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RESUMO

RODRIGUES, Simone de Miranda, M. S., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de
2005. Expressdo ectopica de uma aldeido desidrogenase de soja em Nicotiana
tabacum e Arabidopsis thaliana confere tolerancia a estresses abidticos.
Orientadora: Elizabeth Pacheco Batista Fontes. Conselheiros. Maria Cristina
Baracat Pereirae Luiz Orlando de Oliveira.

Antiquitina € uma familia de proteinas atamente conservada na evolucdo que
pertence a superfamilia de aldeido desidrogenase (ALDH), mas cuja funcéo bioldgica é
desconhecida. Baseado em homologia estrutural e analogia do padréo de expressao, foi
isolado um gene da soja, homadlogo a antiquitina de humanos, designado GmTP-55, que
codifica uma proteina de 55,562 kDa, apresentando um dominio conservado de
desidrogenases. A proteina TP-55 apresenta 82% de identidade de sequiéncia com a
proteina 26g de ervilha, induzida por déficit hidrico, e 60% de homologia com a
proteina antiquitina de humanos, pertencentes a familia ADLH7A1 (conhecida como
antiquitinad) da superfamiliade ALDH. O acimulo da proteina TP-55 em plantas de soja
foi observado naraiz e predominantemente no caule, sob condices de déficit hidrico e
estresse salino. Com a finalidade de examinar a fungdo do homaologo da antiquitina in
vivo, plantas transgénicas de tabaco (Nicotiana tabacum) e Arabidopsis thaliana
expressando constitutivamente o cDNA GmTP-55 foram obtidas e submetidas a
diversas condicdes de estresses abi6ticos. Enquanto que, em arabidopsis, a expressdo do
transgene foi confirmada por RT-PCR, em Arabidopsis, a expressdo da proteina
quimérica TP-55-GFP foi avaliada por microscopia de fluorescéncia, demonstrando seu

acumulo predominantemente no nucleo e no citoplasma. A expressdo ectdpica do gene
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GmTP-55 tanto em arabidopsis quanto em tabaco conferiu as plantas transgénicas
toleréncia a estresse salino durante a germinacdo e a déficit hidrico durante o
desenvolvimento. A eficiéncia de germinagdo das sementes transgénicas em
concentragdes crescentes de NaCl foi muito superior do que a dos controles néo
transformados. Assim também, em condicdes de seca progressiva, as plantas
transgénicas de tabaco mantiveram aturgidez foliar em altos niveis, contrastando com o
aparecimento de murcha foliar das plantas controle. As plantas transgénicas também
exibiram uma maior tolerancia a estresses oxidativos, que foram induzidos por meio de
tratamento com H,0, e paraguat. Tanto as sementes de arabidopsis quanto as de tabaco
expressando GmTP-55 germinaram eficientemente em meio contendo 15 uM de H,0,,
engquanto a germinacdo das sementes controle foi drasticamente reduzida nas mesmas
condi¢bes. Similarmente, os discos foliares de tabacos transgénicos tratados com
paraquat apresentaram uma reducdo significativa de lesBes necréticas quanto
comparadas com as plantas controle. Considerando que o denominador comum
resultante dos estresses salino, hidrico e oxidativo seria a producdo de ROS e adeidos
toxicos derivados, estes resultados sugerem gue o gene TP-55, homdlogo da antiquitina,
estgja envolvido em respostas celulares adaptativas relacionadas com detoxificacdo de
adeidos.
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ABSTRACT

RODRIGUES, Simone de Miranda, M. S., Universidade Federal de Vigosa, February
2005. Ectopic expression of a aldehyde dehydrogenase of soybean in Nicotiana
tabacum and Arabidopsis thaliana confer tolerance on abiotics stress. Adviser:
Elizabeth Pacheco Batista Fontes. Committee members. Maria Cristina Baracat
Pereiraand Luiz Orlando de Oliveira

Antiquitin is an evolutionarily conserved protein family of unknown function that
belongs to the adehyde dehydrogenase (ALDH) superfamily. Based on structura
homology and expression pattern analogy, we have isolated an antiquitin homolog gene
from soybean, designated GmTP-55 that encodes a dehydrogenase motif- containing
55.562 kDa protein. The predicted encoded protein, TP-55, shares 82% sequence
identity with the water-stress induced 26g protein from peas and 60% homology with
human antiquitin that belongs to the ADLH7A1 (known as antiquitin) family of the
ALDH superfamily. Accumulation of TP-55 in soybean was detected in roots and
mostly in stems under water deficit and salt stress. To examine the role of antiquitin in
vivo, we have obtained transgenics tobacco (Nicotiana tabacum) and Arabidopsis
thaliana plants constitutively expressing GmTP-55 and analyzed their response to a
variety of abiotic stress conditions. While in tobacco the transgene expression was
confirmed by RT-PCR, in Arabidopsis, the expression of the TP-55-GFP chimerical
protein was evaluated by fluorescence microscopy that demonstrated its major
accumulation in the nucleus and cytoplasm. Ectopic expression of GmTP-55 in both
Arabidopsis and tobacco conferred tolerance to salinity during germination and to water
stress during plant growth. Under increasing salt concentration the germination
efficiency of transgenic seeds were much greater than that of untransformed seeds.



Likewise, under progressive drought, the transgenic tobacco kept the shoot turgidity to a
normal level, which was in contrast to the leaf wilt phenotype of control plants. The
transgenic plants also exhibited an enhanced tolerance to oxidative stresses that were
induced by H,O, and paraquat treatments. Both Arabidopsis and tobacco seeds
expressing GmTP-55 germinated efficiently in medium supplemented with H,O, 15
UM, whereas the germination of control seeds was drastically reduced under the same
condition. Likewise, transgenic tobacco leaf discs treated with paraguat presented a
significant reduction in the necrotic lesions as compared to the control leaves. Since the
common denominator resulting from salinity, dehydration and oxidative stress is the
production of ROS and derived toxic aldehydes, our results suggested that the antiquitin
homolog gene might be involved in adaptive responses related to adehyde
detoxification.



1. INTRODUCAO

Seca e sdlinidade excessiva sd0 os principais fatores ambientais que afetam
bruscamente o crescimento e a produtividade agricola de lavouras de interesse
econdmico ao redor do mundo. Esses tipos de estresses abiéticos envolvem mudancas
morfolégicas, fisiologicas e bioguimicas, como alteracdes na conformacdo da
membrana celular, tendo como consequiéncia a perda de &gua pela planta e a diminuicéo
no turgor celular. As plantas que induzem processos que regulam e mantém o turgor,
s80 capazes de permitir o crescimento continuado, através do ajustamento osmético
(ZIMMERMANN, 1978).

A toleréncia ao estresse hidrico apresentado por alguns vegetais consiste de
NUMErosoS Processos, ja que esta € uma caracteristica genética poligénica, que devem
funcionar em conjunto para diminuir o desequilibrio i6nico e hiperosmético. Ta
gjustamento requer o controle de ions inorganicos intracelulares no citoplasma, via
sequestro vacuolar, e ou acumulacdo de compostos organicos compartimentalizados
principalmente no citoplasma (BINZEL et al., 1988; BOHNERT et a., 1995). Essas
espécies de planta apresentam maior turgor durante a seca por acumularem osmalitos
sem prejuizo celular, o que caracteriza a tolerdncia a esse tipo de estresse pelo
mecanismo de osmoprotecao.

O conjunto de respostas observadas pelas plantas diante do estresse hidrico
depende, entre outros fatores, do estédio de desenvolvimento do vegetal, do género da
planta avaliado e da intensidade do estresse. Em leguminosas, como no caso de soja, a
escassez de agua durante a fase vegetativa compromete o desenvolvimento do vegetal,

resultando no aparecimento de folhas pequenas, entren0s curtos e baixa estatura.



Entretanto, se esse estresse ocorrer durante a fase de florescimento ou de
desenvolvimento dos frutos, sera observado um aumento excessivo de abortamento de
flores, além de impedir a antese, enquanto que na fase de enchimento dos gréos ocorre a
diminuicio do peso dos gréos e, consequentemente, afeta a producdo com o
aparecimento de frutos murchos ou vazios (BERLATO, 1981; FAGERIA, 1989).

Assim, aidentificacdo e a compreensdo dos mecanismos de tolerancia a seca séo
fundamentais no desenvolvimento de novos cultivares comerciais mais tolerantes a esse
tipo de estresse. A expressdo de genes, ainda ndo caracterizados, em genotipos mais
resistentes a esse fator pode ser usada no estudo de mecanismos de tolerancia a seca,
além de contribuir naidentificaco de outros genotipos com caracteristicas similares.

Nessa investigagdo foi isolado um cDNA da soja, chamado TP-55, altamente
homélogo a0 gene 26g de ervilha (Pisum sativum), cujo produto, uma adeido
desidrogenase, € acumulado principalmente nas células caulinares durante o estresse
hidrico. Baseado em andlise filogenética de seqiéncias, o gene TP-55 foi classificado
como membro do grupo ALDH7A de adeido desidrogenases, atamente conservado
entre organismos filogeneticamente distantes. Evidéncias indicam que as proteinas
ALDH7A estdo envolvidas na osmorregulacdo de células vegetais durante o déficit
hidrico (WOOD E KRAYESKY, 2002; BRAY, 2004).

O entendimento das funcdes realizadas pela proteina TP-55 em células vegetais,
pode levar a0 desenvolvimento de estratégias moleculares que visem a maxima
producdo de cultivares através do desenvolvimento de novos gendtipos mais adaptados
as condicdes de seca em espécies vegetais relevantes economicamente. Portanto, neste
trabalho procurou-se também investigar e analisar a funcédo bioguimica do gene TP-55

em plantas transformadas de tabaco e arabidopsi s superexpressando esse gene.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Estresse hidrico

A produtividade de uma espécie vegetal é determinada pela interacdo do seu
genétipo com as condicbes ambientais onde se desenvolve. Como as plantas
naturalmente sdo submetidas a algum tipo de estresse hidtico ou abidtico, a
produtividade de uma cultivar certamente pode ser afetada. Dentre o0s estresses
abidticos, 0 estresse hidrico é considerado uma barreira na expansdo de cultivares
agricolas em certas regides, por afetar drasticamente a producao, interferindo na taxa de
acumulo de material nutritivo nos gréos e no crescimento normal do vegetal.

O déficit hidrico ou desidratacdo, entretanto, ndo € causado somente pela
escassez de &gua no solo, mas também por atas concentracdes salina e condicfes de
baixa temperatura, 0S quais promovem respostas complexas que tem inicio com a
percepcdo do estresse pelo vegetal, desencadeando uma via de transducéo de sinal, a
qual é traduzida em mudancas em niveis celulares, fisiolégicos e de desenvolvimento
(SHINOZAKI E YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 1997 e BRAY, 1993). O conjunto de
respostas observadas depende da severidade e da duracdo do estresse, do genétipo da
planta, do estdgio de desenvolvimento e de fatores ambientais que promovem esse
estresse.

Sob condicbes de estresse hidrico, as células das plantas perdem agua e
diminuem a pressdo de turgor. A desidratag@o celular comeca quando a diferenca de
potencial hidrico é maior do que pode ser compensada pela perda de turgor (TAIZ E

ZEIGER, 1998). Esse estresse ocorre na planta quando a taxa de transpiragéo excede a



taxa de absorcdo de agua pelaraiz, induzindo varias respostas fisiol dgicas, morfol 6gicas
e de desenvolvimento. Como aproximadamente 90% do peso da planta é devido a agua,
certamente esse solvente atua em todos 0s processos bioguimicos do organismo,
movimentando e facilitando a distribuicdo de gases, minerais e solutos para todos os
Orgdos do vegetal. Possui, ainda, papel importante na regulacdo térmica da planta,
agindo tanto no resfriamento como na manutencdo e distribuicdo do caor
(NEPOMUCENO, 1994). Assim, a escassez de &gua pode afetar ainda a eficiéncia do
processo fotossintético, tanto de forma direta, através da desidratacéo do citoplasma, ou
indiretamente, devido ao fechamento estomético (MY ASAKA E MEDINA, 1981).

A resposta de tolerancia da planta a salinidade consiste de numerosos processos
que devem funcionar em coordenacdo para minimizar tanto o desequilibrio da
concentragdo i0nica intracelular como a hiperosmolaridade, aliviando efeitos
secundarios causados por esse estresse como 0 comprometimento da producdo e do
acumulo de biomassa pelo vegetal ou efeitos patol 6gicos (HASEGAWA et al., 2000;
ZHU, 2001). Plantas que mostram crescimento continuado ou melhorado sob condigtes
hidricas limitadas séo consideradas tolerantes a seca. Algumas espécies podem evitar a
seca amadurecendo rapidamente ou reproduzindo-se somente apds a chuva (ALVIM et
al., 1985). Outras toleram a desidratacdo, prevenindo-a através do desenvolvimento de
raizes profundas, fechando-se fortemente contra a transpiracdo ou acumulando grandes
reservas de &gua em tecidos carnosos (INGROUILLE, 1992). Ainda, outras espécies
permitem a desidratacdo dos tecidos e toleram a falta de agua, apresentando crescimento
continuado mesmo quando desidratadas ou sobrevivendo a desidratagbes severas. O
potencial quimico da solucéo salinainicialmente estabelece o desequilibrio do potencial
hidrico entre as vias apoplasticas e simplasticas, levando a uma diminuicdo do turgor, e
que se suficientemente severa causa reducdo no crescimento. A estagnacdo do
crescimento ocorre quando o turgor € reduzido a niveis mais baixo que o limiar de
crescimento da parede celular (BOHNERT et al., 1995).

Dentre as consequiéncias provocadas pelo excesso de sal no meio, podem ser
citadas o retardamento da diferenciacdo do xilema primario e a aceleracdo do
desenvolvimento do xilema secundario, apesar de ndo serem observadas alteracdes na
atividade enzimética de peroxidases nessa regido. Tais mudancas morfoldgicas foram
observadas em estudos realizados com raiz de soja submetidas a estresse salino (HILAL
et a. 1997). Esse estresse causa também um rgpido decréscimo na taxa do crescimento

foliar, devido a diminuicdo da velocidade de elongacdo da folha em conseqiiéncia da
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reducéo da elongacao e da multiplicacéo celular (MUNNS, 1993). Foi verificado que o
cultivo de trigo é significativamente afetado quando submetido a escassez de agua no
solo, tanto durante a fase vegetativa quanto na fase reprodutiva, provocando reducéo no
peso da planta e diminuicdo do desenvolvimento da area foliar (KATERJI et al. 2003).
Do ponto de vista hiofisico, uma célula da folha de uma planta tratada com NaCl
expande-se a reduzidas taxas, quando comparada a células controles, por apresentar
paredes endurecidas ou baixo nivel de turgor, consequiéncia do reduzido fluxo de agua
ou osmdlitos em nivel celular (COSGROVE, 1993).

Uma variedade de genes gque respondem a seca, a salinidade e ao frio, e que
apresentam funcdo protetora na célula tem sido descritas INGRAM E BARTEELS,
1996; SHINOZAKI E YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 1996; BRAY, 1997). Alguns
desses genes tiveram seus promotores analisados, mostrando a presenca de varios
elementos cis-ativadores dependentes ou independentes do horménio ABA encontrado
em plantas (SHINOZAKI E YAMAGUCH-SHINOZAKI, 1997). A funcdo do produto
desses genes tem sido predita por comparacdo de seqiiéncias homdlogas com proteinas
conhecidas e acredita-se possuirem um papel na protecdo da célula diante do estresse
hidrico INGRAM E BARTELS, 1996; BRAY, 1997). A variedade e as mudancas na
expressdo de genes sdo fundamentais para as respostas que ocorrem durante o déficit
hidrico, tendo sido relatados esses genes em vérias espécies como controladores de
muitas respostas a curto e alongo prazo (BRAY, 1993).

Observages tém revelado que os genes induzidos durante condi¢des de estresse
hidrico funcionam ndo somente na protecéo da célula ao déficit hidrico, codificando
importantes proteinas envolvidas diretamente no aumento da toleréncia da célula ao
estresse, mas também como fatores que atuam na regulacdo de genes envolvidos na via
de transducado de sinal em resposta a escassez de agua (SHINOZAKI E YAMAGUCHI-
SHINOZAKI, 1997). Desse modo, os produtos desses genes sdo classificados
basicamente em dois grupos. Um primeiro grupo é constituido por proteinas que
funcionam provavelmente promovendo tolerancia ao estresse: proteinas que formam
canais de passagem de agua através da membrana (aquoporinas), as enzimas requeridas
para a biossintese de varios osmoprotetores como agucares, Pro e Gly-betaina, proteinas
gue podem proteger macromoléculas e membranas (chaperones moleculares, proteina
LEA, osmotina e proteinas de ligacdo ao mRNA), proteases envolvidas no tunorver de
proteinas (proteases tiol, proteases CLp e ubiquitina) e enzimas que promovem a

detoxificacdo (glutationa S-transferase, catalases, ascorbato peroxidase, superdxido



dismutase). Alguns genes induzidos por estresse, que codificam proteinas, tal como
enzimas chave para a biossintese de prolina, foram superexpressadas em plantas
transgénicas produzindo um fendtipo tolerante ao estresse, indicando que os produtos
desses genes possuem funcdo protetora contra estresses. O segundo grupo contém
fatores protéicos envolvidos na regulacéo da transducdo de sinal e a expressao de genes
gue provavelmente funcionam em resposta ao estresse, como as proteinas quinases,
fatores de transcricdo e PLC (SHINOZAKI E YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 1997).

2.2. Ajustamento osmatico

Dentre as respostas fisioldgicas/moleculares apresentadas pelas plantas para
aumentar o turgor celular durante o déficit hidrico, podem ser citadas o ajustamento
osmotico e a osmoprotecdo, o que refle na habilidade que algumas espécies de planta
tém de gjustar osmoticamente suas células, mantendo o potencia hidrico. A reducéo
desse potencial a nivel celular abaixo do potencial hidrico externo, resulta de uma
diminuicdo do potencial osmatico, o que possibilita a movimentacéo da agua na célula.
O potencial osmético dentro da célula é inferior a acumulacdo de osmadlitos no
citoplasma. Mudancas no potencial osmaético causado pela concentracdo de solutos,
resultante da perda de agua e aguelas causadas pela acumulacdo ativa de solutos sdo
distintas. Reducfes no potencial osmotico ocorrem pelo aumento na concentracéo de
solutos presentes na célula turgida. O gjuste osmatico, portanto, ocorrerd somente se
ocorrer 0 acumulo ativo de solutos (GUO E OOSTERHUIS, 1997), propiciando, em
vérias espécies, 0 aumento na capacidade de tolerar periodos curtos de seca.

Genes que codificam enzimas para a sintese desses osmdlitos tém sido
identificados e, em alguns casos, esses genes sao induzidos por déficit hidrico (BRAY,
1997). Além disso, foi documentado que muitos osmoprotetores aumentam a tolerancia
a0 déficit hidrico em plantas quando expressados como produtos transgénicos
(BOHNERT E JENSEN, 1996; ZHU, 2001).

A tolerancia salina conferida pelos osmoprotetores requer que esses solutos,
classificados como compativeis, se acumulem no citosol e organelas, onde deverdo
funcionar no ajustamento osmaético e osmoprotegdo. Entretanto, os solutos acumulados
nessas condi¢cdes variam com 0 organismo e também entre espécies de plantas. Tem

sido observada alta capacidade de ajuste osmotico em espécies como 0 Sorgo € o



algodéo; gjustes mais moderado sdo observados em girassol, enquanto o trigo e a soja
normalmente apresentam baixa capacidade de guste (OOSTERHUIS E
WULLSCHLEGER, 1988).

M etabdlicos frequientemente observados com fungBes osméticas sdo os aglicares,
principamente sacarose e frutose, dcool aclicares como glicerol, inositol metilados, e
aclicares complexos (trealose, rafinose e polimeros de frutose). Ainda, ions (K*) ou
metabdlitos modificados (glicina betaina, dimetil-4-carboxil pirimidina, prolina e
ectoina) também sdo relatados (HASEGAWA et a. 2000). Esses solutos podem ser
acumulados normalmente em altos niveis e reduzir os efeitos inibitérios de atividade
enzimética e idnica por aumentar a estabilidade térmica de enzimas que estdo em
solucdo salina, sem perturbar a bioquimica intracelular, prevenindo a dissociacdo de
complexos enzimédticos. De fato, o osmdlito glicina betaina preserva os tilacéides e a
integridade da membrana plasmética apos exposicao do vegetal a condigdes de estresse
hidrico, até mesmo em baixas concentracdes (RHODES E HANSON, 1993; YOKOI,
2002).

A sintese desses osmoalitos é freglientemente realizada pela diversificacdo de
metabdlicos intermedidrios dentro de reacBes bioguimicas Unicas (BRAY, 1993).
Plantas superiores acumulam ativamente acUcares, acidos organicos e ions, diminuindo
0 potencial osmético e, consequentemente, mantém o potencial hidrico e o turgor de
suas células préximo do nivel étimo. Quando o turgor é mantido, processos como
condutancia estomética, taxa de assimilacéo de CO, e expansao dos tecidos sdo total ou
parcialmente mantidas (LUDLOW, 1987; NEPOMUCENO et a., 1998). Uma
substancia capaz de atuar na osmoprotecdo € a betaina aldeido desidrogenase (BADH),
que é induzida em resposta a estresse osmético e catalisa a sintese do osmdlito glicina
betaina a partir de colina por duas reacbes que sdo catalisadas em sequéncia pelas
enzimas colina monoxigenase e betaina aldeido desidrogenase (RHODES E HANSON,
1993).

2.3. A superfamila de genes ALDH

Aldeidos desidrogenases constituem uma diversa familia de proteinas

encontradas em varios organismos com importantes funcdes bioldgicas. Sdo moléculas

gue catalisam a oxidacdo de adeidos a seus é&cidos carboxilicos correspondentes,



requerendo NAD (P") como cofator (PEROZICH et al., 1999a). Aldeidos sfo
intermedidrios em diversas vias bioguimicas fundamentais, sendo gerados durante o
metabolismo de carboidratos, vitaminas, esteréides, aminoécidos e lipideos (Y OSHIDA
et a., 1998; VASILIOU et al., 2000). Como ja mencionado, aldeidos também podem
ser sintetizados em resposta a estresses ambientais que perturbam o metabolismo,
incluindo salinidade, desidratacdo, dissecacdo, frio e temperaturas atas (BARTELS
2001; BARCLAY et d., 1994). Aldeidos desidrogenases possuem alta atividade,
representando uma estratégia de defesa na detoxificacdo de aldeidos, sendo
consideradas em geral como enzimas de detoxificagdo (Y OSHIDA et a., 1998).

O Cominté de Nomenclatura do Gene ALDH (AGNC) estabeleceu um critério
especifico para a cataogacdo de sequéncias das proteinas ALDH deduzidas
(VASILIOU et a., 1999). Seqiéncias de proteinas que apresentam mais de 40% de
identidade a outras seqUéncias de ALDH identificadas previamente compdem uma
mesma familia, as sequéncias que apresentam mais de 60% de identidade compdem
uma subfamilia de proteinas; enquanto que seqiiéncias de proteinas que apresentam
menos de 40% de identidade deveriam descrever uma nova familia de proteinas ALDH.

Uma classificacdo prévia da superfamilia de genes, baseadas na sequéncia de
identidade dessas proteinas, identificou 21 familias de proteinas ALDH em organismos
eucarioticos (PEROZICH et a., 1999a e 1999b; SOPHOS et a. 2001). Atuamente, as
enzimas de plantas estdo representadas em 11 dessas familias de ALDH (ALDH2,
ALDH3, ALDH5, ALDH6, ALDH7, ALDH10, ALDH11l, ALDH12, ALDH1S,
ALDH19 e ALDH21) e 3 familias de proteinas que sdo Unicas para as plantas
(ALDH11, ALDH19 e ALDH21) (WOOD E KRAYESKY, 2002; BRAY, 2004).

Com o sequenciamento completo do genoma de Arabidopsis, open reading
frames (ORFs) putativas de ALDH foram anotadas e comparadas com sequéncias de
cDNAs de ALDH ja identificadas. Essa pesquisa resultou na descoberta de 14
sequéncias que poderiam codificar proteinas com seqUéncia conservada de adeido
desidrogenases. (KIRCH et al, 2004), aém de ter sido identificado um Unico gene
pertencente a familia ALDH7B4, que provavelmente codifica uma proteina de resposta
aturgor (GUERRERO et a., 1990; STROEHER et a., 1995; BRAY/, 2004).

Em ervilha (Pisum sativum) foi identificada uma proteina denominada de 26g, a
qual possui expressdo aumentada quando a planta é submetida ao estresse hidrico, tendo
sido classificada como uma desidrogenase (GUERRERO, 1990). As enzimas do tipo

aldeido desidrogenases possuem uma sequéncia de aminoécidos (VTLELGGKYS),

8



apresentando um residuo de cisteina apos 28 residuos de aminoécidos a partir dessa
sequéncia conservada. Apesar dessa sequiéncia ser pouco conservada (TLLELSGNN) na
proteina de ervilha, a proteina 26g possui o residuo de cisteina localizado nessa mesma
posicdo (GUERRERO et al., 1990). Essa desidrogenase torna-se interessante ja que
tanto as enzimas Betaina desidrogenase (BADH) quanto a ABA adeido desidrogenase
estdo envolvidas na resposta de desidratacdo em algumas plantas (GUERRERO et al.,
1990).

Varias desidrogenases descritas na literatura atuam nos processos de regulacéo
osmotica, como por exemplo, o gene Aldh2a, uma aldeido desidrogenase de Oryza
sativa, que tem sua expressdo aumentada sob condicdes anaerdbicas, provavelmente
confere maior tolerancia as condi¢des submergidas de arroz (NAKAZONO et al., 2000).
Cp-ALDH e Ath-ALDH3 de Craterostigma plantagineum e A. thaliana
respectivamente, respondem a uma ampla variedade de estresses, incluindo estresse
oxidativo, 0 qual causa uma rapida acumulacdo de espécies reativas a oxigénio (ROS)
em plantas (KIRCH et al., 2001; SUNKAR et a., 2003). Em Arabidopsis dois genes
ALDH respondem a alta salinidade, desidratac&o e frio, como mostrado em andlises de
microarrays (SEKI et a., 2002). Homdlogos do ALDH7B em angiosperma sao
induzidos por diversos tipos de estresses incluindo desidratacéo, altas e baixas
temperaturas e atas concentragtes de ABA (WOOD E KRAYESKY, 2002).

Andlises de northern blot utilizando tecidos humanos mostraram que uma
proteina homéloga a 26g, denominada antiquitina é altamente expressa na cdclea,
ovéario, olhos, coracdo, figado e nos rins de humanos, sendo que quantidades minimas
foram descritas em leucdcitos da periferia do sangue e culturas de fibroblastos
(VASILIOU et a., 2000). Essa proteina possui um peso molecular de 55,285 kDa e
apresenta 60% de identidade de seqiiéncia com 26g de ervilha. Os 66 aminoacidos da
porcdo carboxi terminal entre essas duas proteinas apresentam 86% de identidade, e um
segmento de 52 aminoéacidos apresenta 92% de identidade (LEE et al., 1994). Mesmo
desconhecendo a funcdo da proteina antiquitina de humanos, acredita-se que ela esteja
envolvida na regulacéo da pressdo de turgor celular, sob o déficit hidrico ou exposicdo a
altas concentragdes sdlinas, sintetizando osmoprotetores organicos, como ALDH9
(betaina aldeido desidrogenase), contribuindo para a restauracdo de turgor durante
periodo de estresse (STROEHER, et al., 1995), entretanto a exata fungdo da antiquitina
permanece por ser elucidada (SKVORAK, et a., 1997).



A estrutura priméria da antiquitina mostra uma larga regido hidrofébica
internamente, um possivel dominio transmembrana, 0 qual sugere que essa proteina
pode ter uma funcdo de transporte (LEE, et al., 1994; SKVORAK, et a., 1997).
Baseado na andlise da seqliéncia, a antiquitina € classificada como um membro da
superfamilia de aldeido desidrogenases ALDH7AL. Apresenta dominio caracteristico
conservado essencial para a atividade catalitica, apontando assim um papel catalitico em
certas vias metabdlicas relacionadas a0 estresse osmético por essa proteina
(STROEHER, et a., 1995; PEROZICH, et al., 1999b). Devido alta homologia entre
essas proteinas, de planta e de animal, acredita-se que essas proteinas possuam um
indispensavel papel fisiologico na célula, o qual deve ter sido conservado
evolutivamente. Entretanto, a funcéo fisiol6gica de membros da familia ALDH7AL de
aldeidos desidrogenases permanece por ser elucidada, sendo a rota metabdlica associada

a esta enzima desconhecida
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material vegetal e experimentos na casa-de-vegetacao

Plantas de soja variedade BR16 foram cultivadas em casa-de-vegetacdo sob
condicOes padronizadas de luz, umidade relativa e temperatura. Com 0 objetivo de
avaliar o padréo de expressdo da proteina TP-55 de soja, plantas de soja ho inicio da
floracdo foram submetidas a condigoes de seca, estresse salino 300 mM NaCl e estresse
salino 600 mM NaCl, independentemente, por 9 dias sob condic¢des controladas, até o
aparecimento evidente de murcha nas folhas. Em seguida foram coletadas em nitrogénio
liquido, raizes, caules, folhas fonte e folhas dreno das plantas de soja submetidas a essas
condicdes de estresses e também de plantas de soja ndo estressadas, para proceder com
aextracao de proteinas totais desses 6rgaos e realizar Imunoblotting.

3.2. Isolamento de um cDNA de soja, designado pUFV388 ou TP-55, que codifica
um homélogo de antiquitina

Um cDNA que codifica uma aldeido desidrogenase homdloga a antiquitina de
humanos, pertencente a subfamilia ALDH7, foi isolado previamente de um banco de
dados de ESTs de Glycine max desenvolvido no Laboratdrio de Biologia Molecular de
Plantas do BIOAGRO, a partir de uma biblioteca de cDNAs de sementes de soja
submetidas a estresse hidrico, sendo analisado por comparacdo de sequiéncia utilizando

o programa BLAST. Esse cDNA foi designado pUFV 388, e a sequiéncia completa desse
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clone foi obtida e enviada para o0 GeneBank com o nimero de acesso AY 250704. O
sequenciamento completo do clone, revelou que o mesmo codifica uma proteina com
peso molecular de aproximadamente 55 kDa, a qual foi denominada de TP-55 (turgor
protein).

A seguéncia de aminoéacidos correspondente a proteina TP-55 foi avaliada pelo
programa DAS (Transmembrane Prediction server), usando seqiiéncias aeatérias em
janelas de cinco aminoacidos, permitindo estimar o grau de hidrofobicidade em
diferentes posi¢des na proteina. Foi realizada também uma andlise comparativa entre
sequéncias de aminoacidos de aldeido desidrogenases de diferentes organismos, usando
o programa “DNAman”. As seqiiéncias das proteinas foram obtidas no banco de dados

do GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/Blast) e usadas para a construgdo de uma arvore

com base em similaridade de seqliéncias de aminoécidos entre as ALDHSs de diferentes

organismos.

3.3. Obtencao do anticor po anti-TP-55

3.3.1. Expressdo da proteina TP-55 em E. coli e purificacdo da proteina

recombinante

Com a finalidade de expressar a proteina TP-55 de soja em bactéria, o clone
pUFV388 foi digerido com a enzima BamHI, liberando um fragmento de
aproximadamente 1300pb que estende desde a posic¢ao do nucleotideo 336 do cDNA do
clone pUV 388 até o sitio de BamHI no polylinker do vetor pBS (SK+). Esse fragmento
foi purificado de gel de agarose usando o kit da BIORAD e inserido no sitio BamHI do
vetor pET-16b, previamente digerido e defosforilado (DELU-FILHO et al, 1999). Em
seguida foi feito o diagndstico do clone na orientacéo do inserto utilizando as enzimas
BamHI e Xbal.

A inducdo da proteina recombinante com IPTG foi conduzida em E. coli estirpe
BL21(DEj3), que contém um gene da T7 RNA polimerase sob o controle do promotor
lac (NOVAGEN). Em seguida, as bactérias contendo o cDNA que codifica TP-55
foram coletadas por centrifugacdo a 5.000 x g por 10 minutos e ressuspendidas em
tampéo de ligagdo 1X (TrissHCl 40 mM pH 7,9, Imidazol 1 mM, NaCl 1 M e uréia 6

M). O rompimento das células ocorreu mecanicamente por ultra-sonicacdo em
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Ultrassonic Homogenizer 4710 Series (COLE PARMER), seguida de centrifugacéo a
39.000 x g por 20 minutos. O sobrenadante foi filtrado em membrana de 0,45 mm e
aplicado em coluna de cromatografia contendo resina Chelating Sepharose
(PHARMACIA) ativada com Ni*2. A proteina recombinante foi eluida utilizando
tampédo de eluicdo (Imidazol 1M, NaCl 0,5 M e TrisHClI 80 mM M pH 7,9 e uréia 6
M), purificada e utilizada para imunizar coelho e produzir o anticorpo policlonal contra

aproteina TP-55.

3.3.2. Purificacao do anticor po anti-TP55

A purificacdo do anticorpo, anti-TP55, foi realizada segundo REIS (1997), por
cromatografia de afinidade em resina de proteina A (NOVAGEN), cuja proteina foi
isolada de Staphylococus aureus. Uma aliquota de 1 mL do anticorpo anti-TP55 obtido
de coelho foi equilibrado com 1/10 desse volume com tampéo TrissHClI 1 M pH 8,0, e
em seguida foi aplicado na coluna cromatogréfica contendo resina de proteina A, para
que as imunoglobulinas da classe 1gGs ficassem retidas na resina. A coluna foi
previamente equilibrada com o mesmo tampédo, e apds 0 anticorpo ser passado na
coluna, estafoi lavada com o volume de dez vezes do tampéo Tris-HCI 100 mM pH 8,0,
seguido do mesmo volume do tampéo Tris-HCIl 10 mM pH 8,0. Os anticorpos da fragéo
1gG retidos na coluna foram eluidos utilizando o volume de 5 vezes de glicina 100 mM
pH 3,0, aliquotados e equilibrado com TrissHCI 1M pH 8,0. A quantificagdo do
anticorpo purificado foi feita usando leitura de absorbancia a 280nm, antes de ser
estocado a—80 °C.

3.4. Analise dainducéo da proteina TP-55 por déficit hidrico e salinidade
3.4.1. Extracéo de proteinatotal de soja e quantificacéo

Para a extracdo de proteinas totais de caule, raiz, folha velha e folha nova de
plantas de soja, 500 mg de cada um desses 6rgaos do vegetal foram macerados em
nitrogénio liquido usando cadinho e pistilo. Ao macerado, foi adicionado tamp&o de
extragcdo (TCA 10% em acetona e [I-mercaptoetanol 0,07%) na proporcéo de 1.5 de
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material vegetal para o tampéo de extracdo, respectivamente, seguida de precipitacdo
das proteinas totais por 3 h a 4°C. Em seguida, o material foi centrifugado a 20.000 x g
durante 20 minutos, e o pellet protéco foi lavado com acetona seguido de centrifugacdo
por 5 minutos a 20.000 x g até o sobrenadante ficar claro. O precipitado de acetona foi
liofilizado por 4 h e ressuspendido em 400 [JL de tampéo de eluicdo (uréa 8 M, Triton
4%, DTT 60 mM). O rompimento das células ocorreu mecanicamente por ultra-
sonicagdo com 4 pulsos de 10 segundos em Ultrassonic Homogenizer 4710 Series
(COLE PARMER). As proteinas totais foram coletadas da porcéo sobrenadante apds
centrifugacdo por 20.000 x g por 20 minutos. A concentracdo das proteinas totais nos
diferentes érgados de sojafoi determinada pelo método de BRADFORD (1976).

3.4.2. Eletroforese em gel de poliacrilamida e | munoblotting

Quantidades iguais dos extratos de proteinas totais dos diferentes 6rgdos da soja
(raiz, caule e folhas), foram separados em SDS-PAGE com concentracdo de acrilamida
+ bis 10% (p/v) (LAEMMLI, 1970), no tampé&o de corrida (TrissHCI 25 mM, glicina
200 mM, EDTA 1 mM e SDS 3,5 mM) e voltagem constante de 100V. Apos
eletroforese, os géis foram revelados em solucdo corante [metanol 45%(v/v), etanol 9%
(v/v) e coomassie brilhant blue R250 0,01% (p/v)] por 2 horas e em seguida, descorados
em solucdo descorante [metanol 25% (v/v) e é&cido acético glacia 7,5% (v/v)].
Alternativamente, as proteinas corridas em gel de poliacrilamida foram transferidas para
uma membrana de nitrocelulose utilizando-se 0 equipamento Transblot da BIORAD. A
membrana de nitrocelulose foi incubada com o reagente de bloqueio Blotting Grade
Blocker, Non-Fat Dry Milk (BIORAD) por no minimo 1 h a temperatura ambiente e
lavada com TBS-T [Tris-HCl 10 mM, pH 7,6, NaCl 0,015 mM, Tween-20 0,1% (v/v)].
Para imunodeteccdo da proteina TP-55, foi utilizado o anticorpo policlonal de coelhos
contra a proteina TP-55 na diluicdo de 1:1000. Como segundo anticorpo, foi utilizado o
anticorpo comercia de coelho IgG anti-coelho (SIGMA), conjugado a enzima fosfatase
alcaina (SIGMA), numa diluicdo de 1:5000. A atividade da fosfatase alcalina foi
detectada utilizando-se os substratos BCIP (5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato) NBT
(azul-nitro tetrazdlio) da GIBCO BRL.
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3.5. Obtencdo e analise das plantas transgénicas

3.5.1. Obtencdo do clone pUFV408 e transformacdo de Agrobacterium
tumefaciens L BA 4404

Os procedimentos de clonagem foram realizados segundo SAMBROOK et al.
(1989). O cDNA pUFV388, que codifica a proteina TP-55, foi digerido no sitio de
EcoRl e o fragmento de aproximadamente 1900 pb foi inserido no mesmo sitio da
enzima no polylinker do vetor de expressdo em plantas pCambia 1301Z. O clone
resultante pUFV408, contendo a regido codificadora de TP-55 sob o controle do
promotor 35S do CaMV e sinais de poliadenilagdo do gene nos, foi usado para
transformar A. tumefaciens estirpe LB4404. As colbnias transformadas foram
recuperadas em meio seletivo contendo 100 mg L™ de kanamicina e 100 mg L™ de
estreptomicing, e diagnosticadas por PCR (Polimerase Reaction Chain) usando primers
que anelam em regifes especificas do gene que confere resisténcia a higromicina,
presente no T-DNA do vetor pCambia 1301Z, cujas sequéncias Sdo
5 CGCTTCTGCGGGCGATTTGTGTACG3 “forward” e 5 TCAGCTTCGATGT
AGGAGGGCGTGGS "reverse’. Nareagdo de PCR, foram utilizados 20 hg de DNA,
80 r mol de cada oligonucleotideo citados acima, dNTP's 0,25 mM/L cada, 1 U de Taq
polimerase, e tampédo (MgCl, 2,0 mM, TrissHCI 2,0 mM pH 8,4, KCI 50 mM) para um
volume final de 25 .. As condic¢des de reacéo adotadas consistiram de 3 minutos a 94
°C, sequido de 30 ciclos (45 segundos a 94 °C, 1 minuto e 30 segundos a 55 °C e 2
minutos a 72 °C), seguindo 10 minutos a 72 °C. A reacdo de amplificacdo foi conduzida
em um termociclador MJ RESEARCH Peltier Thermal Cycler PTC 2000 e os produtos
da reacéo foram analisados em gel de agarose 1% (p/v) e corado com brometo de etideo
0,1 ng/mL.

3.5.2. Obtencdo dos clones pK7-Anti e pK7F-Anti e transformacao de
Agrobactéria tumefaciens GV3101

Os vetores recombinantes pK7-Anti e pK7F-Anti foram obtidos através do

sistema GATEWAY (Invitrogen Life Technologies Inc.). O cDNA que codifica para a
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proteina TP-55 foi amplificado por PCR com Pfu polimerase e primers especificos
contendo extensdes apropriadas em suas extremidades, analisado em gel de agarose
(0,9% pl/v) e introduzido via recombinacéo no vetor de entrada pDONZ201, utilizando
BP clonase (INVITROGEN). Em seguida, o cDNA da TP-55 foi transferido para os
vetores de expressdo de planta pK7WG2 ou pK7FWG2, utilizando a LR clonase para
obter os clones pK7-Anti e pK7F-Anti, respectivamente. Na construcdo pK7-Anti, o
cDNA de TP-55 esta sob o controle do promotor CaMV 35S. A construgdo pK7F-Anti
contém o gene GFP fusionado em sentido correto apds o ultimo cédon de TP-55,

também sob o controle do promotor CaMV 35S.

3.5.3. Transformagdo de N. Tabacum com a construgao pUFV408 e A.

thaliana com as construgdes pK 7-Anti e pK 7F-Anti

Arabidopsis thaliana estirpe GV3101, contendo as construgdes pK7-Anti e
pK7F—Anti separadamente foram inoculadas em meio LB seletivo (40 mg.L™ de
gentamicina e 100 mg.L™ de espectinomicina) por 24 h a 28 °C. Em seguida, 4 ml do
inoculo foram usados parainocular 200 mL de LB seletivo, o qual foi incubado por 24 h
a 28 °C. Apbs o periodo de incubacao, as células foram sedimentadas por centrifugac&o,
ressuspendas em 250 mL de sacarose 5% (p/p), contendo Silwett L-77 3% (p/v) e
usadas para transformar Arabidopsis pelo método de mergulhamento floral (FONTES et
al., 2004). As plantas recém transformadas foram mantidas em casa-de-vegetacdo para a
obtencdo de sementes. Essas sementes transgénicas contendo as construcdes pK7-Anti e
pK7F-Anti foram esterilizadas (etanol 70%, triton 0,05% X-100 por 5 min, seguido de
etanol absoluto por 1 min.) e plagueadas em meio MS (MURASHIGE E SKOOK,
1962) meia forca contendo kanamicina 50 mg.L™* para a selecdo dos transformantes
independentes. As placas contendo as sementes foram incubadas por 2 dias a4 °C antes
de serem transferidas para uma incubadora a 20 °C e fotoperiodo de 16 h para o
crescimento das plantas. Apos um més de germinacdo, os transformantes independentes
foram transplantados para vasos e mantidas em casa de vegetacdo na temperatura de 22
°C para a obtencgdo de sementes da geragdo F2 (T1).

Para transformacéo de tabaco, a estirpe LBA 4404 de A. tumefaciens contendo a
construcdo pUFV408 foi inoculada em meio seletivo e (100 mg.L™ de estreptomicina)

por 12 h a 28 °C e em seguida transferidas para meio rhizo. Apés o crescimento das
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agrobactérias, estas foram repassadas parameio MS liquido (MURASHIGE E SKOOK,
1962) suplementado com sacarose 3% (p/v), i-inositol 100 mgL™ e vitaminas B-5 de
Gamborg 1% (v/v), até atingirem a OD de 0,4. Discos foliares de Nicotiana tabacum
var. Havana foram incubados com as agrobactérias durante 15 minutos, e apds o
periodo de co-cultivo, os discos foliares foram lavados com agua estéril, secos em
papel, e colocados em placas de Petri, contendo meio M SO solido sem antibiéticos por 2
dias. Apds o periodo de co-cultivo, os possives transformantes foram selecionados em
meio MS0 suplementado com BAP 0,4 mg/L, timetin 500 mg/L (SMITHKLINE
BEECHAM, FARMACEUTICOS) e 50 mg/L de kanamicina (SIGMA). Apds 3-4
semanas, 0s transformantes primarios (TO) foram regenerados e enraizados em
magentas (SIGMA) contendo meio MS0O solido. Os transformantes foram separados,
clonados e mantidos in vitro antes de serem diagnosticados por PCR. Quatro
transformantes independentes (progénie TO), designados TO TP-55 S1, TO TP-55 S2, TO
TP-55 S3, TO TP-55 S5, foram obtidos e cultivados em meio MSO (MURASHIGE E
SKOOG, 1962) sdlido (sais de MS 0,43%; i-inositol 0,005%; &cido nicotinico 0,1%;
tiamina-HCl 1% pH 5,7) contendo timetim (100 mg.L™). Essas plantas foram clonadas e
mantidas em magentas na cultura de tecidos antes de serem transferidas para o solo e
levadas a casa-de-vegetacdo para producdo de sementes. Um transformante
independente, designado TP-55 AS5, contento o gene TP-55 na orientac&o anti-senso e
sob o controle do promotor 35S, também foi obtido e usado como controle (dado néo
mostrado).

3.6. Diagnostico molecular das plantastransgénicas

3.6.1. Extracdo do DNA gendmico dos possiveis transformantes de A.

thaliana e N. tabacum

Para a extracdo do DNA das plantas de arabidopsis e tabaco, 100 mg de tecidos
vegetais foram macerados em nitrogénio liquido usando cadinho e pistilo. O macerado
foi homogeneizado com tampéo de extracdo (TrissHCl 0,2 M pH 7,5, NaCl 0,25 M,
SDS 0,5% (p/v) e EDTA 0,025 M) e vortex por 5 segundos em temperatura ambiente.
Em seguida, os debris celulares foram removidos por centrifugacéo a 20.000 x g durante

5 minutos. O sobrenadante foi precipitado com isopropanol 50% (v/v) por 10 minutos e
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centrifugado a 20.000 x g por 6 minutos. O pellet foi lavado com etanol 75% (v/v), seco
durante 5 minutos em speedvac e ressuspendido em 50 [OL de &gua estéril. A
integridade do DNA foi analisada em gel de agarose 1% (p/v), corado com brometo de
etideo 0,1 ng/mL.

3.6.2. A reacao de PCR (Polimer ase Reaction Chain)

O DNA das plantas de A. thaliana e N. tabacum contendo as construgdes pK7-
Anti e pK7F-Anti foram analisadas por PCR usando oligonucleotideos especificos do
gene TP-55, 4076-AntiF501 (CCATGCGCTGTTCTAGGATGG, coordenadas 539 a
559) e 4077-AntiR506 (GCCCAACTAGAGTCCCCTTCTC, posicdes 1042 a 1063)
para a construcdo pK7-Anti, e os oligonucleotideos 4076-AntiF501 e 4799-
PK7FGFPRvs (CGCCCTCGCCCTCGCC GGACAC, especifico do gene GFP) para a
construcéo pK7F-Anti.

As plantas de N. tabacum transformadas com a construcdo pUFV408 também
foram analisadas por PCR usando oligonucleotideos que anelam em regides especificas
do gene que confere resisténcia a higromicina, presente no T-DNA do vetor pCambia
1301, cujas sequéncias sdo 5'CGCTTCTGCGGGCGATTTGTGTACGS (senso) e
5 TCAGCTTCGATGTAGGAGGGCGTGG3'  (anti-senso), assim como também
utilizando os conjuntos de oligonucl eotideos especificos para TP-55 descritos acima.

Na reacdo de PCR, foram utilizados 20 hg de DNA genémico da planta, 10
rmol dos oligonucleotideos correspondentes, dNTPs 0,25 mM/L cada, 1 U de Taq
Polimerase e tampéo (MgCl, 2,0 mM, Tris-HCI 2,0 mM pH 8,4, KCl 50 mM) para um
volume final de 25 .. As condiges de reacdo adotadas consistiram de 3 minutos a 94
%C, seguido de 30 ciclos (45 segundos a 94 °C, 1 minuto e 30 segundos a 55 °C e 2
minutos a 72 °C), seguindo 10 minutos a 72 °C. A reacdo de amplificacdo foi conduzida
em um termociclador MJ RESEARCH Peltier Thermal Cycler PTC 2000 e os produtos
da reacdo foram analisados em gel de agarose 1% (p/v) e corado com brometo de etideo
0,1 ng/mL.
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3.7. Localizacéo subcelular da proteina antiquitina em arabdopsis

Para verificar a localizagcdo da proteina TP-55 a nivel celular, raizes de plantas
de arabidopsis transformada com a construcdo pK7F-Anti foram cortadas utilizando
micrétomo manual e montadas a fresco em |aminas para proceder a fotodocumentacéo.
As imagens foram obtidas usando um microscopio de fluorescéncia Olympus BX 60
com objetiva de 100x e excitagdo WU (cube U-MWU) com filtro de fluorescéncia, filtro
de barreira BA 420 e espelho de dicroismo DM400, capturadas usando um video
fotografico CCD e a andlise de imagem foi conduzida usando o software SXM 1.68
(RASBAND, 1997). A cor original das imagens foi convertida em TIFF, para uma
escala de cinza, a qual varia em valores de zero a 255 e pseudocoloridas digitalmente
com filtro de espectro colorido (CONTIM et a., 2003).

3.8. Anadlise da expressdo do transgene

3.8.1 Extracdo de RNA total de N. tabacum transformados com a
construcao pUFV408

Para isolamento de RNA total dos transformantes de N. tabacum e da planta
selvagem, 200 mg de tecido vegetal previamente macerado em nitrogénio liquido, foi
homogeneizado com 1 mL do reagente TRIzol (SIGMA). Incubou-se a temperatura
ambiente por 5 minutos e foi adicionada a mistura 0,2 mL cloroférmio. A mistura foi
homogenei zada manualmente por 15 segundos, incubada a temperatura ambiente por 3
minutos e seguida por centrifugacdo a 12.000 g por 10 minutos a4 °C. A fase aquosa foi
transferida para um novo tubo, livre de RNAse, o RNA foi precipitado com 0,5 mL de
isopropanol a temperatura ambiente por 10 minutos e centrifugado a 12.000 g por 10
minutos. O RNA precipitado foi lavado com etanol 75% (v/v) (preparado com agua
livre de RNAse) e centrifugado a 7.500 g por 10 minutos. Em seguida, o RNA foi seco a
temperatura ambiente por aproximadamente 5 minutos, ressuspendido em 20 [IL de
&gualivre de RNAse e estocado a—80 °C.

A integridade do RNA total isolado foi avaliada por eletroforese em gel de
agarose 1% em TBE 1X (Tris Base 0,089 M, Acido Borico 0,089 e EDTA 0,05 M pH
8,0), corado com brometo de etideo 0,1 nmg/mL.

19



3.8.2. RT-PCR

RNA total foi quantificado por espectrometria, absorbancia de 260 nm, e a
concentracdo do RNA total foi expressa em [Ig/[IL. A expressdo do gene foi avaliada
por RT-PCR utilizando Kit (INVITROGEN), onde se usou 25 [IL do tampdo 2X
Reaction Mix, 1 CJL de RT/ Tag Mix, 1 L (10 uM) de cada um dos oligonucleotideos
(4076-AntiF501 e 4077-AntiR506) e 1 [1g do RNA total como molde.

As condicdes de reacdo adotadas consistiram de 3 minutos a 94 °C, seguido de
30 ciclos (45 segundos a 94 °C, 1 minuto e 30 segundos a 55 °C e 2 minutos a 72 °C),
seguindo 10 minutos a 72 °C. A reacdo de amplificacdo foi conduzida em um
termociclador MJ RESEARCH Peltier Thermal Cycler PTC 2000 e os produtos da
reacéo foram analisados em gel de agarose 1% (p/v) e corado com brometo de etideo
0,1 ng/mL.

3.9. Condicles de estresses durante a germinacéo e em plantulas crescidas in-vitro

3.9.1. Ensaio de ger minagao em condigdes de estresse salino

Sementes das plantas de N. tabacum TO-TP-55-S2 e TO-TP-55-S3, (geracéo T0)
e de plantas ndo transformadas foram esterilizadas com etanol 70 % (v/v) seguido de
solucdo de hipoclorito 2%, e plaqueadas em meio MSO sdlido (MURASHIGE E
SKOOK, 1962) contendo 0 mM; 100 mM; 150 mM e 200mM de NaCl, smulando
estresse salino (HUANG et al., 2000). Cada tratamento consistiu de 5 repeticdes com
100 sementes plagueadas em meio MS0 solido. As placas foram mantidas a 28°C na
presenca de luz branca e apés um més de germinacdo, contou-se 0 nimero de sementes
gue germinaram em condi¢cdes de estresse para cada conjunto de plantas. As andlises
foram realizadas avaliando a média do nimero de sementes germinadas dentro e entre
os tratamentos. Além disso, foi realizado um teste de segregacéo para as sementes das
plantas TO-TP-55-S2 e TO-TP-55-S3, crescendo essas sementes em meio MS0O sdlido
contendo as concentracoes de NaCl referidas acima acrescido de higromicina na
concentracdo de 50 mg/L. Também, para cada tratamento foram feitas 5 repeticdes com
100 sementes cada. Os resultados obtidos com o estresse salino foram analisados por
ANOVA seguida do teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, enquanto que os
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dados obtidos com o ensaio de higromicina foram avaliados pelo teste de x? a0 nivel de
5% de probabilidade, tomando-se como base o nimero total de sementes germinadas
dentro de todos os tratamentos simultaneamente e em cada conjunto de tratamentos
independentemente.

Também foi realizado o mesmo experimento para transformantes independentes
de arabidopsis, pK7-Anti8 e pK7-Antil2 e a planta ndo transformada. Entretanto, o
meio usado para plaguear arabidopsis foi MS sdlido Y2 forca (MURASHIGE E
SKOOK, 1962), e foram realizadas 4 repeticdes com 20 sementes cada. As placas de
arabidopsis foram mantidas por 2 dias a4 °C e 4 dias a 22 °C na presenca de luz branca
2500-ux.

3.9.2. Estresse hidrico em plantas transfor madas de tabaco

Sementes das plantas de tabaco ndo transformadas e dos transformantes
independentes T1-TP-55-S2 e T1-TP-55-S3 foram esterilizadas [etanol 70% (v/v) e
hipoclorito 2% (v/v)] e plagueadas em meio M S0 sblido e apds um més de germinagao,
essas plantas foram mantidas em &gua por dois dias em copos de plasticos descartaveis
envoltos por pléasticos. Apés o periodo de aclimatacdo, essas plantas foram transferidas
para vasos contendo terra mais substrato na proporcéo de 2:1 e mantidas sob condicdes
controladas de luz e umidade relativa em casa de germinacdo. Apos esse periodo de
aclimatacdo em casa-de-vegetacdo, cerca de duas semanas, essas plantas foram
submetidas a estresse hidrico por meio de cessacdo de irrigacdo até o aparecimento
evidente de murcha nas folhas.

3.9.3. Estresse oxidativo por H,0, em sementes transgénicas de N. tabacum

eA. thaliana

Cem sementes das plantas TO-TP-55-S2, TO-TP-55-S3, e tabaco controle, e 20
sementes das plantas de arabidopsis ndo transformada, pK7-Anti8 e pK7-Anti12 foram
esterelizadas com etanol 70 % (v/v), seguido de solucéo de hipoclorito 2% (v/v), paraas
sementes de tabaco; e etanol 70%, triton 0,05% X-100 seguido de etanol 100% para as

sementes de arabidopsis; e apos a esterilizacdo foram plaqueadas em duas camadas de
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papel de filtro pré-hidratadas com agua deionizada contendo 0 [O0M, 10 0OM, 15 0OM e
20 [OM de H,0, (SUNKAR et a., 2003). Cada tratamento consistiu de 3 repeticdes com
100 sementes plaqueadas para tabaco e 4 repeticdes com 20 sementes plaqueadas para
arabidopsis. As placas de arabidopsis foram mantidas por 2 diasa4 °C e 4 diasa 22 °C
na presenca de luz branca 2500-Iux. As placas foram mantidas a 28 °C na presenca de
luz branca e apds 15 dias, contou-se 0 nUmero de sementes que germinaram em
condicbes de estresse oxidativo para cada conjunto de plantas. As andlises foram
realizadas avaliando a média do nimero de sementes germinadas dentro e entre os
tratamentos e o resultado obtido foi analisado por ANOVA seguida do teste de Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade.

3.9.4. Inducao de dano oxidativo por paraquat e avaliacao da clorofila

Discos foliares de 1,4 cm de didmetro das plantas T1-TP-55-S2, T1-TP-55-S3 e
plantas ndo transformadas de N. tabacum com 2 meses apds a germinacdo foram
incubados com 0 OM, 1 [O0M, 2 [IM e 4 [OM do herbicida paraguat (methy! viologen)
(SIGMA) por 1 h de escuro seguidos de 18 h de iluminagdo constante de 200 Cmol.m™.
sec, & temperatura de 24 °C. Cada tratamento consistiu de 3 repeticdes com 3 discos
foliares para cada uma das plantas. Em seguida, os discos foliares foram avaliados
visualmente de acordo com a injUria referente ao branqueamento das folhas. Assim, foi
medido o contelido de clorofila de forma indireta através da determinacéo da injdria no
disco foliar provocada pelo tratamento com paraguat (BADAWI et al., 2004), utilizando
o programa QUANT 1.0.1-R1 (VALE et a., 2003). A area injuriada foi desenhada em
papel vegetal, scanneada e estimada pela técnica de medicdo de area, a partir da

diferenca entre a areatota e a area ndo afetada.
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4. RESULTADOSE DISCUSSAO

4.1. Isolamento do cDNA de soja, designado GmTP-55, pertencente a familia
ALDH7A1 de aldeidos desidr ogenases

O cDNA GmTP-55 (Glycine max Turgor Protein 55 kDa), também designado
pUFV388, foi obtido de uma biblioteca de cDNA de sementes de soja submetida a
déficit hidrico, contém um inserto de 1921 pb, que possui um quadro de leitura aberto
com 510 aminoécidos, e codifica uma proteina com peso molecular de 55.562 e pl 5,27
(Figura 1). Uma andlise da estrutura primaria deduzida revelou a presenca de um
dominio conservado caracteristico de desidrogenases (marcado em azul) e de um
dominio hidrofébico com 21 aminoécidos entre os aminoécidos 158 e 180 (regido

sublinhada) com probabilidade de ser um dominio transmembrana.

1 GAATT CCCGGECCGCGT CGACT GGGT TTCAGGAAAAAAGAAAACAGAAAACAATGGGTTCC
1 M G S
61 GATAATCACCAGAACTTGGAGT TCTTGAAGGAGATCGGT TTGGECTCTTCCAACATTGEC
4 DNHOQNWLEWFL KEI GL GS S NI G
121 TCTTACATTAATGGCCAGT GGAAAGCCACTGGITCTTCTGICACTTCTGI TAATCCTTCT
24 SYI NGQWKATGS S VT SVNUP S
181 AACAATCAGAGTATAGCT CAAGT GACTGAAGCAACTTTGCAAGATTT TGAGGAGEGEGT TG
44 NNQSI A QVTEATLQDUFEE GL
241 CGAGCT TGCAGT GAAGCAGCTAAGACAT GGAT GACTATACCGGCACCGAAGAGAGGTGAG
64 R ACSEAAKTWMTI P AP KR GE
301 ATTGT GAGACAGATTGGT GAAGCAT TGAGGGCCAAAT TGGATCCTTTGGGTAGCCTGGT G
84 I VR QI GEAL RAKULDUWPLGRIL YV
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361 TCTCTTGAGATGGGAAAAAT TCT CCCAGAAGGAAT TGCGGAAGT TCAGGAAATTATTGAT

104 Ss L EMGKI1 L PEGI GEVQEI 1 D
421 ATGTGTAATTATGGT GT TGGGCTAAGCAGACAAT TGAATGGATCAATTATACCATCAGAA
124 M CNYGYV GL SRQLNGS ST I P S E
481 CGICCAGATCATATGATGI TTGAGGTATGGAACCCACTAGGAATAGT TGGT GTAATCAGT
144 R P DHMMFEVWNWPLGI V GV I S
541 GCTTTCAACTTTCCATGCGECTGI TCTAGGATGGAATGCTTCGCATTCCTTTAGT CTGT GGT
164 A F NF P CAVLGWNACI ALV CSG
601 AACTGTGT TGT GT GGAAGGGT GCTCCAACAACTCCTTTGATAACTATTCCTGT GACAAAG
184 NCVV WKGAPTTWPLI TI1 AV TK
661 CTAGTAGCTGAAGT TCTTGAGAGGAACAAAT TACCTGGTGCAATATTCACCTCTTTCTGT
204 L VvVAEVL ERNIKLWPGAI FTSFC
721 GGAGGT GCTGACATTGGT CAGGCAATAGCAAAAGACACTCGCATTCCCCTGGT TTCATTT
224 G GADI GQAI AKDTWRI P L V S§F
781 ACTGGAAGT TCAAAGGT TGGCTTGATGGT CCAGCAAACAGT TAATGAGAGATTTGGCAAA
244 T 6G6S S KV GL MV QQTVNERF GK
841 TGCTTGCCTTGAGT TAAGT GGTAACAAT GCAATAAT TGT CATGGATGATGCAGACT CAAAT
264 cLL EL SGNNAI 1T V MDUDAUDSN
901 TGGCTGTACGTCTATTTTGGT TGCTGCTGT GGGT CCACT GGTCAACCGGTGTACACTTGG
284 wWL Y VY F GCCCOCGSTGQPV Y TW
961 CCTTGTCGTAGACTGI TTCTGCATGAAAGTATTTATACAGACGTACTAGACCAACTTGIT
304 P CRRLFLHESI Y TDVL DOQL V
1021 GAAGT CTACAAACAAGT CAAAACT GGGAACCCCT TGGAGAAGGGGACTCTAGT TGGEECCC
324 E VY KQV KT GNWPLEI K GTULV GFP
1081 TTGCATACTCGTACT TCAGTAGAAAACT TTCAGAAGCGTATTTCAGT CATAAAATCTCAG
344 L HTRTSVENFOQKGI S VI K SAOQ
1141 GGAGGGAAAAT CCTAACCGGT GGATCTGTAT TAGAGT CAGGAGGAAATTTTGTACAACCA
364 G GGK1I1 L T GGSVLESGGNTFVQP
1201 ACAATTGTTGAGATTTCTCCAGATGCTCCTGTAGT TAAAGAAGAATTGITTGGTCCAGT T
384 T 1 VvVEI s P DAPVYVKETEILFGUPYV
1261 CTGTATGTGATGAAATTTCAGACT CTAGACGAAGCAATTGCCTTGAACAATTCTGTACCT
404 L Yy v MKFQTULDEAI AL NNSWVP
1321 CAAGGATTAAGTAGT TCAATCTTTACCCAAAGACCTGGAACTATATTCAAATGGATCGGG
424 Q GGL SSSI FTQRWPGTI F KWI G
1381 CCACGAGGTAGT GATTGTGGTATAGT GAATGCAAACATACCTACAAATGGAGCTGAAATT
444 P RGSDZ CGI VNANI P TNGAEI
1441 GGTGGT GCCTTTGGT GGAGAAAAGGCCACAGGT GGT GGECCGT GAAGCGEGAAGT GACT CA
464 G GA F GGEIKATGSGG GREAGS D S
1501 TGGAAGCAATACATGCGGCGT TCTACATGTACCATCAATTATGGAAGT GAACTACCATTA
484 WK QY MRRSTO CTI NY GSEULPL
1561 GCTCAGGCGGATAAACT TTGECTAGAAAGCT AT CCTAGCACAT GAGGCT GCACAAAATAAT
510 AQ G I N F G *

1621 GCGATTTTGCAGT CTGAAGAGAGT TCTATATATACCGAGATGI TAGTCTGCCTTGACATG
1681 GGITCAAAGTGT TGT CTTAACAAGACATGCT TGCTGTAAGGATGGCACCTTGATATGACA
1741 GITTCAATGTATAAGATATCTTAAATAAATGT TAAATGAATAAGCTGAGAATTCTTTTCC
1801 CAGTCAAAAAGTGTTTGATGT TTAAATTCGTGTTTTGTGATTTTGGCCATTGAAAAAATA
1861 ATGTATGCATGTATTCATTGCTATAAAAAATTTATTCTTTTTAGACT TAAAAGT CGACGC
1921 GGCCGCGAATTC

Figura 1 - Sequéncia de nucleotideos e aminoécidos do clone pUFV 388, o qual codifica
para a proteina TP-55 (turgor protein). Os aminoacidos destacados em azul
representam um dominio caracteristico de desidrogenases, e a sequéncia
sublinhada, entre os aminoacidos 158 e 180, uma possivel regido
transmembrana.
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As enzimas do tipo aldeido desidrogenases possuem uma sequiéncia consenso de
aminoacidos (VTLELGGKS), apresentando um residuo de cisteina apds 28 residuos de
aminoécidos dessa seqiiéncia conservada (GUERRERO et al., 1990). A proteina TP-55
possui essa sequéncia pouco conservada (TLLELSGNN), entretanto ela possui o
residuo de cisteina localizado nessa mesma posicao, semelhante ao que foi encontrado
em analise de seqiiéncia para a proteina homdloga 26g de ervilha (GUERRERO ¢t al.,
1990), e para a proteina antiquitina de humanos (STROEHER, et al., 1995; PEROZICH,
et al., 1999a).

A seguiéncia da proteina TP-55 foi identificada no GeneBank com o nimero de
acesso AY 250704, e comparando proteina com sequiéncias de ESTs (Expression
Sequence Tagging), descobriu-se ata similaridade, 82% de homologia, com a proteina
269 de ervilha (P.sativum), a qual é expressa e acumulada no caule sob condicfes de
estresse hidrico (GUERRERO et al., 1990). A andlise comparativa entre sequiéncias de
aminoacidos com membros da superfamilia de aldeido desidrogenases demonstrou que
0 gene GmTP-55 é provavelmente um membro da familia ALDH7A1 que contém os
homdlogos da antiquitina em vérios organismos como mamiferos, peixes e plantas
(Figura 2).
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Figura 2 - Agrupamento com base em similaridade de sequéncias de aminoacidos das
proteinas aldeido desidrogenases obtidas no GeneBank, e alinhadas no
programa DNAMAN 4.0 software, permitindo a construcédo da &rvore acima.
A seta indica a posicdo do homélogo da proteina antiquitina Glycine max
(GmTP-55, AY250704). As sequéncias utilizadas para a construcéo da
arvore filogenética com seus respectivos numeros de acesso foram:
AAKS59375 (AldhBriof), AAM13853 (AlddhAt), S53503 (Btg-26), Q9ZPB7
(MF-60), AF323586 (ORST-Fungo Induced), NP_498263 (AldhCadl),
BE626428 (AldhMouse), P49419 (Antiquitin), P25795 (26g), AAM33708
(AldnhDictds), NP_420030 (AldhProteobct), NP 523150 (AldhRsts),
NP_642135 (AldhXamth), 004895 (BADHAmMHp), AAN52929
(BADHSpnc), X58462 (Bvglsatind), Q9S795 (BADHAt), AAKS55121
(BADHAVM), CAC48392 (BADHPst), BM893377 (BADHsoyb), 024174
(BADHOrStPrx), AAL05264 (BADHTTicsest), NP_373137
(GlcBtnStpcars), S15181 (BADHECcoali), AAN72144 (G6PDAL).
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Os homdlogos da TP-55 descritos na literatura atuam nos processos de regulacéo
osmotica, como por exemplo, a Aldh2a uma desidrogenase de arroz que tem sua
expressao aumentada em condices anaerdbicas, sugerindo que o extresse provocado
devido & reduzida concentracdo de oxigénio é regulado pela elevacdo dos niveis de Ca™
citosdlico (NAKAZONO et d., 2000). A proteina 26g de ervilha (P. sativum) tem sua
expressao aumentada em conseqiiéncia do desequilibrio osmatico ocasionado por déficit
hidrico (GUERRERO et al., 1990); enquanto que a proteina antiquitina de humanos é
encontrada principal mente nos rins e no ouvido, 0s quais sao 0rgdos relacionados com a
osmorregulacdo (VASILIOU et a., 2000). O dto nivel de conservacdo entre os
homaologos de antiquitinas em organismos filogeneticamente distantes sugere que estas
enzimas devam participar de uma rota metabdlica aternativa e conservada,
provavelmente ativa durante o gjustamento osmdtico.

4.2. Superexpressao da proteina TP-55 quimérica

Com a finalidade de analisar o acimulo da proteina TP-55 em extratos protéicos
de planta de soja, anticorpos policlonais foram produzidos contra a proteina
recombinante. Assim sendo, a proteina TP-55 foi expressa em E. coli como proteina
quimérica fusionada a uma extensdo de 24 histidinas na regido amino terminal, sendo
esse clone denominado de pUFV458. A inducdo da proteina TP-55 em E. coli DH50
com IPTG resultou em acumulo predominante da proteina recombinante na fracéo
insolUvel do extrato protéico da bactéria transformada e induzida (Figura 3A, canaeta
Fl).
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Figura 3 - Inducdo e purificacdo da proteina TP-55 utilizando E. coli DH50
transformadas com o clone pUFV458. [A] Fracionamento em SDS-PAGE
e coloragdo com “cromassie brillant blue R-250" da inducdo da proteina
TP-55. E .coli e pUFV458 sem IPTG sdo controles negativos. FS e Fl
significam fracBes da protéica soluvel e insolavel, respectivamente. M
representa o marcador broad range da BIORAD. [B] Purificacéo da
proteina TP-55. A proteina recombinante foi purificada por cromatografia
de afinidade a0 Ni%*, fracionada en SDS-PAGE e corada com “coomassie
brillant blue R-250". As colunas numeradas de 1 a 8 sdo as fracOes eluidas
da coluna de afinidade. M representa 0 marcador broad range da BIORAD.
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A proteina TP-55 foi purificada por cromatografia de afinidade em resina de
Ni?* a partir das fracdes insolGveis de extrato bacteriano induzido com IPTG. As fracdes
eluidas contendo a proteina recombinante foram identificadas por SDS-PAGE (Figura
3b), reunidas e utilizadas para imunizar coelho. As coletas de anti-soro foram tituladas
através de dot-blot, e 0 anti-soro que apresentou melhor titulo foi utilizado na deteccéo
do homalogo da proteina antiquitina em extratos protéicos.

O anticorpo policlonal foi purificado por cromatografia de afinidade em resina
de proteina A, a qual possui afinidade pela fragdo 1gGs do antisoro, que é responsavel
pela resposta especifica ao antigeno, eliminando assm as imunoglobulinas

inespecificas, tais como as das subclasses IgM, IgA, IgD elgE.

4.3. Inducao da proteina TP-55 em plantas de soja submetidas a estresses hidrico e
salino

Em gera, aldeido desidrogenases pertencentes a familia ALDH7A1 sdo
classificadas como proteinas de estresse, devido serem induzidas por estresse osmatico
(KIRCH et a. 2004). Assim sendo, o acimulo da proteina TP-55 foi investigado em
diferentes 6rgdos de soja, sob condicdes normais e condicbes de déficit hidrico e
estresse salino. Para inducdo de estresse salino plantas de soja var. BR16 foram
irrigadas com solucdo 300 mM NaCl e 600 mM NaCl, enquanto que o déficit hidrico foi
induzido por meio de suspensdo de irrigacdo até o aparecimento de murcha. Em
condi¢Bes normais, a proteina TP-55 apresentou aciimulo em baixos nivels nos extratos
de raizes e caules, ndo sendo detectada nos extratos foliares (Figuras 4A e 4B).
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Figura 4 - Immunoblotting das proteinas totais de diferentes tecidos da soja var. BR16
sob condi¢des normais, déficit hidrico e estresse salino. As proteinas foram
separadas em SDS-PAGE, transferidas para membrana de nitrocelulose e
sondadas contra 0 soro Anti-TP55. [A] Déficit hidrico. [B] Estresse salino.
M corresponde o marcador Low-range da BIORAD, FV é folhavelha, FN é
folhanova, C écauleeR éraiz.
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Embora o aumento no tempo de revelagéo do immunobl otting tenha provocado o
aparecimento de reagdes cruzadas de proteinas de massa molecular aproximado a 55000
nas folhas, a mobilidade eletroforética das proteinas foliares reveladas foi ligeiramente
superior a proteina TP-55 (Figura 4B). Provavelmente, este resultado reflete reactes
inespecificas do anticorpo com a subunidade maior da RUBISCO, uma vez que possuli
peso molecular similar a TP-55 e acumula em altas concentragbes nas folhas. A
integridade dos extratos de proteina total foi monitorado por SDS-PAGE (dado nédo
mostrado).

A inducdo de déficit hidrico em plantas de soja provoca um aumento acentuado
do acumulo da proteina TP-55 em caule e raiz (Figura 4A). Similarmente, tratamento
com 300 mM NaCl ou 600 mM NaCl resulta em inducdo da proteina TP-55 em caules e
raizes (Figura 4B). Entretanto, em condi¢des de estresses hidrico e salino, a inducéo da
proteina ocorre predominantemente no caule. Estes resultados indicam gue embora a
proteina TP-55 sgja detectada tanto em caules como em raizes, acumula
predominantemente em caules estressados, tanto em condi¢des de déficit hidrico quanto
em condicles de estresse salino. Este resultado sugere que a proteina TP-55 possa
desempenhar funcdo de osmoprotecdo, atuando numa rota metabdlica aternativa para
promover o equilibrio osmético celular. De fato, as células meristematicas e
parenquimaticas no caule devem se gjustar de modo a receber agua através do processo
de difusdo, isto &, transporte célula-célula, por isso ha a necessidade de ajustarem suas
concentragdes de solutos citoplasméticos. Por outro lado, os tecidos foliares acumulam
os fotoassimilados que auxiliam no agjustamento osmético da célula, ndo havendo
necessidade de sintetizar &cidos organicos compativeis.

No caso do meristema da raiz, 0 gjustamento osmaético pode ser o resultado de
dois mecanismos globais: um aumento na taxa liquida de deposicéo osmética, o qual é
mais provavel de representar uma resposta adaptavel que poderia contribuir para
manutencdo de crescimento; ou uma diminuicao na taxa de expansao de tecido e, entdo,
na taxa de diluicdo osmética (SHARP et a., 2004). O gjustamento osmético nessa zona
de crescimento ocorre primeiramente pelo acimulo de hexoses, e também de prolina
gue é drasticamente aumentada em raizes estressadas, contribuindo para o ajustamento
osmético. Entretanto, os demais solutos que também respondem no agustamento
osmético em raizes estressadas permanecem por ser identificados (VOETBERG E
SHARP, 1991; VERSLUES E SHARP, 1999; SHARP et al. 2004).
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4.4. Obtencdo e analise molecular das plantastransgénicas

O cDNA que codifica a proteina TP-55 foi transferido para o vetor de expressao
em plantas pCambia 13012, ficando sob o controle do promotor 35S do CaMV (Figura

5A). Esta construgéo foi usada paratransformar tabaco via Agrobacterium tumefaciens.

[A]

LB . .. RB
35S-polvA __hiaromicina i 355.p [ TP-55 GUS  3'nos
— - =N

Pstl EcoRI EcoRI" pst |
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Figura 5 - Diagrama esguematico da construcdo quimérica do homdlogo da antiquitina
de soja, TP-55, usadas para transformar N. tabacum (A) e A. thaliana. (B).
Em A, o cDNA de TP-55 foi inserido no sentido senso no vetor de expressao
em plantas, pCambia 1301Z, obtendo-se o clone pUFV408. A expressdo do
gene de hyg (higromicina) esta sob o controle do promotor 35S. [B] A
sequéncia da TP-55 foi inserida no vetor pK7WG2 por recombinagdo
obtendo-se o clone pK7-Anti e em pK7WFG2, resultando em pK7F-Anti,
nos quais o cDNA de TP-55 substituiu o gene CmR-ccdB. Kan representa o
gene nptll que confere resisténcia a kanamicina. Nas trés construcdes, o
cDNA que codifica para a proteina TP-55 encontra-se sob o controle do
promotor 35S do CaMV. LB e RB correspondem as bordas esguerda e
direitado T-DNA. As posi¢des de alguns sitios de restricao sdo indicadas.
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Os transformantes primérios (TO) foram selecionados com base em sua
resisténcia a higromicina, e o diagndstico das plantas transgénicas foi realizado por PCR
(Polimerase Reaction Chain), usando oligonucleotideos especificos para o gene hgr
presente no T-DNA do vetor pCambia 1301Z (Figura 6A). A incorporacdo do gene hgr
foi confirmada em pelo menos quatro transformantes independentes de tabaco TO (TO
TP-55 S1, TO TP-55 S2, TO TP-55 S3, TO TP-55 S5), pela amplificagdo do fragmento
de 500bp a partir dos respectivos DNA gendmicos. Similarmente, a incorporacdo do
gene TP-55 foi determinada por PCR, utilizando oligonucleotideos especificos que
amplificaram um fragmento do tamanho esperado de aproximadamente 500pb, a partir
de DNA dos quatro transformantes primarios, mas ndo de plantas controle e vetor
pCambia (Figura 6B).

Apobs a confirmacdo desses clones e de observactes fenotipicas desses quatro
transformantes independentes de tabaco, os transformantes TO TP-55 S2 e TO TP-55 S3
foram selecionados para a producdo de sementes em casa de vegetagcdo e para as

analises funcionais do gene TP-55 subsequientes.
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Figura 6 - Diagndstico dos transformantes independentes de tabaco contendo gene TP-
55. [A] Confirmacdo dos clones por “PCR”, utilizando os oligonugleotideos
especificos para 0 gene da higromicina, e em [B] a confirmagdo dos
transformantes foi feita utilizando os primers 4076F e 4077R, especificos
para uma regido interna do cDNA da TP-55. (I ) padrédo em pares de bases;
(Wt) planta de N. tabacum selvagem; (pC) planta de N. tabacum
transformada com o vetor pCambia 1301Z e (S1, S2, S3 e S5) sdo
transformantes independentes de N. tabacum.

Para transformacdo de arabidopsis, foram utilizadas as construgdes pK7-Anti e
pK7F-Anti separadamente. Em ambas as construcbes o cDNA de TP-55 esta sob o
controle do promotor 35S, sendo que em pK7F-Anti, o gene TP-55 esta fusionado a
GFP (Figura 5B). As sementes T1 foram germinadas em meio seletivo MS meia forca
para a selecdo dos possiveis transformantes independentes (Figura 7), cuja incorporacao

do gene TP-55 foi confirmada por PCR, utilizando oligonucleotideos especificos para
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do gene TP-55 foi confirmada por PCR, utilizando oligonucleotideos especificos para
TP-55 que amplificam um fragmento de 500pb (Figura 8, pK7-Anti) ou
oligonucleotideos especificos para 0 gene quimérico TP-55-GFP (Figura 8, pK7F-Anti).
Foram obtidos cinco transformantes independentes com a construcéo pK7F-Anti e 13

transformantes com a construgdo pK7-Anti.

Figura 7 - Selecdo de transformantes independentes de A. thaliana contendo a
construcdo pK7-Anti e pK7F-Anti. Os transformantes primarios foram
selecionados, apds um més de germinacdo em meio MS meia forca,
contendo kanamicina.

? pk7F-Anti pK7-Anti

S ) B S — S — S —
- e s S s D . ow D S .- e

Figura 8 - Diagnéstico dos transformantes independentes de Arabidopsis contendo 0s
clones pK7-Anti e pK7F-Anti. A confirmac&o da integracéo da construcéo
pk7F-Anti foi feita por meio de “PCR”, utilizando os iniciadores 4076F e
4799R especificos para 0 gene quimérico TP-55-GFP, e para a construcéo
pk7-Anti, foram utilizados os iniciadores 4076F e 4077R, especificos para o
gene TP-55. (I) padréo em pares de bases. Cada canaleta representa o
resultado da amplificacdo do DNA de transformantes independentes.
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4.5. Deter mingdo subcelular da proteina antiquitina em arabdopsis

A existéncia de um dominio hidrofébico na regido central da proteina TP-55
sugere uma possivel localizacdo da proteina em membranas. Para identificar a
localizac&o subcelular da proteina TP-55, raizes de plantas de arabidopsis transformadas
com a construgdo pK7F-Anti foram coletadas, cortadas com micr6tomo manual e
montadas a fresco em laminas para proceder a fotodocumentacdo em microscopio de

fluorescéncia. A imagem capturada em video fotogréfico CCD é mostrada na Figura 9.

Figura 9 - Locadizagdo sub-celular da proteina quimérica TP-55-GFP.
Fotodocumentacdo obtida em microscopio de fluorescéncia de raiz de
arabidopsis transformada com a constru¢cdo pK7F-Anti, onde o gene
guimérico TP-55-GFP encontra-se sob 0 controle do promotor
constitutivo 35S do CaMV.

36



O resultado da microscopia de fluorescéncia mostra algumas células de raiz,
visualizando intensa fluorescéncia no citoplasma e no nicleo dessas células. Este
resultado sugere gque a proteina TP-55 € localizada em dois compartimentos sub-
celulares digtintos. Entretanto, a andlise da estrutura priméria deduzida de TP-55
identificou a presenca de uma seqiiéncia hidrofébica na regido central da proteina que
poderia funcionar com um segmento transmembrana, e também inexisténcia de sinal de
localizacdo nuclear. Portanto, 0 acimulo dessa proteina em condigbes normais no
nucleo de células vegetais, pode ser resultado de sua associacdo a uma proteina nuclear
que redirecionaria o0 transporte de TP-55 para o nucleo. Inimeros precedentes na
literatura tém sido descritos, demonstrando que proteinas citoplasméticas sdo
direcionadas para o0 nucleo quando associam de uma maneira regulatéria com proteinas
nucleares (KEEGSTRA E CLINE, 1999). Entretanto, para uma interpretacéo conclusiva
desses resultados € necess&rio demonstrar que a proteina quimérica TP-55-GFP é
funcional e, portanto, é capaz de dobrar corretamente na célula vegetal. Além disso,
torna-se necessario identificar a localizacdo dessa proteina tanto em condi¢cdes normais

como em condic¢des de estresses que induzem o acumulo de TP-55.

4.6. Analise da expressdo do transgene

Uma andlise da expressdo do transgene foi conduzida por RT-PCR nédo
quantitativo, a partir de cDNA preparado de RNA total extraido das linhagens
transformadas (Figura 10A). Os oligonucleotideos especificos para o gene TP-55
amplificaram um fragmento do tamanho esperado de 500 bp a partir de cDNA
preparado das quatro linhagens transgénicas de N. tabacum (Figure 10B), mas ndo a

partir de cODNA de tabaco néo transformado.
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Figura 10 - Andise da expressdo do transgene em tabacos transformados. [A]
Eletroforese em gel de agarose contendo brometo de etideo, mostrando a
extracdo de RNA total dos transformantes independentes TO TP-55 S1
(S1), TO TP-55 S2 (S2), TO TP-55 S3 (S3), TO TP-55 S5 (S5) assim
como também da planta controle ndo transformada (Wt). [B] Acumulo
de mRNA de TP-55 em plantas transformadas. Os ensaios de RT-PCR
foram conduzidos com o cDNA preparado das linhagens transformadas e
de plantas controle, utilizando oligonucleotideos especificos para o gene
GmTP-55. ([J) representa 0 marcador de peso molecular lambda.
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Um homdlogo do gene TP-55 foi identificado em A. thaliana e ervilha
(STROEHER et a., 1995; BRAY, 2004) e provavelmente também existe em N.
tabacum, embora n&o tenha sido detectado em plantas normais de tabaco por RT-PCR.
Os oligonucleotideos utilizados sdo especificos para o gene GmTP-55 e podem ndo
reconhecer o gene homdlogo de tabaco. Alternativamente ou adicionalmente, 0 mMRNA
do gene enddgeno de tabaco acumulase em baixas concentracdes em condicles
normais de crescimento e, conseqientemente, o resultado de RT-PCR néo descarta a
possibilidade de que o gene homdlogo de tabaco possa ser induzido na planta ndo
transformada em condicdes de estresse hidrico.

Sabe-se que 0 acimulo de mRNASs dos genes induzidos por estresse hidrico
diminui quando as plantas sdo liberadas das condicdes de estresse, 0os quais sd0
consistentes com evidéncias que mostram que esses genes respondem ao estresse
hidrico ou desidratacdo. Acredita-se que a inducdo da expressdo génica por estresse
hidrico constitua evidéncia de que o acimulo de mRNASs induzidos sob tais condi¢des
promova um aumento de tolerancia do vegetal a déficit hidrico. A funcéo do produto
desses genes tem sido predita por meio de comparacdo de sequéncias homdlogas com
proteinas conhecidas e acredita-se possuirem um papel na protecdo da célula diante do
estresse hidrico INGRAM E BARTELS, 1996; BRAY/, 1997).

4.7. Expressdo do gene TP-55 em N. tabacum e A. thaliana aumentam tolerancia

das plantas transgénicas a estresse salino

4.7.1. Ensaio de ger minagao com sementes transgénicas de N. tabacum

Apobs a andlise molecular e da observacéo dos fendtipos das plantas de tabaco
transformadas, os transformantes independentes TO TP-55 S2 e TO TP-55 S3 foram
selecionados para a obtencdo de sementes e prosseguir com os estudos funcionais, ja
gue os transformantes TO TP-55 S1 e TO TP-55 S5 apresentam folhas finas, curtas e
enroladas. O efeito da expressdo do gene TP-55 sob condic¢Oes de estresse salino foi
analisado em um ensaio de germinag&o utilizando sementes das plantas transgénicas, TO
TP-55 S2 e TO TP-55 S3, e sementes da planta ndo transformada. Esse ensaio consistiu
no plagueamento de 100 sementes dos transformantes TO TP-55 S2 e TO TP-55 S3, da
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geracdo TO, e 100 sementes de N. tabacum ndo transformada em meio MS0 sdlido

contendo concentragdes crescentes de NaCl, ssmulando estresse salino (HUANG et a.,

2000). O fendtipo das pléantulas T1 TP-55 S2 resultantes do ensaio de germinacéo pode

ser visualizado na Figura 11, demonstrando que as plantas transgénicas exibiram maior

toleréncia a estresse salino durante a germinacéo. Resultados similares foram obtidos

para as sementes transgénicas T1 TP-55 S3 (dados ndo mostrados).

Senso2

Wit

Concentracao de NaCl em mM

0 100 150 200

Figura 11 - Fendtipo resultante do ensaio de germinacdo um més apés o plagueamento

das sementes. Sementes do transformante independente T1 TP-55 S2 (Senso
2) e da planta ndo transformada (Wt) de N. tabacum foram plagueadas em
meio contendo 0 mM; 100 mM; 150 mM e 200mM de NaCl.

A andlise estatistica dos dados de germinacdo (Anexo |) considerou para efeito

de célculo as plantas, apdés um més de germinagdo, que apresentaram folhas bem

desenvolvida, dentro de cada tratamento (Figura 12), e revelou que tanto o

transformante independente T1 TP-55 S2 quanto o T1 TP-55 S3 apresentaram maior

toleréncia a germinacéo em condicdes de estresse salino quando comparadas as plantas
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controles. Enquanto que somente 45% das sementes controle germinaram em plantulas

na presenca de NaCl 200mM, as sementes T1 TP-55 S2 germinaram com alta eficiéncia

nestas condi¢des (mais do que 90% das sementes S2 germinaram). Embora o nivel de

toleréncia a estresse salino das sementes T1 TP-55 S3 foi menor do que aquele

apresentado pelas sementes T1 TP-55 S2, a eficiéncia de germinacdo das sementes T1

TP-55 S3 na presenca de NaCl foi superior quando comparado as sementes controle. De

fato, enquanto que as sementes controles tiveram uma reducdo de aproximadamente

20% na eficiéncia de germinagdo na concentragao de 150 mM de NaCl, as sementes T1

TP-55 S3 mantiveram uma eficiéncia de germinacdo de 100% nestas condi¢des de sal.

Mesmo a concentracdo de NaCl de 200 mM, a eficiéncia de germinacdo das sementes

T1 TP-55 S3 (58%) foi ligeiramente superior aquela das sementes controle (45%).
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Figura 12 -

Resultado do ensaio de germinacdo. A média de sementes germinadas de
tabaco entre os tratamentos testados (0 M NaCl, 0,AM NaCl, 0,15 M NaCl
e 0,2 M NaCl) foi analisada por ANOVA seguido de Teste de Tukey (a =
0,05), utilizando o programa ESTATISTICA AX 5.0, o qual relatou
diferenca significativa entre as meédias dos tratamentos. Os dados
apresentados constituem a média com o desvio padréo de cinco repeticdes
de cada transformante independente. As comparacdes de médias entre os
tratamentos sdo indicadas por letra mailscula, enquanto que as
comparacles de médias dentro de cada tratamento sdo indicadas por letra
minascula. Letras diferentes indicam diferencas significativas
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Além disso, foi realizado um teste de segregacéo para as sementes T1 TP-55 S2
e T1 TP-55 S3, crescendo essas em meio MSO solido acrescido de higromicina
contendo as mesmas concentracdes de NaCl ja relatadas. A Figura 13 mostra o fendtipo

observado das plantas T1 TP-55 S2 germinadas e usadas para a andlise de segregacéo.

Concentracao de NaCl em mM

- Higro

+ Higro

Figura 13 - Andlise de segregacéo do transformante independente de tabaco T1 TP-
55 S2, um més apds a germinacdo. As sementes transgénicas foram
plaqueadas em meio contendo 0 mM; 100 mM; 150 mM e 200mM de
NaCl, sem higromicina (-Higro) e com higromicina (+Higro).

Para cada um dos tratamentos foram feitas 5 repeticdes com 100 sementes,
sendo as placas mantidas em condi¢des de cultura de tecidos. Apés um més de
germinacdo, contou-se 0 nUmero de sementes que germinaram em cada conjunto de
experimentos. A Tabela 1 mostra os resultados obtidos com a analise de segregacdo do
gene TP-55 dos transgenes T1 TP-55 S2 e T1 TP-55 S3. Os dados obtidos com o ensaio
de higromicina foram avaliados pelo teste de x*> ao nivel de 5% de probabilidade
tomando-se como base o nimero total de sementes germinadas dentro de todos os

tratamentos simultaneamente e em cada conjunto de tratamentos i ndependentemente.

42



Tabela 1. Expressdo de toleréncia a higromicina e estresse salino na geragéo T1 de plantas
transgéni cas de tabaco.

Linhagens  Ressisténciaa Toleranciaa Toleranciaa
deplantas  Higromicina estresse 0,1 mM estresse 0,2 mM
testadas (hgr) Razdo X2 NaCl Razdo X2 NaCl Razdo x°
35S-TP55S2  1377°/486 31 1,23 3537123 31 0,179 316118 31 1,10
35S TP55S3  1244%/455 31 287 3657/110° 3.1 0,859 208%/68 31 0,02
Control” 003"/997 - = ND? - = ND? - =
@ ND, N&o determinado P N5 transformadas, plantas selvagens

Teste x* indica bom grau de taxa de segregacdo como indicado

Os resultados apresentados na Tabela 1 mostram a andlise de segregacdo dos
transformantes independentes senso2 (35S-TP55S2) e senso3 (35S-TP55S3). Estes
resultados de segregacdo demonstraram que o fendtipo de tolerancia a estresse salino a
100 mM NaCl e 200 MM NaCl segrega na mesma razao e, portanto, esta ligado ao gene
hgr do T-DNA que confere resisténcia a higromicina. Como sementes de tabacos
transformados somente com gene para a higromicina ndo séo tolerantes a estresse salino
durante a germinacdo, conclui-se geneticamente que o fendtipo de tolerancia
apresentado pela germinacdo de sementes transgénicas em presenca de estresse salino é

devido a expresséo do transgene TP-55.

4.7.2. Ensaio de ger minagao com sementes transgénicas de A. thaliana

De modo semelhante ao ensaio de germinacéo feito para os transformantes de
tabaco, foi realizado um experimento com os transformantes independentes de A.
thaliana, pK7-Anti8 e pK7-Antil2 (T3), e a linhagem Col-0 ndo transformada
Entretanto, 0 meio usado para plaquear arabidopsis foi o MS %2 forga, tendo sido
realizada 4 repeticdes com 20 sementes cada. As plantas de arabidopsis foram mantidas
por 2 dias a 4 °C e apds 15 dias de germinacdo, as sementes germinadas que
apresentavam folha ou somente radicula foram consideradas para os calculos (ANEXO
2). Os resultados obtidos com o0 estresse salino foram analisados por ANOV A seguida
do teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, tomando-se como base a

germinagdo dentro e entre cada conjunto de tratamentos simultaneamente (Figura 14).
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FIGURA 14 - Expressdo do gene TP-55 em Arabidpsis confere toleréncia a estresse
salino. A média de sementes germinadas de arabidopsis entre os
tratamentos testados (0 M NaCl, 0,IM NaCl, 0,15 M NaCl e 0,2 M
NaCl) foi analisada por ANOVA seguido de Teste de Tukey (a = 0,05),
utilizando o programa ESTATISTICA AX 5.0, o qual relatou diferenca
significativa entre as médias dos tratamentos. Os dados apresentados
constituem a média com o desvio padrdo de cinco repeticdes de cada
transformante independente. As comparagbes de médias entre 0s
tratamentos sdo indicadas por letra mailscula, enquanto que as
comparagtes de médias dentro de cada tratamento sdo indicadas por letra
minuscula. Letras diferentes indicam diferencas significativas.

A andlise estatistica revelou que tanto o transformante independente pK7-Anti8
quanto o transformante independente pK7-Antil2 apresentaram maior tolerancia a
germinacdo em condi¢Bes de estresse salino quando comparados as plantas controles.
Entretanto, a eficiéncia de germinacdo das sementes do transformante independente
pK7-Anti8 foi muito superior em relagdo as sementes pK7-Antil2 e controle, mesmo
em condices ndo estressadas. Também as plantas pK7-Anti8 apresentaram um
desempenho de desenvolvimento muito superior (dado n& mostrado), podendo essa
diferenca de crescimento ser explicada como efeito de posicao de insercéo do gene TP-
55 no genoma de arabidopsis, n&o resultando em custo adicional para manter esse gene
pela planta. De uma maneira geral, a superexpressao de aldeidos desidrogenases que
participam do mecanismo de defesa da planta contra estresses abi6ticos compromete o
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desempenho globa de desenvolvimento da planta (TIMASHEFF, 1992; BOUROT et
al., 2000).

As principais estratégias empregadas para minimizar os efeitos da toxidez salina
S50 0s bloqueios da entrada de Na" ou o seqjilestro desses ions no vactolo intracelular,
além da sintese de mol éculas osmoprotetoras, como sacarose, prolinag, betaina e trealose,
as quais permitem o guste osmatico, além de estabilizar algumas macromoléculas e
manter aintegridade da membrana (GARCIA et a., 1997). De fato, plantas transgénicas
de Brassica juncea transformadas com o gene codA de Arthrobacter globiformis, que
codifica a enzima colina oxidase, envolvida na sintese do osmoprotetor glicina-betaina,
apresentaram melhor performance que as plantas selvagens quando expostas a
concentractes toxicas de NaCl (PRASAD et al., 2000).

Uma vez que a expressdo do gene GmTP-55 que codifica uma aldeido
desidrogenase em N. tabacum e Arabidopsis thaliana confere tolerancia a estresse
salino, é provavel gque a referida proteina TP-55 estgja envolvida em uma rota
dternativa de ajustamento osmatico. Entretanto, uma outra conseqiiéncia de diversos
tipos de estresse, como o salino, é a producdo de espécies ativas de oxigénio, que
interagem com diversos componentes celulares. Diversos genes que codificam para
aldeidos desidrogenases encontram-se envolvidos em rotas de detoxificagdo de
compostos gerados pelo estresse oxidativo, cuja superexpressao tem sido empregada
para a obtencdo de plantas com melhor desempenho frente a diversos tipos de estresses
abidticos (ROXAS et a., 1997). Assim sendo, os experimentos subseqientes foram
realizados com o0 objetivo de avaiar o efeito da superexpresséo de TP-55 no

desempenho de plantas submetidas a condigdes que promovem estresses oxidativos.

4.8. Plantas transgéncicas de N. tabacum e A. thaliana expressando o gene TP-55

apresentam tolerancia a estresses oxidativo

4.8.1. Estresse produzido por H,0,

O estresse oxidativo € uma das maiores causas de dano resultado de estresses
ambientais, ocorrendo primeiramente devido a acumulagdo excessiva de espécies
oxigénios reativos (ROS). A amplificagdo do dano ROS é estimulada pelo acimulo de
produtos de degradacéo toxica, como aldeidos (SUNKAR et a., 2003). Como aldeidos
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desidrogenases atuam oxidando aldeido propbs-se a realizacdo de um experimento
induzindo sementes transgénicas de N. tabacum e A. thaliana a estresse oxidativo por
H.0O,, de modo afacilitar ao entendimento da funcdo do gene TP-55.

Assim, sementes das plantas TO TP-55 S2, TO TP-55 S3 e de tabaco néo
transformado, bem como sementes das plantas de arabidopsis Col-0, pK7-Anti8 e pK7-
Anti12 foram plagueadas em papel de filtro pré-hidratadas com solugdes contendo
concentragdes diferentes de H,O,. Ap6s uma semana do inicio do plagueamento,
contou-se 0 nimero de sementes que germinaram em condicdes de estresse oxidativo
para cada conjunto de plantas. A Figura 15 mostra o resultado fenotipico desse ensaio

de germinacéo em plantas de tabaco.
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sensod - 10 pM H.0-

Wt - 20 HM H: 0, senso2 - 20 uM H,0, senso3 - 20 uM H,O»

Figura 15 - Ensaio de germinagdo sob tratamento com H,0O,. Sementes dos
transformantes independentes TO TP-55 S2 (senso2), TO TP-55 S3
(sensol3) e da planta ndo transformada (Wt) de N. tabacum foram
plagueadas em meio contendo O uM; 10 puM; 15 pM e 20 uM de H.O, e
germinadas por 15 dias.
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As andlises foram redizadas avaliando a média do nimero de sementes
germinadas dentro e entre os tratamentos e o resultado obtido foi analisado por ANOVA
seguida do teste de Tukey. Foram usadas 3 repeticOes para 0 ensaio de germinacéo
realizado com tabaco, sendo que cada repeticdo continha 100 sementes, e para
arabidopsis, foram utilizadas 4 repeticbes com 20 sementes cada. Os resultados
estatisticos, tanto das plantas de tabaco quanto das plantas de arabidopsis transformadas
s80 mostrados na Figura 16.

Tanto as sementes dos transformantes independentes de tabaco (TO TP-55 S2 e
TO TP-55 S3) quanto os de arabidopsis (pK7-Anti8 e pK7-Antil12) apresentaram maior
toleréncia ao estresse oxidatico provocado por H,O,, quando comparado as respectivas
plantas controles (Wt e Col-0, respectivamente). Enquanto que em tabaco, as sementes
do transformante TO TP-55 S3 apresentaram maior tolerdncia a0 aumento da
concentracédo de H,O, no meio que as sementes do transformante TO TP-55 S2; em
arabidopsis, o transformante independente pK7-Anti8 exibiu um desempenho muito
superior em comparagao ao controle e ao outro transformante pK7-Antil12, tanto em
condicBes normais quanto em condicdes estressadas. Este resultado reforca a idéia do
baixo custo apresentado pela planta de arabidopsis em manter o gene TP55 em um

ndmero maior no seu genoma.
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[A]

O controle
W 355 TP-5552
0 355 TP-5552

Germinacgao(%

0 10 15 20
H2 Oz (iM)

[B]

O controle
W pK7-Anti8
0O pK7-Anti12

Germinacao (%)

H2 Oz (IM)

Figura 16 - Resultado do ensaio de germinacdo. A média de sementes germinadas de
tabaco (A) e arabidopsis (B) entre os tratamentos testados (0 [0M H,0,, 10
OM H20,, 15 [OM H,0, e 20 M H,0,) foram analisadas por ANOVA
seguido de Teste de Tukey (O = 0,05), utilizando o programa
ESTATISTICA AX 5.0. [A] Resultado apresentado para as sementes das
plantas de tabaco TO TP-55 S2, TO TP-55 S3 e plantas controles (Wt). [B]
Resultado apresentado para as plantas de arabidopsis pK7-Anti8, pK7-
Anti12 e plantas controles (Col-0). Os dados apresentados constituem a
média com o desvio padréo de trés repeticbes de cada transformante
independente para tabaco e quatro repeticbes para Arabidopsis. As
comparacbes de médias entre os tratamentos sdo indicadas por letra
mailscula, enquanto que as comparacdes de médias dentro de cada
tratamento sdo indicadas por letra minuscula. Letras diferentes indicam
diferencgas significativas.
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4.8.2. Estresse produzido por paraquat

Metil velogénio (MV) ou paraquat pode ligar-se as membranas do tilacdide no
cloroplasto e transferir elétrons para O, em reacdo em cadeia, causando formacdo
continua de radicais superoxido na presenca de luz (ASADA, 1996). Portanto, esse
herbicida causa estresse oxidativo tendo como conseguiéncia o dano da clorofila.

Assim, elaborou-se um experimento utilizando discos foliares de plantas de
tabaco transformadas, T1 TP-55 S2 e T1 TP-55 S3, e da planta controle, os quais foram
submetidos a concentracdes variadas de paraguat por 18 h sob luz. Apds esse periodo de

incubagdo ainjuria provocada pelo herbicidafoi avaliada e mostrada na Figura 17.

35S Senso 2

35S Senso 3

Figura 17 - Injdria visual provocada por paraquat. Discos foliares de 1,4 cm de didmetro
foram incubados em varias concentracdes de paraquat (0, 1, 2 e 4 [OM) por 1
h no escuro seguido de 18 h sob luz. 35S senso 2 e 35S senso3 sdo discos
foliares das plantas transgénicas T1 TP-55 S2 e Tl TP-55 S3,

respectivamente, que foram transformadas com o cDNA da TP-55. Wt é
planta controle.
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A lesdo provocada pelo paraguat refere-se ao grau de branqueamento no disco
foliar das plantas de tabaco. Discos foliares de tabaco selvagem foram completamente
branqueados apds o periodo de incubacdo com paraguat, enquanto que os discos foliares
de plantas de tabaco transgénicas visuamente armazenaram alguma clorofila,
apresentado estimulo a senescéncia retardado. Os efeitos do paraquat, em termos de
quantificacdo indireta da clorofila, foram determinados segundo a area do disco foliar
necrosada (%), indicada pelo branqueamento utilizando o Programa Quant 1.0.1- R1
(VALE et a., 2003) e correlacionados com o nivel deinjaria (Tabela 2).

Tabela 2. Areafoliar necrosada analisado pelo programa Quant 1.0.1-R1

Linhagens Concentracdes de paraquat
de plantas OOMMY  10MMV  20MMV  40MMV
Wt 0% 37% 62,9% 98%
T1TP-55 S2 0% 13% 22,1% 29,5%
T1TP-55 S3 0% 14,4% 46,7% 58,8%

Os danos maiores causados a clorofila foi no disco foliar da planta controle,
guando comparado as plantas transgéncicas, apresentando quase perda total da clorofila
com 40M de MV, enquanto que as areas necrosadas dos discos foliares das plantas T1
TP-55 S2 e T1 TP-55 S3 foram inferiores com os valores de 29,5% e 58,8% de
clorofila, respectivamente, nesta concentragcéo de MV. Entretanto, consistente com o
grau de injuria observado, o transgénico T1 TP-55 S2 apresentou maior tolerancia ao

paraquat que o transgénico T1 TP-55 S3.

4.8.3. As linhagens transgénicas de tabaco sdo mais tolerantes a déficit

hidrico.

Com a finaidade de avaliar o comportamento das plantas de tabaco
transformadas TO TP-55S2 e TO TP-55S3 diante de déficit hidrico, sementes dessas
plantas foram germinadas em meio MSO (MURASHIGE E SKOOK, 1962) e um més
apoOs germinacdo foram aclimatadas e transplantadas para casa-de-vegetacdo. Plantas
controle, T1 TP-55S2 e T1 TP-55S3 foram submetidas a condi¢cBes de seca até o

aparecimento de murcha, como mostrado na Figura 18, tendo sido observado um
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fendtipo de tolerancia a desidratacdo das plantas transformadas. Enquanto que, apos o
periodo de seca, as folhas das plantas ndo transformadas murcharam totalmente,
visualmente as folhas das linhagens transgénicas mantiveram um nivel de turgidez
muito superior.

MNormal Seca

Wt

sensol

Senso3

Wi 2 53

Figura 17 - Expressao ectopica de TP-55 confere tolerancia a déficit hidrico em plantas
trasngénicas de tabaco. O estresse hidrico foi induzido em plantas ndo
transformadas (WT), e linhagens transgénicas T1 TP-55 S2 (S2) e T1 TP-
55 S3 (S3) pela cessacdo de irrigacdo até o aparecimento evidente de
murcha nas folhas. A esquerda, sBo as contrapartidas das linhagens
descritas nas quais foi mantido airrigagdo continua
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Baseado no fendtipo de tolerancia a seca exibido pelas linhagens transgénicas, a
expressao ectépica do gene TP-55 pode ser associado com toleréncia a déficit hidrico
que levou a manutencdo da turgidez foliar e contetdo hidrico. Uma hipGtese a ser
considerada seria que a proteina TP-55 promoveu um maior nivel de guste osmatico
prevenindo a desidratacdo e mantendo turgidez. Consistente com esta hipétese a
proteina TP-55 pertence a superfamilia de aldeido desidrogenase que possui membros
envolvidos na sintese de solutos compativeis. Embora o envolvimento de aclicares
sollveis tolerantes a desidratacdo em plantas tem sido sugerido em estudos nos quais a
presenca desses acUcares pode ser correlacionada com a aquisicdo de tolerdncia a
desidratacdo (LEPRINCE et a., 1993), muitos outros componentes usuamente
associados ao estresse salino sdo também ativados, tal como prolina, glicina betaina e
pinitol (ISHITANI et a., 1995; MCCUE E HANSON, 1990 , YOSHIBA et a., 1995).
Uma das conseqiéncias da seca e muitos outros estresses, tais como salinidade e
estresse oxidativo, é a producdo de moléculas de oxigénio reativadas que causam dano
celular. Ainda, o déficit hidrico induz genes que codificam enzimas de desintoxicagdo
tal como, superéxido dismutase, glutationa S-transferases, e ALDH3 (INGRAM AND
BARTELS, 1996; SHINOZAKI AND YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 1996; SUNKAR
et a., 2003), e enzimas envolvidas na remocdo de intermediérios toxicos produzidos
durante o metabolismo de oxigénio, e que provavelmente s&0 muito importantes em
conferir tolerancia a esse tipo de estresse (MITTLER E ZILINSKAS, 1994). Isso
poderia explicar porgque genes que codificam enzimas que promovem a desintoxicacdo
de espécies reativas a oxigénio como ALDH3 em arabidopsis sdo regulados em resposta
aseca (SUNKAR et a., 2003).

Até agora, diferentes estratégias tem sido empregadas para aumentar a tolerancia
a estresses ambientais como: a overexpressao de fatores de transcricdo, 0os quais estéo
envolvidos na via de sintese de proteinas que conferem protecéo a estresses ambientais,
0 aumento da producdo de solutos compativeis através do acimulo de osmdlitos; e a
diminuicdo de efeitos deletérios provocados por estresse oxidativo pela superexpressao
de enzimas envolvidas na detoxificagdo (SUNKAR et ., 2003).

Genes envolvidos na defesa antioxidante foram overexpressados e aguma
toleréncia as condicbes de estresses definidos foi registrada, embora ndo tenha sido
suficiente para fornecer uma protecéo estavel (ROXAS et a., 1997). O aumento da
tolerancia observado em resposta aos atos niveis de osmdlitos, tais como manitol ou

glicina betaina, podem também ser por causa de propriedades antioxidantes (ROS)
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desses osmdlitos, tendo sido observado niveis diferentes de tolerancia em resposta a
diferentes estressores, refletindo a complexidade da rota e da via de estresse oxidativo
(CHEN E MURATA, 2002; SHEN et al., 1997).

A observacdo do aumento da tolerancia a uma ampla variedade de estresse foi
obtido pela superexpressdo da enzima Ath-ALDH3 em arabidopsis, senso comparavel a
superexpressao de MsALR de alfafa em tabaco. Esses estudos revelaram aumento de
tolerncia a desidratacdo, a estresse salino, ou metais pesados, com reduzidos danos
quando expostos a estresse oxidativo como resultado da overexpressao de genes ALDH3
(HIDEG et al., 2003; OBERSCHALL et a., 2000; SUNKAR et a., 2003). As andises
de Arabidopsis (Ath-ALDH3) e plantas de tabaco (MSALR transgene) sugerem que o
aumento da toleréncia pode, em ambos os casos, ser resultado de baixos niveis de
aldeidos, em resposta a uma diminuicdo da peroxidacdo de lipideos, visto que
freqlentemente, lipideos e proteinas sdo marcados para dano oxidativo em tecidos sob
condicdes de estresses ambientais (PRASSAD, 1996). A andlise dessas plantas
transgénicas sugere que, em ambos 0S casos, a tolerdncia ao estresse € obtida pela
reducdo de aldeidos oxidativos, a moléculas ndo reativas (HIDEG et a., 2003;
OBERSCHALL et a., 2000; SUNKAR et a., 2003).

O aumento da tolerancia das linhagens transgénicas overexpressando Gm-TP-55
foi relacionado com a diminuicdo do dano caudado por diferentes estresses abidticos,
tais como salinidade, seca e estresses oxidativos promovidos por tratamentos com H,O;
e paraquat. Esse aumento na tolerancia foi verificado tanto na germinacéo das sementes
guanto nas plantas adultas, indicando que a tolerancia aos estresses manifestou-se por
todo o periodo de crescimento vegetativo. Enquanto que algumas adeidos
desidrogenases pertencentes a familia ALDH10 e 12 exercem uma fungdo direta em
osmoregulacéo (INGRAM E BARTELS, 1996; VASILIOU et al., 2000; STROEHER,
et al., 1995), outras aldeido desidorgenases da familia ALDH1, 2 e 3 tém sido descritas
como parte do sistema antioxidante de defesa (KIRCH et al., 2004; VASILIOU et 4.,
2000). Entre as ALDHs associadas com estresses, os membros da familia ALDH7,
também designadas de antiquitina, ndo foram ainda relacionados com nenhuma via
bioquimica. Considerando que o denominador comum resultante dos estresses hidrico,
salino e oxidativo seria a producdo de ROS e aldeidos téxicos derivados, provavelmente

0 gene TP-55 esteja envolvido na detoxificacdo de aldeidos.



5. RESUMO E CONCLUSOES

Por meio de analise de um banco de EST, gerado de uma biblioteca de sementes
de soja, foi isolado, nesta investigacdo, o gene TP-55 que codifica uma proteina de
massa molecular estimada em 55.562 kDa. Andlise comparativa da estrutura priméria da
proteina deduzida forneceu evidencias de que o gene TP-55 codifica um homdlogo de
antiquitina, pertencente a familia ALDH7A1 da superfamilia de aldeidos desidrogenases
(ALDH). Além de possuir um dominio conservado de desidrogenases, andise
filogenética baseada em sequiéncias de aminoacidos classificou a proteina TP-55 como
membro da familia ALDH7A1, possuindo 82% de identidade de seqiiéncia com a
proteina 26g de ervilha, e 60% de homologia com a proteina antiquitina, identificada
principalmente no ouvido e rins de humanos. Consistente com o padréo de indugdo dos
genes ALDH7A1 em resposta a estresses abioticos, foi demonstrado que condigdes de
déficit hidrico e salinidade promovem um aumento no acumulo da proteina TP-55 no
caule e naraiz de plantas de soja.

Com afinalidade de avaliar afuncdo do gene TP-55 in vivo, plantas transgénicas
de tabaco e arabidopsis foram obtidas. Em Arabidopsis, 0 cDNA TP-55 fusionado a
GFP foi usado para localizar a proteina quimérica TP-55-GFP a nivel sub-celular por
microscopia de fluorescéncia, demonstrando gque a proteina localiza-se principalmente
no nucleo e no citoplasma das células. Em tabaco, a transformagéo com o cDNA TP-55
resultou em quatro transformantes independentes, cuja incorporacdo do DNA exdgeno
foi confirmada por PCR e a expressdo do transgene por RT-PCR.

Apbs andlise molecular, os estudos funcionais foram realizados com sementes

das plantas controles comparados com os transformantes primarios TO TP-55 S2 e TO
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TP-55 S3 de tabaco aém de pK7-Anti8 e pK7-Antil2 de arabidopsis, as quais foram
submetidas a diferentes concentracdes de NaCl e H,O,, smulando estresse salino e
oxidativo, respectivamente. A expressdo do transgene TP-55 conferiu as sementes
transgénicas, tanto de arabidopsis quanto de tabaco, maior eficiéncia de germinagdo em
meio contendo NaCl e H,0s.

Além disso, as plantas transgénicas de tabaco foram submetidas a seca e a
estresse oxidativo provocado por paraquat. A expressao ectopica do gene TP-55 em
plantas de tabaco aumentou tanto a toleréncia a desidratacéo, conforme observado pela
manutencdo da turgidez foliar em condicdes de seca, quanto a resisténcia a estresse
oxidativo, pela diminuicdo de necroses foliares sob tratamento com paraguat.
Coletivamente, estes resultados demonstraram que a expressao do gene GmTP-55 tanto
em tabaco como em arabidopsis conferiu as plantas transgénicas tolerancia significativa
contra os diversos estresses abi 6ticos.

Tem dgdo demonstrado que agumas ALDHs atuam diretamente na
osmoregulagdo, enquanto que outras tém sido descritas como parte do sistema
antioxidante de defesa. Os membros da familia ALDH7, também designadas de
antiquitina, ndo foram ainda relacionados com nenhuma via bioquimica. Considerando
gue o denominador comum resultante dos estresses salino, hidrico e oxidativo seria a
producdo de ROS e adeidos toxicos derivados, os resultados, descritos nesta
investigagdo, sugerem que provavelmente o gene TP-55 estga envolvido na

detoxificacéo de aldeidos téxicos.
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ANEXO 1

OMsad | 01Msd |0,15M sa | 0,2 M sal
Controle 97 85 68 42
Controle 96 85 73 49
Controle 97 87 68 53
Controle 96 85 69 48
Controle 97 86 70 46
355-TP55 S2 97 94 92 89
355-TP55 S2 98 95 93 85
355-TP55 S2 97 96 94 87
355-TP55 S2 97 96 93 87
355-TP55 S2 98 95 92 86
OMsd [01Msd | 0,15Msa |0,2M s
Controle 97 85 70 47
Controle 95 87 67 48
Controle 98 86 72 46
Controle 96 85 69 48
Controle 98 86 68 47
355-TP55 S3 99 96 92 57
355-TP55 S3 98 95 91 56
355-TP55 S3 97 96 93 55
355-TP55 S3 99 93 91 54
355-TP55 S3 98 95 90 54

NUmero de sementes germinadas das plantas controle, 35S-TP55 S2 (T1 TP-55 S2) e
35S5-TP55 S3 (T1 TP-55 S3), em meio M SO sdlido contendo 0 mM; 100 mM; 150 mM
e 200mM de NaCl. As sementes consideradas germinadas possuiam raizes e folhas bem
desenvolvidas.
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ANEXO 2

OMsd [0,1Msd [0,15Msa [0,2M sd
Controle 17 2 2 0
Controle 15 4 0 0
Controle 15 3 1 0
Controle 13 3 3 0
pK7-Anti8 18 20 19 6
pK7-Anti8 20 19 18 4
pK7-Anti8 20 19 17 5
pK7-Anti8 19 19 17 6
pK7-Antil12 16 11 0 0
pK7-Antil2 15 12 1 0
pK7-Antil12 15 10 2 1
pK7-Antil2 14 11 0 0

NUmero de sementes germinadas das plantas controle, pK7-Anti8 e pK7-Antil2, em
meio M SO meia for¢a solido contendo 0 mM; 100 mM; 150 mM e 200mM de NaCl. As
sementes consideradas germinadas possuiam raizes e folhas bem desenvolvidas.

58



ANEXO 3

00OM H,0O, [100OM H,0, [150M H,O, |[200M H,0,
Controle 15 7 8 7
Controle 17 9 6 4
Controle 15 9 7 5
Controle 16 8 5 6
pK7-Anti8 19 17 20 14
pK7-Anti8 20 15 20 11
pK7-Anti8 20 16 18 13
pK7-Anti8 19 14 17 12
pK7-Antil12 16 12 10 7
pK7-Antil2 15 11 10 6
pK7-Antil12 15 13 9 9
pK7-Antil2 16 11 9 10

NUmero de sementes germinadas das plantas controle, pK7-Anti8 e pK7-Antil2, em
papel de filtro mergulhado em solugdes contendo O [IM; 10 [OM; 15 [OM e 20 [OM de
H.O,. As sementes consideradas germinadas para efeito de calculo possuiam raiz e
folhas.
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ANEXO 4

00OM H,0, |10 OM H»0, | 15 OM H,0, | 20 OM H,0,
Controle 74 45 26 19
Controle 76 46 22 17
Controle 75 48 21 15
355-TP55 S2 77 75 63 33
355-TP55 S2 76 84 64 31
355-TP55 S2 74 81 65 35
355-TP55 S3 77 78 82 63
355 TP55 S3 75 81 71 56
355-TP55 S3 76 74 84 75

NUmero de sementes germinadas das plantas controle, 35S-TP55 S2 (T1 TP-55 S2) e
35S-TP55 S3 (T1 TP-55 S3), em papel de filtro mergulhado em solugdes contendo O
OM; 10 0OM; 15 OM e 20 OOM de H,0O,. As sementes consideradas germinadas para
efeito de célculo possuiam raiz e folhas.
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