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ESTRATEGIAS DE ENGENHARIA GENETICA PARA
TOLERANCIA A SECA EM PLANTAS ATRAVES DA
EXPRESSAO DE FATORES DE TRANSCRICAO

Alexandre Lima Nepomuceno’, Renata Fuganti’, Norihito Kanamori?, Selma dos
Santos Pereira®, Fabiana Aparecida Rodrigues’, Norman Neumaier’, José Renato
Boucas Farias’, Francismar Correa Marcelino’

Segundo a OECD (2010), a producdo mundial de alimentos terd que dobrar a
partir dos niveis atuais considerando-se que estejam certas as projecdes de
que a populacdo mundial atingird em 2050 mais de nove bilhdes de pessoas.
Para que isto aconteca deverd ocorrer uma intensificacao no uso da terra
através da agricultura e pecuéria, que junto com o crescimento industrial das
cidades levard ao aumento das emissdes de gases de efeito estufa. Projecdes
para 2050 sugerem que o aumento das temperaturas médias provocara uma
ampliacdo na variabilidade das caracteristicas climaticas de todo planeta onde
secas prolongadas e/ou chuvas intensas ocorrerao com maior frequéncia.

Isto certamente afetard a producao de alimentos, principalmente nos paises
maiores produtores. Assim, é essencial que estratégias de mitigacdao comecem
a ser desenvolvidas para que nas préoximas décadas seja possivel manter o
equilibrio na producdao mundial de alimentos. Neste contexto a ocorréncia

de secas serd o principal fator impactante em paises produtores de graos
como o Brasil, a Argentina, os EUA e o Canada. Por exemplo, a Regido Sul
do Brasil, responséavel por 40% da producéo nacional de soja é a que mais
tem sofrido com perdas devido a ocorréncia de secas. Nas safras 2003/04

e 2004/05, as perdas médias decorrentes da seca, estimadas com base em
safras normais em anos imediatamente anteriores ou posteriores, e com base
na mesma area plantada, ficaram em torno de 24% e 44 %, respectivamente.
Na safra 2004/05, somente o Rio Grande do Sul perdeu em média 70% de sua
produtividade. Nas ultimas dez safras as perdas diretas podem ser estimadas
em mais de U$18 bilhdes devido a ocorréncia de secas (Farias et al, 2006).

A busca por variedades comerciais mais tolerantes a periodos de deficiéncia
hidrica através do melhoramento classico é relativamente dificil devido a
complexidade dos mecanismos de resposta desenvolvidos pelas plantas, e
neste sentido, a biotecnologia vem se tornando uma importante aliada do
melhoramento genético no desenvolvimento de variedades mais adaptadas

a diferentes condicOes de déficit hidrico. Especificamente com a engenharia
genética tem sido possivel desenhar estratégias moleculares que permitem
que as plantas tolerem por mais tempo a indisponibilidade de dgua no solo. O
sequenciamento completo do genoma de varias espécies, mas principalmente
a compreensao da funcao de um gene especifico e da sua interagcdo com
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diversos outros, tem permitido aos pesquisadores entender a complexa malha
de respostas que as plantas utilizam para se proteger de estresses ambientais.
Séo estes conhecimentos que impulsionam o surgimento de novas ideias de
engenharia genética para alterar ao nivel molecular os mecanismos de defesa,
visando afetar respostas fisioldgicas e agrondmicas das culturas ao déficit
hidrico.

Frequentemente, os genes selecionados nestes estudos visando tolerancia

as condicdes adversas do ambiente, sdo aqueles que codificam enzimas
envolvidas na biossintese de varios osmoprotetores (proteinas LEA, Late
Embryogenesis Abundant; prolina; glicina-betaina; rafinose; trehalose; etc),
enzimas detoxificantes (superdéxido dismutase, SOD; ascorbato peroxidase,
APX; catalases, CAT; glutationa redutase, GR; etc), ou ainda genes que
codificam Fatores de Transcricao (FT), que sao proteinas envolvidas nas etapas
iniciais de expressao e regulacao génica e na transducao de sinais, em resposta
aos estresses.

Por participarem de etapas iniciais do processo de percepcao e sinalizacao,

os fatores de transcricdo acabam regulando a expressao de varios grupos de
genes. Isto torna interessante o uso de FT em trabalhos de engenharia genética
onde se busca aprimorar caracteristicas de tolerancia a seca, salinidade,
congelamento, etc, que sao basicamente caracteristicas poligénicas.

As respostas moleculares dos vegetais aos estresses ambientais podem
basicamente ser divididas em rotas dependentes ou independentes da presenca
do acido abscisico (ABA). Na via independente de ABA, foi identificada em
Arabidopsis thaliana uma familia de FT, conhecida como DREB (Dehydration
Responsive Element Binding protein — Proteina de ligacado ao elemento
responsivo a desidratacédo; também conhecido como CBF, C-repeat-binding
factor — fator de ligacao a repeticoes C). As proteinas DREB atuam no topo

da cascata de eventos moleculares, induzindo respostas de defesa contra a
desidratacao celular. Genes homoélogos a essa familia tem sido identificados em
canola, cevada, trigo, arroz (OsDREB1A, OsDREB1B, OsDREB1C, OsDREB1D

e OsDREB2A), soja (GmDREBa, GmDREBb e GmDREBc, GmDREB2A ) e
milho(ZmDREB1A e ZmDREB2A). A proteina DREB1A atua como um fator de
transcricao e possui em sua estrutura o dominio ERF/AP2 (ethylene responsive
factor — fator responsivo ao etileno/APETALA) que interage especificamente
com uma regido conservada denominada DRE (Dehydration Responsive Element
- elemento responsivo a desidratacao), um elemento cis-atuante presente

na regidao promotora de varios genes ativados durante condicdes de seca
(Maruyama et al., 2009).

Trabalhos cientificos (Pellegrineschi, et al., 2002; Kasuga et al., 2004; Qin et
al., 2007; Chen et al., 2007) tém demonstrado o potencial da manipulacao
genética dos genes DREB no desenvolvimento de plantas geneticamente
modificadas (PGM) tolerantes a seca, a alta salinidade e ao frio. A super
expressao deste FT através do uso de promotores estresse induzidos (ex.:
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rd29), ou constitutivos (ex.: 35S) estimula um aumento na inducao de genes
ativados por proteinas DREB e que estdo envolvidos em mecanismos de defesa
celular contra a desidratacao.

Em tabaco, a construcao génica rd29A:AtDREB1A resultou em plantas

GM mais tolerantes aos estresses de seca, alta salinidade e frio, quando
comparadas as plantas controle. Plantas de tomate transformadas com a
construcao génica 35S:AtDREB1B sob condicdes de déficit hidrico mostraram
maior tolerancia a seca quando comparadas as selvagens. J4a, plantas de trigo
transformadas com a construcado génica rd29A:AtDREB1A tiveram folhas com
turgor reduzido somente apés 15 dias de déficit hidrico, enquanto plantas
controle nao foram tolerantes e morreram.

Em arroz GM expressando constitutivamente os genes DREB1A e ABF3, fatores
de transcricdo da via ABA-independente e ABA-dependente, respectivamente,
as plantas nao transformadas, apds tratamento de seca, apresentaram

murcha, enrolamento foliar e diminuicdo na clorofila mais intensamente do

que as linhagens transgénicas. Apds a reidratacao, as PGMs apresentaram

0 crescimento praticamente igual ao tratamento controle e sobreviveram,
enquanto as plantas ndo transformadas apresentaram uma reducdo severa no
crescimento e morreram.

Ainda, em outras espécies vegetais, os genes da familia DREB também
aumentaram a toleréncia a outros estresses ambientais, como em batata

GM que apresentou maior toleréncia a alta salinidade e ao frio quando
transformada com a construcdo génica rd29A:AtDREB1A. Em amendoim GM
com a construcao génica rd29A:AtDREB1A, e submetido a 12 dias de déficit
hidrico no solo, os efeitos de retardo no crescimento nao foram observados e
as plantas mantiveram taxas de eficiéncia de transpiracdo até 40% maiores
quando comparadas com plantas controle.

Em soja, a construcéo génica rd29A:AtDREB1A, foi introduzida com sucesso,
via biobalistica, em embrides de uma cultivar sensivel a seca. Os resultados
moleculares indicaram que o promotor rd29A foi ativado no tratamento

de seca induzindo a expressao do FT AtDREBTA e, consequentemente,
ativando em niveis mais elevados, em relacdo aos observados nas plantas nédo
transformadas, genes de defesa contra a dessecacdo. Genes estes envolvidos
na osmoprotecdo, e genes que, entre outras funcdes, codificam proteinas que
atuam direta ou indiretamente na protecdo de estruturas celulares garantindo o
funcionamento dos processos metabdlicos vitais das plantas (Polizel, 2007).

As anélises de microarranjos de DNA utilizando plantas de soja GM com

a construcao génica rd29:AtDREB1A, identificaram mais de 100 genes
diferencialmente expressos nos eventos estudados, entre eles, fatores

de transcricdo como bZ/P, WRKY, MYB, NAC; genes envolvidos com o
metabolismo fotossintético, metabolismo de aminoé&cidos, de carboidratos,
de citocromo, aquaporinas, prolina, entre outros, sendo que varias proteinas
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desconhecidas também foram identificadas como reguladas pela proteina
AtDREB1A em soja (Stolf, 2007; Stolf-Moreira, 2010).

Dados fisiolégicos obtidos a partir de experimentos em casa de vegetacao
realizados com plantas rd29A:AtDREB1A positivas indicaram que as plantas
transformadas apresentaram maior condutancia estomatica, maiores taxas
fotossintética e transpiratéria, além de maior eficiéncia fotossintética
quando comparadas com plantas controle ndo GM, sugerindo a ativacao de
mecanismos que podem culminar em uma maior tolerancia ao déficit hidrico
(Beneventi, 2006; Polizel, 2007; Stolf, 2007).

Outro importante membro da familia DREB, o gene AtDREB2A também vem
sendo utilizado no desenvolvimento de PGMs visando tolerancia a estresses
ambientais. Este gene também possui o dominio conservado de ligacao ao
DNA, ERF/AP2 e reconhece a sequéncia DRE dos genes de resposta. Os genes
AtDREB2A e AtDREB2B sao ativados, especificamente, em resposta a seca

e a salinidade, e estao localizados respectivamente, nos cromossomos cinco

e trés de A. thaliana (Nakashima et al., 2009). A partir de estudos funcionais
do FT AtDREB2A, a delecdo de dominios de regulacao negativa da proteina

foi realizada e uma forma constitutivamente ativa da proteina AtDREB2A
(AtDREB2A CA) foi desenvolvida. A forma AtDREB2A-CA unida a diferentes
promotores (constitutivos, 35S, e estresse—induzidos, rd29A), estimulou a
expressao de genes envolvidos nas defesas celulares contra a dessecacao,
sem promover reducao no desenvolvimento vegetativo e reprodutivo da plantas
GMs.

Anélises de expressao génica em plantas de A. thaliana super expressando a
proteina AtDREB2A-CA identificaram 21 genes induzidos pela superexpressao e
dentre eles, 14 genes foram induzidos exclusivamente sob déficit hidrico e seus
promotores apresentavam a sequéncia core DRE (Sakuma et al., 2006). Outros
trabalhos comprovaram que, em A. thaliana, DREB2A também induz genes

de resposta ao calor (Heatshock), como fatores de choque térmico (ex.: Hsf -
Heat shock factors; AtHsfA3) responsaveis pela regulacédo e inducao de genes
responsivos a altas temperaturas (ex.: HSP, Heat Shock Proteins, Schramm

et al., 2008) e de outros genes que induzem respostas ao déficit hidrico

como chaperonas moleculares, proteinas LEA, genes de sintese de aclcares
osmoprotetores, dentre outros.

Outra familia de fatores de transcricdo que tem sido utilizada
experimentalmente no desenvolvimento de PGMs mais tolerantes a estresses
ambientais é a familia AREB (Abscisic acid-responsive element binding
protein — proteina de ligacao ao elemento de resposta ao acido abscisico) ou
ABF (ABRE-binding factors). Este fator de transcricdo é do tipo bZIP (Basic
domain/leucine zipper — ziper basico de leucina) e participa da via de resposta
dependente de ABA, um fitohormoénio que, em condicdes de seca promove

o fechamento estomatico nas células guarda e regula e expressdo de muitos
genes ABA - induzidos. Esses genes possuem a sequéncia conservada ABRE
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(abscisic acid responsive element — elemento de resposta ao acido abscisico

- PYACGTGGC) em suas regidoes promotoras, nas quais o FT AREB se liga
ativando a transcricao de genes (Furihata et al., 2006; Yoshida et al., 2010)
cujos produtos funcionam na tolerancia a desidratacdo em tecidos vegetativos
e sementes. A importancia da familia AREB na tolerancia celular ao déficit
hidrico tem sido reforcada por resultados obtidos por outros pesquisadores que
demonstraram que PGMs de Arabidopsis super expressando a forma ativa de
AREB1 apresentaram alta sensibilidade ao ABA e aumentada tolerancia a seca.

Vérias estratégias moleculares podem ser trabalhadas visando o aumento

da capacidade das plantas em tolerar periodos de imposicdo de condicGes
ambientais adversas. Entretanto, durante o desenvolvimento de variedades
comerciais GM para tolerancia a seca deve haver uma estreita parceria entre
melhoristas, fisiologistas vegetais e biologistas moleculares, para que os ganhos
observados em condicdes de laboratérios, realmente reflitam em reducao de
perdas em condicdes reais de lavoura. Cabe ressaltar ainda que PGMs tolerantes
a estresses ambientais, como a seca, deverdo ser sempre utilizadas em conjunto
com outras praticas agronémicas, como por exemplo, o plantio direto que
permite uma melhor conservacado da dgua na lavoura, e consequentemente, uma
maior eficiéncia do uso de agua pelas plantas. Ao agricultor, maior beneficiario
das tecnologias desenvolvidas com o uso das técnicas de manipulacdo genética,
recomenda-se o uso de variedades mais tolerantes aos estresses ambientais,
aliado ao correto manejo das lavouras através de praticas agricolas sustentaveis.
S6 assim, pequenos, médios e grandes produtores serdo capazes de tirar o
maximo proveito das novas tecnologias, aumentando a producao de graos, mas
principalmente reduzindo significativamente as perdas econdmico-financeiras
resultantes de periodos ambientais hostis.

Neste contexto, também deve ficar esclarecido que, todas as linhas de pesquisa
hoje desenvolvidas nas varias instituicoes nacionais e internacionais de
pesquisa agricola objetivam fundamentalmente, no caso de deficiéncia hidrica
no solo, apenas amenizar as perdas que normalmente ocorrem durante eventos
de seca, fazendo com que as plantas GMs geradas sejam capazes de tolerar
periodos mais prolongados de seca, até que uma nova chuva ocorra, com o
retorno do ambiente favoravel ao desenvolvimento vegetal.
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