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RESUMO

A seca, o calor e a salinidade sdo fatores limitantes da lavoura em uma parcela significativa de nosso planeta, locais de
clima extremo onde apenas plantas adaptadas sdo capazes de sobreviver. Porém, quais sdo 0s genes de vegetais
determinantes desta capacidade de sobrevivéncia? Com o advento da gendmica e da transcriptdmica novos mecanismos
vém sendo revelados, contrariando alguns pressupostos previamente existentes. O presente trabalho comenta as
principais familias génicas associadas a seca e a salinidade em angiospermas, enfatizando o potencial que a flora nativa
apresenta para a prospeccao de novos genes capazes de contribuir para a geracdao de plantas que — mesmo nao sendo
completamente adaptadas ao clima Semiérido, como aquelas nativas desse ambiente — devem apresentar melhor
adaptacdo a periodos inesperados ou mais longos de seca durante seu cultivo, ou mesmo sob niveis moderados de
salinidade. Neste contexto, algumas categorias génicas merecem atenc¢do, a luz dos avan¢os atualmente existentes na
transcriptémica, compreendendo principalmente osmoprotetores, fatores de transcricdo, canais de agua, LEA (Late
Embryogenesis Abundant), proteinas dependentes de ABA (4cido abscisico), proteinas de choque térmico, proteinas
transportadoras, fosfolipases C, proteinas de desintoxicacdo, chaperonas e proteinas receptoras. Porém, a maioria dos
estudos tém se baseado em plantas-modelo ou plantas amplamente cultivadas, havendo necessidade de estudos em
plantas nativas de ambientes extremos, como a Caatinga nordestina, o cerrado e 0S campos rupestres, 0s quais
certamente abrigam um grande ndmero de variantes destes genes e provavelmente também de novos genes importantes
para o melhoramento e a biotecnologia vegetal.

Palavras-chave: Estresse abi6tico, transcriptoma, biotecnologia, tolerancia.

Exploration of Genes for Resistance to Drought and Salinity in Native and

Cultivated Plants

ABSTRACT

Drought, heat and salinity are limiting factors of crop production in a significant portion of our planet, extreme regions
where only adapted plants are able to survive. But what are the determinant genes of plant survivability? With the
advent of genomics and transcriptomics new findings have been revealed, some of them confronting previous
assumptions. The present work comments on the major gene families related to drought and salinity in angiosperms,
emphasizing the potential of the native flora for the discovery of new genes that may contribute to the generation of
plants — maybe not fully adapted to the semi-arid climate as native plants — but presenting a better adaptation to
unexpected or longer periods of drought during cultivation, or even moderate levels of salinity. In this context, some
gene categories deserve a special attention in the light of the current advances in transcriptomics, comprising
osmoprotetors, transcription factors, water channels, LEA (Late embryogenesis abundant), protein-dependent ABA
(abscisic acid), heat shock proteins, transport proteins, phospholipase C, detoxification proteins, chaperones and
receptor proteins. However, most studies have been based on model plants or plants widely grown, with an existing
need to study native plants in extreme environments, such as the Brazilian "Caatinga”, the “cerrados” and “campos
rupestres” which certainly harbor a large number of variants of these genes and probably new genes important for plant
breeding and biotechnology.

Key-words: Abiotic stress, transcriptomics, biotechnology, tolerance.
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1. Introducéo

As mudancas climéticas em curso tém
gerado preocupacdes em todos 0s continentes
do planeta, desde &reas polares, temperadas
ou de clima tropical Umido, até éreas
semiaridas ou castigadas tradicionalmente por
fendmenos sazonais de seca e calor. Além
disso, tais mudangas tém sido objeto de
acaloradas discussdes e  controvérsias,
especialmente no que se refere a sua
contraposicédo aos objetivos
desenvolvimentistas de  varios  grupos
publicos e privados, que se mostram céticos
sobre esta possivel ameaca e a velocidade
com que tais mudangas podem se estabelecer.

A despeito das duvidas existentes e dos
argumentos de grupos antagénicos—incluindo
extremos onde alguns séo contra qualquer
forma de modificacdo dos rumos da natureza,
até grupos favoraveis ao desenvolvimento a
todo custo—€ certo que mudancas climaticas
sempre ocorreram em nosso planeta e que as
mesmas continuam acontecendo de forma
inexoravel. No que tange a caréncia de agua,
alguns dos cenarios mais preocupantes ja sdo
parte da realidade de algumas regifes do
planeta, especialmente regibes aridas e
semiaridas, que sinalizam para cenarios ainda
mais preocupantes no que tange a extensdo
das terras afetadas por seca e salinidade e o0s
impactos decorrentes sobre sua
biodiversidade e os diversos setores
produtivos envolvidos, com énfase para a
agropecuaria.

E sabido que a origem a vida em nosso
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planeta, incluindo os membros do reino
vegetal, ocorreu com extrema dependéncia da
agua, sendo a adaptagdo ao ambiente terrestre
decorrente de varias adaptacdes fisiologicas e
anatdmicas, sendo que a ocupacdo
vegetacional do ambiente terrestre ocorreu a
partir processos de evolugéo lenta e a partir de
diferentes estratégias (Kendrik & Crane,
1997). Ao longo do tempo, as plantas foram
submetidas a diferentes tipos de ambientes
definidos pelas condi¢Bes edafocliméticas,
adaptando-se inclusive a ambientes onde a
disponibilidade hidrica é limitada, como
ocorre em alguns ecossistemas brasileiros,
como a Caatinga, a restinga, o cerrado e 0s
campos rupestres (Figura 1). Acredita-se que
esse processo tenha ocorrido ao longo dos
ultimos 400 milhdes de anos, a partir da
pressdo seletiva dos ambientes secos e salinos
fora dos mares, gerando variacbes no
comportamento entre espécies e culminando
com a geracdo de plantas adaptadas aos
ambientes mais aridos (Dietrich et al., 2001).
Plantas adaptadas a ambientes de seca e
calor extremos, como no caso destes
ilustrados na Figura 1, apresentam adaptacées
especificas sem as quais sua ocorréncia e
sobrevivéncia seriam ameacadas. Juntos, 0sS
estresses abidticos sdo responsaveis por
desencadear uma série de respostas das
plantas, que podem ser percebidas através das
modificacbes  morfoldgicas, fisiologicas,
moleculares e metabolicas, a fim de tolerar

estes estresses.
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Figura 1. As plantas, como 0s demais organismos em nosso planeta, se originaram em ambientes

aquaticos. Ao longo de sua evolucdo, as plantas foram sujeitas a pressdes ambientais que as

tornaram adaptadas a diversos nichos ecologicos, incluindo ambientes como a Caatinga, a restinga,

0S campos rupestres e o cerrado, onde ha pronunciada caréncia de recursos hidricos.

Seca, alta salinidade, bem como baixas
ou altas temperaturas se constituem em
fatores severamente limitantes da producao
vegetal. Quando tais estresses abidticos
ocorrem, Varias respostas bioguimicas e
fisiologicas sdo induzidas nas plantas, de
forma a propiciar a tolerancia ou aumentar as
chances de sobrevivéncia as condicdes
adversas. Plantas mais adaptadas a tais
estresses, mesmo que ocorram em diferentes
continentes,  apresentam  frequentemente
estratégias semelhantes de sobrevivéncia,
incluindo suculéncia, dorméncia, folhas com
camadas serosas ou ainda a capacidade de
armazenar agua e nutrientes em estruturas
especificas das raizes (Figura 2), entre outras
adaptacOes, as quais dificilmente podem ser
transportadas para as plantas cultivadas

através do melhoramento ou mesmo da
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biotecnologia.

Considera-se que a agricultura tenha
aproximadamente 10.000 anos, sendo que o
processo seletivo feito pelo homem, por mais
que tenha gerado avangos — como a adaptacao
do trigo ou do milho as baixas temperaturas
da Europa — estas ndo podem ser comparadas
a selecdo natural ocorrida nos ambientes
marginais, onde as plantas nativas se
desenvolveram e sofreram adaptacGes em
prazo muito mais longo. O processo de
selecdo em regiBes marginais, sujeitas a falta
de agua e de nutrientes, tornou os materiais
genéticos nativos dessas areas mais adaptados
aos estresses ambientais (Harlan, 1992).
Porém, quais genes poderiam conferir
diferencas significativas no desempenho de
plantas sem as modificacdes morfologicas

exemplificadas na Figura 2?
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Figura 2. llustracdo de algumas das adaptacdes tipicas a seca em plantas de ecossistemas

brasileiros, incluindo suculéncia (Melocactus sp., Caatinga), folhas com revestimento seroso

(Encholirium sp., crescendo sobre rochas; campos rupestres), raizes profundas com sistema de

reserva (cerrado, local desconhecido), dorméncia (espécie ndo determinada, Petrolandia, PE),

Lavoisiera sp. com folhas imbricadas (campos rupestres), Portulaca sp. (Caatinga), apresentando

suculéncia associada a uma densa pilosidade que minimiza a evapotranspiracdo. As adaptacdes

ilustradas representando caracteres convergentes observados em plantas de diferentes areas

semiaridas, secas ou salinas existentes nos diversos continentes de nosso planeta.

Muitas pesquisas tém se voltado para o
esclarecimento dos mecanismos fisioldgicos e
genéticos relacionados a resisténcia ou
tolerdancia a salinidade e a seca, com a
identificacdo de genes importantes na
determinacdo destas caracteristicas. Tais

genes tém crescido cada vez mais em
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importancia para a biotecnologia, dada a
escassez de agua que vem se agravando
progressivamente em termos globais. As
reacbes moleculares ao estresse hidrico em
plantas tém sido amplamente analisadas
estudando-se diversos genes de resposta a

seca, alta salinidade e frio em nivel
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transcricional, havendo algumas revisoes
recentes (como Goldack et al., 2011; Huang
et al., 2012) indicando a complexa interagéo
entre estes genes.

O presente trabalho pretende apresentar
e comentar os principais estudos realizados no
sentido de identificar os principais processos
e familias génicas importantes na resposta
eficiente face aos estresses abidticos aqui
tratados, inferindo sobre sua evolugdo e
considerando sua importancia e potencial para
uso na biotecnologia vegetal.

2. Desenvolvimento
2.1 Sistemas Fotossintéticos C3, C4 e CAM
Estima-se que processo de fixacéo
fotossintética de CO, pelas plantas forneceu
carbono para a vida no planeta Terra nos
altimos 2,7 bilhdes anos, permitindo o
estabelecimento de varias outras formas de
vida. Mais de 99% da historia deste antigo
processo tem sido dominada por fotossintese
C3, assim chamada porque seus primeiros
produtos sdo acidos carboxilicos formados
por trés atomos de carbono ligados. Porém,
entre 25 e 32 milhdes de anos atrds, uma
inovacdo evolutiva surgiu em gramineas
tropicais sob a forma de uma bomba de
dioxido de carbono por energia solar baseada
em 4acidos carboxilicos compreendendo
quatro carbonos (fotossintese C4) que
aumenta a eficiéncia da fotossintese sob
condicBes de calor (Osborne & Beerling,
2006). Tal processo funciona atraves de

bombeamento de CO; a partir do meséfilo em
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um anel de células especializadas da bainha
centrado em torno das nervuras, onde uma
versdo  extremamente localizada  da
fotossintese C3 opera sob altas concentragdes
de CO, (Hatch, 1971). Embora esta
especializacdo  anatbmica "Kranz" seja
prevalente na grande maioria das plantas C4
(também chamadas de “concentradoras de
C0O;”), a mesma nao ¢ essencial, sendo que
certas espécies de climas aridos e Semiaridos
evoluiram uma forma alternativa da via em
que todos os elementos sdo acondicionados
em uma unica célula (Voznesenskaya et al.,
2001). O chamado metabolismo do &cido de
crassulaceas (CAM, Crassulacean Acid
Metabolism) €& considerado como uma
variagdo do mecanismo unicelular de carbono,
sendo mais amplamente adotado em espeécies
tolerantes a seca, operando pela separacédo
temporéaria das atividades de uma bomba
semelhante a C4 e o mecanismo fotossintético
C3 (Osborne & Beeling, 2006).

E interessante notar que o metabolismo
C4 evoluiu mais de 50  vezes
independentemente  em  varias familias
monocotileddneas e dicotiledéneas (Sage,
2004; Christin et al., 2008), acreditando-se
que um declinio nas concentracdes
atmosféricas de CO; teria desencadeado este
processo de evolucdo convergente. Porém,
esta hipotese tem sido questionada pela falta
de provas geoldgicas para tal declinio
(Osborne & Beerling, 2006). Como esperado
para uma via metabdlica que evoluiu

independentemente tantas vezes, isoformas
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para 0s genes que codificam enzimas C4
também estdo presentes nas plantas C3 sendo,
porém, reguladas e expressas em niveis
baixos (Ku et al., 1996). Por sua vez, isogenes
C4 s8o normalmente expressos em altos
niveis, sendo regulados por multiplos
estimulos, incluindo luz, disponibilidade de
nutrientes e estimulos metabdlicos, expressao
esta geralmente confinada ao meso6filo ou a
bainha (Hibberd & Covshoff, 2010,
Peterhansel, 2011).

As vantagens apresentadas pelos
sistemas fotossintéticos C4 e CAM sob
condicOes de estresse abidtico como seca e
salinidade sdo indiscutiveis. Desde a
descoberta da fotossintese C4 em meados dos
anos 1960, os biologistas vegetais tém
sonhado com a introducdo da via
fotossintética C4 em plantas C3 como o arroz
e a soja (Sage & Zhu, 2011). Porém, até que
ponto a eficiéncia de tais sistemas pode ser
extrapolada para inferéncias biotecnoldgicas
visando ao melhoramento da eficiéncia
fotossintética de plantas cultivadas ou para
aplicacbes no reflorestamento de éareas
degradadas?

Ensaios com plantas transgénicas tém se
valido principalmente de abordagens visando
reduzir a fotorrespiracdo, focadas no aumento
da eficiéncia de carboxilacdo de Rubisco,
reduzindo a reacdo oxigenase atraveés da
manipulacdo direta de rubisco, concentrando
CO;, no seu entorno através da introducéo de
enzimas da via C4. Outra abordagem tem

visado uma reducdo da fotorrespiracdo
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diretamente pela manipulacdo de enzimas
nessa via (Raines, 2006). Porém, até o
momento nenhuma das abordagens resultou
em plantas transgénicas com  maior
fotossintese ou crescimento. Em vez disso,
muitas vezes efeitos deletérios foram
observados. Aparentemente um ciclo C4
verdadeiro requer a atividade coordenada de
varias enzimas em diferentes tipos de células
e em resposta a diversos estimulos
metabdlicos. Tal suposicdo foi confirmada
por uma recente comparacdo do transcriptoma
de duas especies de Cleome (familia
Cleomaceae, ordem Brassicales)
proximamente relacionadas, C. spinosa (C3) e
C. gynandra (C4), revelando mais de 600
transcritos  diferencialmente  modulados
(Bréautigam et al., 2011).

Apesar das dificuldades, em uma
recente revisdo sobre o tema Peterhansel
(2011) enfatiza que a biotecnologia apresenta
potencial de aumentar a eficiéncia
fotossintética através do uso de sequéncias
regulatorias e de transferéncia de multiplos
genes. Esforcos significativos estdo sendo
feitos no sentido de incorporar o metabolismo
e a anatomia C4 em arroz, levando ao
estabelecimento do “Consoércio Internacional
do Arroz C4”, compreendendo provavelmente
a mais ambiciosa iniciativa em engenharia
metabolica de plantas até o presente. Os
principais objetivos da rede envolvem a
inducdo da expressao de enzimas C4 classicas
do ciclo NADP-ME, direcionando ou

restringindo a expressdo do gene rubisco e da
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glicina descarboxilase de forma semelhante
ao que acontece em plantas C4, além de
identificar genes associados a alteragOes
anatbmicas e fisioldgicas importantes em
plantas C4. As principais abordagens
envolvem andlises  transcriptomicas e
metabdlicas em larga escala, com énfase para
a geracao de mutantes de ativacdo em arroz e
de perda de funcdo em sorgo (Kajala et al.,

2011; Peterhansel, 2011).

2.2 Orquestracdo da Resposta a Estresses
Abidticos

Por muitos anos se discutiu com base
em evidéncias fisioldgicas quais 0s possiveis
fatores induzidos apds o aparecimento de
seca, salinidade, mudancas de temperatura,
etc., havendo controvérsias quanto ao nimero
de genes associados a estes estresses e a
velocidade que estes podiam ser induzidos
apos a percepcdo do estresse. Em nivel de
genoma e transcriptoma, as primeiras
evidéncias surgiram a partir dos estudos com
a planta modelo Arabidopsis thaliana,
pertencente a familia das Brassicaceae (a qual
pertence a couve, a mostarda, o rabanete e a
canola, entre outras). Esta planta foi proposta
como modelo devido a seu genoma pequeno
(125 megabases), tamanho diminuto (em uma
area equivalente a uma folha de papel A4 é
possivel crescer até 50 individuos), curto
tempo de geracdo (~2,5 semanas), produzindo
um nuamero significativo de descendentes a
cada geracdo (Meinke et al., 1998). Esta

planta encontra-se distribuida em varios
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paises da Europa, ocorrendo inclusive em
areas secas e extremamente frias, como a
Sibéria.  Trata-se da  planta  mais
detalnadamente estudada até o momento,
sendo que além do sequenciamento completo
de seu genoma, existe um extenso nimero de
estudos de expressdo diferencial e programas
envolvendo a geracdo de mutantes para o
entendimento dos processos envolvendo seus
estimados 25.498 genes de 11.000 familias
(The Arabidopsis Genome Iniciative, 2000).

Estudos visando monitorar a expressdo
de 7.000 genes de individuos de A. thaliana
submetidos em experimentos separados a
seca, a altos niveis de salinidade e ao frio
revelaram expressdao aumentada (em mais de
cinco vezes comparativamente aos controles
ndo-estressados) de 277, 194 e 53 genes,
respectivamente, havendo um grande nimero
de genes compartilhados entre diferentes tipos
de estresse (Figura 3).

Além disso, a inducdo da ativacdo
destes genes apds os estimulos citados ocorria
muito rapidamente, com a maioria dos genes
recrutados apenas no intervalo de duas horas
ap6s o estresse (Seki et al., 2002). E
interessante notar que 22 genes tinham sua
expressdo aumentada em todas as trés
situacOes de estresse abidtico, enquanto seca e
salinidade  compartilharam 119  genes
induzidos (Figura 3). Na definicdo da
resisténcia e/fou da susceptibilidade aos
estresses citados, torna-se importante nao
apenas observar guais genes sdo ativados,

mas a velocidade com que determinados
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~

fatores sdo  transcritos, observando-se
acentuadas  diferencas entre individuos
resistentes e suscetiveis, sob este aspecto.
Entre os trés grupos de estresses, 11 genes

imediatamente induziveis na fase pds-estresse

Frio
53 genes £

Salinidade
194 genes

(entre poucos minutos até 2 horas apés o
tratamento) foram observados, revelando-se
como possiveis fontes génicas de resisténcia a

estresses abidticos (Seki et al., 2002).

7.000 genes

Seca
277 genes

Figura 3. Analises realizadas com a planta-modelo Arabidopsis thaliana revelaram que entre sete

mil genes analisados, 524 eram recrutados e tinham sua expressao aumentada em mais de cinco

vezes, num curto espaco de tempo. Adaptado de Seki et al. (2002).

Estudos como o de Seki et al. (2002)
revelaram que 0s mecanismos genéticos de
percepcdo que estdo sendo relacionados em
plantas as respostas aos estresses hidrico e
salino incluem diversos genes, 0s quais tém
sido tradicionalmente divididos em duas
categorias: (1) os envolvidos na cascata de
sinalizacdo e no controle transcricional, como
MyC, quinases MAP e quinase SOS2,
fosfolipases e fatores transcricionais, como
HSF, CBF/DREB, bHLH, bZIP, ERF (Figura
4A); (1) aqueles que funcionam diretamente

na protecdo de membranas e proteinas, como
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proteinas de choque térmico e chaperonas;
proteinas LEA, osmoprotetores e
removedores de radicais livres; e aqueles
envolvidos na captura e transporte de agua e
fons, como as aquaporinas e 0s trocadores e
transportadores de ions (Figura 4B). Tais
categorias tém sido enfatizadas em analises
com varios organismos (Blumwald, 2000;
Seki et al., 2000; Benko-Iseppon et al., 2005;
Shinozaki & Yamaguchi-Shinozaki, 2007;
Goldack et al., 2011; Huang et al., 2012),
confirmando a complexidade da adaptacdo a

estresses abidticos como os aqui tratados.

1119



Revista Brasileira de Geografia Fisica 06 (2011) 1112-1134

Fatores de Transcrigao
MYB, DREB2,

AREB, MYC,
NAC, bZIP, etc.

Ativacao

v

Proteinas protetoras
de macromoléculas
(LEA e chaperonas)

Canais de
aguae
transportadores

(A) PROTEINAS REGULADORAS

Quinases e Fosfatases
Metabolismo de Fosfolipideos

Seca/Salinidade

Proteases

(B) PROTEINAS FUNCIONAIS E ESTRUTURAIS

Biossintese de ABA
(Acido Abcisico)

Ativacao

v

Enzimas
desintoxicantes e
antioxidantes

Enzimas da sintese de
osmolitos
(prolina, agucares, etc.)

Figura 4. Principais categorias de genes envolvidos na resposta de angiospermas a estresses

abidticos como seca e salinidade. O grupo A inclui fatores envolvidos na regulacgéo e transducdo de

sinais (proteinas reguladoras) reconhecidamente ativadas apds o estresse. Tais proteinas induzem

cascatas de sinais envolvendo algumas proteinas do grupo B, consideradas funcionais e estruturais,

envolvidas nos mecanismos de tolerancia aos estresses citados.

Considera-se que as reacdes dos
vegetais ao estresse hidrico e salino séo
complexas especialmente porque envolvem
muitos genes com efeitos aditivos, tornando
complexa a real transferéncia de tolerancia a
estes estresses para plantas de importancia
econbmica. Devido a complexidade destas
respostas moleculares, varios projetos tém
investido esforcos usando técnicas
biotecnologicas via transgénese, super-
expressando diferentes genes entre estes das
categorias listadas na Figura 4. Dentre estes,
destacam-se genes codificantes de osmolitos
compativeis, reguladores do crescimento
vegetal, antioxidantes, proteinas de choque

térmico, proteinas LEA e fatores de
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transcricdo (Ashraf, 2010).

Fatores de Transcricao

A regulacdo da expressdo génica € um
processo essencial, sendo relativamente
conservado desde bactérias, até humanos e
vegetais,  passando  por  mecanismos
complexos no decurso da evolugdo e atuando
sobre a expressdo génica em nivel de
transcricdo de RNA mensageiro a partir do
DNA, a qual é regulada através de diversos
processos, dentre 0s quais se destaca a
regulacdo por fatores de transcricdo (TF)
(Grotewold et al., 2010).

Praticamente todos 0S  processos

biolégicos sdo diretamente regulados ou
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influenciados por TFs. Estes fatores regulam a
expressdo de genes codificantes de proteinas
contendo um dominio de ligacdo ao DNA
(DBD, DNA Binding Domain), que reconhece
uma sequéncia de DNA especifica. Tais
proteinas sdo classificadas com base na
estrutura de seus DBD, embora existam
alguns TFs sem DBD, os quais interagem
com uma proteina DBD para formar um
complexo transcricional (Grotewold et al.,
2010; Wang et al., 2010). Um numero
significativo de TFs tem sido identificado em
angiospermas, capazes de mediar o controle
de expressdo de dezenas ou centenas de
genes-alvo em cascatas de transducdo de
sinais (Wellner et al., 2005; Vandepoele et
al., 2009). O genoma de arabidopsis, por
exemplo, apresenta pelo menos 1.554 TFS,
correspondentes a cerca de 6% dos genes que
a planta codifica — uma quantidade superior a,
por exemplo, os 4,7% existentes na mosca de
frutas Drosophila melanogaster (Riechmann
et al.,, 2000; Vandepoele et al., 2009) —
indicando que a regulacdo da transcricdo
desempenha um papel mais importante nas
plantas do que em animais (Mitsuda et al.,
2009).

No que tange a resposta a seca, alguns
fatores merecem especial mencdo. DREB
(Dehydration Responsive Element Binding) e
ERF (Ethylene-Responsive Factor)
compreendem duas importantes familias que
AP2/EREBP

(Ethylene-Responsive-Element-Binding

integram a  superfamilia

Protein) de fatores de transcricdo exclusiva de
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plantas. Membros deste grupo tém sido
reconhecidos por mais de uma década por seu
papel na toleréncia ao estresse hidrico atraves
de vias metabdlicas ABA-dependentes e
independentes e de sua regulacdo estresse-
responsiva que envolve mais de cem genes-
alvo. No entanto, estudos com plantas
transgénicas indicam que sua expressdo
precisa de uma sintonia fina, uma vez que a
superexpressdo constitutiva da via
DREB/CBF levou a graves defeitos de
desenvolvimento dos transformantes, embora
acompanhada por uma maior tolerancia ao
sal, a seca, e ao frio (Kasuga et al. 1999;
Singh et al., 2002; Shinozaki & Yamaguchi-
Shinozaki, 2003).

MYB compreende outra familia de TFs
que merece mencdo, estando presente em
todos os eucariotos. Em animais e fungos
observa-se um namero restrito de genes que
codificam para estes fatores, 0s quais
apresentam dominios conservados com trés
repeticoes (R1, R2 e R3), enquanto em
plantas hd uma grande variabilidade de
fatores, na maioria com duas repeticdes R2R3
imperfeitas. Por exemplo, em arabidopsis
foram reconhecidos 85 genes MYB da classe
R2R3, enquanto 42 foram reconhecidos em
cana-de-agucar e 71 em eucalipto (Romero et
al., 1998; Soares-Cavalcanti et al., 2009).
Proteinas deste grupo sdo transcricionalmente
induzidas em resposta a ABA, a salinidade, a
seca, e ao frio, influenciando também a
expansdo celular e a deposicdo de cuticula, o

que relaciona a resposta ao estresse abiotico

1121



Revista Brasileira de Geografia Fisica 06 (2011) 1112-1134

também com modificagdes na estrutura da
parede celular, entre outras (Cominelli et al.
2008; Lippold et al. 2009; Goldack et al.,
2011).

Quinases e Fosfatases

Quinases e fosfatases estdo entre as
mais importantes enzimas envolvidas na
reacdo de transferéncia de fosfato a partir de
moléculas de alta energia do doador (por
exemplo, ATP) para substratos especificos
(proteinas e lipidios), controlando diferentes
vias bioquimicas (Manning et al., 2002) e
compreendendo um  dos  principais
mecanismos bioquimicos na sinalizacéo
celular. Estima-se que 30% das proteinas em
um organismo Vvivo sejam frequentemente
fosforiladas em residuos de serina e treonina
(Cohen, 2000). Por exemplo, observou-se que
arabidopsis codifica cerca de 1.000 genes
pertencentes a superfamilia das quinases, bem
como cerca de 300 genes que codificam
fosfatases (Arabidopsis Genome Iniciative,
2000). A atividade das quinases é regulada
por dois possiveis mecanismos: (1)
fosforilacdo, as vezes pela prépria quinase
(cis-fosforilagao/autofosforilacdo), por
proteinas (2) ativadoras ou inibidoras, e (3)
proteinas de ligacdo no caso moléculas
pequenas. Membros da familia quinase estdo
envolvidos nas vias de sinalizacdo de muitas
plantas na resposta a estresses abidticos e
biéticos (Chen et al., 2004). Por exemplo, em
arroz, a expressao de muitos CDPKs

(calcium-dependent  protein  kinases) ¢é
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induzida por estimulos abidticos. Por
exemplo, a expressdo do gene OsCPK7 em
arroz transgénico leva a um aumento da
sobrevida apos estresse por frio, enquanto a
expressdo de OsCPK13 confere maior
tolerancia a salinidade e a seca (Saijo et al.
2000; Abbasi et al., 2004). Em feijdo-caupi, a
analise da modulacdo da expressdo destas
proteinas ap0s estresses abidtico (salinidade)
e biotico (virose) indicaram a inducdo de 100
diferentes candidatos a quinases, contra 69
reprimidos nas diferentes situacfes analisadas
(Kido et al., 2011)

Biossintese de ABA

Em plantas o hormonio &cido abscisico
(ABA) é um produto da clivagem de
carotenoides e desempenha um importante
papel na resposta a estresses como seca e
salinidade, atuando na percepc¢éo de sinal de
desidratacdo e como mediador da cascata de
sinais ativadora de outros genes responsivos a
estes estresses, com énfase para fatores de
transcricdo. Sob estresse hidrico a planta
induz acimulo de ABA, presumivelmente a
partir da clivagem do 9-cis-epoxycarotenoide
(9-cis-violaxanthina e 9-cis-neoxanthina) para
xanthoxina pela enzima 9-cis-
epoxycarotenoide dioxigenase. Considera-se
que o ABA desencadeie varios mecanismos
de defesa a estresses abioticos, bem como a
alguns estresses bidticos (um tipo de
“resposta cruzada” denominada “crosstalk”
em inglés), considerando-se seu importante

papel na ativagdo de fatores de transcrigdo,
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incluindo-se os fatores DREB ja citados, bem
como fatores bzip, MYB e MYC. Além disso,
este  hormdnio tem sido associado a
maturagéo e ao desenvolvimento de sementes
e ao processo de fechamento dos estdmatos
pés  percepcdo de  estresse  hidrico
(‘Yamaguchi-Shinozaki e Shinozaki, 2006). A
mencionada resposta cruzada tem atraido a
atencdo de varios pesquisadores, uma vez que
genes responsaveis por resisténcia a
patdégenos em plantas também sdo capazes de
ativar vias associadas a tolerancia a estresses
abidticos, como tem sido observado em varios
trabalhos recentes na area de transcriptomica

(Kido et al., 2011).

2.2.1 Proteinas Funcionais e Estruturais

Esta categoria envolve diferentes tipos
de proteinas, indicadas na Figura 4B, ativadas
apos a percepcdo de sinais pelos fatores
indicados na Figura 4A, sendo brevemente

comentadas a seguir.

Proteinas protetoras de macromoléculas
(LEA e chaperonas)

Chaperonas sdo proteinas capazes de
dobrar ou modelar outras proteinas,
auxiliando no dobramento de cadeias
polipeptidicas nascentes, no redobramento de
proteinas desnaturadas, além de prevenir a
agregacao de partes a proteinas com
superficies hidrofobicas expostas. Chaperonas
moleculares estdo também relacionadas a
mecanismos de resposta a estresses, sendo

algumas identificadas como HSPs (Heat-
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Shock Proteins), dentre as quais se destacam
as HSP70, as chaperoninas, as HSP90, as
HSP100 e as sHSP (small HSP). As diferentes
classes de chaperonas e de HSPs representam
um papel na protecdo de proteinas contra o
estresse (Wang et al., 2004a).

Por sua vez, proteinas LEA (Late
Embryogenesis Abundant) como o préprio
nome sugere, sdéo acumuladas em sementes
durante a fase de maturacdo, momento em
que uma tolerdncia a dessecacdo €
demandada. Apo6s sua descricdo, estudos
adicionais revelaram que as proteinas LEA
também se acumulam em tecidos vegetativos
durante periodos de seca, indicando um papel
também na protecdo contra a dessecacao. Séo
proteinas hidrofilicas, apresentando um alto
contetdo de glicina, sugerindo-se que tenham
uma funcdo na manutencdo estrutural de
outras proteinas, vesiculas, endomembranas e
no sequestro de ions, como o calcio, na
retencdo de agua, além de funcdo como
chaperonas moleculares (Wang et al., 2004a;
Porcel et al., 2005).

Canais de agua e transportadores

Para sua sobrevivéncia, as plantas
dependem da aquisicdo, transporte e
transpiracdo de 4agua. O mecanismo de
passagem da agua pelas membranas celulares
tem sido foco de diversos estudos. Entre os
transportadores de membrana, destacam-se 0s
chamados canais de agua ou aquaporinas,
membros de uma familia de pequenas

proteinas transmembranas (24-30 kDa), que
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compreendem como subgrupos principais as
proteinas de membrana plasmatica (PIP),
proteinas de membrana de tonoplasto (TIP),
proteinas de membrana de nodulos (NIP) e
pequenas proteinas basicas intrinsecas de
membranas (SIP) (Maeshima & Ishikawa,
2008).

Tais  proteinas  apresentam  seis
segmentos transmembrana e geralmente
formam tetrAmeros protéicos, onde cada
mondmero forma um poro simples seletivo
para o0 transporte de agua e de outros
pequenos solutos, permitindo o controle
diferencial da osmorregulacdo entre estagios
de desenvolvimento, tecidos e 0rgdos
(Ludewig & Dynowski, 2009). Tais proteinas
sdo importantes para a manutencdo da
osmolaridade em vegetais, com expressao
regulada pela salinidade nos primeiros
instantes apds 0 estresse, indicando
possibilidades promissoras para sua aplicacao

na biotecnologia vegetal.

Enzimas desintoxicantes e antioxidantes

O acumulo de solutos compativeis
também pode proteger as plantas contra
danos, através da eliminacdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS, Reactive Oxigen
Species), permitindo a manutencdo da
estrutura e do funcionamento de proteinas. Na
maioria dos organismos aerdébicos, ha uma
necessidade de efetivamente eliminar as ROS
geradas como resultado de pressdes
ambientais. Dependendo de sua natureza,

ROS podem ser altamente tOxicas e
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demandam rapida desintoxicagdo. A fim de
controlar os niveis de ROS e proteger as
células dos danos oxidativos, plantas
desenvolveram um complexo  sistema
antioxidante, que inclui vérias enzimas e
metabolitos ndo-enziméticos (Vranova et al.,
2002). Entre as enzimas envolvidas na
protecdo oxidativa destacam-se as glutationas
peroxidases, as superoxido dismutases, as
peroxidases de ascorbato e as glutationa
redutases.

Por exemplo, plantas transgénicas de
arabidopsis expressando o dobro de uma
(Mn-SOD)

apresentaram notavel crescimento, mesmo

superdxido dismutase
apos tratamento com 150 mM de NaCl,
enquanto as plantas ndo transformadas

secaram gradualmente (Wang et al., 2004b).

Proteases

Proteases desempenham papeis multi-
facetados, praticamente em todos 0s aspectos
da fisiologia e desenvolvimento vegetal,
incluindo  crescimento, desenvolvimento,
senescéncia e morte celular programada, bem
como na acumulacdo e mobilizacdo das
proteinas de armazenamento (por exemplo,
em sementes). Além disso, estdo envolvidas
em vias de sinalizacdo e na resposta a
estresses bidticos e abioticos (Grudkowska &
Zagdanska, 2004).

Especialmente as  proteinases de
cisteinas sdo importantes, uma vez que a
degradacdo de proteinas danificadas ou

desnaturadas sob estresse estd intimamente
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associada a sintese de novas proteinas, sendo
0s aminoacidos reutilizados para tal sintese ou
para ajustar as células osmoticamente a
limitacdo de &gua (Vincent & Brevin, 2000).
Por exemplo, observou-se que em resposta ao
déficit hidrico, proteinases de cisteina foram
induzidas em plantas aclimatadas e nao
aclimatadas de trigo (Zagdanska &
Wisniewski, 1996).

Osmoprotetores

Osmoprotetores sdo pequenos solutos
utilizados pelas células de diversos
organismos e tecidos em situagdes de caréncia
de &gua para manter o volume da célula
(Yancey, 2001), podendo desempenhar outros
papeéis associados a tolerancia a estresses
hidricos e osméticos, atuando como proteinas
estabilizantes, com acdo antioxidante.
Compreendem  agUcares,  principalmente
frutose e sacarose, alcodis de agucar (como o
mio-inositol), aclcares complexos (como
trealose e frutanos) e metabolitos (como
glycina-betaina, prolina e ectoina) (Yancey,
2005). O acumulo de solutos compativeis em
resposta ao estresse osmatico é um processo
onipresente em organismos tdo diversos como
bactérias, plantas e animais (Bohnert &
Jensen, 1996). Osmoprotetores se acumulam
principalmente no citosol, nos cloroplastos,
bem como em outros compartimentos
citoplasmaticos (Rontein et al.,, 2002.),
protegendo as plantas de formas diferentes,
incluindo: defesa por ajuste osmotico

(ajudando as células a manter seu turgor e seu
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estado hidratado); estabilizacdo de proteinas e
enzimas; inducdo de proteinas de estresse e
aceleracdo dos sistemas de limpeza de
espécies reativas de oxigénio (Bohnert &
Jensen 1996; Ashraf & Foolad, 2007). Em
plantas que  naturalmente  acumulam
osmoprotetores, seus niveis sdo aumentados
sob estresse, desempenhando importante
papel no estabelecimento de mecanismos de
(Shinozaki
Shinozaki, 2007).

Estudos analisando a diversidade e

tolerancia &  Yamaguchi-

abundancia destes compostos entre ESTS
(Expressed Sequence Tags) de eucalipto
(Santos et al., 2009) e cana-de-agucar (Santos
et al., 2011) avaliando as cinco categorias
(prolinas, glycinas-betainas, mio-inositol,
trehalose e cisteinas) revelaram
respectivamente 56 e 51 membros com
distribuicdo na maioria das bibliotecas
gendmicas, no caso da cana com énfase em
bibliotecas sob estresse (cultivo de calos e
infectadas com Herbaspirilum
rubrisubalbicans). Uma recente analise de
expressdo diferencial de osmoprotetores em
cana-de-acucar (Silva et al., 2011) usando a
técnica de SuperSAGE e sequenciamento de
segunda geracdo revelou varios candidatos
induzidos em bibliotecas submetidas a
estresse  por seca, com  diferencas
significativas entre individuos tolerantes e

sensiveis a este tipo de estresse.

2.3 Biotecnologia e Implicacbes para a

Agricultura em Areas Secas e Salinas
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Os genes comentados anteriormente
estéo entre os mais estudados em plantas, face
a sua participacdo nos processos envolvidos
com a resposta a estresses abioticos, com
énfase para seca e salinidade. Sua utilizagéo
no melhoramento ou ainda por via
biotecnoldgica tem sido objeto de intensos
estudos. Neste contexto, a engenharia
genética apresenta-se como uma ferramenta
poderosa na transformacdo das plantas, que
passardo a apresentar maior resisténcia e/ou
tolerancia aos diferentes estresses.

Vérias pesquisas tém tentado aumentar
a tolerancia aos estresses abioticos através da
transferéncia de genes especificos. Os genes
selecionados para a transformagdo sdo
geralmente aqueles que codificam proteinas
especificas induzidas por estresses abioticos
com fungdes conhecidas, incluindo os canais
de agua, enzimas para a biossintese de
osmolitos e desintoxificacdo, além das
relacionadas ao transporte idnico. Varios
genes individuais parecem ter algum impacto
positivo na tolerdncia ao estresse. Apesar
disso, acredita-se, a tolerncia a seca e a
salinidade devem ser mais eficientes e
duradouras em projetos de engenharia
metabolica envolvendo varios genes e vias,
extrapolando a tolerancia induzida por um
anico gene (Athar e Ashaf, 2009).

Apesar disso, ha exemplos de sucesso
em inferéncias com um dnico gene
superexpresso, como no caso de alguns dos
genes da via SOS (Salt Overly-Sensitive),

apresentada de forma esquematica na Figura
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5. Estudos prévios indicam que um complexo
proteico formado pela proteina ligadora de
calcio SOS3 e pela proteina quinase de
serina/treonina SOS2 sejam ativados por um
sinal de calcio elicitado pelo estresse salino.
Este complexo seria responsavel pela
fosforilacio e  ativagdo  de  vérios
transportadores i6nicos, como os trocadores
de Na'/H" de membrana (SOS1) e de vactiolo
(NHX1). Inferéncias biotecnologicas tém
mostrado que a superexpressdo do gene
NHX1 é capaz de produzir plantas mais
adaptadas a salinidade (Qiu et al., 2002).

Em decorréncia se seu potencial, muitos
genes que codificam antiporters Na'/H*
vacuolar (NHX) foram caracterizados e
identificados em diferentes espécies. Por
exemplo, Li et al. (2010) clonaram um novo
gene de antiporte vacuolar na haléfita Salsola
soda usando a técnica de RACE (Rapid
Amplification of cDNA Ends) e introduziram
tais genes em alfafa (Medicago sativa), a qual
se apresentou mais tolerante a salinidade e
cresceu em condicOes de altos niveis de NaCl.
As linhagens transgénicas de alfafa
sobreviveram em solos comprometidos pelo
excesso de sais e poderdo ser Uteis na
exploracdo e no cultivo em areas degradadas.

Conforme enfatizado por Yang et al.
(2009), embora o gene NHX seja de grande
importancia no controle osmotico das plantas,
para exploracdo completa de seu potencial é
essencial sua expressdo em conjunto com 0s
demais genes da via SOS (Figura b5),

observando-se que em plantas transgénicas
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co-expressando 0s genes SOS1, SOS2 e SOS3
houve tolerancia expressivamente maior do
que em plantas transgénicas superexpressando
qualquer um dos genes individualmente.
Alem disso, os autores evidenciaram que a
superexpressdo do gene AtNHX1 em A.

thaliana ndo aumentou significativamente a

tolerancia a salinidade comparativamente as
plantas controle. Considerando que a
intervencdo da transformacdo vegetal pode
facilitar o desenvolvimento de linhagens
tolerantes, as estratégias disponiveis tém tido
bastante éxito na incorporagdo de tolerancia

em diferentes espécies (El-Sayed et al., 2007).

SALINIDADE (Na*)

RS

caz+

V-ATPase
PPase

S

Figura 5. Representacdo esquematica dos principais fatores envolvidos na regulacdo da

concentragéo intracelular do Na* pela via SOS. O estresse sodico inicia um sinal de calcio que

estimula o complexo SOS3/SOS2, o qual ativa o gene SOS1, que passa a excluir o Na*, e regula a

sintese de fatores envolvidos na resposta ao estresse salino a exemplo de NHX e HKT.

3. Concluséao

Os estudos envolvendo a biotecnologia
de genes associados a estresses abidticos sdo
o foco central das dmicas, uma das areas que
mais avangam nas ciéncias bioldgicas. O
termo “Omicas” se aplica a area das ciéncias
biologicas e da engenharia que se dedicam a
analisar as interacdes de dados bioldgicos
derivados das areas de gendmica,
transcriptbmica, protedmica, interactbmica,

metaboloma, epigenoma e fenoma, entre
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outras. O foco principal visa identificar e
associar os dados das diversas abordagens
citadas (tais como genes, proteinas e ligantes)
através de ferramentas de bioinformatica e
biologia de sistemas, encontrando relacGes de
interacdo entre 0s mesmos, em geral
associando dados depositados em bancos de
dados a dados laboratoriais e de campo,
proporcionando um melhor entendimento das
redes e interacGes entre diferentes fontes de

dados.
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No Brasil, embora muito venha sendo
feito quanto as 6micas relativas a diferentes
plantas cultivadas, com énfase para projetos
de transcriptomica, incluindo a cana-de-
acucar (projeto SUCEST), o eucalipto
(projeto FORESTs), o
(NordEST) e a soja (consdrcio GENOSOJA),

ha ainda uma caréncia de estudos com plantas

feijdo-caupi

nativas dos diversos ecossistemas citados no
presente trabalho.

Estudos  envolvendo  ecossistemas
extremos de outros paises tém revelado novas
e importantes fontes de genes em plantas
adaptadas a tais ambientes estressantes. Tais
iniciativas estdo se iniciando no Brasil,
incluindo trés espécies de plantas nativas da
Caatinga, das dunas de restingas e tabuleiros
costeiros e do cerrado do Brasil em anélise
pelo nosso grupo. Esses dados tem sido
comparados a bancos de dados publicos e
locais envolvendo genes dos projetos de
gendbmica acima e de plantas-modelo,
acreditando-se tais analises deverdo em breve
fornecer novos candidatos para uso
biotecnologico.  Porém,  tais  estudos
necessitam de projetos em rede e com
diversas abordagens complementares e
interdisciplinares, as quais precisam de
investimentos significativos em nivel nacional
e internacional.

Sem davida ha um nimero extenso de
plantas candidatas que apresentam adaptacdes
Unicas a seca, envolvendo os ecossistemas
nacionais citados, ocorrendo em locais

proximos a areas extensamente agricultadas
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no Brasil, algumas incluindo regides em
processo de desertificacdo. Tais plantas
seriam da maior importancia para uso na
biotecnologia  de  plantas  cultivadas
nacionalmente, com potencial uso para o seu
melhoramento ou para reflorestamento,
tornando-nos mais preparados para O
enfrentamento das mudancas climéaticas em

curso.
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