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RESUMO

MADEIRA, Nayara Nolasco, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, Novembro de
2014. Toxicidade de cadmio em plantas transgénicas de soja e de tabaco
expressando os genes BiP e aldeido desidrogena®eientador: Renildes Lucio
Ferreira Fontes. Coorientadores: Elizabeth Pacheco Batista Fontes e Julio César Lima
Neves.

A contaminacdo do solo e da agua com metais pesados € um crescente problema
ambiental em todo o mundo. Dentre os metais pesados estd o cadmio (Cd), que é
altamente toxico para humanos, animais e plantas. A toxicidade desse metal causa
estresse oxidativo nas plantas, afetando de maneira negativa seu crescimento e
metabolismo, desencadeando alteracfes bioquimicas, fisiolégicas e moleculares que
limitam a produtividade das culturas. A expressao de alguns genes confere as plantas
maior capacidade de enfrentar os estresses, aumentando sua tolerancia a condigdes
adversas do ambiente. Trabalhos desenvolvidos com plantas transgénicas mostraram
que a expressdo ectopica dos geB#zs e ALDH7 confere tolerdncia aos estresses
hidrico e salino nas plantas. Estas observacdes levaram a hipotese de que as vantagens
adquiridas com a expressao ectopic8ifee ALDH7 nas plantas poderiam também ser
efetivas contra toxicidade por metais pesados. Os objetivos deste trabalho foram estudar
atoxicidade de Cd em plantas de soja e de tabaco, avaliando seu efeito no crescimento
da planta e caracterizando os sintomas de toxalazaliar se plantas transgénicas de

soja superexpressando BiP e plantas transgénicas de tabaco expressando ALDH7
apresentam tolerancia ao estresse causado por excesso de Cd. As linhagens de soja
transformadas utilizadas neste trabalho foram 3532BH’-35S:BIP-4, e para o
tratamento controle, foram utilizadas linhagens taé@gformadas (“wild type”) (WT).

As plantas de soja foram cultivadas durante oito dias em solug&o nutritiva contendo Cd
nas doses 0; 0,5; 1,5; 3,0 md.lAs linhagens de tabaco transformadas utilizadas foram
TP55-S3 (sensok TP55anti-4 (anti-senso), e para o tratamento controle, foram
utilizadas linhagens naeansformadas (“wild type”). As plantas de tabaco foram
cultivadas durante quatro dias em solucéo nutritiva contendo Cd nas doses22,5,5

mg L™ A producdo de matéria seca nas plantas das trés linhagens de soja estudadas
diminuiu com o incremento das doses de Cd na solugéo nutritiva, no entanto, a
linhagem WT apresentou sensibilidade ao Cd significativamente maior do que as
linhagens transgénicas, em termos de reducgdo relativa de matéria seca. O teor e 0

conteudo de Cd aumentaram tanto na raiz como na parte aérea das plantas das trés
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linhagens de soja, entretanto, as linhagens transgénicas apresentaram maior capacidade
de absorver o Cd e transporta-lo para a parte aérea, em comparacdo com a linhagem
WT. Com o incremento das doses de Cd na solugdo nutritiva, a retencdo de Cd
aumentou no sistema radicular da soja, nas trés linhagens. Os sintomas de toxidez de Cd
se caracterizaram pelo aparecimento de manchas avermelhadas nos caules, peciolos e
nervuras das folhas, folhas cloréticas, encarquilhadas, murchas e secas, liberacdo de
exsudados avermelhados nos caules e reducdo do crescimento. Nas plantas expostas ¢
maior dose de Cd, esses sintomas foram mais brandos nas linhagens transgénicas,
superexpressando BiP em comparacdo as plantas controle. Isso sugere a possibilidade
dessas plantas apresentarem mecanismo de tolerancia ao Cd. Nas trés linhagens de
tabaco estudadas, a producdo de matéria seca das plantas diminuiu com o incremento
das doses de Cd na solucdo nutritiva, no entanto, a linhagem anti-senso apresentou
sensibilidade ao Cd significativamente maior do que as linhagens senso e WT, em
termos de reducéo relativa de matéria seca. O incremento nas doses de Cd na solugao
nutritiva resultou em aumento do teor de Cd tanto nas raizes como na parte aérea das
plantas das trés linhagens, apresentando pequena variacdo entre estas. Houve maior
absorcéo de Cd pelas plantas sengéTe sendo que essa diminuiu com o aumento das
doses de Cd na solucao nutritiva. A linhagem anti-senso apresentou menor absorc¢éo de
Cd devido a maior intensidade de danos no sistema radicular, em consequéncia da sua
maior sensibilidade a toxidez do Cd. Houve maior acimulo de Cd na parte aérea do que
na raiz das trés linhagens. As plantas apresentaram danos severos no sistema radicular,
murcha acentuada, manchas avermelhadas nas nervuras das folhas, encarquilhamento
das folhas novas, clorose internerval e reducdo do crescimento, sendo esses sintomas
mais severos nas plantas anti-senso. Nao se observou nenhuma vantagem adquirida com
a expressado da proteina ALDH7A nas plantas de tabaco. Entretanto, os resultados
sugerem que a expressdo do ALDH7A em tabaco pode ser importante para ativar
mecanismos de resposta ao estresse oxidativo causado pelo Cd nas plantas uma vez que
mesmo nao tendo sido observada tolerancia diferencial das plantas senso em relacéo as
plantasWT, a supresséo da expressao desse gene nas plantas anti-senso levou a maiores

danos causados pelo Cd.
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ABSTRACT

MADEIRA, Nayara Nolasco, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, November, 2014.
Cadmium toxicity in BiP and ALDH7 expressing plants.Adviser: Renildes Lucio
Ferreira FontesCo-advisers: Elizabeth Pacheco Batista Fontes and Julio César Lima
Neves.

The contamination of the soil and water with heavy metals is one of the biggest problem
in the environment in the world. Cadmium (Cd) is a heavy metal highly toxic to
humans, animals and plants. Cd toxicity causes oxidative stress in plants, which affects
the growing and metabolism in a negative way. Moreover, in Cd contaminated areas, it
promotes biochemical and physiological changes, which are associated with lower
productivity in the crops around the world. It is known that some genes are able to help
the plants to cope with different kind of stresses, in such a way that there is an increase
in the plant tolerance to adverse environmental conditions. Transgenic plants, which
overexpress BiP and ALDH7 genes, have shown tolerance to hydric and salinity
stresses. This kind of occurrence has led to the hypotheses that those genes could confer
tolerance to heavy metal toxicity. In this work, the focus was the study of the effects of
Cd toxicity in soybean and tobacco in plants expressing BiP and ALDH7, respectively.

It was evaluated the plant growth under Cd exposure, it was characterized the symptoms
of Cd toxicity in those plants and evaluated if the transgenic lines are more tolerant to
Cd stress. In the soybean experimental work, it was used two different transgenic lines
of BiP (35S-BiP2 and 35S-BiP4) and a non-transgenic line (wild type) (WT) as a
control. Soybean plants were grown in hydroponic conditions in Cd enriched nutrient
solutions during eight days, to evaluate the effect of different Cd concentrations 0; 0,5;
1,5; 3,0 mg [* in transgenic and non-transgenic plant growth. Dry matter weight
decreased in all soybean lines as a result of increased Cd concentration in the nutrient
solution. However, the WT line showed higher relative reduction of dry weight
compared to the soybean transgenic lines, which suggests a higher sensibility of the WT
to Cd toxicity. Cadmium concentrations and contents increased in roots and shoots of
soybean as the Cd in nutrient solution was increased and, although the transgenic lines
had higher efficiency to transport Cd to the leaves, Cd retention was higher in roots than
shoots, for the three lines. Cadmium toxicity symptoms in soybean were characterized
by red spots on the stem and petioles, redness in leaf nervures, chlorosis, wrinkled
leaves, release of red exudates in the stem and decrease in growth. In plants grown

exposed to the highest Cd concentration, these symptoms were less apparent in the

viii



transgenic lines plants as compared to the control plants. The results found for the
soybean BiP overexpressing lines indicate the possibility that those plants have a
mechanism that helps the plant to cope with Cd toxicity and make them more tolerant
than the WT plants. The experiment with tobacco was performed with plants that
express the ALDH7 in sense orientation (TP55-S3) and antisense orientation (TP55anti-
4) and non-transgenic plants (wild type) as control. The tobacco plants were grown in
nutrient solutions that received Cd at the concentrations G2 355 mg L™, by four

days. The three tobacco lines showed a decrease in dry weight production when Cd
concentration was raised in nutrient solution. The line TP55anti-4 presented a higher
sensibility to Cd compared to WT and TP55-S3 lines, when the data of relative decrease
in dry matter yield were compared. Cadmium concentrations in roots and shoots
increased as a result of the raise in the Cd concentrations in the nutrient solutions, for
the three lines, with low variation among them. Cadmium absorption was higher in WT
and TP55-S3 plants and decreased when the solution Cd concentration was raised. The
lower Cd absorption in TP55anti-4 was due to more severe damage that occurred in its
root system, which is related to the higher sensibility of those plants to Cd toxicity.
Cadmium accumulation was higher in shoots than in roots for the three tobacco lines. It
was observed severe damage in the root system, along with loss of cell turgor, red spots
in the leaves nervures, wrinkled leaves, chlorophyll loss and decrease in growth. All
these symptoms were more severe in the TP55anti-4 line. Even though no acquired
advantage had been observed in the tobacco plants expressing ALDH7A as compared to
the WT plants, the results indicate that the expression of the ALDH7A in tobacco may
be important to activate a tolerance mechanism to cope the oxidative stress caused by
Cd. This is based on the observation that although no differential tolerance had been
observed for the sense plants as compared to the WT plants, the suppression of this gene
in the TP55anti-4 plants has led to more severe damage caused by Cd toxicity in those
plants.



1. INTRODUCAO GERAL

As plantas constantemente sdo submetidas a condi¢Bes de estresses bioticos e
abidticos, em especial aqueles causados por metais pesados, que afetam de maneira
negativa seu crescimento e metabolismo, desencadeando alteracbes bioquimicas,
fisioldgicas e moleculares que limitam a produtividade agricola.

O uso de fertilizantes, a queima de combustiveis fosseis, 0 intemperismo e a
deposicado atmosférica sdo exemplos de processos que podem introduzir metais pesados
no ambiente. O cadmio € um desses metais. Em ecossistemas agricolas, o acamulo
desse metal pode prejudicar a produtividade das culturas e, dependendo da sua
concentracdo nas plantas, pode causar danos a saude humana (Wagner, 1993). Mesmo
qgquando presente em baixas concentracfes, o Cd pode causar estresse oxidativo e
desnaturacdo de proteinas, resultando em reducdo na atividade enzimatica e na
fotossintese, danos as membranas, clorose, dentre varias outras mudancas metabdlicas,
assim como alteracao do balancgo nutricional das plantas (Kurelizgl 2004; Losch,

2004).

O desenvolvimento de novos genoétipos de plantas mais tolerantes a estresses
biéticos e abibticos tem se tornado essencial para que a agricultura continue produzindo
alimentos para a crescente populacdo mundial, assim como gerando empregos e
movimentando a economia.

BiP (“binding protein”) ¢ uma proteina multifuncional envolvida na regulagado
de diversos processos celulares associados ao reticulo endoplasmatico e ALDH7 é uma
enzima pertencente ao grupo das aldeido desidrogenases envolvida em mecanismos de
detoxificacdo de aldeidos gerados em condicdes de estresses oxidativos. A expressao de
alguns genes confere as plantas maior capacidade de enfrentar os estresses, aumentand
sua tolerancia a condicGes adversas do ambiente. Trabalhos desenvolvidos com plantas
transgénicas expressando os genes que codificam BiP (Vetaalte2009; Reiset al,

2017 e ALDH7 (Rodrigueset al, 2006) mostraram que essas plantas apresentaram
tolerancia aos estresses hidrico e de salinidade. Estas observagfes levaram a hipotese de
gue as vantagens adquiridas com a expressao ectopica de BiP e ALDH7 nas plantas,
conferindo tolerancia aos estresses hidrico e de salinidade, poderiam, também, ser

efetivas contra toxicidade por metais pesados.



Os objetivos deste trabalho foram: estudar a toxicidade de Cd em plantas de soja
e tabaco, avaliando seu efeito no crescimento da planta e caracterizando os sintomas de
toxidez; e avaliarse plantas transgénicas de soja superexpressando BiP e plantas
transgénicas de tabaco expressando ALDH7 apresentam tolerancia ao estresse causado

por excesso de Cd.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Toxicidade de cadmio as plantas

O cadmio (Cd) é um metal pesado que afeta negativamente o crescimento e 0
desenvolvimento das plantas (Hasetinal, 2009). E um elemento toxico, mesmo
gquando presente em baixas concentracfes (Guimataak 2008). Os efeitos da
toxicidade desse elemento podem ser observados desde a germinacao, pois sua presenc:
em niveis altos no ambiente onde as sementes sdo postas a germinar reduz a atividade
dasa e f amilases, comprometendo a respiragéo (Chugh e Sawhney, 1996) e resultando
na inibicdo do crescimento do eixo embriondrio e da radicula (Kabata-Pendias e
Pendias, 2000; Shaet al, 2004).

O Cd é facilmente absorvido pelas raizes das plantas e, uma vez acumulado em
niveis toxicos, pode interferir em um numero de processos metabdlicos, incluindo a
fotossintese e a respiracdo (Hastal, 2009). A quantidade de Cd que se acumula nas
raizes ou transloca para as folhas e a intensidade dos seus efeitos sobre as plantas
variam consideravelmente entre as espécies e sao dependentes de varios fatores,
incluindo a concentracdo e duracdo da exposicdo ao metal (Rodriguez-8erahno
2006). Normalmente, o Cd é retido nas raizes e apenas pequenas quantidades sdo
transportadas para as folhas (Catatlal, 1983). A translocacédo do Cd de folhas para
frutos € baixa e o0 conteudo em graos de cereais oriundos de solos altamente
contaminados n&o excede 1 mgKilengel e Kirkby, 1982).

Niveis toxicos de Cd podem levar a desnaturacdo de proteinas e ao estresse
oxidativo, resultando em danos as membranas, redugdo na atividade enzimatica e
fotossintese, clorose, dentre véarias outras mudancas metabolicas (Guietaafies
2008). O alvo potencial da acdo de metais como o Cd sé&o enzimas e proteinas que
contem grupos sulfidril (SH) ligados entre si por ligacdes dissulfeto (Kurelzial,



2004; Losch, 2004). O Cd causa a oxidagdo destes grupos, destruindo as ligagbes
dissulfeto ao reagir com o enxofre, resultando na desnaturacdo da proteina e na reducao
da atividade enzimatica. Aparentemente, a acumulacdo de metal em excesso pode inibir
as enzimas através da ligacdo a grupos cataliticos ativos ou causar a desnaturacdo de
proteinas (Daset al, 1997). Existem vérios relatos sobre a inibicdo da atividade
fotossintética causada pelo Cd (Kurdizetl al, 2004; Lésch, 2004; Kippest al,

2007). Estes distarbios no metabolismo do cloroplasto ocorrem devido a inibicdo da
biossintese de clorofila e reducéo da atividade de enzimas envolvidas na fixacgo de CO
(Stobartet al, 1985; DE Filippis e Ziegler, 1993). Nos tilacéides, o fotossistema Il tem
sido identificado como o principal alvo de atuacédo do Cd, sendo que o tratamento de
Thlaspi caerulescensom 10 pmol L™ de Cd por quatro semanas reduziu a eficiéncia
fotoquimica maxima do fotossistema Il (Kupeerl, 2007).

A exposicdo das plantas a niveis toxicos de Cd pode induzir estresse oxidativo
através da geracdo de espécies reativas de oxigénio \gRQspor sua vez, podem
levar ao desencadeamento da apoptose (Romero-Peteala2007). Espécies reativas
de oxigénio sdo consideradas inevitaveis subprodutos do metabolismo aerdbico normal;
no entanto, muitos estresses podem perturbar a homeostase celular, aumentando assim a
producdo de EROs (Mittler, 2002). O aumento dos niveis de radicais oxidantes esta
associado a peroxidacdo de lipideos da membrana induzida pelo Cd (Devi e Prasad,
2004; Romero-Puertast al, 2006) e pode causar alteracdo na permeabilidade da
membrana celular (Kabata-Pendias e Pendias, 2000), na fluidez e na conformacgao
estrutural de enzimas ligadas a membrana, bem como as suas atividades (Devi e Prasad,
2004). Vestanat al (2011) observaram que houve fortes aumentos na concentracao de
H.O, e @, aumentando a peroxidacao lipidica, em plantas aquaticas (jacinto e salvinia)
devido ao estresse induzido por Cd.

Além das enzimas antioxidativas, as plantas contam com antioxidantes de baixo
peso molecular, tais como a glutationa-reduzida e acido ascorbico, que complexam
diferentes tipos de oxigénio reativo intermediarios, protegendo as células contra lesbes e
danos potenciais (Mittler, 2002). Algumas enzimas da via metabodlica da glutationa
também podem estar envolvidas na toleréncia das plantas ao estresse oxidativo induzido
por metais, como a glutationa S-transferase (Davis e Swanson, 2001), e a glutationa-
redutase (Pereiret al, 2002). O estresse oxidativo parece estar envolvido na toxicidade
de Cd em diferentes espécies de plantas (Romero-Patdhs2007). A resposta das

enzimas ao estresse oxidativo induzido por metais, no entanto, € dependente do tipo de
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metal e das condi¢cbes experimentais, tais como a concentracdo de metal, o tempo de
exposicdo e as espécies de plantas (Hegadls2001; Pereirat al, 2002).

A maioria das plantas tem baixa tolerancia ao Cd. Algumas espécies podem
apresentar mecanismos envolvidos na tolerancia a toxicidade causada pelo Cd, que
permitem o adequado funcionamento das vias metabdlicas e rapido reparo dos danos
causados as estruturas celulares. Esses mecanismos incluem associacdo micorrizica,
absorcédo e acumulacédo de metais através de ligacdo a exsudados extracelulates e pare
celular, precipitacdo por exsudados extracelulares, reducdo da absor¢cdo na membrana
plasmética, complexacdo de ions dentro da célula por vérias substancias, como &cidos
organicos, fitoquelatinas, aminoacidos, ferritinas e metalotioneinas, respostas de defesas
biogquimicas gerais como a inducdo de enzimas antioxidativas e a ativacdo ou
modificacdo do metabolismo da planta, e compartimentalizacdo dos metais no vacuolo
(Verkleij e Schat, 19905anita di Toppi e Gabrielli, 1999; Gonzalez-Mendoza e Zapata-
Perez, 2008).

Sintomas visiveis de toxicidade variam para cada espécie e até mesmo para as
plantas individuais, mas os mais comuns e inespecificos sintomas de intoxicacao por
metais pesados sdo pontos cloréticos ou marrons nas folhas e margens das folhas, e
raizes marrons e atrofisglfKabata-Pendias, 2011). A clorose foliar € um dos sintomas
tipicos visiveis da toxidade do Cd (Jiatal, 2005; Kuppeet al, 2007). Esse sintoma
pode ocorrer devido a uma competicdo do Cd com o Fe por sitios de absorcdo na
membrana plasméatica (Kabata-Pendias e Pendias, 2000) ou cdqikukdigiel et al,

2004), podendo, neste caso, afetar potencialmente a estabilidade das clorofilas. A
clorose também pode ser provocada pela deficiéncia de Fe ou pela reducdo no
transporte de Mn causadas pela presenca de Cd (Godbold e Hutterman, 1985).

Nas plantas, a absorc¢éo, o transporte e o uso de macronutrientes como Ca, P, K
(Daset al, 1997) e S (Jianet al, 2005), bem como absorcao de agua @aa, 1997)
podem ser afetados pela presenca de Cd. Em milho, Mb@to2002) verificaram um
decréscimo na absorcao de K pelo sistema radicular. A presenca de Cd também pode
afetar o metabolismo do Fe, Mn e Mg (Kabata-Pendias e Pendias, 2000) e reduzir a
absorcéo de nitrato e o seu transporte das raizes para a parte aérea atraves da inibicao de
nitrato redutase nas folhas (Hernan@¢zal, 1996). Os metais também podem agir
induzindo a deficiéncia ou a substituicdo de ions essenciais em metaloproteinas (Van
Assche e Clijsters, 1990).



Plantas transgénicas tém sido produzidas com o objetivo de aumentar a
tolerancia ao Cd (Guimaraest al, 2008); por exemplo, plantas transgénicas de
Brassica junceasuperexpressando a sintetase da GSH ou a sintetasg da
glutamilcisteina mostraram ser mais tolerantes ao estresse provocado pelo @t (Zhu
al., 1999; Wawrzynsket al, 2006).

2.2.Binding Protein (BiP)

A proteina BIiP lfinding proteir) constitui o chaperone molecular mais bem
caracterizado do reticulo endoplasmatico (Denecke, 1996). BiP contribui para a
translocacdo de proteinas recém sintetizadas, através da membrana do reticulo
endoplasmatico, bem como exerce importante papel no enovelamento das cadeias
polipeptidicas nascentes (Gething, 1999

O reticulo endoplasmatico (RE) € um compartimento sub-celular onde proteinas
e lipidios séo sintetizados. Condicbes de estresse podem atuar diretamente sobre a
homeostase do reticulo, resultando em acumulo de proteinas incorretamente enoveladas,
promovendo uma situacdo de estresse que altera o controle de qualidade da célula
(Trombetta e Parodi, 2003). Esse estresse ativa a via de resposta a proteinas mal
dobradas ynfolded protein respons&JPR), desencadeando degradacdo das proteinas
anormais e inducdo de chaperones moleculares e enzimas que contribuem para o
reestabelecimento da homeostase. Como resultado primério da ativacdo dessa via,
ocorre a regulacéo positiva e coordenada de um conjunto de genes, dentre eles o gene
que codifica a proteina BiP (Fink, 1999; Gething e Schretled, 2005; Ronet al,

2007).

Uma vez que as proteinas induzidas pela UPR estdo envolvidas no
enovelamento proteico, acredita-se que estas possuam funcao protetora no RE evitando
a agregacdo das proteinas. Em geral, 0 aumento da atividade secretora das células e
exposicdo a agentes que resultam em acumulo de proteinas mal-dobradas no RE,
causam inducédo de BiP em plantas (Bostiosl, 1996). A expressao de BiP em plantas
é induzida também por uma variedade de condi¢Bes de estresses bidticos e abidticos,
como estresse hidrico, infestacdo de fungos, ataque de insetos, estresse nutricional e
aclimacao ao frio (Figueiredst al, 19979.

O chaperone molecular BiP parece atuar em varios mecanismos de estresse,
respondendo tanto a injarias a nivel abiotico quanto biotico. Porém, 0os mecanismos

pelos quais a proteina BiP promove maior adaptacédo das plantas a condi¢cdes adversas



do meio ambiente permanecem paramserlucidados. Sabe-se, entretanto, que a fungao
protetora de BiP esta associada a sua capacidade de modular eventos de morte celular
induzidos por estresses (Retsal, 2013.

Diversas evidéncias na literatura tém demonstrado o papel de BiP na
manutencdo da homeostase celular. O grupo de pesquisadores do Laboratério de
Biologia Molecular de Plantas BIOAGRO, da Universidade Federal de Vigosa,
demonstrou que a superexpressdo de BIP em soja e em tafmuem o turgor da
folha em condicbes de seca resultando na maior tolerancia ao estresse hidrico
(Figueiredoet al, 1997; Cascardet al, 2000; Alvimet al, 2001; Valentest al, 2009;

Reiset al, 2011; Carvalho, 2013), bem como retardo na senescéncia foliar durante a
seca. Além disso, foi demonstrado que 0s genes de resposta a seca foram menos
ativadosem linhagens transgénicas submetidas a estresse hidrico indicando que a
superexpressao desse chaperone ameniza o estresse no RE €valer@09).

Especialmente em soja, Valente (2008), estudando o efeito da funcéo protetora
exercida pela proteina BiP contra o déficit hidrico, observou que a superexpressao de
BiP atenuou o fenbmeno de morte celular induzida pelo estresse osmoético e seca,
conferindo as plantas transgénicas melhor desempenho em condi¢cdes de desidratacao.
As plantas transformadas apresentaram maior tolerancia a seca, com menor peroxidagao
de lipideos, inducdo do processo de senescéncia retardado, capacidade fotossintética e
condutancia estomatica significativamente superior as plantas ndo transformadas. Em
trabalho mais recente, Regt al (2011), mostraram que a superexpressao de BiP
atenuou a morte celular mediada por estresse osmaético, atenuou a necrose em folhas e

manteve o turgor das plantas.

2.3. Aldeido desidrogenase (ALDH7)

Aldeido desidrogenases (ALDH) sdo enzimas que catalisam a oxidacdo de
aldeidos a seus acidos carboxilicos correspondentes, requerendo NeddgB)cofator
(Perozichet al, 1999a).As moléculas que contem grupos aldeidos séo intermediarias
em diversas vias bioguimicas fundamentais, sendo geradas durante o metabolismo de
carboidratos, vitaminas, esteroides, aminoacidos e lipideos (Yoshidé, 1998;
Vasiliou et al, 200Q. Essas moléculasmmbém podem ser sintetizadas em resposta a
estresses ambientais que perturbam o metabolismo, incluindo salinidade, desidratagéo,

dessecacao, frio e temperaturas altas (Bastlay, 1994; Bartels, 2001).



As enzimas aldeido desidrogenases constituem uma diversa superfamilia de
proteinas com importantes func¢des biologicas encontradas em varios organismos. Uma
classificacdo da superfamilia, baseada na sequencia de identidade dessas proteinas,
identificou 21 familias de proteinas ALDH em organismos eucarioticos (Pestath
1999a e 1999b; Sophed al, 2001). Onze destas familias estdo representadas nas
plantas (ALDH2, ALDH3, ALDH5, ALDH6, ALDH7, ALDH10, ALDH11, ALDH12,
ALDH18, ALDH19, ALDH21) (Wood e Krayesky, 2002; Bray, 2004

O cDNA da soja, denominaddmrl P-55 ( Glycine maxTurgor Protein 55 kDa)
codifica parauma proteina pertencente a superfamilia de enzimas conhecidas como
aldeido desidrogenases que é acumulada principalmente nas células caulinares durante
estresse hidrico (Rodrigues al, 2006). A analise comparativa entre sequencias de
aminoacidos com membros da superfamilia de aldeido desidrogenases demonstrou que
0 geneGmTP-55¢é provavelmente um membro da familia ALDH7A1 que contém os
homélogos da antiquitina em varios organismos como mamiferos, peixes e plantas
(Rodrigues et al, 2006). Evidéncias indicam que as proteinas ALDH7A estéo
envolvidas na osmorregulacdo de células vegetais durante o déficit hidrico (Wood e
Krayesky, 2002; Bray, 2004

Os homdélogos da TP-55 descritos na literatura atuam nos processos de regulacao
osmoética, como por exemplo, a Aldh2a uma desidrogenase de arroz que tem sua
expressdo aumentada em condi¢cdes anaerdbicas, sugerindo que 0 estresse provocadc
devido & reduzida concentracéo de oxigénio é regulado pela elevacdo dos nivéis de Ca
citosolico (Nakazonaet al, 2000). A proteina 26g de ervilh®.(sativum tem sua
expressdo aumentada em consequéncia do desequilibrio osmaético ocasionado por déficit
hidrico (Guerreroet al, 1990); enquanto que a proteina antiquitina de humanos é
encontrada principalmente nos rins e no ouvido, 0s quais sao 6rgdo relacionados com a
osmorregulacao (Vasilioet al, 2000).

Plantas transgénicas de tabaco e arabdopsis expressando constitutivamente o
cDNA de GmTP-55foram submetidas a diversas condicbes de estresses abioticos e a
expressao ectépica do geBenTP-55 tanto em arabdopsis quanto em tabaco, conferiu
as plantas tolerancia a estresse salino durante a germinacao e a déficit hidrico durante o
desenvolvimento (Rodriguest al, 2006). Esses autores observaram também sgue a
plantas transgénicas exibiram uma maior tolerancia a estresses oxidativos induzidos por

meio de tratamentos com®, e paraquat.



CAPITULO |

TOXICIDADE DE CADMIO EM PLANTAS TRANSGENICAS DE SOJA
EXPRESSANDO O GENE BIP



1. INTRODUCAO

A agricultura exerce um papel de destaque na economia mundial e a soja é hoje
uma das principais culturas geneticamente modificadas que possui grande importancia
socioecondmica. A produtividade agricola constantemente é afetada pelas condi¢bes
adversas do meio ambiente, em especial aquelas causadas por metais pesados. O
estresse causado por esses metais é um dos fatores que limita a produgéo, causando um:
série de mudancas fisiologicas, bioquimicas e moleculares nas plantas.

O cadmio (Cd) € um metal pesado toxico para as plantas, assim como para o
homem e os animais (Jotat al, 2010; DalCorset al 2010). Os danos causados por
Cd em células vegetais inclui, principalmente, producdo de espécies reativas de
oxigénio, peroxidacao lipidica, distarbios na fotossintese, disturbio na sinalizacdo de
calcio e inducdo de morte celular programada (PCD) (Cletffai, 2004; Zhanget al,

2005; Rodriguez-Serrared al, 2009; Maet al, 2010.

Condicdes de estresse podem atuar diretamente sobre a homeostase do reticulo
endoplasmatico (RE). Esta organela € um compartimento celular essencial para a sintese
e a maturacdo de proteinas secretérias, e funciona como reservatério de calcio.
AlteracBes das funcdes do reticulo endoplasmatico podem resultar em acumulo de
proteinas incorretamente enoveladas, alterando a homeostase dessa organela e
promovendo o estresse no RE. Este estresse geralmente € causado por uma sobrecarge
de proteinas mal dobradas no RE, que ativa a transducdo do sinal da via de resposta a
proteinas incorretamente enoveladas (UPR) (Zhang e Kaufman, 2004; Ron e Walter,
2007). Se o estresse do RE nédo for aliviado, vias apoptéticas sdo ativadas. Sob
condicles de estresse, a superexpressado de chaperones é essencial para a sobrevivénci
celular por facilitar o correto enovelamento de proteinas do reticulo e prevenir sua
agregacao.

BiP é uma chaperone envolvida na regulacdo de diversos processos celulares
associados ao reticulo endoplasmatico (Pilon e Schekman, 1999). Proteinas anormais e
incapazes de adquirir a conformagé&o nativa e funcional sdo reconhecidas pelo controle
de qualidade do reticulo endoplasmético e enderecadas para a degradacédo, prevenindo
seu acumulo no limen da organela e evitando, assim, a formacdo de agregados
insolGveis que podem tornar-se toxicos para a célula. BiP esta diretamente envolvida

nesse mecanismo de ciclagem, auxiliando a degradacdo e enderecamento desses



substratos para a degradacdo (Molirgtrial, 2002), além de funcionar como um
modulador da via de resposta a proteinas mal-dobradas (UPR) (Liu e Kaufman, 2003
Trabalhos anteriores desenvolvidos no Laboratério de Biologia Molecular de
Plantas (BIOAGRO-UFV) com plantas transgénicas superexpressando BiP mostraram
que essas plantas apresentaram tolerancia a estresse hidrico e salinidadet (@lyim
2001; Rodriguet al 2006; Valenteet al, 2009; Reiset al, 2011). Foi demonstrado
que a superexpressdo de BiP atenuou o fenbmeno de morte celular induzida pelo
estresse osmotico, conferindo melhor desempenho as plantas transgénicas em condi¢des
de desidratacdo. Estas observacdes levaram a hipdtese de que essas vantagens
adquiridas com a expressdo ectopica de BiP poderiam também exercer um efeito
protetor contra toxicidade por metais pesados.
O objetivo deste trabalho foi avaliar, em plantas transgénicas de soja
superexpressando BiP, o efeito da expressao constitutiva de BiP na protecdo contra a
toxicidade de Cd.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material Vegetal

2.1.1. Obtencéo das mudas de soja

Para determinar a resposta de plantas transgénicas ao estresse por Cd, foram
utilizadas plantas de soj&lfycine maxvar “Conquista”) superexpressando o gene
soyBiPD As sementes das plantas foram obtidas no Laboratério de Biologia Molecular
de Plantas da Universidade Federal de Vicosa (BIOAGRO-UFV). As linhagens de soja
transformadas utilizadas neste trabalho foram 35S-BIP2 e 35S-BIP4. Para o tratamento
controle, foram utilizadas linhagens n@msformadas (“wild type”). Os niveis da
proteina BiP observados nessas linhagens superexpressando BiP selecionadas sédo
superiores aos das plantas ndo-transformadas (Valente, 2008).

As mudas de soja foram obtidas pela semeadura em bandeja contendo substrato.
Logo apGs a emergéncia do primeiro foliolo, foi retirado um fragmento (disco foliar)
para confirmacdo da transformacdo das plantas transgénicas através de extracao de
DNA e PCR.

2.1.2. Extracado do DNA gendmico dos possiveis transformantes de soja
Para a extracdo do DNA das plantas de soja pelo método Dellaporta (Dellaporta,

1983), com algumas modificagcdes, amostras de 100 mg de tecidos vegetais foram
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maceradas em nitrogénio liquido usando almofariz de porcelana e pistilo. Os macerados
foram homogeneizados com tamp&o de extracdo (Tris-HCI 100 nmifpHL8, NaCl

500 mmol L}, EDTA 50 mmol ! ¢ p-mercaptoetanol 10 mmol) e agitados por 5 s

em temperatura ambiente. Em seguida, foi adicionado a mistura 33 uL de SDS 20 %
(p/v) e manteve agitacdo por 2 min em vortex. Apds este periodo, foram adicionados
160 uL de acetato de potassio 5 mdlé a mistura agitada por 2 min em vortex. Os
debris celulares foram removidos por centrifugacdo a 1@ 00@ante 10 mina 4 °C. O
sobrenadante foi precipitado com isopropanol 50 % (v/v) por 30 min em banho de gelo
e centrifugada 13 500g por 10 min. O pellet foi lavado utilizando etanol 70 % (v/v),
seco durante 5 min em SpeedVac e ressusperwhid30 pl de agua estéril. A
integridade do DNA foi analisada em gel de agarose 0,8 % (p/v) em TBE 1X, corado

com brometo de etideo 0,1 ug mL™.

2.1.3. Reacdo de PCRPplimerase Chain Reaction)

Os DNAs das plantas de soja foram analisados por PCR usando
oligonucleotideos especificos (SoyBiPD-F e NOS2RQI9Na reacdo de PCR foram
utilizados aproximadamente 20 ng de DNA gendmico da planta, 10 pmoles dos
oligonucleotideos correspondentes, dNTPs 0,25 mialdda, 1 U de Taq Polimerase
e tamp&o (MgGl2 mmol L, Tris-HCI 2 mmol [* pH 8,4, KCI 50 mmol [}) para um
volume final de 50 puL.. As condi¢des de reacdo adotadas consistiram de 2 min a 94 °C,
seguido de 35 ciclos (45sa 94 °C,45sa55°Ce 1 mina 72 °C), seguindo 10 min a 72
°C. A reacdo de amplificacéo foi conduzida em um termociclador GeneAmp® PCR
System 9700 da Applied Biosystems e os produtos da reacdo foram analisados em gel

de agarose 1 % (p/v) e corados com brometo de etideo 0,1 g mL

2.2. Escolha das doses de Cd aplicadas nos tratamentos

As doses de Cd utilizadas no experimento de toxicidade em plantas transgénicas
de soja superexpressando o gBife foram definidas a partir de ensaio preliminar em
gue foram usadas doses selecionadas com base em dados da literatura. Foram testadas
as doses 0; 0,4; 0,8; 1,2; 1,6; 2,0; 2,5 e 3,0 thgé.Cd, utilizando-se solucdo nutritiva
de Clark (Clark, 1975) para crescimento de plantas das trés linhagens de soja utilizadas
no estudo. O ensaio preliminar foi conduzido durante 15 d em casa de vegetacéo, co
duas repeti¢cbes, utilizando-se condicbes de crescimento das plantas idénticas as

utilizadas no ensaio final, apresentadas a seguir.
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2.3. Conducéao do ensaio

Quinze dias ap0s a germinacdo, as plantas confirmadas das linhagens
transgénicas e “wild type” foram transferidas para vasos (duas por vaso) contendo 4 L
de solugéo nutritiva (Clark, 1975) a % da forga ibnica original. As plantas foram
aclimatadas durante o periodo de um més em casa de vegetacdo, aumentando-se
gradativamente a forca ibnica da solucdo nutritiva a cada troca, que era realizada
semanalmente, até atingir a concentracdo original. O pH foi mantido em 5,5 + 0,1 e as
solugdes foram continuamente aeradas para manter uma boa oxigenagdo do sistema
radicular, durante todo o periodo de conducéo do experimento.

Apos o periodo de aclimatacéo, as plantas foram cultivadas durante oito dias em
solugéo nutritiva na concentracao original (Clark, 1975) contendo doses crescentes de
Cd, sendo os tratamentos definidos pela adicdo de ,€dOl a solucdo nas
concentrages 0; 0,5; 1,5; 3,0 mg lde Cd, determinadas com base no ensaio
preliminar.

O ensaio foi desenvolvido em esquema fatorial 3x4 (2 linhagens transgénicas e
1 “wild”, cultivadas em 3 concentragdes de Cd e um controle) com 3 repetigdes, no
delineamento em blocos casualizados, totalizando 36 parcelas experimentais. As coletas
do material para andlises foram realizadas oito dias apds a aplicacdo de Cd a solucao
nutritiva.

O ensaio foi conduzido em casa de vegetacdo do Departamento de Solos da
UFV, em Vicosa, MG, sob condi¢cbes naturais de luz e temperatura, no periodo de
marco a maio de 2014. Durante o ciclo de vida das plantas foram feitas avaliacbes das

caracteristicas fenotipicas das mesmas.

2.4. Determinagéo do teor de Cd nas plantas

Cada planta coletada foi dividida em raiz e parte aérea. As raizes foram lavadas
em &gua corrente por 1 min, em solucdo de HCI 0,1 Mgdr 1 min e, em seguida,
enxaguadas por 1 min em agua desmineralizada e secas em papel-toalha.

Para a determinacédo dos teores de Cd no material vegetal, as amostras foram
secas em estufa a 65 °C até atingirem peso constante. A massa de matéria seca da parte
aérea e da raiz de cada amostra foi determinada. As amostras foram trituradas em
moinho tipo Willey e, posteriormente, foi feita a digestdo das amostras adicionando-se

10 mL de uma mistura de &cido nitrico e perclorico, na propor¢cédo 3,5:1 (v/v) em
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aproximadamente 0,5 g de material vegetal (Malawltl, 2007). A determinacéo do

teor de Cd nos extratos foi feita por Espectrofotometria de Absorgéo Atdmica.

2.5. Calculos da reducéo relativa de matéria seca (RRMS) e do indice de

translocacao (IT)

A reducdo relativa de matéria seca (RRMS) foi calculada com o objetivo de se
avaliar a producdo de matéria seca das plantas expostas a cada dose de Cd 0,5; 1,5 e <
mg L' em relagdo ao tratamento controle (auséncia de Cd), para cada uma das

linhagens, utilizando-se a seguinte formula:

{Controle — Tratamento)
BRMS = 100
Controle

RRMS- Reducéo relativa de matéria seca (%);

Controle- Producao de matéria seca das plantas cultivadas na auséncia de Cd;
Tratamente- Producdo de matéria seca das plantas cultivadas nas doses 0,5; 1,5 e 3 mg
L™ de Cd.

O indice de translocacao (IT), que se refere ao movimento ou a transferéncia de
Cddaraiz para a parte aérea da planta, foi calculado a partir do contetdo de Cd na parte
aérea e no sistema radicular de acordo com Abichequer e Bohnen (1998), utilizando-se

a seguinte formula:

CPA

T=rrycra

100

IT — indice de translocacdo de Cd da raiz para a parte aérea (%);
CPA- Contetido de Cd na parte aérea (UQ);
CR- Conteudo de Cd na raiz (ug).

2.6. Andlises estatisticas

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia, com
desdobramento dos graus de liberdade da interacdo gewmstgmse Cd. As médias

foram testadas a 5 % de probabilidade, pelo teste Tukey.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Obtencéo e analise molecular das plantas transgénicas

As sementes de soj&lcine maxvariedade “Conquistd) utilizadas neste
experimento foram obtidas no Laboratério de Biologia Molecular de Plantas da
Universidade Federal de Vigcosa (BIOAGRO-UFV). Foram utilizadas duas linhagens
transgénicas que superexpressam o §R€35S-BIP2 e 35S-BIP4) e uma linhage
nao transformada denominada selvag®wild type””) usada como controle.

As mudas de soja foram obtidas pela semeadura em bandeja contendo substrato.
Logo apds a emergéncia do primeiro foliolo, foi retirado um fragmento (disco foliar)
para confirmacdo da transformacdo das plantas transgénicas através de extracdo de
DNA e PCR Polimerase Chain Reactipn

O diagnostico da incorporacdo do transg&ile foi determinado por PCR,
utilizando oligonucleotideos especificos (SoyBiPD-F e NOS2009-R) que amplificaram
um fragmento do tamanho esperado de aproximadamente 1800 pb, a partir de DNA dos

transformantes, mas nao de plantas contl€)((Figura 1).

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

1800 pb
—

Figura 1. Gel de agarose corado com brometo de etideo mostrando a confirmagao dos
transformantes de soja, por “PCR”, utilizando os primers (SoyBiPD-F e NOS2009-R)
especificos para uma regido interna do cDNABiR. M: marcador molecular. 1:
controle positivo. 2: controle negativo. 3, 6, 7, 8, 10 e 12: amostras confirmadas. 4, 5, 9

e 11: amostras nao confirmadas.

As mudas confirmadas das linhagens transgénicas, assim cowitd aype”,
foram transferidas da sementeira para a solugdo nutritiva para a realizacdo do

experimento.
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3.2. Sintomas visuais

Os primeiros sintomas visuais de toxidez devido ao Cd foram observados na
linhagem WT, no terceiro dia ap0s a aplicacdo das solugbes contendo Cd nas
concentragdes referentes aos tratamentos. As plantas WT submetidas as doses 1,5 e 3
mg L de Cd apresentaram pequenas manchas avermelhadas, principalmente na regiéo
dos nos onde se inserem os peciolos das folhas (Figura 2). Nesta ocasido, as plantas
WT submetidas & dose 0,5 m@ lde Cd, ainda ndo haviam apresentado sintomas
visuais.

As linhagens transgénicas apresentaram os primeiros sintomas no quarto dia de
exposicdo ao Cd. Assim como ocorreu na linhagem WT, os sintomas visuais nas
linhagens transgénicas também comecaram com o aparecimento de manchas
avermelhadas na regido dos nés. Esses sintomas foram observados tanto na linhagem
BiP-2 quanto na BiP-4 sob 1,5 mg He Cd, enquanto que as plantas transgénicas sob
as doses 0,5 e 3 mg'lde Cd ainda n&o evidenciavam sintomas visuais.

No quarto dia, as plantas WT sob 0,5 m{ de Cd apresentavam poucos
sintomas. No entanto, os sintomas das plantas sob 1,5 e 3 degQd evoluiram, com
as plantas apresentando manchas avermelhadas nas nervuras e clorose internerval em
algumas folhas mais jovens, que se somaram as manchas no caule e no peciolo (Figura
2). Essas manchas avermelhadas ocorrem em consequéncia do acumulo de antocianinas
(Oliveiraet al, 2001). A clorose foliar € um dos sintomas tipicos visiveis da toxicidade
ao Cd (Jianget al, 2005; Kippeket al, 2007) e pode ser devida a varios fatores, como
competicdo do Cd com o Fe por sitios de absorcdo na membrana plasmatica (Kabata-
Pendias e Pendias, 2000) ou com Mg (Kurdieiehl, 2004), a deficiéncia de P e a
reducao no transporte de Mn (Godbold e Hutterman, 1985).

Os sintomas foram evoluindo, agravando-se com o tempo e com o incremento
nas doses de Cd, tornansi®evidentes em varias partes da planta. Apés oito dias de
exposicao ao Cd, as folhas do apice das plantas mais estressadas apresentaram sintoma
de encarquilhamento e de murcha que evoluiam para a secagem das folhas (Figura 2)
Esses sintomas foram observados, principalmente, nas plantas néo-transformadas (WT)
(Figuras 4 e 5). A intensidade das manchas avermelhadas aumentou no caule, nos
peciolos e nas nervuras das folhas e observou-se a presenca de exsudados avermelhado
nos caules de algumas plantas (Figura 2). Houve acentuada reducdo no crescimento das

plantas mais suscetiveis
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Figura 2. Sintomas de toxicidade de Cd em plantas de soja. A: planta controle cultivada
na auséncia de Cd. B: manchas avermelhadas nas nervuras das folhas. C:
encarquilhamento. D: murcha. E: manchas acentuadas nos caules e peciolos. F:

exsudados.
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As raizes apresentavam-se levemente escuras, tornando-se pardo-escuras com o
aumento nas doses de Cd e tempo de exposi¢cédo das plantas, principalmente nas mais
suscetiveis. A exposicao a altas concentracfes de Cd também afetou o desenvolvimento
do sistema radicular (Figura 3), levando a inibicdo do crescimento das raizes, assim
como foi observado em salvinia (Oliveiraad, 2001). Esses sintomas possivelmente
decorrem de alteracdes em nivel de ultra-estrutura, caracterizadas por rompimento da
membrana plasmatica, que afeta seu papel como barreira regulatéria para o transporte
de moléculas vitais, sendo este o primeiro alvo de fitotoxicidade do Cd (Gupta e Devi,
1992). No entanto, os danos do estresse foram mais evidentes nas estruturas da parte
aérea que nas raizes, provavelmente pela alta potencialidade das raizes de armazenar Cc

na forma complexada e pela mobilidade do Cd nas plantas (Kabata-Pendias, 2011).

Figura 3. Sintomas de toxicidade de Cd em raizes de plantas de soja. A: raiz de planta

cultivada na auséncia de Cd. B: raiz de planta tratada com 3'mig Cd.

Uma evidéncia da possivel toleréncia das plantas de soja superexpressando BiP
ao estresse causado pelo Cd foi observada nas plantas transgénicas submetidas a maiol
dose (3 mg ! de Cd) (Figuras 4 e 5). Ap6s oito dias de exposicéo a esta dose, foram
observads sintomas mais brandos de toxicidade nas plantas das linhagens transgénicas
em relacdo as plantas controle (WT). Nesta condi¢cédo de estresse, as plantas transgénicas
apresentaram melhor desempenho, com folhas mais turgidas e verdes, retardo no
processo de senescéncia foliar, menor limitacdo ao crescimento e, principalmente,

menor indice de manchas avermelhadas nas nervuras foliares, peciolos e caules. As
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plantas controle apresentaram um alto indice de manchas avermelhadas no caule,
peciolos e nervuras, exsudados nos caules, encarquilhamento e secagem das folhas do

apice e reducéo pronunciada do crescimento nessas mesmas condicoes.

ABAXIAL ADAXIAL

BiP-2

BiP-4

Figura 4. Faces abaxial e adaxial de folhas de plantas de soja, transgénicas (BiP-2 e
BiP-4) e ndo transgénicas (WT), crescidas na solucéo contendo 3 degQd. Nesta
condicdo de estresse, as folhas das plantas transgénicas apresentaram-se mais turgidas
verdes e menor indice de manchas avermelhadas nas nervuras e peciolos. As folhas das
plantas WT apresentaram um alto indice de manchas avermelhadas nos peciolos, nas

nervuras, encarquilhnamento e secagem das folhas do apice.
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BiP-2 BiP-4 WT

?.'

Figura 5. Toxicidade de Cd em plantas de soja tratadas com 3'mdeLCd por oito

dias, evidenciando sintomas mais brandos de toxidez nas plantas das linhagens
transgénicas (BiP-2 e BiP-4) em relagdo as plantas controle (WT). Nesta condi¢cdo de
estresse, as plantas transgénicas apresentaram melhor desempenho, com folhas mais
turgidas e verdes, retardo no processo de senescéncia foliar, menor limitacdo ao
crescimento e, principalmente, menor indice de manchas avermelhadas nas nervuras

foliares, peciolos e caules.

3.3. Efeito do cadmio sobre a producédo de matéria seca

A producdo de matéria seca nas plantas das trés linhagens de soja estudadas
diminuiu com o incremento das doses de Cd na solug&o nutritiva, tornando evidentes os
efeitos toxicos do metal sobre o metabolismo vegetal (Tabela 1). A inibicdo do
crescimento devido a exposicdo a niveis toxicos de Cd € comum em estudos com
diferentes espécies de plantas. A exposicdo a este metal pode levar a desnaturacdo de
proteinas e ao estresse oxidativo, resultando em danos as membranas, reducdo na
atividade enzimatica e fotossintese, dentre varias outras mudancas metabdlicas que
afetam o crescimento normal das plantas (Guimafes, 2008). A presenca de Cd
também afeta o balanco e equilibrio nutricional, afetando a absorcéo, o transporte e o
uso de nutrientes essenciais para o crescimento e desenvolvimento das plantas (Kabata-
Pendias, 2011).
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Tabela 1 Producdo média de massa de matéria seca (g) da parte aérea, raiz e total das
linhagens BiP-2, BiP-4 e WT de soja, submetidas a doses de Cd em solucao nutritiva.

Raiz PA Total
Doses de Ct
BiP-2 BiP-4 WT BiP-2 BiP-4 WT BiP-2 BiP-4 WT
I ——— T —
0,0 2,67 Aa 2,60 Aa 2,61 Aa 7,01 Aab 6,84 Ab 7,14 Aa 9,68 Aa 9,44 Aa 9,74 Aa
0,5 2,30Ba 2,26 Ba 1,88Bb 6,43Ba 6,24Ba 5,26Bb 8,73Ba 8,50Ba 7,14 Bb
1,5 212 BCa 2,15BCa 1,66 BCb 5,94 Ca 6,00 BCa 4,80Cb 8,06 Ca 8,15 BCa 6,46 Cb
3,0 194Ca 195Ca 1,42Cb 580Ca 5,89Ca 4,38Db 7,74Ca 7,85Ca 5,80 Db

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, mailscula na
coluna e mindscula na linha, pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade.

A linhagem WT apresentou sensibilidade ao Cd significativamente maior do que
as linhagens transgénicas, em termos de reducdo relativa de matéria seca, tanto na raiz
quanto na parte aérea (Tabela 2). Nos tratamentos com 3'nug ICd, a reducéo
relativa de matéria seca foi de 27,42 % nas raizes e 17,22 % na parte aérea das plantas
BiP-2, de 24,78 % nas raizes e 13,89 % na parte aérea das plantas BiP-4, enquanto as
plantas WT atingiram reducfes de 45,41 % nas raizes e 38,62 % na parte aérea,

evidenciando melhor desempenho das linhagens transgénicas expostas ao Cd.

Tabela 2 Reducéo relativa de matéria seca (%) da parte aérea, raiz e total das linhagens
BiP-2, BiP-4 e WT de soja, submetidas a doses de Cd em solucao nutritiva.

Raiz PA Total
Doses de Cc
BiP-2 BiP-4 WT BiP-2 BiP-4 WT BiP-2 BiP-4 WT
o L S
0,5 13,90b 12,95b 28,01a 825b 8,76b 26,26a 9,80 b 9,95b 26,73a
1,5 20,79b 17,17b 36,12 a 15,24b 12,38b 32,79 a 16,76 b 13,69b 34,69a
3,0 27,42b 24,78b 45,41a 17,22b 13,89b 38,62a 20,04b 16,89b 39,39a

*Médias seguidas de mesma letra minuscula na linha ndo diferem estatisticamente entre
si pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade

Nas trés linhagens de soja, a producdo de matéria seca das raizes sofreu maior
interferéncia devido ao Cd, apresentando maiores taxas de reducéo relativa de matéria

seca que a parte aérea, possivelmente por constituir a parte da planta que esta em
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contato direto como metal. Este resultado corrobora os encontrados por Nascimento e
Pereira (1997), que também observaram que em feijoeiro, os efeitos deletérios do Cd
sobre a producdo de matéria seca foram mais pronunciados nas raizes que na parte
aérea. Soarest al (2005) observaram efeito negativo do aumento das doses de Cd na
solucdo nutritiva sobre o crescimento de eucalipto, no entanto, as raizes e a parte aérea

foram igualmente afetadas pelo metal.

3.4. Absorcao e distribuicdo de cadmio nas plantas

Oito dias ap0s a aplicacdo dos tratamentos, o teor de Cd aumentou tanto na raiz
como na parte aérea das plantas das trés linhagens, em funcdo do incremento nas doses
de Cd na solucéo nutritiva (Tabela 3). Esse aumento foi especialmente maior nas raizes,
provavelmente devido a maior capacidade de plantas de soja em acumular o metal nessa
parte da planta (Tabela 4) e ao contato direto das raizes com o Cd na solu¢ao nutritiva.
Observou-se médias do teor de Cd nas raizes de até sete vezes superior a parte aérea, er
plantas WT sob 3 mgtde Cd.

Tabela 3 Teor de Cd (ugY na parte aérea e raiz das linhagens BiPi2:48= WT de

soja, em funcao das doses deeBusolucdo nutritiva.

Raiz PA
Doses de Cd
BiP-2 BiP-4 WT BiP-2 BiP-4 WT
e N — TTe s SR
0 5,06 a 4,95 a 5,06 a 12,04 a 11,97 a 12,17 a
0,5 58,12 a 65,00 a 59,44 a 38,12 ab 36,98 b 39,85a
1,5 162,50 a 130,83 ¢ 148,53 b 47,19 b 40,60 c 53,64 a
3,0 260,49 b 190,50 ¢ 455,18 a 57,24 b 55,01 ¢ 63,94 a

*Médias seguidas de mesma letra mindscula na linha, ndo diferem estatisticamente entre
si, pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade.

Nos tratamentos com 3 m@'lde Cd, o teor médio desse elemento nas raizes foi
de 260,49 pug§na linhagem BiP-2, 190,50 ug @a BiP-4, enquanto a linhagem WT
atingiu teores médios de 455,18 |ijde Cd. Nesses tratamentos também se observou

que a redugéo relativa de matéria seca das raizes na linhagem WT foi significativamente
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maior que nas linhagens transgénicas (Tabela @ue pode ter sido causado pelo maior
teor de Cd nessa estrutura da planta WT.

O acumulo de Cd nas plantas aumentou com o incremento das doses desse
elemento na solugcéo nutritiva, tanto na parte aérea como nas raizes das trés linhagens
estudadas (Tabela 4). Aumento no contetdo de Cd em funcdo do incremento na dose
desse elemento também foi observado em plantas de feijoeiro (Nascimento e Pereira,
2001) e soja (Oliveirat al, 1994). Decréscimo no acumulo de Cd foi observado por
Oliveiraet al (2001) em plantas de aguapé e salvinia em funcédo do tempo de exposicao

das plantas a esse elemento, e atribuiram essa diminuicdo a reducdo nas taxas
metabdlicas do vegetal resultantes da toxidez do Cd.

Tabela 4 Conteudo de Cd (ug) na parte aérea, raiz e total das linhagens BiP-2, BiP-4 e
WT de soja, em funcéo das doses dee@dolucdo de nutritiva.

Raiz PA Total
Doses de Cc
BiP-2 BiP-4 WT BiP-2  BiP-4 WT BiP-2  BiP-4 wWT
MG L e, 0.t eeeeeeeeseeeeeeesee e vmmmm s esenennenens
0,0 135a 12,8a 13,18a 84,39a 81,95a 86,87a 97,91a 94,82a 100,06 a
0,5 133,7a 146,8a 1116a 245,22a 230,88a 209,73b 378,93 a 377,68a 321,41 a
1,5 343,7a 2815b 247,2b 280,25a 243,43 b 257,26 b 623,9a 5250b 504,48b
3,0 446,6 b 372,4c 648,7a 332,26 a 324,07 a 280,03 b 778,8b 696,5c 928,77 a

*Médias seguidas de mesma letra mindscula na linha ndo diferem estatisticamente entre
si pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade.

estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade. Em
comparacdo com a linhagem WT, as linhagens transgénicas apresentaram maior
capacidadale absorver o Cd da solugdo nutritiva e transporta-lo para a parte aérea,
observando-se maiores acumulos desse metal pesado em ambas as partes das planta:
BiP-2 e BiP-4 na maioria dos tratamentos. Adicionalmente, as linhagens transgénicas
mostraram menor reducdo na sua producdo de matéria seca (Tabela 2), indicando,
possivelmente, maior tolerancia ao Cd. Entre as linhagens transgénicas, a linhagem BiP-
2 apresentou maiores médias de teor e contetdo de Cd que a BiP-4, tanto na raiz como

na parte aérea (Tabelas 3)e 4
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Nos tratamentos com 3 mg'lde Cd, o acumulo desse metal na raiz foi de
446,41 pg na linhagem BiP-2, 372,47 ug na BiP-4, enquanto a linhagem WT acumulou,
em meédia, 648,74g (Tabela 4). Uma hipotese que explicaria esse menor acumulo de
Cd nas raizes das plantas transgénicas € que pode ter ocorrido saturacdo dos sitios de
ligacdo desse metal nas raizes dessas plantas, indicando sua maior capacidade de
controlar a absorcdo de Cd com o objetivo de prevenir niveis toxicos desse metal no
interior das células.

Ao contrario do que se observou na raiz, o acumulo de Cd na parte aérea das
plantas WT sob 3 mg't.de Cd foi menor que nas transgénicas (Tabela 4). Porém, o
teor de Cd na parte aérea da linhagem WT foi maior que nas transgénicas. Isso indica
que o conteudo de Cd na parte aérea da linhagem WT €& menor porque a massa de
material vegetal produzida foi menor.

Nas trés linhagens, o acumulo de Cd foi significativamente maior na raiz do que
na parte aérea (Tabela 4), sugerindo a atuacdo de mecanismos responsaveis pela
retencdo deste metal na raiz. Em diversas espécies vegetais, um dos principais
mecanismos de detoxificacdo de metais pesados consiste na sintese de fitoquelatinas,
que podem complexar o metal encontrado em niveis téxicos e armazena-los nos
vacuolos das células das raizes, impedindo seu transporte para a parte aérea (Zenk,
1997) A complexacdo e compartimentalizacdo do Cd sdo essenciais para reduzir a sua
concentracdo no citosol e organelas, onde concentram-se as enzimas do metabolismo
primario, evitando a desnaturacdo das mesmas e a reducao da atividade enzimética (Ma
et al, 2005; Kippeet al,, 2007).

A retencdo de Cd aumentou no sistema radicular das trés linhagens, com o
incremento das doses desse metal na solucdo nutritiva. Nos tratamentos com®,5 mg L
de Cd, cerca de 35 % de todo o Cd absorvido acumulou-se nas raizes das plantas WT.
Quando, porém, se aumentou a dose para 3 haelCd na solucdo nutritiva, o sistema
radicular dessa linhagem passou a acumular quase 70 % de todo o Cd absorvido (Tabela
5).
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Tabela 5.indide de translocacéo de Cd (%) na parte aérea e na raiz das linhagens BiP-

2, BiP-4 e WT de soja, submetidas a doses de Cd em solucao nutritiva.

Raiz PA
Doses de Cd
BiP-2 BiP-4 WT BiP-2 BiP-4 WT
eI — L
0 13,81 a 13,58 a 13,18 a 86,19 a 86,42 a 86,82 a
0,5 35,30 ab 38,87 a 34,70 b 64,70 ab 61,13 b 65,30 a
1,5 55,05 a 53,63 a 48,95 b 4495b 46,37 b 51,05 a
3,0 5731b 53,43 c 69,71 a 42,69 b 46,57 a 30,29 ¢

*Médias seguidas de mesma letra minuscula na linha n&o diferem estatisticamente entre
si pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade.

Do ponto de vista de toxicidade humana, a retencao de metais pesados nas raizes
das plantas é desejavel, considerando-se que os grdos da soja sdo a parte destinada a
consumo humano e animal. A alimentacdo com produtos agricolas ou horticolas é a
principal causa de contaminagdo da populacdo por Cd (Guimeirdgsds 2008). A
ingestdo de alimentos e bebidas contaminados pode levar a bioacumulacdo do metal no
organismo e causar graves doencas, como a ltai-ltai, que ocorreu no Japdo devido a
contaminacdo da agua de irrigacédo de plantacdes de arroz (CETESB, 2012). A Agéncia
Internacional para a Pesquisa em Cancer tem classificado o Cd como uma substancia
carcinogénica, causando a proliferacéo celular e induzindo a apoptose (Waalkes, 2003

Existem diferencas entre espécies e cultivares de uma mesma espécie de planta
nos niveis de acumulo de Cd na parte aérea, sendo que o melhoramento com o objetivo
de se obter plantas com menores niveis de acumulo deste elemento téxico tem obtido
sucesso (Chanest al, 1999). Outra estratégia para diminuir o risco de contaminacao
através da alimentacdo é a selecdo de cultivares que tenham menor capacidade de
transportar o metal pesado para o 6rgao consumidet(aly 2009.

Neste trabalho, os resultados observados nas plantas de soja superexpressando
BiP nos tratamentos com exposicdo ao Cd sugerem a possibilidade dessas plantas
apresentarem mecanismo de tolerancia ao Cd de forma semelhante ao que ocorre com a
tolerancia ao déficit hidrico nessas plantas. Experimentos adicionais sao necessarios

para confirmar essa ocorréncia em relagdo ao stress causado pela exposi¢céo ao Cd.
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CAPITULO Il

TOXICIDADE DE CADMIO EM PLANTAS TRANSGENICAS DE TABACO
EXPRESSANDO O GENE ALDH7
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1. INTRODUCAO

A contaminacédo do solo e da 4gua com metais pesados é um crescente problema
ambiental em todo o mundo. Dentre 0os metais pesados esta o cadmio (Cd), que é
altamente toxico para humanos, animais e plantas. Esse metal entra para o meio
ambiente, principalmente, a partir de processos industriais e de fertilizantes fosfatados, e
pode ser acumulado pelas culturas e, finalmente, transferido para a cadeia alimentar
(Wagner, 1993; Maiegt al, 2003).

A toxicidade de Cd causa estresse oxidativo nas plantas através da geracao de
espécies reativas de oxigénio (EROs), podendo, eventualmente, causar morte celular
através de processos oxidativos, tais como a peroxidacdo lipidica da membrana,
oxidacdo de proteinas, inibicdo enzimatica e danos no DNA (Samdadih 2001,
Romero-Puertast al,, 2002; Razingeet al, 2007).

Vérios estresses ambientais que perturbam o metabolismo das plantas também
podem levar a sintese de aldeidos (Baretagl, 1994; Bartels, 2001). As moléculas de
aldeidos compreendem a principal porcéo dos produtos da peroxidacéo de lipideos e séo
toxicos por causa da sua reatividade quimica. Dado a sua nhatureza potencialmente
toxica, estratégias celulares sao utilizadas para a detoxificacdo de ambosge EROs
produtos toxicos. Aldeido desidrogenases constituem uma familia de proteinas que
catalisam a oxidacdo de aldeidos a seus acidos carboxilicos correspondentes (Perozich
et al, 1999a), eliminando o efeito toxico dos aldeidos. Consequentemente, 0 aumento
na atividade das aldeido desidrogenases representa uma defesa estratégica para a
detoxificacdo causada pelos mesmos.

Um gene isolado de soja, designaddmTP-55, codifica uma aldeido
desidrogenase que é acumulada principalmente nas células caulinares durante o estresse
hidrico. Esse gene foi classificado como membro do grupo ALDH7A de aldeido
desidrogenases, altamente conservado entre os organismos filogeneticamente distantes.
Evidencias indicam que as proteinas ALDH7A estdo envolvidas na osmorregulacdo de
células vegetais durante o déficit hidrico (Wood e Krayesky, 2002; Bray, 2004).

Rodrigueset al (2006), investigando a funcdo do geBsTP-55 em plantas
transgénicas de arabidopsis e tabaco, constataram que a expressao ectopica desse gen
conferiu as plantas tolerancia a estresse salino durante a germinacéo, déficit hidrico

durante o desenvolvimento e maior tolerancia a estresses oxidativos induzide® por H
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e paraquat. Segundo esses autores, esses resultados obtidos sugerem qUE-65gene
esteja envolvido em respostas celulares adaptativas relacionadas com a detoxificacéo de
aldeidos, considerando que o denominador comum aos efeitos dos estresses salino,
hidrico e oxidativo é a producdo de EROs e aldeidos toxicos derivados.

Sabe-se que a presenca de Cd nas plantas favorece o acumulo de espécies
reativas de oxigénio, a diminuicdo dos niveis de atividade de enzimas antioxidativas e
da disponibilidade de glutationa, com a ocorréncia de morte celular (apoptose) e danos
ao DNA (Devi e Prasad, 2004). Uma hipétese a ser investigada € se as vantagens
adquiridas para combater os estresses salino, hidrico e oxidativo, devido a expressao
ectopica de ALDH7A observadas em plantas superexpressando o GDINA-55
poderiam também exercer um efeito protetor contra toxicidade de Cd nas plantas.
Portanto, os objetivos deste trabalho foram estudar a toxicidade de Cd em plantas de
tabaco, avaliar seu efeito no crescimento da planta caracterizando os sintomas de
toxidez; e analisar o possivel papel de ALDH7 em plantas transgénicas de tabaco

expressando o gel@mTl P-55 na tolerancia ao estresse causado por excesso de Cd.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material Vegetal

2.1.1. Obtencéo das mudas de tabaco

Para determinar a resposta de plantas transgénicas crescidas em solucao nutritiva
que receberam adicdo de Cd, foram utilizadas plantas de tdltiaoctigha tabaccum
variedade “Havana”) expressando o gene GmTIP-55 (Glycine maxTurgor Protein 55
kDa). As mudas das plantas foram obtidas no Laboratério de Biologia Molecular de
Plantas da Universidade Federal de Vigcosa (BIOAGRO-UFV). As linhagens de tabaco
transformadas utilizadas neste trabalho foram @GBBP55-S3 (senso) e
35SGmrP55anti-4 (anti-senso). A constru¢do do gene na orientagao anti-senso suprime
a inducédo de ALDH7 alterando seus niveis basais. Para o tratamento controle, foram
utilizadas linhagens né&sansformadas (“wild type”).

As mudas de tabaco foram repicadasvitro em meio de cultura contendo
solugcéao nutritiva (meia forca) de Murashige-Skoog (MS) (1962). Vinte dias apés a
repicagem, um fragmento de folha (disco foliar) foi retirado para confirmacdo da

transformacao das plantas através de extracdo de DNA e PCR.
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As plantas confirmadas das linhagens transgénicas, assim como as “wild type”,
foram repicadas novamente em meio MS e mantidas em ambiente controlado de

crescimento por trinta dias para obtencédo das mudas utilizadas no experimento.

2.1.2. Extracdo do DNA genbmico dos possiveis transformantes de tabaco

Para a extragdo do DNA das plantas de tabaco pelo método Dellaporta
(Dellaporta, 1983), com algumas modificacdes, amostras de 100 mg de tecidos vegetais
foram maceradas em nitrogénio liquido usando almofariz de porcelana e pistilo. Os
macerados foram homogeneizados com tamp&o de extracéo (Tris-HCI 100 frpibl L
8, NaCl 500 mmol L}, EDTA 50 mmol I* ¢ p-mercaptoetanol 10 mmol™) e agitados
por 5 s em temperatura ambiente. Em seguida, foi adicionado a mistura 33 puL de SDS
20 % (p/v) e manteve agitacdo por 2 min em vortex. Apds este periodo, foram
adicionados 160 pL de acetato de potassio 5 Mpkla mistura agitada por 2 min em
vortex. Os debris celulares foram removidos por centrifugacédo a 1§ @0tante 10
min a 4 °C. O sobrenadante foi precipitado com isopropanol 50 % (v/v) por 30 min em
banho de gelo e centrifugado a 13 %pPor 10 min. O pellet foi lavado utilizando
etanol 70 % (W), seco durante 5 min em SpeedVac e ressuspendido em 30 pL de agua
estéril. A integridade do DNA foi analisada em gel de agarose 0,8 % (p/v) em TBE 1X,

corado com brometo de etideo 0,1 pg mL™.

2.1.3. Reacdo de PCR (Polimerase Chain Reaction)

Os DNAs das plantas de tabaco foram analisados por PCR utilizando os primers
4076F e 4077R, especificos para uma regido interna do cBXNAP-55 Na reacdo de
PCR foram utilizados aproximadamente 20 ng de DNA genomico da planta, 10 pmoles
dos oligonucleotideos correspondentes, dNTPs 0,25 mmotadda, 1 U de Taq
Polimerase e tamp&o (MgC2 mmol L, Tris-HCI 2 mmol ' pH 8,4, KCI 50 mmol
L) para um volume final de 50 pL. As condigdes de reagdo adotadas consistiram de 2
min a 94 °C, seguido de 35 ciclos (45sa 94 °C,45sa 55 °C e 1 min a 72 °C), seguindo
10 min a 72 °C. A reacdo de amplificacdo foi conduzida em um termociclador
GeneAmp® PCR System 9700 da Applied Biosystems e os produtos da reacéo foram

analisados em gel de agarose 1 % (p/v) e corados com brometo de etidemD1 g p

2.2. Conducéao do ensaio

As mudas foram transferidas (duas por vaso) para vasos contendo 4 L de solucao

nutritiva (Clark, 1975) a 1/5 da forca i6nica original (Figura 1). Durante o periodo de
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um més, as plantas foram aclimatadas aumentando-se gradativamente a forga idnica da
solucado nutritiva a cada troca, que era realizada semanalmente, até atingir a forca iénica
original. O pH foi mantido em 5,5 £ 0,1 e as solu¢cbes foram continuamente aeradas

durante todo o periodo de conducédo do experimento, para manter uma boa oxigenacéo

do sistema radicular.

Figura 1. Foto ilustrativa da condugéo do ensaio, destacando o cultivo de duas plantas

de tabaco por vaso em solugao nutritiva.

Apbs o periodo de aclimatacao, as plantas foram cultivadas durante quatro dias
em solucdo nutritiva na concentracao original (Clark, 1975) contendo doses crescentes
de Cd, sendo os tratamentos definidos pela adicdo de solucdo d¢i&l@l solugéo
nutritiva nas doses 0; 5622,5mg L™ de Cd. Essas doses foram definidas com base
em trabalhos encontrados na literatura realizados com estresse de Cd em plantas de
tabaco.

O ensaio foi montado no esquema fatorial 3x3 [3 linhagens de tabaco, 2
transgénicas & “wild”; 3 doses de Cd (0; 5&22,5 mg L[] com 4 repeticbes, no
delineamento em blocos casualizados, totalizando 36 parcelas experimentais. A coleta
do material para analises foi realizada quatro dias apds a aplicacdo de Cd a solucao
nutritiva.

O ensaio foi conduzido em casa de vegetacdo do Departamento de Solos da
UFV, em Vicosa, MG, sob condi¢Bes naturais de luz e temperatura, entre os meses de
janeiro e fevereiro de 2014. Durante o ciclo de vida das plantas foram feitas avaliagbes

das caracteristicas fenotipicas das mesmas.
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2.3. Determinagéo do teor de Cd nas plantas

Cada planta coletada foi dividida em raiz e parte aérea. As raizes foram lavadas
em &gua corrente por 1 min, em solucdo de HCI 0,1 Mgddr 1 min e, em seguida,
enxaguadas por 1 min em agua desmineralizada.

Para a determinacdo dos teores de Cd no material vegetal, as amostras foram
secas em estufa a 65 °C até atingirem peso constante. A massa de matéria seca da parte
aérea e da raiz de cada amostra foi determinada. As amostras foram trituradas em
moinho tipo Willey e, posteriormente, foi feita a digestdo das amostras adicionando-se
10 mL de uma mistura de acido nitrico e perclérico, na proporcdo 3,5:1 (v/v) em
aproximadamente 0,5 g de material vegetal (Malawiltl, 2007). A determinacéo do

teor de Cd nos extratos foi feita por Espectrofotometria de Absorgéo Atdmica.

2.4. Determinacao do contetdo de Cd nas plantas

O contetdo de Cd na raiz ou na parte aérea das plantas, expresso por pug de Cd,
foi calculado através do produto entre a producao de matéria seca na raiz ou na parte
aérea e o respectivo teor de Cd. O conteudo total de Cd de cada planta foi calculado

através da soma dos contetdos de Cd encontrados na sua raiz e parte aérea.

2.5 Célculos da reducéo relativa de matéria seca (RRMS) e do indice de
translocacéo (IT)

A reducdao relativa de matéria seca (RRMS) foi calculada com o objetivo de se
avaliar a producdo de matéria seca das plantas expostas a cada dose de Cd (5,5 e 22,F
mg L") em relacdo ao tratamento controle (auséncia de Cd), para cada uma das

linhagens, utilizando-se a seguinte formula:

(Controle — Tratamento)
BRMS = 100
Controle

RRMS- Reducéo relativa de matéria seca (%);

Controle- Producéo de matéria seca das plantas cultivadas na auséncia de Cd;
Tratamento- Producéo de matéria seca das plantas cultivadas nas doses 5,5 e 22,5 mg
L™ de Cd.
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O indice de translocacao (IT), que se refere ao movimento ou a transfeegncia d
Cdda raiz para a parte aérea da planta, foi calculado a partir do contetdo de Cd na parte
aérea e no sistema radicular de acordo com Abichequer e Bohnen (1998), utilizando-se

a seguinte formula:

CFPA

T=rrycra

100

IT — indice de translocacdo de Cd da raiz para a parte aérea (%);
CPA- Conteudo de Cd na parte aéngg){
CR- Conteudo de Cd na raigd).

2.6. Andlises estatisticas

Os resultados obtidos foram submetidos a andlise de variancia, com
desdobramento dos graus de liberdade da interacdo gendtipo x dose Cd. As médias

foram testadas a 5% de probabilidade, pelo teste Tukey.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Obtencéo e analise molecular das plantas transgénicas

As plantas de tabacdlicotiana tabaccunvariedade “Havana”) utilizadas neste
experimento foram obtidas no Laboratério de Biologia Molecular de Plantas da
Universidade Federal de Vigosa (BIOAGRO-UFV).

As linhagens transgénicas utilizadas foram G@GB&P55-S3 (senso) e
35SGmrP55anti-4 (anti-senso). O cDNA do gei®-55, que codifica a enzima
ALDHT7A, construido na orientacdo senso leva a elevada producdo da aldeido
desidrogenase (ALDH7A) normal. A construcdo na orientacdo anti-senso s@prime
inducdo da expressdo de ALDH7A, alterando assim seus niveis basais. Estas
construcdes senso e anti-senso, ou seja, superexpressao e a supressdo da expressao C
gene foram utilizadas na tentativa de se avaliar a possivel funcédo protetora da enzima
ALDH7A em condicbes de estresse provocada por Cd. Para o tratamento controle,

foram utilizadas linhagens n&o-transformadas (selvagefwibditype”).
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O material vegetal foi repicada vitro e, vinte dias depois, um fragmento de
folha (disco foliar) foi retirado para confirmacéo da transformagéo das plantas atraves
de extracao de DNA e PCRdlimerase Chain Reactipn

O diagnostico da incorporacdo do geBmTP-55foi determinado por PCR,
utilizando oligonucleotideos especificos 4076F (CCATGCGCTGTTCTAGGATGG) e
4077R (GCCCAACTAGAGTCCCCTTCTC) que amplificaram um fragmento do
tamanho esperado de aproximadamente 500 pb, a partir de DNA dos transformantes,

mas nao de plantas controW&T) (Figura 2).

Figura 2. Gel de agarose corado com brometo de etideo mostrando a confirmagéo dos
transformantes de tabaco, por “PCR”, utilizando os primers 4076F e 4077R especificos
para uma regiao interna do cDNA d#®-55. M: marcador molecular. Wtl: planta
selvagem 1. Wt2: planta senvagem 2. S1, S2, S3, S4, S5 e S6: plantas de tabaco

confirmadas para o transgene.

As plantas confirmadasadlinhagens transgénicas, assim como as “wild type”,
foram repicadas novamente em meio MS e mantidas em ambiente controlado de

crescimento por trinta dias para obtencéo das mudas utilizadas no experimento.

3.2. Sintomas visuais

Os sintomas de toxicidade devido ao Cd nas plantas de tabaco comecaram a
surgir no segundo dia apés a aplicacdo dos tratamentos. Os primeiros sintomas foram

observados nas plantas expostas & dose mais elevada de Cd (225, masLtirés
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linhagens estudadas, caracterizando-se pela murcha das folhas e aparecimento de
manchas avermelhadas em suas nervuras. Durante todo o periodo de condugdo do
experimento, os sintomas observados foram mais severos na linhagem anti-senso, sendo
que as linhagens senso e WT néo diferiram entre si quanto ao grau de severidade dos
sintomas (Figura 3).J4 aos quatro dias de exposi¢cdo ao Cd, as plantas apresentaram
danos severos no sistema radicular, murcha acentuada, manchas avermelhadas nas
nervuras das folhas, encarquilhamento das folhas novas, clorose internerval e reducéo
do crescimento. Esses sintomas foram observados nas plantas crescidas nos tratamentos
com 55 e 22,5 mg 1, sendo mais intensos na maior dose (Figura 4). Sintomas
similares de toxicidade ao Cd também foram relatados em plantas de aguapé por
Oliveira et al (2001), cujas plantas apresentaram clorose internerval das folhas,

escurecimento acentuado das raizes e acumulo de antocianinas nos peciolos e estolfes.

\

Figura 3. Plantas de tabaco, transgénicas (senso e anti-senso) e nao transgénicas (WT),

crescidas em solug&o nutritiva contendo 5,5 M.

O aparecimento de clorose em plantas crescidas na presenca de Cd pode ocorrer
pela diminuicdo na sintese de clorofila e danos estruturais no cloroplasto, causados pelo
metal (Huangetal., 1974; Barcelé@t al, 1988). Reducbes no crescimento sdo respostas
gerais da toxicidade dos metais pesados nas plantas (Lepp, 1981), pois esses metais
interferem em importantes processos fisiologicos, como transpiracdo, respiracao e
fotossintese (Leet al, 1976; Van Asschet al, 1988). Quando a concentracéo de Cd
se torna elevada nas plantas, ha um declinio metabélico com perda da turgidez foliar e

reducdo da abertura estomatica, reduzindo a disponibilidade de carbono para a
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fotossintese acarretando na reducdo da taxa de crescimento (Barcelo e Poschenrieder,
1990; Soarest al, 2009.

Omg L*

5,5 mg L*

Figura 4. Sintomas de toxidez de Cd em plantas de tabaco crescidas em
nutritiva contendo 0; 5,5 e 22,5 mg He Cd.
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55mglt

225mg L',

Figura 5. Raizes das plantas de tabaco (Senso, Anti-senso e WT) tratadas com 0; 5,5 e
22,5 mg L-1 de Cd, quatro dias apds a aplicacdo das solu¢cdes contendo Cd nas

concentracoes referentes aos tratamentos.

O sistema radicular foi afetado de forma mais acentuada do que a parte aérea, o
gue talvez seja explicado pelo contato direto das raizes com o Cd na solucdo nutritiva e
pela potencialidade do tabaco em tolerar altas quantidades de Cd nas folha®f(Isaure
al., 2010). Houve visivel reducéo do crescimento do sistema radicular, com diminui¢cao
do tamanho e da quantidade das raizes laterais, principalmente nas plantas expostas a
maior dose de Cd. As raizes apresentavam-se mais claras nas plantas crescidas nas
solugbes sem Cd, pardas nas plantas expostas ao Cd, e com coloragdo mais escura née
solucdo nutritiva contendo a maior dose de Cd (FiggraObveira et al, (2001)
observaram alteracbes no modo de crescimento, na morfologia e na arquitetura do
sistema radicular de salvinia sob altas doses de Cd, o que levou a inibicdo do
crescimento e ao engrossamento e encurtamento das raizes. Sabe-se que o Cd inibe o
crescimento de raizes, danifica os pelos radiculares e as pontas das raizes por modificar
a composicao lipidica da membrana plasmatica, aumentando os niveis de peroxidagédo
de lipideos (Zuli e Zhonghong, 2010). Investigando os efeitos fitotoxicos de Cd em
raizes de tabaco, Zuli e Zhonghong (2010) mostraram que o contelddo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) aumentou com o incremento das doses de Cd na solucéo

nutritiva. As EROs, em concentragfes elevadas, podem ser altamente prejudiciais as
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plantas, podendo oxidar proteinas, lipidios, acidos nucléicos, alterar a estrutura celular e
provocar mutagénese (Vitor al,, 200).

3.3. Efeito do cadmio sobre a producdo de matéria seca

Nas trés linhagens de tabaco estudadas, a producdo de matéria seca das plantas
diminuiu com o incremento das doses de Cd na solucdo nutritiva (Tabefa 1
linhagem anti-senso apresentou sensibilidade ao Cd significativamente maior do que as
linhagens senso e WT, em termos de reducdo relativa de matéria seca, tanto na raiz
quanto na parte aérea. Nos tratamentos com 5,5 nag ICd, a reducéo do crescimento
relativo foi de 25,55 % nas raizes e 1,95 % na parte aérea das plantas senso, de 18,34 %
nas raizes e 3,75 % na parte aérea das plantas WT, enquanto a anti-senso atingiu
reducbes de 60,13 % nas raizes e 33,97 % na parte aérea, evidenciando a maior
sensibilidade desta linhagem ao Cd.

A exposicdo das plantas a niveis toxicos de Cd resulta em forte interferéncia
sobre o crescimento das plantas. Uma hipotese para isso seria a diminui¢cdo da sintese de
compostos ricos em grupos tiol, que poderiam complexar e impedir a acdo do metal sob
tal condicdo de estresse (Diegal, 1994). Nessa condi¢do, o Cd poderia provocar
danos as membranas, causar disturbios hormonais, alterar a atividade de varias enzimas
e inibir a fotossintese, resultando em eventual morte das plantas (Barcelo e
Poschenrieder, 1990). Outra hip6tese para a reducéo na producdo de matéria seca seria
os efeitos negativos do Cd sobre a absorcao, transporte e uso de nutrientes essenciais ac
metabolismo da planta, como P, K, Ca, Mg, S, Mn, Fe, Zn, Mn e nitrato, bem como da
agua (Hernandeet al, 1996; Daset al, 1997 Kurdziel et al, 2004; Kabata-Pendias,

2011).
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Tabela 1.Producdo média de massa de matéria seca (g) de raiz, parte aérea e total das
linhagens senso, arginso e WT de tabaco, submetidas as doses 0; 5,5 e 22,5 deg L

Cd em solucéao nutritiva.

Raiz PA Total
Linhagem
DO D55 D225 DO D55 D225 DO D55 D225
......................................................... o PP PTPPPPRN
Senso 0,6Aa 0,48Ba 0,27Ca 2,02Aa 1,98Aa 1,39Ba 2,67Aa 246Ba 1,66Ca

Anti-senso 0,6Aa 0,25Bb 0,18Cb  1,96Aa 1,29Bb 1,03Ch 2,50Aa 1,54Bb 1,2Cb

wT 0,6Aa 05Ba 0,26Ca 1,98Aa 1,90Aa 1,48Ba  2,61Aa 242Ba 1,73Ca

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, mailscula na
linha e mindscula na coluna, pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade.

Apé6s quatro dias de aplicacdo dos tratamentos, a producdo de matéria seca das
raizes foi reduzida em 59, 72 e 60 %, nas linhagens senso, anti-senso e WT,
respectivamente, comparando-se as plantas cultivadas na presenca de 22,8leng L
Cd, com as testemunhas (auséncia de Cd). Na parte aérea, essa reducédo foi de 31% na
linhagem senso, 48 % na anti-senso e 25 % na WT (Tabela 2). As linhagens senso e WT
tratadas com 5,5 mg’Lde Cd, ndo apresentaram diferenca significativa na producéo de
matéria seca da parte aérea em relacdo as plantas cultivadas na auséncia de Cd (Tabelz
1). Estes resultados mostram que o sistema radicular das plantas de tabaco foi mais
sensivel aos danos causados pela toxicidade de Cd do que a parte aérea, corroborando
com as observacdes fenotipicas descritas no tépico anterior. A raiz, possivelmente por
constituir a parte da planta que esta diretamente em contato com o metal pesado, sofreu
mais intensamente os efeitos toxicos do Cd sobre a taxa de crescimento relativo nas trés

linhagens.
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Tabela 2.Reducéo relativa de matéria seca (%) de raiz, parte aérea e total das linhagens
senso, anti-senso e WT de tabaco, submetidas as doses 0; 5,5 e 2Z,5engd_em

solucéo nutritiva.

Raiz PA Total
Linhagem
D55 D 22,5 D55 D225 D55 D 22,5
......................................................... LT
Senso 25,55 Bb 58,80 Ba 1,95 Bb 31,29 Ba 7,68 Bb 37,91 Ba
Anti-senso 60,13 Ab 72,10 Aa 33,97 Ab 4749 Aa 40,32 Ab 53,47 Aa
wT 18,34 Bb 59,88 Ba 3,75 Bb 25,31 Ba 7,33Bb 33,7Ba

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, mailscula na
coluna e mindscula na linha, pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade.

3.4. Absorcao e distribuicdo de cadmio nas plantas

O incremento nas doses de Cd na solucao nutritiva resultou em aumento do teor
de Cd tanto nas raizes como na parte aérea das plantas das trés linhagens (Tabela 3).
Esse aumento foi significativamente maior nas raizes do que na parte aérea,
provavelmente devido a maior reducdo relativa de matéria seca nas raizes, resultando
em efeito de concentracdo de Cd nessa estrutura da planta. O contato direto das raizes
com o Cd na solucdo nutritiva também pode ter contribuido para que as raizes
apresentassem maior teor desse metal que a parte aérea.

Entre as linhagens, os teores de Cd na parte aérea e nas raizes apresentaram
pequena variacao, sendo que a linhagem anti-senso apresentou, em média, teores de Cd
menores em comparacao as outras linhagens.

Houve maior absorcéo de Cd pelas plantas senso e WT (Tab€la Ahenores
contetdos médios de Cd, tanto na raiz quanto na parte aérea, foram observados na
linhagem anti-senso. Adicionalmente, ndo houve diferenca significativa entre os
conteudos de Cd nas plantas dessa linhagem crescidas nos tratamentos com 5,5 e 22,5
mgL™. A ocorréncia de danos mais severos ao sistema radicular da linhagem anti-senso

foi a causa da menor absorcao de Cd dessa linhagem quando exposta ao Cd.
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Tabela 3.Teor de Cd (ug 9 na parte aérea e raiz das linhagens senso, anti-senso e WT
de tabaco, submetidas as doses 0; 5,5 e 22,5'dg ICd em soluc&o nutritiva.

Raiz PA
Linhagem
DO D5,5 D225 DO D55 D225
........................................................ Tl A —
Senso 6,53 Ca 2465,67 Ba  3883,78Ab 7,14 a 880,65Ba  1066,77 Aab
Antti-senso 6,42 Ca 2316,14Bb  3753,01 Ac 7,55Ca 800,80 Bb 1038,00 Ab
wT 6,40 Ca  2365,86Bb  4071,80 Aa 749 a 865,06 Ba  1101,74 Aa

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, mailscula na
linha e mindscula na coluna, pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade.

Nas linhagens senso e WT, houve uma diminuicdo do acumulo de Cd nas
plantas com o aumento das doses de Cd na solucao nutritiva. Entre os varios fatores que
afetam a absorcdo, estd a massa do sistema radicular. Considerando que houve
acentuada reducdo na producédo de matéria seca das raizes expostas a maior dose de C
devido aos danos provocados pela sua fitotoxicidade, isso poderia explicar a menor
eficiéncia na absorcdo desse elemento pelas raizes das plantas. eliati@001)
observaram elevado decréscimo na absorcdo de Cd por plantas de salvinia, a medida
que se aumentou o tempo de exposicao, evidenciando os efeitos téxicos do metal sobre
0 processo de absorgéo.

O acumulo de Cd, nas trés linhagens, foi significativamente maior na parte aérea
do que na raiz (Tabela 4). A parte aérea apresentou maior incremento de massa de
matéria seca do que as raizes, podendo, assim, explicar o maior acumulo do Cd
absorvido naquela parte da planta. Clarke e Brennam (1989), investigando o acumulo e
a fitotoxicidade de Cd em 16 diferentes cultivares de tabaco, observaram que o Cd era
preferencialmente acumulado nas folhas, seguidas das raizes e do caule.élaleira
(2001) atribuiu a distribuicdo preferencial de Cd na parte aérea de salvinia ao maior
crescimento apresentado por essa parte da planta, uma vez que os efeitos toxicos do Cd

foram mais intensos nas raizes.
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Tabela 4. Conteudo de Cd (pg) na parte aérea, raiz e total das linhagens senso, anti-
senso e WT de tabaco, submetidas as doses 0; 5,5 e 22,5 deyCd em solucdo

nutritiva.
Raiz PA Total
Linhagem
DO D55 D225 DO D 5,5 D 22,5 DO D5,5 D225
......................................................... VT S

Senso 4,19Ca 1177,7Aa 1029,3Ba 14,4Ca 1746,2Aa 1484,5Bb 18,6Ca 2924,0Aa 2513,9Ba
Anti-senso 4 01Ba 579,21Ab 656,88Ab  14,7Ba 1034,9Ab 1064, %c  18,8Ba 1614,1Ab 1721,8Ab

wT 4,06Ca 1223,4Aa 1038,6Ba 14,8Ba 1644,2Aa 1626,1Aa 18,8Ca 2867,7Aa 2664,8Ba

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, mailscula na
linha e mindscula na coluna, pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade.

Varias estratégias de defesa contra metais pesados toxicos foram desenvolvidas
pelas plantas, incluindo complexacdo e quelacdo com ligantes fortes, e
compartimentacdo em tecidos especificos, células e organelas celulares (Clemens,
2006). A acumulacdo de metais dentro de tricomas, células especializadas localizadas
na superficie das folhas, foi documentado em varias espécies vegetais (&ugplper
2000; Zhacet al, 2000; Isauret al, 2006; Sarreet al, 2009). Os metais pesados podem
também ser excretados na parte superior deste apéndice.dsali(@010) relataram
que, em plantas de tabaco, a eliminacdo de Cd através da producao de cristais de Ca
contendo Cd na parte superior dos tricomas das folhas é um potente mecanismo de
desintoxicacdo. Plantas que translocam e toleram altas quantidades de metais pesados na
parte aérea sdo interessantes para serem usadas como estratégia de fitoextracdo de
metais em ambientes contaminados. Investigando a capacidade de plantas de mamona,
girassol, pimenta da Amazdnia e tabaco em extrair metais de solo contaminado,
Zeitouniet al (2007) concluiram que a planta mais eficiente em extrair Cd e Zn do solo
enriquecido com metais foi o tabaco.

A translocacdo de Cd da raiz para a parte aérea nao variou muito entre 0s
tratamentos com 5,5 e 22,5 mg,lnem entre as linhagens (TabeJa® menor indice
de translocacao observado foi de 57,34 % na linhagem WT e o maior foi de 64,16 % na
linhagem anti-senso, ambos nos tratamentos com 5,5 g ICd. Nos tratamentos

com 22,5 mg ! de Cd, a translocac&o desse metal para a parte aérea foi de 59,02 % na
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linhagem senso, 61,85 % na anti-senso e 61,04 % na WT. Essas observacoes
evidenciam a maior tendéncia pelo tabaco em acumular Cd nas folhas.

Esse padrdo de translocacdo € indesejavel do ponto de vista de toxicidade humana,
quando se leva em consideracdo que as folhas de tabaco sdo destinadas a
comercializacdo para a producdo de cigarros. O tabagismo é uma das principais fontes
de exposicdo ao cadmio para a populacdo (CETESB, 2012). Esse habito aumenta a
exposicao ao Cd ja que as folhas de tabaco acumulam naturalmente altas quantidades do
metal. Estima-se que fumantes estdo expostos a 1,7 pug de Cd por cigarro e cerca de 10
% é inalado quando se fuma (CETESB, 2012). A Agéncia Internacional de Pesquisa em
Céancer (IARC) classifica o Cd e seus compostos como cancerigeno para o ser humano
(Grupo 1), com base em evidéncia de tumores pulmonares em trabalhadores e animais

expostos por via inalatéria (CETESB, 2012

Tabela 5 indice de Translocacdo de () na parte aérea e raiz das linhagens senso,

anti-senso e WT de tabaco, submetidas as doses 0; 5,5 e 22;5dadCd em solucao

nutritiva.
Raiz PA
Linhagem
DO D5,5 D 22,5 DO D5,5 D 22,5
........................................................ e ettt ettt

Senso 22,51 Ab 40,28 Aa 40,98 Aa 77,49 Aa 59,72Bb 59,02 Ab
Anti-senso 21,40 Ab 35,84 Ba 38,15 Aa 78,60 Aa 64,16 Ab 61,85 Ab
wrt 21,53 Ac 42,66 Aa 38,96 Ab 78,47 Aa 57,34 Bc 61,04 Ab

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, mailscula na
coluna e mindscula na linha, pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade.

Investigando a funcao do ge@nTP-55 que codifica a aldeido desidrogenase
ALDH7A, em plantas transgénicas de tabaco e arabidopsis, Rodegseg2006)
observaram que em condicBes de estresse salino, hidrico e oxidativo, as plantas
transgénicas mostraram melhor desempenho em relagéo as plantas controle. Segundo
esses autores, € plausivel sugerir que a expressao dGdme55 que codifica essa
proteina, esteja envolvido em respostas celulares adaptativas relacionadas com
detoxificagdo de produtos toxicos, como os aldeidos.

No presente trabalho, ndo se observou nenhuma vantagem adquirida com a

expressdo da proteina ALDH7A nas plantas de tabaco. Os sintomas das plantas

41



transgénicas transformadas com o génelP-55na orientacdo senso nao diferiram das
plantas controle (WT). No entanto, as plantas transformadas com o gene na orientacao
anti-senso, ou seja, que tém a expressao de ALDH7A suprimida, exibiram sintomas
mais acentuados de toxicidade devido ao Cd. Esses resultados sugerem que a expressac
desse gene possa ser importante para ativar mecanismos de resposta ao estresse
oxidativo causado pelo Cd nas plantas, pois, mesmo que nao tenha sido observada
tolerancia diferencial das plantas senso em relacdo as plantas WT, a supressdo da
expressao desse gene levou a maiores danos causados pela toxicidade do Cdsas planta

anti-senso.
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RESUMO E CONCLUSOES GERAIS

A exposicdo a doses crescentes de cadmio (Cd) afetou de maneira negativa o
crescimento e o desenvolvimento das trés linhagens de soja, tornando evidentes os
efeitos toxicos do metal sobre o metabolismo vegetal. A linhagem WT apresentou
sensibilidade ao Cd significativamente maior do que as linhagens transgénicas, em
termos de reducdo relativa de matéria seca. O teor e o conteudo de Cd aumentaram,
tanto na raiz como na parte aérea das plantas das trés linhagens, em funcdo do
incremento das doses de Cd no meio de cultivo. As linhagens transgénicas apresentaram
maior capacidade de absorver o Cd e transporta-lo para a parte aérea, apresentando
maiores acumulos de metal em ambas as partes das plantas, ao mesmo tempo em que
mostraram menor reducdo da producdo de matéria seca, indicando, possivelmente,
maior tolerancia ao Cd. A retencdo de Cd no sistema radicular aumentou nas trés
linhagens estudadas em fungcdo do incremento das doses desse metal. As plantas
expostas a maior dose de Cd apresentaram sintomas de manchas avermelhadas nos
caules, peciolos e nervuras das folhas, escurecimento de raizes, clorose internerval,
encarquilhamento e murcha que evoluiram para secagem das folhas do apice, porém, foi
observado um fenétipo tolerante das linhagens transgénicas, apresentando sintomas
mais brandos de toxicidade e melhor desempenho em relacdo as plantas controle (WT).
No presente trabalho, os resultados observados nas plantas de soja expressando BiP nos
tratamentos com exposi¢cdo ao Cd sugerem a possibilidade dessas plantas apresentarem
mecanismo de tolerancia ao Cd, de forma semelhante ao que ocorre com a tolerancia ao
déficit hidrico nessas plantas. Experimentos adicionais sdo necessarios para confirmar
essa ocorréncia em relacdo ao estresse causado pela exposicéo ao Cd.

As plantas das trés linhagens de tabaco estudadas tiveram o crescimento e o
desenvolvimento afetados de maneira negativa, devido a exposicdo a doses crescentes
de Cd. A linhagem anti-senso apresentou sensibilidade ao Cd significativamente maior
do que as linhagens senso e WT, em termos de reducéo relativa de matéria seca. O
incremento nas doses de Cd na solucao nutritiva resultou em aumento do teor de Cd nos
tecidos das plantas das trés linhagens e diminuicdo no acumulo desse metal nas
linhagens senso e WT. Houve menor absorcdo de Cd pelas plantas anti-senso,

provavelmente devido a ocorréncia de danos mais severos ao sistema radicular e aos
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vasos condutores, evidenciando a maior sensibilidade dessa linhagem a toxicidade
causada pelo Cd. Houve distribuicdo preferencial de Cd na parte aérea das trés
linhagens, evidenciando a maior tendéncia pelo tabaco em acumular Cd nessa estrutura
das plantas. As plantas expostas ao Cd apresentaram danos severos no sistema radicular
murcha acentuada, manchas avermelhadas nas nervuras das folhas, encarquilhamento
das folhas novas, clorose internerval e redugcéo do crescimento, observando-se maior
severidade desses sintomas na linhagem anti-senso. Investigando a funcdo do gene
GmTP-55 que codifica a aldeido desidrogenase (ALDH7A), em plantas transgénicas de
tabaco earabidopsis Rodrigueset al (2006) observaram que em condi¢cdes de estresse
salino, hidrico e oxidativo, as plantas transgénicas mostraram melhor desempenho em
relacdo as plantas controle. No presente trabalho, ndo se observou nenhuma vantagem
adquirida com a expressao da proteina ALDH7A nas plantas de tabaco. Os sintomas das
plantas transgénicas transformadas com o gemdP-55na orientagdo senso nao
diferiram das plantas controle (WT). No entanto, as plantas transformadas com o gene
na orientacao anti-senso, ou seja, que tém a expressao de ALDH7A suprimida exibiram
sintomas mais acentuados de toxicidade devido ao Cd. Esses resultados sugerem que a
expressdo desse gene seja importante para ativar mecanismos de resposta ao estress
oxidativo causado pelo Cd nas plantas, pois, mesmo que nao tenha sido observada
tolerancia diferencial das plantas senso em relacdo as plantas WT, a supressdo da
expressao desse gene levou a maiores danos causados pela toxicidade do Cd nas planta:

anti-senso.
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