar a una proteína como los 

factores de transcripción es que puedan activar o reprimir la transcripción, esto 

debido a la interacción con otras proteínas. En función de las interacciones 

proteína-proteína, un factor de transcripción puede funcionar como activador de un 
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grupo de genes o como represor de otros (Feller et al., 2011). Estas proteínas 

activan o reprimen la transcripción de los genes mediante unión directa a los 

promotores de los genes blanco de manera específica (Qu y Zhu, 2006) 

Los genomas de arroz (Oryza sativa) y Arabiopsis (Arabidopsis thaliana) 

codifican más de 2000 reguladores transcripcionales, cada uno, que representan 

entre el 4 y 6% del número total estimado de proteínas en cada especie (Zhang et 

al., 2011). Aproximadamente, 45% de estos factores de transcripción forman parte 

de familias de genes que son específicos para plantas (Riechmann et al., 2000; 

Kikuchi et al., 2003). Un ejemplo de estos grupos de factores de transcripción, es 

la familia NAC.  

Las proteínas pertenecientes a la familia NAC comprenden uno de los 

grupos más grandes de factores de transcripción que están extensamente 

distribuidos en varias especies vegetales. El nombre deriva de los tres primeros 

genes descritos y que contienen el dominio del meristemo no apical (no apical 

meristem, NAM) de Petunia (Souer et al., 1996); los genes ATAF1, ATAF2 

(Arabidopsis thaliana activation factor) nombrados asi por su abilidad de activar el 

promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor en levaduras (Christianson et al., 

2010), y CUC (cup-shaped cotyledon) de Arabidopsis (Aida et al., 1997). Esta 

familia de proteínas es caracterizada por un dominio de unión al DNA en la 

terminal amino altamente conservado, el cual es denominado como “dominio 

NAC”, y diversas regiones en la terminal carboxilo (Shen et al., 2009). 

Inicialmente, Ooka et al. (2003) encontraron 75 proteínas NAC de un 

conjunto de datos de cDNA de arroz (28,469 clones). Posteriormente, con la 

disponibilidad de las secuencias del genoma, fue posible identificar 149 genes  

que pertenecen a la familia NAC de factores de transcripción en arroz (Xiong et al., 

2005). De ahí, Fang y colaboradores (2008) realizaron un análisis sistemático de 

la secuencia de arroz, el cual reveló 140 genes de la familia NAC. Las proteínas 

NAC estan relacionadas con el desarrollo de las plantas y con la respuesta al 

estrés abiótico. Por ejemplo, en arroz, el gen SNAC1 (stress-responsive NAC) fue 

identificado y sobre-expresado condujo al incremento en la tolerancia a la sequía 

(Hu et al., 2006). Otro gen NAC (OsNAC6/SNAC2) inducido por estrés abiótico y 
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por ácido jasmónico, y al ser sobreexpresado incrementó la tolerancia del arroz al 

frío, sequía y salinidad (Nakashima et al., 2007; Hu et al., 2008). Más tarde, el gen 

OsNAC5 fue relacionado con la removilización de Fe y Zn de los tejidos verdes a 

las semillas, además se reportó como asociado a la senescencia y dependiente 

del ácido abscísico (Sperotto et al., 2009). Posteriormente, fue reportado que 

OsNAC5 está involucrado en la respuesta de adaptación al estrés por sequía y 

salinidad (Takasaki et al., 2010). 

Por otro lado, el arroz es uno de los cultivos más importantes del mundo, ya 

que aporta el 20% de la demanda de cereales para la alimentación en el mundo 

(FAO, 2011), además está considerado como una especie modelo en la familia de 

las gramíneas. Por esta razón, una mejor comprensión de las complejas 

interacciones entre los genes de esta especie es de gran importancia para 

incrementar su valor nutricional, rendimiento de grano, rango de cultivo, 

resistencia a enfermedades y tolerancia al estrés ambiental tanto en el arroz como 

en otros cereales (Ficklin et al., 2010). 

El objetivo de este estudio fue analizar el perfil de expresión de 57 genes 

que codifican factores de transcripción de la familia NAC con la finalidad de 

identificar aquellos con potencial para incrementar la tolerancia al estrés osmótico, 

causado por sequía y/o salinidad, en dos cultivares Mexicanos de arroz. 

 

5.2. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

5.2.1. Material vegetal y tratamientos 

Se utilizaron dos cultivares de arroz (Oryza sativa L. ssp. indica), Cotaxtla, y 

Tres Ríos (esta última catalogada como susceptible a sequía), provenientes del 

banco de germoplasma del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, 

Agrícolas y Pecuarios (INIFAP), Campo experimental Zacatepec, Morelos. El 

experimento se llevó a cabo en un invernadero tipo cenital, ubicado en el Colegio 

de Postgraduados (Montecillo, Estado de México). 

Las semillas de ambos cultivares fueron desinfestadas con etanol al 70% 

por 5 min, después con hipoclorito de sodio al 3% durante 30 min. Posteriormente, 
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fueron enjuagadas con agua destilada estéril cinco veces y secadas en papel filtro. 

Los embriones secos fueron germinados en frascos con medio MS (Murashige y 

Skoog, 1962), suplementado con 3% (p/v) de sacarosa y solidificado con 1.2% de 

agar. Los frascos con el medio MS y las semillas fueron colocados en oscuridad a 

28°C por tres días (d). Catorce días después de la siembra, las plántulas fueron 

trasplantadas a recipientes con 9 L de solución nutritiva, la cual contenía 1.43 mM 

NH4NO3, 1.00 mM CaCl2 2H2O, 1.64 mM MgSO4 7H2O, 0.13 mM K2SO4, 0.32 mM 

NaH2PO4.2H2O, 1.00 mM Fe-EDTA, 7.99 µM MnCl2 4H2O, 0.15 µM ZnSO4 7H2O, 

0.15 µM CuSO4 5H2O, 0.075 µM (NH4)6Mo7O24  4H2O y 1.39 µM H3BO3 (Yang et 

al., 1994), con un potencial osmótico de -0.035 MPa. El pH de la solución se 

mantuvo entre 5.5 y 6.0. La solución nutritiva fue renovada cada 5 d. 

Se evaluaron dos agentes causantes de estrés osmótico: 18.5% PEG, para 

inducir sequía y 100 mM NaCl para salinidad; ambos tratamientos con un potencial 

osmótico de -0.44 MPa), además del testigo sin estrés; y los dos cultivares de 

arroz: Cotaxtla y Tres Ríos. La aplicación de tratamientos se inició 20 días 

después de transferir las plantas a la solución hidropónica, donde se agregó 

18.5% de PEG o 100 mM de NaCl a los recipientes con solución nutritiva; las 

plantas testigo crecieron al mismo tiempo. 

 

5.2.2. Colecta de muestras 

Para el análisis de la expresión génica, se tomaron muestras de cada 

cultivar por separado, antes de la aplicación de tratamientos, 3 h, 6 h y 24 h 

después de la aplicación de tratamientos (18.5% PEG y 100 mM NaCl). Se 

muestrearon la segunda y tercer hoja totalmente expandida. Una repetición 

biológica consistió en mezclar hojas de tres plantas crecidas bajo las mismas 

condiciones. Hojas de las plantas testigo (sin estrés) fueron tomadas en cada 

tiempo de muestreo. Tres réplicas biológicas fueron cosechadas y procesadas en 

paralelo. Todas las muestras fueron congeladas en nitrógeno líquido 

inmediatamente después de cortar el tejido. Enseguida, fueron almacenadas a -

80°C hasta la extracción de RNA.  
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5.2.3. Extracción de RNA y síntesis de cDNA (transcripción reversa) 

La extracción de RNA fue realizada con aproximadamente 50 mg de 

material vegetal. Las muestras de tejido vegetal fueron molidas hasta polvo fino 

con mortero y pistilo, usando nitrógeno líquido. El RNA total fue aislado usando el 

kit SV total RNA Isolation Systema (Promega), de acuerdo a las recomendaciones 

del fabricante, el cual incluye un tratamiento con DNAsa I. La concentración de 

RNA total fue determinada con el espectrofotómetro NanoDrop 2000 UV-Vis 

(Thermo Scientific NanoDrop, Wilmington, DE, EEUU) y la integridad fue 

confirmada en geles de agarosa al 1% (p/v). En todas las muestras, los valores de 

las relaciones A260/A280 y A260/A230 fueron iguales a 2.1 o superiores.  

Para la transcripción reversa se usó de 3.5 a 5 µg de RNA total con el 

primer oligo-dT, para la síntesis de la primera cadena de cDNA, y la enzima 

SuperScript IIITM RT (Invitrogen), en un volumen total de 20 µL de acuerdo a las 

recomendaciones del fabricante.  

 

5.2.4. Primers de interés y primers de referencia 

Los primers (Cuadro 1) fueron seleccionados de una plataforma de 2500 

factores de transcripción en arroz (Caldana et al., 2007). Además, se incluyeron 

dos pares de primers relacionados para ser inducidos por sequía y salinidad, 

OsNAC6 (Nakashima et al., 2007) y OsNAC5 (Sperotto et al., 2009). 

 

Cuadro 1. Primers específicos usados para el análisis de PCR en tiempo real, 

para genes NAC en arroz.  

Identificación 

TIGR v5.0 
Forward Primer (5'-3') Reverse Primer (5'-3') 

Amplicón 

(bp) 

Os03g56580 AGACCGACTGGATGATGCACGA TGCAGATGGTCCAGACCTCAGCTT 99 

Os06g46270 TGAAGTTGCCTCTCAAGGAGGACT CAGCTTGGCAATGGTTGTCCTACT 74 

Os02g56600 TACCAGATGTGGCGAAGCTG TACTTGCGGTCGCGGAA 64 

Os02g06950 CTGGCAGCTAGACTACATGCAGG GCCATTGATGTAACGAGGAGGA 121 

Os02g42970 GAAAACGGCACCACACCTGA GCCACCCGCTTCTTGAACA 62 

Os03g03540 GCGACATCGATCTCTACCGC TACCCGATCCCACAATGTTCTT 61 

Os03g02800 CTTCCATCCAAGGTGGATGTTG GCCAATCTTCGTGTCAAGGCT 117 

Os07g37920 TTGCCATCGGAGTCAGCAG TGGAGAGTTGGAACGGATGC 64 
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Identificación 

TIGR v5.0 
Forward Primer (5'-3') Reverse Primer (5'-3') 

Amplicón 

(bp) 

Os03g21060 AACGGTTCATGCGTTGGTG CATCCCCATGTTAGAGTGGAGC 102 

Os08g33910 GGATCTCCCAAAGCTTGCG GAACCCAGCTGTTGTCACCC 112 

Os03g01870 GACCTACCAGAGGTGGCGAA TTGCTCGCTCTGTTCCTGC 101 

Sin 

anotación_1 
GGAAGAGAAATCCTTCCTGCCT TGCTCTGGTTGCACGGTTT 106 

Os06g01480 TGGATTTCGTTTCCACCCG TCTTGCGGCCACCTTCTTC 70 

Os03g60080 CATCCCCAGGAACAACAGCA GTACATGCCCTGGATATCGTCG 64 

Os10g42130 GCGTGATCAAGAGGCACGA TGCTGATCATTCCTTTCGCC 72 

Os05g34310 CCCATAATCGCAGATGTCGAA CCCCAAATAGAGCCATGGATG 70 

Os01g66490 GCCGGCAGCCACAACTATAG TTGGTTGATGCGACGACG 64 

Os01g15640 TGCAAAGTGCGATGTTCCAA ATGGCTCGATCCTTTCCAGTG 138 

Os07g04560 GCAACGTGAACGGTGGCTAC GCTGCTACTGTTCCATTGCTCC 61 

Os09g32040 CGGAAAATCAGATGTTGCGG GCGCACGTATTCTCTGCCAT 69 

Os12g43530 GATTTCATCCGACGGATCAAGA TCACCTTTGGAAGATCCCAGG 132 

Os06g51070 CATTCCCGACACCATGCAAT CCTTCCGGTAGACCTTGCAGA 68 

Os09g33490 TCGTCGTCGAGCTGTGTCA CCTCTCTTTGAGAGGCAGATGG 103 

Os11g31330 AAATACCTCTACCCCCGTGCTTT CAACATCGGTGATGATCGCA 61 

Os02g34970 TGACATCATCCCGACGCTG GCTTGCAGTGCTTTGCCATT 69 

Os04g35660 ATTGAATGGTAAAGCACTCCAATCC GTCTGCGTCGCATGACTGAA 63 

Os01g59640 CTGAATCCTCCGAATCTGCGT CGGCATTGTGCTGCTAATCTG 65 

Os11g04960 GCAGGCAAATCCCAGATGG GCGGCCTTTTTATTGCGTTT 122 

Sin 

anotación_2 
GGTCGAGATCGGCCTCAAATA ACACAGAACAAGCTCGTCGGAG 61 

Os10g27390 AGAACGAGGTTCCGGATCTTG TCCCTGCCTTCCTTCCTCA 61 

Os03g59730 GTATCGCATCCCGCAGTTTC TGTAAGCAGGCGGTTTGAATC 61 

Os06g15690 TCGGACATCCTGGATAATTGACA CACCGATCCAGATGCATTTTTT 67 

Os07g13920 CGATCAGAACCAACAGGATTGG AGTCATCGCCCATCACACAGA 68 

Os11g31360 TGTCAACTACCTGTACCGCCGT TCCACATCGGTGATGAAGTCG 66 

Os01g48130 TTGCTGACCTGCTGTTGCAT TGGAAGAAGTGCCGGATCA 65 

Os10g26270 GGCGACCAAAACCCTGTCA TTCACCGGCTCTGTGTCCTC 102 

Os10g21560 GGAATGACCATAACGCAGCTG CAAACCCTTGTTCAGGTGGACT 108 

Os12g07790 CGAGATAGTTGGCGCATACGA CGAAGCCAATGGACAGCATC 62 

Os11g31380 GAAACAACCATCGCCAAGAGA ACGGCGAGCACATTACGAA 62 

Os04g40130 TTACACGGACGAAACGGACCT AGTGTGATCCCCATCCACCC 88 

Os12g22940 TCCCAGCTATTTGTTCTGCCC ACAGCGGTGGATTGCCATT 110 

Os10g27360 CATCGAGGTTGCGGATCTTG TGTCCACTCTGGTTCGTGCTC 114 

Os08g10080 CCTCTCCACCTCAAGGTGAAGACA CGCAATCCGAACGAAGAACAACAA 96 

Os12g29330 TCCGACTAAGCTAGGCAAGGCAAG TTGGGGGCGATTTCGTTAAGCA 98 
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Identificación 

TIGR v5.0 
Forward Primer (5'-3') Reverse Primer (5'-3') 

Amplicón 

(bp) 

Sin 

anotación_3 
TTGGACCTGGATGCGTTGCTGT CGTGTCGAATTCCACTCCCAAACT 63 

Os03g42630 TGATGCACGAGTACAGGCTCCA AGCTTCTTGAAGACGCGGCAGA 85 

Os02g36880 CCGCCAATTCCAAGCAGGATCA TCGAGGCTCTTCTTGAACACCCT 61 

Os02g36880 TCATGCACGAGTACCGCATCCA ACAGCACCCACTCCTGATCCTT 69 

Os04g38720 TGCTGCAAAAGCAATAAGCAAGGA TGCTGCTCCATTGCTGCCTAAG 78 

Os10g09820 CGAGAAATACAAGGGTTACGGAGA CCATCCACCACCACCTTCCTATT 108 

Os11g08210 ACAACGCCCTCAGGTTGGATGA TCGTACCTCTCGATCACTCCCTTC 73 

Os05g34830 TGGGTCCTGTGCCGAATCTACAAC GGTCTCCCCGTGGCTCATCATATT 99 

Os05g34830 AGGAGCTGGTGATGCACTACCT CGTACAGCGCCATTCTTGTAGAGG 100 

Os06g33940 GCAAGAAGACCGACTGGATCATGC CCACCCAACCATCTTCCTGGACAT 78 

Os02g15340 TGTTTGTGTGCCTTTCCAAGAGTG TAGAGCAATTCCTCGTCCGTCG 107 

OsNAC5
a
 CAGCAGCTGATGGTATTGTC AGAGACCTGTTTGGCACGAA 100-150 

OsNAC6
b
 CCAGCCCAAGATCAGCGAGT TCATGTACTGGGGCAAGCCA 124 

El Locus Identificador fue adoptado de la base de datos TIGR. * Casi todos los genes 

fueron obtenidos de Caldana et al. (2007), a excepción de OsNAC5a, el cual fue obtenido 

de Sperotto et al. (2009) y OsNAC6b de Nakashima et al. (2007). 

 

La especificidad de los primers y de los genes de referencia o 

housekeeping (Cuadro 2), se determinaron mediante el análisis de la curva de 

disociación. Para el primero, se realizó un tamizado (screening) de todos los 

primers; se usó cDNA equivalente a 120 ng de material inicial de RNA total. Para 

los siguientes análisis, sólo se consideraron aquellos genes que presentaron un 

pico único. Para los segundos, se realizaron tres replicas técnicas, bajo diferentes 

condiciones de estrés: aplicación de PEG, NaCl y testigo; así como en los 

diferentes tiempos de muestreo: 0, 3 y 24 h después de la aplicación de 

tratamientos. 
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Cuadro 2. Genes de referencia para cuantificar el nivel de expresión relativa de 

los genes de interés. 

Gen Primer Forware (5'-3') Primer Reverse (5'-3') 
Amplicón 

(bp) 

Actina CTCCCCCATGCTATCCTTCG TGAATGAGTAACCACGCTCCG 91 

Actina I ATCCTTGTATGCTAGCGGTCGA ATCCAACCGGAGGATAGCATG 118 

β-Tubulina GGAGTCACATGCTGCCTAAGGTT TCACTGCCAGCTTACGGAGG 64 

Factor de 

elongación Iα GTCATTGGCCACGTCGACTC TGTTCATCTCAGCGGCTTCC 118 

 

5.2.5. PCR cuantitativa en tiempo real 

La PCR en tiempo real se llevó a cabo en placas de 96 pozos usando el 

sistema de detección de secuencias ABI Prism 7900HT (Applied Biosystems by 

Life Technologies, CA, EEUU) con la mezcla de reacción Power SYBR® Green 

PCR, de acuerdo a las recomendaciones del fabricante. La concentración final de 

cada primer fue de 250 nM en un volumen final de 20 µL•pozo-1. El perfil térmico 

de la PCR fue de 50°C por 2 min,   95°C por 10 min, 40 ciclos a 95°C por 15 s y 

60°C por 1 min. La curva de disociación fue obtenida después del último ciclo de la 

PCR a 95°C por 15 s seguido por un constante incremento (2%) entre 60°C y 

95°C.   

Para cada reacción de PCR se incluyó una etapa de disociación. El ciclo 

umbral (CT) para cada corrida se determinó usando los ajustes automáticos para la 

línea base y el nivel umbral del software SDS del equipo ABI Prism  7900HT. Se 

utilizaron los genes Actina, β-tubulina y factor de elongación-1α como genes de 

referencia para normalizar la expresión de los genes NAC en los diferentes 

tratamientos. 

El nivel relativo de expresión de los factores de transcripción fue 

determinado usando el método 2-ΔΔC
T, descrito por Schmittgen y Livak (2008), 

restando el valor de CT de los genes NAC menos el CT de los genes de referencia 

(ΔCT = CT del gen de interés – CT gen de referencia), donde, ΔΔCT representa ΔCT-condición de 

estrés – ΔCT-testigo. Esta expresión relativa también puede ser expresada como tasa 

de cambio. Sí el primer ΔCT es superior al segundo ΔCT (testigo), entonces el 

valor de 2-ΔΔC
T sería menor de 1; lo que implica que hay una reducción en la 
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expresión debido a los tratamientos. Para calcular la tasa de cambio de la 

reducción en la expresión se utilizó la siguiente fórmula: 
– 

      
 (Schmittgen y Livak, 

2008). Los genes fueron definidos como genes expresados diferencialmente con 

una tasa de cambio de al menos 2 (valor absoluto), después de la aplicación de 

tratamientos. Para lo anterios, el nivel de expresión fue designado como “inducido” 

cuando la tasa de cambio fue ≥ 2 y “reprimido” con un valor ≤ –2, de acuerdo a Le 

et al. (2011a) y Le et al. (2011b). 

 

5.2.6. Determinación del crecimiento, concentración de ácido abscísico y 

clorofila 

Seis días después de la aplicación de tratamientos, las plantas fueron 

cosechadas y separadas en vástago y raíz para determinar su longitud y peso 

seco (p.s). El peso seco se determinó 48 h después de secar las muestras a 70 ºC 

en una estufa de circulación de aire forzado.  

El contenido de ácido abscísico (ABA) se determinó, en las dos primeras 

hojas reciénteme desarrolladas, 48 h después de la aplicación de los tratamientos. 

El material vegetal fue liofilizado durante 72h y luego molido. Se tomaron 50 mg y 

se les agregó 2 mL de acetona a 90%. Las muestras fueron agitadas por 12 min 

en baño de ultrasonido con hielo. Posteriormente, se centrifugó a 5000 rpm por 5 

min, se tomó el sobrenadante y se aforó a 2 mL. Se tomaron 300 µL del 

sobrenadante y se colocaron, gota a gota, en placas de HPTLC (Silica gel 60 F254 

Multiformat pre-scored to 5x5, Merk). La placa fue colocada en una cámara para 

cromatografía que contenía acetato de etilo como fase líquida y se dejó correr la 

muestra hasta 0.5 cm antes del borde. Se dejó evaporar los restos de acetato de 

la placa y se observó en luz UV para detectar la presencia de ABA, se marcó y se 

raspó el ABA para posteriormente ser eluído de la placa. La extracción se hizo con 

1 mL de acetato de etilo en agitación por 30 min a 428 rpm. Se filtró a vacio y se 

evaporó con nitrógeno. Se agregó 1 mL de etanol HPLC, se filtró en acrodisco de 

0.45 µm de diámetro de poro y se colocó en viales para ser leídos en HPLC. 

Para el HPLC, el detector fue establecido a 266 nm. En la separación se 

usó la fase reversa en la columna SB-C8 (250 x 4.6 mm, 5 µm, Zorbax, Alemania). 
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La fase móvil fue una mezcla de acetonitrilo (40%) y ácido trifluoroacético 0.01% 

pH 2.95 (40:60), bajo un método isocrático, y una tasa de flujo de 1 mL min-1. 

El contenido de clorofila se determinó de acuerdo a Arnon (1949), usando 

acetona al 90%, en 50 mg de hojas liofilizadas. 

 

5.2.7. Análisis estadístico 

Para el análisis de las variables fisiológicas evaluadas, se consideró el 

resultado de seis tratamientos con seis repeticiones cada uno. Para ABA y clorofila 

se consideraron cuatro repeticiones. Una plántula fue considerada como unidad 

experimental. Se hizo un análisis de varianza y comparación de medias mediante 

la prueba de Tukey con un nivel de significancia del 95%, con apoyo del programa 

estadístico SAS ver. 9.0 (SAS, 1990). 

 

5.3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

5.3.1. Confirmación de la especificidad de los primers 

La especificidad de los primers es un factor determinante en los ensayos de 

RT-PCR en tiempo real. Para esto, se hizo un tamizado inicial de los 57 primers 

seleccionados, usando cDNA de las muestras testigo y dos replicas técnicas. Se 

determinó la especificidad analizando sus respectivas curvas de disociación. Del 

total de primers, 16 mostraron la amplificación de productos inespecíficos con muy 

baja expresión y por lo tanto una amplificación muy retardada o simplemente no 

amplificaron. Los otros 41 primers produjeron un pico único en sus curvas de 

disociación y una curva de amplificación típica, tal como se puede ver en la Figura 

1. Estos últimos 41 primers fueron utilizados para los análisis posteriores. El 

análisis de las curvas de disociación para identificar la especificidad de los 

primers, también se ha empleado en el análisis de expresión de genes de la 

familia NAC en cebada (Christiansen et al., 2011) y soja (Le et al., 2011a; Le et al., 

2011b). 
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Figura 1. (A) Gráfica de PCR en tiempo real de 41 genes de la familia NAC 

usados para definir su especificidad. (B) Curva de disociación de los primers 

seleccionados mostrando un pico único.  

 

5.3.2. Genes de referencia  

Para este estudio se consideraron cuatro genes de referencia: actina, actina 

I, factor de elongación-1α y β-tubulina (Cuadro 2). La expresión de los cuatro 

genes bajos diferentes condiciones de estrés (sequía y salinidad), en diferentes 

puntos de tiempo (0, 3 y 24 horas después de la aplicación de tratamientos), se 

presentan en la Figura 2. Al analizar las curvas de disociación de los genes de 

referencia, se observó en actina I la formación de productos inespecíficos, por lo 

que este gen fue excluído para los siguientes análisis. Como se observa en la 

Figura 2, el factor de elongación-1α tuvo la mayor expresión (menor valor de CT) 

de los genes analizados, lo que concuerda con lo reportado por Caldana et al. 

(2007). También, se puede observar que hay un efecto por los tratamientos y el 

tiempo de exposición al estrés. Sin embargo, considerando los resultados 

obtenidos durante todo el análisis, actina y el factor de elongación-1α fueron los 

genes de referencia más estables, ya que presentaron menos fluctuaciones en su 

nivel de expresión bajo las diferentes condiciones del experimento. Esto último 

difiere de lo reportado por Guénin et al. (2008), quienes reportan que el factor de 

elongación-1α resultó ser uno de los genes menos estables al analizar su 

expresión en seis diferentes tipos de muestras tomados de Arabidopsis.  

A. Gráfica de amplificación B. Curva de disociación 



Capítulo V                                                                                                                            Resultados 
 

86 
 

 

Figura 2. Genes de referencia seleccionados para ser usados en esta 

investigación, fueron analizados bajo condiciones de estrés, 3 y 24 h después de 

la imposición de sequía o salinidad. ± desviación estándar de tres réplicas 

técnicas.  

 

5.3.3. Expresión de genes NAC en hojas de arroz bajo condiones de sequía y 

salinidad 

Para determinar el nivel de expresión de los genes previamente 

seleccionados, se utilizó el método 2-ΔΔC
T de acuerdo a Schmittgen y Livak (2008). 

Para esto se usó actina como gen de referencia con lo que se obtuvo el primer 

ΔCT, y para el segundo ΔCT se comparó con el testigo. Los resultados fueron 

obtenidos 6 y 24 h después de la aplicación de 18.5% de PEG, para inducir 

sequía, o 100 mM de NaCl para salinidad. 

De un total de 41 genes que pasaron la prueba tamiz mostrando un pico 

único en la curva de disociación, en el cultivar Cotaxtla y después de 6 h bajo 

estrés 9 genes fueron regulados (ya sea reprimido o inducidos) por sequía y 7 

genes por salinidad (Figura 3A). En el caso del cultivar Tres Ríos, 13 genes 

mostraron una expresión diferencial en condiciones de sequía y 22 genes por 

salinidad. Después de 24 h de la aplicación de los tratamientos, el número de 

genes regulados incrementó, a excepción del cultivar Cotaxtla crecido en 

condiciones de salinidad, donde disminuyó el número de genes diferencialmente 

expresado (Figura 3B). En general, se puede decir que la activación en la 
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expresión de los genes, en respuesta al estrés osmótico por sequía y salinidad,  

incrementa constantemente a medida que el tiempo de exposición al estrés 

continúa.  

 

 

Figura 3. Número de genes regulados (inducidos y/o reprimidos) por sequía y 

salinidad, con una tasa de cambio de ± 2, en hojas de los cultivares de arroz: 

Cotaxtla y Tres Ríos, 6h (A) y 24h (B) después de la aplicación de tratamientos. 

 

Una vez que los datos fueron normalizados, la expresión de los genes fue 

definida como inducidos cuando se obtuvo un valor de 2-ΔΔC
T  ≥ a 2 y reprimidos 

con valores ≤ a –2. Para sequía, obtuvimos 11 genes inducidos en el cultivar 

Cotaxtla, y ninguno fue reprimido. En la cultivar Tres Ríos, 17 genes fueron 

inducidos por sequía y sólo tres fueron reprimidos. Otros seis genes más fueron 

inducidos tanto en Cotaxtla como en Tres Ríos (Figura 4). 

En cuanto al estudio sobre salinidad se obtuvieron cuatro genes inducidos 

en Cotaxtla y 30 genes en Tres Ríos. Por otro lado, seis genes fueron reprimidos 

por salinidad en Cotaxtla y dos en el cultivar Tres Ríos. Hasta aquí, la expresión 

de la mayoría de los genes evaluados fue regulada por salinidad, al encontrar el 

mayor número de genes inducidos con la aplicación de 100 mM de NaCl. De los 

dos cultivares evaluados, Tres Ríos tuvo más genes con expresión diferencial que 

Cotaxtla. También, puede notarse que hubo un mayor número de genes inducidos 
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que aquellos que fueron reprimidos, lo que indica un incremento en la expresión 

de los genes debido a los tratamientos. 

 

 

Figura 4. Diagrama de Venn que muestra un resumen de los genes NAC 

inducidos y/o reprimidos por sequía y salinidad en hojas de dos cultivares de 

arroz. La expresión de los genes fue definida como inducidos (parte superior) o 

reprimidos (parte inferior) con una tasa de cambio igual o mayor a un valor 

absoluto de 2, después de 6 y 24 h de la aplicación de tratamientos. 

 

5.3.4. Patrón de expresión de genes NAC regulados por salinidad 

Con la finalidad de identificar genes candidatos en repuesta al estrés por 

salinidad se realizó un perfil de expresión de 41 genes que codifican factores de 

transcripción de la familia NAC. Para esto se usó la técnica de RT-PCR en tiempo 

real y el método de 2-ΔΔC
T para el análisis de datos. Se usaron plantas con 20 días 

de crecimiento en condiciones hidropónicas y sometidas a estrés salino (100 mM 

de NaCl) durante 6 y 24 h.  

El nivel de expresión relativa de cada uno de los genes se determinó 

normalizando los datos con actina como gen de referencia y con el testigo, ambos 

casos para cada punto de tiempo (6 o 24 h). De los 41 genes evaluados, 32 de 

ellos tuvieron una expresión diferencial, ya sea reprimidos o inducidos, en algún 
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punto de tiempo del muestreo o en alguno de los dos cultivares evaluados. El perfil 

de expresión de cada uno de estos genes diferencialmente expresados se 

presenta en la Figura 5.  

En el caso del cultivar Cotaxtla, cuatro genes (Os02g56600, Os07g04560, 

Os02g34970 y Os01g59640) fueron inducidos por salinidad con una tasa de 

cambio mayor o igual 2 por al efecto del tratamiento, comparado con el testigo. 

Bajo las mismas condiciones, en el cultivar Tres Ríos se encontraron 30 genes 

inducidos (Figura 5). Por otro lado, sólo dos genes (Os03g60080 y Os01g59640) 

en Tres Ríos y seis genes (Os03g02800, Os08g33910, Os07g04560, 

Os01g59640, Os03g42630 y OsNAC6) en Cotaxtla mostraron una reducción en su 

expresión debido al estrés salino.  

De acuerdo a su perfil de expresión (Figura 5), la mayoría de los genes 

inducidos presentaron dos tendencias: la primera corresponde a una tasa de 

cambio menor de 2 en 6 h, para después incrementar el nivel de expresión a un 

valor mayor de 2 para las 24 h. La segunda, inicia con una expresión relativa 

mayor de 2 a las 6 h, para después ser reducida a las 24 h. Otros genes de interés 

son aquellos que fueron reprimidos en el cultivar Cotaxtla e inducidos en Tres 

Ríos, que de acuerdo a los resultados del Capítulo IV resultó sensible a salinidad 

comparado con Cotaxtla. Estos genes son: Os03g02800, Os08g33910, 

Os01g66490, Os01g15640, Os07g04560, Os09g33490, Os10g21560, 

Os03g42630, Os02g36880 y OsNAC6. Dichos genes resultan de gran 

importancia, ya que en varios estudios para identificar genes con potencial para 

incrementar la tolerancia al estrés abiótico, principalmente en plantas 

transgénicas, los genes de interés tienden a estar reprimidos en un genotipo y 

sobreexpresados en otro, por ejemplo los genes OsNAC5 (Song et al., 2011), 

OsNAC10 (Jeong et al., 2010) y ONAC045 (Zheng et al., 2009), entre otros. 

Por otro lado, también se encontraron genes que fueron inducidos 

solamente en el cultivar Cotaxtla: Os03g56580, Os03g03540, Os03g21060, 

Os09g32040, Os06g51070, Os04g35660, Os11g04960, Os10g21560, 

Os08g10080, Os11g08210 y Os05g34830, en tanto que sólo un gen fue inducido 

únicamente en Cotaxtla (Os02g34970). 
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Figura 5. Perfil de expresión de genes NAC en hojas de dos cultivares de arroz 

(Cotaxtla y Tres Ríos), bajo condiciones de salinidad durante 6 y 24 h. La 

expresión relativa de los genes fue determinada como la tasa de cambio con el 

método 2-ΔΔC
T, normalizada con actina como gene de referencia y con el testigo 

(sin estrés). 
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5.3.5. Patrón de expresión de genes NAC regulados por sequía  

De acuerdo a los criterios definidos para el análisis de la expresión relativa 

de los genes de interés, de un total de 41 genes, 24 de ellos (58.5%) mostraron 

ser expresados diferencialmente, ya sea 6 o 24 h después de la aplicación de 

18.5% de PEG, para inducir sequía; tanto en el cultivar Cotaxtla como Tres Ríos. 

El nivel de expresión relativa de cada uno de estos genes regulados por sequía se 

presenta en la Figura 6.  

Independientemente del tiempo de muestreo (6 h o 24 h), once genes 

fueron inducidos por sequía, con una tasa de cambio ≥ a 2, en el cultivar Cotaxtla 

y ningún gen fue reprimido (tasa de cambio ≤ a –2). En la cultivar Tres Ríos, 17 

genes fueron inducidos y 3 reprimidos (Os10g42130, Os07g04560 y 

Os01g59640). Otros seis genes fueron inducidos en ambos cultivares: 

Os08g33910, Sin anotación_1, Os02g34970, Os11g08210, 1_Os05g34830 y 

2_Os05g34830 (Figura 6). 

De manera similar que bajo condiciones de salinidad, el patrón de expresión 

de los genes regulados por sequía consiste en un incremento paulatino en el nivel 

de expresión de 6 a 26 h. Otros genes presentan una tasa de cambio ≥ de 2 a las 

6 h y posteriormente una reducción en su nivel de expresión a las 24 h de haber 

aplicado los tratamientos (< 2). Por el contrario, tres genes (Os10g42130, 

Os07g04560 y Os01g59640) fueron reprimidos a las 6 h, y sólo el último gen 

mostró ser inducido a las 24 h, es decir; que los dos primeros genes no fueron 

expresados diferencialmente.  

Se identificaron tres genes (Os03g60080, Os07g04560 y Os01g59640) con 

mayor potencial para estar involucrados en las respuestas al estrés por sequía, ya 

que fueron inducidos en el cultivar Cotaxtla (catalogada con mayor tolerancia que 

el otro cultivar evaluado) y, al mismo tiempo, reprimidos en Tres Ríos, que resultó 

más sensible a sequía en los estudios fisiológicos.  
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Figura 6. Nivel de expresión de genes NAC en hojas de dos cultivares de arroz 

(Cotaxtla y Tres Ríos), bajo condiciones de sequía durante 6 y 24h. La expresión 

relativa de los genes fue determinada como la tasa de cambio con el método 2-

ΔΔC
T, normalizada con actina como gene de referencia y con el testigo (sin estrés). 

 

5.3.6. Genes NAC con expresión diferencial en Cotaxtla y Tres Ríos 

Los factores de transcripción NAC regulan varios procesos fisiológicos, 

incluyendo aquellos que responden a condiciones de estrés hídrico y estrés 
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osmótico, como la sequía y salinidad (Olsen et al., 2005; Tran et al., 2010). Con la 

finalidad de identificar el perfil de expresión de 41 genes NAC en hojas de arroz, 

plántulas de arroz de 20 días fueron sometidas a sequía y salinidad durante 6 y 24 

h. Estos estudios de expresión se realizaron con la técnica de RT-PCR en tiempo 

real.  

De los resultados de la expresión relativa encontramos que, en el cultivar 

Cotaxtla, un total de 18 genes fueron regulados por los tratamientos aplicados, de 

los cuales 10 genes fueron diferencialmente expresados por sequía (Sin 

anotación_1, Sin anotación_2, Os10g42130, Os06g51070, Os11g04960, 

Os12g07790, Os12g29330, Os11g08210, 1_Os05g34830 y 1_Os05g34830), 3 

genes (Os03g02800, Os03g42630 y OsNAC6) por salinidad y 5 genes 

(Os02g56600, Os08g33910, Os07g04560, Os02g34970 y Os01g59640) por 

ambos estreses. En la cultivar Tres Ríos, un gen (Os02g34970) fue regulado por 

sequía, nueve genes (Os03g03540, Os01g66490, Os09g32040, Os09g33490, 

Os04g35660, Os10g21560, Os12g07790, Os02g36880 y Os02g36880) y 21 más 

tanto por sequía como por salinidad (Figura 7). Estos resultados indican que la 

cultivar Tres Ríos tuvo un mayor número de genes que se superponen, es decir, 

que están regulados por sequía y salinidad. De los genes que fueron inducidos por 

los dos tipos de estrés, cuatro de ellos (Os02g56600, Os08g33910, Os07g04560 y 

Os01g59640) están regulados en ambos cultivares evaluados.  

 

 

Figura 7. Diagrama de Venn indicando el número de genes regulados (inducidos 

y/o reprimidos) específicamente por sequía o salinidad, así como por ambos 

estreses durante 6 y 24 h en hojas de arroz de los cultivares Cotaxtla y Tres Ríos.  
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Los genes regulados por sequía y salinidad, en Cotaxtla, corresponden a 

proteínas putativas o similares a las proteínas NAM (No apical meristem), 

proteínas hipotéticas, y genes de las proteínas conocidas como OsNAC4, NAC2, 

OsNAC1, OsNAC5 y OsNAC6 (Cuadro 3). Estos genes fueron diferencialmente 

expresados ya sea por sequía y/o salinidad, a las 6 o 24 h de la aplicación de 

tratamientos.  

 

Cuadro 3. Genes NAC regulados por sequía y salinidad, 6 y 24h después del 

inicio del estrés, en hojas de arroz del cultivar Cotaxtla. 

Identificador Nomenclatura
§
 Descripción 

6h 24h 

Sequía salinidad sequía Salinidad 

Os02g56600 ONAC032 No apical meristem (NAM) protein, 

putative 

Inducido inducido   

Os03g02800 ONAC054 No apical meristem (NAM) protein, 

putative 

   Reprimido 

Os08g33910 ONAC063 Similar to NAM (no apical meristem)-

like protein 

 reprimido inducido  

Sin anotación_1 No apical meristem (NAM) protein, 

putative 

  inducido  

Os10g42130 ONAC121 putative NAM (no apical meristem) 

protein 

  inducido  

Os07g04560 ONAC096 hypothetical protein inducido reprimido inducido Inducido 

Os06g51070 ONAC095 NAM (no apical meristem)-like 

protein [imported] - Arabidopsis  

  inducido  

Os02g34970 ONAC028 hypothetical protein inducido inducido inducido Inducido 

Os01g59640 ONAC035 No apical meristem (NAM) protein, 

putative 

inducido inducido  Reprimido 

Os11g04960 ONAC125 Putative OsNAC4 protein inducido    

Sin anotación_2 No apical meristem (NAM) protein, 

putative 

  inducido  

Os12g07790 ONAC135 hypothetical protein inducido    

Os12g29330 ONAC139 Similar to NAC domain protein NAC2   inducido  

Os03g42630 ONAC006 putative OsNAC1 protein  reprimido   

Os11g08210 OsNAC5/ 

ONAC009 
OsNAC5 protein [imported] - rice 

inducido  inducido  

1_Os05g3483

0 

1_ONAC088 
OsNAC5 protein [imported] - rice 

inducido  inducido  

2_Os05g3483

0 

2_ONAC088 
OsNAC5 protein [imported] – rice 

inducido    

  OsNAC6  reprimido   

El Locus Identificador fue adoptado de la base de datos TIGR. * Casi todos los genes 

fueron obtenidos de Caldana et al. (2007), a excepción de OsNAC6 de Nakashima et al. 

(2007). § Tomado de Fang et al. (2008) 
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Para el caso del cultivar Tres Ríos, un gran número de genes que fueron 

regulados por sequía o salinidad pertenecen a proteínas putativas NAM, otras a 

proteínas hipotéticas, proteínas NAC similares a los dominios NAC1y NAC2, 

algunas más son las llamadas OsNAC1, OsNAC4, OsNAC6, dos genes que 

codifican proteínas OsNAC2 y cuatro genes para OsNAC5. Por otro lado, genes 

como Os08g33910, Os11g08210 (OsNAC5), 2_Os05g34830 (OsNAC5) y 

OsNAC6 fueron inducidos por sequía y salinidad a las 6 y 24h del muestreo. El 

gen Os01g59640 fue reprimido por ambos estreses a las 6 h, para luego ser 

inducidos a las 24 h. 

El gen OsNAC5 ya ha sido caracterizado como inducido por salinidad en las 

hojas bandera y panículas de plantas de arroz cultivar IR75862, cuya regulación 

es dependiente de ABA (Sperotto et al., 2009). También ha sido reportado que 

OsNAC5 está involucrado en las respuestas y adaptación de plantas de arroz a la 

sequía, salinidad y frío (Takasaki et al., 2010). Por su parte, Song et al. (2011) 

encontraron que la represión de este gen en arroz reduce la tolerancia a la sequía, 

salinidad y frío; mientras, que la sobreexpresión en Arabidopsis y arroz incrementa 

la tolerancia a estos estreses.  

Otro gen NAC, OsNAC6/SNAC2 fue inducido por estrés abiótico y 

tratamiento con ácido jasmónico, y la sobreexpresión de este gen resultó en un 

incremento en la tolerancia del arroz a la sequía, salinidad y frío (Ohnishi et al., 

2005), así como al estrés biótico (Nakashima et al., 2007). Además, estimula una 

mejor germinación y tasa de crecimiento, bajo condiciones de alta salinidad; 

incrementó la tolerancia a tratamientos con PEG y mayor sensibilidad al ABA (Hu 

et al., 2008). 

Además, se ha encontrado que el gen OsNAC2/ONAC004 puede controlar 

el número de macollos en arroz. La sobreexpresión de OsNAC2 promueve el 

amacollamiento, lo que mejora la estructura de la planta para una mejor eficiencia 

en el uso de la luz y un mayor potencial para la producción de biomasa (Mao et al., 

2007).  
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Cuadro 4. Genes NAC regulados por sequía y salinidad, 6 y 24 h bajo estrés, en 

hojas de arroz del cultivar Tres Ríos. 

Identificador Nomenclatura
§
 Descripción* 

6h 24h 

Sequía salinidad sequía Salinidad 

Os03g56580 ONAC066 putative NAC domain protein Inducido inducido  Inducido 

Os02g56600 ONAC032 No apical meristem (NAM) protein, 

putative 

  inducido Inducido 

Os03g03540 ONAC056 No apical meristem (NAM) protein, 

putative 

   Inducido 

Os03g02800 ONAC054 No apical meristem (NAM) protein, 

putative 

  inducido Inducido 

Os03g21060 ONAC058 No apical meristem (NAM) protein, 

putative 

 inducido inducido Inducido 

Os08g33910 ONAC063 Similar to NAM (no apical 

meristem)-like protein 

Inducido inducido inducido Inducido 

Sin anotación_1 No apical meristem (NAM) protein, 

putative 

  inducido Inducido 

Os03g60080 SNAC1/ 

ONAC002 

putative NAC-domain protein inducido inducido reprimido  

Os10g42130 ONAC121 putative NAM (no apical meristem) 

protein 

reprimido   Inducido 

Os01g66490 ONAC075 No apical meristem (NAM) protein, 

putative 

 inducido   

Os01g15640 OsNAC8/ 

ONAC074 

No apical meristem (NAM) protein, 

putative 

inducido inducido   

Os07g04560 ONAC096 hypothetical protein reprimido inducido   

Os09g32040 ONAC042 Similar to nam-like protein 7  inducido  Inducido 

Os06g51070 ONAC095 NAM (no apical meristem)-like 

protein [imported] – Arabidopsis 

inducido inducido  Inducido 

Os09g33490 ONAC001 Similar to NAC domain protein 

NAC2 

 inducido   

Os02g34970 ONAC028 hypothetical protein   inducido  

Os04g35660 ONAC079 No apical meristem (NAM) protein, 

putative 

 inducido  inducido 

Os01g59640 ONAC035 No apical meristem (NAM) protein, 

putative 

reprimido reprimido inducido inducido 

Os11g04960 ONAC125 Putative OsNAC4 protein  inducido inducido inducido 

Os10g21560 ONAC061 putative transcription factor  inducido  inducido 

Os12g07790 ONAC135 hypothetical protein    inducido 

Os08g10080 ONAC104 Similar to NAC domain protein 

NAC1 

  inducido inducido 

Os12g29330 ONAC139 Similar to NAC domain protein 

NAC2 

inducido inducido  inducido 

Os02g36880 OsNAC1/ 

ONAC027 

OsNAC1 protein  inducido  inducido 

Os04g38720 OsNAC2/ 

ONAC004 

OsNAC2 protein   inducido inducido 

Os11g08210 OsNAC5/ 

ONAC009 

OsNAC5 protein [imported] - rice inducido inducido inducido inducido 

1_Os05g3483 1_ONAC088 OsNAC5 protein [imported] - rice  inducido inducido inducido 
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Identificador Nomenclatura
§
 Descripción* 

6h 24h 

Sequía salinidad sequía Salinidad 

0 

2_Os05g3483

0 

2_ONAC088 OsNAC5 protein [imported] - rice inducido inducido inducido inducido 

 

 OsNAC5
a
 inducido Inducido   

   OsNAC6
b
 inducido Inducido inducido inducido 

El Locus Identificador fue adoptado de la base de datos TIGR. * Casi todos los genes 

fueron obtenidos de Caldana et al. (2007), a excepción de OsNAC5a, el cual fue obtenido 

de Sperotto et al. (2009) y OsNAC6b de Nakashima et al. (2007). § Tomado de Fang et al. 

(2008). 

 

5.3.7. Efecto del estrés osmótico en el crecimiento de plantas de arroz 

El crecimiento de plantas de arroz fue evaluado seis días después de la 

aplicación del estrés osmótico provocado por sequía (18.5% PEG) y salinidad (100 

mM NaCl). Para esto, se determinó la altura de vástago y raíz (Figura 8) en 

plantas de arroz de los cultivares Cotaxtla y Tres Ríos de 20 días de crecimiento 

en condiciones hidropónicas. Para la altura de vástago, no se obtuvieron 

diferencias significativas en el testigo. Sin embargo, bajo condiciones de estrés se 

obtuvieron reducciones significativas en ambos cultivares.  

En el testigo, la longitud de raíz en el cultivar Tres Ríos tuvo las raíces más 

grandes que Cotaxtla. Bajo condiciones de estrés y con respecto al testigo, 

Cotaxtla no presentó reducciones significativas, contrario a lo obtenido en Tres 

Ríos donde la longitud de raíz fue afectada negativamente tanto por sequía como 

por salinidad. 

La reducción en el crecimiento, bajo condiciones de salinidad se debe 

principalmente a la toxicidad citosólica del Na+ que compite con el K+ por los 

principales sitios de unión en procesos metabólicos clave que incluyen reacciones 

enzimáticas, síntesis de proteínas y funciones de los ribosomas (Shabala y Cuin, 

2008). En lo que se refiere a la sequía, los principales daños que afectan el 

crecimiento son el estrés osmótico, que conduce a la deshidratación celular, y 

déficit hídrico con una disminución del potencial hídrico en los tejidos vegetales 

(Hadiarto y Tran, 2011).  
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Figura 8. Altura de vástago y longitud de raíz de plántulas de arroz cultivares 

Cotaxtla y Tres Ríos crecidas bajo condiciones de sequía y salinidad durante 6 

días. Medias con letras distintas en cada subfigura, son estadísticamente 

diferentes (Tukey, 0.05). Barras sobre las columnas indican desviación estándar.  

 

5.3.8. Contenido de ácido abscísico y clorofila 

La síntesis de ABA es una de las respuestas más rápidas de las plantas al 

estrés abiótico, ya que está involucrada en procesos de desarrollo y regulación de 

respuestas adaptativas a sequía y alta salinidad (Hadiarto y Tran, 2011). 

Asimismo, se ha encontrado que bajo estrés por sequía, se incrementa el nivel 

endógeno de ABA (Du et al., 2010). Esto concuerda los datos obtenidos en esta 

investigación, ya que, bajo condiciones de sequía, encontramos un incremento 

significativo en el contenido de ABA en ambos cultivares evaluados (Figura 9). Sin 

embargo, bajo condiciones de salinidad, sólo Tres Ríos tuvo un aumento en la 

síntesis de ABA, comparado con el testigo. 

Además, la expresión de varios genes regulados por sequía y salinidad son 

controlados por ABA a nivel transcripcional, es decir que la expresión de estos 

genes es dependiente de ABA. En este sentido, el mayor contenido de ABA fue 

obtenido en el cultivar Tres Ríos bajo condiciones de salinidad (Figura 9), lo que 

resulta interesante ya que este cultivar tuvo el mayor número de genes (30) 

inducidos bajo las mismas condiciones (Figura 4). Estos hallazgos indican que 

algunos o varios genes pueden tener una expresión dependiente de ABA, lo cual 
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se podría averiguar analizando los promotores de esos genes e identificando los 

elementos que actúan en cis, lo que nos daría un mejor entendimiento del papel 

del ABA en la regulación de los genes. 

 

 

Figura 9. Contenido de ABA y clorofila en hojas de arroz cultivares Cotaxtla yTres 

Ríos, bajo condiciones de estrés por sequía y salinidad durante 48 h. ps = peso 

seco. Medias con letras distintas en cada subfigura, son estadísticamente 

diferentes (Tukey, 0.05). Barras sobre las columnas indican desviación estándar.  

 

 

Por otro lado, se sabe que la senescencia es un proceso que ocurre de una 

manera dependiente de la edad; sin embargo, el inicio y el progreso de este 

proceso puede estar influenciado por una cultivar de hormonas y condiciones de 

estrés (Sperotto et al., 2009), entre las cuales destacan la sequía y salinidad. 

Además, la senescencia se caracteriza por la degradación de clorofila y 

desintegración de cloroplastos (Balazadez et al., 2008). En este sentido, se 

determinó el contenido de clorofila total (Figura 9), encontrando que el cultivar 

Cotaxtla tuvo un incremento significativo bajo la exposición de sequía por 48 h, 

mientras que en condiciones de salinidad se obtuvo una reducción 

estadísticamente significativa. Contrario a esto, Tres Ríos no presentó cambios en 

el contenido de clorofila, bajo condiciones de estrés. Paradójicamente, se ha 
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reportado al ABA como un inductor de la senescencia (Criado et al., 2007); 

mientras que en los resultados de esta investigación no se encontró dicha 

relación, ya que Tres Ríos tuvo el mayor contenido de ABA y no presentó cambios 

en el contenido de Clorofila. Esto tampoco se obervó en la cultivar Cotaxtla, donde 

no hubo cambios en el contenido de ABA, pero si reducción en el contenido de 

clorofila, con respecto al testigo, lo cual indica que en Cotaxtla, el proceso de 

degradación de clorofila es una consecuencia común del estrés por salinidad, pero 

independiente de ABA. Además, podría indicar que algunos factores de 

transcripción de la familia NAC pueden ser genes asociados a la senescencia, 

pero cuya expresión sea independiente de ABA.  

 

5.4. CONCLUSIONES 

En esta investigación se presenta el análisis del perfil de expresión de 41 

genes de factores de transcripción de la familia NAC, bajo condiciones de sequía y 

salinidad en hojas de arroz de dos cultivares mexicanos (Cotaxtla y Tres Ríos). Se 

identificaron 10 genes potenciales (Os03g02800, Os08g33910, Os01g66490, 

Os01g15640, Os07g04560, Os09g33490, Os10g21560, Os03g42630, 

Os02g36880 y OsNAC6) para ser involucrados en las respuestas a salinidad y tres 

genes (Os03g60080, Os07g04560 y Os01g59640) para sequía, ya que tuvieron un 

patrón de expresión contrastante en los dos cultivares evaluados.  

Bajo condiciones de salinidad, Cotaxtla presenta degradación de clorofila y 

un menor contenido de ABA, lo cual significa que es un proceso independiente de 

ABA. Mientras que en Tres Ríos, se obtuvo un mayor contenido de ABA, pero sin 

cambios en la clorofila, confirmando lo obtenido en Cotaxtla, senescencia inducida 

por salinidad independiente de ABA. 

Los hallazgos aquí reportados proveen información útil sobre genes NAC en 

arroz, asociados con la respuesta al estrés osmótico, que pueden ser utilizados 

para la generación de plantas con mayor tolerancia al estrés por sequía y 

salinidad, lo que representa una estrategia biotecnológoca para enfrentar los 

efectos del cambio climático que están afectando severamente a la agricultura en 

México.  
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CAPÍTULO VI.  

CARACTERIZACIÓN FUNCIONAL Y FENOTÍPICA DEL FACTOR DE CHOQUE 

TÉRMICO (Os02g13800) EN ARROZ BAJO ESTRÉS SALINO 

 

Soledad García-Morales, Camila Caldana, Libia I. Trejo-Téllez, Fernando C. 

Gómez-Merino, E. Braulio Herrera-Cabrera y David Espinosa-Victoria  

 

RESUMEN  

La salinidad induce respuestas fisiológicas y moleculares en plantas, que 

incluyen cambios fisiológicos, bioquímicos, metabólicos y de expresión genética; 

ésta última, regulada por factores de transcripción. Con el uso del arroz como 

modelo, en esta investigación se analizó la expresión del gen Os02g13800, con la 

técnica de RT-PCR en tiempo real, en la raíz del  mutante hsf1-1 (heat shock 

transcription factor 1) y cultivar Nipponbare tipo silvestre de arroz. También, se 

evaluó el efecto de NaCl en el crecimiento de plántulas y morfología de raíz de 

ambos genotipos. La mutación fue hecha en plantas del cultivar Nipponbare 

(Oryza sativa ssp. japonica) con una inserción de T-DNA aproximadamente 30 pb 

corriente arriba del codón de terminación de la traducción del gen factor de choque 

térmico Os02g13800 (heat shock factor 1-1, hsf1-1). Las semillas fueron 

esterilizadas y sembradas en medio MS con cada uno de los tratamientos (0, 50 y 

100 mM NaCl). Las plántulas crecieron en ambiente controlado (16 h luz, 140 µmol 

m-2 s-1, 24 °C y 70% HR). Cinco días después de la germinación se realizaron 

cortes transversales de la radícula y siete días después se determinó la longitud 

de vástago y raíz, peso fresco y seco. Se confirmó una reducción del 98% en la 

expresión de Os02g13800 en raíces del mutante hsf1-1 comparado con el tipo 

silvestre; además, mediante RT-PCR en tiempo real se confirmaron siete genes 

como putativos blanco de Os02g13800, de los 12 genes blanco identificados por 

microarreglos. Por otro lado, en los genotipos mutante hsf1-1 y Nipponbare tipo 

silvestre, el crecimiento de vástago y raíz fue reducido al incrementar la 

concentración de NaCl; la misma respuesta se obtuvo en el peso fresco y seco. 

Las diferencias fueron encontradas en el desarrollo de aerénquima en la raíz. El 
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mutante hsf1-1 presentó mayor porcentaje de aerénquima que el tipo silvestre 

Nipponbare. Esto puede indicar que hsf1-1 es más tolerante a salinidad, ya que el 

aerénquima aumenta la exclusión de Na, evitando su transporte al vástago. 

 

Palabras clave: Oryza sativa, factor de transcripción, inserción T-DNA, salinidad, 

aerénquima 

 

6.1. INTRODUCCIÓN  

La salinidad es uno de los principales factores que limitan la productividad 

de los cultivos. Aproximadamente 20% de la tierra cultivable en el mundo y cerca 

de la mitad de las áreas bajo irrigación están afectadas por salinidad (Zhu, 2001). 

Durante la respuesta y adaptación de las plantas a diversos estreses, muchos 

genes son inducidos, así como la acumulación de una gran cultivar de proteínas 

funcionales relacionadas con la resistencia al estrés (Seki et al., 2002; Shinozaki 

et al., 2003). Como un estimulador de la expresión génica, los factores de 

transcripción (FT) juegan un papel importante en la regulación de muchos 

aspectos de la biología de las plantas, lo que incluye crecimiento, desarrollo y 

respuesta al estrés biótico y abiótico (Gao et al., 2006).  

La expresión de los genes relacionados con el estrés abiótico es 

ampliamente regulada por factores de transcripción  específicos. Los factores de 

transcripción son proteínas que intensifican o reprimen la expresión de los genes a 

través de su unión a secuencias específicas del ácido desoxirribonucleico en los 

promotores de sus genes blanco (Riechmann et al., 2000). Los genes que 

codifican FT representan una fracción considerable del genoma de todos los 

organismos eucariontes, incluyendo plantas superiores. Análisis del genoma del 

arroz indican que aproximadamente 2.6% de los genes identificados codifican 

factores de transcripción (Yu et al., 2002). 

Factores de transcripción, miembros de las familias APETALA2 (AP2), 

bZIP, zinc finger, MYB, NAC y HSF han mostrado tener funciones en respuesta al 

estrés (Kikuchi et al., 2003). La familia de factores de transcripción de choque 

térmico, HSF (Heat Shock Factors, factor de choque térmico), está compuesta de 
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módulos funcionales que indican el complejo de regulación de esta familia de 

factores de transcripción, a niveles intra- e intermoleculares. La expresión de los 

genes de choque térmico es crucial para la supervivencia de las células expuestas 

a estímulos extracelulares, pero también durante la fisiología celular normal 

(Pirkkala et al., 2001).  

En todos los organismos, la respuesta al choque térmico está regulada a 

nivel transcripcional por los HSF, los cuales son activados por estrés que 

conducen a una unión específica con los elementos de choque térmico (Heat 

Shock Element, HSE) en el promotor y posteriormente la transcripción de estos 

genes. Todos los HSF contienen un dominio de unión al DNA, un dominio 

oligomerizado, una secuencia de localización nuclear y en muchos casos una 

secuencia de exportación nuclear (Nover et al., 2001). El dominio de unión al DNA, 

en HSF de plantas, está codificado en dos partes separadas por un intrón, el cual 

está insertado inmediatamente corriente arriba de la parte que codifica para el 

motivo de unión al DNA H2-T-H3 (hélice-giro-hélice), este motivo permite el 

reconocimiento específico y la unión con el HSE palindrómico, 5´AGAAnnTTCT-3´ 

en el promotor de los genes blanco (Schulthsiss et al., 1996). La posición del 

intrón es idéntica en todos los HSF, pero el tamaño es altamente variable entre 

diferentes genes Hsf en plantas (Nover et al., 2001). 

La mayoría de los HSF, conocidos en plantas, pueden ser clasificados 

como grupo A o B y subgrupos, como se ha hecho en Lycopersicon esculentum, 

Oryza sativa, Zea mays, Pisum sativum, Nicotiana tabacum, Medicago sativa y 

Glycine max. Los HSF de la clase C muestran variación en la secuencia del 

dominio de unión al DNA. (Nover et al., 2001).  

En arroz se han reportado 68 miembros de la familia HSF (Pérez-Rodríguez 

et al., 2010). Los HSF son activadores transcripcionales de las proteínas de 

choque térmico, y a su vez éstas están involucradas en respuestas a varios 

estreses abióticos como calor, sequía, salinidad y frío (Hu et al., 2009).  

Por otro lado, la transferencia de DNA (T-DNA) es el segmento de DNA del 

plásmido inductor de tumor que está presente en la bacteria patogénica 

Agrobacterium tumefaciens que es transferido a las células vegetales e insertado 
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dentro del DNA de la planta como parte de un proceso de infección. Esta 

propiedad ha sido explotada por inserción al azar del T-DNA dentro del genoma de 

la planta. Dependiendo donde se insertó el T-DNA en el gen y otros factores como 

la redundancia de los genes, la acción del gen es usualmente interrumpida, lo que 

se conoce como genes knock-out. Ya que se conoce la secuencia del DNA 

foráneo (T-DNA), con el uso de primers específicos, una adecuada PCR y la 

secuenciación de los productos amplificados se puede identificar la localización 

genómica de donde se insertó el T-DNA (Chopra, 2005; Shikazono et al., 2005). 

Por lo que, la generación de mutantes con inserción T-DNA juega un papel 

importante en la genómica funcional (Li et al., 2006), ya que de esta manera se 

puede identificar su función.  

Por otro lado, el arroz es uno los cultivos más importantes en el mundo y 

una especie modelo monocotiledónea para muchas investigaciones moleculares. 

En general, el arroz muestras variabilidad en el nivel de sensibilidad al estrés 

salino en los estados de desarrollo de su ciclo de vida. Es considerado 

relativamente tolerante durante la germinación; mientras que durante el 

crecimiento, las etapas de plántula joven y etapa temprana de reproducción son 

consideradas más sensibles a la salinidad (Singh et al., 2008). Bajo condiciones 

de salinidad, el arroz ha desarrollado diferentes estrategias y mecanismos para 

resistirla,  tales adaptaciones pueden ser anatómicas y fisiológicas.  

Para investigar la función del factor de choque térmico Os02g13800, se 

utilizó un mutante (hsf1-1) que lleva una inserción T-DNA en el segundo exón de 

este gen, la respuesta de las plantas fue analizada bajo condiciones de salinidad. 

Por lo que, el objetivo de este trabajo fue analizar la expresión del gen 

Os02g13800, con la técnica de RT-PCR en tiempo real, en la raíz del mutante 

hsf1-1 (heat shock transcription factor 1) y cultivar Nipponbare tipo silvestre de 

arroz. Además de evaluar el efecto de NaCl en el crecimiento de plántulas y 

morfología de raíz de ambos genotipos.  
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6.2. MATERIALES Y MÉTODOS 

6.2.1. Material vegetal 

Se utilizaron dos genotipos de arroz, el tipo silvestre Nipponbare (Oryza 

sativa L. subsp. japonica) y el mutante hsf1-1 (heat shock transcription factor 1). 

La mutación fue realizada en plantas del cultivar Nipponbare con una inserción de 

T-DNA en el segundo exón, aproximadamente 30 pb corriente arriba del codón de 

terminación de la traducción del gen factor de choque térmico Os02g13800 (heat 

shock factor), tal como se puede observar en la Figura 1.  

 

Figura 1. Estructura del gen factor de choque térmico Os02g13800 (heat shock 

factor).  

Estructura predicha del gen factor de choque térmico Os02g13800, obtenida de la 

plataforma del Instituto de Investigaciones Genómicas (The Institute of Genomic Research 

or TIGR: http://rice.tigr.org) v5. Los rectángulos verdes representan los exones, la línea 

delgada entre los dos rectángulos indica un intrón, los rectángulos anaranjados 

representan las regiones no traducidas (UTR). Los codones de inicio y final de la 

traducción están indicados con triángulos rojos. La flecha negra del lado derecho indica la 

orientación de la secuencia en el cromosoma. La posición de la inserción de T-DNA en el 

gen Os02g13800 se muestra arriba, cerca del codón de final en el segundo exón. En la 

izquierda de la figura, corriente arriba del sitio predicho como inicio de la traducción 

(ATG), se indica los elementos que actúan en cis en el promotor del gen.   

 

6.2.2. Condiciones de crecimiento, aplicación de tratamientos y variables 

evaluadas 

Para el análisis de expresión del gen Os02g13800 se usaron plantas 

crecidas en hidroponía. Antes de la germinación, las semillas de arroz fueron 

descascaradas, después fueron tratadas con agua estéril a 60 °C por 15 min, 

posteriormente las semillas fueron colocadas en doble capa de pape filtro húmedo 

para la germinación. Durante la germinación las semillas fueron conservadas a 

28°C, en oscuridad, durante 4 d y después fueron transferidas a una cámara de 

crecimiento (12 h luz a 600 µE m-2 s-1, 26 °C; 12 h oscuridad a 22°C y humedad 

    

http://rice.tigr.org/
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relativa del 70%). Cinco días después de la germinación, las plántulas fueron 

transferidas a hidroponía en recipientes de 10 L de solución nutritiva (Yang et al., 

1994). Dos semanas después del trasplante, se agregó el tratamiento salino 

aplicando 50 o 100 mM de NaCl. Las plantas testigo crecieron en forma paralela. 

Las raíces fueron colectadas después de 30 min, 3, 6 y 24 h de exposición al 

NaCl, la muestras fueron almacenadas a -80 °C. 

Para el análisis fenotípico se usaron plántulas crecidas en placas con agar. 

Las semillas, sin cáscara, de los dos genotipos fueron esterilizadas con etanol al 

70% por 5 min y desinfectadas con una solución de hipoclorito de sodio al 3% más 

una gota de Tween 20, durante 30 min, para después ser lavadas con agua estéril 

cinco veces y secadas en papel filtro. Las embriones secos fueron colocados en 

placas cuadradas con medio MS, suplementado con 3% (p/v) de sacarosa y 

solidificado con 0.8% de agar. Para la germinación, las placas fueron sometidas a 

oscuridad durante dos días a 28 °C. Dos días después de la siembra, las plántulas 

fueron trasplantadas a cajas cuadradas de petri con medio MS y 0, 50 y 100 mM 

de NaCl (concentración final). Después, fueron transferidas a un cuarto de cultivo 

de tejidos bajo condiciones controladas (16 h luz a 140 µmol m-2 s-1, 22 °C, 8 h de 

oscuridad y humedad relativa del 70%). Siete días después de la siembra y cinco 

días bajo estrés salino, se determinó la longitud de vástago y raíz, y peso de la 

materia fresca. Las muestras fueron secadas a 72 °C por 48 h, para 

posteriormente determinar el peso seco. 

 

6.2.3. Extracción de RNA y digestión de DNA 

Las raíces de tres réplicas biológicas fueron agrupadas para la extracción 

de RNA total, que se llevó a cabo usando el kit de extracción RNeasy Plant Mini kit 

(Qiagen) de acuerdo las instrucciones del fabricante. La cantidad y calidad de 

RNA fue determinada por mediciones fotométricas a 230, 260 y 280 nm 

(NanoDrop ND-100 UV-Vis spectrophotometer, NanoDrop Technologies); la 

integridad del RNA fue supervisada en gel de agarosa al 1% (p/v).  

La digestión del DNA se llevó a cabo en 15 µL de RNA total (2 µg) con 1 µL 

de DNAse (Ambion) y 2 µL de buffer DNAse 10X (Ambion); la reacción se realizó 
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durante 30 min a 37 °C,  posteriormente se agregaron 1.8 µL de buffer de 

inactivación y se mantuvo a temperatura ambiente por 2 min, después se 

centrifugó a 14 000 rpm por 1.5 min. La contaminación con DNA fue probada, por 

PCR en tiempo real, usando la secuencia del intrón: gen Os01g01840 (forward 5´-

TAGAGAGTTCGATCTTGCGCG-3´ and reverse 5`-

CGGCCCATTCAATGAAGTCTT-3´). 

 

6.2.4. Síntesis de cDNA 

El cDNA fue sintetizado de 2 µg de RNA total (después de la digestión de 

DNA) usando la transcriptasa reversa Superscript TMIII (Invitrogen). La calidad del 

cDNA fue evaluado por RT-PCR en tiempo real usando primers de genes de 

referencia (genes de mantenimiento o housekeeping), β-tubulina (forward 5´-

GGAGTCACATGCTGCCTAAGGTT-3´ y reverse 5´-

TCACTGCCAGCTTACGGAGG-3´) y factor de elongación-1α (forward 5´-

GTCATTGGCCACGTCGACTC-3´ y reverse 5´-TGTTCATCTCAGCGGCTTCC-3´). 

 

6.2.5. Condiciones para la RT-PCR en tiempo real 

La RT-PCR en tiempo real o cuantitativa se realizó con el sistema de 

detección de secuencias ABI Prism 79000HT (Applied Biosystems) en un volumen 

total de reacción de 5 µL (0.5 µL de cDNA, 2.0 µL de mezcla de primers 0.5 µM 

cada uno y 2.5 µL de mezcla de reacción SYBR Green de Applied Biosystem). La 

reacción de RT-PCR en tiempo real se realizó siguiendo el perfil térmico 

recomendado por el fabricante: 50 °C por 2 min, 95 °C por 10 min, 40 ciclos de 95 

°C por 15 s y 60 °C por 1 min. Después de los 40 ciclos, la especificidad de las 

amplificaciones fue probada por calentamiento de 60 a 95 °C con una rampa de 

velocidad de 1.9 °C min-1, lo que resultó en la curva de fusión. 

El análisis de datos se realizó usando el programa SDS 2.2.1 (Applied 

Biosystems). La expresión de los factores de transcripción fue normalizada, 

restando el valor de CT de los FT menos el CT de los genes de referencia (ΔCT = 

CT del gen de interés – CT gen de referencia). CT (threshold cycle) es el número de ciclos en el 
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cual la fluorescencia del SYBR Green (ΔRn), en la PCR, alcanza un valor arbitrario 

durante la fase exponencial de la amplificación del DNA (Czechwski et al., 2004).  

 

6.2.6. Análisis microscópico  

Para los estudios microscópicos, se utilizó la radícula de plántulas de siete 

días de edad (días después de la germinación) de los dos genotipos de arroz. Las 

plántulas fueron germinadas en medio MS sin NaCl y dos días después fueron 

trasplantadas a placas con 50 y 100 mM de NaCl por 5 d. La raíces fueron 

cortadas en segmentos de 10 mm y posteriormente fijadas en 4% de 

paraformaldehído y 2.5% de glutaraldehído en amortiguador fosfato salino (PBS) 

10X, pH 7.2, por 2 h en vacío y después toda la noche a 4 °C. Después de la 

fijación, los segmentos de raíces fueron lavados tres veces con PBS 1X durante 

15 min y después fueron gradualmente deshidratados con soluciones crecientes 

de etanol (del 30 al 100%). Posteriormente las raíces fueron embebidas en 

Technovit ® 7100 y metacrilato de glicol y colocadas en moldes, de acuerdo a las 

instrucciones del fabricante.  

Las secciones transversales (3 µm de grosor) fueron cortadas con el 

micrótomo rotatorio (Leica RM 2265) y teñidas con calcoflúor blanco al 0.01% 

(diluido 1:10 con PBS). Las secciones fueron observadas bajo luz UV en el 

microscopio Olympus BX 51. El diámetro de la sección transversal y el área del 

aerénquima se estimó usando el programa Cell^P (Olympus). 

 

6.2.7. Análisis estadístico 

Para el análisis de los caracteres evaluados, las cajas petri del estudio 

microscópico fueron colocadas bajo un diseño completamente al azar en un 

arreglo factorial 2 x 3 (genotipo x concentración de NaCl), resultando seis 

tratamientos con seis repeticiones cada uno. Una caja de petri con 10 plántulas 

fue considerada como una unidad experimental. Se hizo un análisis de varianza y 

comparación de medias mediante la prueba de Tukey con un nivel de significancia 

del 95%, con apoyo del programa estadístico SAS ver. 9.0 (SAS, 1990). 
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6.3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN  

El factor de choque térmico Os02g13800 fue seleccionado como gen 

candidato en base a los resultados obtenidos de un experimento de RT-PCR en 

tiempo real con 2500 factores de transcripción en dos cultivares de arroz (subsp. 

indica) bajo condiciones de estrés salino. Estos análisis revelaron que 

Os02g13800 fue altamente inducido por salinidad (100 mM NaCl) tanto en el 

cultivar sensible, DR2 (30 min, 3, 6 y 24h después de la aplicación de 

tratamientos) como en el tolerante Cham (3 y 6h después del estrés) (Caldana, 

2007). 

Con la finalidad de confirmar y comparar la expresión del gen Os02g13800 

en el mutantes hsf1-1 y en el tipo silvestre de arroz, las plantas fueron crecidas en 

hidroponía por 14 días. Las raíces fueron muestreadas a 0, 30 min, 1 y 3 h 

después de la aplicación de 50 mM de NaCl.  

Para la caracterización funcional del gen Os02g13800, se utilizó una línea 

con una inserción T-DNA (a la que se le denominó mutante hsh1-1), dicha 

inserción se localiza aproximadamente 30 pb corriente arriba del codón de 

terminación de la traducción en el cultivar Nipponbare (O. sativa subsp. japonica). 

Análisis previos de esta línea indican un incremento en la tolerancia a la salinidad. 

El factor de choque térmico Os02g13800 codifica una región que 

comprende 897 pb y codifica una proteína de 298 aminoácidos. El dominio 

conservado de unión al DNA más la región adyacente HR-A/B característico de la 

familia HSF se localiza en la posición 13 a 177 en la porción N-terminal. Debido a 

que las proteínas HSF se clasifican de acuerdo a las características de su 

conector flexible y a la región de oligomerización (HR-A/B), la proteína 

Os02g13800 pertenece al grupo C, el cual contiene siete residuos de aminoácidos 

entre las partes A y B (Kotak et al., 2004). 
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6.3.1. Análisis de la expresión del gen Os02g13800 en el tipo silvestre 

Nipponbare y el mutante hsf1-1 

 

En un trabajo previo, la expresión de Os02g13800 se redujo en el mutante 

hsf1-1 (Caldana, 2007). Para confirmar este resultado se realizó un análisis de RT-

PCR en tiempo real. El nivel de expresión de Os02g13800 fue normalizado con el 

gen de referencia β-tubulina, con la expresión ΔCT = CT (gen Os02g13800) – CT (β-tubulina). 

El tipo silvestre Nipponbare con la expresión relativa superior (menor valor ΔCT) 

fue usado como estándar. Entonces, el nivel relativo de mRNA fue calculado con 

la siguiente ecuación 100*2-[∆C
T

(mutante) - ∆C
T

(tipo silvestre)]. Se obtuvo una drástica 

reducción del 98% en la expresión de Os02g13800 en raíces del mutante hsf1-1 

comparado con el tipo silvestre (Figura 2). Estos resultados confirman los 

obtenidos en el trabajo previo, donde la reducción en el nivel de transcriptos fue el 

mismo (98%) en condiciones similares.  

 

Figura 2. Nivel de expresión del gen Os02g13800 en el tipo silvestre Nipponbare y 

mutante hsf1-1. 

El nivel de transcriptos del gen Os02g13800 fue normalizado con el gen de 

referencia β-tubulina, usando la fórmula ΔCT = CT (Os02g13800) – CT (β-tubulina).  
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6.3.2. Patrón de expresión del gen Os02g13800 en el tipo silvestre 

Nipponbare 

La expresión de Os02g13800 fue analizada usado la técnica de RT-PCR en 

tiempo real en raíces del tipo silvestre Nipponbare bajo condiciones de salinidad 

(50 mM NaCl), el control (sin la aplicación de sal se creció y muestreó al mismo 

tiempo); los muestreo se llevaron a cabo a 30 min, 1 y 3 h después de la 

aplicación de tratamientos. Como se puede ver en la Figura 3, inicialmente el gen 

Os02g13800 fue inducido a los 30 min y después fue reprimido a las 3  y 6 h del 

estrés, esto en Nipponbare.  

En el primer punto de muestreo (30 min), el nivel de expresión obtenido fue 

muy bajo y éste no puede ser considerado como inducido. Los resultados 

obtenidos después de 1 y 3 h muestran una tendencia similar en el patrón de 

expresión del gen Os02g13800, el nivel de expresión fue reprimido en raíces de 

Nipponbare. 

 

Figura 3. Cambios en la expresión del gen Os02g13800 en el tipo silvestre 

Nipponbare, bajo por 50 mM de NaCl. 

Se empleó la técnica de RT-PCR en tiempo real para el análisis de expresión del 

gen Os02g13800 después de someter raíces de Nipponbare a 50 mM de NaCl. El 

nivel de expresión fue normalizado con el gen de referencia (factor de elongación 

1α) y la tasa de cambio (Fold Change) fue calculada usando la expresión 2-ΔΔC
T, 

donde ΔΔCT representa ΔCT estrés salino – ΔCT testigo. Para obtener el resultado se 

transformó a escala log2.  
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6.3.3. Confirmación de los genes blanco de Os02g13800 

Con la finalidad de identificar los genes putativo blanco del gen 

Os02g13800, se realizó un perfil comparativo de expresión usando raíces del 

mutante hsf1-1 y del tipo silvestre Nipponbare bajo condiciones de estrés salino 

(50 mM NaCl) y sin estrés (testigo). Datos obtenidos de un microarreglo 

(Affymetrix Gene Chip) revelaron 14 genes putativos blanco de Os02g13800, 

incluyendo proteínas de choque térmico (heat chock protein), proteínas LEA y 

proteínas inducidas por estrés hídrico, las cuales fueron inducidas por estrés 

salino en el tipo silvestre Nipponbare, pero no reguladas en el mutante hsf1-1. 

En este trabajo, verificamos el nivel de expresión de 12 de los 14 

candidatos putativo usando RT-PCR en tiempo real. Para lo cual, plantas de 

ambos genotipos fueron crecidas bajo 50 mM de NaCl y sin sal (testigo) durante 

30 min, 1 y 3 h. 

Los resultados obtenidos de la tasa de cambio en la expresión de los 12 

genes putativos blanco, de Os02g13800, identificada en el tipo silvestre 

Nipponbare por RT-PCR en tiempo real después de 3 h de la aplicación de 50 mM 

NaCl, fueron comparados con el cambio transcripcional observado por el 

microarreglo Affymetrix (Cuadro 1). 

Para identificar los genes putativos blanco de Os02g13800, en un trabajo 

previo, los genes regulados en Nipponbare por estrés salino fueron comparados 

con los genes inducidos en el mutante hsf1-1. Considerando la ausencia de un 

gen funcional (Os02g13800) en el mutante (también confirmado en este trabajo, 

Figura 2), sus genes blanco no pueden ser inducidos por estrés salino en hsf1-1, 

pero estos genes deberían ser regulados en Nipponbare. Un gen fue considerado 

putativo blanco de Os02g13800 cuando su cambio transcripcional, bajo estrés 

salino, fue superior 2 veces en Nipponbare. Siguiendo este criterio de selección, 

en este estudio, se confirmaron siete genes como putativos blanco de 

Os02g13800, de los 12 genes blanco (datos en gris, Cuadro 1). 
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Cuadro 1. Comparación de los genes putativos blanco de Os02g13800 medidos 

por microarreglo basado en hibridación (Affymetrix Gene Chip) y RT-PCR 

en tiempo real. La expresión de los genes blanco seleccionados fueron 

analizados en raíces de plantas de Nipponbare estresadas con 50 mM NaCl 

por 3 h. 

Locus 

identifier 

Affimetrix 
RT-PCR en 

tiempo real Descripción 

log2(FCh) log2(FCh) 

Os05g46480 2.7 5.3 late embryogenesis abundant protein, group 3 

Os01g50910 2.0 3.8 late embryogenesis abundant protein, group 3 

Os10g18820 3.9 5.9 dirigent-like protein 

Os12g14580 2.1 0.4 tetraspanin family protein 

Os04g01740 2.5 5.6 heat shock protein 82 

Os11g37970 2.4 -2.9 win1 precursor, putative 

Os12g43440 2.9 -0.2 thaumatin-like protein precursor, putative 

Os02g36190 2.4 0.3 Cytochrome P450 71D7, puatative 

Os12g08260 3.2 1.0 pyruvate dehydrogenase E1 component, alpha subunit 

Os03g12890 2.2 -1.1 branched-chain-amino-acid aminotransferase 5 

Os03g60580 2.7 2.3 actin-depolimerizig factor 4 

Os03g10090 3.1 3.9 polyol transporter protein 4 

El experimento con Affymetrix fue realizado por Caldana (2007). Para análisis del 

nivel de expresión, usando RT-PCR en tiempo real, se usó β-tubulina para 

normalizar los datos obtenidos.  

 

6.3.4. Análisis fenotípico 

Para analizar la función in vivo del gen Os02g13800 bajo condiciones de 

estrés, el mutante hsf1-1, generado de plantas del tipo silvestre Nipponbare, tiene 

una inserción T-DNA 30 pb corriente arriba del codón de terminación. Para lo cual, 

semillas de ambos genotipos fueron sembradas en agar sin NaCl (control), dos 

días después, cuando apareció la punta del coleóptilo, las semillas germinadas 

fueron transferidas a medio fresco con 50 mM y 100 mM de NaCl. Plántulas con 

cinco días bajo estrés salino fueron analizadas.  
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6.3.4.1. Fenotipo de las plántulas del mutante hsf1-1 y el tipo silvestre 

Nipponbare 

Como se muestras en la Figura 4, sin la aplicación de NaCl (testigo), se 

observa mayor crecimiento de vástago y raíz en el mutante hsf1-1 comparado con 

el tipo silvestre Nipponbare. Sin embargo, se observó un pequeño incremento en 

el crecimiento de vástago y raíz de hsf1-1 con 50 mM de NaCl. Las diferencias 

más significativas entre hsf1-1 y Nipponbare fueron observadas cuando las 

plántulas fueron sometidas a estrés salino con 100 mM de NaCl. Es de 

destacarse, que bajo condiciones de salinidad, Nipponbare presenta más raíces 

laterales que el mutante, esto puede deberse a la mutación del tipo knockout (en 

este caso, la inserción de T-DNA) que condujo a cambios significativos en el 

fenotipo del mutante (Charng et al., 2007). Así, las plantas del mutante hsf1-1, sin 

expresión del gen Os02g13800, muestran diferencias fenotípicas con respecto al 

tipo silvestre, provocado por estrés salino. 

 

 

Figura 4. Efecto del estrés salino (0, 50 y 100 mM NaCl) en el crecimiento de 

plántulas del mutante hsf1-1 y el tipo silvestre Nipponbare. 

Nipponbare                                      Nipponbare                                         Nipponbare
Control 50 mM NaCl 100 mM NaCl

hsf1-1                                                   hsf1-1                                           hsf1-1
Control 50 mM NaCl 100 mM NaCl
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6.3.4.2. Crecimiento de plántulas del mutante y del tipo silvestre bajo 

estrés salino 

Concentraciones crecientes de NaCl redujeron el crecimiento de plántulas 

tanto del tipo silvestre como del mutante hsf1-1. Al incrementar la concentración 

de la sal, la longitud de vástago y raíz disminuyen (Figura 5), en todos los casos 

las reducciones fueron estadísticamente significativas (p ≤ 0.05). Por ejemplo, con 

100 mM de NaCl hubo una reducción de 33 y 37% en el vástago de hsf1-1 y 

Nipponbare, respectivamente. Por su parte, en la raíz se tuvieron reducciones del 

40% en el mutante hsf1-1 y del 44% en el tipo silvestre Nipponbare, en todos los 

casos con respecto al control. De acuerdo a los resultados obtenidos, el 

crecimiento de la raíz fue más afectado que el crecimiento del vástago, esto 

debido a que la raíz está expuesta directamente al medio salino (Krishnamurthy et 

al., 2009). 

 

 

Figura 5. Efecto de NaCl en la longitud de vástago y raíz de plantas del mutante 

hsf1-1 y Nipponbare tipo silvestre, cinco días de aplicación de tratamientos. 

Medias con letras distintas en cada subfigura, son estadísticamente diferentes 

(Tukey, 0.05). Barras sobre las columnas indican desviación estándar.  
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6.3.4.3. Peso de la materia fresca y seca de dos genotipos 

De manera general, el mutante hsf1-1 tuvo mayor acumulación en el peso 

de la materia fresca y seca, tanto de vástago como de raíz, bajo todos los 

tratamientos evaluados (Figura 6). Para el caso del peso de la materia fresca, en 

vástago, el mutante hsf1-1 presentó reducciones significativas (p ≤ 0.05) con la 

aplicación de 50 mM de NaCl, tales reducciones fueron del 16%. Resultados 

similares se obtuvieron en el tipo silvestre, bajo las mismas condiciones. Con la 

aplicación de 100 mM de NaCl, las reducciones en el peso de la materia fresca de 

vástago fueron, alrededor, del 25% en ambos genotipos, comparado con el 

testigo. En el caso de la raíz, con la aplicación de 50 mM NaCl, el mutante 

incrementó ligeramente su peso de la materia fresca (6%), mientras que el tipo 

silvestre redujo su peso fresco de raíz, no obstante, en ninguno de los dos casos 

hubo diferencias significativas. Al agregar 100 mM NaCl en el medio de 

crecimiento, el mutante tuvo una reducción del 16% en el peso fresco de la raíz, 

por su lado el tipo silvestre presentó reducción del 21%, en todos los casos con 

respecto al testigo. 

En el peso de la materia seca (Figura 6), el mutantes hsf1-1 presentó 

reducciones significativas (p ≤ 0.05) en el vástago, al aplicar 50 y 100 mM de 

NaCl, las reducciones fueron del 8 y 10%, respectivamente. Mientras que en el 

tipo silvestre, el peso seco del vástago tuvo una reducción del 8% con 50 mM; 

esta reducción se duplicó (16%) con la aplicación de 100 mM NaCl. En el caso del 

peso seco de la raíz, ambos genotipos mostraron disminuciones cuando se aplicó 

100 mM NaCl en la solución hidropónica, con respecto al testigo; dicho 

decremento en el peso seco de la raíz fue superior al 25% tanto en el mutante 

como en el tipo silvestre. Estas reducciones en el peso de la materia seca son el 

resultado por un lado, de una reducción en la tasa de crecimiento de las hojas y la 

inhibición en el desarrollo de macollos debido a la presencia de sales en el medio 

de crecimiento; y por otro lado, por la acumulación de Na+ en la planta, 

principalmente en la lámina foliar (Munns y Tester, 2008). El peso de la materia 

seca de la raíz fue el más afectado (mostró mayor reducción), debido a que la raíz 

está en contacto directo con las sales (Figura 4) afectado la división y la 
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elongación celular y como consecuencia reducción del crecimiento (Figura 5) y de 

la acumulación de biomasa (Figura 6). 

 

 

Figura 6. Efectos de diferentes concentraciones de NaCl en el peso de la materia 

fresca y seca de vástago y raíz en plantas del mutante hsf1-1 y tipo silvestre 

Nipponbare, cinco días de aplicación de tratamientos. 

Medias con letras distintas en cada subfigura, son estadísticamente diferentes 

(Tukey, 0.05). Barras sobre las columnas indican desviación estándar.  
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6.3.5. Morfología de la raíz 

Para identificar el efecto del estrés salino en la morfología de raíces del 

mutante hsf1-1 y del tipo silvestre, las plántulas fueron expuestas a 0, 50 y 100 

mM de NaCl durante cinco días. Se realizaron cortes transversales en la raíz 

principal, a 5 mm de la punta de la raíz. Las secciones transversales fueron 

teñidas con calcaflúor al 0.01% y posteriormente fueron observadas bajo luz UV. 

 

6.3.5.1. Secciones transversales de raíces bajo estrés salino 

Las secciones transversales de hsf1-1 y de Nipponbare se presentan en la 

Figura 7. La estructura anatómica de las secciones transversales no presenta 

diferencias, sin la aplicación de sal (testigo). La mayor diferencia entre ambos 

genotipos fue encontrada en el córtex a 5 mm de la punta de la raíz. Las 

secciones de las raíces crecidas bajo 100 mM de NaCl (Figura 7 C y D) presentan 

más espacios aéreos tanto en hsf1-1 como en Nipponbare, comprado con el 

testigo. Sin embargo, estas estructuras fueron más abundantes en el mutante. 

Estos espacios aéreos corresponden al aerénquima, usualmente formado en 

raíces maduras de muchos cereales (Ranathunge et al., 2003).  

Aparentemente, el estrés osmótico induce la formación prematura de 

aerénquima, esta estructura permite que el oxígeno pase de las hojas a la raíz. 

Estudios han mostrado que la tasa de difusión del oxígeno a las raíces está 

correlacionado con la habilidad de tolerar una gran cultivar de condiciones 

adversas durante el crecimiento (Ranathunge et al., 2003; Mostajeran y Rahimi-

Eichi, 2008). 
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Figura 7. Secciones transversales de raíces del mutante hsf1-1 y el tipo silvestre 

Nipponbare, cinco días de aplicación de NaCl.  

Las secciones fueron tomadas 5 mm de la punta de la raíz. Las flechas muestran 

los espacios intercelulares que forman el aerénquima en el córtex. 

 

 

6.3.5.2. Cuantificación del diámetro de la sección transversal y del 

aerénquima 

Para identificar las diferencias en la sección transversal del mutante y del 

tipo silvestre, se midió el diámetro de dichas secciones. El diámetro de ambos 

genotipos incrementa con la aplicación de concentraciones crecientes de NaCl 

(Figura 7). Sin embargo, no se obtuvieron diferencias estadísticas (p≥0.05) entre el 

mutante hsf1-1 y el tipo silvestre Nipponbare bajo las mismas condiciones de 

estrés. 

Por otro lado, con la finalidad de confirmar las diferencias en el desarrollo 

del aerénquima en el córtex de ambos genotipos, el área de esta estructura fue 

determinada en porcentaje del área total de la sección transversal (Figura 7). Sin 

la aplicación de NaCl (testigo), los dos genotipos presentan un porcentaje muy 

similar de aerénquima; sin embargo, con la aplicación de 50 mM la formación de 
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aerénquima incrementó, aunque las diferencias no fueron estadísticamente 

significativas entre los dos genotipos. Con 100 mM de NaCl, el desarrollo de esta 

estructura fue superior (p≤0.01) en el mutante hsf1-1.  

 

 

Figura 8. Efecto del estrés salino en el diámetro de la sección transversal de raíz y 

formación de aerénquima en el córtex del mutante hsf1-1 y el silvestre 

Nipponbare. 

Medias con letras distintas en cada subfigura, son estadísticamente diferentes 

(Tukey, 0.05). Barras sobre las columnas indican desviación estándar.  
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tolerancia del estrés abiótico. Además, Saqib et al. (2005) encontraron que los 

genotipos de trigo que desarrollaron más aerénquima bajo condiciones de 

salinidad y anegamiento (nivel reducido de oxígeno, similar al sistema de 

producción del arroz) fueron capaces de reducir la acumulación de Na en sus 

hojas, mantener mayores tasas fotosintéticas y crecimiento del vástago. Lo que 

sugiere que la formación de aerénquima en el mutante hsf1-1 puede ser un 

mecanismo importante de tolerancia al estrés salino, comparado con Nipponbare. 

Los resultados obtenidos del análisis de varianza muestran diferencias 

altamente significativas (p ≤ 0.01) entre los genotipos evaluados, en la mayoría de 

las variables observadas, excepto el diámetro de la sección transversal de las 

raíces (Cuadro 2), donde las diferencias fueron significativas (p ≤ 0.05). Con 

respecto a los diferentes tratamientos con NaCl, todas las determinaciones 

resultaron altamente significativas. Sin embargo, de acuerdo a la interacción 

Genotipo x NaCl sólo el peso fresco de vástago y raíz, así como la formación de 

aerénquima presentaron diferencias estadísticas significativas (p ≤ 0.05). Lo que 

indica que se obtuvieron diferencias significativas al separar los efectos por 

genotipos y por los diferentes niveles de NaCl. No obstante, en la mayoría de las 

variables evaluadas no se obtuvieron diferencias significativas en la interacción 

genotipo x NaCl, debido al efecto producido por la aplicación conjunta de cada uno 

de los niveles de los dos factores analizados (genotipo y NaCl). Lo que significa 

que el genotipo no tiene efectos sobre los diferentes niveles de NaCl y viceversa, 

el efecto de estos dos factores es independiente.  
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Cuadro 2. Análisis de varianza de las variables de crecimiento, peso de la 

materia, diámetro y formación de aerénquima de dos genotipos de arroz 

(hsf1-1 y Nipponabre) crecidos bajo tres concentraciones de NaCl (0, 50 y 

100 mM) durante cinco días.  

 

Variables 

Fuente de variación 

Genotipo NaCl Genotipo x NaCl 

Grados de libertad 1 2 2 

Altura de vástago ** ** ns 

Longitud de raíz ** ** ns 

Peso fresco de vástago ** ** * 

Peso fresco de raíz ** ** ** 

Peso seco de vástago ** ** ns 

Peso seco de raíz ** ** ns 

Diámetro de la sección 

transversal * ** ns 

Formación de aerénquima ** ** * 

ns = no significativo; * = significativo al 5%; ** = altamente significativo al 1% 

 

 

6.4. CONCLUSIONES 

En función de los objetivos planteados en este trabajo, el mutante hsf1-1 presentó 

menor reducción en crecimiento y menos efectos negativos en la acumulación de 

biomasa por efecto de la salinidad, y tuvo mayor formación de aerénquima que el 

tipo silvestre Nipponbare de arroz. Por lo anterior, el hsf1-1 es más tolerante a 

salinidad, ya que el aerénquima aumenta la exclusión de Na, evitando su 

transporte al vástago, lo que le confiere resistencia al mutante. Mediante RT-PCR 

en tiempo real, se confirmó que el mutante hsf1-1 tuvo una reducción del 98% en 

el nivel relativo de RNA del gen Os02g13800. También, se confirmaron siete 

genes como putativos blanco de los 12 genes seleccionados mediante 

microarreglos (Affymetrix Gene Chip).  
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