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Apresentacao

Um dos principais problemas na agricultura é a presenca de condicoes
ambientais desfavoraveis para a sobrevivéncia e produtividade dos
vegetais. Essas condicdes indesejadas, tais como a deficiéncia de agua,
alta concentracao de sais no solo, temperaturas supra e infra-6timas e
ainda niveis elevados de radiacao, podem causar efeitos que diminuem,
significativamente, a produtividade de vérias espécies de importancia
agricola e caracterizando o chamado estresse abidtico.

O 4cido abscisico (ABA) é o hormd6nio de maior importancia na relacao
estabelecida entre as plantas e as varias classes de estresse. Sistemas de
sinalizacdo constituem redes de comunicacao entre rotas metabdlicas
distintas que interagem através de elementos promotores e fatores de
transcricao, ativando a expressao de genes e resultando em alteracoes
fisioldgicas para toleréncia ao estresse. Diferentes caminhos de
transducao de sinais foram postulados para rotas que apresentam
interacao com ABA, caminhos independentes da presenca de ABA e um
caminho onde estao presentes genes responsivos as duas condicoes (cross-
talk).

Mudancas bioquimicas e fisiol6gicas tém uma relacao de causa-efeito com
as caracteristicas morfolégicas em plantas e, primordialmente, o
funcionamento desses mecanismos tem base genética e molecular. A



partir desse pressuposto, é possivel prever que genétipos com tolerancia a
determinado estresse apresentem diferencas qualitativas ou quantitativas
em sua base genética.

Desta forma, compreender as bases bioquimicas, fisiologias e a integracao
desses conhecimentos com a biotecnologia e gendmica podera resultar na
principal ferramenta para o avanco no entendimento sobre a tolerancia das
plantas frente a essas condicoes.

Waldyr Stumpf Junior
Chefe-Geral
Embrapa Clima Temperado
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Acido Abscisico e o Estresse
Abiodtico

Ariano Martins de Magalhées Jinior

1. Introducao

O arroz, um dos cereais mais cultivados no mundo, ocupa posicdo de
destaque do ponto de vista econdmico e social. Esta presente
principalmente em paises em desenvolvimento, servindo como alimento
béasico. Além de ser uma cultura extremamente versatil, pois se adapta a
diferentes condicdes de solo e clima, é considerada a espécie com maior
potencial no aumento de producao para o combate a fome no mundo
(GOMES; MAGALHAES JUNIOR, 2004). O programa de melhoramento
genético da Embrapa, em arroz irrigado (Oryza sativa L.), tem como
objetivo principal o desenvolvimento de gendtipos que proporcionem alto
potencial de produtividade, entretanto busca, concomitantemente,
caracteres como qualidade industrial, resisténcia a pragas e moléstias
(estresses biodticos) e tolerancia ao frio, salinidade, toxidez por aluminio ou
acidos orgénicos (estresses abidticos), caracteristicas fundamentais para o
ganho genético na espécie e resisténcia a moléstias. A produtividade é
expressa em funcao da interacao do genétipo da cultivar com o ambiente
da regido onde é cultivada. Estresses abiéticos durante as fases criticas da
planta predispdem a queda de rendimento, além disso, sdo os principais
responsaveis por provocar mudancas morfolégicas, fisiolégicas,
bioquimicas e moleculares afetando adversamente o crescimento e
desenvolvimento vegetal (WANG et al., 2001).
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A evolucao sob condicdes de estresse

Algumas teorias indicam que as primeiras estruturas de membranas
fosfolipidicas tenham ocorrido ha 1,5 bilhdes de anos apdés o surgimento do
planeta, entretanto, estimativas indicam que o mais antigo ancestral dos
vegetais demorou mais de trés bilhdes de anos para surgir (LEHNINGER et
al., 1995).

Certamente, o grande espaco evolutivo entre a primeira membrana e o
primeiro ancestral das plantas é devido ao tempo necessério para a
criacao do aparato estrutural que constituia essas membranas celulares.
Somente a partir do desenvolvimento dessas estruturas, da capacidade em
receber e transferir sinais intra e extracelulares vinculados a fatores
externos e da capacidade de reagir contra essas adversidades é que se
iniciou o processo de migracao das espécies do ambiente marinho para as
regioes litoréneas.

As grandes alteracdes que a Terra sofreu, como alteracdes de
temperatura, presenca ou auséncia de altas e baixas concentracdes de
sais, diferentes niveis de radiacao e alteracdes nas concentracoes de
gases na atmosfera, supostamente dirigiram a criacao e selecao de genes
relacionados a esses fatores de estresse.

Considerar esses possiveis fatos evolutivos pode ser um caminho para
explicar a estreita relacao existente entre os mecanismos atuais que as
plantas utilizam frente a situacdes extremas com a conversao em rotas
metabdlicas e sistemas de sinalizacdao de moléculas em comum, como o
acido abscisico, presente em grande quantidade em todas as classes de
estresse abidtico.

Melhoramento Genético de plantas

Do ponto de vista pratico, a selecao de gendtipos que apresentem
mutacdes ou recombinacdes nos genes envolvidos na tolerancia a
estresses abidticos é de grande valia, pois se estas diferencas forem
expressas em melhoria, possivelmente esses genes podem ser transferidos
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para cultivares comerciais, possibilitando a obtencao de gendétipos mais
produtivos. Entretanto, em programas de melhoramento convencional,
onde grandes quantidades de cruzamentos sao realizados em busca de
novas formas desses genes, a deteccao dessas diferencas nas grandes
populacdes segregantes, oriundas desses cruzamentos, muitas vezes é
ineficiente, porque pode ocorrer um mascaramento dos dados fenotipicos
pela ndo ocorréncia do fator estresse ou, ainda, por varios outros fatores
genéticos que dificultam a identificacdo desses genes ou alelos.

Atualmente, é bastante rotineiro o uso de marcadores moleculares
associados a caracteres de interesse em programas de melhoramento,
sendo uma importante estratégia, uma vez que possibilita a identificacao
das formas alternativas de genes ou alelos, excluindo o efeito do ambiente
e constituindo a chamada selecao assistida.

Desta forma, identificar genes ou alelos alternativos em populacdes de
plantas, ou ainda buscar em bancos de dados genémicos informacodes
atualizadas sobre genes relacionados ao acido abscisico e estresse
abidtico, pode prover a inclusdo de novos marcadores moleculares a serem
utilizados na selecao genética assistida.

Acido abscisico

O &cido abscisico é um fitormonio encontrado em todas as plantas
vasculares, sendo também detectado em musgos. E encontrado na maioria
dos tecidos vegetais e sintetizado em todas as células que possuem
cloroplastos (TAIZ; ZEIGER, 2004). E um horménio de extrema
importancia, pois esta relacionado com a regulacao de varios processos
celulares, tais como a superacao da dorméncia de sementes, transicao do
estado embrionério para o estado de dorméncia e crescimento vegetativo,
além de exercer funcoes nas respostas a estresses abidticos e bidticos.

O 4cido abscisico (ABA) é sintetizado pela via dos terpenos ou terpenoides
(considerado maior grupo de produtos secundarios), derivado da rota do
acido mevaldnico, que é gerado a partir de trés moléculas de acetil-CoA ou
em uma segunda rota denominada MEP (metileritritol fosfato). Uma

11
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explicacdo mais detalhada é mostrada na Figura 1, onde a sintese dos
carotenoides acontece a partir do 1-deoxi-D-xilulose-5-fosfato, o qual,
através das enzimas piruvato e gliceraldeido-3-fosfatosintase, produz
isopentenildifosfato (IPP). A molécula de IPP é convertida em um produto
de 20 carbonos, geranilgeranil pirofosfato (GGPP). O GGPP, mediado pela
enzima fitoeno sintase (PSY), é transformado em um carotenoide de 40
carbonos, subsequentemente, até formar fitoeno. Através da fitoeno
desaturase (PDS) este é convertido em caroteno, licopeno, &-caroteno e
entdo a zeaxantina (SEO; KOSHIBA, 2002).

(a) (b) i
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Figura 1. Rota de biossintese do ABA. Embrapa Clima Temperado, Pelotas-
RS, 2010. Fonte: Seo e Koshiba, 2002.
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Funcdes fisiolégicas do ABA
- No fechamento dos estomatos

Sob condicdes de estresse hidrico o fechamento dos estdmatos é o
mecanismo primordial para evitar que as plantas fiquem desidratadas pela
transpiracdo. Um modelo bastante difundido aponta o ABA como principal
fator para o desencadeamento de uma série de eventos que resultam no
fechamento de estdmatos e, consequentemente, na tolerancia ao estresse
hidrico. Em condicdes de estresse hidrico, alguns tecidos apresentam um
acréscimo, de até 50 vezes, na concentracdo de ABA (TAIZ; ZEIGER,
2004). O processo de translocacao do acido abscisico ainda ndo esta bem
elucidado, porque nao se sabe quais partes das plantas sdo as maiores
responsaveis pela taxa de incremento nas concentracoes de ABA nem
como essas moléculas sao translocadas de forma tao rapida.

- Na formacdo das sementes

Durante o desenvolvimento das sementes existe um momento no qual o
embrido paralisa a divisao celular e inicia o acimulo de reservas. Esta
transicao de fases é correlata com um aumento na concentracao de ABA.
Durante a maturacao da semente ocorrem dois picos no acimulo de ABA.
O primeiro esté associado ao tecido embrionario materno que ocorre aos
10 dias ap6s a polinizacao, e o segundo, num periodo mais avancado, na
fase de maturacao, onde o aumento de ABA é provido pela semente
ocasionando a desidratacao do tecido (FINKELSTEIN; ROCK, 2002).

Na maturacao da semente ocorre um acimulo abundante de proteinas LEA
(Late Embryogenesis Abundant proteins) e carboidratos. O acumulo de
diferentes cadeias de carboidratos e a expressao de genes LEA sao
controlados pela acao de fatores regulados pela presenca de acido
abscisico.

Em Arabidopsis thaliana foram identificados trés mutantes insensiveis a
ABA, designados AB/71, ABI2 e ABI3. Quando ABI3 é cruzado com AB/71
os resultados de deficiéncias sofrem elevacao, sugerindo que nestes

13
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fendtipos a mutacado de AB/3 aumenta a exigéncia de um limiar para acao
de ABA. Nestas plantas foram observadas sementes de cor verde e uma
série de defeitos relacionados ao desenvolvimento de sementes, tais como:
0 acumulo de proteinas LEA foi drasticamente reduzido, os embrides
permaneceram verdes ao longo do desenvolvimento, intolerantes a
dessecacdo e sem dorméncia. Esses resultados sugerem que o gene AB/3
é essencial para a sintese de proteinas de armazenamento, regulacéo da
perda de dgua e maturacao da semente (NAMBARA et al., 1992). O
sequenciamento dos genes AB/7 e ABI/2 os indicou como codificantes para
duas proteinas fosfatases (serina e treosina) e do AB/3, como um fator de
transcricao, sendo todos trés envolvidos na transducao de sinais.

Além de reducao na sintese das proteinas LEA, os mutantes ABA
insensiveis também mostraram alteracoes no conteudo de carboidratos
acumulados durante a formacao das sementes, sendo que esta alteracao
na relacao entre monossacarideos e polissacarideos pode alterar os
mecanismos de perda de dgua e, consequentemente, a dorméncia das
sementes (OOMS et al., 1993).

- Na germinacdo das sementes

O segundo pico no acumulo de ABA (origem do préprio tecido da semente)
é responsavel pela dorméncia, pois, com o acumulo das proteinas LEA,
ocorre perda de cerca de 80% da agua, reduzindo todos os processos
metabdlicos, sendo este basicamente o mecanismo que induz as sementes
ao estado de dorméncia. A relacado entre a concentracao ABA e o acido
giberélico nas sementes € o principal fator para a manutencao do estado
de dorméncia, pois o aumento na proporcao de acido giberélico nas
sementes é responsavel por induzir os processos iniciais da germinacao.

A ocorréncia de diferentes mecanismos de germinacao prematura, em
varias espécies, é chamada de viviparidade. Foi observado em milho (Zea
mays) que plantas mutantes, com deficiéncia na producao de ABA,
apresentaram germinacao precoce na espiga (viviparo).

O gene Viviparous1 (VP1), identificado em milho (Zea mays), e o ABI3,
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identificado em Arabidopsis, foram sequenciados e caracterizados como
fatores de transcricdo homélogos, contendo multidominios que funcionam
como ativadores e repressores, implicando diretamente na sinalizacao de
ABA (SUZUKI et al., 2003).

O ABA como hormoénio do estresse

O ABA estéa intimamente relacionado com a tolerancia a varias condicoes
de estresse (choque térmico, seca, salinidade e frio) e a alteracao dos
padroes de expressao génica durante o estresse. Muitos genes expressos
durante diferentes condicoes de estresse abidtico sdo dependentes da
presenca de ABA, alguns desses, porém, nao respondem a aplicacao de
ABA exdégeno. A partir da manipulacao de plantas mutantes, com
diferentes repostas ao estresse e ao ABA exdgeno, foram obtidos grandes
avancos na elucidacao das rotas metabdlicas e dos sistemas de sinalizacao
envolvidos no estresse abidtico.

Anélises gendmicas e de transcritos indicam que ha diferentes sistemas
responsaveis pelo controle da expressao génica durante o estresse, sendo
identificadas diferencas nas regioes e/ou nas estruturas dos fatores de
transcricao envolvidos na regulacao destes genes. Muitos genes induzidos
pelo estresse abidtico sdo controlados pelo acido abscisico, contudo outros
parecem ser regulados por outros fatores (YAMAGUCHI-SHINOZAKI;
SHINOZAKI, 2005).

Genes ABA-dependentes e ABA-independentes

Varios estudos, a partir de genes com expressao induzida pelo estresse
hidrico e por frio, possibilitaram andlises em que comparacdes entre as
regidoes promotoras (promoter) desses genes evidenciaram a presenca de
diferentes elementos reguladores (descritos como cis-atuantes ou cis-
elementos). Os cis-elementos presentes na regido promotora dos genes sao
reconhecidos por proteinas, chamadas fatores de transcricdo, as quais
interagem de forma especifica com esses elementos, criando a estrutura
necesséria para o inicio da transcricdo do gene.
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Foram identificados quatro sistemas independentes de regulacao génica,
dois sistemas ABA-dependentes e dois sistemas ABA-independentes.
Muitos desses genes sao induzidos por diferentes estresses abidticos,
sugerindo que existe um sistema de comunicacao cruzada (cross-talk)
entre estes caminhos (YAMAGUCHI-SHINOZAKI; SHINOZAKI, 2005).

Transducdo de sinais ABA-dependente

Varios genes ABA-dependentes tiveram suas regides promotoras
comparadas entre si, sendo que, em alguns desses genes, foi encontrada
uma regido conservada apresentando a sequéncia PYACGTGGC. Esta
sequéncia apresenta homologia com dois genes sequenciados. O primeiro a
ser descrito foi o gene £Em, o qual foi identificado no trigo e é expresso na
fase final da maturacdo das sementes. O segundo gene, RAB16, foi
identificado em arroz e é expresso em tecidos vegetativos desidratados e
nos estagios finais de maturacao das sementes. Entretanto, somente ap6s
ter sido identificado em Arabdopsis é que recebeu o nome de ABRE (ABA-
Responsive Element) (YAMAGUCHI-SHINOZAKI; SHINOZAKI, 1997). A
sequéncia em comum nesses genes € descrita como um cis-elemento e
esta presente na regidao promotora de varios genes responsivos ao ABA.
Esses elementos apresentam uma sequéncia de 8 -10 pares de bases (pb)
com um nucleo central ACGT, que forma a regido conhecida como G-box
(YAMAGUCHI-SHINOZAKI; SHINOZAKI, 2005).

A presenca apenas do elemento ABRE no promotor nao é suficiente para
ativacao da transcricao do gene, sendo necessaria a presenca de uma
segunda estrutura. Em trigo, a presenca de elementos CE1 e CE3 tornam
os genes HVA 7 e HVAZ2 responsivos ao ABA. Em Arabdopsis, duas
sequéncias ABRE sao necessaérias para a expressdo do gene RD29B em
sementes e tecido vegetativo (UNO et al., 2000). O segundo grupo de cis-
elementos ABA-dependentes foi nomeado CE (Coupling Element). Dois
desses elementos foram identificados e, apesar de receberem o mesmo
nome, ndo apresentam similaridades entre suas sequéncias. O primeiro
elemento descrito foi o CE1 (TGCCACCGG), distante a -44 pb no
promotor do gene HVA22 em cevada (Hordeum vulgare). Em anélises
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posteriores, a partir do gene HVA 7, foi identificado o segundo elemento,
nomeado CE3 (ACGCGTGTC) (SHEN; HO, 1995; HOBO et al., 1999).
Aparentemente, uma dessas sequéncias pode funcionar como elemento de
juncao, pois a maioria dos elementos de juncao conhecidos é semelhante a
ABRE e contém um motivo de A/GCGT. Uma cépia adicional de ABRE, ou
outro elemento de juncdo, é necessaria para expressao de genes ABA-
dependentes (Figura 2).

intron

-179 -125-46
Osem 55 bp fragment e VAR 7

---------------------------------------------- tcgaatte- mut-5

Figura 2. Regido promotora em trigo, interacdo de elementos ABRE e CE3.
Embrapa Clima Temperado, Pelotas-RS, 2010. Fonte: Hobo et al., 1999.

Fatores de transcricio ABA-dependente

Proteinas que se ligam nas regides cis-elemento, no promotor de um gene,
sdo chamadas de fatores de transcricdo. Um grupo desses fatores é
denominado ziper de leucina (bZ/P-Leucine zipper motif) e foi caracterizado
primeiramente em animais. Em trigo, o gene EmBP1 foi a primeira
sequéncia caracterizada com dominio bZIP e que se liga a elementos do
tipo ABRE.

17
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A partir de cDNAs isolados em Arabdopsis, foram caracterizadas trés
proteinas que se ligam a elementos ABRE. Estas proteinas foram
denominadas AREB1, AREB2 e AREB3 (ABA-Responsive Element Binding
Protein) e apresentam homologia com as proteinas contendo dominio bZIP
(UNO et al., 2000).

Estudos de expressao génica confirmaram que AREB1 e AREB2 sao
expressos durante estresse hidrico, tratamento com sal e tratamento com
ABA exdgeno. Entretanto, para AREB3 nao foram obtidos dados
conclusivos.

Apesar de as proteinas AREB, ou ainda ABF (ABRE-Binding Factors), serem
consideradas como principais fatores de transcricdo nas rotas de
transducéo de sinais ABA-dependente, outros fatores, conhecidos como
MYB e MYC, também fazem parte desta classificacdo, entretanto estes
apresentam interacdo com outros cis-elementos na regidao promotora dos
genes.

Um gene denominado rd22 (dehydration-responsive), isolado de
Arabdopsis, é responsivo a desidratacao e induzido pela aplicacao de ABA
exégeno (YAMAGUCHI-SHINOZAKI; SHINOZAKI,1994). Porém, nao foi
encontrado, em sua regidao promotora, sequéncias de elementos AREB,
encontradas nos genes responsivos ao ABA, sugerindo a existéncia de
outros reguladores diferentes do AREB e bZIP. Em estudo da regido
promotora desse gene foi encontrado na posicao -67pb sitios de
reconhecimento dos fatores de transcricao MYC e MYB (ABE et al.,
2003).

MY C (Myelocytomatosis Oncogene) e MYB (Myeloblastosis Oncogene) sdo
proteinas com estruturas hélice-volta-hélice (helix-turn-helix) encontradas
em animais e transcritas durante a proliferacao celular. Em plantas, varias
proteinas MYB estdo associadas a regulacao de diversos processos, tais
como metabolismo secundario, respostas a hormonios e regulacao de
morfogénese celular (BUCK; ATCHLEY, 2003). Em bibliotecas de cDNA,
obtidas a partir de Arabdopsis induzidas ao estresse por desidratacao,
foram identificados fatores de transcricao cujas sequéncias apresentaram
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homologia ao grupo de proteinas MYB e MYC. A resposta desse grupo de
fatores de transcricao ao ABA estd bem esclarecida, entretanto existem
duvidas quanto a expressao dessas proteinas por elas também estarem
associadas a expressao do acido jasménico (URAO et al., 1993).

Na Figura 3 sdo mostrados trés cis-elementos na rota de sinalizacao ABA-
dependente: ABRE, CE1 e CE2, reconhecidos por fatores de transcricao
AREB, além dos elementos MYBR (MYB recognition sequence) e MYCR
(MYC recognition sequence) reconhecidos por fatores MYB e MYC.

Time course
Osmotic stress Cold stress
~ } '\ :
ABA-independent pathway NCED ABA-independent pathway ABA-independent pathway
/ F N\ T
/ \ o o .
yan : @D aw
\ ° — ICEF1 - ICEr2 — DREB1/CBF
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Rapid and NAC -~ ABA-dependent o 1 s
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Figura 3. Rede regulatdéria de fatores de transcricdo e cis-elementos
envolvidos na resposta ao estresse osmotico e por frio. Embrapa Clima
Temperado, Pelotas-RS, 2010. Fonte: Yamaguchi-Shinozaki e Shinozaki,
2006.



20

Acido abscisico e o estresse abi6tico

Transducdo de sinais ABA-independente
- Estresse ao Frio - ABA-independente

Genes expressos sob condicoes de estresse, contendo em suas regioes
promotoras sequéncias de cis-elementos conservadas, denominadas DRE,
CRT e LTRE, sao considerados os principais genes do sistema de
transducado ABA-independente (YAMAGUCHI-SHINOZAKI; SHINOZAKI,
2005).

Alguns genes, como RD29A, COR78 e LTI78, sédo induzidos pelo déficit de
agua, pelo frio e por ABA. Esses genes também sao induzidos em plantas
mutantes ABA-deficientes ou ABA-insensiveis por falta de agua e frio.
Andlises da regidao promotora desses genes em plantas transgénicas,
através de vadrias alteracdoes em suas sequéncias, como delecao e insercao
de bases, mostraram que uma sequéncia conservada, de 9 pb, DRE-
Drought Responsive, é responsavel pela regulacdo do gene RD29A nas
condicdes de ABA-independente para desidratacao e frio (YAMAGUCHI-
SHINOZAKI; SHINOZAKI, 1994).

Um cis-elemento semelhante ao elemento DRE foi encontrado em genes
expressos durante estresse por frio em Arabdopsis. Esse elemento
apresentou homologia de cinco nucleotideos em relacao ao elemento DRE,
sendo nomeado DRE/CRT (Dehydration-Responsive Element/C-repeat)
(SAKUMA et al., 2006).

Em bibliotecas de cDNA de Arabidopsis sob estresse, foram identificadas
trés sequéncias que codificam fatores de transcricao descritos como CBF1
(C-Repeat Binding Factor), DREB1A e DREB2A (Dehydratation Responsive
Element Binding Factor), os quais se ligam aos cis-elementos DRE/CRT
(LEE et al., 2005).

Um fator de transcricdo denominado ICE1 (/nduced of CBF expression 1)
foi caracterizado em Arabidopsis. A cascata de sinalizacado do ICE1 esta
um nivel acima (upstream) do fator CBF3, sendo o responsavel por ativar
sua expressao durante tratamento ao frio. Mutantes jice 7 bloqueiam a
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sinalizacdo do CBF3, entretanto nao blogueiam os homdlogos CBF1 ou
CBF2 (LEE et al., 2005).

Ap6s a regulacdo de CBF/DREB1, o qual sinaliza para DRE/CRT, ocorre
regulacdo na expressao de AP2/ERF (fatores de transcricao Zinc-Finger),
0s quais regulam a expressao em um nivel abaixo na cascata de sinais.
Embora as etapas de sinalizacdo que acionam o ICE1 acima do grupo dos
fatores CBF ainda ndo estejam esclarecidas, muitos estudos estao sendo
realizados devido ao grande efeito que ele promove na sinalizacao.

- Estresse hidrico - ABA- independente

O grupo de genes expressos durante estresse hidrico, ndo responsivo ao
frio e tratamento com ABA exdgeno, evidencia a existéncia de uma
segunda via de transducao ABA-independente. Esse grupo inclui o gene
ERD1 (Early Responsive Dehydration 1), homélogo a uma subunidade
proteolitica de uma proteina CLP (Caseinolytic Protease) (SIMPSON et al,
2003). O gene ERD1, além de ser induzido através de desidratacéao,
também sofre sub-regulacao durante a senescéncia natural e/ou na
senescéncia induzida pela falta de luz (YAMAGUCHI-SHINOZAKI;
SHINOZAKI, 2005). A anélise da regiao promotora do ERD7 revelou a
presenca de quatro cis-elementos, sugerindo que dois elementos podem ser
responsaveis pela expressao dos genes durante desidratacao, e os outros
dois elementos, durante a senescéncia natural ou senescéncia induzida
pela falta de luz.
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Figura 4. Modelo hipotético para inducdo do gene ERD7 durante estresse
por desidratacdo ou durante a senescéncia. Embrapa Clima Temperado,
Pelotas-RS, 2010. Fonte: Simpson et al., 2003.

Foram isoladas sequéncias de cDNAs: ANACO79, ANAC0O55 e ANACO72,
homdélogas a fatores de transcricdo MYC-/ike. Anélises em plantas
transgénicas revelaram que ANACO079, ANACO055 e ANACO72 sofrem
aumento da expressao durante estresse hidrico, e que as plantas
aumentam significativamente sua tolerancia a seca, porém a expressao do
gene ERD1 nao sofre alteracao. Em estudos posteriores foram isolados
cDNAs que codificam proteinas ZFHD (Zinc-Finger Homeodomain) e NAC
NAM/ATAF1/2/CUC). A sobre-expressao dessas proteinas aumentou a
expressao de ERD1, indicando que esses cis-elementos sdo necessarios
para expressao do gene ERD1.

Cross-Talk

A interacao entre genes com diferentes elementos reguladores nos
promotores, expressos durante as diferentes classes de estresse,
responsivos ao ABA, aos demais fitormdnios e durante a presenca de
espécies reativas de oxigénio (ROS) , denomina-se cross-talk (conversa
cruzada), pois vérios desses genes sao regulados por diferentes rotas de
transducao de sinais, sinalizados em resposta a tensao das diferentes
classes de estresse. O termo cross-talk é usado para descrever situacoes
em que a sinalizacao de diferentes redes génicas e rotas metabdlicas
compartilha um ou mais componentes intermediarios, ou quando ha



Acido abscisico e o estresse abi6tico 23

producdo em comum (CHINNUSAMY et al., 2003).

Foram observadas interacdes no promotor do gene RD29A, no qual foram
encontrados elementos DRE e ABRE. Outro exemplo de cross-talk foi
observado durante estresse hidrico, na rota de expressao do gene RD22, o
qual é controlado por fatores de transcricdo com dominio MYB, induzido
por ABA, porém também envolvidos em resposta ao acido jasmonico
(YAMAGUCHI- SHINOZAKI; SHINOZAKI, 2005).

Mensageiros secundarios relacionados ao ABA e
ao estresse abidtico

- Calcio (Ca* ™)

Além das rotas, ja elucidadas, da acao do Ca** no fechamento de
estdmatos, o calcio é considerado o ponto de partida na sinalizacdo em
cascata e cross-talk em todas as classes de estresse abiético, pois a acao
do ABA esté vinculada as alteracdes na concentracao de calcio no citosol
das células.

Considerado mensageiro secundario, estudos sobre o célcio mostram que a
fluidez da membrana e a reorganizacao do citoesqueleto sao alteradas em
conjunto com a oscilacdo de Ca** no citosol de alfafa durante estresse
por frio.

- Inositol 1,4,5-Trifosfato (IP,)

A expresséo de inositol 1,4,5-trifosfato (IP,), mensageiro responsavel pela
sinalizacdo da abertura dos canais de célcio durante estresse osmdtico, é
alterada com a presenca de ABA (TAIZ; ZEIGER, 2004). A fungéo do IP,
foi primeiramente descrita como modelo de sinalizacao, baseado em
células animais. Entretanto, em estudos com Arabdopsis, o gene FRY'1,
que codifica para inositol polifosfato 1-fosfatase (altera o acimulo de IP,),
gerou oscilacdes na concentracdo de Ca** citosélico em funcao da
aplicacdo de ABA, e de estresses por salinidade e por frio (CHINNUSAMY
et al., 2003).
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- Salt-Overly-Sensitive (SOS)

Durante a sinalizacao sob estresse salino em Arabdopsis, foram
identificadas sequéncias de genes SOS7, SOS2 e SOS3 responsivas ao
estresse ibnico, descritas como Salt-Overly-Sensitive (SOS). Essas
sequéncias apresentaram homologia com proteinas que contém sitio
catalitico serina/treonina e estao envolvidas na homeostase da célula
durante estresse osmético e por frio (CHINNUSAMY et al, 2003).

- Calcium-dependent protein kinases (CDPK)

Proteinas kinases dependentes de célcio (CDPK - Calcium-Dependent
Protein Kinases) compdem uma grande familia de proteinas, presentes nos
vegetais, envolvidas na transducao de sinais em vérias rotas durante o
estresse abidtico e alteracdes na concentracao de ABA.

- Mitogen-Activated Protein Kinase (MAPK)

Proteinas MAPK estao envolvidas em varias rotas do metabolismo vegetal,
como hormonios, estresses bidticos e abidticos. Em Arabdopsis, dois genes
MAPK (AtMPK4 e AtMPK®6) tém expressao alterada pelo frio, salinidade e
estresse hidrico, indicando a importancia dessas proteinas durante
situacdes de estresse. Além disso, MAPKK e MAPKKK também sao
ativadas em cascata pela MAPK em resposta a estresses (BOUDSOCQ;
LAURIERE, 2005).

- SNRK2

Genes SnRK2 isolados em Arabdopsis, expressos durante estresse hidrico,
foram preditos com funcao Kinase e apresentam sequéncias homélogas a
proteinas SPK presentes em soja. A expressao dos genes SnRK2 também
foi comprovada com a aplicacdao de ABA exdgeno. Foi sugerido que,
durante o estresse, proteinas SnRK2 sdo expressas a partir da percepcao
de ABA e espécies reativas de oxigénio (ROS-Reactive oxygen species)
(BOUDSOCQ; LAURIERE, 2005).
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Expressdao de produtos relacionados ao ABA e ao
estresse abidtico

Varios genes estédo descritos como transcritos durante estresse abidtico ou
tratamento com ABA exdgeno. Os produtos desses genes sdo classificados
em dois grupos: funcionais e regulatoérios.

Dentre as proteinas funcionais estao: aquaporinas (canais de agua),
enzimas necessarias na biossintese de varias substancias de protecao
osmética (carboidratos, prolina e betaina); proteinas protetoras de
macromoléculas, LEA (Late Embryogenesis Abundant) e chaperonas;
proteases, responsaveis por eliminar proteinas indesejadas durante o
estresse (CLP protease e ubiquitina); além de enzimas necessarias para a
desintoxicacdo do citosol (glutationa S-transferase, superéxido dismutase e
ascorbato peroxidase). Chaperonas e LEA s3o familias proteicas envolvidas
nas respostas a tolerancia a estresses abidticos em plantas, como altas
temperaturas, salinidade e estresse hidrico, que podem causar a
desnaturacao e perda de funcao de muitas proteinas, pois a perda de agua
do citosol promove aumento na concentracao de sais e alteracdes de pH.
As chaperonas e outras HSP (Heat-shock protein) sdo proteinas menores
que interagem com a superficie de proteinas maiores, impedindo que a
alteracdo osmoética do meio altere as caracteristicas dessas proteinas,
caracterizando um mecanismo de defesa perante o estresse. As proteinas
LEA foram caracterizadas primeiramente durante a fase final do
desenvolvimento do embrido. A expressao dessas proteinas sob estresse
ou presenca de ABA estd associada a mecanismos de tolerancia (TAIZ;
ZEIGER, 2004; VINOCUR; ALTMAN, 2005).

No grupo das proteinas regulatérias encontram-se genes que codificam
fatores de transcricao envolvidos na transducéao de sinais em resposta ao
estresse, tais como as familias kinase mencionadas, fosfolipases e enzimas
para a sintese de ABA (YAMAGUCHI-SHINOZAKI; SHINOZAKI, 1997).

Regulacdo de genes ABA

O aumento das concentracdoes de ABA em plantas durante a exposicao ao
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estresse esta relacionado diretamente com o incremento na expressao de
genes que codificam proteinas e enzimas envolvidas na rota de biossintese
do ABA. Virios estudos comprovam esse fato. A partir de plantas
mutantes foi possivel identificar paralisacbes em varios pontos da rota
biossintética do ABA. Muitos exemplos de mutacdes envolvendo genes que
participam da biossintese do ABA foram publicados.

O gene ZEP (Zeaxantina epoxidase) foi o primeiro a ser estudado. Esse
gene foi isolado de algumas plantas mutantes de Arabidopsis, Nicotiana
plumbaginifolia e Oryza sativa, as quais apresentaram acumulo de
zeaxantina e reducao no contetido de ABA (NAMBARA; MARION-POLL,
2005). Em algumas plantas de milho ocorrem mutacdes descritas como
viviparidade. Nestes casos as sementes nao apresentam dorméncia,
podendo germinar ainda na espiga, e as plantas nao toleram estresse
hidrico. No mutante vp 74 (viviparous 14) foi observado que a mutacao
provocou perda na funcéo da enzima NCED (9-cis-epoxicarotenoide-
deoxidase), responsavel pela formacao de precursores do acido abscisico
na rota dos carotenoides.

Consideracoes Finais

O conhecimento do impacto de estresses abidticos em plantas e o
envolvimento do horménio acido abscisico na interacao com esses fatores
é um dos principais focos da biotecnologia vegetal moderna. Progressos
em gendmica e biologia molecular caracterizam uma poderosa ferramenta
para incrementar esse conhecimento.

Em projetos de melhoramento genético vegetal, os quais envolvem grande
quantidade de gendtipos, o uso de algumas técnicas de biologia molecular
é inviadvel. A utilizacdo de selecao assistida por marcadores moleculares
derivados destes estudos pode aumentar a eficiéncia na identificacao de
diferencas associadas aos genes envolvidos na tolerancia ao estresse
abidtico.

A busca de mutacdes nas diversas rotas metabdlicas associadas as
sinalizacdes dependentes do ABA certamente resultam em genétipos com
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diferentes comportamentos em relacao ao estresse, contudo a revisao da
literatura citada neste trabalho mostra que possivelmente individuos ABA-
mutantes apresentem perdas de caracteristicas importantes associadas a
outros caminhos sinalizados pelo horménio.
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