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Poesia

Gastei uma hora pensando um verso
que a pena nao quer escrever

No entanto ele esta ca dentro
inquieto, vivo

Ele esta ca dentro

E nao quer sair

Mas a poesia deste momento
Inunda minha vida inteira

Carlos Drummond de Andrade
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RESUMO

O aluminio (Al) € um dos principais fatores limitantes da produgéo
agricola. A expressdo de transgenes em plantas € uma estratégia importante
para identificar novos genes com potencial biotecnolégico. Assim, este trabalho
constituiu na obtengéo de plantas transgénicas de tabaco superexpressando os
genes Zmal1, que faz parte da familia GRP que se acumula na mucilagem que
envolve a raiz, o gene Zmgst2, que codifica uma Glutationa-S Transferase,
enzima que cataliza a conjugagéo do tripeptideo glutationa (GSH) com diversos
compostos eletrofilicos e lipofilicos com atividade citotéxica, e 0 gene OMT134
que codifica um translocador de malato mitocondrial; e avaliagao da tolerancia
dessas plantas frente ao Al.

Neste trabalho foram obtidas plantas transgénicas contendo os genes
mencionados acima, sendo que os clones T1 Zmgst2/ 19 e T1 Zmal1/ 13,
apresentaram tolerancia ao Al significantemente maior que a linhagem nao
transformada Xanthi. Nao foi possivel obter plantas superexpressando o gene
OMT134. Os resultados indicam que os genes Zmgst2 e Zmal1 podem conferir
tolerancia ao Al. No entanto, dado o reduzido numero de plantas transgénicas
com niveis significativos de expressao do gene nas raizes, sera necessaria a

obteng¢ado de novos transformantes para se obter uma conclusao segura.



1 - INTRODUGAO
1.1 Aspectos gerais

As areas utilizadas para cultivo de plantas podem apresentar niveis
fitotoxicos de varios metais como aluminio (Al), chumbo, zinco e cadmio. O Al é
o principal fator limitante para a produtividade agricola em solos acidos, que
compreendem principalmente as regides tropicais e subtropicais (Foy et al.,
1984), o que vem aumentando o interesse na pesquisa sobre a tolerancia das
plantas frente a este metal.

1.2 Solos acidos

A fertilidade dos solos acidos na presenca de Al é muito baixa, o que
afeta severamente a produgéo agricola. Cerca de 40 % dos solos araveis no
mundo apresentam solos acidos. Os solos acidos sao caracteristicos de regides
com formagédo geolégica antiga, sujeitas ha um longo tempo a agdo de um clima
quente e Umido, caracteristicas normalmente encontradas nas regides dos
trépicos. Desta forma, os solos mais encontrados nos trépicos sdo os chamados
ultissolos e oxissolos, caracterizados pela sua acidez e alta concentragéo de Al.
Esses solos cobrem extensas areas da América do Sul (850 milhdes de
hectares), das por¢des centrais e sul da Africa (600 milhdes de hectares) e da
Asia Tropical (250 milhes de hectares) (Richter e Markewitz, 1995).

Cerca de 70 % dos solos brasileiros disponiveis para a agricultura
apresentam-se 4acidos e saturados em Al Estas areas concentram-se
principalmente na regido amazdnica e nos cerrados.

Os oxissolos e ultissolos, no entanto, apresentam outros fatores
prejudiciais a sua utilizagao na agricultura, como:



a Baixa disponibilidade de fésforo.

o Baixa_ disponibilidade de nutrientes. A adi¢do de nitrogénio é

recomendada para quase todas as culturas nao-leguminosas.

o Compactacdo excessiva. Acarretando diminuicdo na porosidade,

diminui¢ao da infiltragcao de agua e aumento da erosao.

o Alta_erosdo. Na regido de cerrado, 70 % da precipitagao total esta
concentrada entre novembro e margo, época que coincide com o inicio do
plantic da maioria das culturas. Portanto, 0 solo se encontra parciaimente
descoberto e sujeito a erosao.

o Predominio das monoculturas. O cultivo continuo da soja, associado a

praticas inadequadas de manejo do solo, tem resultado na redugédo da
produtividade e no aumento dos custos da produgédo (Santana e Sans,
1999).

Assim, as deficiéncias naturais do solo associadas as formas
inadequadas de cultivo, levam a utilizagdo de técnicas de correcao do solo,
como calagem, para a corre¢ao da acidez do solo (altera o pH até cerca de 20
cm de profundidade do solo), adubagdo e outras. Com isso, ocorre um
incremento dos custos da produgdo de alimentos e, conseqiientemente, uma
diminuicdo da competitividade da producao.

1.3 Acao fitotoxica do aluminio sobre as plantas
Em solos com pH neutro, o Al ndo exerce sua fitotoxidade, apresentando-

se na forma de aluminosilicatos, 6xidos ou outros compostos insollveis. Ja em
solos com pH acido, o Al solubilizado (AI*®) podendo ser absorvido ou se ligar



irreversivelmente ao ion fosfato e outros ions, impedindo a absorgéo destes pela
raiz (Keltiens et al., 1997).

Os efeitos da acao fitotdxica do Al sdo similares aos relacionados com a
falta de nutrientes, ocorrendo geralmente um atrofiamento das folhas, ou entao
um enrolamento das folhas jovens e morte dos peciolos (Foy et al., 1983). O
primeiro e principal sintoma da toxidez do Al é a inibicdo do crescimento
radicular (Taylor, 1988). Esta inibi¢cao ocorre rapidamente e pode ser detectada
apoés periodos curtos de exposicdo ao Al, como 1 a 2 horas, mesmo em
concentragées micromolares (Ownby e Popham, 1990). O apice radicular e as
raizes secundarias tém seu crescimento inibido pelo bloqueio da divisado celular
da zona meristematica. Com isso o sistema radicular é reduzido, acarretando o
desenvoivimento superficial e ramificagdo inadequada, diminuindo o volume de
solo explorado e reduzindo a eficiéncia da absorgao de agua e nutrientes pela
planta.

Apo6s exposicdo ao Al, as células da coifa e do meristema tornam-se
vacuoladas e mostram, sequencialmente, perda da fungdo do complexo de
Golgi, auséncia de desenvolvimento dos plastideos, alteragcbes na estrutura
nuclear, perda de citoplasma e, finaimente, desintegracdo da célula (Taylor,
1988). As regides meristematicas da raiz principal e das raizes laterais tornam-
se desorganizadas, a ponto de nao ser possivel distinguir as células da coifa, do
meristema e dos tecidos vasculares. Além disso, os sitios de erupgao das raizes
laterais ndo conseguem se desenvolver normaimente (Rao et al., 1993; Taylor,
1988).

A toxidez do Al compreende efeitos de curta duracao (mensuraveis apos
minutos de exposi¢ao ao ion) e efeitos de longa duragao, que sao medidos apés
horas, até mesmo, dias de exposicdo. Os efeitos tardios ndo sao
necessariamente causados diretamente pelo Al. Pelo contrario, em sua maioria
sdo conseqiéncias da alteragdo dos diversos processos bioquimicos e
fisiologicos afetados pelo Al. No entanto, de um modo geral € muito dificil
diferenciar respostas iniciais relacionadas a inibicao do crescimento radicular de
respostas secundarias, conseqiientes dos danos iniciais gerados pelo Al. Apesar



dos dois aspectos da toxidez do Al influenciarem o crescimento das plantas em
solos acidos, esta confusao tem dificultado a determinagdo do mecanismo (ou
mecanismos) primario pelo qual o Al exerce seus efeitos toxicos (Rengel, 1992).

1.4 Formas fitoxicas do aluminio

O Al solavel pode existir em diferentes formas i6nicas em solugao aquosa.
O entendimento da especia¢do do Al na rizosfera é de crucial importancia no
estudo da sua interacdo com a parede celular e membrana plasmatica das
células e, portanto, na compreensao de sua fitotoxidez.

As espécies de Al relevantes para fitotoxidez podem ser categorizadas

“em diversas classes (Kochian, 1995). Com relagdo a solugdo que envolve a raiz,
essas classes incluem formas livres ou mononucleares de Al*®, Al polinuclear, e
complexos de Al de baixo peso molecular. No citoplasma, o Al na forma de
complexos macromoleculares também deve ser considerado. Em meio acido
(pH < 4,5), o Al se encontra na forma de um hexahidrato octaédrico, Al(H20)e>",
convencionalmente chamado de AI¥*, Al(OH)** e A(OH),*. Em valores de pH
acima de 5 inicia-se a formagao de AI(OH); (gibsita), que é relativamente
insoluvel e também limita a solubilidade dos outros mondémeros de Al presentes.
Em pHs superiores, como o citoplasmatico (~ 7,4), o ion AI(OH)y é o
predominante.

Quando ocorre um aumento na atividade idnica do Al, particularmente em
condigées parcialmente neutras, formas polinucleares contendo mais de um
atomo de Al podem se formar. Destas, a mais importante &
[AIO4Al12(OH)24(H20)12""], conhecida como Alis. O Alj; parece ser muito mais
toxico para as espécies de plantas testadas que o Al** (Parker et al., 1988). No
entanto, a ocorréncia do Alq3 na natureza nao foi comprovada, sendo incerta sua
contribuicdo para a toxidez do solo.

A avaliagdo da toxicidade de cada espécie de Al individualmente foi
abordada em diversos estudos. No entanto, diversas dificuldades técnicas, como
por exemplo a falta de ferramentas para a detec¢ao das diferentes espécies do



ion, ttm comprometido a confiabilidade dos resultados. Foi sugerido que, para
as dicotiledoneas, as formas Al(OH)** ou Al(OH)," seriam as mais fitotoxicas, e
que o AI** seria bem menos toxico (Alva et al, 1986). Ja em trigo (Triticum
aestivum L.) foi comprovado que o AI** é a espécie fitotoxica (Parker et al.,
1988). Esta diferenca entre monocotiledéneas e dicotiledéneas é intrigante,
particularmente porque é sabido que os cations trivalentes costumam ser mais
fitotoxicos que os monovalentes ou divalentes (Kinraide, 1991). A toxidez dos
mondémeros de hidroxi-Al & bastante controversa e nao existem evidéncias
suficientes que a comprovem. Portanto, considerando-se que a fitotoxidez do
AI* ja foi comprovada ao menos para trigo, esta espécie tem sido considerada
como a forma fitotéxica de Al para a maioria das plantas estudadas.

De fato, foi demonstrado que monémeros de Al formam complexos de
baixo peso molecular com diversos ligantes. O Al** interage preferencialmente
com ligantes doadores de oxigénio como carboxilato, fosfato e sulfato. Portanto,
o AI** pode formar complexos de baixo peso molecular com acidos organicos,
fosfatos inorgéanicos, polifosfatos e sulfatos. Além disso, o Al pode se ligar
reversivelmente com diversas macromoléculas, incluindo proteinas,
polinucleotideos e glicosideos.

1.5 Possivel relagao entre Al e producao de espécies reativas de oxigénio

Um grande namero de artigos tem sido publicado nos dltimos dez anos
relacionando espécies reativas de oxigénio (AOS) a determinados estimulos em
plantas, em um processo conhecido como estresse oxidativo. A producao de
AOS pode ser aumentada por condigdes abidticas, como baixas temperaturas,
alta salinidade, herbicidas, secas prolongadas, radiagao ultravioleta, exposi¢ao a
SO2 e ozbnio. A producdo de AOS também pode estar associada a exposicao
das plantas a metais pesados, cujos niveis téxicos podem ser conseqiiéncia da
prépria natureza do solo, ou entdo de praticas agricolas impréprias.

Poucas publicagées tratam especificamente do estresse oxidativo
induzido por aluminio, os quais indicam que existe uma relacao entre a toxidade



do ion A" e a produgdo de enzimas relacionadas a AOS e a peroxidagdo de
lipidios (Cakmak e Horst, 1991; Verstraeten et al., 1997).

A produgcdo de AOS provém de reagdes da flavina desidrogenase,
transporte de elétrons na mitocdndria e fotossintese (Lamb e Dixon, 1997),
sendo um processo continuo sob condigdes aerdbicas. Calcula-se que cerca de
2 % do consumo mitocondrial de oxigénio resulta na produg¢éo do ion superéxido
O2 (Cadenas et al, 1977). Apesar da moderada reatividade quimica do
superoxido em agua, este ion pode contribuir para a formagdo de outras
espécies mais reativas, como agua oxigenada (H20-) e radical hidroxila (OH").

Todos os organismos aerébicos possuem mecanismos de protecao contra
os efeitos toxicos das AOS. Uma destruicao eficiente dos superéxidos (O2) e do
H20, esta atrelada a uma agao sincronizada de diversas enzimas antioxidantes.
O termo antioxidante pode ser descrito como sendo qualquer composto capaz
de quelar AOS sem que se converta em um radical destrutivo. As enzimas
antioxidantes sdo aquelas que catalizam a reagdo de ligacdo do antioxidante
com o AOS, ou entdo aquelas que estdo diretamente envolvidas no
processamento de AOS, estando citadas na tabela 1.

Tabela 1 — Enzimas antioxidantes

Enzima Abreviagéo
Superoéxido dismutase SOD
Ascorbato peroxidase APX
Monodehidroascorbato redutase MDHAR
Glutationa redutase GR
Catalase CAT
Glutationa peroxidase GPX
Peroxidase PX
Glutationa S- transferase GST




A resisténcia ao estresse oxidativo induzido por fatores ambientais tem
sido associada a concentragdes elevadas de CAT, SOD e peroxidases. Nas
plantas, a enzima SOD é a primeira enzima no processo de detoxificacdo, que
converte rapidamente radicais O, para H.0,. As enzimas CAT, por sua vez,
tém a fungéo de converter o H,02 em uma molécula de dgua e oxigénio.

Um dos principais mecanismos de detoxificagdo de AOS é o ciclo
ascorbato- glutationa. O ascorbato pode detoxificar H.O.. A enzima ascorbato
peroxidase (APX) utiliza duas moléculas de ascorbato para reduzir H,O2a agua,
com a geragao de duas moléculas de monodehidroascorbato (MDHA). O MDHA
é um radical com meia-vida curta, que se nao for rapidamente reduzido, é
desprotonado a ascorbato e dehidroascorbato (DHA). No plasmalema e na
membrana do tilacéide, o MDHA pode ser diretamente reduzido a ascorbato,
onde o NADPH pode funcionar como doador de elétrons. O DHA é reduzido a
ascorbato pela agdo da DHA redutase, utilizando a GSH como substrato. Essa
reacao gera uma glutationa oxidada (GSSG), que é re-transformada em GSH
pela NADPH, catalizada pela glutationa redutase (GR).

Em condigoes fisiolégicas normais o sistema oxidante/antioxidante esta
em equilibrio. Porém, sob condigées nas quais um excesso de espécies reativas
de oxigénio esta presente, induzida por um determinado fator, instala-se um
quadro de estresse oxidativo. Suas conseqiiéncias variam de célula para célula
e a mitocondria nao somente produz espécies reativas de oxigénio, como
também é o sitio primario da toxidez, conforme Gille e Sigler (1995). Um dano
importante relatado é a liberagdo descontrolada de calcio pela mitocondria e
inibicao da sintese de ATP (Richter e Kass, 1991). Em células endotélicas, H>0>
provoca uma redugdo nas concentracdes de glutationa e ATP (Spragg ef al.,
1985), liberagao de calcio, aumento da permeabilidade da membrana (Yamada
et al., 1990) e danos aos mecanismos de transduc¢ao de sinal (Vercellotti ef al.,
1991; Ryter e Tyrrell, 1998).

Espécies reativas de oxigénio podem causar danos as membranas
(Yermiyahu et al., 1997, Ishii et al., 1997; Kristian e Siesjo, 1998) por meio da
peroxidagdo de lipideos, oxidagdo de lipideos e inibicido da metilacdo de



fosfolipideos, processo importante para o ajuste da fluidez da membrana e para
a atividade de enzimas ligadas a ela (Kaneko et al., 1990). Apesar dos danos
causados a lipideos e proteinas serem parcialmente reparados por novas
sinteses, os danos causados ao DNA comprometem a habilidade sintética das
células e sua replicacdo. Além disso, ocorre uma diminuigéo significativa nos
NAD" e ATP, o que pode provocar a morte da célula (Berger, 1991).

Cakmak e Horst (1991) estudaram o efeito do aluminio na peroxidagao de
lipideos e nas atividades de superoxido dismutase (SOD), catalase e guaiacol
peroxidase em pontas de raizes de um cultivar de soja sensivel ao aluminio. A
peroxidagao de lipideos aumentou significativamente somente apds 24 horas de
tratamento com 40 uM de AICl; e foi estimulada na presenca de ferro. A
atividade de SOD também aumentou, indicando que o ion superdxido estava
presente dentro da célula em maior quantidade apds tratamento com aluminio.
Além disso, a atividade da peroxidase foi acentuada tanto em tratamentos com
baixa concentracdo de aluminio quanto em tratamentos mais curtos. No entanto,
os autores nao fizeram o mesmo estudo em um cultivar tolerante, o que poderia
fornecer uma melhor discussdo dos resultados com relagdo a toxidez ao
aluminio.

Um estudo sobre a capacidade do AI*3, além de outros ions metalicos
como Ga* e La*®, em promover danos oxidativos as membranas de cérebros de
ratos foram feitos por Verstraeten et al. (1997), que observaram um aumento na
peroxidagao de lipideos e carbonilas associadas a proteinas da mielina e em
membranas sinapticas, in vivo e in vifro. Os autores propuseram que esses
metais formam agrupamentos de fosfolipideos negativamente carregados nas
membranas que promovem reag¢oes de redu¢do. Segundo Levine ef al. (1990), a
introducao de grupos carbonilicos em residuos de aminoacidos de proteinas é
caracteristica de uma modificagéo oxidativa.

Richards et al. (1998), analisando mudangas nas expressoes genéticas
de Arabidopsis thaliana ap6s 2 horas de tratamento com aluminio, observaram
que dos genes induzidos, 4 séo conhecidos por serem induzidos em condigbes



de estresse oxidativo, sendo uma delas uma GST, indicando que os ions
aluminio promovem um quadro de estresse oxidativo nas células da planta.
Assim, os resultados mostrados na literatura apontam para uma relag¢ao

entre estresse oxidativo e o efeito tdxico dos ions aluminio.
1.6 Mecanismos de tolerancia ao aluminio

Existem algumas espécies de plantas que sao tolerantes a quantidades
usualmente fitotéxicas de aluminio. Em termos gerais, a tolerancia tem sido
classificada em: mecanismos de exclusao de aluminio das raizes € mecanismos
de resisténcia interna, nos quais o Al é tolerado no citosol. Os mecanismos de
exclusdo compreendem a imobilizagao do ion nas paredes celulares, efluxo ativo
do ion (Taylor, 1991), aumento do pH na rizosfera (Degenhardt et al., 1998)
tornando o aluminio insolivel (Myasaka et al., 1989), e liberagcdo de acidos
organicos, principalmente citrico e malico, que complexariam o ion na rizosfera,
reduzindo sua atividade. Este (ltimo tipo de mecanismo foi observado em varias
plantas (Delhaize et al., 1993; Pellet et al., 1995; Jorge e Arruda, 1997; Larsen et
al., 1998; Zheng et al., 1998).

Mecanismos de tolerancia interna também tém sido propostos, como a
complexagdo do Al*? por polipeptideos (Basu et al., 1994), compartimentalizagao
no vacuolo (Taylor, 1991) e sintese de proteinas (Somers e Gustafson, 1995).
Contudo, nao existem evidéncias diretas destes mecanismos e os trabalhos

sobre tolerancia ao ion Al*® a nivel intracelular sdo escassos,
1.7 Os germoplasmas Cat 100-6 e S 1587-17 de milho

A partir da cultura de células da linhagem de milho tolerante ao Al Cat100-
6, Moon et al. (1997) obtiveram um variante somaclonal sensivel ao Al
denominado S1587-17. Ao longo de um periodo de 7 dias de exposigdo ao AI**
observou-se uma diminui¢cao progressiva do crescimento radicular em plantas do

somaclone S$S1587-17, enquanto que em plantas da linhagem Cat100-6 nao se
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observou nenhum efeito significativo. Essa diminui¢cdo, segundo os autores,
estava associada a destrui¢ao do meristema radicular.

Levando-se em conta as concentragées tipicas de acidos organicos e o
pH do meio intracelular (7,0 - 7,5), o Al presente no citoplasma esta
provavelmente na forma de complexos Al-acido organico (Martin et al., 1992).
Estes fatores, associados as evidéncias de que o Al afeta a permeabilidade da
membrana (Deleers et al., 1986), tornam mais provavel que o ion atue na
membrana plasmatica. Estudos demonstraram que existe uma forte interagao
entre o Al e componentes lipidicos da membrana, principalmente com o
elemento de transdugdo de sinal fosfatidil inositol-4,5- bifosfato (Jones ef al.,
1997). Além disso, existem evidéncias da interagao do Al com outros elementos
associados as vias dos fosfoinosideos, como proteina G e fosfolipases C (Haug
et al., 1994). Jorge et al. (2001) analisaram a exsudagao de acidos organicos em
milho, na linhagem Cat100-6 e no somaclone S1587-17. Dentre os acidos
organicos analisados, 0 malato e o citrato foram detectados em plantas expostas
ao aluminio. Constatou-se que na linhagem sensivel (51587-17) a exsudagao de
citrato ndo sofreu alteracdo em resposta a concentragdes crescentes de
aluminio, enquanto a linhagem Cat100-6 respondeu ao aumento da
concentragao de aluminio aumentando a excre¢ao de citrato. Numa atividade de
16,2 x 10 do ion A**, a linhagem tolerante excretou 3,7 vezes mais citrato do
que o mutante sensivel.

Com base nesses resultados e levando em consideragao que a constante
de ligagao Al-citrato € aproximadamente 1000 vezes maior que a de Al-malato,
pode-se inferir que a resisténcia ao Al observada em Cat100-6 esta
provavelmente associada a um processo de exclusdo, mediado pela exsudagao
de citrato pela raiz. Estudos em feijao mostraram que a exsudagdo de acido
citrico foi estimulada pela presenca do Al e que a linhagem resistente a
presenca do Al excretou 10 vezes mais acido citrico do que as linhagens
sensiveis (Miyasaka et al.,, 1991). Esta estratégia de resisténcia foi observada
também em outros germoplasmas de milho (Pellet et al., 1995; Jorge e Arruda,
1997). Por outro lado, estudos em trigo demostraram que o malato é o principal

11



acido organico envolvido na resisténcia ao Al (Delhaize et al., 1993; Ryan et al.,
1995).

1.8 Historico de plantas transgénicas com maior tolerancia ao aluminio

Estudos com plantas transgénicas de tabaco e maméao mostraram uma
estratégia muito interessante desenvolvida recentemente pelo grupo mexicano
liderado pelo Dr. Herrera-Estrella que superexpressaram a enzima citrato sintase
(CS) de Pseudomonas aeruginosa (La Fuente et al, 1997). O conteGdo de
citrato intracelular e a consequente velocidade de liberagao deste acido orgénico
nas raizes destas plantas sdo muito superiores ao de plantas selvagens. O
crescimento radicular destas plantas em presen¢a de Al € bem menos afetado
que o de plantas selvagens, possivelmente devido a forte interagéo citrato-Al.

Apesar dessas evidéncias, Delhaize et al. (2001) obtiveram novas plantas
de tabaco superexpressando citrato sintase de P. aeruginosa, e analisaram
inclusive a linhagem obtida por Herrera-Estrella, obtendo resultados
contraditérios, onde essas linhagens ndo apresentaram aumento na acumulagao
de citrato nas raizes, nem aumentaram o efluxo de citrato quando em contato
com Al.

Em um outro estudo foram obtidas plantas transgénicas de tabaco que
superexpressavam o gene metalotionina-l de camundongo, tendo sido
demonstrado que as plantas transgénicas de tabaco eram mais resistentes ao
metal cadmio, possivelmente devido a acao quelante desta proteina (Pan et al.,
1994).

Ha alguns anos, o nosso laboratério tem concentrado seus estudos em
genes relacionados com a tolerancia ao Al. Inicialmente, genes induzidos por Al
foram isolados utilizando a técnica de “display” diferencial de RNA, e alguns
genes foram obtidos com o auxilio da técnica de RACE (Rapid Amplification of
cDNA Ends).

Assim, este trabalho constituiu na obtencéo de plantas transgénicas de
tabaco superexpressando os genes Zmal1, Zmgst2 e OMT134. Os possiveis
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papéis destes genes na tolerancia e resisténcia das plantas frente ao Al seréo
descritos a seguir.

1.9 Genes analisados neste trabalho:

Gene Zmal1

O gene Zmal1 (de Zea mays aluminum-induced) foi isolado por “display”
diferencial, e os transcritos se acumulam principalmente nas células da
epiderme do apice radicular, € em menores quantidades nas células da coifa. O
c¢DNA contém uma ORF de 588 pb que codifica uma proteina de peso molecular
deduzido de 17,5 KDa, com alto conteudo de glicina (30,9 %) e serina (21,6 %).
Os resultados indicam que Zmal1 faz parte da familia de GRPs (Glicin Rich
Proteins) que se acumula na mucilagem que envolve a raiz. Sugere-se que

_niveis aumentados de Zmal1 em resposta ao Al poderiam causar alteragdes nas

propriedades fisicas e/ou quimicas da mucilagem, aumentando a prote¢ao da
raiz contra a abrasdo causada pelo solo, e assim, favorecendo o crescimento
radicular. Estas alteragées poderiam também diminuir a difusdo dos compostos
exsudados pela raiz, como os acidos organicos, que séo capazes de quelar o
AI"® no espago extracelular (Maron et al., em preparagso).

Estudos mostram que algumas GRPs com residuos de tirosina podem se
ligar facilmente a residuos aromaticos de lignina, proporcionado a formagao de
uma rede. Assim, o gene Zmal1 (contendo 7,5 % de tirosina) pode estar
envolvido no aumento da resisténcia ao Al, proporcionando uma mudanga nas
propriedades da parede celular.

Gene Zmgst2

O gene Zmgst2 foi isolado por RACE, e € um gene induzido por Al, que
codifica a Glutationa-S Transferase (GST). Essa enzima cataliza a conjugagao
do tripeptideo glutationa (GSH) com diversos compostos eletrofilicos e lipofilicos
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com atividade citotoxica (Mannervik et al., 1988; Pickett et al, 1989). Esses
conjugados sao entdo transferidos para o vaciolo ou para o exterior da célula
(Marrs et al., 1996). As GSTs podem desempenhar um papel importante durante
o estresse causado por metais que geram espécies ativas de oxigénio (AOS). As
AOS levam a producdo de determinados compostos eletrofilicos que s&o
extremamente téxicos para as células (Sandermann et al., 1992).

Considerando que tanto o cadmio como o cobre pode causar a produgao
de AOS (Marrs et al., 1996), & plausivel supor que o Al também o faga.
Comprovadamente, o Al causa peroxidacdo em lipideos de vesiculas de
fosfolipideos (Foy et al, 1983). Assim, o aumento no acumulo de RNA
mensageiro que codifica a GST poderia ter um efeito positivo nos niveis da
enzima que, conseqiientemente, aumentaria a capacidade de inativar os
compostos eletrofilicos através da reagdo com a GSH. Estudos com arabidopsis
transgénicas superexpressando o seu proprio gene GST, demonstraram, que
ocorre um pequeno aumento da tolerancia ao Al (Ezaki et al., 2000).

Gene OMT134

OMT134 é um gene nuclear que codifica um translocador de malato
mitocondrial de uma espécie de graminea (Panicum miliaceum), cedido pelo Dr.
M. Taniguchi (Universidade de Nagoya, Japao). O gene é expresso em raizes de
milheto e a reconstituicdo da proteina em lipossomos mostrou que este
translocador € capaz de transportar malato e citrato em troca de 2-oxoglutarato
(Taniguchi et al., 1996). A superexpressao deste translocador na membrana da
mitocondria poderia levar a um aumento na concentracdo de malato no
citoplasma da célula e, conseqlientemente, a uma maior liberacido de malato
para o meio extracelular, a exemplo do observado na superexpressao de citrato
sintase em tabaco. O malato no meio extracelular poderia se ligar ao Al
atenuando os efeitos fitotoxicos deste ion, como verificado em linhagens
tolerantes de trigo (Delhaize et al., 1993; Ryan et al., 1995) e em plantas de
tabaco superexpressando o gene da citrato sintase (La Fuente et al., 1997).
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2 - MATERIAL E METODOS

2.1 Material biolégico

Os experimentos de transformacdo empregaram plantas de tabaco da
linhagem selvagem Xanthi, gentiimente cedidas por L. Herrera- Estrela
(CINVESTAYV, México).

2.2 Meios de cultura

MSO0: 4,3g/L de sais MS (Gibco), 1mL/L de vitaminas BS (100 mg/mL de mio-
inositol, 10 mg/mL de tiamina-HCI, 1 mg/mL de acido nicotinico e 1 mg/mL de
piridoxina-HCI), 30 g/L de sacarose e 0,8 % de agar, ajustados a pH 5,7 com
KOH.

MS104: MSO acrescido de 1 ug/mL de benziladenina (BA) e 0,1 pg/mL de acido
naftalenoacético (NAA).

MS de selecdo: MS104 acrescido de 500 pg/mL de carbenicilina e 300 pg/mL de

higromicina.

MS de enraizamento: MSO acrescido de 500 pg/mL de carbenicilina e 300 pg/mL

de higromicina.
MS RG: 1,075 g/L de sais MS, 1mL/L de vitamina B5, 10 g/L de sacarose e 1 %
de agar, ajustados a pH 4,3 com KOH.

2.3 Minipreparacao de DNA plasmidial

A extracao do DNA plasmidial foi realizada pelo método alcalino, segundo
o protocolo descrito pelo fabricante Qiagen (EUA).
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2.4 Seqlienciamento

As reagbes foram realizadas com 500 a 800 ng de DNA plasmidial, 5
pmoles do oligonucleotideo iniciador apropriado e 4 uL de mistura de reagao Big
Dye Terminator (ABI-PRISM, EUA) em um volume final de 15 ul.

O perfil de amplificagéo foi de 96 °C por 1 min 30 s seguidos de 25 ciclos de
96 °C por 12 s, 50 °C por 6 s e 60 °C por 4 min. Os produtos das reagdes foram
purificados adicionando-se 80 ulL de isopropanol 75 % e incubando-se a
temperatura ambiente por 15 min. As reag¢des foram centrifugadas por 20 min a
15000 rpm. Aos peletes foram adicionados 250 pL de isopropanol 75 %,
centrifugando-se por mais 5 min. Os peletes, apés secos a vacuo, foram
ressuspendidos em 15 pL de tampdo de corrida e mantidos a 4 °C até a

amplificagdo no seqiienciador ABlI PRISM 310.
2.5 Construgdes dos cassetes de superexpressio

As regibes codificadoras dos genes Zmal1, Zmgst2 e OMT134 foram
clonadas entre o promotor 35S e a porgao terminal 3’ do plasmideo pRT104.
Objetivando a transformacao de plantas de tabaco, os cassetes (compostos pelo
promotor, regido codificadora do gene e porcao terminal do promotor) foram
inseridos no plasmideo pCambia 1300, que apresenta um gene de resisténcia a
higromicina para sele¢do das plantas transformadas e um sitio multiplo de
clonagem de pUC18. Toda metodologia de construcéo e clonagem foi feita como

descrito por Sambrook ef al. (1989).
Gene Zmal1

A partir de cDNA completo obtido por RACE (Maron et al., manuscrito em
preparagdo), foi realizada uma amplificacdo com os oligonucleotideos
iniciadores Zamino-pet (5" AGCccatggCAGGAAAAAAGCT3") e Zcarboxi-pet

(5°TGCCagatctTT AGATATAGAAATTAGGGGTAG3') que flanqueiam a regido
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codificadora do gene, contendo em sua seqiiéncia sitios de restricdo para as
enzimas Ncol (em vermelho e minlscula) e Bglll (em azul e mintscula). O DNA
amplificado foi digerido com Ncol e Bglll e clonado no vetor pRT104 previamente
digerido com as enzimas Ncol e BamHI (que apresenta a mesma extremidade
coesiva da enzima Bglll). O clone pRT104Zmal1 obtido foi digerido com Hindlll
para liberar o cassete de superexpressado, que foi entdo clonado no vetor

pCambia 1300 previamente digerido com a mesma enzima.

Gene OMT134

O cDNA do gene OMT134, inicialmente clonado em pBluescript KS, foi
amplificado com os oligonucleotideos iniciadores OMTS5 (5 TCccatggCGG
ACGCCAAGCAGCA3") e OMT3b (5'CCtctagaAATCTTAAAGTCCCATATCCT3)
que flanqueiam a regido codificadora do gene, contendo em sua seqiiéncia sitios
de restricdo para as enzimas Nco/ (em vermelho e minuscula) e Xbal (em azul e
minuscula). O DNA ampilificado foi digerido com Ncol e Xbal e clonado no vetor
pRT104, digerido com as mesmas enzimas. O clone pRT1040MT134 obtido foi
digerido com Hindlll para liberar o cassete de superexpressao, que foi entao
clonado no vetor pCambia 1300 digerido com a mesma enzima.

Gene Zmgst2

A clonagem do cDNA completo foi realizada pelo método da RACE. A
partir desse cDNA completo clonado em pGEMT (Promega, EUA), foi realizada
uma amplificacdo com os oligonucleotideos iniciadores GSTbhpet (5 GAAC
AGGACccatggCTACGCCG3") e GST3pet (5'agatctTCACTCCTGTTCCTTGG
GCG3’) que flanqueiam a regido codificadora do gene, contendo em sua
seqéncia sitios de restrigdo para as enzimas Ncol (em vermelho e minuscula) e
Bglll (em azul e minascula). O DNA amplificado foi clonado no vetor pBluescript
KS digerido com Smal e desfosforilado com CIP. O clone pBK Zmgst2
(pBluescript + Zmgst2) foi digerido com Ncol e Bglll e clonado no vetor pRT104,
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digerido com as enzimas Ncol e BamHI (que apresenta a mesma extremidade
coesiva da enzima Bglll). O clone pRT104 Zmgst2 obtido foi digerido com Hindlll
para liberar o cassete de superexpressdo, que foi entdo clonado no vetor
pCambia 1300 digerido com a mesma enzima e desfosforilado com CIP.

2.6 Transformacgao de Agrobacterium tumefaciens

A transferéncia do DNA plasmidial para células competentes de A.
tumefaciens foi feita mediante a técnica de transformagao direta, de acordo com
o protocolo descrito por An et al. (1988).

2.7 Transformacgio de plantas de tabaco com A. tumefaciens

Para a obtenc¢éo de plantas transgénicas de tabaco foi utilizado o método
de cocultivo de disco de folhas de tabaco com A. tumefaciens contendo o DNA
desejado. A metodologia foi baseada no trabalho de Horsch (1988).

Células de A. tumefaciens foram inoculadas em meio de cultura Luria-
Bertani (LB) com kanamicina (50 ug/mL) e crescidas durante a noite. Discos
foliares de tabaco de 1 cm de didmetro foram colocados em contato com as
culturas de A. tumefaciens (diluida 10 vezes) e mantidos com a face superior
voitada para baixo em meio MS104 por 2 a 3 dias. Os discos foliares foram
transferidos para meio MS de sele¢ao contendo os horménios NAA e BAP e os
antibidticos higromicina (25 pg/mL) e carbenicilina (100 ug/mL), por varias
semanas. Os brotos formados foram limpos e transferidos para meio MS de
enraizamento (fig. 1). As plantas foram cultivadas nesses frascos por 3

semanas.
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(1) (2) (3)

Figura 1 — Plantas de tabaco em processo de selecdo. (1) e (2), planta recém
transferida para meio MS de enraizamento, (3), planta enraizada, pronta para ser

transferida para vaso com vermiculita.

As plantas enraizadas foram transferidas para vasos contendo
vermiculita, e os vasos foram mantidos em um recipiente fechado por um filme

de PVC para a manutengédo da umidade (fig. 2).

Figura 2 — Plantas recém transferidas para vasos com vermiculita.

Apés 5 dias, foram feitas aberturas no filme de PVC para iniciar o
processo de aclimatagéo das plantas a um novo ambiente. Apds 2 semanas, as

plantas foram transferidas para a casa de vegetacao (fig. 3).
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Figura 3 — Plantas de tabaco possivelmente transgénicas na casa de vegetagdo. (1)
Planta recém transferida para vaso com terra vermelha, (2) Planta de aproximadamente

2 meses cobertas com sacos de papel para evitar a fecundacdo cruzada.
2.8 Analise da integracao dos genes

A analise da integragdo dos genes foi feita, primeiramente, por PCR,
utilizando DNA genémico extraido em pequena escala e oligonucleotideos
iniciadores flanqueando o gene introduzido. A eletroforese com o resultado do
PCR foi transferida para membrana de nailon e hibridada com sonda
correspondente a regido do gene introduzido sem a regiéo dos oligonucleotideos

iniciadores utilizados na amplificagao.
Extragdo de DNA genémico em pequena escala para PCR

O DNA genémico foi extraido segundo método descrito por Ausubel
(1992). Discos de tecido foliar de aproximadamente 1 cm de diamentro foram
moidos em nitrogénio liquido até a formagéo de um pé fino e adicionados de
500 uL de tampé&o de extragdo (100 mM Tris HCI pH 8, 50 mM EDTA pH 8, 500
mM de NaCl e 10 mM B-mercaptoetanol) seguido de 35 pl de SDS 20 %.
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Incubou-se a 65 °C por 10 min sob agitagdo constante e foram adicionados 130
ul de acetato de potassio SM.

Apo6s 5 min a 0 °C, a amostra foi centrifugada por 10 min a 15.000 g. O
sobrenadante foi transferido para tubo de micro-centrifuga de 2 mL, contendo
640 uL de alcool isopropilico e 60 uL de acetato de sédio 3M, misturado e
incubado por 10 min a —20 °C. O DNA precipitado foi centrifugado por 15 min a
15.000 g e ressuspenso em 200 puL de Tris pH 8 e 10 mM de EDTA. A amostra
foi novamente centrifugada por 5 min a 15.000 g para a retirada de materiais
insoluveis. O sobrenadante foi transferido para tubo contendo 20 plL de acetato
de sédio 3M e 440 ul de etanol absoluto. Apés incubagao de 10 min a-20°C, a
amostra foi centrifugada por 5 min a 15.000 g e lavada com etanol 70 % . O
pelete foi seco e ressuspenso em 50 ul de agua.

Amplificagdo de DNA genémico

Na reacdo de amplificagcao foram utilizados 3 ul. do DNA genémico, 0,1
uM de cada oligonucleotideo iniciador, 80 uM de cada dNTP, 5 ulL de tampao de
PCR e 1,5 U de Taq polimerase (Pharmacia, EUA) num volume final de 50 pl.
Foram utilizados 50 ciclos de 95°C por 30 s, 56 °C por 30 s e 72°C por 3 min. O
produto da reagao foi submetido & uma corrida eletroforética em gel de agarose
0,8 % e transferido para membranas de nailon.
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Transferéncia do DNA para membrana

As amostras submetidas a eletroforese foram transferidas em
membranas de nailon, segundo o método alcalino de Sambrook et al. (1989),
com algumas modificagées.

Marcagéo da sonda

Os fragmentos de DNA a serem utilizados como sonda foram marcados
com dATP[*P] ou dCTP[*P] por meio da técnica de Random Priming,
utilizando-se o Kit Megaprime, segundo as condi¢bes sugeridas pelo fabricante
(Amersham, EUA). A sonda foi purificada em mini-coluna Probe-Quant G50
(Pharmacia, EUA) e a medida de radioatividade incorporada foi efetuada

através de contagem em cintildmetro.
Hibridagdo da membrana se nailon contendo DNA

A pré-hibridagéo e a hibridagao foram realizadas segundo Sambrook et
al. (1989). Depois de umedecida em 2x SSC, a membrana foi colocada em tubo
de vidro para hibridagéo. Adicionou-se a solugao de pré-hibridagéo contendo 5x
SSC, 10x Denhardt's (1 % ficol, 1 % polivinil e 1 % albumina bovina fragcdo V em
agua), 20 mM Tris HCI pH 7,5, 1 % SDS, 50 % formamida e 100 pg/mL de
solugao de esperma de salmao denaturado. A pré-hibridagdo transcorreu a 42°C
durante a noite. A solugéo de pré-hibridagao foi entao substituida por solugao de
hibridagdo (5x SSC, 2x Denhart’'s, 20 mM Tris HCI pH 7,5, 1 % SDS, 50 %
formamida, 5 % suifato de dextrano, 100 pg/mL de solucdo denaturada de
esperma de salmao) contendo a sonda previamente denaturada por 5 min em
agua fervente. A hibridacao foi realizada a 42 °C durante a noite.

Apds a hibridagcdo, a membrana foi lavada duas vezes por 15 min em 2x
SSC e 0,1 % SDS, a temperatura ambiente. A seguir, a membrana foi lavada
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duas vezes por 30 min com maior estringéncia (0,1x SSC e 0,1 % SDS a 60 °C).
A membrana foi exposta a um filme auto-radiografico e revelada.

2.9 Analise de segregacao dos genes

As sementes das plantas transformadas TO (plantas regeneradas apds
transformacédo de discos foliares com agrobactéria e sele¢cao dos brotos) foram
semeadas em meio MSO contendo 50 ug/mL de higromicina, a fim de se saber a
segregacao dos genes inseridos e o nimero aproximado de lécus apresentando
o gene de interesse inserido no genoma das plantas. As plantulas néao
resistentes a higromicina apresentaram aspectos amarelados, enquanto que
plantulas resistentes apresentaram fenétipos normais.

2.10 Identificacao das plantas transformantes que expressam o gene
inserido

Confirmada a integragdo do gene nas plantas transformantes, as plantas
T1 (derivadas de auto-fecundacédo das plantas TO) foram analisadas quanto a
expressao dos genes inseridos. Para tanto, foram utilizadas trés técnicas: RT-
PCR, Northern Blot e Western Blot, sendo esta uitima utilizada apenas para o
gene OMT134.

RT-PCR

O RT-PCR é uma técnica que objetiva a amplificacdo de uma
determinada seqiiéncia por PCR, a partir de RNA total ou mensageiro. Assim, o
RT-PCR foi realizado utilizando-se o kit Ready To Go RT-PCR Beads (AP
Biotech, Brasil), onde cerca de 1 a 2 pg de RNA e 25 pmoles dos
oligonucleotideos iniciadores especificos foram adicionados aos tubos contendo
as microesferas ressuspendidas em agua DEPC. Cada microesfera do kit

contém, para um volume final de 50 ul, duas unidades de Tag DNA polimerase,
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10 mM Tris HCI pH 9, 60 mM KCI, 1,5 mM MgCl,, 200 uM de cada dNTP,
Transcriptase reversa (M-MuLV), inibidor de RNase RNAguard e estabilizadores,
incluindo BSA livre de RNase e DNase. As amostras foram incubadas no
termociclador por 30 min a 42 °C para a transcrigdo reversa, 5 min a 95 °C para
inativar a transcriptase reversa, seguida de 35 ciclos de 95 °C por 3 min, 55 °C
por 30 s e 72 °C por 2 min para amplificacdo do fragmento esperado. O produto
da RT-PCR foi entdo submetido a eletroforese em gel de agarose.

Northern Blot

Objetivando a confirmagdo dos resultados do RT-PCR, as plantas T1
foram analisadas por Northern Blot.

Extragao de RNA

O RNA total foi extraido de acordo com Longemann et al. (1987).
Aproximadamente 3 cm? dos tecidos foliares de tabaco foram macerados em
700 puL de tampéao de extragéao (8M guanidina HCI, 50 mM Tris HCI pH 8,0, 20
mM EDTA pH 8,0, 50 mM B-mecaptoetanol) e uma pitada de pé de silica. Apds a
maceracao, foram adicionados 700 pL de fenol: cloroférmio: alcool isoamilico
(25:24:1) e as amostras vortexadas vigorosamente. As amostras foram
centrifugadas por 15 min a 4 °C e a fase superior transferida para um novo tubo
e adicionadas de 1 volume de cloroférmio: alcool isoamilico (24:1) seguida de
uma homogeneizag¢ao vigorosa. As amostras foram novamente centrifugadas
por 15 min a 4 °C e as fases superiores transferidas para um novo tubo. O RNA
foi precipitado por duas horas a -20 °C em 0,2 volume de acetato de sédio 3 M
pH 5,2 e 1 volume de etanol absoluto, sendo que, apds essa incubagédo as
amostras foram centrifugadas por 10 min a temperatura ambiente e o pelete
lavado 3 vezes com etanol 70 %. O RNA seco foi ressuspendido em 10 a 40 plL
de agua DEPC.
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Transferéncia do RNA para a membrana

Aproximadamente 15 ug do RNA total de cada amostra foi submetido a
uma corrida eletroforética em gel de agarose contendo formaldeido e o gel foi
incubado por 20 min a temperatura ambiente em agua DEPC e por 20 min em
SSC 10x para posterior transferéncia em membranas de nailon Hybond N+
(ApBiotech, EUA) por capilaridade. As membranas foram fixadas por 2 horas a
80 °C.

Hibridagdo das membranas de RNA

A pré-hibridacido e a hibridagdo foram realizadas segundo Sambrook ef
al. (1989). Depois de umedecida em 2x SSC, a membrana foi colocada em tubo
de hibridagao, onde foi adicionada solugao de pré-hibridagéo contendo 5x SSC,
5x Denhardt's (0,1 % ficol, 0,1 % polivinil e 0,1 % albumina bovina fragdo V em
agua), 1 % SDS, 50 mM de fosfato de sédio pH 6,8, 50 % de formamida
deionizada e 100 pyg/mL de solugdo de esperma de salméo denaturado. A pré-
hibridagdo transcorreu a 42°C por no minimo duas horas, sendo que, em
seguida, foi substituida pela solu¢ao de hibridagao (5x SSC, 5 % sulfato de
dextran, 1 % SDS, 50 % formamida deionizada e 20 mM fosfato de soédio pH
6,8) contendo a sonda previamente denaturada por 5 min em agua fervente. A
hibridagao foi realizada a 42 °C durante a noite.

Apés a hibridagdo, a membrana foi lavada 20 min em 0,2x SSC e 0,1 %
SDS a temperatura ambiente e, posteriormente, por 20 min a 65°C na mesma
solugdo. A membrana foi exposta a um filme auto-radiografico e revelada.

25



Western Blot

A disponibilidade de anticorpo anti-OMT, gentiimente cedido pelo Dr. M.
Taniguchi (Universidade de Nagoya, Japao), possibilitou a analise das plantas
T1 OMT134 por Western Blot.

As proteinas foram extraidas a partir de discos foliares de
aproximadamente 1 cm de didmetro macerados em tampéo de extragéo (0,125
M de tampdo de empacotamento (Sambrook et al., 1989), 45 % glicerol, 2 %
SDS e 5 % B-mercaptoetanol) e fervidos por 5 minutos. As amostras foram
centrifugadas por 5 minutos a 13.000 rpm para precipitar os compostos
insoltiveis e 5 pL de cada amostra (~40 ug) foram submetidos a eletroforese em
gel de poliacrilamida 14 %. O gel foi colocado em contato com uma membrana
de nailon Hybond-N (AP Biotech, EUA) para transferéncia, fazendo-se um
"sanduiche" com cinco folhas de papel Whatman (3MM) do tamanho do gel de
cada lado. Tanto a membrana quanto as folhas de papel foram umedecidas com
tampao de transferéncia (tampao Tris-glicina contendo 10 % de SDS e 20 % de
metanol). A transferéncia transcorreu por 2 horas em um sistema de
transferéncia 2117 Multiphor Il (LKB, EUA) e a membrana foi incubada durante a
noite em solugédo de bloqueio (tampao TBS 1x, 0,05 % Tween 20 e 5 % de leite
desnatado). A membrana foi entao incubada com o anticorpo primario (1:2000)
(Taniguchi et al., 1996) em solugédo TBS 1x e § % de leite desnatado, por 1 hora
a temperatura ambiente, e lavada trés vezes a cada 5 min com tampéao TBS 1x.
A incubagdo da membrana com o segundo anticorpo (1:2000), conjugada com
uma fosfatase alcalina, foi feita em 1 hora a temperatura ambiente em TBS 1x e
5 % de leite desnatado, seguida novamente por trés lavagens a cada 5 min com
tampao TBS 1x. Apés as incubagdes e as lavagens, a membrana foi equilibrada
em solugdo de equilibrio (100 mM Tris pH 9,5, 100 mM NaCl) e a reacao de
deteccdo da presencga do anticorpo secundario foi iniciada por adigdo de CSPD
(1:2000). Apés incubagio por 5 min, a membrana foi vedada com filme de PVC,
e a membrana foi exposta em cassete de auto-radiografia e revelada apds cerca

de 30 min de exposigao.
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2.11 Analise da tolerancia ao Al das plantas T0
Anélise de crescimento radicular

Sementes das plantas TO e da linhagem Xanthi foram esterilizadas e
semeadas em placas de Petri contendo meio MS RG, acrescidas de 25 uM de
higromicina para as plantas transgénicas, e crescidas com as placas dispostas
verticalmente até as raizes das plantulas atingirem cerca de trés centimetros de

comprimento (fig. 4).

Figura 4 — Placa de Petri contendo meio MS RG com as plantulas crescidas

verticalmente.

Dez plantulas de cada planta TO foram entao transferidas para novas
placas contendo MS RG acrescidos de Al nas concentragdes 0 uM, 25 uM, 50
uM, 100 uM e 200 pM. As plantas foram entdo comparadas quanto ao

crescimento radicular apos 4, 7 e 11 dias.
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3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Obtengdo de construcdes para superexpressao dos genes OMT134,

Zmal1 e Zmgst2.

As regiées codificadoras dos genes OMT134, Zmgst2 e Zmal1 foram
amplificadas por PCR a partir de plasmideos contendo os cDNAs completos,
utilizando oligonucleotideos iniciadores especificos (vide material e métodos). A
partir de sitios de enzimas de restricdo inseridos nos oligonucleotideos, foi
possivel clonar as regiées codificadoras no vetor pRT104, entre o promotor 35S
do CaMV (Cauliflower Mosaic Virus) e a porgdo terminal 3' do 35S presentes no

vetor pRT104, flanqueando os genes (fig. 5).

Hind [T Neol  XhoI(178) ot
s TR
420 pb 672 pb 200 pb
Hind [T Weol Hind ITT
420 pb 600 ph 200 pb
Hmd IT Neol Hind IT
420 pb 910pb 200 pb

Figura 5 — Esquema das construgdes com os genes de interesse no vetor pRT104. As
regides codificadoras dos genes Zmgst2, Zmaltl e OMT134 estao flanqueadas pelo

promotor e porgéo terminal 3" do 35S.

Como o vetor pRT104 nao é adequado para a transformacao de tabaco
via A. tumefaciens, essas construgdes foram submetidas & digestao enzimatica
com Hindlll com o objetivo de liberar o cassete formado pelo promotor, gene e
porgao terminal 3" do 35S. Os cassetes foram clonados no plasmideo pCambia

1300 (fig. 6) para obtengéo das plantas transgénicas.
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S Higromicina ~ gl Ls'sss O 4 358 L

Figura 6 — Esquema das construgdes no vetor pCambia 1300 e os cassetes inseridos.

As construcées foram transferidas para A. tumefaciens linhagem

LBA4404 para a obtengdo de transformantes estaveis de tabaco.

3.2 Obtencdo de plantas transgénicas de tabaco

Foram regeneradas no total 57 plantas, sendo 16 plantas com o gene
Zmal1, 29 plantas com Zmgst2 e 12 plantas com OMT134. Essas plantas foram
analisadas através de Southern Blot, anélise de segregagdo, RT-PCR, Northern

Blot e crescimento radicular na presenga de Al, tal como descrito a seguir.

3.3 Anilise das plantas transgénicas contendo o gene Zmal1

Apés a analise da amplificagéo do fragmento de aproximadamente 600
pb, que corresponde a regiéo codificadora do gene Zmal1, foi possivel identificar
que as plantas T0 5, 7, 9, 11, 12, 13, 15 e 16 apresentaram resultado positivo
(fig. 7A), indicando a incorporagdo do gene de interesse no genoma. A
hibridagdo da membrana correspondente ao gel mostrado na figura 7A permitiu
confirmar esses eventos de transformagéo (fig. 7B), além de indicar que as
plantas TO Zmal1/ 3 e 4 também estavam transformadas. Este resultado

provavelmente reflete a maior sensibilidade da hibridagao frente a visualizagao
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com brometo de etideo. As plantulas ndo transformadas nao apresentaram sinal

em nenhuma das técnicas utilizadas, como esperado.

Figura 7 — Identificagdo dos transformantes por PCR das plantas TO Zmal1. A) Gel de
agarose 0,8 % da amplificagédo por PCR utilizando oligonucleotideos iniciadores que
flanqueiam a regido codificadora do gene Zmal1. (M) Marcador de peso molecular, (-)
Controle negativo, nimeros correspondentes as plantas TO e (+) Controle positivo
(regido codificadora do gene). B) Auto-radiografia da membrana contendo DNA das
plantas T1 Zmal1, hibridada com sonda da regiao codificadora do gene Zmal1 marcada

com [**P].
3.3.1 Analise de segregacao das sementes das plantas T0 Zmal1

Para estimar o nimero de lécus apresentando o gene inserido, foi feita a
analise de segregagao da populagdo T1 (plantulas obtidas das sementes das
plantas da geragdo T0) (Tabela 2). Cerca de 50 sementes foram semeadas em
placas contendo meio MS e 25 pg/mL de higromicina, e apos cerca de duas
semanas, foram quantificadas as plantas resistentes a higromicina
(apresentando fenotipos normais) e as plantas sensiveis (aspectos amarelados
e pouco desenvolvidas) (fig. 8). Podemos observar na figura 8a, que existem
plantas sensiveis (amareladas) e plantas resistentes (normais). Na figura 8b
podemos observar plantulas ndo transformadas (Xanthi), sendo que todas

apresentaram aspectos amarelados e pouco desenvolvidas. Em meio MS sem
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higromicina n&o foram observadas plantulas com aspectos amarelados e pouco
desenvolvidas, tanto nas transgénicas como no controle nao transformado

(resultados ndo mostrados).

Figura 8 — Andlise de segregagdo das sementes em meio com higromicina. (a)
Plantulas transformadas, resistente a higromicina e com fenétipos normais, (b) Plantulas
Xanthi, ndo transformadas, com aspectos amarelados e pouco desenvolvimento.
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Tabela 2 - Andlise de segregacdo das sementes T1 Zmal1 em meio contendo
higromicina. A coluna p indica a probabilidade de que a razéo observada nao
seja 1:3. ns: nao significativo.

Total de Sensiveis Resistentes Razao Aprox P
plantas (sensivel:resistente)
Xanthi (C. Negativo) 40 40 -

T1 Zmal1/1 41 10 31 1:3 Ns
T1 Zmal1/2 64 16 48 1:3 Ns
T1Zmal1/3 42 11 31 1:3 Ns
T1 Zmal1/4 53 14 39 1.3 Ns
T1 Zmal1/5 57 11 46 1.4 Ns
T1 Zmal1/6 51 14 37 1:3 Ns
T1 Zmal1/7 40 10 30 1:3 Ns
T1Zmal1/8 45 12 33 1:3 Ns
T1Zmal1/9 52 16 32 1.2 Ns
T1 Zmal1/10 45 9 36 1.4 Ns
T1 Zmal1/ 11 51 5 46 1.9 p<0,05
T1 Zmal1/12 49 14 35 1:3 Ns
T1Zmal1/13 50 7 43 1.6 Ns
T1 Zmal1/15 36 16 20 1:1 p<0,05
T1 Zmal1/ 16 66 33 33 1:1 p<0,05

Podemos observar na tabela 2 a andlise de segregagéo das sementes
das plantas TO que apresenta o total de plantulas germinadas, o numero de
plantulas sensiveis, o nimero de plantulas resistentes, a razao aproximada
(sensiveis:resistentes) e a probabilidade (p) de que a razéo observada nao seja
1:3 (1 copia inserida), de acordo com o teste xz' Assim, as plantulas cujas
progénies apresentaram a segregagdo esperada de plantulas sensiveis e
resistentes, isto &, cuja probabilidade de desvio nédo foi significativa (ns) pelo
teste de %2, indicam que provavelmente foi inserida somente uma copia do gene.
Por outro lado plantas com p<0,05 (probabilidade de a segregacéo ser 1:3 é
menor que 5 %), indicam que estas apresentam mais de uma copia do gene.
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3.3.2 Analise da expressao do gene Zmal1 nas plantas transformadas

Adicionalmente a analise da integragdo do gene Zmal1 no genoma, foi
avaliado o acuimulo de transcritos do gene nas plantas T1. Para este fim, foram
utilizadas as técnicas de RT-PCR e Northern Blot. Como a RT-PCR é mais
rapida e apresenta maior sensibilidade, ela foi a primeira metodologia testada. A
expressao por Northern Blot foi realizada posteriormente, ja que permite uma
melhor avaliagdo dos niveis dos transcritos.

RT-PCR das plantas T1 Zmal1

A partir de 1 ug de RNA total, foi feita transcricdo reversa com o
oligonucleotideo iniciador especifico Zmal1 carboxi pet seguida da reagao de
PCR com o mesmo oligonucleotideo acrescido do oligonucleotideo Zmal1 amino
pet.

As plantas T1 Zmal1/ 1, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 11, 12, 13, 15 e 16
apresentaram resultado positivo (fig. 9), com um fragmento esperado de
aproximadamente 600 pb, enquanto que as plantas T1 Zmal1/ 2 e 10, assim
como o controle negativo (partindo de RNA de Xanthi, ndo transformada) nao

apresentaram resultado negativo.
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~B00pb

~600pb

Figura 9 — |dentificagdo dos transformantes que expressaram O gene Zmal1 por RT-
PCR das plantas T1 Zmal1. (M) Marcador de peso molecular, (x) controle negativo (RT-
PCR de Xanthi ndo transformada), nimeros correspondem as plantas T1 e (-) Controle
negativo (kit). Gel de agarose 0,8 % da amplificagao utilizando oligonucleotideos que

flanqueiam a regido codificadora do gene Zmal1.

Estes resultados indicam que as plantas 1, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 11, 12, 13,
15 e 16 estdo expressando o gene Zmal1, enquanto que as plantas 2, 10 e o
controle negativo ndo expressam o gene.

Para garantir que os resultados positivos nao eram conseqiiéncia de
contaminagdo do RNA total com DNA genémico, foram feitos controles
negativos, nos quais os tubos do kit foram previamente incubados a 95 °C (antes
de se acrescentar a amostra de RNA) para inativar a transcriptase reversa. Nao
se observou a amplificagdo de bandas no controle negativo com os mesmos

oligonucleotideos (dados ndo mostrados).
Northern Blot das plantas T1 Zmal1

A acumulagdo do transcrito nas plantas foi avaliada também por Northern

Blot. Aproximadamente 15 pg de RNA total de folha de todas as plantas T1
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Zmal1 foram submetidas a uma corrida eletroforética (fig. 10A) e transferidas
para membrana de nailon, que foi hibridada com a sonda da regido codificadora
do gene Zmal1. As plantas T1 Zmal1/3, 4, 9, 11, 12, 13, 15 e 16 apresentaram
resultado positivo, com banda em tamanho esperado, enquanto que as plantas
T1 Zmal1/1, 2, 5, 6, 7, 10 e o controle negativo (RNA da planta Xanthi) nao

apresentaram a banda esperada (fig. 10B).

Figura 10 — Identificagdo dos transformantes que expressam 0 gene Zmal1 por Northern
Blot de folha das plantas T1 Zmal1. Os nimeros correspondem as plantas T1 e ()
controle negativo. (A) Gel de agarose 1 % contendo formaldeido dos RNAs de folha das
plantas T1 Zmal1. (B) Auto-radiografia da membrana contendo RNA das plantas T1
Zmal1, hibridada com sonda da regido codificadora do gene Zmal1 marcada com [*P).
(C) Gel de agarose 1 % contendo formaldeido dos RNAs de raiz das plantas T1 Zmal1.
(D) Auto-radiografia da membrana contendo RNA de raiz das plantas T1 Zmal1,
hibridada com sonda da regido codificadora do gene Zmal1 marcada com [*P).

Assim, comparando-se os resultados do RT-PCR e do Northern de folha,
as plantas T1 Zmal1/ 3, 4, 11,12, 13, 15 e 16 apresentaram resultado positivo
em ambas as técnicas, enquanto que as plantas T1 Zmal1/ 1, 5, 6 e 10
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apresentaram resultado positivo somente empregando-se RT-PCR. Esse
resultado indica que nas plantas que apresentaram resuitado positivo somente
na RT-PCR, o nivel de transcritos deve ser muito pequeno, sendo possivel
indentifica-los somente por esta técnica. Ainda assim, a técnica de RT-PCR é
uma alternativa confiavel e mais rapida para identificacédo de transformantes.

Para certificar-se de que a expressdo do gene também ocorre na raiz, foi
realizado um novo Northemn Blot contendo RNA total de raiz das plantas que
apresentaram resultado positivo no Northern da figura 10B.Assim, as plantas T1
Zmall/ 3, 4, 12 e 13 apresentaram resultado positivo em ambos os Northern
blots (fig 10D), indicando que nessas plantas o gene estava sendo expresso na
folha e na raiz. As plantas T1 Zmal1/ 15 e 16 nao apresentaram expresséo na
raiz, o que nao era esperado, uma vez que o promotor 35S utilizado é
constitutivo, e portanto, o gene introduzido deveria ser expresso em todas as
partes da planta.

3.3.3 Analise da tolerancia ao Al por diferenca de crescimento radicular em

meio de cultura

Um dos principais efeitos téxicos do Al é a inibicao do crescimento
radicular. Dada a facilidade com que este parametro pode ser avaliado, ele tem
sido amplamente usado para determinar a variagdo da tolerancia de plantas
frente a este ion (por exemplo, Jorge et al., 2001, Ezaki et al., 2000). Assim, o
crescimento radicular das plantas transgénicas de tabaco foi monitorado em
meio de cultura contendo 5 concentragées diferentes de Al

Sementes das plantas Xanthi e das plantas TO Zmal1/ 3, 4, 12 e 13, que
apresentaram maior expressao do gene, foram semeadas em placas de Petri
com meio MS RG e crescidas verticalmente. As plantas T1 Zmal1 foram
avaliadas no mesmo meio MS RG contendo 25 pg/mL de higromicina, para
eliminar as plantas ndo transgénicas, dado que a populagido T1 é segregante,
como comprovado na tabela 2. Dez plantas de todos os clones, com raizes de
aproximadamente 3 cm, foram transplantadas para meios MS RG com
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diferentes concentra¢bes de Al (0, 25, 50, 100 e 200 uM), sendo feitas as
medigcbes apos 4, 7 e 11 dias do crescimento radicular. Os resultados
apresentados nas tabelas 3 a 5 e nas figuras 11 a 13, representam a média de
dois experimentos da planta T1 Zmal1/ 13, que foi 0 Unico clone que apresentou
resultados interessantes. Embora outros clones também apresentassem
expressao do gene, nao foi possivel observar uma melhora desses clones na

tolerancia ao Al.
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Tabela 3 — Efeito do Al no crescimento radicular de plantas transgénicas (T1
Zmal1/ 13) e selvagens (Xanthi). As plantulas foram mantidas por 4 dias em
meio de cultura contendo diferentes concentragcdoes de Al, apés o que foi
calculado o crescimento radicular. Os valores representam as médias (mm) +
desvio padrdo de 20 plantas de 2 experimentos distintos.

0 uM 25 uM 50 LM 100 uM 200 pM
T1Zmali/13 6,35+0,52 (a) 549+0,35(b) 4,39+0,57 (c) 3,99+0,66(d) 3,41 0,40 (e)
Xanthi 6,66 £064 (a) 521+050(b) 446+054(c) 4,00+0,50(d) 4,04 0,37 (d)

Média de crescimento radicular (4 dias)
o T1 Zmali/ 13 A Xanthi
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Figura 11 — Crescimento radicular das plantas T1 Zmal1/ 13 e Xanthi ap6s 4 dias em
meio de cultura contento diferentes concentragdbes de Al. Os pontos representam a
média + desvio padrao e as letras entre parénteses referem-se ao resultado da analise
estatistica com o teste de Duncan (p<0,05) dos dados apresentados na tabela 3.
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Tabela 4 — Efeito do Al no crescimento radicular de plantas transgénicas (T1
Zmal1/ 13) e selvagens (Xanthi). As plantulas foram mantidas por 7 dias em
meio de cultura contendo diferentes concentragbes de Al, apdés o que foi
calculado o crescimento radicular. Os valores representam as médias (mm) +

desvio padrao de 20 plantas de 2 experimentos distintos.

O uM 25 uM 50 uM 100 pM 200 uM
T1Zmal1/13 866+071(a) 7,78+066(e) 568+136(c) 456+041(df) 4,38+0,39 (df)
Xanthi 8,78+0,54(a) 6,69+062(b) 559+056(c) 4,86+0,68(d) 4,88 + 0,61 (d)

Média de crescimento radicular (7 dias)
o T1Zmalt/ 13 A Xanthi
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Figura 12 — Crescimento radicular das plantas T1 Zmal1/ 13 e Xanthi apos 7 dias em
meio de cultura contento diferentes concentragées de Al. Os pontos representam a
média + desvio padrdo e as letras entre parénteses referem-se ao resultado da analise
estatistica com o teste de Duncan (p<0,05) dos dados apresentados na tabela 4.
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Tabela 5 — Efeito do Al no crescimento radicular de plantas transgénicas (T1
Zmal1/ 13) e selvagens (Xanthi). As plantulas foram mantidas por 11 dias em
meio de cultura contendo diferentes concentragbes de Al, apdés o que foi
calculado o crescimento radicular. Os valores representam as médias (mm) *

desvio padrao de 20 plantas de 2 experimentos distintos.

0 uM 25 uM 50 M 100 pM 200 uM
T12Zmal1/13 11,82+0,57 (d,e) 11,41+0,70(a,e) 7,86+1,48() 644+033(c) 667t 0,27 (¢)
Xanthi 11,15 £ 0,79 (a) 8,93+ 0,65 (b) 6,656+0,56 (c) 6,52+0,53(c) 6,60+0,35(c)

Média de crescimento radicular (11 dias)
e T1Zmall/ 13 A Xanthi
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Figura 13 — Crescimento radicular das plantas T1 Zmal1/ 13 e Xanthi apos 11 dias em
meio de cultura contento diferentes concentragées de Al. Os pontos representam a
média + desvio padrdo e as letras entre parénteses referem-se ao resuitado da analise

estatistica com o teste de Duncan (p<0,05) dos dados apresentados na tabela 5.

De acordo com os resultados é possivel observar que os provaveis efeitos
da expressdo do gene Zmal1 séo detectados apés 7 e 11 dias na presenca de
Al. Aos 7 dias ja se observa uma menor redugédo no crescimento das plantas
transgénicas expostas a 25 uM de Al. Apés 11 dias, essa diferenca frente ao

controle é muito maior, sendo observada também protecdo das plantas
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expostas a 50 uM de Al, embora em menor intensidade. As outras plantas T1
Zmal1 analisadas ndo apresentaram um melhor desempenho na presenca de Al,
quando comparadas com a planta controle.

Comparando-se os resultados da fig. 10D, observa-se que apenas os
clones 3 e 13 apresentam altos niveis de transcritos na raiz. Portanto, seria de
se esperar que a planta 3 também tivesse maior tolerancia ao Al, uma vez que
apresenta maior actimulo do mRNA de Zmal1. No entanto, existem diversos
relatos na literatura mostrando que nem sempre existe correlagdo entre
expressao dos transgenes e alteragdo de fenétipo. A néo tradugéo dos mRNAs
do clone T1 Zmal1/ 3 pode ser um dos motivos pelo qual esse clone nao
apresentou uma tolerancia maior comparada a planta controle nao transformada.

3.4 Analise das plantas transgénicas expressando o gene Zmgst2

_ Os experimentos foram realizados a semelhanga daqueles utilizados na
deteccdao do gene Zmal1. A amplificacdo por PCR produziu um fragmento de
tamanho esperado (672 pb) na maioria das plantas analisadas (T0 9, 11, 13, 15,
16, 18, 19, 20, 21, 22, 24 e 25) (fig. 14A). As plantas T0 2, 3, 5, 26 e 27, apesar
de nao terem sido detectados os produtos da amplificagdo em gel de agarose,
apresentaram resultados positivos no Southern Blot, dada a maior sensibilidade
da técnica (fig 14B). Ja as plantas TO 4, 7, 17 e 23 apresentaram resultados
negativos tanto no gel, quanto no Southern Blot, da mesma forma que o controle
negativo, que nao apresentou sinal, como era esperado.

Pelos resultados do Southemn Blot, um segundo fragmento de menor
tamanho foi também detectado. Uma possivel explicagdo para a amplificacéao
deste fragmento menor seria um segundo sitio para anelamento do
oligonucleotideo GST3Pet no interior da sequéncia da Zmgst2. De fato,
observamos que proximo a posicdo de 100 pb existe uma regido na fita
codificadora do gene Zmgst2, que apresenta 6 bases idénticas as 6 ultimas
bases do oligonucleotideo GST3Pet. O fragmento observado, de menor
tamanho, estaria de acordo com esta hipdtese.
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672 pb

672 pb

Figura 14 — ldentificagdo dos transformantes por PCR. (-) Controle negativo, numeros
correspondente as plantas T0. (A) Gel de agarose 0.8 % da amplificagdo utilizando
oligonucleotideos iniciadores que flanqueiam a regido codificadora do gene Zmgst2. (B)
Southern Blot utilizando a sonda correspondente a regido compreendida entre 0s sitios

de restricdo Xhol marcada com [*P].

3.4.1 Analise de segregacdo das sementes das plantas T0 Zmgst2

Cingilenta sementes foram semeadas em placas de Petri contendo MS e
25 ug/mL de higromicina e, apés cerca de duas semanas, foram quantificadas
as plantas resistentes a higromicina (fendtipos normais) e as plantas sensiveis
(aspectos amarelados) (tabela 6). Algumas plantas apresentaram problemas
durante seu desenvolvimento, o que acarretou na diminuigdo de 21 plantas
analisadas por PCR (fig. 14) para 14 plantas analisadas quanto a segregacao

fenotipica.
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Tabela 6 - Andlise da segregag¢ao das sementes T1 Zmgst2 em meio contendo
higromicina. A coluna p indica a probabilidade de que a razéo observada nao
seja 1:3. ns: nao significativo.

Totalde Sensiveis Resistentes Raz&o Aprox p
plantas (sensivel:resistente)
Xanthi (C. Negativo) 40 40 0

T1 Zmgst2/ 3 36 12 24 1:2 Ns
T1 Zmgst2/5 36 6 30 1:5 Ns
T1 Zmgst2/6 .36 12 24 1:2 Ns
T1 Zmgst2/ 11 42 14 28 1:2 Ns
T1 Zmgst2/ 13 45 7 40 1:6 p<0,05
T1 Zmgst2/ 16 48 6 42 1.7 p<0,05
T1 Zmgst2/ 18 45 6 39 1.6 p<0,05
T1 Zmgst2/ 19 42 10 32 1:3 Ns
T1 Zmgst2/ 21 46 6 40 1:6 p<0,05
T1 Zmgst2/ 22 46 23 23 1:1 p<0,05
T1 Zmgst2/ 24 45 6 39 1:6 p<0,05
T1 Zmgst2/ 25 48 6 42 1.7 p<0,05
T1 Zmgst2/ 26 46 6 40 1.6 p<0,05
T1 Zmgst2/ 27 45 7 39 1:6 p<0,05

Podemos observar na tabela 3, a analise de segregacdo das sementes
das plantas TO, e que apenas as plantas TO Zmgst2/ 3, 5, 6, 11 e 19
apresentaram um segregag¢ao aproximada de 1:3, indicando a presenca de um
lécus de segregacao.

3.4.2 Analise da expressao do gene Zmgst2 nas plantas transformadas

Foram realizadas extrac6es de RNA total para analise das plantas T1
Zmgst2 utilizando as técnicas de RT-PCR e Northern Blot.

RT-PCR das plantas T1 Zmgst2
A partir de 1 ug de RNA total, foi feita transcricdo reversa com o
oligonucleotideo iniciador especifico GST3pet (5’ AGATCTTCACTCCTGTTCC

TTGGG CG3’) seguida de PCR com o mesmo oligonucleotideo acrescido do
oligonucleotideo GST5pet (5'GAACAGGACCCATGGCTACGCCG3’). Na
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primeira amplificagao de 35 ciclos, nao foi observado nenhum fragmento. Desta
forma, foi feita uma reamplificagdo das amostras anteriores, utilizando o
oligonucleotideo GST3pet e um outro mais interno GSTR3B (5
CGAACACGCACTCCACCACGAT 3°), que resultaria na amplificagao de um
fragmento de 370 pb (fig. 15).

Observou-se que todas as plantas T1 Zmgst2 apresentaram resultado
positivo com um fragmento esperado de 370 pb, enquanto que o controle
negativo (RNA da linhagem Xanthi nao transformada) apresentou resultado

negativo.

MO 3 56 1113151819 21222425262?

~370pb b_ﬁba‘i.. 1 w-‘i.n

Figura 15 — ldentificagdo dos transformantes que expressam o gene Zmgst2 por RT-
PCR das plantas T1 Zmgst2. (-) Controle negativo e 0s numeros correspondem as
plantas T1. Gel de agarose 0,8 % da reamplificagdo utilizando oligonucleotideos
GST3pet e GSTR3B.

O resultado indica que todas as plantas estdo expressando o gene
Zmgst2. Porém, a necessidade de duas amplificagoes indica que os niveis de
expressdo podem estar reduzidos.

A andlise de segregacdo com todas as plantas apresentando individuos

resistentes indicam que o gene esta integrado no genoma.
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Northern Blot das plantas T1 Zmgst2

Aproximadamente 15 pg de RNA total de folha de todas as plantas T1
Zmgst2 foram submetidos a uma corrida eletroforética (fig. 16A) e transferidas
para membrana de nailon. A membrana foi hibridada com a sonda da regiao
codificadora do gene Zmgst2. Observou-se que as plantas T1 Zmgst2/3, 18, 19,
21 e 24 apresentaram resultado positivo pela presenca de um fragmento de
tamanho esperado. Ja as plantas T1 Zmgst2/ 5, 6, 11, 12, 13, 16, 22, 25, 26 e
27, além do controle negativo (RNA da planta Xanthi), apresentaram resultado

negativo (fig. 16B).

() 3 5 6 11 1213 16 18 19 21 22 24 25 26
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Figura 16 — Identificagdo dos transformantes que expressam O gene Zmgst2 por
Northern Blot das plantas T1 Zmgst2. Nimeros correspondem as plantas T1 e (-)
Controle negativo. (A) Gel de agarose 1 % contendo formaldeido dos RNAs de folha
das plantas T1 Zmgst2. (B) Auto-radiografia da membrana contendo RNA de folha das
plantas T1 Zmgst2, hibridada com sonda da regido codificadora do gene Zmgst2
marcada com [*?P]. (C) Gel de agarose 1 % contendo formaldeido dos RNAs das raizes
das plantas T1 Zmgst2. (D) Auto-radiografia da membrana contendo RNA de raiz das
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plantas T1 Zmgst2, hibrididada com sonda da regido codificadora do gene Zmgst2
marcada com [**P].

Assim, todas as plantas T1 Zmgst2 apresentaram resultado positivo no
RT-PCR e apenas as plantas T1 Zmgst2/ 3, 18, 19, 21 e 24 apresentaram
resultado positivo também no Northern Blot, sugerindo que essas plantas
provavelmente apresentam maior nivel de transcritos.

Para certificar-se de que a expressao do gene também ocorre na raiz, foi
realizado um Northern Blot utilizando RNA total de raiz das plantas que
apresentaram resultado positivo no Northern Blot da figura 16B. As plantas T1
Zmgst2/ 3, 19 e 21 apresentaram resultado positivo em ambos os Northern
Blots, ao contrario dos controles nao transformados. A planta T1 Zmgst2/24 nao
apresentou expressao na raiz, o que deve ser causa de uma expressao muito
pequena, ja que mesmo no Northern Blot de folha a expressao do gene também

era muito baixa.

3.4.3 Analise da tolerancia ao Al por diferenca de crescimento radicular em

meio de cultura

Analise do crescimento radicular

Sementes das plantas Xanthi e das plantas TO Zmgst2/ 3, 18, 19, 21 e 24,
que apresentaram expressao do gene nas folhas, foram semeadas em placas de
Petri com meio MS RG, com 25 pg/mL de higromicina para as plantas TO
Zmgst2, e crescidas verticalmente. Dez plantas de todos os clones, com
aproximadamente 3 cm, foram transplantadas para meios MS RG com
diferentes concentragées de Al (0, 25, 50, 100 e 200 uM), sendo feitas as
medi¢cdes do crescimento radicular apés 4, 7 e 11 dias. Dentre as plantas
avaliadas em experimentos repetidos duas vezes, apenas as plantas T1 Zmgst2/
19 apresentaram resultados de interesse.
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Tabela 7 — Efeito do Al no crescimento radicular das plantas transgénicas T1
Zmgst2/ 19 e seivagens (Xanthi). As pléntulas foram mantidas por 4 dias em
meio de cultura contendo diferentes concentragées de Al, apdés o que foi
calculado o crescimento radicular. Os valores representam as médias (mm) +
desvio padrao de 20 plantas de 2 experimentos distintos.

OuM 25 uM 50 uM 100 uM 200 uM
T1Zmgst2/19 664+062(a) 621+037(e) 6,13+054(e) 524+050() 4,41+031(c)
Xanthi 666+064 (@) 521+050(b) 446+0,54(c) 4,00%+050(d) 4,04+0,37(d)

Média de crescimento radicular (4 dias)
® T1 Zmgst2/ 19 A Xanthi
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Figura 17 — Crescimento radicular das plantas T1 Zmgst2/ 19 e Xanthi apés 4 dias em
meio de cultura contento diferentes concentragdes de Al. Os pontos representam a
média + desvio padrao e as letras entre parénteses referem-se ao resultado da analise
estatistica com o teste de Duncan (p<0,05) dos dados apresentados na tabela 7.
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Tabela 8 — Efeito do Al no crescimento radicular das plantas transgénicas (T1
Zmgst2/ 19) e selvagens (Xanthi). As plantulas foram mantidas por 7 dias em
meio de cultura contendo diferentes concentragbes de Al, apés o que foi
calculado o crescimento radicular. Os valores representam as médias (mm) +
desvio padrao de 20 plantas de 2 experimentos distintos.

0 M 25 uM 50 pM 100 uM 200 pM
T1Zmgst2/19 8,44+069(ae) 8,06+063(e) 7,29 066 675+0,73(b) 561+0,80(c)
Xanthi 878+054(a) 669+062() 559+056(c) 486+068(d) 4,88+0,61(d)

Média de crescimento radicular (7 dias)
o T1 Zmgst2/ 19 A Xanthi
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Figura 18 — Crescimento radicular das plantas T1 Zmgst2/ 19 e Xanthi apds 7 dias em
meio de cultura contento diferentes concentragées de Al. Os pontos representam a
média + desvio padrdo e as letras entre parénteses referem-se ao resultado da analise
estatistica com o teste de Duncan (p<0,05) dos dados apresentados na tabela 8.

48



Tabela 9 — Efeito do Al no crescimento radicular das plantas transgénicas (T1
Zmgst2/ 19) e selvagens (Xanthi). As plantulas foram mantidas por 11 dias em
meio de cultura contendo diferentes concentragbes de Al, apés o que foi
calculado o crescimento radicular. Os valores representam as médias (mm) +
desvio padrao de 20 plantas de 2 experimentos distintos.

0 uM 25 pM 50 uM 100 pM 200 pM
T1ZmgstZ 19 10,63+0,50(d) 9,31+0,65 (by 9,22+0,56(b) 8,06+0,54 (e 7,20 £ 0,59 (f)
Xanthi 11,45+ 0,79(a) 893+065(b) 665+0,56(c) 6,52+0,53 (c) 6,60 + 0,35 (c)

Média de crescimento radicular (11 dias)

o T1 Zmgst2/ 18 A Xanthi
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Figura 19 — Crescimento radicular das plantas T1 Zmgst2/ 19 e Xanthi ap6s 11 dias em
meio de cultura contento diferentes concentragbes de Al. Os pontos representam a
média + desvio padrio e as letras entre parénteses referem-se ao resultado da analise

estatistica com o teste de Duncan (p<0,05) dos dados apresentados na tabela S.

De acordo com os resultados é possivel observar que a protecao
conferida provavelmente pelo gene Zmgst2 nas plantas T1 Zmgst2/ 19 € maior
nos tempos iniciais do estresse por Al, distintamente do observado das plantas
T1 Zmal1/ 13. Aos 4 dias a protecdo é observada em todas as concentragdes

analisadas, sendo menor na concentragio de 200 uM de Al. Aos 7 dias o padréao
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praticamente nao foi alterado, enquanto que apos 11 dias existe a tendéncia de
as diferencas com o controle serem menores. As outras quatro plantas
analisadas nao apresentaram um melhor desempenho na presenca de Al, ainda
que os clones 19 e 21 apresentassem niveis similares de transcritos (fig. 16D).
Tais resultados, a semelhanga do que ocorreu com as plantas transformadas
com o gene Zmal1, podem ocorrer durante a analise de plantas transgénicas,

cuja discussao foi realizada anteriormente.
3.5 Analise das plantas transgénicas expressando o gene OMT134

A analise em gel de agarose permitiu a detecgao de um produto de
amplificagdo de aproximadamente 910 pb, representando a regido codificadora
do gene OMT134 nas plantas TO 1, 4, 6, 8 (fig. 20A). Tais resultados foram
confirmados pelo Southern Blot (fig. 20B), onde as mesmas plantas T0 1,4,6, 8
apresentaram a banda de tamanho esperado na auto-radiografia.

M B 1 3k G B T80 -1 1213 @

Figura 20 - |dentificacdo dos transformantes por PCR das plantas TO OMT134. (A) Gel
de agarose 0,8 % da amplificagéo utilizando oligonucleotideos que flanqueiam a regido
codificadora do gene OMT134. (B) Southern Blot utilizando uma sonda correspondente
a regido codificadora do gene OMT134 marcada com [*?P]. (-): Controle negativo (planta
ndo transformada); os numeros correspondem as plantas TO; (+) Controle positivo
(regido codificadora do gene OMT134).
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3.5.1 Western Blot das plantas TO OMT134

A disponibilidade de anticorpo contra a proteina OMT (gentiimente cedido
pelo Dr. M. Taniguchi) permitiu avaliar diretamente os niveis da proteina nas
plantas transgénicas por meio da técnica de Western Blot.

Os resultados do Western Blot indicaram que a planta TO OMT134/ 4
apresentou expressdo da proteina do translocador de malato de
aproximadamente 33KDa, como esperado (fig. 21).

O resultado positivo no Western Blot do clone TO OMT134/ 4 associado a
observagao de diferengas fenotipicas (maior quantidades de ramos) desse clone
em relagédo ao controle nao transformado, aparentemente mostrava resultados
interessantes, mas os resultados futuros nao corresponderam as expectativas, ja
que a geragéo T1 desse clone nao apresentou a expressao do gene OMT134, e

muito menos a produgéo da proteina.

KDa

97,4

Figura 21 — |dentificacéo dos transformantes por Western Blot das plantas TO OMT134.
Imagem obtida apds incubagao da membrana de nailon com anticorpo contra o
translocador de malato e detectada com anticorpo IgG de rato, conjugada com fosfatase

alcalina. (-): Controle negativo; os nimeros correspondem as plantas TO.

As plantas TO OMT134/ 1, 4, 6 e 8, apesar de apresentarem o gene
integrado no genoma das plantas, nao apresentaram niveis detectaveis da
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proteina por Western Blot, indicando possiveis problemas na traducdo do
transcrito OMT134.

3.5.2 Analise de segregacido das sementes das plantas T0 OMT134

Cerca de 50 sementes foram semeadas em placas contendo MS e 25
ug/mL de higromicina e, apds cerca de duas semanas, foram identificadas as
plantas que eram resistentes a higromicina por apresentarem fenétipos normais,
e as plantas sensiveis por se apresentarem amarelas (tabela 10).

Tabela 10 - Andlise de segregacdo das sementes T1 OMT7134 em meio
contendo higromicina. A coluna p indica a probabilidade de que a razao
observada nao seja 1:3. ns: ndo significativo.

Total de Néo Resistentes Razao P
plantas Resistentes aprox.
Xanthi (C. Negativo) 40 40 -
T1 OMT134/1 40 8 32 1:4 Ns
T1 OMT134/3 51 16 35 1:2 Ns
T1 OMT134/4 50 18 32 1.2 Ns
T1 OMT134/5 51 16 35 1:2 Ns
T1 OMT134/6 43 14 29 1:2 Ns
T1 OMT134/7 52 15 37 1:2 Ns
T1 OMT134/8 43 10 33 1:3 Ns
T1 OMT134/9 36 12 24 1:2 Ns
T1 OMT134/ 11 40 6 34 1.5 Ns
T1 OMT134/12 43 6 37 1.6 Ns
T1 OMT134/13 36 18 18 1:1 p<0,05
T1 OMT134/ 14 57 5 52 1:10 p<0,05

Pelos resultados apresentados na tabela 10 e analisando-se a
segregacdo das sementes das plantas TO, a maioria das plantas apresentou
uma segregacao aproximada de 1:3, sugerindo a preseng¢a de apenas um unico
locus no genoma contendo o gene OMT134. Apenas as plantas TO OMT134/13
e 14, apresentaram desvios quanto a segregag¢ao esperada.
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3.5.3 Analise da expressdo do gene OMT134 nas plantas transformadas

RT-PCR e Northern Blot das plantas T1 OMT134

Todas as plantas T1 OMT134 foram submetidas a reacédo de RT-PCR,
partindo de aproximadamente 1 pg de RNA total e utilizando os
oligonucleotideos iniciadores especificos que flanqueiam a regiao codificadora
do gene. A primeira amplificagdo resultaria em um fragmento de 910 pb, mas
nao foi possivel observar qualquer fragmento.

Para comparar com o resultado do RT-PCR, também foram feitos varios
Northern Blots, nao sendo detectado sinal algum. Tal resultado pode ter ocorrido
devido ao silenciamento do gene, por um bloqueio na sua transcri¢éo. Estudos
indicam que diversas causas como numeros de copias inseridas, nivel de
transcrigao, metilagao do genoma da planta e local de inser¢éo podem contribuir
para o bloqueio da transcrigdo do gene (Fargard et al., 2000).

3.6 Sumario dos resultados

Os resultados obtidos estdao sumarizados nas figuras 22 e 23, nas quais
sdo mostrados os crescimentos radiculares de plantulas da geragdo T1
derivadas de um transformante primario (TO) para cada um dos genes Zmal1 (T1
Zmal1/ 13) e Zmgst2 (T1 Zmgst2/ 19). Os periodos de crescimento das
plantulas em meio contendo Al apresentados foram os de 7 e 11 dias, pelo fato
de terem permitido a deteccio de diferengas significativas dos efeitos dos
transgenes.

As plantulas T1 Zmgst2/ 19 apresentaram maior tolerancia nos tempos
iniciais do estresse por Al. Aos 4 dias a protegao foi observada em todas as
concentragbes analisadas, sendo menor na concentragao de 200 uM de Al. Aos
7 dias o padrao praticamente nao foi alterado, enquanto que ap6s 11 dias existe

uma tendéncia de que as diferengas com o controle sejam menores.
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Ezaki et al. (2000) obtiveram plantas transgénicas de arabidopsis
superexpressando o gene GST da mesma espécie, onde observaram que as
plantulas controle de arabidopsis em 100 uM de Al tiveram uma reducao de 60
% no crescimento radicuiar, enquanto que nas plantas transgénicas a redugao
foi de 40 %. No caso do gene Zmgst2, esses valores foram de 45 % e 20 %,
respectivamente, apés um periodo de 7 dias (fig. 23). Embora existam diversas
diferencgas entre os ensaios, os resultados desses autores utilizando arabidopsis
crescida por 2 dias na presenca de 100 uM de Al, foram muito similares aos
obtidos no presente estudo, onde o padrao de tolerancia da planta T1 Zmgst2/
19 foi também em torno de 20 % de inibicdo do crescimento radicular, em
relagdo as plantas crescidas na auséncia de Al. A planta selvagem Xanthi
apresentou cerca de 45 % de inibigao, enquanto que a linhagem selvagem Ler-0
utilizada por Ezaki et al. (2000) apresentou cerca de 32 % de inibigao.

Apés 7 dias, as plantulas T1 Zmal1/ 13 apresentaram maior tolerancia
que a linhagem selvagem frente a 25 uM de Al. No entanto, em concentragdes
maiores, tal efeito ndo foi observado. Apds 11 dias, essa diferenca frente ao
controle foi muito maior, sendo observada também prote¢do das plantas
expostas a 50 uM de Al, embora em menor intensidade. O gene Zmal1 codifica
uma proteina rica em glicina que faz parte da mucilagem (Maron et al.,
manuscrito em preparagdo). Recentemente, Miyasaka e Hawes (2001)
mostraram que existe uma estreita correlagao entre a produgcao de mucilagem e
a tolerancia ao Al em feijao, sugerindo que a mucilagem atue ligando-se ao Al.
Uma segunda hipotese seria a contribuicdo para uma menor dispersao de
acidos organicos, como citrato e malato, liberados pela raiz na presenc¢a de Al.
Assim, a expressao do gene Zmal1 em tabaco poderia alterar a composi¢ao da
mucilagem, aumentando sua capacidade protetora.
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Figura 22 — Efeito dos transgenes no crescimento radicular das plantas Xanthi (controle
negativo), T1 Zmgst2/ 19 e T1 Zmal1/13 em diferentes concentracoes de Al, apos 7 e
11 dias.
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Figura 23 — Efeito dos transgenes no crescimento radicular das plantas Xanthi (controle
negativo), T1 Zmgst2/19 e T1 Zmal1/13 em diferentes concentragdes de Al apés 7 e
11 dias. O crescimento radicular de cada linhagem na auséncia de Al foi considerando

como100%.

Os resultados com os clones T1 Zmgst2/ 19 e T1 Zmal1/ 13 foram muito
promissores quanto ao uso desses genes para O aumento da tolerancia ao
estresse por Al. No entanto, ndo foi possivel obter um nimero maior de
transformantes com expressao elevada dos transgenes nas raizes. Grande parte

das plantas transgénicas obtidas nao apresentaram diferencga significativa na
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tolerancia ao Al, quando comparadas com as plantas controle, indicando que é
necessario cautela ao avaliar os dados dos clones T1 Zmgst2/ 19 e T1 Zmal1/
13. Para melhor avaliacdo dos efeitos dos genes Zmal1, Zmgst2 e OMT134
estiao em andamento novos eventos de transformagdes de plantas, para a
obtencéo de um maior niimero de plantas superexpressando esses genes.

Os resuitados das plantas transformadas com o gene OMT134 foram
interessantes. Primeiramente, pelo fato de terem sido obtidos apenas quatro
clones contendo o transgene OMT134 (fig. 20), além do que, os 12
transformantes s6 foram obtidos apds uma segunda tentativa de transformagéo
com A. tumefaciens. O clone TO OMT134/ 4, que acumulou a proteina OMT134
(fig. 21), apresentou maior nimero de ramos e alteragdes severas na morfologia
em folhas no inicio do desenvolvimento (dados ndo mostrados). Alteragbes
morfolégicas em plantas de tabaco superexpressando o gene da citrato sintase
também ocorreram nos experimentos de Fuente ef al. (1997) (Herrera- Estrela,
comunicagéo pessoal).

Outro fato interessante foi que a geragdo T1 desse clone ndo mais
apresentou a proteina OMT nem o transcrito do gene. Tais resultados parecem
ter sido causados por silenciamento do gene. E dificil resistir a especulagéo de
que altos niveis da proteina OMT134 possam causar alteragées muito nocivas
no metabolismo vegetal, que acarretaria um nimero reduzido de transformantes
e ativaria o silenciamento do transgene.

Uma alternativa para contornar este problema seria o emprego de
promotores especificos que ativam a expressdo do transgene somente sob
condicdes desejadas, como é o caso do promotor sintético cuja expressao
ocorre apenas na presenga de dexametasona (McNellis et al, 1998). No
momento, estamos aguardando o envio de uma construgédo com este promotor,
requisitado ao Dr. NH. Chua (Rockefeller University, EUA).
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4- CONCLUSOES

o Foram obtidas plantas trangénicas com os genes Zmal1, Zmgst2 e
OMT134.

o As plantulas T1 Zmgst2/ 19 apresentaram maior tolerancia frente a 25,
50 e 100 uM de Al em relagéo a planta selvagem Xanthi. Na concentra¢ao
de 200 uM de Al, os efeitos do transgene foram perceptiveis, porém nao

significativos.

o As plantulas T1 Zmal1/ 13 apresentaram maior tolerdncia que a linhagem
selvagem frente a 25 uM de Al, apés 7 dias de experimento. Apés 11 dias
essa diferengas frente ao controle é muito maior, sendo observada
também protecdo das plantas expostas a 50 uM de Al, embora em menor

intensidade.

o Nao se observou uma correlagdo evidente entre o nivel de expresséo dos
genes e a tolerancia ao Al, tanto nas plantas T1 Zmgst2/ 19 quanto T1
Zmal1/ 13, o que pode ter sido reflexo do nimero reduzido de

transformantes.

a Apesar de termos observado a produgdo da proteina na planta TO
OMT134/ 4, nao foi possivel detectar a presenga de mRNAs e da proteina
nas plantas T1 OMT134/ 4, podendo ter sido conseqiéncia de um
silenciamento do gene.

o Os resultados obtidos ndo sao conclusivos quanto aos efeitos da
superexpressao dos genes Zmgst2 e Zmal1 na tolerancia ao Al, devido ao
namero reduzido de plantas transgénicas obtidas, expressando os
transgenes e apresentando maior tolerancia frente ao Al.
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