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Efeitos do ABA na fisiologia e no desenvolvimento

Introducao

A extensao e a periodicidade do crescimento das plantas
sao controlados por acoes ordenadas de reguladores positivos e
negativos. O exemplo mais 6bvio de regulacado para o nao
crescimento é a dorméncia de sementes e de gemas (uma
caracteristica adaptativa que retarda o crescimento até que as
condicoes sejam favoraveis).

Por varios anos, os fisiologistas de plantas suspeitaram
que a dorméncia de gemas e de sementes era causada por
compostos inibidores. Eles tentaram isolar e caracterizar estes
compostos de varios tecidos de plantas, especialmente de gemas
dormentes.
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Esses experimentos levaram a identificacio de um grupo
de compostos inibidores de crescimento, incluindo uma
substancia conhecida como dormina, purificada a partir de folhas
de falso-platano coletadas no inicio do outono quando as arvores
entram em dorméncia.

Uma vez descoberto que a dormina era quimicamente
idéntica a uma substancia que promovia a abscisao de frutos do
algodoeiro, a abscisina II, o composto foi renomeado como acido
abscisico (ABA), em alusao ao seu suposto envolvimento com o
processo de abscisao.

O ABA ¢ atualmente reconhecido como um importante
hormoénio que regula o crescimento e o fechamento estomatico,
em especial quando a planta esta sob estresse ambiental.

Outra funcio importante é regular a maturacdo e a
dorméncia de sementes.

O efeito do ABA na abscisao permanece controverso: em
muitas espécies, o ABA parece promover a senescéncia (0s
eventos que precedem a abscisao), mas nao a propria abscisao.
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Ocorréncia, estrutura quimica e medicao do ABA

O ABA esta presente em todas as plantas vasculares e
musgos, mas nao em hepaticas;

Varios géneros de fungos produzem o ABA como
metabolito secundario;

Em plantas, o ABA ¢ detectado na maioria dos tecidos
desde a coifa até a gema apical;

O ABA é sintetizado em quase todas as células que contém
cloroplastos e outros plastidios;

Estrutura quimica do acido abscisico
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FIGURA 23.1 Estruturas ativas e inativas do ABA. As estruturas qui-
micas das formas 5 {(+, ou no sentido contrério ao movimento dos pon-
teircs do relégio) e R {—, ou no sentido do movimento dos ponteiros do
relégio) da forma c¢is-ABA e a forma (5)-2-trans do ABA. Os nimeros
no diagrama do (S})-cis-ABA identificam os dtomos de carbono.



Para a atividade do ABA, estudos recentes tem mostrado
que praticamente qualquer mudanca estrutural na
molécula resulta na perda de atividade.

Resultados recentes indicam que o ABA ¢é sintetizado a
partir de um carotenoide intermediario (9’-cis-
neoxantina);

O ABA pode ser inativado tanto por oxidacio como por
conjugacao;

O enantiomero S é a forma natural. O ABA sintético disponivel
comercialmente é a mistura de quantidades aproximadamente
iguais das formas S e R;

Em respostas a longo prazo ao ABA, como na maturacio de
sementes, ambos os enantiomeros sao ativos;

Em outras respostas, como no fechamento estomatico, o
enantiomero S € mais ativo.

As técnicas mais utilizadas atualmente para deteccao do ABA se
baseiam na cromatografia gasosa (detecta [ABA] tao baixa
quanto 1013 g) ou na na cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC). Os imunoensaios sao também altamente eficientes.
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As concentracoes de ABA sao altamente variaveis nos tecidos

A biossintese e as concentracoes de ABA podem variar muito
em tecidos especificos durante o desenvolvimento ou em resposta as

mudancas das condicoes ambientais.

* Nas sementes em desenvolvimento os niveis de ABA podem
aumentar 100 vezes em poucos dias, chegando a quantidades
micromolares e, depois, decair a niveis muito baixos a medida que

a maturacao prossegue.

* Sob condicoes de estresse hidrico, 0o ABA nas folhas pode aumentar

em 50 vezes dentro de 4 a 8 horas.
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FIGURA 23.4 Alteraches no potencial hidrico, na resisténcia esto-
maética (o inverso da condutindia estomatica) e na concentracao de
ABA em milho, em resposta ao estresse hidrico. A medida que o solo
seca, o potendial hidrico da folha diminui e o conteddo de ABA e a
resisténcia estomatica aumentam. A irrigacao reverteu o processo
(de Beardsell e Cohen, 1875).

O ABA fecha os
estomatos em
resposta ao estresse
hidrico

Sob condicoes de
estresse hidrico, o teor
de ABA nas folhas
pode aumentar em 50
vezes dentro de4 a 8
horas. E apés
irrigacao, o nivel de
ABA retorna ao
normal no mesmo
periodo de tempo (4 a
8 horas).



Parte desse aumento é devido a elevacao da expressao de
enzimas da biossintese, que dependem especificamente do tecido
e da sinalizacao:
 a NCED ¢ induzida em todos os tecidos;

* A ZEP (epoxidase da zeaxantina) é induzida nas sementes e
nas raizes sob forte estresse hidrico;

e as AAOQOs sao diferentemente induzidas em tecidos sob
estresse;

* a SDR é induzida por agiicar, mas nao por desidratacao.

O mecanismo pelo qual o estresse hidrico é percebido
pelas células nao foi ainda identificado, mas deve envolver
sensores de turgor celular ou sensores osméticos.

Assim como em outros hormonios, a concentracio de ABA
livre no citosol é também regulada pela degradacao,
compartimentalizacido, conjugacao e pelo transporte.

O ABA citosolico aumenta durante o estresse hidrico como resultado
de sua sintese nas folhas, redistribuicio nas células do mesofilo,
importacao das raizes e movimentacao a partir de outras folhas. A
concentracio de ABA diminui apés irrigacao, devido a sua degradacao
e a sua exportacao das folhas, bem como ao decréscimo da taxa de
sintese;

Da mesma forma, mudancas nos niveis de ABA em sementes refletem
uma alteracio no balanco entre sintese e inativacao;

A inativacdo do ABA pode ocorrer tanto pela oxidacao a acido faseico
(PA) e acido 4-di-hidrofaseico (DPA), quanto pela conjugacio com
outra molécula, como um monossacaridio.
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O ABA é translocado no tecido vascular

O ABA ¢ transportado tanto pelo xilema quanto pelo floema,
mas ele é mais abundante na seiva do floema;

Estudos utilizando a ativacdo de gene-reporter dependente de
ABA, a qual reflete a localizacio de suas concentracoes, indicaram
que, 0 ABA acumula-se primeiramente no tecido vascular da parte
aérea e somente mais tarde aparece nas raizes e nas células-guardas.
® ©

Oh 2h 4h

FIGURA 23.5 Dinamica de resposta do gene-reporter, dependente
de ABA, ao estresse hidrico percebido pela raiz. As raizes das plantu-
las da linhagem repérter pAtHB6E::LUC foram submetidas a estresse
hidrico e a emissdo luminosa, dependente de luciferase {luz azul e
manchas verdes), foi registrada nos tempos Indicados. A expressao

6h 10h 14h

dependente do ABA foi observada nos hipocétilos em 2h, nervuras
cotiledonares em 4h e a distribuicao através dos cotilédones em 6h,
mas ndc apareceu nas raizes antes de 10h. Barras correspendem a
1mm {de Christmann et al., 2005).

Embora a concentraciao de 3 uM do ABA seja suficiente para
fechar os estomatos, nem todo o ABA da corrente xilematica alcanca

as células-guardas.

Contudo, durante as etapas iniciais do estresse hidrico, o pH
da seiva do xilema torna-se alcalino, aumentando do pH 6,3 para o

pH7,2.

A alcalinizacdo do apoplasto induzido pelo estresse favorece a
producio da forma dissociada ABA".

Ao mesmo tempo, o estresse hidrico acidifica o citossol,
contribuindo para a liberacao do ABA de seus locais de sintese e
reduzindo a absorcao das células do mesofilo
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As alteracoes do pH aumentam a quantidade de ABA que
chega as células-guardas por meio da corrente de
transpiracao durante o estresse hidrico

Superficie
superior da
epiderme

Parénquima
palicadico

Parénquima Estresse
esponjaso hidrico O

pH7.2 Durante o estresse hidrico,
a ligeira alcalinizaggo da
seiva do xilema facilita a
dissociagdo do ABAH em

G

Boas condigdes
de hidratacao

A seiva acida do xilema
facilita a absorcdo da
forma indissociada do
ABA (ABAH) pelas
células do mesofilo.

Superficie : “ =
inferiorda —| ( )
epiderme = == -
Célula-guarda Uma vez que o ABA ndo
atravessa facilmente as
FIGURA 23.6 A alcalinizag&o da seiva do xilema durante o estresse membranas, mais ABA chega até
hidrico promove na redistribuicao do ABA na folha. as células-guarda sob condigBes

de estresse hidrico,

Desta forma, o ABA pode ser redistribuido na folha sem
que a sua quantidade total seja aumentada.

Por esse motivo, 0 aumento no pH da seiva do xilema
pode funcionar como um sinal adicional das raizes, promovendo
o inicio do fechamento estomatico.



ROTAS DE TRANSDUCAO DE SINAL DO ABA

Receptores do ABA: os candidatos a receptores incluem diversas classes de
proteinas;

“Sinalizadores secundirios (amplifica¢io): incluem Ca?*, EROs, nucleotidios
ciclicos e fosfolipidios, IP; NO.

«»+Tipos de resposta:

v'Respostas rapidas ou de curto prazo: envolvem alteracdo no fluxo de ions
através das membranas, podendo envolver regulacio génica. Ex: Fechamento
dos estomatos;

v'Respostas lentas ou de longo prazo: envolvem inevitavelmente grandes
mudancas no padrao de expressao génica: Ex: Maturacao de sementes.

—Inducao — elementos de resposta ao ABA (ABRE); Ex: VP1 (atua como
repressor da transcricio de genes regulados pelas GA).

—Repressiao — elementos de resposta ao GA (GARE). Ex: GA-MYB (fator de
transcricao).

FIGURA 23.7 Um modelo de interagao do
ABA ABA com trés classes de candidatos a recep-
tores. Os receptores de ABA identificados
até o memento estdo localizados no plasti-
deo {CHLH), membrana plasmética (GTG1
e GTG2), ctosol e nicleo (PYR/PYL/RCAR).
Tedos medeiam efeitos do ABA, tantc a ex-
pressac génica quante o influxo envalvide

na regulagio estordtica (representada, por
simplicidade, pelo canal A7). Contudo, o cru-
zamento entre os eventos de sinalizaggo a ju-

sante ainda nio estdo claros. PP2Cs, dado ABI
de protefnas fosfatases; SnRKhs, cinases rela-
cionadas a SNF; TFs, fatores de transdugao,
incluindo fatores de transcricio de ligagdo a
ABRE. Linhas continuas, interacbes direta li-
nhas tracejadas, interagdes desconhecidas;
setas, regulacdo positiva; barras, repressdo,

Plastideo

Proto IX

Genes regulados por ABA 4~ l
Genes de proteinas € --rh-memmeddaaaan
de plastideo

Sinalizagao

& Nicleo regressiva
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A sinalizacao do ABA envolve tanto rotas
dependentes quanto independentes do calcio

1,2 ABA

535:480 nm ratio

Tempo (min)

FIGURA 23.8 O ABA induz oscilagbes de célcio em células-guarda
de Arabidopsis, as quais sao detectadas pela expressao transgéni-
ca de yeflow cameleon, uma protelna-corante indicadora de célcio.
(A) Repetidas oscilagdes transientes do célcio, induzidas pelo ABA,
estdo indicadas pelo aumento da taxa de emissao de fluorescén-
cia a 535 e 480nm. (B) Imagens de fluorescéncia pseudocoloridas
de células-guarda de Arabidopsis; azul, verde, amarelo e vermelho
representam o aumento citosolico das concentragoes do calcio {de
Schroeder et al., 2001).

Imagens diretas da oscilacao de calcio sustentam a hipotese de
que um aumento no calcio citosdlico, parcialmente obtido das
reservas intracelulares, é o responsavel pelo fechamento estomatico
induzido pelo ABA.

Embora a resposta do calcio induzida pelo ABA seja uma
caracteristica-chave do modelo atual para o fechamento estomatico
promovido pelo ABA, ele é capaz de induzir o fechamento estomatico
mesmo em células-guardas que nao apresentam aumento no calcio
citosolico.

Isto é, 0 ABA parece ser capaz de atuar por meio de uma ou
mais rotas independentes do calcio. Por exemplo, 0 ABA causa a
alcalinizacao do citosol de cerca de pH 7,7 para 7,9, a qual pode levar
a ativacio de canais de efluxo de K* e ao fechamento estomatico.

17/07/2013
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O metabolismo de lipidios induzido pelo ABA gera
mensageiros secundarios

Varios mensageiros derivados de lipidios [os
fosfoinositidios (IsP; e InsP;), DAG, esfingosina-1-fosfato (S1P)
e o acido fosfatidico], bem como enzimas que os produzem e os
degradam, estio envolvidos em miltiplos circuitos de
retroalimentacio e rotas que amplificam a sinalizacao do ABA.
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FIGURA 23.9 Ativada pelo ABA, a esfingosina cinase catalisa a
fosforilagdo da esfingosina a esfingosina-1-fosfato.

Proteinas cinases e fosfatases regulam etapas importantes
da sinalizacao do ABA

Quase todos os sistemas de sinalizacao bioldgica envolvem
reacoes de fosforilacao e desfosforilacao de proteinas em alguma
etapa da rota. Assim, a sinalizacdo do ABA nao ¢ excecdo.

Tanto  estudos bioquimicos quanto  genéticos
identificaram numerosas familias de proteinas cinases e
fosfatases mediando aspectos especificos da sinalizacio do ABA.

17/07/2013
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O ABA regula a expressao génica

Apos os processos iniciais de transducao de sinal do ABA, este

causa alteracoes na expressao génica.

O ABA regula a expressio de numerosos genes durante a

(estresse salino).

maturacao de semente, aclimatacio a condicoes de estresse, como a
seca, adaptacdo a baixas temperaturas e tolerancia a salinidade

Supoe-se que os genes induzidos pelo ABA e pelos estresse

contribuam para os aspectos adaptativos da tolerancia induzida.

A ativacao génica pelo ABA é mediada por fatores de

1. Produgdo de ABA e de uma
diversidade de fatores de transcricao em
resposta a sinais do desenvolvimento ou
ambientais.

2. Asinaliza¢ao dependente de
fosfolipase D (PLD), a regulacio por
microRNA (miRNA) e a ativacéo de
muitas cinases estdo implicadas na
ativagZo de fatores de transcrigdo pelo
ABA. Os promotores dos genes regulados
por ABA possuem diferentes
combinagdes de sitios de reconhecimento
(MYBR, MYCR, etc.), que podem se ligar a
varios membros das familias de fatores
de transcri¢gdo correspondentes. Multiplos
membros de cada classe da familia de
fatores de transcricdo participam da
sinalizagdo do ABA.

3. Além de formarem homo e
heterodimeros dentro das familias,
alguns desses fatores interagem
reciprocamente e com componentes
adicionais da maquinaria de transcrigdo.
A combinag&o especifica determina a
extens&o da ativacdo ou da repressdo
de um determinado gene.

4. Alguns genes de fatores de
transcricdo possuem regulacdo cruzada
e sa0 autorregulados, aumentando, em
alguns casos, a resposta do ABA por
retroalimentacdo positiva.

5. Na auséncia do ABA, esses fatores de
transcricdo de ABA (ABI) sdo
degradados via proteassomo,

o~
transcricao
Maturagdo do Estresse hidrico,
embrido osmdatico ou nutricional

l ~o/

Sinalizagao dependente de
PLD, regulagio por miRNA

Sem ABA / \:
bzip - @) e (Yo &2 —
(AB[S)

Outros fatores
de transcn;éo
@ Interacdo de
fatores de
Proteassomo 265
MYER |/ {mycr |7 ABRE ABRE Sph f‘Q@

transcricio
Expressdo génica regulada pelo ABA

1 |

Degradagdo de ABI Germinagdo Maturagdo do embrido
Crescimento de plantula Tolerancia 4 dessecagao

Atlva;éo de cinase

FIGURA 23.10 Mecanismos reguladores e fatores transcricionais que medeiam a ex-
pressao génica regulada pelo ABA.
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Efeitos do ABA na fisiologia e no desenvolvimento

O principal papel do ABA ¢é regular o inicio e a
manutencdo da dorméncia de sementes e de gemas e as
respostas do vegetal ao estresse, em particular ao estresse
hidrico.

Além disso, 0 ABA pode influenciar outros aspectos do
desenvolvimento vegetal por interacio, geralmente como um
antagonista, com auxina, citocinina, giberelina, etileno e
brassinosteroides.

O ABA regula a maturacao das sementes

O desenvolvimento das sementes pode ser dividido em trés fases
com duracido aproximadamente igual:

1. Caracterizada pela divisao celular e diferenciacao dos tecidos, o
zigoto sofre embriogénese e o tecido do endosperma prolifera;

2. As divisoes celulares cessam e compostos de armazenamento sao
acumulados;

3. O embrido de uma semente ‘‘ortodoxa torna-se tolerante a
dessecacao e a semente desidrata, perdendo mais de 90% de agua.
Como consequéncia da desidratacdo, o metabolismo cessa e a
semente entra em um estado quiescente (laténcia). Em alguns casos,
as sementes tornam-se dormentes.

17/07/2013
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Diferente das sementes quiescentes que germinam apos a
reidratacdo, as sementes dormentes necessitam de tratamento
adicional ou de sinalizacao para que a germinacao ocorra.

Ao contrario das sementes ortodoxas as sementes
recalcitrantes nao completam esta fase, apresentando elevado
contetido de umidade na maturidade e nao toleram dessecacio.

As duas ultimas fases resultam na producio de sementes
viaveis e com recursos adequados para sustentar a germinaciao, bem
como a capacidade para retardar a germinacdo por semanas e até
anos antes de reiniciar o crescimento.

O contetido de ABA nas sementes é muito baixo no inicio da
embriogénese, atingindo os niveis mais elevados na fase intermediaria
desse processo e, entao diminui gradualmente, reduzindo os niveis a

medida que a semente atinge a maturidade.

Portanto, existe um grande pico de acimulo de ABA na
semente, correspondente ao periodo entre as fases intermediaria e

tardia da embriogénese.

17/07/2013
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O balanco hormonal das sementes é complexo devido ao fato
de que nem todos os tecidos possuem o mesmo genétipo.

* A testa é originada dos tecidos maternos;

* O zigoto e o endosperma sao originados das plantas parentais.

» O genétipo zigético controla a sintese do ABA no embriao e no

endosperma e é essencial para a inducio da dorméncia;

» O genétipo materno controla o primeiro e principal pico de
acimulo de ABA, auxiliando na inibicio da viviparidade na fase

intermediaria da embriogénese.

O ABA inibe a germinacao precoce e a viviparidade

FIGURA 23.3 A germinagéo pre-
coce envolve a germinagao de se-
mentes no fruto enguanto estédo
ainda ligados a planta. A figura
apresenta a germinagao precoce
do mutante viviparous 14 ABA-
-deficiente (vp74) de milho. A
proteina VP14 catalisa a clivagem
dos 9-cis-epdxi-carotenoides para
formar xantoxina, um precursor do
ABA (cortesia de Bao Cai Tan e Don
McCarty).

A viviparidade é uma
caracteristica de muitas

sementes deficientes em
ABA.

17/07/2013
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O ABA promove o acimulo de reservas nas
sementes e a tolerancia a dessecacao

Durante as fases intermediaria e tardia da embriogénese,
quando os niveis de ABA s3o mais elevados, as sementes acumulam
compostos de reserva que sustentariao o crescimento da plantula.

Outra importante funcio do ABA no desenvolvimento da
semente é promover a aquisicao de tolerdncia a dessecagdo.

A medida que as sementes em amadurecimento comecam a
perder agua, os embrides acumulam acucar e as proteinas LEA (late
embryogenesis abundant); acredita-se que essas moléculas interajam
para formar um estado cristalino, envolvido na toleriancia a
dessecacao.

A dormeéncia de sementes pode ser regulada por
ABA e por fatores ambientais

* Durante a maturaciao da semente, 0 embrido desseca e entra
em uma fase quiescente.

* A germinaciao da semente pode ser definida como a retomada
do crescimento do embriao da semente madura, que depende
das mesmas condicoes ambientais das quais depende o
crescimento vegetativo:

* a agua e o oxigénio devem estar disponiveis, a temperatura
deve ser adequada e nao devem existir substancias inibidoras.
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* Em muitos casos, uma semente viavel niao ira germinar, mesmo
se todas as condicOes ambientais para o crescimento sejam
satisfeitas.

« Fenomeno denominado de DORMENCIA DE SEMENTES.

* A dorméncia de sementes induz um retardo temporal no
processo de germinacao, fornecendo um tempo adicional para a
dispersao da semente por distancias geograficas maiores.

* A dorméncia de semente pode ser o resultado da dormeéncia
imposta pela testa, da dorméncia do embrido ou de ambas.

TIPOS DE DORMENCIA DE SEMENTES

+» Dorméncia imposta pela testa ou outros tecidos circundantes
(endosperma, pericarpo ou 6rgaos extraflorais) pode ocorrer
pelos seguintes mecanismos:

» Impedimento da absorc¢ao de agua;
> Restricao mecanica;

» Interferéncia com as trocas gasosas;
> Retencao de inibidores;

» Producio de inibidores.
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% Dorméncia do embriao (fisiolégica ou endégena) devido a presenca de
inibidores, especialmente ABA, bem como a auséncia de promotores,
tal como GA. A quebra da dorméncia é frequentemente associada com
a diminuicdo da relacao ABA/GA.

Fatores externos liberam a semente da

dorméncia do embrido:

1. Pés-maturaciao (necessitam de um tempo em condicées secas, apds a
dispersao para reducao da umidade);

2. Resfriamento (estratificacdo em sementes embebidas);

3. Luz (fotoblastia em sementes embebidas).

A dorméncia da semente é controlada pela razao
entre o ABA e GA

O balanco ABA:GA ¢ tanto ajustado quanto interpretado pela
acao de fatores de transcricao.

A promocao da germinaciao pelo GA requer a destruiciao de
proteinas da familia DELLA, que reprimem a germinacao, em parte,
pelo aumento da expressao de proteinas que promovem a sintese de
ABA.

O aumento nos niveis do ABA, entao, promove o aumento da
expressao de fator(es) de transcricao ABI e de proteinas DELLA que
inibem a germinacdo, gerando um circuito de retroalimentaciao
positiva (Piskurewisck et al., 2008).
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Em baixos potenciais hidricos, 0 ABA promove o crescimento
das raizes e inibe o crescimento da parte aérea.

(A) Parte aérea (B) Raiz (C) Relagdo raiz: parte aérea
60~ 150 501
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FIGURA 23.11 Comparagdo do crescimento de partes aéreas (A)
e de rafzes (B) de plantas normais de milho em comparacdo com
mutantes deficientes em ABA (viviparous, vp) cultivadas em vermi-
culita e mantidas em potencial hidrico alto (¥,, = -0,03 MPa) ou
em potencial hidrico baixe (¥, = -0,3 MPa em A e —1,6 MPa em
B). O estresse hidrico (baixo ¥, diminui o crescimento tanto das

raizes quanto das partes aéreas, comparado com os controles. (C)
Sob condicbes de estresse hidrico (baixo ¥,, definido como uma
leve diferenga para parte aérea e raiz), a relagao de crescimento da
raiz, comparada com & parte aérea, &€ muito maior quando o ABA
estd presente (isto &, no tipo selvagem) do que quando ele ndo esta
presente (no mutante) (de Saab et al., 1990).
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Efeitos do ABA na fisiologia e no desenvolvimento

* Promove a senescéncia independente do etileno — ABA promove a
senescéncia e pode indiretamente aumentar a [etileno] que estimula a

abscisao;

* O ABA é acumulado nas gemas dormentes. O avanco no conhecimento
do papel desse hormonio na dorméncia das gemas, o qual se aplica
principalmente para lenhosas perenes, encontra-se em atraso pela

inexisténcia de um sistema genético adequado;

* O ABA fecha os estomatos em resposta ao estresse hidrico. O
esclarecimento do papel do ABA nas respostas ao frio, a salinidade e
ao estresse hidrico levou a sua caracterizacdo como um horménio do

estresse.

O ABA regula canais de ions da membrana plasmatica das

células-guardas

Corrente positiva interna

“ ABA (eventos de despolarizacdo da membrana)
k4 _
2 +20 l
o
£
g Corrente
[ ] )
i Aumento do Ca®* citosélico
= _
- T
s 5 minutos
4
[+]
&
‘E 2 M- )
rs
g L= ‘
5 0
o]

ABA Tempo (min)

FIGURA 23.12 Medigdes simulténeas da corrente positiva interna e pela técnica patch clamp™; o célcio foi medido com o uso de um coran-
aumentos das concentragdes do Ca™* citosdlico, ambos induzidos pelo te indicador fluorescente. © ABA foi adicionade ao sistema no ponto
ABA, em uma célula-guarda da fava (Vicia faba). A corrente foi medida indicado pela seta, em cada caso (de Schroeder e Hagiwara, 1990).

* N. de T.: Desenvolvido para células animais, vem sendo utilizada para células vegetais. Por meio de uma leve pressio, um pequeno pedaco
da membrana ¢ retirado e fixado no dpice de um eletrodo. Essa técnica permite o estudo de canais idnicos quanto a seletividade, a abertura e ao

fechamento, além da capacidade de ativagdo.

0Os aumentos do Ca**
citoplasmatico coincidem
aproximadamente com os
eventos de despolarizagdo
da membrana
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FIGURA 23.13 Aumento da concentracao do Ca™ citosdlico induzido pelo ABA nas
células-guarda (painel superior) e da abertura estomética induzida pelo ABA {painel
inferior). O aumento do Ca®" inicia dentro de ~ 3 minutos, sequido pela diminuicio da
abertura estomatica dentro de 5 minutos (de Mansfield e McAinsh, 1990).

O ABA regula a H*-ATPase da membrana plasmatica das

células-guardas

Luz azul 1. Um pulso de luz azul ativa a
H*-ATPase da membrana
plasmética, a qual bombeia
prétons para o meio,
acidificando o pH.

5 WM ABA

Controle
A

K 3. Esses resultados demonstram

que o ABA induz alteragbes na
50 uM ABA/ célula, inibindo o H*-ATPase da
, membrana plasmatica.

0 7.5 15 30
Tempo (min)

2. A adicdo de ABA ao meio de
cultura inibe a acidificacdo em
40%.

FIGURA 23.14 Inibicao pelo ABA das bombas
de prétons em protoplastos de células-guarda
estimulada pela luz azul. Os protoplastos de
células-guarda, em suspensao, faram incuba-
dos sob luz vermelha, sendo o pH do meio de
suspensao menitorade com um eletrodo de pH.
O pH inicial foi o mesmo em todos os casos (as
curvas estao deslocadas para facilitar a visuali-
zacao) (segundo Shimazaki et al., 1986).
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1. O ABA liga-se ao seu receptor
(para simplificar, sdo
apresentados somente os
receptores da membrana
plasmética).

2. Aligacdo do ABA induz a
formacdio de espécies reativas
de oxigénio (ERO) que ativam
canais de Ca2+ da membrana
plasmética. A fosfolipase D (PLD)
medeia a producio do acido
fosfatidico (PA), que contribui
para a fermag&o de ERO.

3. O influxo do célcio inicia o
aumento transiente do calcio
intracelular e promove a
posterior liberagdo do calcio do
vacuolo.

4. 0 ABA estimula a produgao
de NO, que aumenta os niveis.
de ADPRc.

5.0 ABA aumenta os niveis do
InsP3 por meio de uma rota de
sinalizagdo que inclui S1P,
proteinas G heterotrimérica e
fosfolipase C e D (PLC e PLD).

6. O aumento de ADPRc e InsP3
ativa canais de cdlcio adicionais
no tonoplasto, liberando mais
Ca2*+ dos vacuolos.

7. 0 aumento do célcio
intracelular bloqueia os canais

in da membrana
plasmatica.

8. 0 aumento do célcio
intracelular promove a abertura
de canais de CI7,, {anions) da
membrana plasmatica,
causando a despolarizaggo.

Rota de ERO

a2+
K' cr

Va:ﬁolc

9, Bombas de prétons da
membrana plasmética sio
inibidas pelo aumento do célcio
<citosélico induzido pelo ABA e
pela elevacdo do pH intracelular,
despolarizando posteriormente
a membrana plasmatica.

FIGURA 23.15 Modelo simplificado para a sinalizagdo do ABA em
células-guarda. O efeito liquido & a perda de (K*) e de seu &nion
(CI" ou malato™) da célula. ADPRc, ADP-ribose ciclico; InsP, = ino-
sitol 1,4,5-trifosfato; NO = dxido nitrico; PA, &cido fosfatidico; PLC,
fosfolipase C; PLD, fosfolipase D; R, receptor; ERO, espécies reativas
de oxigénio; S1P, esfingosina-1-fosfato.

10. A despolariza¢ao da
membrana ativa canais de
K*,» Na membrana
plasmatica.

Vactolo
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Rotas de InsP; e ADPRc

11. Para safrem por meio
da membrana plasmatica,
o Kt e os &nions sao
inicialmente liberados dos
vac(olos para o citosol.
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