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RESUMO

A agua é de importancia fundamental para a vida, pois constitui a matriz onde
ocorre a maioria dos processos bioquimicos que sdo essenciais. As estruturas e funcbes
das proteinas dependem da presenca de agua. As plantas naturalmente tém a capacidade
de suportar ambientes desfavoraveis e essa capacidade de resistir ao ambiente é
determinada geneticamente. Atualmente, mecanismos de protecdo em nivel molecular tém
sido estudados, como os fatores de transcricio DREB (Dehydration-Responsive Element-
Binding) que foram identificados e caracterizados inicialmente em Arabidopsis thaliana.
Fatores de transcricdo (FT) iniciam uma cascata génica conferindo tolerancia a
desidratacdo, salinidade ou altas e baixas temperaturas, ou seja, estresses abidticos. Em
trabalho anterior o promotor do gene RcDREB1 dirigiu a expressdo do gene gus que foi
detectada apenas em graos de pélen de plantas transgénicas de tabaco no momento da
antese. Este trabalho visa obter plantas transgénicas de tabaco expressando o gene
RcDREBL1 constitutivamente para testar a hipétese de que essas plantas poderdo ser
tolerantes ao estresse hidrico. Para alcancar este objetivo, foi inserido o gene RcDREBL1 no
vetor pCAMBIA3300 onde o promotor constitutivo 35SCaMV dirigird sua expressdo. As
plantas resistentes ao agente seletivo glufosinato de amoénio foram analisadas para a
presenca do transgene por PCR e para a deteccdo da proteina fosfinotricina
acetiltransferase (PAT). Essas analises confirmaram que 11 plantas eram transgénicas.
Cinco linhagens de plantas transformadas foram testadas para tolerancia a estresse hidrico
onde a rega das plantas foi removida por nove dias. Quatro das linhagens utilizadas no teste
anterior tiveram a viabilidade dos pdlens avaliada por exposi¢do a alta temperatura (37°C).
Os resultados mostraram que a linhagem T6 apresentou maior tolerancia ao estresse hidrico
assim como um ganho de biomassa durante o periodo do estresse. E o pdlen da linhagem
T11 apresentou viabilidade estatisticamente maior que a linhagem WT. O com os resultados
obtidos gene RcDREB1 se mostrou um gene candidato a programas de melhoramento de

cultivares comerciais.

Palavras-chave: DREB; Estresse hidrico; Tolerancia a seca; Viabilidade de pdlen;
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ABSTRACT

Water is fundamental for life, as it is the matrix, in which occurs most essential
biochemical processes. The structures and functions of proteins depend on the presence of
water. Plants have a natural ability to withstand harsh environments and ability to withstand
this environment is genetically determined. Currently, protection mechanisms at the
molecular level have been studied, such as DREB transcription factors (Dehydration-
Responsive Element-Binding) that were identified and initially characterized in Arabidopsis
thaliana. Transcription factors (TF) initiate a gene cascade conferring tolerance to
dehydration, salinity or high and low temperatures, i.e. abiotic stresses. In our previous work,
the promoter of the RcDREB1 gene, controlling the expression of the gus gene, have shown
expression only in pollen grains of transgenic tobacco plants at the time of anthesis. This
work aims to obtain transgenic tobacco plants constitutively expressing the RcDREB1gene to
test the hypothesis that these plants may be tolerant to water stress. To accomplish this, the
RcDREBL1 gene was inserted into the pCAMBIA3300 vector under control of the constitutive
promoter 35SCaMV. Plants resistant to the selective agent glufosinate ammonium were
analyzed for the presence of the transgene by PCR and for the detection of protein
phosphinothricin acetyltransferase (PAT). These analyzes confirmed that 11 plants were
transgenic. Five transformed plants lines were tested for tolerance to drought stress by
removing watering for nine days. Four of the lines were evaluated for the viability of pollen,
exposed to high temperature (37 ° C). Results showed that the line T6 was more tolerant to
water stress as well as a gain of biomass during the stress period. In addition, the pollen
viability showed to be statistically higher in the line T11 when compared to the WT plants.
These results demonstrated that RcDREB1 gene is a candidate for the improvement of

commercial crops.

Key word: DREB; Water stress; Drought tolerance; Pollen viability
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Introducao

As plantas estdo naturalmente expostas as adversidades ambientais, entre
0s estresses bioticos estao as doencas e pragas (Lata et al., 2011), enquanto que 0s
estresses abidticos sdo causados por fatores climéaticos e ambientais, tais como frio,
calor, seca, alta luminosidade, alta salinidade ou ainda variagcdo na concentracéo de
micro e macro elementos (Agarwal et al., 2006; Lata et al., 2011; Peleg et al., 2011,

Suzuki et al., 2014; Zhu et al., 2014).

Os estresses abioticos estdo entre as maiores limitagcdes para o cultivo de
varias espécies como milho, soja, arroz, cana-de-acucar e trigo (Chen et al., 2007;
Peleg et al., 2011; Reis et al., 2014; Suzuki et al., 2014). As plantas naturalmente
respondem aos estresses em varios niveis molecular, fisiolégico, anatdmico e
morfologico; essas respostas variam de acordo com a espécie, o periodo do
desenvolvimento ou crescimento da planta, e a intensidade do estresse (Mittler,

2006; Peleg et al., 2011).

O estresse hidrico causado pela seca, que € um tipo de estresse abidtico,
pode ser devastador para a agricultura, e atualmente grande parte das areas
cultivadas do mundo sofre com a baixa disponibilidade de agua (Peleg et al,. 2011).
Com o intuito de obter plantas com maior tolerdncia a seca, varios estudos
moleculares vém sendo realizados. Muitos trabalhos utilizando genes DREB de
diversas plantas tém sido publicados anualmente (Chen et al., 2007; Reis et al.,
2014; Peleg et al., 2011). Como exemplo, em plantas de arroz (Oryza sativa) foi
identificado o gene OsDREB1B e a caracterizagdo funcional desse gene foi
realizada em plantas transgénicas de tabaco. Observou-se que durante periodos de

estresse por seca as plantas de tabaco apresentaram um maior acimulo massa
12



fresca; e que sob estresse osmotico apresentaram maior peso fresco quando
comparadas as plantas ndo transformadas (Gutha & Reddy 2008). Em soja (Glycine
max) foi encontrado o gene GmDREB2 que foi inserido em tabaco e foi analisada a
tolerancia ao estrese e observaram que a quantidade de prolina livre se mostrou
superior quando comparada com plantas néo transformadas (Chen et al., 2007).
Outro exemplo € o gene DREB2A de Arabidopsis thaliana L. que foi introduzido em
cana-de-agucar (variedade RB855156) e a transformacao resultou em tolerancia a
seca. Além disso, as plantas transformadas possuiam um aumento no nivel de

sacarose e de brotacdo de gemas laterais (Reis et al., 2014).

Cipriano et al., (2013) caracterizaram a expressao de um promotor pélen
especifico de mamona (Ricinnus comunis L.). O promotor do gene RcDREB1 foi
inserido em um cassete controlando a expressdo do gene gus. Sua expressao foi
analisada nas plantas de tabaco submetidas a diversos estresses abioticos.
Detectou-se a expressdo de gus apenas em graos de pélen apos a antese. Além
disso, em plantas de mamona, a expressdo de RcCDREB1 foi observada apenas em
polens no momento da antese (Cipriano et al., 2013). A funcao bioldgica inferida da
expressdo especifica do gene RcDREB1 pode estar relacionada tanto ao
desenvolvimento dos pélens quanto a mecanismos de protecdo dos mesmos a
fatores ambientais. A mamona € uma planta adaptada a regides semiaridas e com
altas temperaturas. Embora a mamoneira seja monodica, as flores masculinas séo
separadas das flores femininas (diclino-mondicas) e isso obriga que o pdlen fique
exposto ao ambiente externo para que ocorra a fecundacdo. Dessa forma, pode-se
esperar que nessa espécie existam mecanismos de protecdo a estresses ambientais
que evitem a reducao da viabilidade do pdélen (Severino et al., 2012; Cipriano et al.,

2013).
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Este trabalho visa a continuacédo do estudo do gene RcDREBL1 de Cipriano
et al., (2013) expressando constitutivamente o gene RcDREB1 em tabaco e

avaliando a tolerancia das plantas transformadas ao estresse hidrico.

Revisao bibliografica

Estresse hidrico

A &gua é de importancia fundamental para a vida, pois constitui a matriz
onde ocorre a maioria dos processos bioquimicos que sdo essenciais. As estruturas
e funcbes das proteinas dependem da presenca de agua. Em plantas terrestres
existe um continuo fluxo de absor¢cdo de 4gua do solo e perda para a atmosfera,
esse movimento ocorre por difusdo assim como por transporte em massa, esse
deslocamento de &gua ocorre naturalmente, quando ha baixa disponibilidade de
agua a transpiracdo é reduzida para evitar a desidratacdo (Taiz & Zeiger, 2004a;

Jaleel et al., 2009).

O déficit hidrico ocorre quando ha baixa disponibilidade de agua para a
planta, ou seja, o contetdo de agua de um tecido fica abaixo do mais alto possivel
exibido durante o estado de maior hidratacdo. Um dos primeiros sintomas do déficit
hidrico ocorre nas folhas, onde suas células perdem o turgor. Em sequéncia a
expansao foliar fica comprometida por depender do turgor celular e a concentracéo
dos solutos é elevada. Em resposta a desidratagdo as plantas fecham os estdomatos,
reduzindo a evaporacdo em suas folhas. O fechamento dos estdmatos é uma
resposta inicial a queda de turgor nas células guardas das folhas. Ao fechar

completamente os estbmatos ocorre a paralizacdo da fotossintese que depende da
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troca gasosa que ocorre nos estomatos. Ao fechar os estomatos a planta interrompe
a dissipacdo de calor que € feita através da transpiracdo assim elevando a
temperatura das folhas de 2 a 5 C° (Suzuki et al., 2014). Com o aumento da
temperatura a fotossintese é comprometida devido as alteragbes no transporte de
elétrons e as atividades da Rubisco séo reduzidas (Suzuki et al., 2014). O estresse
osmatico pode ser uma consequéncia do estresse hidrico. As alteragdes ambientais
que ocorrem fora das células desencadeiam sinais que sdo enviados as organelas
no interior celular através da fosforilacdo de proteinas que é realizada por quinases,
ao estudar os mMRNAs produzidos durante os estresse osmético tem-se observado a
alta concentragdo de quinases como a SnRK2s. A fosforilagdo é a forma mais rapida

e direta de resposta antes da transcricdo de genes protetores (Fujii et al., 2012).

b

O fechamento estomatico também pode estar relacionado a resposta
quimica através do acido abscisico (ABA) produzido nas raizes em condi¢cdo de

desidratac&o e acumulado nas folhas (Chaves et al., 2002; Taiz & Zeiger, 2004Db).

Outra forma de protecdo a desidratacdo utilizada pelas plantas é o ajuste
osmoético. O ajuste osmotico € o acumulo de determinados solutos como a prolina
durante o periodo de estresse hidrico. Com o ajuste osmético o turgor é mantido,
pois as raizes retiram melhor a agua do solo e podem ser estimuladas a crescer

(Babita et al., 2010).

Durante estresse hidrico o crescimento das raizes nédo € inicialmente afetado
por depender dos produtos fotossintéticos que ficam em baixa disponibilidade pela
reducado da fotossintese. Em decorréncia da continuidade do crescimento radicular e
da interrupcéo do crescimento da parte aérea ocorre um desequilibrio da proporcao

entre o crescimento da parte aérea e o crescimento radicular, logo, em condi¢des de
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déficit hidrico moderado h& maior crescimento de raiz visando a busca por solos

mais umidos (Taiz & Zeiger, 2004b Jaleel et al., 2009; Babita et al., 2010).

Com a continuidade do periodo de estresse hidrico ocorre a interrupcao da
fotossintese e a planta para de acumular biomassa estagnando o crescimento,
desregulacdo metabdlica, danos nas estruturas celulares, reducdo da fertilidade,
senescéncia prematura e ao final morte da planta (Jaleel et al., 2009; Krasensky &

Jonak, 2012).

Em conjunto com o estresse hidrico pode ocorrer o estresse por altas
temperaturas. Plantas terrestres normalmente sdo incapazes de sobreviver a
temperaturas acima de 45°C. (Taiz & Zeiger, 2004b; Jaleel et al.,2009).As plantas
tém a capacidade de suportar ambientes desfavoraveis e essa capacidade de

resistir ao ambiente € determinada geneticamente (Taiz & Zeiger, 2004b).

Genes DREB

APETALA 2/ethylene-responsive (AP2/ERF) é uma superfamilia génica de
fatores de transcricdo ligados ao estresse abibtico. AP2/ERF € uma familia génica
especifica de plantas. A superfamilia AP2/ERF é dividida em quatro subfamilias

AP2, RAV, ERF e DREB.

Os genes DREB (sigla em inglés para: Dehydration Responsive Element
Binding) sdo fatores de transcricdo pertencentes a superfamilia APETALA
2/ethylene-responsive. Os genes DREB séao divididos em seis subgrupos (A-1 ao A-

6) e essa divisdo esta relacionada a estrutura e caracteristicas de cada um dos
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genes. A via de ativacdo dos genes DREB pode ser ou ndo dependente de acido

abscisico (Agarwal et al., 2006; Zhou et al., 2010).

Muitos genes da subfamilia DREB foram estudados através da expresséo da
sequéncia génica do cis-acting dehydration-responsive element/C-repeat
(DRE/CRT), com isso, autores consideram esses genes como 0s principais fatores
de transcricdo envolvidos na resposta aos estresses abidticos (Zhang et al., 2009;

Mizoi et al., 2012).

Em plantas em que se superexpressou o gene DREB1 de A. thaliana foi
observada maior tolerancia a baixas temperaturas, seca e alta salinidade. Ja os
genes DREB2A também de A.thaliana ndo sdo ativados pelo frio e quando
superexpressos elevam a tolerancia a altas temperaturas, seca e alta salinidade
indicando que os genes DREB tem funcdo na aclimatacdo das plantas de
Arabidopsis (Knight & Knight. 2001; Zhang et al., 2009; Mizoi et al., 2012). Os genes
DREB1A e DREB2A possuem uma forte atracao pelas regides DRE que sao regides
conservadas nos promotores de resposta ao estresse abidtico como o RD29A,
entretanto cada um dos genes possui uma regido especifica de maior afinidade

(Sakuma.et al., 2002; Fuijita et al., 2006; Mizoi et al., 2012).

O subgrupo de fatores de transcricdo DREB1/CBF de A. thaliana atua sobre
a desidratacdo e tolerancia ao frio, plantas de A. thaliana e tabaco que
superexpressam constitutivamente este gene apresentaram maior tolerancia ao
estresse salino. Entretanto tiveram um fendtipo ando causado pelo gene Salt
Tolerance Zinc Finger (STZ) que € superinduzido ao expressar constitutivamente os
genes do grupo DREB1/CBF, o que causa uma inibicdo da via responsavel pela
sintese de giberelina (fitorm6nio importante para o crescimento vegetal) (Knight &

Knight. 2001; Cong et al., 2008; Mizoi et al., 2012).
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Genes com alta similaridade aos genes DREB de A. thaliana foram
observados em plantas de valor comercial como arroz (Oryza sativa) e soja (Glycine
max) assim como em plantas de menor interesse econdémico como Populus
euphratica, Brassica juncea. Varios trabalhos mostram que os fatores de transcricdo
DREB, assim como as sequéncias DRE/CRT, possuem alta importancia para as
respostas ao estresse abiotico em plantas (Chen et al., 2007; Kim et al., 2008; Chen

et al., 2009; Nayak et al., 2009; Mizoi et al., 2012; Reis et al., 2014).

Decifrar os mecanismos envolvidos na resposta adaptativa desses genes é
de grande importadncia para os projetos de melhoramento genético de culturas
comerciais (Agarwal et al., 2006) sendo os genes DREB alvos potenciais para uso
na agricultura, pois concedem uma maior tolerancia as plantas a estresses abioticos

como salinidade, frio e a seca (Ban et al., 2011; Xie et al., 2014).

Gene RcDREB1

RcDREB1 é um Fator de Transcricdo (FT) que codifica para uma proteina
pertencente a familia AP2/ERF subfamilia CBF/DREB. As proteinas pertencentes a
familia AP2/ERF possuem um dominio de 60 a 70 aminoacidos altamente
conservados. Em seu trabalho, Cipriano et al., (2013) classificaram
filogeneticamente a proteina RcDREB1 como membro da sub familia A-5 (Figura 1).
O gene RcDREB1 de Mamona (Ricinnus comunis L) foi caracterizado por Cipriano et
al., (2013) atraves da analise da expressédo do gene gus sob a direcdo do promotor
do gene RcDREB1 em plantas transformadas de tabaco. A expressdo da proteina
GUS foi observada somente em gréos de pdélen durante a antese e durou até a
senescéncia, quando os grdos de polen sao liberados no ambiente. Por analise in
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silico da sequéncia nucleotidica do promotor, foi verificada a presenca de um motivo
polen especifico, indicando que o promotor RcDREB1 tem alguma fungdo no

desenvolvimento floral. RcDREB1 foi o primeiro gene DREB polen especifico

caracterizado de mamona (Cipriano et al., 2013).
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Figura 1: Arvore filogenética da

proteina RcDREB1 e outras proteinas

DREB (Cipriano et al., 2013).
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Justificativa

Visando uma melhor compreensédo da expressdo do fator de transcricdo
RcDREBL1, novos estudos devem ser realizados com a finalidade de observar o seu
efeito durante um periodo de estresse abidtico e avaliar a tolerdncia que o gene
RcDREB1 pode proporcionar quando dirigido por um promotor constitutivo. Uma vez
gue a expressao de RcDREBI foi observada em graos de polens maduros durante a
antese, h4 a necessidade de se avaliar a expressdo constitutiva deste fator de
transcricdo, objetivando o ganho de tolerdncia ao estresse hidrico, bem como

compreender sua fungéo quando expresso de forma constitutiva.
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Hipoteses

e O fator de transcricAio RcDREB1 pode conferir maior tolerancia a
desidratagcdo a planta transgénica como um todo quando sua
expressao for dirigida por um promotor constitutivo assim como maior

viabilidade ao pélen quando submetido ao estresse por calor.
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Objetivo geral

Este trabalho tem como objetivo a avalicdo do efeito do gene RcDREB1 de
mamona (Ricinus communis L.) ao ser expresso de forma constitutiva em plantas de

tabaco.

Objetivos especificos

e Construgdo de um vetor com o gene RcDREBL1 dirigido pelo promotor
constitutivo CaMV35S do Cauliflower mosaic virus;

e Obter plantas de tabaco geneticamente modificadas via Agrobacterium
tumefaciens contendo o cassete de expressdao CaMV35S-RcDREBI1-
nos3’;

e Realizar ensaios biol6gicos para avaliar a tolerancia das linhagens
transgénicas de tabaco em condic¢des de estresse hidrico.

e Realizar ensaios biologicos para avaliar a viabilidade dos graos de poélen

das linhagens transgénicas de tabaco em condicdes de estresse.
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Material e Métodos

Construgao do vetor

Para construgdo do vetor o cassete com o gene RcDREBL1 foi sintetizado
pela empresa Epoch Life Science, Inc (EUA). O gene RcDREBL1 foi inserido no
plasmideo PBI 426 nos sitios Nco | e Sac | (substituindo o gus: no sitio npt Il) para
ser dirigido pelo promotor 35SCaMV do Cauliflower mosaic virus (CaMV). Em
seguida, o cassete de transformacdo CaMV35S-RcDREB1-tNOS foi removido e
inserido no plasmideo pCAMBIA 3300, nos sitios Eco Rl e Hind Ill, que possui o
gene bar que confere resisténcia ao herbicida glufosinato de amdnio, gerando o
vetor pC-RcDREBL1. O vetor foi inserido na linhagem EHA105 de A. tumefaciens por
eletroporagcédo (Lacorte & Romano 1998), que posteriormente foi usada para a

transformacao genética de plantas de tabaco (Aragao & Rech 1998).

Preparo da cultura de Agrobacterium tumefaciens

O protocolo de transformacéo utilizado foi de acordo com Aragédo et al.
(2002).

Foi realizada uma cultura de A. tumefaciens da linhagem EHA105 contendo
o vetor pC-RcDREBL1, preparada a partir de 100 pL de solucéo bacteriana que foram
inoculados em 10 mL de meio LB contendo os antibiéticos canamicina (100 mg/L) e
rifampicina (50 mg/L). A cultura foi crescida por 16 h a 28°C sob agitagédo a 100 rpm
até a fase exponencial de crescimento (Asoonm = 1,5). A cultura foi entdo diluida para

Asoonm = 0,1 (Aragéo et al., 2002) e posteriormente foram utilizadas na cocultura.
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Cultura in vitro das plantulas de tabaco e cocultura

Sementes de plantas de tabaco foram desinfestadas com hipoclorito de
sédio 1% por 15 minutos e enxaguadas seis vezes em agua autoclavada. Foram
germinadas em meio sélido de Murashige & Skoog (Sigma-Aldrich) com 7% de agar
e 3% de sacarose (Murashige & Skoog, 1962) e cresceram em condi¢cdes
controladas em camara de crescimento a 25 * 2°C e fotoperiodo de 16 h.

Para a cocultura foram cortados explantes a partir das folhas jovens. Cada
explante possuia aproximadamente 1 cm?, o corte e a preparacdo dos explantes foi
feita com o auxilio de um bisturi e uma tesoura estéril sobre um papel filtro em uma
placa de Petri previamente autoclavados. A nervura central e as bordas das folhas
foram removidas, em seguida o mesofilo foi cortado em quadrados de
aproximadamente 1 cm? e foram adicionados imediatamente a cultura de A.
tumefacies que foi preparada da seguinte forma: 1 mL da cultura de Agrobacterium
diluida (preparada anteriormente) em 9 mL de LB liquido. A cocultura liquida foi
mantida a temperatura ambiente por 30 minutos sob leve agitacao.

Apos este periodo os secou-se os explantes em filtro de papel estéril e
transferidos para placas contendo meio Murashigue & Skoog (MS) sodlido
suplementado com 10 mg/L de benzilaminopurina (BAP) posicionados com a face
adaxial dos explantes em contato com o meio. Os explantes foram mantidos neste

meio por 48 horas a 25 + 2°C no escuro.

Regeneracao de plantas transformadas

Apés a cocultura sdlida, os explantes foram transferidos para placas

contendo meio de regeneracdo MS suplementado com 2 mg/L de BAP, 100 mg/L de
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timetin, 200mg/L de cefotaxima e 5 mg/L do glufosinato de amdnio (GA) como
agente seletivo e mantidos em camara de crescimento sob fotoperiodo de 16 h a
temperatura de 25 + 2°C.

Os explantes foram cultivados por duas semanas e a gemas formadas nas
folhas foram transferidas para novo meio de regeneracao contendo agente seletivo.
Os brotos regenerados com aproximadamente dois centimetros foram transferidos
para frascos contendo meio de enraizamento (meio MS suplementado com 0,1 mg/L
de Acido Naftaleno Acético ,ANA, e 5 mg/L de glufosinato de amonio).

Apés trés semanas as plantulas enraizadas (com 8-10 cm de comprimento)
foram transferidas para copos com terra adubada e estéril e cobertas com sacos
plasticos transparentes para permitir a aclimatizacdo em casa de vegetacdo com
temperatura de 27-30°C e umidade controlada (70-80%). Apds quatro dias foram
removidos 0s sacos plasticos.

As plantas aclimatizadas foram testadas para deteccdo da presenca de

fosfinotricina acetiltransferase com o Teste Kit Trait LL (Strategic Diagnostic Inc.).

Extracdo de DNA e PCR

Foram feitas extragcbes de DNA através do método de CTAB (Romano,
1998), um disco foliar foi retirado e macerado em nitrogénio liquido, ao qual foi
adicionado CTAB (CTAB 2%, NaCl 1,4 M, Tris-HCI| 100 mM, EDTA 20 mM) com 1%
de PVP e incubado por 30mim a 65 °C , em seguida foi adicionado 1 volume de
cloroférmio/alcool isoamilico (24:1) e centrifugado por 5min. A fase aquosa superior
foi coletada e trasnferida para um novo tubo, ao qual foi adicionado 2/3 de alcool

isopropilico e centrifugado novamente por 5 min; o sobrenadante foi descartado e os
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pellets foram lavados com etanol 70%. Os pellets foram secos e ressuspendidos em
20 pL de H20.

Para as reacfes de PCR foi utilizado o kit Taq DNA Polymerase (Invitrogen,
California - USA), o protocolo ocorreu de acordo com o indicado pelo fabricante. Os
primers: Nco-RcDREB1 (5-TCCATGGAAGGCGAAACG-3’) e Sac-RcDREB1 (5'-
CGAGCTCTAATTCCTTTCCCATTC-3’) foram usados para amplificar uma banda de
586 pb. Para a amplificacéo foi realizado um passo de desnaturacéo inicial a 95°C
por 5 min, seguidos de 35 ciclos com de desnaturacdo a 95°C por 1 min, anelamento
a 55°C por 1 min e alongamento a 72°C por 1 min, com extensao final de 72°C por 5

min.

Teste de tolerancia ao estresse hidrico

Para os testes de tolerancia a seca foram selecionadas cinco linhagens de
plantas transgénicas R; escolhidas aleatoriamente e plantas de tabaco nao
transgénicas (WT). O teste de tolerancia a seca foi realizado de acordo com Gutha &
Reddy (2008) e Cipriano et al., (2013) com alteracdes. Para os experimentos foram
utilizadas plantas com 70 dias por apresentar quantidades de folhas necessarias
para as avaliacdes. Os testes foram realizados em casa de vegetacao localizada na
Embrapa Cenargen, as plantas foram plantadas em vasos plasticos de 2L com

latossolo vermelho.

Previamente plantas R; das cinco linhagens escolhidas T6, T11, T16, T17 e
T20 foram selecionadas por meio do teste de tolerancia ao glufosinato de amdnia
preparado a partir da diluicho em agua (1:100) do produto comercial Finale
(Glifosinato de amdnio 200g/L; Bayer Crop Sciences). As plantas que sobreviveram

ao teste foram contadas como positivas e as plantas que morreram foram contadas
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como negativas. O qui-quadrado foi utilizado como teste estatistico para validar a

segregacao Mendeliana da progénie.

Para o teste de tolerancia a seca foram utilizadas 16 plantas de cada
linhagem de tabaco transformada e 16 plantas ndo transformadas. As plantas foram
separadas em dois grupos, tendo o cuidado de selecionar plantas similares em
tamanho antes de iniciar o estresse. O primeiro grupo foi submetido ao estresse por

seca durante nove dias e 0 outro grupo serviu de controle sendo mantida a irrigacao.

Andlise da taxa fotossintética liquida, condutancia estomatica, transpiracédo,
eficiéncia instantanea do uso da agua e do potencial hidrico foliar e potencial hidrico

do solo

A taxa fotossintética liquida (An, umol m™? s™), condutancia estomatica
(gs,mol m? s?) e transpiracdo (E. mmol? s™) foram determinadas usando o
analisador de gases no infravermelho (IRGA) acoplado a um sistema portatil de
medicao das trocas gasosas, modelo LC-Pro SD. As folhas utilizadas foram a 5° e 6°
de cada planta contadas a partir da folha primeira folha apds os cotilédones. Todas
as medicdes foram feitas pela manha entre 8 horas e 11 horas com as seguintes

configuracées do equipamento: CO, = 380 umol mol™; luz 650 pmol m? s™*;

Também foram coletadas folhas de algumas plantas com a periodicidade de
trés dias para avaliar o potencial hidrico das plantas. Para essa medicédo foi utilizada
a bomba de presséo tipo Scholander, SAPSII modelo 3115. As analises foram
realizadas de trés em trés dias com a 5° e 6° folha com excecdo das analises

biométricas que foram realizadas no ultimo dia de andlise.
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Para medir o potencial hidrico do solo foi utilizado um tensiémetro analdgico

de solo, a medicéo foi realizada a cada trés dias junto com as medicdes do IRGA.

Teor relativo de agua

Durante o periodo do teste de seca foram coletadas amostras de discos
foliares da 7° e 8° folha a cada trés dias para andlise do teor relativo de agua, para
esta avaliacdo quatro discos com raio de 1 cm foram retirados por folha e foram
utilizadas duas folhas por planta. Esses discos foram pesados frescos (PF) e em
seguida hidratados em uma placa de Petri por dois dias (PH), pesados novamente e
secos em estufa a 60°C até o peso estabilizar (PS), o que ocorreu em trés dias. Ao

final para calcular o teor relativo foi utilizada a formula: TRA = (PF-PS)/(PH-PS)

Analises Biométricas e recuperacéo

As analises biométricas foram realizadas em duas etapas, a primeira foi
medir a altura das plantas a cada trés dias, essa medida foi realizada a partir do solo
até o meristema apical, a segunda etapa foi realizada ao final do periodo de doze
dias quando as plantas foram retiradas cuidadosamente do solo e realizadas
medidas de massa seca e fresca de raiz e parte aérea. As raizes e parte aérea de
plantas controle e sob estresse foram pesadas em balanca de precisdo para
guantificar o peso fresco e depois foram secas em estufa a 60°C por 72 horas para

analise do peso seco.
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Posteriormente ao estresse um grupo de plantas foi separado para analises
de recuperacdo apos restabelecer a irrigacdo. A recuperagdo foi observada com

registros fotograficos com intervalos de 1h.

Delineamento experimental e andalises estatisticas

Para as analises estatisticas o delineamento experimental utilizado foi o
inteiramente casualizado (DIC) com quatro repeticdes de cada linhagem por dia de
analise nos tratamentos realizados, condicbes de estresse e sem estresse. Foi
realizada a analise de variancia (ANOVA) para a avaliagdo de todas as
caracteristicas. A diferenca entre os tratamentos foi determinada pelo teste de média
Tukey (P < 0,05). As analises foram realizadas no programa Prisma 5.0d para Mac

oS X.

Teste de tolerancia a dessecacao em graos de polen

Foi testada a tolerancia dos graos de pélen utilizando o protocolo adaptado
de Shivanna et al. (1989). As anteras de flores em antese de plantas transformadas
e nao transformadas foram coletadas em microtubos de 200uL de microcentrifuga
entre 8h e 9h da manha e imediatamente colocadas em placas de Petri grandes
umedecidas com papel toalha. As placas foram incubadas numa estufa a 37°C por
uma hora, e apdés esse periodo as placas foram retiradas da estufa, e foram
removidos os papeis toalha. As placas foram secas e 0s tubos retornaram para a

estufa a 37°C por mais uma hora.
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Foi realizado um controle com anteras da mesma flor das plantas
transformada e néo transformada, onde as anteras nao foram incubadas em estufa a
37°C, entretanto ocorreu a mesma variacdo de umidade. Em seguida a viabilidade

dos gréos de podlen foi avaliada.

Teste de viabilidade do pélen

Para avalicdo da viabilidade dos grdos de pdélen, utilizou-se o corante
diacetato de fluoresceina (FDA) (Sigma-Aldrich) por medir viabilidade celular ao ser
hidrolisado por enzimas no interior das células vivas. Cinco miligramas de diacetato
de fluoresceina foram diluidas em 1 mL acetona, e novamente diluidos 1:100 em

solucédo de sacarose 100 mg/L.

Os graos de polen foram corados 5 minutos antes de serem observados em
microscopio de fluorescéncia com os Filtros de 330 a 385nm. Para a contagem dos

graos de pélen foi utilizada uma camara de Neubauer.
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Resultados

Construcao do vetor pC-RcDREBL1 e transformacao de Agrobacterium tumefaciens

Para a construgcdo do vetor pC-RcDREB1 a regido codificante do gene
RcDREBL1 foi sintetizada pela empresa Epoch Inc (EUA) e clonada no vetor pBI426,
substituindo gus: npt Il nos sitios de Nco | e Sac I. Dessa forma foi criado o cassete
de expressdo CaMV35S-RcDREB1-Tnos que foi transferido para o vetor pCAMBIA
3300 usando os sitios Hind 1ll e Eco RI (Figura 2). O vetor contém ainda o gene bar
que codifica para a proteina fosfinotricina acetiltransferase que confere tolerancia ao

herbicida glufosinato de amonio.
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Figura 2: Vetor pC-RcDREBL1 utilizado para transformacéo de tabaco via Agrobacterium contendo o
gene de interesse RcDREBL1 dirigido pelo promotor CaMV35s e com o terminador nos3’, o gene bar
que confere resisténcia ao glifosinato de aménio dirigido pelo promotor CaMV35S e com terminador
CaMV35S poly A.
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O vetor pC-RcDREBL1 foi introduzido na cepa EHA105 de Agrobacterium
tumefaciens e a presenca do vetor foi confirmada nas colbnias de A. tumefaciens
através de andalise por PCR usando os primers: Nco-RcDREB1 (5'-
TCCATGGAAGGCGAAACG-3) e Sac-RcDREB1 (5-

CGAGCTCTAATTCCTTTCCCATTC-3’) gerando uma banda de 586pb (figura 2).

Figura 3: Gel de agarose 0,7% apresentando a amplificacdo de bandas de aproximadamente 586 pb
correspondentes ao gene RcDREB1 em trés colbnias de A. tumefaciens transformadas com o
plasmideo; 1, 2, 3: coldnias diferentes de A. tumefaciens e M: marcador DNA Ladder 1kb Invitrogen.

Com a eletroporacdo foram obtidas trés col6nias e somente uma n&o
apresentou a banda esperada de 586pb, colénia nimero 1 foi utilizada para a

transformacao das plantas de tabaco.

Transformacéo de plantas de tabaco (Nicotiana tabacum L.)

A linhagem EHA105 pC-RcDREB1 foi utilizada para transformar explantes

de tabaco, que permaneceram em meio de inducdo de gemas até a regeneracao de
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brotos e desenvolvimento de raizes, entdo as plantulas obtidas foram aclimatizadas

e foram testadas para verificacdo da insercdo do cassete de transformacéo.

A partir da transformacao de plantas de tabaco foram obtidas 20 plantas e 11
plantas foram positivas para o teste de deteccdo da proteina fosfinotricina
acetiltransferase (PAT). O teste ao apresentar duas faixas indica a presenca da
proteina PAT (Figura 3) que demonstra que houve a insercdo do gene exdgeno bar
na planta transformada. Entre as plantas obtidas n&o houve a ocorréncia de fendtipo

anao.

Figura 4: Teste comercial para deteccdo de fosfinotricina acetiltransferase (PAT), 1: planta
transformada apresentando duas bandas indica a presenca da proteina PAT, 2: planta nédo
transformada apresentando somente uma banda indica auséncia da proteina PAT.

As plantas de tabaco em casa de vegetacédo foram testadas para a presenca
do gene RcDREB1 com os mesmos primers que foram utilizados para a verificar a

presenca do vetor em Agrobacterium tumefaciens (Figura 5 e 6).

1 3 4 5 6 7 8 10 111213141516 C-C+Br M

Figura 5: Gel de agarose 0,7% apresentando a amplificacdo de bandas de aproximadamente 586 pb
correspondentes ao gene RCDREB1 de plantas aclimatadas em casa de vegetacdo; 1 a 16: diferentes
plantas aclimatadas; C-: planta controle negativo; C+ controle positivo da reacéo; Br: reacdo sem
DNA; M: marcador DNA Ladder 1kb.
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Figura 6: Gel de agarose 0,7% apresentando a amplificacdo de bandas de aproximadamente 586 pb
correspondentes ao gene RcDREB1 de plantas aclimatadas em casa de vegetagdo; 14 a 20:
diferentes plantas aclimatadas; C-: planta controle negativo; C+ controle positivo da reacado; Br:

reacdo sem DNA; M: marcador DNA Ladder 1kb.

Analise de progénie com glufosinato de aménio

A primeira etapa do teste de estresse hidrico foi uma triagem das trinta

plantas de cada linhagem, as plantas contadas como negativas morreram ap0s o

teste por ndo possuir o gene Bar que concede tolerancia ao glufosinato de aménio, e

as positivas sobrevivem. As frequéncias foram contadas e analisadas em um teste

de Qui quadrado com um grau de liberdade de 5% (<3,84) (Tabela 1). Com o grau

de liberdade de 5% todas as linhagens tiveram a Hy aceita, sendo assim todas as

linhagens seguem a Lei de Mendel segregando 3:1.

Tabela 1. Analise das frequéncias de segregacao selecionadas através do gene bar

das linhagens transformadas com o gene RcDREBL1.

Positivas Negativas  (x?) P
P6 25 5 1,11 0,29
P11 21 7 0 1,00
P16 18 11 2,58 0,10
P17 25 4 2,28 0,16
P20 21 8 0,10 0,74
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Avaliag6es do efeito da transformagéo sobre parametros biométricos

As plantas transformadas foram avaliadas em condigcbes sem estresse para
observar se a transformacgédo produziria algum tipo de alteracdo fenotipica. O
crescimento de plantas transformadas e o desenvolvimento radicular foram similares
as nédo transformadas (Figura 7A e Figura 7B). A massa fresca e massa seca de
parte aérea das plantas transgénicas também foram semelhantes as plantas WT em
condicdes sem estresse. As plantas WT mostraram uma pequena diferenga na
massa seca, entretanto estatisticamente n&o significativa das linhagens
transformadas (Figura 7C e Figura 7D). De forma geral a linhagem WT teve a maior
média de peso fresco e seco de raiz quando comparadas as linhagens transgénicas,
entretanto ndo apresentaram diferencas estatisticas (Figura 7E e Figura 7F). Apesar
da linhagem WT (controle néo transformada) apresentar a maior relacao raiz/parte
aérea da massa fresca ndo ouve diferenca estatistica quando comparada as
linhagens transformadas (Figura 7G). A relacdo raiz/parte aérea da massa seca
também ndo apresentou diferenca estatistica (Figura 7H). Portanto, ndo houve mé
formacdo ou alteracdo negativa do crescimento pela expressdo constitutiva deste

gene nas plantas de tabaco.
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Figura 7: A) Altura das linhagens WT e transformadas que n&o foram submetidas ao teste de seca;
B) comprimento radicular das linhagens WT e transformadas que ndo foram submetidas ao teste de
seca; C) Massa fresca da parte aérea das linhagens WT e transformadas que nao foram submetidas
ao teste de seca; D) Massa seca parte aérea das linhagens WT e transformadas que ndo foram
submetidas ao teste de seca; E) Massa fresca da raiz das linhagens WT e transformadas que néo
foram submetidas ao teste de seca; F) Massa seca das raizes das linhagens WT e transformadas que
nao foram submetidas ao teste de seca; G) Rela¢do entre a massa fresca da raiz e a parte aérea das
linhagens WT e transformadas que ndo foram submetidas ao teste de seca; H) Relacdo da massa
seca entre a raiz e a parte aérea das linhagens WT e transformadas que néo foram submetidas ao
teste de seca. Ndo foram observadas variagfes significativas pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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Testes de tolerancia ao estresse hidrico

Com um tensidbmetro de solo foi medida a quantidade de &gua no solo
durante o teste de seca e ndo foi observada variagdo estatistica significativa na

guantidade de agua entre as linhagens transformadas e a linhagem WT (Figura 8).
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dias de estresse

Figura 8: Teor relativo de dgua no solo durante o periodo do estresse hidrico. Ndo houve diferencas
significativas pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Analise de taxa fotossintética liquida, condutancia estomatica e transpiracao

No terceiro e sexto dia de estresse foi possivel observar que a linhagem T6
apresentou taxa de fotossintese superior as demais linhagens se diferindo
estatisticamente das plantas nao transformadas. Ja no sexto dia a maioria das
linhagens se diferiram do controle mostrando taxa fotossintética maior que a
encontrada nas plantas WT com excec¢ao da linhagem T16 que apresentou a menor
taxa de fotossintese dentre as linhagens transformadas. No nono dia todas as

linhagens tinham suas taxas de fotossintese proxima a zero (Figura 9).
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Figura 9: Taxa Fotossintética das linhagens WT e transformadas de plantas de tabaco apés periodo
de estresse hidrico. Os asteriscos representam diferencas significativas pelo teste de Tukey (P <
0,05).

Todas as linhagens transformadas apresentaram menor taxa de transpiragéo
no terceiro dia de estresse se diferindo estatisticamente das plantas controle.
Entretanto, no sexto dia de estresse as linhagens T6, T11 e T17 apresentaram taxas
de transpiragcdo maiores que as demais linhagens e que as plantas WT (Figura 10).
Todas as plantas avaliadas apresentaram transpiracdo proxima a zero no ultimo dia

avaliado.
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Figura 10: Taxa de transpiracdo das linhagens WT e transformadas de plantas de tabaco apds
periodo de estresse hidrico. Os asteriscos representam diferencas significativas pelo teste de Tukey
(P <0,05).

A condutancia estomatica das linhagens transformadas e da WT
permaneceu muito proxima ao longo de todo o periodo do teste com uma Unica
diferenca da linhagem T6 ao sexto dia que apresentou diferenca estatistica das
demais linhagens transformadas e da WT (Figura 11). No nono dia de estresse

todas as linhagens apresentaram condutancia estomatica préxima a zero.
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Figura 11: condutancia estomatica das linhagens WT e transformadas de plantas de tabaco apos
periodo de estresse hidrico. Os asteriscos representam diferencas significativas pelo teste de Tukey
(P <0,05).

Teor relativo de agua, eficiéncia do uso da agua instantaneo e potencial hidrico

O teor relativo de agua apresentou diferencas estatisticas na linhagem T6. A
linhagem transformada T6 apresentou maior média de teor relativo de agua no 6° e
9° dia, as linhagens T11 e T16 ficaram muito proximas a linhagem T6, as linhagens
T17 e T20 ficaram abaixo das linhagens anteriormente citadas; a linhagem WT

apresentou o menor teor relativo de agua (Figura 12).

A eficiéncia do uso da 4gua instantaneo ndo apresentou grandes variacdes
ao longo dos dias do teste, contudo quase todas as linhagens transformadas
apresentaram uma maior eficiéncia no uso da agua no terceiro e sexto dia quando
comparadas com a linhagem WT. A linhagem T6 no terceiro dia destaca-se da
outras linhagens transformadas, porém somente no sexto dia apresenta diferenca

estatistica quando comparada com as demais linhagens (Figura 13).
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Figura 12: Teor relativo de agua das linhagens WT e transformadas de plantas de tabaco apés
periodo de estresse hidrico. Os asteriscos representam diferengas significativas pelo teste de Tukey
(P <0,05).
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Figura 13: Eficiéncia do uso da agua instantanea das linhagens WT e transformadas de plantas de
tabaco apds periodo de estresse hidrico. Os asteriscos representam diferencas significativas pelo
teste de Tukey (P < 0,05).

O potencial hidrico das linhagens transformadas mostrou-se muito préximo.
A linhagem T16 teve uma queda do potencial menos drastica quando comparada as
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outras linhagens analisadas sendo a linhagem que conservou o0 maior potencial
hidrico, as linhagens T6, T11 e T17 apresentaram valores medianos, dentre as
linhagens transformadas a linhagem T20 apresentou o menor potencial hidrico, a
linhagem WT teve o menor potencial hidrico diferenciando-se estatisticamente nos

dias 6 e 9 das linhagens transformadas (Figura 14).
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Figura 14: Potencial hidrico das linhagens WT e transformadas de plantas de tabaco ap6s periodo de
estresse hidrico. Os asteriscos representam diferencas significativas pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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Testes biométricos

A altura das plantas de tabaco analisadas foi medida antes da suspenc¢éo da
rega, e foi medido sequencialmente a cada trés dias até o fim do teste. As plantas de
tabaco que foram submetidas ao estresse obtiveram altura maxima inferior a 30 cm
de altura, as plantas da linhagem T6 e da linhagem T17 foram as plantas que
atingiram a maior altura apesar do estresse hidrico. As plantas da linhagem T16
atingiram uma altura média entre as linhagens e as plantas das linhagens T11 e T20
atingiram as menores médias de altura, apesar de ainda ter uma altura média acima

de 20 cm, a linhagem WT obteve um crescimento médio muito abaixo de 20 cm

(Figura 15).
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Figura 15: Crescimento de parte aérea médio das linhagens WT e transformadas de plantas de
tabaco apos periodo de estresse hidrico. Os asteriscos representam diferengas significativas pelo
teste de Tukey (P < 0,05).

As plantas transgénicas submetidas ao estresse apresentaram comprimento
radicular semelhante as plantas WT. As plantas da linhagem T20 apresentaram as
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maiores médias de comprimento de raiz com aproximadamente 36 cm em seguida
as plantas da linhagem T16 com 34 cm, a linhagem T6 apresentou média de 32 cm
sendo a terceira maior, as plantas T11 e T17 apresentaram médias iguais de 29 cm,

a WT apresentou média de 30 cm (Figura 16).
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Figura 16: Comprimento radicular das linhagens WT e transformadas de plantas de tabaco apéds
periodo de estresse hidrico. Nao foram observadas diferencas significativas pelo teste de Tukey (P <
0,05).

A massa fresca da parte aérea das linhagens transgénicas foi superior a
encontrada em plantas WT, entretanto apenas as linhagens T6 e T17 se diferiram

estatisticamente (Figura 17) das plantas da WT.
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Figura 17: massa fresca da parte aérea das linhagens WT e transformadas de plantas de tabaco
apos periodo de estresse hidrico. As letras representam diferencas significativas pelo teste de Tukey
(P <0,05).

Apos o periodo de secagem em estufa do material o peso seco obtido ficou
entre 2g e 3g (Figura 18), a linhagem WT apresentou a menor massa seca de todas
as plantas avaliadas. As linhagens transformadas T6, T16 e T17 foram

estatisticamente diferentes das plantas WT.
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Figura 18: massa seca da parte aérea das linhagens WT e transformadas de plantas de tabaco apés
periodo de estresse hidrico. As letras representam diferengas significativas pelo teste de Tukey (P <

0,05).

A massa fresca das raizes das linhagens analisadas durante o teste de seca
ndo apresentou grandes diferencas estatisticas (Figura 19). As plantas WT tiveram

as maiores médias de peso fresco de raiz, as plantas da linhagem T16
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apresentaram as maiores médias de peso das raizes das linhagens transformadas

seguidas pelas linhagens T6 e T17, as plantas da linhagem T20 tiveram a menor

meédia de peso de massa fresca da raiz dentre todas as linhagens analisadas.
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Figura 19: massa fresca da raiz das linhagens WT e transformadas de plantas de tabaco apés
periodo de estresse hidrico. Nao foram observadas diferencas significativas pelo teste de Tukey (P <

0,05).

Assim como na massa fresca as plantas WT apresentaram maiores medias

de peso seco, a linhagem T6 foi a que apresentou maior peso seco das linhagens

transformadas, contudo ndo houve variacdo estatistica entre as médias (Figura 20).
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Figura 20: massa seca das raizes das linhagens WT e transformadas de plantas de tabaco apés
periodo de estresse hidrico. Nao foram observadas diferencas significativas pelo teste de Tukey (P <

0,05).
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A relacdo raiz/parte aérea de massa fresca das plantas WT foi superior
estatisticamente a relacdo encontrada em todas as linhagens de plantas

transgénicas avaliadas (Figura 21).
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Figura 21: Relagédo de massa fresca entre raiz e parte aérea das linhagens WT e transformadas de
plantas de tabaco apés periodo de estresse hidrico. As letras representam diferencas significativas
pelo teste de Tukey (P < 0,05).

A relacdo raiz/parte aérea da massa seca foi bem similar a relacao entre a
raiz/parte aérea da massa fresca. A linhagem WT apresentou também a maior
relacdo entre todas as linhagens transformadas (Figura 22). Podemos avaliar que
com estes resultados que houve maior crescimento e investimento energético nas

raizes em plantas WT e na parte aérea em plantas transgénicas.
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Figura 22: Relacdo de massa seca entre a raiz e a parte aérea das linhagens WT e transformadas de
plantas de tabaco apds periodo de estresse hidrico. As letras representam diferengas significativas
pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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Teste de viabilidade do grao de pdélen

O teste de viabilidade dos grédos de pdlens foi realizado com as linhagens
transformadas T6, T11l, T17 e T20. As linhagens transformadas T11 e T20
apresentaram maior viabilidade do polen mesmo em condicbes de estresse. As
linhagens transformadas T6 e T17 ndo apresentaram divergéncias significativas da
linhagem WT ao passarem pelo estresse de calor (Figura 23). A linhagem WT teve
uma viabilidade proxima a 20% ap0s o teste de tolerancia a calor, as linhagens T11
e T20 que foram estatisticamente diferentes tiveram viabilidades apds o teste

préximas a 50%.
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Figura 23: Viabilidade dos grdos de pdlen das linhagens WT e transformadas de plantas de tabaco
apos estresse por calor e viabilidade sem estresse por calor. As letras representam diferencas
significativas pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Fotos comparativas apos o estresse hidrico e plantas ndo estressadas

As plantas transformadas foram visivelmente mais tolerantes ao estresse

hidrico (Figura 24) tanto ao observar a murcha das folhas como o crescimento
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durante o periodo de estresse, as imagens A, C e D da linhagem WT e linhagens T6,
T16, T17 as linhagens transformadas apresentaram um crescimento maior durante o
estresse assim como um maior turgor foliar, as imagens B, D e F sdo comparacdes
entre a linhagem WT e as linhagens transformadas T6, T16 e T17 que passaram e
ndo passaram por periodo de estresse. Ap0s o periodo de estresse hidrico as
plantas foram irrigadas e fotografadas com intervalos de uma hora (Figura 25), as

linhagens transformadas apresentaram uma recuperacao levemente mais rapida.

Figura 24: Comparacéo entre plantas WT e plantas das linhagens T6, T16 e T17 submetidas ou ndo
ao estresse hidrico. A) Comparacédo de trés plantas da linhagem WT, a esquerda e trés plantas da
linhagem T6 a direita que foram submetidos ao estresse hidrico; B) plantas da linhagem WT que nao
foram submetidas ao estresse hidrico ao lado da planta que foi submetida ao estresse hidrico a
esquerda e plantas da linhagem T6 que foram submetidas ao estresse hidrico ao lado da planta que
foi ndo submetida ao estresse hidrico, a direita; C) Comparacao de trés plantas da linhagem WT a
esquerda e trés plantas da linhagem T16 a direita que foram submetidos ao estresse hidrico; D)
plantas da linhagem WT que ndo foram submetidas ao estresse hidrico ao lado da planta que foi
submetida ao estresse hidrico a esquerda, plantas da linhagem T16 que ndo foram submetidas ao
estresse hidrico ao lado da planta que foi submetida ao estresse hidrico a direita; E) Comparacéo de
trés plantas da linhagem WT a esquerda e trés plantas da linhagem T17 a direita que foram
submetidos ao estresse hidrico; F) plantas da linhagem WT que ndo foram submetidas ao estresse
hidrico ao lado da planta que foi submetida ao estresse hidrico a esquerda, plantas da linhagem T17
gue ndo foram submetidas ao estresse hidrico ao lado da planta que foi submetida ao estresse
hidrico a direita; barra de escala 10 cm.
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Figura 25: Recuperac¢éo das plantas submetidas ao teste de estresse hidrico com intervalos de uma
hora; plantas posicionadas da seguinte forma da esquerda para a direita: WT, T6, T11, T16, T17,
T20, plantas das linhagens transformadas com recuperacéo ligeiramente mais rapida.
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Discussao

Ao compararmos em condicbes normais o crescimento das linhagens
transformadas constitutivamente com o gene RcDREB1 com a linhagem WT né&o
foram observadas diferencas estatisticas no comprimento das plantas (Figura 7) ou
em qualquer outra avaliacdo biométrica. Genes DREB podem causar um fenétipo
ando quando expressados constitutivamente, isso foi demonstrado por Cong et al.
(2008b) que o gene DREB1A ao ser superexpresso sob controle do promotor
CaMV35S em tabaco, apresentou fenétipo ando neste mesmo relato foi utilizado o
promotor rd29A que € um promotor ativo apenas em estresse abiético, e as plantas
de tabaco tiveram um crescimento reduzido em 30% enquanto as plantas com o
promotor 35S tiveram crescimento reduzido em 78% quando comparadas a
linhagem WT. O gene BJDREB1B ao ser superexpresso também em tabaco causou
um retardo no crescimento, mas nao o fenétipo ando (Cong et al., 2008a). Ja ao
superexpressar o0 gene PeDREB2 em tabaco néo foi observado fenotipo ando nem

retardo no crescimento (Chen et al., 2009).

Os resultados das analises com o IRGA apontaram uma melhor resposta ao
estresse por seca pelas linhagens transformadas com o gene RcDREB1. Dentre as
linhagens transformadas a linhagem T6 obteve um melhor desempenho, que pode
ser atribuido ao nimero de copias do gene inseridas na linhagem, a posicdo que o
gene se inseriu no genoma da linhagem (Aragdo et al., 1999) e isso devera ser
futuramente investigado. Esta linhagem apresentou a maior taxa de fotossintese e
maior turgidez quando comparada as demais plantas avaliadas mesmo apos 6 dias

de estresse (Figura 9).
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A fotossintese depende da entrada de CO, que € limitada a abertura dos
estbmatos. Durante periodos de estresse hidrico uma resposta adaptativa das
plantas é o fechamento estomatico para evitar a perda de agua e este € induzido
pela perda de turgidez celular e acdo do acido Abscisico (ABA) (Chaves et al.,
2002). Foi observado que a linhagem T6 teve uma queda maior na taxa de
transpiracéo ao terceiro dia (Figura 10), entretanto, no sexto dia a queda na taxa de
transpiracéo foi suavizada indicando que as plantas da linhagem T6 responderam de
forma rdpida ao estresse no terceiro dia e talvez por isto ao sexto dia mantiveram

uma menor taxa de transpiragao.

Ao analisar a condutancia estomética da linhagem T6 (Figura 11) foi
observada uma reducdo da condutancia estomatica ao terceiro dia e ao sexto dia
uma queda menos acentuada produzindo assim uma linha no grafico similar a linha
observada no gréfico de transpiracdo o que implica nas maiores taxas de
fotossintese encontradas nesta linhagem. A abertura dos estbmatos tem um impacto
direto na fotossintese. Caso haja um completo fechamento dos estbmatos a
fotossintese é interrompida (Osakabe et al., 2014), provavelmente a linhagem T6
obteve uma maior fotossintese ao sexto dia por ter reduzido a condutancia
estomatica e consequentemente a transpiracdo no terceiro dia de estresse

mantendo as trocas gasosas sem uma completa interrupcao.

Ao ser caracterizado em trabalhos anteriores o gene RcDREB1 foi
classificado como membro do grupo A-5 dentro da subfamilia de DREB, assim como
o0 DREB2A de Arabidopsis .O grupo A-5 € conhecido por ter resposta ao ABA (Mizoi
et al., 2012; Cipriano et al., 2013). O ABA é o maior fito-horménio associado a
sinalizacdo de estresse hidrico e fundamental as plantas na regulacdo osmoética e

tolerancia a desidratacdo (Taiz & Zeiger, 2004b; Bouaziz et al., 2012). A linhagem
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WT teve uma transpiragdo muito maior ao terceiro dia que as linhagens
transformadas, consequentemente a linhagem WT teve uma maior perda de agua
que pode ser observada no potencial hidrico (Figura 14) assim como na murcha das

folhas (Figura 24 A, C, E).

As linhagens transformadas apresentaram maior potencial hidrico quando
comparada a linhagem WT tanto no terceiro dia como no sexto dia de estresse, com
excecdo da T20. O potencial hidrico é um indicador do conteddo de agua nos
tecidos e estd relacionada ao alongamento celular, fotossintese e produtividade da
planta (Taiz & Zeiger, 2004b; Jaleel et al., 2009). Com um baixo potencial hidrico as
células ndo tém turgor e assim ha paralizacdo do crescimento dos tecidos (Taiz &
Zeiger, 2004b; Chaves et al., 2002). De forma semelhante e esperada, com excecéo
da T20, todas as linhagens transgénicas avaliadas apresentaram maior teor relativo

de agua no terceiro e sexto dia de estresse (Figura 12).

Ao analisarmos a eficiéncia instantanea do uso da agua podemos observar
gue de forma geral todas as linhagens transgénicas mostraram-se mais eficientes
gue as plantas WT. Entretanto apenas a T6 foi estatisticamente diferente das demais
plantas avaliadas confirmando os outros dados analisados no qual apontam esta
como a melhor linhagem obtida. A eficiéncia no uso de agua relaciona a producao
de biomassa por quantidade de agua utilizada, sendo importante na agronomia por
otimizar o uso da &gua na producao agricola (Taiz & Zeiger, 2004b; Silva et al.,

2013).

As linhagens transformadas apresentaram altura (Figura 15) e maior massa
fresca da parte aérea (Figura 17) durante o periodo de estresse quando comparadas
a linhagem WT o que pode ser explicado pelos fatores avaliados como fotossintese

e maior eficiéncia no uso da agua que permitiram manter uma pressao de turgor por
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mais tempo permitindo a continuidade do crescimento mesmo que em menor
velocidade. Ao analisarmos a massa seca da parte aérea é observado um maior
acumulo de biomassa nas linhagens transformadas (Figura 18) que é resultado da
biomassa acumulada pela fotossintese que foi mantida por um periodo maior (Figura

9).

O comprimento radicular (Figura 16) massa fresca da raiz (Figura 19) e
massa seca da raiz (Figura 20) ndo indicaram divergéncias entre a linhagem WT e
as linhagens transformadas. Entretanto ao analisar os dados das relagdes raiz/parte
aérea de massa fresca e massa seca (Figura 21, Figura 22) podemos observar que
a linhagem WT apresentou uma maior relacdo entre raiz/parte aérea que as
linhagens transformadas indicando um maior investimento em raiz nas linhagens WT
e maior investimento das linhagens transformadas em parte aérea (Taiz & Zeiger,

2004b).

Todos os paramentos fisiolégicos avaliados tiveram como objetivo observar
como as plantas transformadas respondem ao estresse e tentar entender a possivel
rota de sinalizacdo em que este fator de transcri¢do esta envolvido. Acreditamos que
este gene pode estar associado a sinalizacdo por ABA uma vez que os resultados
mostram que as plantas transgénicas aparentemente respondem de forma mais
rapida ao estresse uma vez que foi observado em algumas linhagens a maior
reducdo da condutancia estomatica logo no inicio do estresse e maior manutencao
do contetdo de agua durante o estresse. A linhagem T6 se destaca como melhor
linhagem por ter uma resposta mais rapida ao estresse, sendo capaz de fechar mais
rapidamente os estbmatos e manter a fotossintese maior que a encontrada nos
controles durante o estresse. O crescimento radicular apesar de nao ser

estatisticamente menor nos mostra através das relagdes raiz/parte aérea que houve
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menor investimento em raizes por parte das plantas transgénicas e este fato vai ao
encontro das plantas mais sensiveis a sinalizacao realizada por ABA (Chaves et al.,

2002; Jaleel et al., 2009; Xie et al., 2014)

Os polens expostos ao estresse por calor das linhagens transformadas
apresentaram uma maior viabilidade que o poélen da linhagem WT (Figura 24).
Shivanna et al., (1991) relatam que a viabilidade do pdolen ndo esta diretamente
ligada ao vigor do pdlen ou seja a capacidade de fecundar a flor, contudo a alta
viabilidade quando em estresse das linhagens transformadas é um grande avanco
pois os pdélens da linhagem WT apresentaram uma viabilidade muito menor. Os
genes APETALA-2 ja sdo conhecidos por terem papel no desenvolvimento do
meristema floral. O gene RcDREBL1 teve sua expressdo observada inicialmente em
grdos de pdlen em antese, momento no qual a flor estd aberta e o polen esta
exposto ao ambiente e vulneravel, devido a isso € esperado que 0 gene RcDREB1
atua elevando a tolerdncia aos estresses abidticos nos quais os poélens serdo

submetidos (Taiz & Zeiger, 2004b; Dinh et al., 2012; Cipriano et al., 2013).

55



Conclusao

O gene RcDREB1 ao ser expresso de forma constitutiva concedeu maior
tolerancia as plantas submetidas a seca e elevando a viabilidade do pdlen em
condi¢des estressantes de alta temperatura. Dentre as linhagens transformadas a
linhagem T6 teve um destaque apresentando melhores resultados nos testes de
estresse hidrico, porém a linhagem T6 néo teve os melhores resultados durante o
teste do pdlen. No entanto, embora tenha apresentado uma reducgdo inicial da
viabilidade de podlen, também teve baixa reducdo na viabilidade ap6s o estresse por

calor.
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Perspectivas

Os dados obtidos nesse estudo indicam que o gene RcDREB1 é um gene
que pode ser utilizado em programas de melhoramento de cultivares comerciais
como feijdo e soja por ndo induzir fendtipo indesejado e ndo somente elevar a
tolerancia ao estresse hidrico como permitir um certo ganho de massa durante o
periodo do estresse. Também foi observado que os grdos de poélen tém uma maior
viabilidade durante periodos de estresse por calor sendo um bom candidato ao
melhoramento de milho, pois a produtividade do milho depende da polinizagéo,
assim € muito provavel que pélens que se mantem viaveis por mais tempo elevem a

produtividade dessas plantas.

Como continuidade do estudo do gene RcDREB1 ha a necessidade de
avaliar as plantas das melhores linhagens obtidas em homozigose e quantificar os
niveis de prolina que € um osmorregulador e ABA para assim compreender o

mecanismo de ag¢ao do gene.
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