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Biotecnologia para a geracao de
plantas tolerantes a seca em um
cenario de mudancas climaticas

(arolina Vianna Morgante

Introducao

A comunidade cientifica e a sociedade, de
modo geral, ttm como desafio transformar a
agricultura, conciliando seguranca alimentar e
nutricional, sustentabilidade de ecossistemas,
crescimento econdmico e igualdade social.
Os caminhos para o desenvolvimento de uma
agricultura mais sustentavel requerem a gera-
¢ao constante de conhecimento e inovacdes e,
sobretudo, a garantia de acesso a novas tecno-
logias a todos os envolvidos na cadeia agricola,
do pequeno ao grande produtor.

Esses desafios intensificam-se quando sao
consideradas as crescentes demandas por ali-
mentos e os impactos das mudancas climaticas
nos sistemas agricolas e vice e versa. A agricul-
tura, a silvicultura e outros usos da terra sao
responsaveis pela emissao antropogénica de
aproximadamente 20% dos gases de efeito
estufa (GEE), constituindo o setor com a maior
emissao de GEE que nado o diéxido de carbono
(CO,). As atividades agricolas, por exemplo, sao
responsaveis por aproximadamente dois ter¢os
das emissoes de 6xido nitroso (NO,), principal-
mente por causa da aplicacao de fertilizantes
minerais e adubo organico como o esterco (Jia,
2019). Por outro lado, a agricultura é altamen-
te sensivel aos efeitos das mudancas climaticas
que levam, sobretudo, a alteracdo da fenologia
de plantas, dispersao incontrolada de patoge-
nos e reducao da fertilidade dos solos, fatores
esses que causam significativa reducao da pro-
dutividade.

Modelos de simulagao indicam que o aumento
de temperatura pode causar perda de produti-
vidade de grao e biomassa em milho na ordem
de 4% a 7% por elevacao de 1 °C, como conse-
quéncia da reducao do ciclo de crescimento,
pela maturacao precoce das flores, e diminuicao
da fixacdo de CO, (Bassu et al., 2014). Em soja,
apesar de os modelos indicarem um aumento
de produtividade em razao do aumento do CO,
atmosférico no final do século XXI, esse efeito
pode ser diminuido ou até anulado, conside-
rando-se as previsoes de aumento de tempe-
ratura e escassez de recurso hidrico (Cera et al.,
2017). Outros modelos apontam para um cres-
cimento acentuado da taxa de desenvolvimen-
to de importantes pragas em regides tropicais,
como a broca-do-café (Hypothenemus hampei).
Uma vez que o crescimento populacional de
H. hampei esta exponencialmente relacionado
a temperatura atmosférica, um aumento na
faixa de 15 °C a 27 °C pode influenciar profun-
damente a dinamica populacional dessa praga
(Jaramillo et al., 2009).

A vulnerabilidade dos sistemas agricolas as
mudancas climaticas é acentuada pelas atuais
praticas utilizadas que priorizam o uso de ferti-
lizantes sintéticos nitrogenados, o uso nao efi-
ciente de recursos naturais, como solo e agua, e
a baixa diversidade de culturas agricolas. Nesse
cenario, um dos focos das pesquisas cientificas
é o desenvolvimento de culturas resilientes ao
clima, capazes de crescer sob uma ampla fai-
xa de condi¢des climaticas e apresentar rapida
adaptacdo as mudancas ambientais, mantendo
a produtividade (Dhankher; Foyer, 2018). Para
esse desafio, torna-se essencial o conhecimento
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sobre a distribuicao da variabilidade genética,
seu significado adaptativo, bem como sua inte-
ragdo com o ambiente (Mousavi-Derazmahal-
leh et al., 2019). A biotecnologia aparece como
peca-chave nesse desafio, proporcionando
ferramentas que intensificam e agilizam a ex-
ploracao da biodiversidade e seu uso no me-
lhoramento de plantas. Neste capitulo serao
abordadas as diversas fontes de variabilidade
genética Uteis ao melhoramento, métodos para
sua prospeccao e geracao de novas variantes
genéticas, visando a obtencao de plantas mais
tolerantes a seca, frente a um cenario de mu-
dancas climaticas.

Fontes de variacdo
genética na busca pela
tolerancia a seca

Cerca de 7 mil espécies vegetais foram culti-
vadas para consumo durante a histéria da hu-
manidade (FAO, 2018). Muitas delas sao hoje
utilizadas em atividades agricolas, seja para
consumo humano e animal, seja como fontes
medicinais, energéticas, ornamentais, entre
outras aplicacdes. No entanto, atualmente, so-
mente aproximadamente 30 culturas fornecem
cerca de 95% da energia consumida na alimen-
tacao humana. Destas, apenas quatro (arroz,
trigo, milho e batata) compreendem 60% do
suprimento energético da alimentacao humana
mundial (FAO, 2018).

Uma caracteristica comum a maioria das plan-
tas domesticadas é a reducao da diversidade
genética, sobretudo de genes que influenciam
fenotipos desejaveis, durante e apds o processo
de domesticacao, uma vez que este foi iniciado
com um numero limitado de progenitores e, ao
longo das geracdes, houve uma forte selecao
artificial para caracteristicas alvo, como produ-
tividade, palatabilidade e modo de dispersao
das sementes. Estima-se que o milho contém
apenas 57% da variabilidade observada em seu
progenitor e que de 2% a 4% de seus genes so-
freram selecao durante o processo de domesti-
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cacao e melhoramento, muitos deles envolvidos
em vias de crescimento, resposta a auxina e bios-
sintese de aminodcidos (Wright et al., 2005). Ja
em trigo, analises fundamentadas em marcado-
res moleculares revelaram que a transicao entre
a forma silvestre e domesticada foi marcada por
uma forte reducao da diversidade de nucleotide-
os e polimorfismos de sequéncias. A diversidade
inicial foi perdida em 69% em Triticum aestivum
L., o trigo para pao, e em 84% em Triticum durum
Desf., o trigo duro usado na producdo de massas
(Haudry et al., 2007).

A combinacao de alelos superiores nas varieda-
des modernas, focada na eficiéncia produtiva
de sistemas de cultivo intensivos, restringe a
capacidade dessas plantas em se adaptarem a
um cenario de mudanca climatica. Nesse con-
texto, germoplasmas exdticos, representados
por parentes silvestres de espécies cultivadas,
variedades locais e espécies nativas de ambien-
tes extremos, podem ser considerados fontes
de alelos uteis para o melhoramento moder-
no, tanto para a resisténcia a pragas e doencas,
como para caracteristicas associadas a toleran-
cia a estresses abioticos (Charmet, 2011).

Dessa forma, programas de pré-melhoramento
tornam-se essenciais para a ampliacao da base
genética e identificacdo de caracteristicas rele-
vantes em materiais exdticos, de forma a pos-
sibilitar a introgressao de genes de espécies
silvestres, crioulas ou de materiais ndao adapta-
dos em populacdes de melhoramento via cru-
zamentos assistidos ou via transferéncia intra
e interespecifica de genes por transformacao
genética (Varshney et al., 2018).

Espécies silvestres parentes de espécies culti-
vadas origindrias de habitats secos carregam
alelos génicos que conferem adaptagao ao dé-
ficit hidrico, como consequéncia da evolugao e
da selecao natural, e que podem ser Uteis em
programas de melhoramento. No entanto, em
algumas situacdes, os fatores que permitem
a sobrevivéncia em ambientes secos nao sao
compativeis com a tolerancia a seca em um
contexto agrondémico, que visa a alta producao.
Outras dificuldades esbarram na incompatibili-
dade de cruzamento entre as espécies cultiva-
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da e silvestre e a introgressao de caracteristicas
negativas presentes na fonte silvestre nas culti-
vares elite (Blum, 2011). Apesar desses desafios,
existem reportados diversos exemplos de su-
cesso do uso de espécies silvestres no melhora-
mento para a tolerancia ao déficit hidrico, como
os relatados a seguir.

Em arroz, o retrocruzamento entre Oryza sativa
L., a espécie cultivada, e Oryza rufipogon Griff,
um de seus progenitores silvestres, como pa-
rentes recorrente e doador, respectivamente,
permitiu o desenvolvimento de linhagens de in-
trogressao tolerantes a seca com alta capacida-
de de recuperacao apés um periodo de déficit
hidrico e posterior reidratacao. Essa tolerancia
foi associada ao acumulo de prolina e agtcares
soluveis em condicdo de seca. Essas linhagens
de introgressao sao ferramentas Uteis para a
identificacao de genes e alelos favoraveis ao
melhoramento e também para o entendimento
dos mecanismos de resisténcia a seca em arroz
(Zhang et al., 2014).

O potencial de espécies silvestres em contri-
buir com caracteristicas adaptativas para o
melhor desempenho de plantas cultivadas em
ambientes com restricao hidrica foi também
evidenciado em trigo (T. aestivum), a partir da
introgressao em T. gestivum de segmentos cro-
mossomicos (7DL) da espécie silvestre Agro-
pyron elongatum (Host). Beauv. Essas linhagens
de translocacao (LTs) apresentaram aumento
de biomassa de raizes e parte aérea e melhor
aclimatacgao ao déficit hidrico, em comparacdo
ao gendtipo convencional de trigo usado como
controle. Além disso, a mudancga na arquitetu-
ra de raizes das LTs, evidenciada pelo aumento
de crescimento de raizes seminais e laterais, foi
associada a uma resiliéncia fotossintética. Com
o sistema radicular mais desenvolvido, essas LTs
foram capazes de aumentar o acesso a dgua
e manter niveis mais favordveis de trocas ga-
sosas e assimilacao de CO, sob déficit hidrico,
em comparacéo as plantas controle. E possivel
que a translocacao de segmentos cromossomi-
cos da espécie silvestre levou a introducao de
novos genes relacionados ao desenvolvimento
de raizes ou a reincorporacao de alelos possi-
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velmente perdidos durante o melhoramento e
a intensa selecao em ambientes considerados
6timos ao crescimento da cultura (Placido et al.,
2013).

Outro caso interessante foi reportado em plan-
tas de amendoim, por meio da introgressao de
alelos silvestres para o aumento da tolerancia
a seca. Uma cultivar elite de Arachis hypogaea
L. (2n = 4x = 40), adaptada a regides semiari-
das brasileiras, foi cruzada com o alotetraploide
sintético obtido do cruzamento entre as espé-
cies silvestres Arachis duranensis Krapov. & W.C.
Greg. e Arachis batizocoi (Krapov. & W.C.Greg.),
ambas diploides (2n = 2x = 20), e posteriormen-
te retrocruzada RC1F2. Foi possivel a obtencao
de linhagens avancadas com maiores taxas de
transpiracdao e fotossintese e elevada produti-
vidade, em condicoes de restricao hidrica, em
comparacao ao parental recorrente. Essa é uma
demonstracao de que é possivel superar a di-
ferenca de ploidia entre as espécies silvestres
e cultivada para a introgressao de alelos que
conferem vantagens adaptativas (Dutra et al.,
2018).

E possivel também domesticar espécies sil-
vestres, por meio do dominio de seu sistema
reprodutivo, métodos de propagacao e melho-
ramento de caracteristicas de interesse agro-
nomico e, dessa forma, contribuir diretamente
para a diversificacdo de sistemas agricolas. E o
caso do maracujazeiro BRS Sertdo Forte, desen-
volvido por pesquisadores da Empresa Brasi-
leira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa), por
meio de selecao massal, visando ao aumento
de produtividade e tamanho dos frutos, em
uma populagao de acessos silvestres do mara-
cujazeiro-silvestre (Passiflora cincinnata Mast.),
nativo da Caatinga, popularmente conheci-
do como maracuja-do-mato. A cultivar obtida
apresenta maior tolerancia ao déficit hidrico
e maior ciclo produtivo, quando comparada a
cultivares de maracujazeiro-azedo (Passiflora
edulis Sims). E recomendada para o plantio em
regioes da Caatinga e Cerrado com limitagdes
hidricas, onde é praticada a agricultura de se-
queiro, sem exigéncia de alto uso tecnologico
(Araujo et al., 2016).
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Ainda como exemplo de selecdo, caracteriza-
¢ao de material silvestre e exploracao de seu
potencial agronémico, pode-se citar o caso do
umbuzeiro (Spondias tuberosa), arvore sim-
bolo do bioma da Caatinga, com adaptacgoes
morfolégicas e ecofisiolégicas marcantes para
a tolerancia a seca. Pesquisadores da Embrapa
Semiarido, por meio de coletas em regides de
ocorréncia natural da espécie, formaram uma
colecao (Banco Ativo de Germoplasma) com
aproximadamente 75 genoétipos. Dentre esses
materiais, foram selecionadas arvores com fru-
tos gigantes. O dominio da propagacao vegeta-
tiva do umbuzeiro foi possivel como resultado
de intensas pesquisas focadas na superacao de
dorméncia de sementes, geracao de mudas por
enxertia e inducao floral, de forma a antecipar o
inicio da frutificacao. Ja foram produzidas mais
de 10 mil mudas de arvores com frutos gigantes
e distribuidas em unidades de observagao em
regides semiaridas (Santos et al., 2005). Essas
cultivares de umbu gigante estdo registradas
no Ministério da Agricultura, Pecudria e Abaste-
cimento com as denominacgdes BRS 48, BRS 52,
BRS 55 e BRS 68 (Brasil, 2019).

O uso de espécies silvestres e outros tipos de
germoplasmas exéticos em programas de me-
lhoramento é viabilizado pela existéncia de
colecbes de germoplasma para a conservagao
e manejo dos recursos genéticos, as quais tém
um importante papel como grande provedor
de variabilidade genética. A plataforma online
Genesys reune informacdes de bancos de ger-
moplasma vegetal, incluindo espécies silves-
tres e cultivadas, de 459 instituicbes ao redor
do mundo, totalizando o registro de cerca de
2,8 milhdes de acessos, de forma a facilitar a
rapida busca e o intercambio de materiais (Ge-
nesys, 2019). No Brasil, a Embrapa é a principal
instituicao responsavel pela organizagao e ma-
nutencao dessas colecbes, que sao preserva-
das em campos experimentais, conservadas in
vitro ou em bancos de sementes e de DNA. No
caso de germoplasma vegetal, sao conservados
123.615 acessos de 2.187 espécies (Embrapa,
2019). A Colecao de Base (Colbase), localizada
na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnolo-
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gia (Cenargen), em Brasilia, DF, criada em 1976,
abriga 112.000 acessos de sementes de 800
espécies vegetais, sendo a maior da América
Latina. Nessa colecao sao também mantidos
1.500 acessos de plantas in vitro (Padua, 2016).
Apesar de existirem diversas iniciativas para a
conservacao da diversidade genética ao redor
do mundo, a diversidade de espécies silvestre
ainda tem pouca representatividade nas cole-
¢des de germoplasma (Castafieda-Alvarez et al.,
2016).

Além do uso de parentais silvestres de espécies
cultivadas para a identificacao de alelos que
conferem tolerancia a seca, espécies nativas de
ambientes extremos podem também ser va-
liosa fonte de diversidade. A compreensao dos
mecanismos celulares e moleculares que fazem
com que uma planta sobreviva a situacoes ex-
tremas de estresse pode levar ao isolamento
dos fatores que condicionam essa caracteristi-
ca e sua transferéncia a uma espécie cultivada.
Um exemplo é o grupo formado por plantas
tolerantes a dessecacao (Figura 1). Essas plan-
tas constituem recurso genético exotico para a
tolerancia a desidratacao e chamam a atencao
por terem a capacidade de tolerar e se resta-
belecer apds a quase completa perda (95%) de
agua protoplasmatica de seus tecidos vegetati-
vos (Scott, 2000).

A tolerancia a dessecacao em plantas é um me-
canismo comum em estruturas como pélen, es-
poros e sementes, porém, na fase vegetativa, é
encontrado em um numero restrito de plantas,
mais frequentemente em clados menos com-
plexos, como o de algas, liquens e briofitas. No
entanto, essa caracteristica também pode ser
observada em plantas vasculares, exceto nas
gimnospermas. No bioma da Caatinga, podem
ser encontradas espécies tolerantes a desse-
cacao, como a graminea Tripogonella spicata
(Nees) P.M.Peterson & Romasch e a pteridéfita
Selaginella convoluta (Arn.) Spring, popular-
mente conhecida como jerico. Entre as angios-
permas, a tolerancia a dessecacao aparece em
espécies de mono e dicotiledéneas, dispersas
em pelo menos oito familias (Oliver et al., 2000).
A tolerancia a dessecacao nesse grupo de plan-
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Figura 1. Plantas tolerantes a dessecacao presentes no bioma da Caatinga, em estado hidratado e desidrata-
do: Selaginela convoluta (A) e Tripogonella spicata (B).

tas ndo estd associada a presenca de estrutu-
ras morfoanatomicas, como cladéddios, folhas
suculentas ou tuberas, apesar de estar restrita
a plantas de pequeno porte. Essa tolerancia é
conferida por um ajuste metabdlico, homélogo
ao encontrado em sementes, e provavelmente
originou-se por uma reprogramacao da expres-
sao dos genes envolvidos no processo (Farrant;
Moore, 2011).

O potencial de plantas tolerantes a dessecagao
como doadoras de diversidade genética para
o melhoramento foi evidenciado em trabalhos
nos quais genes de plantas tolerantes a des-
secacao foram utilizados para a transformacao
genética de plantas modelos ou cultivadas,
para a alteracdo da regulagao de vias envolvi-
das com mecanismos celulares de sinalizacao e
expressao génica, de controle do estresse oxi-
dativo e osmoprotecao, visando a promocgao da
tolerancia a estresses abioticos, conforme des-
crito a sequir.

Plantas transgénicas de arroz superexpressan-
do um gene da graminea tolerante a desseca-
¢ao Tripogon loliiformis (F.Muell.), TIOsm, que
codifica osmotina, proteina chave na mediacdo
da resposta a estresses bidticos e abidticos via
sinalizacao celular, apresentaram aumento da
tolerancia ao frio, seca e salinidade, em com-
paracdo a plantas ndo transformadas (NTs).
Essa tolerancia foi associada a habilidade das
plantas transgénicas em manterem o cres-

cimento e desenvolvimento e conservarem
maior quantidade de agua foliar e integridade
de membranas celulares, sob condicao de es-
tresse, o que levou a um aumento da biomas-
sa seca e da capacidade de recuperacao apoés
alivio dos estresses, em plantas transgénicas,
quando comparadas a NTs (Le et al., 2018).

Também envolvendo a regulacao de mecanis-
mos celulares, o fator de transcricdo BhbZIP60,
isolado da espécie tolerante a dessecacao
Dorcoceras hygrometricum Bunge, nativa de
regides rochosas do sudeste asiatico, teve sua
funcao confirmada na promocdo da tolerancia
a seca na planta modelo para estudos de gené-
tica molecular, Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.
Quando submetidas a suspensao da rega du-
rante duas semanas, plantas superexpressando
0 gene BhbZIP60 apresentaram maior ativida-
de do fotossistema I, maior contelido de agua
foliar e maior teor de clorofila, em compara-
¢do a plantas NTs. Em plantas transgénicas, foi
também detectada a expressao aumentada
de genes relacionados as vias de sinalizagao
de estresse no reticulo endoplasmatico, o que
evidencia o papel de BhbZIP60 na regulacdao
da resposta a proteinas nao enoveladas. Esse
é um importante mecanismo celular para ma-
nuten¢ao da homeostase celular em situagoes
de estresse, pelainibicao da traducao de protei-
nas, degradacao de proteinas mal enoveladas e
ativacao de vias para o aumento da expressao

Fotos: Carolina Morgante
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de chaperonas, proteinas envolvidas no enove-
lamento de proteinas (Wang et al., 2017).

Ja em relagdo ao aumento da osmoprotecao, a
superexpressao dos genes que codificam pro-
teinas LEA (Late Embryogenesis Abundant) do
grupo 4, isolados de D. hygrometricum, conferiu
tolerancia a seca em plantas de tabaco (Nicotia-
na tabacum L). Esses genes sao principalmente
expressos em sementes, e as proteinas LEA acu-
mulam-se durante o estagio de desenvolvimen-
to embrionario tardio. No entanto, em resposta
a estresses ambientais, as plantas também acu-
mulam essas proteinas, as quais exercem fun-
¢bes variadas, incluindo a protecao de estrutu-
ras celulares contra os efeitos da perda de agua,
a protecao de proteinas contra danos induzidos
por estresses, o sequestro de ions e protecdo de
atividades de enzimas, além de agirem como
chaperonas. Plantas transgénicas superexpres-
sando genes LEA exibiram, sob déficit hidrico,
um retardo do aparecimento do sintoma de
murcha, devido a uma maior capacidade de
retencao do teor de dgua foliar. Nessas plantas,
foram também detectadas, em comparagao a
plantas NTs, a prevencao do decréscimo da ati-
vidade do fotossistema Il e da degradacao de
membranas celulares, a atividade aumentada
de enzimas que sequestram espécies reativas
de oxigénio (EROs) e a maior estabilizacao de
proteinas que operam na fotossintese, como
a Rubisco (Ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase
oxigenase) (Liu et al., 2009).

Explorando modificagdes no metabolismo an-
tioxidativo, Mbinda et al. (2018) geraram plan-
tas transgénicas de batata-doce [I[pomoea ba-
tatas (L.) Lam.] expressando o gene da enzima
aldose redutase, isolada de Xerophyta viscosa
Baker, uma monocotiledonea tolerante a desse-
cacéo nativa do sul da Africa. Essa enzima atua
nas primeiras etapas do sistema de sequestro
e eliminacdao de EROs geradas em condigoes
de estresse. As plantas transgénicas exibiram
aumento da tolerancia ao déficit hidrico simu-
lado e maior capacidade de recuperagao pos-
-estresse, devido a um aumento da eficiéncia
fotossintética, do contelddo de dgua e de teores
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de prolina sob desidratacao, em comparacao a
plantas NTs.

Apesar da vasta biodiversidade encontrada em
fontes de germoplasma exético, que podem
ser empregadas no melhoramento genético
de plantas, seja por introgressao génica ou do-
mesticacdo de novas espécies, a diversificacao
de uso de culturas em sistemas agricolas é a
alternativa capaz de gerar respostas mais ime-
diatas e amortizar perdas de producado, garan-
tindo a seguranca alimentar em um cendrio de
mudancas climaticas. A diversificacdo de cultu-
ras é vantajosa, uma vez que pode promover o
aumento da resiliéncia, estimulando a habili-
dade de suprimir surtos de pragas e atenuar a
transmissao de patégenos, contribuindo para o
aumento da biodiversidade da microbiota dos
solos, que tem grande importancia na ciclagem
de nutrientes e, consequentemente, na amor-
tizacdo dos efeitos negativos na produtividade,
decorrentes de grandes variagbes climaticas
(Lin, 2011).

Métodos moleculares
para prospeccao da
biodiversidade visando
a tolerancia a seca

As estratégias das plantas para a adaptacdo ao
estresse compreendem respostas coordenadas
que regulam seu crescimento e desenvolvi-
mento. Muitos esforcos tém sido empregados
na identificacao e entendimento de vias celula-
res e moleculares relacionadas a esses proces-
sos para a identificacao de genes estruturais e
regulatorios com potencial envolvimento na
adaptacao as mudancas climaticas.

Os avangos continuados no aperfeicoamento
das tecnologias de sequenciamento de DNA,
fenotipagem e de ferramentas de bioinformati-
ca para a analise de dados em grande escala au-
mentam, a cada dia, o poder de decifracdao dos
componentes genéticos associados a resposta
de plantas ao déficit hidrico.
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Cerca de 225 plantas tiverem seu genoma com-
pletamente sequenciado. Dessas, aproximada-
mente 58% sdo cultivadas, a maioria utilizada
paraa alimentacao humana, e 18% sao progeni-
tores silvestres de plantas cultivadas (Kew Royal
Botanic Garden, 2017). Trata-se de um grande
repositorio de informacdes, muitas delas de li-
vre acesso agrupadas em bancos de dados es-
pecializados, como o Phytozome (Goodstein et
al., 2012), com possibilidades de uso diversifica-
do, incluindo a elucidagao das relagbes evolu-
tivas entre as espécies vegetais, a identificacao
das vias metabolicas celulares e 0o mapeamento
genético e seu uso no melhoramento assistido
por marcadores moleculares. Dessa forma, fer-
ramentas genoémicas possuem o potencial de
alcance de grandes ganhos de produtividade,
uma vez que aceleram a taxa e precisao de me-
lhoramento. E possivel a rapida identificacao de
novos genes e alelos e incorpora-los de forma
controlada, permitindo o acumulo de multiplas
caracteristicas superiores em um germoplasma
elite (Kole et al., 2015).

A complementacao dos estudos gendmicos
com dados de expressao génica em larga es-
cala é util para o entendimento da dinamica
da interacao geno6tipo x ambiente e permite a
identificacao de muitos genes responsivos ao
déficit hidrico. Algumas dessas informacdes po-
dem ser acessadas em bancos de dados como o
Drought Stress Gene Database, onde cerca de
200 genes, de 38 espécies vegetais, envolvidos
na adaptacao fisiol6gica e molecular a seca, es-
tao classificados em vias metabdlicas nas quais
atuam, permitindo uma visao ampla e sincroni-
zada dos mecanismos fisioldgicos e moleculares
envolvidos na resposta ao estresse hidrico (Alter
et al., 2015). O papel de micro RNAs (miRNAs)
na regulacao de vias relacionadas a estresses
abioticos também vem sendo intensivamente
explorado em diversas espécies, evidenciando
o papel do controle epigenético na tolerancia
ao déficit hidrico. Em plantas de algoddo sub-
metidas ao déficit hidrico, foi demonstrado que
um Unico miRNA pode regular a expressao de
até 40 genes que atuam principalmente em
vias relacionadas a interagdo planta-patdgeno,
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transducao de sinal hormonal e biossintese de
aminodacidos (Lu et al., 2019).

Tecnologias de sequenciamento de ultima ge-
racao foram empregadas, por exemplo, para a
identificacao de genes envolvidos na resposta a
seca em espécies de Arachis, parentes silvestres
do amendoim (Arachis hypogaea L.), que apre-
sentam tolerancia a seca. Por meio da analise
do transcritoma, foi possivel a identificacdo de
genes envolvidos na via de transdugao de si-
nais, como fatores de transcricao da familia NAC
e bZIP, e genes envolvidos na protecao celular,
como o que codifica uma metalotioneina, com
funcao descrita no sequestro de EROs e desin-
toxicagao de metais gerados em situacoes de
estresse celular. Foi também identificada a su-
perexpressao em situacao de estresse hidrico
do gene que codifica a proteina expansina-like
B (EXLB), relacionada a inducao do relaxamen-
to da parede celular que ocorre tanto em pro-
cessos do desenvolvimento vegetal, como na
resposta adaptativa a estimulos mecanicos e
ambientais (Brasileiro et al., 2015). Foi demons-
trada a tendéncia ao aumento de expressao do
gene EXLB em resposta ao déficit hidrico, em
13 gendtipos, incluindo espécies silvestres e a
cultivada do género Arachis. A superexpressao
desse gene mostrou-se também eficiente na re-
ducdo do numero de galhas em raizes de sojain-
fectadas pelo nematoide Meloidogyne javanica
(Guimaraes et al., 2017).

Novas fontes de
variabilidade para a
tolerancia a seca

O melhoramento genético pode ser alcanga-
do por diferentes vias ou combinag¢des destas,
como o cruzamento entre genétipos seleciona-
dos, o melhoramento por mutacao ou pela adi-
¢ao de novo material genético, resultando em
um organismo geneticamente modificado.

A mutacao é a fonte primaria de toda a variacao
genética existente em um organismo. A exis-
téncia de variabilidade em um pool génico de
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plantas cultivadas é um pré-requisito em pro-
gramas de melhoramento. Essa variabilidade
pode ter origem natural e ser identificada, ca-
racterizada e introduzida em programas de
melhoramento convencional. No entanto, mu-
tacoes espontaneas sao eventos raros e aleato-
rios, em termos de tempo de ocorréncia e genes
afetados. O avanco no desenvolvimento de fer-
ramentas biotecnologicas, ja no inicio do século
XX, permitiu aos pesquisadores a criacao de va-
riabilidade genética util ao melhoramento, por
meio da inducado artificial de mutagoes.

A mutagénese induzida em plantas teve seu
inicio marcado com os trabalhos de Lewis John
Stadler, que demonstrou a acao mutagénica de
raios X em milho, cevada e trigo, no final dos
anos 1920. Com o avanc¢o das pesquisas, ou-
tros agentes mutagénicos foram identificados,
de origem fisica, como a luz ultravioleta, raios
gama, néutrons e até a radiacao cdsmica, e de
origem quimica, como os agentes alquilantes
etilmetanosulfonato (EMS), metil-nitroso-ureia
(MNU), etil-nitroso-ureia (ENU), dimetil sulfato,
colchicina, entre outros que, em geral, produ-
zem um grande numero de mutagdes recessi-
vas por substituicao de uma unica base do DNA.
A primeira cultivar mutante liberada comercial-
mente foi de N. tabacum, nos anos 1930, na In-
donésia, denominada Clorina, que consistia em
uma planta aneuploide (2n +1) com mutacao
que conferia a folha coloragao verde-amarela-
da (Kharkwal, 2012). Desde entdo, muitos mu-
tantes foram gerados, em diferentes culturas,
para diversas caracteristicas. Atualmente, exis-
tem 3.250 registros de variedades de plantas
no banco de dados de mutantes (International
Atomic Energy Agency, 2018). Nesse banco, de
1960 a 2017, foram registrados 108 mutantes
tolerantes a seca, de 24 culturas, incluindo soja,
milho e trigo, desenvolvidos em 20 paises, o
gue destaca a universalidade e acessibilidade
da técnica. Interessantemente, a maioria des-
ses mutantes apresenta também outras carac-
teristicas agronomicamente vantajosas, como
aumento de produtividade, resisténcia a do-
encas, entre outras. Na Tabela 1 estao listadas
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variedades mutantes de plantas registradas nos
ultimos dez anos.

Apesar de o método de mutagénese induzi-
da ter seu sucesso comprovado ao longo dos
anos e nao possuir restricdes regulatdrias para
a liberacao de seus produtos no mercado con-
sumidor, ainda enfrenta limitacbes como: a
dificuldade em se identificar os poucos indi-
viduos com novos fendtipos em uma grande
populacdao submetida ao agente mutagénico;
a redundancia genética encontrada na maioria
das plantas, em virtude de duplicagbes génicas
e poliploidia, que faz com que muitas mutagoes
nao apresentem efeitos detectdaveis (Parry et al.,
2009); e a incerteza da natureza das mutacoes
que geram o novo fenoétipo, sobretudo em es-
pécies que ndao possuem genoma sequenciado.

A emergéncia e o0 avanco da genética molecular
contribuiram para o entendimento de detalhes
sobre a func¢ao génica e o modo de agao e her-
dabilidade de mutag¢bes que condicionam ca-
racteristicas desejaveis. A tecnologia do DNA re-
combinante permitiu a combinacao artificial de
moléculas de DNA e a manipulagdo e clonagem
génicas, destacando-se como valiosa ferramen-
ta para a alteragdo genética direcionada em di-
versos organismos. A transformacdo genética
de plantas tem sido adotada como o método
para o estudo de fun¢des génicas e também
amplamente empregada para o uso biotecno-
I6gico, no melhoramento de plantas agricolas
via engenharia genética. Desde a producao da
primeira planta transgénica ou geneticamente
modificada (GM), um tabaco resistente a anti-
biotico (Bevan et al., 1983), e a primeira libe-
racao comercial de uma planta transgénica, a
do tomateiro Flavr Savr, com maior tempo de
prateleira (Kramer; Redenbaugh, 1994), os mé-
todos para obtencao de plantas transgénicas
foram aperfeicoados. Plantas GM tiveram suas
aplicagbes diversificadas; seus riscos a saude e
ao meio ambiente vém sendo constantemente
monitorados; e a legislacao para regulamenta-
¢ao de sua liberagao e uso vem sendo alinhada
aos progressos da biotecnologia, sendo especi-
fica para cada nagao optante pelo uso de orga-
nismos GMs.
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Atualmente, as culturas transgénicas, ou cul-
turas biotecnolégicas, sao adotadas em 26 pa-
ises e ocupam uma area de aproximadamente
190 milhdes de hectares, com tendéncia a um
crescimento anual médio de 3% (Internatio-
nal Service for the Acquisition of Agri-Biotech
Applications, 2019). A tecnologia esta disponi-
vel comercialmente para 31 culturas, incluindo
espécies arbodreas, oleaginosas, leguminosas,
graos, frutiferas, olericolas e ornamentais; no
entanto ha predominancia no uso de culturas
como a soja, milho e algodao, que compreen-
dem 50%, 33% e 12% da drea mundial plantada
com culturas biotecnoldgicas, respectivamente.
A lista de novas caracteristicas introduzidas é
extensa e diversa, incluindo resisténcia a inse-
tos e doencas, tolerancia a herbicidas, alteracao
do crescimento e produtividade, modificacao
da qualidade do produto, controle do sistema
de polinizagdo e tolerancia a estresses abioticos.
Para essa ultima caracteristica, todos os eventos
disponiveis conferem tolerancia a seca, em trés
culturas diferentes, milho, soja e cana-de-acu-
car, com transgenes de origem bacteriana e ve-
getal (Tabela 2).

O milho transgénico MON87460, aprovado para
consumo em 18 paises, incluindo o Brasil, e em
paises da Unido Europeia, foi transformado para
a superexpressao do gene BscspB, que codifica
a proteina de choque frio B de Bacillus subtilis,
que age como uma chaperona na protecao
de moléculas de RNA. Em testes conduzidos a
campo, plantas transgénicas apresentaram pro-
dutividade em torno de 6% superior a do con-
trole convencional (plantas nao transformadas),
sob condigbes limitantes de agua, sendo que
nao foram observadas diferencas significativas
entre os valores de produtividade dos dois ge-
nétipos sob irrigacdo plena. A superioridade do
milho MON87460, em comparacao ao controle,
foi relacionada a sua maior capacidade de acli-
matacdo em ambiente de déficit hidrico, asso-
ciada a uma reducao transiente do crescimento
foliar, diminuicdo do uso de agua e consequen-
te aumento da eficiéncia de uso de agua, o que
levou a um aumento do crescimento das espi-
gas e graos (Nemali et al., 2015).
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Outra planta transgénica liberada comercial-
mente apresentando tolerancia a seca é o even-
to de soja Verdeca HB4, com superexpressao do
fator de transcricao Hahb-4 isolado de girassol.
Plantas superexpressando o gene Hahb-4 apre-
sentaram maior taxa de sobrevivéncia e tive-
ram o crescimento menos afetado sob déficit
hidrico severo, em comparacdo a plantas nao
transformadas (Dezar et al., 2005). Esse fator de
transcricdao é um componente da via de sinali-
zacao de etileno e induz o retardo da senescén-
cia e aumento da tolerancia a desidratagao. Sua
superexpressao reduz a sensibilidade de plan-
tas ao etileno exégeno, tem efeito repressor na
expressao de genes da via de sintese e sinaliza-
cdo deste fito-hormonio e induz a expressao de
genes envolvidos na osmoprotecao (Manavella
et al., 2006). Até o momento, esse evento esta
aprovado para plantio no Brasil, nos Estados
Unidos da América e na Argentina.

A modulacao da expressao do gene BetA, que
codifica a enzima colina desidrogenase, envol-
vida na osmoprotecao, também foi alvo da en-
genharia genética para o desenvolvimento de
plantas tolerantes ao déficit hidrico. Plantas que
superexpressam esse gene acumulam acentu-
adamente glicina betaina e, sob déficit hidrico,
apresentam um melhor ajuste osmoético em fo-
Ihas e raizes e menor inibicdo da fotossintese,
associada a valores superiores de condutancia
estomdtica e maior turgidez foliar, em compa-
racdo a plantas nao transformadas. Também
demonstraram menor peroxidacgao de lipidios e
maior integridade de membranas celulares em
condicao de estresse (Quan et al., 2004; Lv et al.,
2007). Apesar de os efeitos positivos da supe-
rexpressao de BetA na promocao da tolerancia
a seca terem sido demonstrados em plantas
economicamente importantes, como milho e
algodao, a tecnologia para comercializacao esta
disponivel apenas para cana-de-aglcar, com
aprovacao de uso somente na Indonésia.

Os avancos recentes no desenvolvimento de
ferramentas genomicas permitiram o surgi-
mento da engenharia genética de precisao, via
tecnologias de edicao gendmica, com as quais é
possivel a manipulagao especifica de sequéncias



SpepiAlnpo.d eyje 3 seuja3o1d Sp OPNSIUOD O}e ‘8335 @ BPURIS|OL
apepiAinpo.d e)je 3 seuja3o1d 3p OPN3IUOD O}e ‘ed3S © ePURIS|O]
obuny e epUISISAI D IS B BIDURID|OL

apepijiqeidepe eoq 3 apepiAlNpo.d e)je ‘edss e epueId|o]

335 9p 0BIIPUOD W duewopd eyy

335 © BIDURIS|0} 3 dpepljenb eog

335 & BPURIS|0} d dpepIAlNpod eyje ‘soeib ap apepijenb eog

wabnuzy
© BDU)SISAI D OLI OB 3 BI3S B BIDURIS|0} ‘Dpepljenb eoq ‘apepiannpoid ey

oedepunul e eIDURI|0}
9 BJ3S B BURIPAW BIDURII|0] ‘apepl|enb eoq ‘apepiannpoid eyy

apepijiqeidepe eoq o apepiANpoid eyje ‘eas e eipueIs|oL

335 B BIDURIS|0} 3 OIP|IW B BPURISISAI ‘Dpepiainpo.d ey

Spepiul[es d eI3S e ePURIS|0L

soeib ap 0sad o}e @ BI3S  ePURIS|OL

335 B BIDURIS|OL

©335 B BPURID|0} © WabNLIB) @ BPURISISAI ‘DpepiAinpo.d eyy

395 B BIDURID|0} @ WIHNLIB) B IDURISISAI ‘DpepiAlnpoid elje ‘apepinodalyd

epeinop ejaJewe 10D Wod souly 3 sobuo| soeib ‘ed3s e epuRIS|o)

sapepijenb senon

epiznpul-}ueInu SpepaLIeA Wod oedeziplgiH
eplznpul-s}ueini SpepaLieA Wod oedeziplgiH
opewojul oeN

opewJoju; oeN

eweb soles wod oedelpeld|

eweb soles wod oedelpe.l|

eweb soles wod oedelpeld|
eweb soles wod oedelpeud|

eweb solel wod
oe3elpel eIA 0P13O S}ueINW WOD 0B3ezIpLgIH

|erdedsa asaugbeiniy

eweb soles wod oedelpeld|

eweb soles wod oedelpeld|

aplojdey ojdnp ap ed1udp) e 3 [eedss assugbein|y
eweb soles wod oedeipeu|

SEepIZNpuI-S3}UeINW SSPEPILIEA SENP 3P 0JUSWEZNI)
SepIZNpul-Sa}UeINW SSPEPILIBA SENP 3P OJUSWEZNI)

0UOQJe 3P SUOJ 3P SIXIS} WOD OBIRIPELl|

oe5uaiqo ap opold

*(810¢) £ouaby AB1au3 d1Woly [eUOIRUISIU| 123U

(xow 9) elog £00¢ BIABPIO|N P BdljgNday

(xow ') elos £00¢ BIABPIO|A BP BdljgNdaYy

(snnuup snyjupijaH) |0ssell £00T eipu|
(wnapsap 1) obuL  £00T euIyd

(wnjuafnsa *7) aewo| £00C eqn)
(wnjuajnsa uodisiadoIf7) dyewo| £00T eqn)
(wnapsap 1) obu| £00T eulyd

(wnasap ;1) obuy 600C elebing

(pabbodAy s1yopiy) wiopuswy 600C euly)
(wnapsap 1) obu| 0Loz eulyd

(xow ) efos  0L0C BUIBIA

(pAnpS *Q) Zoy L10T seuidi4

(winasap winaip) obu L LLoz eulyd

(baps-0)zony  €10C
(xow-D)efos /10T BUIBIA
(xowaupAjo) efos /10T BUIBIA
(oAnDS bzA1Q) ZOMIY 1102 ysape|bueg

ou3s163.

T JOpPIAJOAUISIP Sied

J3U3I> 3WOU) WNWOd dWON

eulpWY
eJeosiqy
78-SVl

8¢ buouueeys
19ke
IANIDYW

£1 rewnybuo

Jawla

Z€ nfeny

61 lewnybuo
8007.1d
Ly
Lo6lewbuey
9V EN
cloz1a
oLozla
6l-ueypeulg

pepaliea ep awon

SepLeIWas $30163J Wa 0UOGJR) 3p 0BSSIWA exieq ap esnyjnLby

'SOU 0| SOWI3|N SOU epiznpul dsaugbeinw Jod sepnqo sejueld ap sapepalie L ejpqer

b6l



Capitulo 12 - Biotecnologia para a geracao de plantas
tolerantes a seca em um cendrio de mudancas climaticas

195

Tabela 2. Eventos de plantas transgénicas com caracteristicas de tolerancia a seca liberados comercialmente.

iy Gene/produto Fonte do gene Funcao Desenvolvedor
nome evento
Mantém
funcionamento celular
Milho (Zea mays)/ BscspB/ proteina : .. sob déficit hidrico
MON87460 de choque frio B B SUG pela preservacgao da SR
qualidade do RNA e
tradugao
Soja (Glycine max)/ ~ Hahb-4/ fatorde  Helianthus Lenio et transcrlg_ao
g de genes em condicao  Verdeca
IND-00410-5 transcricao annuus . <
de desidratacao
-de-aci Escherichia coli i 5
Creasicr  Bewcoim L9 s podiieto 1 pararn
NX1T, NX4T, NX6T g meliloti betaina

Fonte: International Service for the Acquisition of Agri-biotech Applications (2019).

de DNA de um individuo, tanto quanto ao tipo
de mutacao a ser introduzida, como ao seu local
de insercao no genoma. Com esses métodos, a
mutagénese induzida passa a nao ser mais um
fendmeno aleatério. Dentre os disponiveis, me-
rece destaque a tecnologia CRISPR (Clustered
Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats),
pela sua relativa simplicidade, eficiéncia e bai-
X0 custo. Esse método é baseado no sistema de
defesa de procariotos no qual uma nucleasse
bacteriana é direcionada a uma sequéncia es-
pecifica no genoma, guiada por uma molécula
de RNA com aproximadamente 20 pb. A enzima
é capaz de clivar a dupla fita de DNA em uma
regiao pré-determinada do genoma da planta,
e 0 seu sistema de reparo propicia a uniao de
extremidades ndo homdlogas, levando a inser-
¢ao ou delecao de bases e consequente perda
da funcao génica pela introducao de mutagoes
de alteracdo ou perda de sentido e traducao de
uma proteina truncada ou incompleta. Outra
forma de reparo é por homologia direta, por
meio do qual é possivel realizar inser¢des ou
substituicoes de sequéncias de DNA sitio-diri-
gidas. O método CRISPR pode ser considerado
revoluciondrio pela sua universalidade, pela
agilidade em se gerar individuos com o geno-

ma editado de forma precisa e também por ser
possivel produzir mutantes homozigotos para
multiplos genes alvos em uma Unica geragao
(Jinek et al., 2012; Belhaj et al., 2015).

Apesar de a tecnologia CRISPR ser relativamen-
te recente, ja ha casos descritos de seu uso na
geracdo de plantas mais tolerantes ao déficit hi-
drico. Shi et al. (2017) utilizaram essa tecnologia
para o controle da expressao em milho do gene
ZmARGOS8, um regulador negativo da via de
resposta a etileno. A proteina ARGOS interage
com receptores da via de sinalizacao, modulan-
do a percepcao de etileno em estdgios iniciais
da via de transdugao de sinal. Neste trabalho,
o nivel de expressao de ZmARGOS8 foi aumen-
tado por meio da inser¢ao da regidao promotora
de outro gene do milho ou pela substituicao de
sua regiao promotora nativa. Estudos em con-
dicdo de campo mostraram que, em compara-
¢ao ao genodtipo nao editado, essas variantes
ZmARGOS8 apresentaram aumento de produti-
vidade de grdo sob déficit hidrico na fase de flo-
racao, demonstrando a aplicagao da tecnologia
CRISPR na geragao de novas variantes alélicas
Uteis ao melhoramento genético visando a to-
lerancia a estresses abioticos.
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A tecnologia CRISPR apresenta grande poten-
cial para o acelerar o desenvolvimento de cul-
turas biotecnoldgicas e facilitar o processo de
regulamentacdo e seu uso comercial, uma vez
que a inducdao de pequenas modificacbes no
genoma da planta, como mutag¢des pontuais,
pode ndo ser considerada transgenia. No Bra-
sil, ja ha caso de aprovagao para uso comercial
de uma variedade de milho ceroso da empre-
sa Corteva com elevado teor de amilopectina,
obtido pela inativacao de um gene responsavel
pela amilose (WxT) (Chilcoat et al., 2017).

Consideracdes finais

Os recursos genéticos vegetais compdem as
bases da seguranca alimentar e incluem uma
grande diversidade de espécies silvestres, va-
riedades tradicionais ou crioulas e as cultivares
modernas, incluindo as biotecnoldgicas. Esses
recursos sao diretamente utilizados para a ali-
mentacao humana ou animal, producao de
fibras, energia, vestimentas e abrigos. A con-
servacdao e o uso sustentavel desses recursos
tornam-se essenciais para se assegurar a pro-
ducao agricola e encarar os crescentes desafios
gerados pelas mudancas climaticas.

O melhoramento para o aumento da produ-
tividade de culturas em condi¢des subdtimas
ou de estresses abidticos intensificados, como
a seca, seguira a tendéncia de uso de multiplas
abordagens, necessitando a integracao de téc-
nicas de melhoramento classico, de biotecnolo-
gia e de manejo de culturas. Outro ponto crucial
serd a necessidade de diversificacdo de culturas
agricolas.

As modernas ferramentas gendmicas permiti-
ram, com intenso potencial, a identificacao de
reguladores chave do estado hidrico das plan-
tas e o rapido desenvolvimento de diversas
abordagens para a aquisicao de plantas mais
tolerantes a seca. No entanto, apesar de a con-
tribuicao positiva da biotecnologia na geragao
de novas cultivares tolerantes a seca ser con-
senso, algumas dificuldades ainda precisam ser
superadas como:
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+ O fato de os processos metabolicos que con-
tribuem para a tolerancia a seca em plantas
nao estarem totalmente elucidados, o que
ainda exige intensa pesquisa nessa area do
conhecimento.

+ As particularidades da grande variedade de
espécies vegetais, o que faz com que, em al-
gumas situacoes, a tecnologia desenvolvida
para uma espécie nao seja transponivel com
igual eficiéncia para outra, necessitando
continuos estudos e inovagoes.

« 0O elevado custo para o desenvolvimento e
liberacao de uma cultura biotecnolégica no
mercado, o que faz com que instituicoes pu-
blicas de pesquisa e ensino brasileiras, que
dominam as mais modernas ferramentas
biotecnoldgicas, se tornem pouco competi-
tivas na geragdao dessas tecnologias, que é
dominada pelas grandes empresas privadas
do setor. O elevado custo de liberacao de
culturas biotecnoldgicas também inviabiliza
0 emprego da tecnologia para culturas com
pouco potencial econémico.

« 0 acesso dificultado as mais recentes tecno-
logias aos pequenos produtores, geralmen-
te presentes em areas marginais, mais sus-
cetiveis aos efeitos das mudancas climaticas.
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