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I RESUMO

Um dos grandes desafios da pesquisa agricola atual € desenvolver estratégias
para obtencdo de plantas mais tolerantes, portanto, continuar ampliando o
conhecimento sobre os mecanismos pelos quais as plantas respondem a seca,
€ essencial para a identificacdo de rotas metabdlicas envolvidas no processo
de defesa e o desenvolvimento de gendtipos cada vez mais adaptados. Neste
trabalho, para a obtengcédo de plantas de soja tolerantes a seca, a construgao
RD29A:AtDREB1A a qual confere tolerancia ao déficit hidrico foi inserida em
cultivares de soja e a biossegurancga alimentar da proteina DREB1A/CBF3 de
A. thaliana foi avaliada. Também, os extratos protéicos das plantas submetidas
ao estresse hidrico foram comparados para a identificagdo de proteinas de soja
diferencialmente expressas que podem estar envolvidas nas respostas a seca.
A avaliagdo de biosseguranga alimentar da proteina AtDREB1A in silico
mostrou que a proteina nao possui caracteristicas de toxicidade,
alergenicidade, antinutricionais, ou sitios de N-glicosilagdo, assim como, de
atividade hemolitica sob eritrécitos de humanos atestado com a proteina
AtDREB1A produzida in vitro, indicando auséncia de efeitos adversos. A
insercdo da construgdo RD29A:AtDREB1A e RD29A:GUS em soja,
demonstrou que o promotor RD29A e o fator de transcricdo AtDREB1A de A.
thaliana sdo ativados aumentando a tolerancia ao déficit hidrico em soja. Vinte
linhagens transgénicas foram obtidas por biobalistica e apresentaram
estabilidade do transgene. Analises histoquimicas confirmaram a indugéo do
promotor RD29A em condi¢cdes de desidratacdo e o0 aumento de expressao de
genes de soja GmPip1 GmGols regulados pela proteina DREB1A também foi
confirmado por RT-qPCR. Diferencas anatbémicas significativas ndo foram
observadas. Em média, os parametros fisiolégicos foram superiores nas
linhagens transgénicas, quando comparadas a sua isolinha BR16. Embora
caracteristicas agronbmicas mais adaptativas relacionadas a produgdo né&o
foram evidentes em casa de vegetacdo, ha uma boa indicagdo de que a
estratégia pode melhorar a tolerancia a seca em plantas de soja. Para isso,
experimentos a campo ja estdo sendo conduzidos para uma melhor
caracterizagdo agrondmica e fisiolégica. Na busca por ampliar os
conhecimentos sobre os eventos envolvidos nas respostas a seca, a
comparagao dos extratos protéicos de soja BR16 n&o transgénica e BR16(P58)
geneticamente modificada (GM) com a construcdo RD29A:AtDREB1A em
condicdes controle e sob déficit hidrico, possibilitou a identificacao de “spots”
comuns aos dois tratamentos assim como de “spots” diferencialmente
expressos, através da metodologia de 2-DE. Nos tratamentos de déficit hidrico,
25 “spots” foram identificados em BR16 nao GM e 34 “spots” em P58 GM,
entretanto, analises de espectrometria de massa ainda estdo em andamento e
pesquisas em bancos dados serdo fundamentais para a identificacdo das
proteinas diferencialmente expressas em resposta ao déficit hidrico.
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IV ABSTRACT

One of the challenges in agriculture is to develop strategies to obtain plants
with higher drought tolerance. Therefore, the identification of metabolic
pathways and understanding of the mechanisms by which plants respond to
drought is an essential tool for the development of more adapted genotypes. In
this work, the RD29A:AtDREB1A genetic construct which was reported to
confer water deficit tolerance was inserted into soybean cultivars, and the food
safety of Arabidopsis thaliana AtDREB1A/CBF3 protein was evaluated. Also,
protein extracts from soybean plants submitted to water stress conditions were
compared to identify differentially expressed soybean proteins involved in
drought responses. The in silico evaluation of AtDREB1A protein showed that
the protein has no evidence of toxicity, allergenicity, antinutritional features or
N-glycosylation sites. No hemolytic activity on human erythrocytes assayed in
vitro with AtDREB1A protein was detected, indicating no adverse effects. The
insertion of RD29A:AtDREB1A and RD29A:GUS constructs in soybean showed
that the RD29A stress-inducible promoter and the AtDREB1A transcription
factor were activated and improved drought tolerance in soybean. Using
bioballistic transformation, we obtained twenty stably transformed soybean
lines. Histochemical analysis confirmed the induction of the RD29A promoter
under dehydration conditions and increased expression oftwo soybean
genes activated by AtDREB1A GmPip1 and GmGols were confirmed by RT-
gPCR. No anatomical differences were observed. On average, physiological
parameters were superior in the transgenic line BR16(P58) when compared to
the isoline BR16.Although agronomic traits related to higher adaptive production
were not evident in greenhouse, there is a good indication that the strategy can
improve drought tolerance in soybean. To establish trait efficacy, field
experiments are already being conducted to obtain relevant agronomic and
physiological data. To better understand the molecular events involved in
drought responses, a comparison using protein extracts from genetically
modified (GM) BR16(P58) and non-GM soybean BR16 in watered control
conditions and under water deficit treatment allowed the identification of
common proteins to both treatments as well as of proteins that are differentially
expressed between treatments using 2-dimension gel electrophoresis (2-DE). In
the water deficit treatment 25 differentially expressed protein spots were
identified in non-GM isoline BR16 and 34 spots in BR16(P58). Subsequent
analysis of these spots using mass spectrometry is still been conducted and
peptide information in available public databases will be essential for
identification of differentially expressed proteins.
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1. INTRODUCAO

Ao longo dos ultimos 100 anos a temperatura média global aumentou
cerca de 0,6°C e projec¢des indicam que a temperatura ainda continuara a subir
(ROOT et al., 2003). O Painel Intergovernamental de Mudancas Climaticas
(IPCC) prevé que a produgao de alimentos em todo o mundo podera sofrer um
impacto negativo nas préximas décadas, devido as mudangas climaticas
provocadas pelo aquecimento global e, segundo os cientistas, o aumento da
temperatura ameaca a produgdo agricola podendo desta forma agravar o
problema da fome ja atual. Paises pobres da Africa e da Asia seriam os mais
afetados, mas grandes produtores agricolas, como o Brasil, também sentiriam
os efeitos ja na proxima década (BATES et al., 2008; ASSAD & PINTO, 2008;
WEMA, 2010).

Em estudo desenvolvido por pesquisadores da Embrapa e da Unicamp é
previsto que o aumento da temperatura no pais ira diminuir a area favoravel
aos cultivos de soja, café, milho, arroz, feijao e algodao, podendo levar a um
prejuizo de R$ 7,4 bilhdes no ano de 2020. Entre as culturas, a soja deve ser a
mais afetada pela mudanga do clima, com uma diminuigado prevista de até 41%
na area de baixo risco ao plantio do grao em todo o pais em 2070, gerando
prejuizos de R$ 7,6 bilhdes, o que equivalente a metade das perdas projetadas
para a agricultura brasileira daqui a seis décadas, como resultado do
aquecimento global (ASSAD &PINTO, 2008).

A producéao de soja esta entre as atividades econdémicas que apresentou
um dos mais expressivos crescimentos nas ultimas décadas. Isto pode ser
atribuido a diversos fatores, tais como: estruturagdo de um grande mercado

internacional relacionado com o comércio de produtos do complexo soja,
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consolidagdo da oleaginosa como importante fonte de proteina vegetal,
especialmente para atender demandas crescentes dos setores ligados a
producao de produtos de origem animal e maior desenvolvimento e oferta de
tecnologias, viabilizando a expansédo e a exploragdo da cultura (EMBRAPA,
2008; DALL'AGNOL et al., 2010). As lavouras de soja levaram progresso a
pequenos municipios, tornaram-se o motor da economia de varias regides e
tém sido um dos maiores responsaveis pela expansao da receita cambial do
pais (MISSAO, 2006).

Dada essa importancia da cultura para o agronegdécio nacional, e
considerando o fato que a seca tem sido o principal responsavel pelas
oscilagbes anuais na produgao brasileira de soja, os impactos climaticos
previstos, como o aumento da temperatura global contribuira negativamente
para a producdo da cultura, sendo uma area estratégica para o pais a
compreensdo dos mecanismos de tolerdncia ao déficit hidrico e o
desenvolvimento de novas variedades com maior tolerdncia a este estresse
(FARIAS et al., 1993; PITOL & BROCH, 2008; EMBRAPA, 2009).

Na busca por solucbes que possam acelerar esse processo a
engenharia genética tem sido uma alternativa eficiente na obtenc&o de plantas
mais tolerantes a estresses (AGARWAL et al., 2007). Como exemplo a
inser¢cao da construcédo RD29A:AtDREB1A em diferentes plantas mostrou que
a super-expressao do fator de transcricdio DREB1A induz o aumento
transcricional de um conjunto de genes sob seu controle em resposta ao déficit
hidrico, o que torna essa abordagem uma importante estratégia na obtengao de
gendtipos de soja mais tolerantes a seca (PELLEGRINESCHI et al., 2002;

OONO et al., 2003; KASUGA et al., 2004).
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A adocdo de culturas geneticamente modificadas e os beneficios
trazidos por essas tém introduzido novas e promissoras caracteristicas a
agricultura na tentativa de solucionar ou amenizar os efeitos prejudiciais
causados por fatores bidticos e abidticos (ISAAA, 2009). Nos ultimos anos tem
ocorrido um aumento no cultivo de transgénicos, e o Brasil suplantou a
Argentina para tornar-se o segundo maior produtor com 5,6 milhées de novos
hectares de culturas transgénicas (MARSHALL, 2010).

Parte desse aumento nao esta apenas relacionado aos beneficios por
eles trazidos, mas deve-se a certificagdo de biosseguranga que essas lavouras
e produtos gerados vém recebendo por diferentes 6rgdos de regulamentagéo
em todo o mundo (OECD, 2007; JAMES, 2009). Diante de um histérico de uso
seguro, o consumo de organismos geneticamente modificados (OGMs) tem
sido desmistificado e a criacdo de abordagens que permitam investigar a
biosseguranga alimentar de novas proteinas que serdo introduzidas em plantas
agricolas, garante que as pesquisas sejam focadas e comprometidas com os
interesses da sociedade, desde o inicio de seu desenvolvimento (KUIPER et
al., 2001; CODEX ALIMENTARUS, 2009).

Portanto, para que todos esses progressos continuem acontecendo, no
sentido de desenvolver cultivares que apresentem melhores respostas
adaptativas as mudancgas climaticas previstas, € necessario que a ciéncia
agricola avance cada vez mais na compreensao de respostas das plantas ao
déficit hidrico, integrando pesquisas nas diversas areas do conhecimento como
genbmica, transcriptoma e protedmica, buscando o entendimento das multiplas

vias de sinalizagdo e respostas para o desenvolvimento de tecnologias mais
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eficientes e competitivas em custos de producédo e qualidade (STOLF, 2007;

MESQUITA, 2010).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Soja

Originaria da China, a soja (Glicyne Max (L.) Merr.) pertencente a familia
das fabaceas (leguminosas) foi introduzida no Brasil via Estados Unidos, em
1882, (MISSAO, 2006). Sua expansdo, como cultura, ocorreu nos anos 70,
com o interesse crescente da industria de 6leo e a demanda do mercado
internacional. Esse crescimento se deveu, ndo apenas ao aumento da area
cultivada (1,3 para 8,8 milhdes de hectares), mas também, ao expressivo
incremento da produtividade (1,14 para 1,73t/ha) gragas as novas tecnologias
disponibilizadas aos produtores pela pesquisa brasileira (EMBRAPA, 2004).

Atualmente, o Brasil configura-se como o segundo maior produtor
mundial com uma producéao recorde de 68,7 milhdes de toneladas na safra de
2009/10 (CONAB, 2010), participando com cerca de 27,1% da producao
mundial de soja em grao (USDA, 2009), atras apenas dos Estados Unidos, cuja
safra 2010/2011 esta estimada em 91 milhdes de toneladas (MPOG, 2010).

De acordo com o Censo Agropecuario 2006, na ultima década a cultura
da soja foi a que mais se expandiu no Brasil, com um aumento de 88,8% na
producao e tornou-se o principal grdao do agronegdécio nacional (IBGE, 2006).
Somente de janeiro a junho de 2010 as exportagdes brasileiras do complexo
formado por soja em graos, 6leo de soja bruto, éleo de soja refinado, farelo de
soja e demais Oleos e derivados do 6leo renderam a balanga do agronegécio
cerca de 9,56 bilhées de dolares (CONAB, 2010).

Através da cultura da soja e toda a sua cadeia produtiva desenvolveu-se
uma rede que gera empregos e pesquisas, impulsionando a economia no pais

e tendo como consequéncia o reconhecimento internacional pelo avango
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alcangado nas Uultimas décadas, gerando assim conhecimento e riquezas
(BONATO & BONATO, 1987). Com essa cadeia produtiva, organizada e
eficiente distribuida por todo o pais, além de ser cultivada para alimentacao
humana e animal, o seu uso esta sendo implementado com sucesso, de acordo
com previsto pelo plano nacional de agroenergia, como uma das principais
opgdes de matéria-prima na producéo de biodiesel (MAPA, 2006).

Com o seu consumo mundial crescente, a soja entra na alimentagao
humana através da composicdo de varios produtos como embutidos, tofu,
chocolates, e temperos para saladas, sendo a proteina, a base de ingredientes
de padaria, cereais e bebidas, etc (MISSAO, 2006). No entanto, seu uso mais
conhecido, é como 6leo refinado, obtido a partir do déleo bruto. Outra grande
aplicagdo esta na industria de adesivos e nutrientes, alimentagdo animal,
adubos, formulador de espumas, fabricacdo de fibras e mais recentemente de
biodisel (EMBRAPA, 2010).

Por ser um alimento funcional, além de fun¢des nutricionais basicas, a
soja também produz efeitos benéficos a saude, reduzindo os riscos de algumas
doencgas crdénicas e degenerativas. Rica em proteinas de boa qualidade, possui
acidos graxos poliinsaturados e compostos fitoquimicos como: isoflavonas,
saponinas, fitatos, dentre outros. Pesquisas tém demonstrado que as
isoflavonas da soja reduzem os riscos de alguns tipos de cancer, como: mama,
colo do utero e préstata (ESTEVES & MONTEIRO, 2001; MESSINA, 2004).
Além de ser recomendada na tensdo pré-mestrual, no alivio dos sintomas
indesejaveis da menopausa e na prevencao da osteoporose, assim como, no

controle de diabetes (MANDARINO et al., 2003).
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Apesar de todos aspectos positivos relacionados a cultura e do
conhecimento gerado durante os anos de seu cultivo, resultante em elevado
grau de tecnificagdo da maioria das lavouras e de pesquisas brasileiras, a
disponibilidade hidrica continua como um fator limitante a obtencdo de
rendimentos mais proximos ao potencial produtivo da espécie, além de
constituir-se na maior causa de variabilidade dos rendimentos de graos
observados de um ano para o outro nas diversas regides produtoras do pais
(FARIAS et al., 2006).

Para o seu completo desenvolvimento a planta de soja necessita de
disponibilidade de agua, principalmente, durante a germinagdo e no periodo
entre floragcdo e enchimento de graos. Déficits hidricos expressivos durante
essas fases provocam alteracdes fisioldgicas e morfoldgicas nas plantas, como
o fechamento estomatico e enrolamento das folhas e, como consequéncia,
causam a queda prematura de folhas e flores e abortamento das vagens,
resultando, por fim, em redugéo na produtividade (EMBRAPA, 2009).

Nas safras de 1977/78 e 1978/79, os trés estados do sul deixaram de
colher cerca de 7,2 milhdes de toneladas de graos de soja devido as condi¢des
de seca (FARIAS et al., 1993). Da mesma forma, durante duas safras
consecutivas, 2003/04 e 2004/2005, o sul do pais foi severamente afetado
pelas escassezes de chuvas prolongadas, ocasionando perdas de
aproximadamente 10,5 milhdes de toneladas de soja somente no estado do Rio
Grande do Sul. Em 2009, a reducao de produtividade mais acentuada também
se manifestou na produgao de soja (2,9 milhdes de toneladas) nos estados, do
Parana, Rio Grande do Sul e Mato Grosso do Sul devido a estiagem ocorrida

nos dois ultimos meses do ano.
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Nesse contexto, o entendimento dos mecanismos de tolerancia a seca e
desenvolvimento de gendtipos que possam suportar periodos mais longos de
estiagem torna se de fundamental importancia para o melhoramento genético
de plantas, visando auxiliar na redugcao das perdas ocasionadas por secas que

constantemente tem afetado a cultura da soja no pais (CASAGRANDE, 2001).

2.2. Mecanismos de Respostas ao Déficit Hidrico

O déficit hidrico pode ser definido como todo o conteudo de agua de um
tecido ou célula que esta abaixo do conteudo de agua mais alto exibido para a
manutengdo normal das fung¢des biolégicas que ocorrem no estado de total
hidratagdo (TAIZ & ZEIGER, 2004). A agua atua praticamente em todos os
processos de uma planta, desempenhando um papel importante na
manutencdo e distribuicdo de calor, além de apresentar caracteristicas
funcionais de preenchimento, meio de transporte e solvente para reacdes
celulares, permitindo que gases, minerais e outros solutos entrem nas células e
movam-se por toda a planta (CAMPBELL, 1991; EMBRAPA, 2009).

Em defesa contra o déficit hidrico, as plantas podem desenvolver
mecanismos tanto para retardar como para tolerar a desidratacdo, pela
manutencio da hidratacdo do tecido, e pela capacidade de funcionar enquanto
desidrata, respectivamente (TAIZ & ZEIGER, 2004). Mecanismos para retardar
a desidratagcédo pode ser resultado da diminuicdo da perda de agua (causados
como exemplo pelo fechamento estomatico, desenvolvimento de tricomas,
reducdo da area foliar e senescéncia de folhas velhas para diminuir a

transpiracdo além de mudancas no tamanho, orientagdo e enrolamento das
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folnas para minimizar a superficie exposta a luz, etc) ou maximizagdo da
absorcao de agua (aumento do crescimento radicular e mais profundo). Ja os
mecanismos de tolerdncia envolvem o ajustamento osmatico e eficiéncia na
remogao de espécies reativas de oxigénio, formadas como uma consequéncia
do metabolismo conturbado (WANG et al.,, 2003; TAIZ & ZEIGER, 2004;
BARNABAS et al., 2008).

Frente a falta de agua, a resposta das plantas pode ser considerada um
grupo de respostas morfoldgicas, fisiolégicas, bioquimicas e moleculares
simultaneas, visando aumentar sua tolerancia ao estresse por alteracbes em
seu metabolismo, crescimento e desenvolvimento (LAWLOR, 2002; MITTLER
2006; SHINOZAKI & YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2007). Quando a regulagem
por meios dessas respostas € inadequada e o metabolismo ndo se ajusta para
a manutencdo das funcdes eventuais danos podem resultar na morte da planta

(LAWLOR, 2002).

2.2.1. Respostas Fisiologicas e Morfologicas

Uma das primeiras respostas contra o déficit hidrico € o fechamento dos
estdmatos, reduzindo assim a condutancia estomatica para diminuir a perda de
agua, limitando a difusdo de CO, para os cloroplastos (FREDERICK et al.,
1989). Duas razdes principais podem causar o fechamento dos estdbmatos
durante a seca: sinais hidraulicos (potencial de agua na folha e turgor celular) e
sinais quimicos (0 horménio acido abscisico). Atualmente, a maioria das

pesquisas sugere uma combinacdo de sinalizagdo hidraulica e quimica que
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podem ocorrer juntos ou em tempos diferentes (COMSTOCK, 2002;
KALEFETOGLU & EKMEKGCI, 2005).

Sendo um dos fatores de regulacdo dos estébmatos, o acido abscisico
(ABA) é sintetizado nos cloroplastos e outros plastidios e detectado na maioria
dos 6rgaos ou tecidos vivos. Na area foliar quando o mesdfilo torna-se
moderadamente desidratado, parte do ABA armazenado nos cloroplasto é
liberado para o apoplasto e redistribuido dependendo da permeabilidade das
membranas e gradientes de pH dentro da folha, possibilitando ao fluxo de
transpiracao transportar parte dele para as células-guarda (HARTUNG et al.,
1998). Em condi¢des de déficit hidrico ha um aumento na concentragcdo do
ABA na parte aérea quando comparado com a concentragao na parte radicular
exposta ao déficit. Apds a percepcao do déficit hidrico no solo pelas raizes,
ocorre um acumulo de ABA e sua redistribuicdo aos tecidos da planta via
xilema sinalizando quimicamente para o fechamento dos estématos (LIU et al.,
2005). Esta resposta foi demonstrada em plantas de Arabidopsis thaliana que
expressaram a enzima ABA aldeido oxidase (AAO3) que catalisa o passo final
na biossintese de ABA, ao longo da vasculatura da folha, tecido da epiderme e
células-guarda (SEO et al., 2000; GONZALEZ-GUZMAN et al., 2004; KOIWAI
et al., 2004; CHRISTMANN et al., 2005). Ha ainda, a indicagdo de que né&o
somente o ABA, mas também o pH e a redistribuicdo ibnica desempenhem um
importante papel na sinalizagdo entre as raizes e as partes aéreas do vegetal,
em condi¢des de seca (WILKINSON & DAVIES, 2009).

O fechamento estomatico pode contribuir para a diminuicdo da perda de
agua da folha para a atmosfera, mas, em contrapartida provoca uma redugéo

na atividade fotossintética, pois a limitagdo na assimilacdo de CO, afeta
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diretamente os processos fotossintéticos, causando um desequilibrio entre a
atividade fotoquimica do fotossistema Il (FS Il) e a quantidade de elétrons que
€ exigida no processo (HE et al., 1995, FLAGELLA et al., 1998). A inibicdo nas
reacdes na cadeia de transporte de elétrons pode formar espécies de oxigénio
reativo, 0os quais podem causar prejuizos fotooxidativos e fotoinibicao
(KALEFETOGLU & EKMEKCI, 2005). Estudos em cloroplastos isolados
mostraram que os dois fotossistemas (FSI e FSII), especialmente o PSII, séo
afetados pela seca (HE et al.,, 1995). Essa limitagdo da fotossintese pode
reduzir o consumo de elétrons liberados da agua, causando o excesso de
energia de excitagdo, que se nao for eliminado com seguranga pode ocasionar
danos aos fotossistemas (MULLER et al., 2001; LAWLOR, 2002). Quando a
energia armazenada nas clorofilas, ou seja, o estado excitado da clorofila ndo é
rapidamente dissipado pela transferéncia de excitacdo ou fotoquimica, a
reacdo com o oxigénio, acaba formando as espécies reativas de oxigénio
(ROS, Reactive Oxygen Species), que incluem o singleto ('0.), anions radicais
de superéxidos (0,.*), radicais hidroxilas (OH®) e perdxidos de hidrogénio
(H202) (CHAVES et al.,, 2003; APEL et al., 2004). Estas espécies reativas
causam danos fotooxidativos, principalmente em proteinas (D1) do centro de
reacdo do fotossistema Il e destroem componentes da membrana dos
tilacoides, em especial os lipideos (LAWLOR & CORNIC, 2002). A fotoinibigao
chega a ocorrer somente em condigdes de estresse hidrico muito severo e com
quase completamente os estdmatos fechados (FLEXAS & MEDRANO, 2002).
Com a reducdo da fotossintese, a quantidade de fotoassimilados
também diminui, assim como a sua exportacdo das folhas, uma vez que, o

transporte do floema depende do turgor e do potencial hidrico disponivel para o

24



movimento dos assimilados. Entretanto, quando isso ocorre, a capacidade de
translocacao das plantas permite que reservas sejam mobilizadas e utilizadas
onde for necessario, um fator-chave na tolerancia vegetal a deficiéncia hidrica
(BELIN et al., 2010).

Outro aspecto importante € que o desenvolvimento de um sistema
radicial mais profundo, melhor adaptado para a captagcdo mais constante de
agua, também permite a planta tolerar o déficit hidrico moderado. O
redirecionamento dos fotoassimilados possibilita que as raizes crescam em
direcdo as zonas mais umidas do solo, diminuindo a quantidade de raizes
superficiais. Segundo JAVOT & MAUREL (2002) raizes expostas a longos
periodos de déficit hidrico podem responder através de alteragdes anatbmicas
e de crescimento, os quais induzem mudancas na capacidade de transporte de
agua, associadas a suberizagao, lignificacdo da parede celular e presenga de
proteinas de canal de agua (aquaporinas) encontradas nas membranas
celulares de raizes (MARTRE et al., 2002). Embora seja eficiente, esse
mecanismo de resposta pode torna-se um problema quando a planta esta em
estadio reprodutivo, pois os assimilados sdo dirigidos também aos frutos,
diminuindo o crescimento das raizes e consequentemente a absor¢ao de agua,
tornando as plantas ainda mais sensiveis a seca (TAIZ & ZEIGER, 2004).

Algumas espécies, em situagdes de déficit hidrico, também acumulam
solutos compativeis ou osmodlitos no citoplasma para diminuir o potencial
osmotico e, consequentemente, manter o potencial hidrico e o turgor das
células proximo ao nivel 6timo (NEPOMUCENO et al.,, 2001). Este ajuste
osmotico, uma das respostas celulares vitais ao déficit hidrico resultante da

seca, da salinidade e do frio, permite a manutengcédo do turgor celular e dos
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processos que dependem deste turgor, tais como, expansao e crescimento
celular e abertura dos estdmatos e fotossintese, além de manter um gradiente
de potencial de agua favoravel a absorgéao de agua pelas raizes.

Os solutos que participam do ajuste osmoético sao inorganicos,
principalmente K* e CI' ou compostos organicos, denominados solutos
compativeis, como prolina e glicina betaina e carboidratos como sacarose,
trehalose, pinitol, sorbitol e manitol. Os solutos compativeis sdo de baixo peso
molecular, altamente soluveis e ndo sido toxicos em altas concentracdes
celulares. Esses solutos protegem a planta contra o estresse através do ajuste
osmotico mantendo o turgor celular, fazendo detoxificagdo de espécies de
oxigénio reativo e estabilizando as estruturas quaternarias das proteinas
(RUIZ- LOZANO, 2003; CHINNUSAMY et al., 2005).

Ainda, quando as plantas estdo expostas ao déficit hidrico, acentua-se a
producao do hormdnio etileno que leva a senescéncia e a abscisao foliar, uma

outra resposta de defesa ao estresse imposto (PIERIK et al., 2007).

2.2.2. Respostas Moleculares

As plantas tem se adaptado para responder a estresses em niveis
moleculares e celulares bem como fisioldgicos e bioquimicos (YAMAUCHI-
SHINOZAKI & SHINOZAKI, 2006). Enquanto adaptagdes morfologicas e
anatbmicas podem ser de vital importancia para algumas espécies, estas néo
acontecem em todas as plantas. Em contraste, as respostas celulares para
estresse hidrico parecem ser conservadas em todo o reino vegetal (RUIZ-

LOZANO, 2003). Em nivel molecular, déficits hidricos iniciam varias mudangas
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na expressao génica, as quais definem as respostas de protegdo de uma
planta. Atualmente, muitos esforcos estdo direcionados na compreensao
destes mecanismos e na identificacdo de produtos de genes que conferem
adaptacao a seca (BRAY, 2004).

Os modelos de percepcédo estabelecidos para vegetais superiores
sugerem algumas hipoteses para o inicio da sinalizagdo em nivel molecular.
Alteracbes na conformagao de membranas celulares devido a perda de turgor
provocariam mudancas em canais de transporte ativados por pressao,
modificagdes na conformagdo ou na justaposicdo de proteinas sensoriais,
embebidas nas membranas celulares ou alteragdes na continuidade entre a
parede celular e a membrana plasmatica (SHINOZAKI & YAMAGUCHI-
SHINOZAKI, 2000; NEPOMUCENO et al., 2001). Devido a perda de presséo
da parede, complexos enzimaticos ativados pelas alteragdes mencionadas,
iniciariam uma cascata de eventos moleculares levando a indugdo da
expressdo de varias categorias de genes (SHINOZAKI & YAMAGUCHI-
SHINOZAKI, 2007).

Os produtos desses genes envolvidos na resposta ao estresse
funcionam como osmoprotetores, detoxificantes celulares, proteinas “turnover”,
proteinas de sinalizacdo de estresse e de regulagdo transcricional, sendo
classificados em dois grupos: o primeiro grupo inclui as proteinas funcionais, ou
seja, que protegem diretamente contra a dessecagao, como proteinas LEA,
osmoprotetores e o segundo grupo estaria envolvido nos mecanismos de
sinalizacdo e de regulacdo da expressédo génica (BRAY, 2004; MOCHIDA et

al., 2009), representado por fatores de transcrigéo.
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Genes codificando enzimas envolvidas na biossintese de
osmoprotetores incluem: A1-pirrolina-5-carboxilato sintetase (sintese de
prolina); trehalose-6-fosfato desidrogenase (sintese de trehalose); colina
desidrogenase e colina oxidase (sintese de glicina betaina); e manitol-1-fosfato
desidrogenase (sintese de manitol) (HONG et al., 2000; NEPOMUCENQO et al.,

2001; MOLINARI et al., 2004).

O aminoacido prolina, esta envolvido nas respostas de defesa a
desidratacdo pela capacidade de estabilizar estruturas celulares e eliminar
radicais livres, participar como componente da cascata de sinalizagao
molecular do estresse e ser o principal constituinte de proteinas de parede
celular em plantas (NANJO et al., 1999). Em tabaco, o nivel elevado de prolina
reduziu os niveis de radicais livres em resposta ao estresse osmotico e
melhorou significativamente a taxa de crescimento de mudas transgénicas em
solos salinizados e desidratados (HONG et al., 2000). YAMADA et al. (2005)
através de transformacéo genética em Petunia hybrida cv. Mitchell, com os
genes “1-pyrroline-5-carboxilato sintetase” de Arabidopsis thaliana (AtP5CS) e
(OsP5CS) de Oryza sativa, verificaram que as plantas transgénicas
acumularam de 1,5- 2,6 vezes mais prolina do que plantas crescidas sob

condi¢cdes normais.

A trehalose € um agucar raro com habilidade unica de proteger
biomoléculas durante estresse ambiental esta presente em varias bactérias,
fungos e em algumas plantas superiores resistentes ao ressecamento (ELBEIN
et al., 2003). AVONCE et al. (2004) verificaram que a super expressao do gene

AtTPS1 que codifica a enzima trehalose-6-fosfato sintase na via bossintética de
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trehalose em A. thaliana promoveu um aumento nos niveis de trehalose-6-
fosfato fosfatase também pertencente a essa via biossintética e demonstrou
tolerancia a seca.

Em plantas, o osmoprotetor glicina-betaina é sintetizado no cloroplasto
por dois processos: 0 primeiro passo converte colina em betaina aldeido e o
segundo passo converte a betaina aldeido em glicina-betaina, que é catalisada
pela enzima betaina aldeido desidrogenase (WANG et al., 2003). Plantas
transgénicas de A. thaliana transformadas com o gene da enzima colina
oxidase (codA) isolado de Arthrobacter globiformis, o qual converte colina a
glicina aldeido, mostraram aumento na toleréncia aos estresses salino e frio
devido ao acumulo de glicina betaina (HAYASHI et al., 1997).

O mesmo foi observado em relagdo ao manitol em plantas de tabaco
transformadas com o gene mtlD, que codifica a enzima manitol-1-fosfato
desidrogenase. O maior acumulo de manitol em plantas transgénicas
promoveu aumento na tolerdncia a altas concentracbes salinas em
comparacgao a plantas ndo transformadas (TARCZYNSKY et al., 1993).

A familia de oligossacarideos “Raffinose Family Oligosaccharides”
(RFOs), como a rafinose, estaquiose e verbascose também representam uma
funcdo de tolerancia ao estresse hidrico. Estes oligossacarideos sdo comuns
no reino vegetal, abundantes em sementes de uma grande variedade de
espécies, e podem acumular em outros tecidos durante o estresse. A galactinol
sintase (GolS) € uma enzima chave na producdo de RFOs, ela sintetiza o
galactinol a partir de UDP-Galactose e mioinositol, o qual serve como um
doador de galactosil para formar rafinose, estaquiose e verbascose

(PATTANAGUL & MADORE, 1999; PANIKULANGARA et al.,, 2004). Altos
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niveis de expressdo do gene GmGolS foram detectados em folhas de soja
submetidas a condi¢cbes de déficit hidrico (STOLF, 2005). Da mesma forma,
TAJI et al., 2002, também detectaram aumento no nivel de galactinol e rafinose
em folhas de plantas transgénicas expressando o gene GolS2.

Estresses abidticos geralmente causam disfuncdo em proteinas e
enzimas. As chaperonas moleculares tém funcédo de auxiliar no dobramento de
cadeias polipeptidicas nascentes, no redobramento de proteinas desnaturadas
e prevenir a agregacgao de partes protéicas cujas superficies hidrofébicas estéao
expostas prejudicando o dobramento, o que contribui para a omeostase celular
em condicbes de estresse hidrico. Muitas chaperonas moleculares sé&o
proteinas envolvidas em respostas de estresse e muitas delas foram
originalmente identificadas como “Heat-Shock Proteins” (HSPs) (LINDQUIST,
1988). As principais familias de HSPs/chaperonas reconhecidamente
conservadas sao: HSP70, chaperoninas, HSP90, HSP100 e “small HSP”
(sHSP). As diferentes classes de HSPs/chaperonas cooperam na protecao
celular e apresentam complementaridade e algumas vezes sobreposi¢cao de
funcdes na protecdo de proteinas contra o estresse (WANG et al., 2004).

O grupo de proteinas chamadas “Late Embryogenesis Abundant” (LEA),
como o préprio nome sugere, sdo acumuladas em sementes durante a fase de
maturagdo, quando é requerida a tolerancia a dessecagdo (CLOSE, 1996;
NEPOMUCENO et al.,, 2001). Diversos estudos tém demonstrado que as
proteinas LEA também se acumulam em tecidos vegetativos durante periodos
de déficit hidrico, o que reforca a fungao destas proteinas na protecéo contra a
dessecacdo (PORCEL et al., 2005). Essas proteinas s&o reconhecidas por

serem hidrofilicas, apresentando um alto conteudo de glicina (WISE et al.,
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2004). Durante a desidratagao celular as proteinas LEA representam uma
importante fungdo na manutencao da estrutura de outras proteinas, vesiculas,
endomembranas e no sequestro de ions, como o calcio, na retengcédo de agua e
como chaperonas moleculares (CLOSE, 1996).

Um importante avango para o entendimento da condutancia de agua nas
células foi a descoberta das proteinas de canais de agua, denominadas
aquaporinas. A presenca de aquaporinas pode aumentar a condutividade
hidraulica da membrana (PRESTON et al.,, 1992) e formar canais de agua
especificos para ions ou solutos, facilitando o movimento da agua através dos
tecidos (BRAY, 1993). Folhas de plantas transgénicas de arroz expressando a
aquaporina de cevada HvPIP2;1 apresentaram um aumento de 40% na
condutancia interna de CO,, assim como um aumento na taxa de assimilacio
de CO, (KATSUHARA et al., 2008).

Diversas estratégias de transformagdo de plantas utilizando genes
antioxidantes para eliminar componentes toéxicos como O, H»0,, e OH,
mostram auxiliar no aumento da toleréncia a seca. Esses antioxidantes incluem
enzimas como a Catalase (CAT), Superéxido Desmutase (SOD), Ascorbato
Peroxidase (APX) e Glutationa Redutase (GR), assim como, as moléculas nao
enzimaticas; ascorbato, glutationa, carotendides e antocianinas. Componentes
adicionais como os osmalitos, proteinas (peroxiredoxina) e moléculas anfifilicas
(tocoferol) podem também ter fungdes de eliminagdo de ROS (BOWLER et al.,
1992). Alfafas (Medicago sativa) transgénicas expressando o gene Mn-SOD
evidenciaram reducao nas lesbes em folhas causadas por estresse hidrico
(MCKERSIE et al., 1999). Ainda, sobrepondo o papel de ROS como um agente

oxidativo, descobriu-se que esses podem estar envolvidos em processos de
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sinalizagdo. O perdéxido de hidrogénio (H»O;) atua como um mensageiro
secundario mediando a aquisi¢cao de tolerancia a ambos os estresses, bidtico e
abidtico. Também foi verificado que ROS comunica-se com outras moléculas
sinalizadoras formando parte de vias de sinalizagdo que controlam respostas

procedentes a ROS (BHATTACHARJEE, 2005).

2.2.3 Fatores de Transcrigcéo

Os fatores de transcricdo sdo proteinas que regulam a expressao de
genes através de sequUéncias especificas de ligagdo ao DNA e interagéo
proteina/proteina. Alguns fatores de transcrigdo tém sido sugeridos como
reguladores de respostas a estresses e séo classificados dentro de diversas
familias, baseados principalmente na estrutura de seus dominios de ligagéo ao
DNA, como exemplo, os membros das familias MYB, ERF, bZIP e WRKY
(SINGH et al., 2002; JUNG et al., 2008).

Em Arabidopsis s&o conhecidas quatro unidades transcricionais —
chamadas de “regulon” que respondem ao déficit hidrico, duas sé&o
dependentes de ABA: (1) “ABA — Responsive Element Binding protein/ ABA —
responsive element Binding Factor” (AREB/ABF), (2) “myelocytomatosis
oncogene” (MYC) e “myeloblastosis oncogenese” (MYB); e duas sé&o
independentes de ABA: (3) “Dehydration Responsive Element Binding protein”
(DREB), (4) NAM, ATAF1, 2, e CUC2 (NAC) e “Zinc-Finger Homeodomein”
(ZF-HD) (NAKASHIMA & YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2006).

O “regulon” dependente de ABA, AREB/ABF controla a regido promotora

dos genes que possuem O maior cis-elemento da expressdo génica ABA-
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dependente: o ABRE (ABA-Responsive Elements: ACGTGG/TC). UNO et al.
(2000) analisaram o promotor do gene de resposta ao frio RD29B, e
identificaram dois ABREs que funcionavam como cis-elementos regulatérios na
expressao ABA-dependente. Eles também verificaram que as proteinas AREB
(AREB2 e AREB3) possuem o “motif’ ziper de leucina com um unico dominio
DNA-ligante e sao fatores de transcrigdo em resposta a desidratagao regulados
por ABA.

Em A. thaliana, os fatores de transcricdo MYC (AtMYC2) e MYB
(AtMYB2) também sao dependentes e tem mostrado-se ligar aos cis-elementos
MYC (MYC-recognition site: CANNTG) e MYB (MYB-recognition site:
C/TAACNA/G) respectivamente, presentes no gene RD22. Esses “regulons”
sao responsaveis pela resposta tardia ao estresse, sendo sintetizado
principalmente ap6s o acumulo de ABA (NAKASHIMA & YAMAGUCHI-
SHINOZAKI, 2005).

Em estudo realizado em A. thaliana, NAKASHIMA et al. (1997)
descobriram que o gene ERD1 (early responsive to dehydration stress 1)
responde ao déficit hidrico e ao estresse salino mas ndo a ABA, através da
codificagdo de uma proteina homdloga a subunidade ATPase (ClpA) da
protease Clp (caseinolytic protease). Na regido promotora desse gene ha uma
sequéncia CACTAAATTGTCAC e um “motif” CATGTG que é reconhecido por
fatores de transcricdo NAC, além de um dominio de ligagdo a fatores de
transcricdo de homeodominios (ZF-HD) (NAKASHIMA & YAMAGUCHI-
SHINOZAKI, 2005; JENSEN et al., 2008).

Também na via independente de ABA, o “regulon” DREB, classificado

em dois grupos, DREB1 (DREB1A, DREB1B, DREB1C, DREB1D, DREB1E e
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DREB1F) (SHINOZAKI & YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2000) e DREB2
(DREB2A e DREB2B) (SAKUMA et al., 2006), ativam a expressao de genes
ligando-se ao cis-elemento DRE (Dehydration Responsive Element) presente

em seus promotores.

2.3. AtDREB1A

Nas ultimas décadas, importantes progressos foram obtidos na
compreensao do controle da expressao de genes em resposta a estresses
ambientais. Em particular, a familia de fatores de transcricdo de Arabdopsis
thaliana conhecida como DREB (LIU et al., 1998;YAMAGUCHI-SHINOZAKI et
al., 2002) ou CBF (C-Repeat-Binding factor) (STOCKINGER et al., 1997;
GILMOUR et al., 1998), tem sido amplamente estudada. Recentemente, outros
genes também homologos a essa familia, OsDREB1A, OsDREBI1B,
OsDREB1C, OsDREB1D, e OsDREB2A foram isolados em arroz (DUBOUZET
et al., 2003), GmDREBa, GmDREBb e GmDREBc, em soja (LI et al., 2005) e
ZmDREB1A em milho (QIN et al., 2004), assim como em outras espécies.

Os primeiros trabalhos sobre essa familia de fatores de transcricbes
foram realizados por YAMAGUCHI-SHINOZAKI et al. (1992), através da
identificacdo de cDNAs de A. thaliana, nomeados “Responsive to Desiccation”
(RD), os quais foram expressos ndo somente em resposta ao déficit hidrico,
mas também, ao estresse salino, a baixa temperatura e ao acido abscisico
(ABA).

A caracterizagcdo dos genes RD29A e RD29B correspondentes ao clone

RD29 revelaram que as proteinas codificadas por esses genes RD29 sao
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extremamente hidrofilicas, e contém somente um residuo de cisteina, o que as
torna similar a estrutura das proteinas LEA também induzidas por dessecagao
(BAKER et al., 1988; YAMAGUCHI-SHINOZAKI & SHINOZAKI, 1993;
YAMAGUCHI-SHINOZAKI et al., 2002). Em tratamentos de desidratagcdo em
plantas de A. thaliana, o gene RD29A foi detectado em niveis de expressao
baixos dentro de vinte minutos e altamente expresso depois de trés horas,
enquanto RD29B foi detectado somente apds trés horas do inicio da
desidratacdo. Entretanto, quando foram feitos tratamentos com aplicagcdo de
ABA, essa rapida inducdo de RD29A nao foi detectada, mas apds duas horas a
expressdo de ambos, RD29A e RD29B foi detectada. Esses resultados
sugerem a auséncia de algum elemento envolvido na rapida indugdo de RD29A
em tratamento de desidratagcdo (YAMAGUCHI-SHINOZAKI & SHINOZAKI,
1993).

Tais observacbes propunham a existéncia de dois elementos cis-
atuantes na regido promotora de RD29A, sendo um deles relacionado a
mudangas nos potenciais osmotico e hidrico da célula, ou seja, independente
de ABA e responsavel pela rapida indugdao de RD29A durante estresse
ambiental e outro dependente de ABA, envolvido na resposta a expressao do
hormonio ABA. Os genes RD29B e RD29A estdo arranjados em tandem, em
uma regido de 8kb no genoma de A. thaliana, um espacgo de aproximadamente
1640 pb entre RD29B e RD29A, conteria esses elementos ci