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RESUMO

A biotecnologia define-se pelo uso de conhecimentos sobre os processos biologicos e
sobre as propriedades dos seres vivos, com o fim de resolver problemas e criar produtos de
utilidade. E importante frisar que uma das principais vantagens da biotecnologia moderna
voltada para a area vegetal é a de poder gerar estratégias de melhoramento aplicaveis a
diferentes culturas. Uma das principais estratégias de a¢do nessa area trata da produgdo de
plantas geneticamente modificadas com transgenes de interesse. Nesse contexto, a
caracterizacdo de promotores com padrdo de expressdo tecido-especifico € essencial para que
a expressdo de tais transgenes em plantas de interesse agronomico e florestal, como em
eucalipto, fique limitada a determinados 6rgdos/tecidos. . Assim, o presente trabalho teve por
objetivo realizar a caracteriza¢do funcional do promotor do gene EgTIP2 que codifica uma
putativa aquaporina intrinseca de tonoplasto (TIP) com expressdo especifica em raizes de
eucalipto. Em paralelo, o perfil de expressdo desse gene em resposta ao estresse osmotico foi
investigado em eucalipto. Analises de expressdo mostraram que tanto o promotor quanto o
gene EQTIP2 sdo regulados positivamente pelo estresse osmoético curto e persistente,
enquanto que o promotor parece ser regulado negativamente na presenca de ABA-exdgeno.
Testes histoquimicos revelaram uma expressdo vascular-especifica dirigida pelo promotor
EgTIP2 em plantas de tabaco transgénicas, sugerindo uma possivel utilizagdo como

ferramenta para aplicagdo em engenharia genética de espécies lenhosas.
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INTRODUCAO GERAL

As abordagens biotecnoldgicas representam uma alternativa atraente na silvicultura
contemporanea como complemento das abordagens tradicionais de melhoramento genético
(Altpeter et al., 2005). Entre os elementos que tém contribuido para o crescimento da
biotecnologia vegetal destacam-se inimeros genes identificados por intermédio dos projetos
de sequenciamento de genomas e transcriptomas de espécies importantes, que passaram a

tornar viavel a obtencdo de plantas com caracteristicas melhoradas via modificagdo genética.

O impacto dessa tecnologia sobre o melhoramento genético de plantas e sobre a
pesquisa basica ¢ consideravel, pois novos gendtipos podem ser criados de forma dirigida e
em curto tempo. As areas de cultivo de organismos geneticamente modificados (GM) tém
aumentado substancialmente em diversos paises, desde que foram comercializadas em 1996.
Correspondentemente, a adogao de culturas GM trouxe enormes beneficios econémicos e
ambientais (Chen & Lin, 2013). Essas plantas transgénicas vém sendo comercializadas bem
como utilizadas para a investigacdo das funcdes e regulagdo de genes isolados. Entretanto,
muito do que se sabe a respeito dos genes envolvidos no crescimento e desenvolvimento
vegetal € advindo de estudos com plantas modelos herbaceas, tais como Arabidopsis e arroz.
Contudo, a transferéncia desta informagdo para plantas lenhosas ¢, na maior parte dos casos,
dificil, visto que o melhoramento de arvores ¢ um processo normalmente longo e limitado
pela taxa de crescimento das espécies envolvidas, além dos custos envolvidos na criagdo e
manutengdo de testes de progénies de grande porte (Grattapaglia et al., 2009). Nesse cenério,
a engenharia genética, auxiliada pelas metodologias de cultura de tecidos que permitem a
producao de um grande nimero de propagulos, pode acelerar esse processo pela transferéncia
direta de caracteristicas simples, podendo superar as desvantagens do melhoramento
tradicional através da introducgdo e expressdo de genes conhecidos de origem vegetal ou ndo
vegetal em um gendtipo especifico de forma eficiente (Harfouche et al., 2011; Ye et al.,
2011). Assim, quanto mais conhecimento sobre a biologia molecular das arvores for

adquirido, maiores serdo as oportunidades para seu melhoramento.



Dentre as ferramentas moleculares necessarias para a produgdo de plantas
geneticamente modificadas, a identificacdo e caracterizagdo de promotores que viabilizem a
expressdo dos transgenes de forma controlada e dirigida a determinado orgdo/tecido
representa uma prioridade. Tais sequéncias promotoras sdo cruciais para a regulacdo génica.
Em geral, o promotor é a parte do gene que tem a fun¢do de mediar e controlar o inicio da
transcricdo, estando localizado imediatamente a montante da regido a ser transcrita (Werner,
1999). Promotores constitutivos tém sido amplamente utilizados para controlar a expressdo de
transgenes de interesse em muitas espécies de plantas. No entanto, em alguns casos, a
expressdo constitutiva pode ser altamente prejudicial a planta hospedeira, culminando em
diversas anormalidades de desenvolvimento e, especialmente, no silenciamento do transgene
(Cai et al., 2007 ¢ referéncias nele contidas). Deste modo, o uso de promotores com padroes
especificos de expressdo em construcdes gé€nicas visando a transformagdo de plantas de
interesse ¢ importante tanto para evitar o desperdicio de energia produzindo proteinas de
interesse em células/tecidos ndo relevantes, quanto para evitar distirbios metabdlicos e de

desenvolvimento (Vicentini et al., 2005).

Como parte de um projeto abrangente voltado para a identificacdo e clonagem de
promotores com expressdo tecido-especifica, nosso grupo de pesquisa idenitificou diversos
genes candidatos com expressdo especifica ou preferencial em determinados 6rgaos/tecidos
em Eucalyptus grandis (Sassaki, 2008, Ribeiro, 2009) bem como em outras espécies vegetais
(Brandalise, 2007; Hoshino, 2007). Algumas das sequéncias promotoras correspondentes
foram clonadas e caracterizadas objetivando um futuro emprego em programas
biotecnologicos das espécies em estudo. Apesar desses esfor¢os, a disponibilidade de
informacgdes sobre genes com expressao orgao/tecido-especifica e de seus promotores ainda é

insipiente, especialmente em eucalipto.



No presente projeto, uma etiqueta de sequéncia expressa (EST) identificada no banco
de dados do Projeto EST do Eucalipto (Forests), e validada como apresentando expressdo
especifica em raiz de eucalipto, foi usada como ponto de partida para a clonagem e
caracterizacgdo da regido promotora correspondente. Esse EST codifica uma putativa
aquaporina intrinseca de tonoplasto (TIP), cujo gene foi denominado EgTIP2 (Rodrigues,

2010).

Nos vegetais, a atividade das aquaporinas (canais de 4gua) possibilita aumento da
permeabilidade da agua nas membranas (Ohshima et al., 2001), o que constitui um passo
importante em varios processos fisiologicos, como alongamento celular, a germinagdo das

sementes, e osmorregulacdo (Maurel, 2007).

Uma vez que a raiz pode ajustar finamente a sua condutividade hidraulica em
resposta as alteracdes ambientais, tais como um aumento da salinidade do solo, caréncias
nutricionais, ciclos de dia e noite, ou anaerobiose (Gomes et al., 2009), acredita-se que as
aquaporinas estejam envolvidas nessa regulacdo (Heymann & Angel, 1999), sendo
consideradas canais multifuncionais. Varias aquaporinas tém sido associadas a germinagdo ¢
ao processo de amadurecimento dos frutos. Nestes casos, compostos osmoticamente ativos
sdo gerados e distribuidos, ou ainda, grandes quantidades de precursores sdo transportadas

para dentro das células e tecidos (Schaffner, 1998).

Pela sua atuagdo como canal de agua, as aquaporinas poderiam contribuir para a
tolerancia a seca, facilitando transporte da agua entre os diferentes 6rgdos e preservando a
homeostase hidrica no nivel celular (Kjellbom et al., 1999; Tyerman et al., 2002). Segundo
resultados obtidos por Aharon e colaboradores (2003), o transporte de dgua mediado pelas
aquaporinas da membrana plasmatica representa um fator limitante para o crescimento das
plantas e vigor sob condi¢des favoraveis e que, mesmo plenamente irrigadas, as plantas
enfrentam limitado transporte de 4gua. Em contrapartida, o reforgo desse transporte através da

superexpressao de aquaporinas da membrana plasmatica ndo apresenta qualquer efeito



benéfico em plantas transgénicas de tabaco submetidas a estresse salino, chegando a ter um

efeito deletério durante o estresse hidrico (Aharon et al., 2003).

A disponibilidade de um gene com expressdo especifica em raiz de eucalipto
representa uma Otima oportunidade para empreender estudos visando a obtencdo de
promotores tecido-especificos mnessa importante espécie. No presente trabalho, a
caracterizacdo funcional do promotor do gene EQTIP2, com expressdo especifica em raiz, foi
empreendida empregando plantas transgénicas de tabaco. Em paralelo, a expressdo do
referido gene em resposta ao estresse osmotico foi investigada em eucalipto. Um
levantamento dos genes codificando TIPs no genoma de eucalipto foi realizado e as relagdes

filogenéticas destes com outros codificando TIP foram estudadas.



CAPITULO 1- Analise filogenética da aquaporina putativa de Eucalipto

1) INTRODUCAO

1.1 Origem das Familias Génicas

No curso da historia evolutiva, o gene e suas regides regulatorias sofrem uma
variedade de modificagdes, incluindo substitui¢cdes nucleotidicas, duplica¢des, recombinacdes
e eventos de reparo (Liberles, 2001). Existem varios tipos de duplicagdo génica, que se
classificam conforme a extensao da regido gendémica envolvida. Segundo Thompson (2006), a
duplicag@o génica completa produz duas copias idénticas e estas sequéncias podem evoluir de
diferentes formas: uma das copias pode originar um pseudogene por apresentar mutagdes
deletérias (pseudofuncionaliza¢do); ou ambas podem ser repetidas. A preservacdo pode levar
a persisténcia das duas copias com similaridade de sequéncia, a subfuncionaliza¢do (onde
cada copia adota algumas das caracteristicas do ancestral) ou a neofuncionalizagdo (quando
um gene mantém a fungdo original, enquanto o outro adquire uma nova funcdo) (Gonzalez-
Duarte & Albalat, 2005). Assim a duplicacdo génica pode dar origem a novidades genéticas,

produzindo novos genes.

A redundéncia do material genético é uma das mais peculiares caracteristicas de todos
os genomas, sendo que esta aumenta com o tamanho e¢ a complexidade do genoma
(Santamaria et al., 2004). Em regides codificadoras, os genes podem ser duplicados ou
retrotranspostos criando genes paralogos que se agrupam em familias. Genes que possuem a
mesma origem sdo chamados de homodlogos, podendo ser classificados em ortélogos, se sua
divergéncia ¢ devido a especiacdo, ou paralogos, se eles se originaram da duplicagdo génica.
Alguns pardlogos podem manter a mesma funcdo que o gene ancestral, enquanto outros
podem adquirir novas fungdes (Doyle & Gaut, 2000). Assim, a redundancia génica é um
importante mecanismo na evolucdo, podendo criar inovagdes. Neste cenario, o entendimento

das fungdes especificas de cada membro de uma familia génica, bem como a comparacdo das



mesmas entre as varias espécies, constitui um problema altamente relevante (Santamaria et

al., 2004).

A duplicagdo de genes em genomas de eucariotos leva a formacdo de familias génicas
com numero ¢ tamanho varidveis de membros, os quais podem adquirir fungdes no espaco
(diferentes tecidos, células ou organelas) e no tempo (diferentes estagios do desenvolvimento)
(Wagner, 2002). A homologia de sequéncias entre membros de uma mesma familia
multigénica depende principalmente de taxas relativas de ocorréncia de mutagdes e eventos
ilegitimos de crossing-over, além de ser influenciada em alguma extensdo pela selecdo natural
e deriva genética (Wagner, 2002; ohta, 2003). Além disso, genes pertencentes as familias
multigénicas estdo, usualmente, sob o mesmo controle regulatorio. Portanto, € interessante

estudar como diferentes padroes de expressdo sdo adquiridos.

Muitos genes nucleares sdo membros de familias multigénicas, sendo que a formagao
dessas familias deve ter sido fundamental na evolucdo de plantas. A recorréncia de duplicacio
e a divergéncia funcional tém gerado as familias génicas atuais. Varios estudos t€ém sido
conduzidos a fim de avaliar a dindmica evolutiva das familias génicas em plantas, incluindo
aqueles que codificam proteinas regulatorias, proteinas de choque térmico e as proteinas de
ligacdo & clorofila a e b, entre outras. A maioria dessas familias possui diversos loci e
apresenta uma grande variagdo no numero de copias entre as espécies. As familias génicas em
plantas variam de pequenas familias com poucos loci, como muitas enzimas metabolicas das
familias ADH e RBCS, a grandes familias com centenas de loci, como as proteinas de choque
térmico. Analises filogenéticas indicam que muitas dessas variagdes podem ser atribuidas a
duplicagdo recente. Assim, a dindmica evolutiva dessas familias apresenta flutuacdes no
numero de copias através de eventos multiplos de duplicacdo e delegdo (Morton et al., 1996).
No entanto, os processos evolutivos que controlam a estrutura dindmica da tais familias sao

relativamente pouco compreendidos (Small e Wendel, 2000a ).



1.2 Aquaporinas e suas relac@es filogenéticas

As aquaporinas foram primeiramente identificadas como proteinas de canal de dgua e
apresentam, nestes aspectos, uma notavel eficiéncia no transporte. Aquaporinas tém também
uma seletividade idnica rigorosa, e sdo, em particular, totalmente impermeaveis a protons.
Algumas aquaporinas também podem ser permeadas por pequenos solutos neutros ou por

gases interferindo nas respostas fisioldgicas em plantas.

Até agora, um corpo substancial de evidéncias mostra que aquaporinas em plantas
estdo envolvidas na captacdo de agua pelas raizes (Javot et al.,2003, Siefritz et al., 2002), na
reproducdo (Bots et al., 2005), no alongamento das células (Hukin et al., 2002), fotossintese e
germinagdo das sementes (Vander Willigen et al., 2006). Essas proteinas tém atraido a
atencdo de biodlogos, inicialmente devido a sua abundancia no plasma e membranas
intracelulares de células vegetais e, posteriormente, devido as suas propriedades Unicas de
transporte de aguas ¢ soluto. A aquaporina (AQPS) é uma proteina integral de membrana que
facilita o transporte de pequenas moléculas, como agua e glicerol, ou substancias volateis
como o CO, ou NH; (Biela et al. 1999, Uehlein et al. , 2003). Além disso, a atividade de
transporte intrinseca das aquaporinas é regulada pelo seu estado de fosforilacdo e os

parametros celulares, incluindo protons citosélica (H) e calcio (CA;).

As aquaporinas em plantas sdo mais abundantes e apresentam maior diversidade do
que nos animais ou bactérias. Estas pertencem a familia de proteinas MIP (major intrinsic
protein). S@o proteinas altamente hidrofébicas que apresentam seis dominios transmenbrana e
massas moleculares de 26 a 34 kDa. O sequenciamento dos genomas de Arabidopsis e arroz
estabeleceu o nimero dos genes que codificam aquaporina como sendo: 35 em Arabidopsis
(Johanson et al., 2001, Quigley et al., 2001) e 33 em arroz (Sakurai et al., 2005). Além disso,
projetos de sequenciamento de ESTs permitiram a indetificagio de 36 isoformas de
aquaporinas em milho (Chaumont et al., 2001), enquanto que 28 foram anotadas no genoma

da uva (Fouquet et al., 2008). Além disso, um total de 55 genes de MIPs foi identificado em



Populus, sendo este o maior nimero de genes identificado em uma tUnica espécie até a

presente data (Gupta & Sankararamakrishnan, 2009).

A estrutura principal, o substrato de transporte, a regulacdo funcional, o perfil de
expressdo génica, bem como a abundancia e localizagdo intracelular das aquaporinas sdo
altamente diversificados (Maeshima & Ishikawa, 2008). Com base na homologia de
sequéncia, as aquaporinas de plantas superiores formam quatro subfamilias, que
correspondem a suas diferentes localizagdes sub-celulares (Figura 01) (Johanson et al., 2001,
Quigley et al., 2001, Chaumont et al., 2001) sendo elas: proteinas intrinsecas de tonoplasto
(TIPs) e proteinas intrinsecas de membrana plasmatica (PIPs), que juntas representam vias
centrais transcelular e intracelular de transporte de dgua (Maurel et al., 2002, Wallace et al.,
2006); proteinas intrinsecas com similaridade a nodulina 26 (NIPs), abundante em nddulos
formadores por bactérias fixadoras de nitrogénio em raizes de soja (Wallace et al., 2006);
pequenas proteinas intrinsecas basicas (SIPs) (Johanson & Gustavsson, 2002), que sdo, na sua
maioria, localizadas no reticulo endoplasmatico (ER) (Ishikawa et al., 2005) e as proteinas
intrinsecas X (XIPs) (Danielson & Johanson, 2008), as quais ainda ndo tém sua localizacdo

definida.

As TIPs, foco do presente trabalho, participam do fluxo de agua e de pequenos
solutos em toda a membrana vacuolar (tonoplasto), podendo desempenhar um papel central
na osmorregulagdo celular (Maurel et al . 1997; Tyerman et al., 1999). Segundo estudos de
Gerbeau e colaboradores (1999), além de seu papel como canal de agua, algumas TIPs podem
desempenhar um papel importante no equilibrio das concentra¢des de uréia entre o vacuolo e
o citoplasma. Além disso, elas podem estar envolvidas na desintoxicacdo do citoplasma por
um mecanismo de armadilha 4cida, que facilita o transporte de amdnia, como sugerido por
Loque et al. (2005). Existem cinco grandes grupos na subfamilia das TIP: TIP1 (nome
anterior, TIP-y), TIP2 (6 TIP), e TIP3 (TIP-a), além TIP4 e TIPS (Figura 01). Os membros
dos grupos TIP1, TIP2 e TIP4 tém sido localizados nas membranas de vacuolos centrais,

enquanto que os membros do grupo TIP3 estdo localizados na membrana dos corpos



protéicos (Jiang et al., 2001, Maeshima et al., 1994, Maeshima, 2001). Os membros da
subfamilia TIP tém especificdades proprias de substratos, incluindo dgua, amdnia (membros
TIP2), uréia (membros da TIP1, TIP2 e TIP4 grupos) e glicerol (TIP tabaco) (Maeshima

&lshikawa, 2008).
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Figura 01. Diagrama esquematico da localiza¢do dos membros das diferentes subfamilias de
aquaporinas em planta. PIPs s3o localizadas na membrana plasmatica, TIPs na menbrana
vacuolar e na membrana de corpos protéicos (protein body), SIP na membrana do reticulo
endoplasmatico (ER), ¢ NIP na membrana plasmatica ¢ ER (Maeshima & Ishikawa, 2008).

Todos os membros de todas as quatro subfamilias das aquaporinas de planta
apresentam atividade de canal de agua, cuja permeabilidade pode ser considerada alta ou
apenas residual (Takano et al., 2006, Ishikawa et al., 2005, Biela et al., 1999, Dean et al.,
1999, Gerbeau et al.,, 1999). Portanto, o uso do nome genérico aquaporina parece ser
justificado para todos os homologos presentes em planta. Devido a elevada plasticidade
genOmica, as aquaporinas dificilmente se distinguem entre as espécies vegetais (Johanson et

al., 2001, Sakurai et al., 2005, Chaumont et al., 2001).



1.2 Estrutura e seletividade das Aquaporinas

As estruturas terciarias da aquaporina 1 (AQP1), uma aquaporina especifica de
mamifero, e da Glyceroporina de Escherichia coli (GlpF) foram resolvidas em resolugdo
atdmica por cristalografia de raios X (Fu et al, 2000; Sui et al, 2001). A comparacdo dessas
estruturas serviu de suporte para a hipotese de que os membros da familia MIP compartilham
um ancestral comum (Reizer et al., 1993) e adotam uma dobra em forma de ampulheta
comum (Jung et al., 1994). A estrutura em forma de ampulheta das MIPs revela uma
organizacdo homotetramerica composta por quatro mondmeros idénticos cada um deles
comportando-se como um poro funcional independente. Os mondmeros interagem com dois
dos seus vizinhos e formam o tetrimero com um poro central que exclui moléculas de agua

(Murata et al., 2000).

Aquaporinas sdo proteinas pequenas com menos de 300 aminoacidos, com seis
hélices transmembrana altamente hidrofobicas (1 a 6), organizadas em duas metades distintas
(2,1,3¢5, 4, 6) que formam o conjunto de um canal. As hélices estdo conectadas por cinco
regides de lago (loops A a E) com as sequéncias N- e C-terminais localizadas no lado
citoplasmatico da membrana. Trés dos loops de ligagdo estdo localizados no lado
exoplasmatico (A, C, E) e os outros dois no lado citosolico (B € D). Os loops B ¢ E contém os
motivos NPA (tripleto Asn-Pro-Ala) que sdo parte da assinatura da superfamilia MIP ( Figura

02 — Preston et al., 1994).

Tem sido proposto que as regides Asn-Pro-Ala (NPA) e ar / R de aquaporinas
exercem uma grande influéncia sobre a especificidade para o substrato (Wallace e Roberts,
2004; Forrest ¢ Bhave, 2007). A regido NPA ¢ formada pela justaposicdo estreita das
asparaginas nos dois motivos NPA no centro dos poros. Estes residuos de asparagina formam
os contatos de ligagdo de hidrogénio com as moléculas transportadas ou outras moléculas de
soluto, e pode desempenhar um papel na exclusdo de prétons (Tajkhorshid et al, 2002;. Ilan et

al, 2004;. Forrest e Bhave, 2007). Ja o chamado filtro aromadtico / arginina (ar / R) consiste de



uma tétrade formada por dois residuos das hélices 2 (H2) e 5 (H5) e dois residuos do loop E
(LE1 e LE2- Agre & Kozono,2003; Stroud et al, 2003). Acredita-se que a regido do filtro ar /
R sirva como um filtro de seletividade para o transporte de substratos, determinando a taxa de
transporte, e atuando como uma barreira de exclusdo de tamanho que bloqueia
estereoquimicamente o transporte dos substratos volumosos. Esta regido estabelece pontes de
hidrogénio e ligacdo de van der Waals com os solutos transportados e / ou moléculas de 4gua

(Fu et al, 2000; Sui et al, 2001).

Figura 02. Topologia geral conservada na familia MIP (Wallace and Roberts, 2004). Cada
regido NPA esta coordenada com a--hélices transmembranas. As hélices de 1-3 e o primeiro
NPA no loop B estdo representados em azul e amarelo, respectivamente, ja as hélices
transmembranas de 4 a 6 ¢ a segunda regido NPA no loop E se apresentam em vermelho e
branco, respectivamente. As posicdes relativas dos quatro residuos de H2, HS, ¢ do loop E
(LE1 e LE2) que compreendem a tétrade ar / R estdo indicadas.

A regido do filtro ar / R € um ponto critico que influencia a seletividade de transporte
das MIPs. Os membros da superfamilia MIP de espécies animais e microbianas em geral,
possuem um dos dois tipos de regides ar / R, as quais apresentam caracteristicas conservadas

nas aquaporinas ou glyceroporinas (Thomas et al., 2002). Em contraste, com base no



alinhamento de sequéncias e a modelagem molecular das MIPs de Arabidopsis, a existéncia
de uma maior diversidade estrutural nas sequéncias determinantes no poro foi sugerida. As
varias MIPs podem ser separadas em oito distintos grupos ar / R, o que provavelmente ajuda
na determinagdo da arquitetura do poro e nas propriedades funcionais de cada proteina

(Tabela 01- adaptada de Wallace e Roberts, 2004).

Tabela 01. Assinatura conservada do filtro ar / R de MIPs de Arabidopsis (Wallace and Roberts,
2004). As designacdes em negrito representam cada uma das subfamilias de MIPs de planta como
descrito por Quigley et al. (2001) e Johanson et al. (2001). Abaixo de cada titulo, subcategorias ar
/ R sdo listadas com base no membro representante de cada subfamilia. Os residuos conservados
em cada posi¢do da tétrade do filtro ar / R baseado em alinhamento de sequéncias e modelagem
de homologia estdo listados. O desvio rms do esqueleto de a-carbono do modelo de homologia
das MIPs indicada a partir da espinha dorsal do molde AQP1 esta listado.

Subfamilia MIP ar/R Subgrupo H2 rms Deviation (&)

PIP F H T R 0.91
TIP Grupo I H I A \Y 0.67
Grupo ITA H I G R 1.03
Grupo 11B H I A R 0.72
Grupo 1 N v G C 1.56
NIP Grupo I W LV A R 0.92
Grupo II A | Y AouG R 0.97
SIP Grupo I T F,V,1 p I 1.39
Grupo 11 S H G A 1.86




2)OBJETIVO

O objetivo geral desse capitulo foi o de estudar as relagdes filogenéticas do gene
EgTIP2, previamente minerado no banco de ESTs do eucalipto, bem como de outros genes

codificadores de TIP identificados no genoma eucalipto.



3) MATERIAIS E METODOS

3.1 Banco de Dados

Genes que codificam aquaporinas intrinsecas de tonoplasto (TIP) foram identificados
no genoma de Eucalyptus grandis por pesquisas usando a ferramenta BLAST no Browser
v9.0 Phytozome (http://www.phytozome.net/) (Goodstein et al. 2012) e no Centro Nacional
de Informacdo Biotecnolégica (NCBI- http www / :/. ncbi.nlm.nih.gov). Neste caso, as
sequéncias de aminodcidos das proteinas TIP de Arabidopsis (AtTIP1.1, AtTIP1.2, AtTIP1.3,
AtTIP2, 1 AtTIP2.2, AtTIP2.3, AtTIP3.1, AtTIP3.2, AtTIP4.1, AtTIP5.1), bem como a de

EgTIP2 foram usadas como iscas.

Os bancos de dados usados como fontes para obtengdo das sequéncias protéicas e de
nucleotideos foram: GenBank do National Center of Biotechnology Information (NCBI) para
as sequéncias de Arabidopsis, carvalho e uva, e o Joint Genome Institute (JGI) para buscar as
sequéncias de Populus e o RCSB Protein Data Bank (PDB) fornecendo dados estruturais para
as modelagens protéicas. As sequéncias utilizadas nas analises filogenéticas foram obtidas no
formato FASTA. As descri¢des e autores referenciados para as familias génicas obtidas nos

artigos durante as revisdes bibliograficas foram usados como palavras- chave para as buscas.

Foi selecionado um total de 41 sequéncias representando diferentes grupos de TIP, 3
sequéncias de TIPs de carvalho (Quercus petraea; QqTIP1.1/ JQ846274, QqTIP2.1/
JQ846275, QqTIP2.2/ JQ846276; Rasheed-Depardicu et al., 2012), 11 sequéncias de TIPs de
uva (Vitis vinifera; VvTIP1.1/ CA069259, VvTIP1.2/ CAO63006, VvTIP1.3/ CAO16745,
VvTIP1.4/ CAO21720, VvTIP2.1/ CAO045860, VvTIP2.2/ CAO23095, VvTIP2.3/
CAO50033, VVTIP3.1/ CAO062035, VvTIP4.1/ CAO044039, VvTIP5.1/ CAO042713,
VvTIP5.2/ CAO70596; Shelden et al., 2009), 17 sequéncias de TIPs de Populus (Populus
trichocarpa; PtTIP1.1/549212, PtTIP1.2/833283, PtTIP1.3/822504, PtTIP1.4/656044,

PtTIP1.5/667870, PtTIP1.6/589502, PtTIP1.7/558321, PtTIP1.8/828458, PtTIP2.1/548890,



PtTIP2.2/645978, PtTIP2.3/817166, PtTIP2.4/676397, PtTIP3.1/584517, PtTIP3.2/811826,
PtTIP4.1/561759, PtTIP5.1/414059, PtTIP5.2/423803; Gupta & Sankararamakrishnan, 2009)
e 10 sequéncias de TIPs de Arabidopsis (Arabidopsis thaliana; AtTIP1.1/ AAD31569,
AtTIP1.2/ BABO1832, AtTIP1.3/ TO01947, AtTIP2.1/ BABO01264, AtTIP2.2/ F71442,
AtTIP2.3/ BAB0907, AtTIP3.1/ AAF18716, AtTIP3.2/ AAF97261, AtTIP4.1/ AAC42249,
AtTIP5.1/ T12999 ;Quigley et al., 2001). Essas sequéncias foram inicialmente utilizadas para
classificar e estudar as relagdes filogenéticas do gene minerado no banco FORESTs

(EQTIP2), e posteriormente, dos demais genes identificados em eucalipto.

3.2 Alinhamento das Sequéncias geradas e Andlise Filogenética

As sequéncias foram alinhadas através do programa CLUSTAL W (Jeanmougin,
1998), a filogenia e as analises evolucionarias foram conduzidas utilizando-se o pacote
MEGA 5 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) versdo 5.0 (Tamura et al., 2011). As
predi¢des das regides transmembranicas foram realizadas no servidor TMpred (Hofmann &

Stoffel, 1993) disponivel em http://www.ch.embnet.org/software/TMPRED_form.html.

As filogenias foram estimadas empregando as sequéncias protéicas alinhadas e
utilizando o método de Neighbor-Joining, o qual ¢ mais vantajoso para reconstrugdo de
arvores filogenéticas sem raiz a partir de uma matriz de distdncias e de acordo com o

principio da evolugdo minima (minimum evolution) (Saitou & Nei, 1987).

A reconstrugdo filogenética foi realizada de modo que uma arvore foi gerada usando
sequéncias de aquaporinas de monocotiledonea (Arabidopsis) e dicotiledoneas (Populus,
carvalho e uva) juntamente com aquaporinas putativas de eucalipto. Como teste de confianga

utilizou-se a metodologia de bootstrap para 1000 réplicas.



3.3 Modelagem por homologia

A modelagem por homologia da aquaporina EgTIP2 foi realizada no servidor
SWISS-MODEL Workspace (Arnold et al., 2006) e visualizada e editada nos algoritmos

Swiss-PdbViewer 4.1.0 e RasMol 2.7.5.2



4) RESULTADOS E DISCUSSAO

Estruturas tridimensionais de proteinas sdo essenciais para a compreensdo da fungdo
da proteina a um nivel molecular. Para tal, as técnicas de modelagem comparativa podem
fornecer os modelos mais precisos em casos onde as estruturas experimentais relacionadas
com a proteina de interesse estavam disponiveis. A arquitetura das aquaporinas tem sido
descrita como uma estrutura em forma de ampulheta composta de quatro unidades funcionais
que funcionam como canais de dgua, sendo esta estrutura altamente conservada dentre essas
proteinas nos diferentes organismos. Deste modo, a analise da estrutura dos mondmeros
obtida para a aquaporina putativa de eucalipto em estudo corrobora a idéia de que esta

proteina corresponde a uma proteina transportadora de agua da superfamilia MIP.



Figura 03. Representagdo grafica do mondmero da aquaporina de E. grandis em estudo em
vista longitudinal (A) e transversal (B). Modelagem da superficie do monémero em vista
longitudinal (C) e transversal (D).

No genoma de Eucalyptus grandis (Browser v9.0 Phytozome) foram identificadas
cinco sequéncias com similaridade a aquaporinas da subfamilia TIP a partir de BLAST
utilizando sequéncias de A. thaliana como iscas. Com base na analise filogenética e
similaridade com as sequéncias padrao de Arabidopsis, os genes identificados como AQP de
eucalipto foram nomeados de acordo com a nomenclatura padrdo para MIPs. Diante do

exposto, os genes identificados foram classificados como: uma TIP1 (TIP1,1), uma TIP2



(TIP2,1), uma TIP3 (TIP3,1), uma TIP4 (TIP4,1) e uma TIPS (TIPS, 1), sendo portanto, um
integrante de cada um dos cinco grupos constituintes dessa subfamilia. De um modo geral, a
constru¢do da arvore filogenética confirmou a nomenclatura proposta a partir das sequéncias
de Arabidopsis, e demonstrou ainda que essas sequéncias apresentam maior similaridade com

as sequéncias de uva e alamo (Populos).

Em andlises prévias verificou-se que a sequéncia de aminodcidos da proteina de
eucalipto (cujo EST foi minerado no banco FORESTSs) apresenta mais de 80 % de identidade
com as aquaporinas do grupo 2 da subfamilia TIP dentre as demais TIPs dispostas no banco
de dados de proteinas do NCBI. Compartilha similaridade com as TIPs de grupo 2 de
Arabidopsis, alamo e mais estritamente de uva e carvalho. Devido ao fato das OTUs
(Unidades Taxondmicas Operacionais) relativas a EgTIP 2.1 de eucalipto e 2.1 de carvalho
estarem agrupadas juntas na arvore gerada (Figura 04), nos leva a acreditar que ambas

compartilhem da mesma fungao fisioldgica, cada qual em sua respectiva espécie.
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Figura 04- Arvore filogenética construida a partir de sequéncias de aminoacidos de
aquaporinas da subfamilia TIP( tonoplast intrinsic proteins) de Arabidopsis thaliana,
Quercus petreae, Populus trichocarpa, Vitis vinifera e a sequéncia em estudo (*EgTIP2),
assim como outras 4 sequéncias de TIP proveniente de Eucalyptus grandis, destacadas em
marrom. Analise realizada usando Neighbor-Joining, com 1000 réplicas de bootstrap.

Quando a sequéncia deduzida de aminoacidos de EgTIP2 foi alinhada com as de
outras TIPs de grupo 2 das espécies vegetais utilizadas na construgdo da arvore foi possivel
confirmar a presenca, em EgTIP2, de oito segmentos conservados que definem a arquitetura
do nucleo de seis hélices transmembranares e dos dois lagos funcionais B (LB) e E (LE)

(Figura 05). Estes se projetam para dentro do plano da membrana e, somados aos residuos da



tétrade que compdem a regido do flitro ar/R, satisfazem a arquitetura de uma aquaporina

tipica.
™I
PtTIP2.3 MAKIAFGSLGDSFSLASIKAYLSEFIATLLFVFAGVGSAIAYSKLTTDAALDPPGLVAVA &0
PLTIP2.4 MVKIAFGSLGDSFSVGSLKAYLSEFIATLLFVFAGVGSAIAYSKLTTDAALDPPGLNAVA &0
*EQTIP2.1 MVKLAFGGFGDSFSVGSLKSYLCEFIATLLFVFAGVGSATAYGKLTADAGLDPAGLVAVA &0
QpTIP2.1 MVKLAFGSFGDSFSIESLKSYLSEFIATLLFVFAGVGSAIAYSKLTSDAALDPPGLVAVA &0
VWTIP2.2 MVKLAFGSFGDSFSVGSLKAYLSEFNATLLFVFAGVGSAIAYGKLTSDAALDPPGLVAVA &0
AtTIP2.2 MVKIEIGSVGDSFSVASLKAYLSEFIATLLFVFAGVGSALAFAKLTSDAALDPAGLNAVA &0
AtTIP2.3 MVKIEVGSVGDSFSVSSLKAYLSEFIATLLFVFAGVGSAVAFAKLTSDGALDPAGLVAIA &0
™2 ™3
PLTIP2.3 VA;?FALFVGVSIAANISGGH FGLAIGGNIT#LTGLLYWIAQCLGSIVACLLLK 120
PtTIP2.4 VAHAFALFVGVSIAANISGGH TFGLAIGGNITILTGLLYWIAQCLGSIAACLLLK 120
*EgQTIP2.1 VAHAFALFVGVSIAANISGGH TFGLAVGGNITILTGIFYWIAQCLGSIVACLLLK 120
QpTIP2.1 VAHAFALFVGVSIAANISGGH TFGLAVGGNISILTGIFYWIAQCLGSIVACLLLK 120
VvTIP2.2 TAHAFALFVGVSIAANISGGH FGLAIGGHITILTGIFYVIAQCLGSIVACLLLK 120
AtTIP2.2 VAHAFALFVGVSIAANISGGH LGLAVGGNITV&TGFFYWIAQCLGSIVACLLLV 120
AtTIP2.3 TAHAFALFVGVSTAANISGGH TLGLAIGGNITL?TGFFYWIAQCLGSIVACLLLV 120
™4 ™S
PtTIP2.3 VVTSAEGIPTHGVASGMSAIEGVVMEIVITFALVYTVYATAADPKKGSLGIIAPIAIGFI 100
PLTIP2.4 FATSAESIPTHGVASGMSAVEGVVMEIVITFALVYTVYATAADPKKGSIGITAPIAIGFI 180
*EgTIP2.1 FVTGTESVPTHGVAAGMNAIEGLVMEVVITFALVYTVYATAADPKKGSIGIIAPIAIGFI 180
QpTIP2.1 FVINGESIPTHGVASGMNAIEGVVMEIIITFALVYTVYATAADPKKGSIGIIAPIAIGFI 180
VwTIP2.2 FATNGESIPTHGVAAGMNAIEGVVMEIVITFALVYTVYATAADPKKGSLGITAPIAIGFI 180
AtTIP2.2 FVINGESVPTHGVAAGLGAIEGVVMEIVVTFALVYTVYATAADPKKGSLGTIAPIAIGFI 180
AtTIP2.3 FVTNGKSVPTHGVSAGLGAVEGVVMEIVVTFALVYTVYATAADPKKGSLGTIAPIAIGFI 180
™6
[ LE: E:

PtTIP2.3 VGANILAAGPFSGGSMUFIRSFGPAVVSGDFSQNWINWLGPLVGGGLAGLVYGGIFIGEY 240
PLTIP2.4 VGANILAAGPFSGESMYFRSFGPAVVSCGDFSONWINWLGPLIGGGLAGLVYGDIFIGEY 240
*EgTIP2.1 VGANILAAGPFSGGSMI: RSFGPAVVSGNFSENWIYWVGPLVGGGLAGLVYGDIFIGEY 240
QpTIP2.1 VGANILAAGPFSGGSMUFIRS FGPAVVSGNFSENWIYWVGPLIGGGLAGLVYGDIFIGEY 240
VvTIP2.2 VGANILAAGPFSGGSMUFIRS FGPAVVSGDFSENWIYWVGPLVGGGLAGLVYGNIFIELY 240
AtTIP2.2 VGANILAAGPFSGGSME ﬁSFGPAVVSGDFSQIHIYWVGPLVGGALAGLIYGDVFIGSY 240
AtTIP2.3 VGANILAAGPFSGGSMURMRSFCGPAVVSGDLSQIWINWVGPLVGGALAGLIYGDVFIGEY 240
PETIP2.3 APAPVSEDYA 250

PLTIP2.4 TAAPVSEDYA 250

“EgTIP2.1 ASVPASQDYA 250

QpTIP2.1 APVPVSQDYA 250

VwTIP2.2 ASVPTSDEYA 250

AtTIP2.2 APAPTTESYP 250

AtTIP2.3 EAVETREIRV 250

Figura 05. Alinhamento comparativo de sequéncias preditas de aminoacidos da proteina EgTIP2
(*) de Eucalyptus grandis com outras TIP2 de espécies representativas em plantas (Arabidopsis
thaliana, Quercus petreae, Populus trichocarpa, Vitis vinifera). Retangulos representam as
hélices transmembréanicas preditas. Os residuos correspondentes aos sitios canénicos NPA estio
marcados em preto. Os aminoacidos conservados tipicamente encontrados na regido de
constri¢ao do poro (filtro seletivo aromatico/Arginina) estdo marcados em cinza.



O filtro de seletividade, uma regido de constri¢do formada por quatro residuos perto
da entrada extracelular, fornece caracteristicas distintivas que identificam as diferentes
subfamilias de aquaporinas. Com base na comparagdo dos residuos de aminoéacidos presentes
na regido do filtro de seletividade ( ar/ R), os membros das quatro subfamilias filogenéticas
das aquaporinas de Arabidopsis puderam ser classificados em oito grupos (Wallace &
Roberts, 2004). Utilizando-se desse mesmo padrdo, a aquaporina de eucalipto em estudo foi
classificada como uma TIP pertencente ao grupo IIA por apresentar uma combinacdo
especifica dos residuos His na posi¢do da hélice H2, Ile na posi¢do da hélice HS, Gly em LE1
e Arg em LE2 (Figura 6). Cabe salientar que nas TIPs do grupo II, os residuos presentes no
LE do filtro ar / R incluem uma Arg altamente conservada em LE2, como em outras
aquaporinas, contudo uma Ala (Grupo IIB) ou Gly (Grupo IIA) encontra-se presente na

posigdo de LE1.

)
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Figura 06. Analise estrutural da TIP2 de E. grandis; A) modelo tridimensional do transportador EgTIP2
em vista perpendicular ao poro enfocando os motivos NPA e o filtro seletivo aromatico/Arginina; B)

superposicdo estrutural da porgdo seletiva do canal TIP2 de E. grandis (em branco) e PIP2 de Spinacia

oleracea (em azul) (PDB — 2B5F) cuja estrutura foi resolvida experimentalmente.



A presenca de residuos de aminoéacidos envolvidos na especificidade do transporte de
agua, incluindo os residuos da regido ar / R correspondente ao filtro seletivo e os dominios
conservados NPA, identificados na EgTIP2.1, sugerem que essa putativa AQP de eucalipto

exibe atividade de canal de 4gua.

As demais funcdes dessa aquaporina de eucalipto ainda precisam ser estudas, visto
que as aquaporinas da subfamilia TIP apresentam diversas fungdes além de regulador no
transporte de 4gua vacuolar (Chrispeels & Maurel, 1994; Maurel, 1997). Estudos
demonstraram, por exemplo, que as TIP1 e TIP2 podem interagir com a proteina la do virus
do mosaico do pepino (CMV) no sistema Sos de recrutamento nas membranas do vacuolo.
Provavelmente essas proteinas TIP1 e TIP2 participam especificamente no processo de
ancoragem do complexo de replicagdo viral ao tonoplasto (Kim et al., 2006). Ja em
Arabidopsis, dois genes que codificam aquaporinas de tonoplasto, AtTIP2;1 e AtTIP2;3,
foram descritos como envolvidos no transporte de metilamonia ou amoénia para fora do

citoplasma (Loqué et al., 2005).



5) CONCLUSAO

As analises filogenéticas conduzidas nesse trabalho permitem classificar a proteina
codificada pelo gene EgTIP2 como uma aquaporina pertencente a subfamilia TIP do grupo
ITA. A anélise da estrutura modelada indica que EgTIP2 apresenta todas as caracteristicas
estruturais requeridas para atuar como um canal de agua. Além disso, a analise realizada

permitiu identificar ao menos 5 diferentes genes codificando TIPs no genoma de eucalipto.



CAPITULO 2 - Caracterizacdo Molecular de EgTIP2 e resposta ao estresse osmotico

1) INTRODUCAO

1.3. As aquaporinas e os estresses abioticos

A percepgao de estresses abioticos e a transducdo de sinais sdo passos importantes na
determinagdo da sobrevivéncia e na reproducdo de plantas expostas a diferentes ambientes
(Chinnusamy et al., 2004). A comparagdo da expressdo génica em diferentes células, tecidos
e tratamentos, fornecem informagdes importantes para a analise ¢ a compreensdo de
processos biologicos que controlam as respostas dos organismos as diferentes situacdes

(Liang & Pardee, 1995) (Figura 07).
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Figura 07. Complexidade da resposta das plantas aos estresses abidticos. Estresses primarios,
como seca, salinidade, calor, frio ¢ poluigdo quimica sdo frequentemente interligados, e
causam dano celular e estresses secundarios, como osmotico € oxidativo. Os sinais iniciais de
estresse desencadeiam processos de sinalizagdo que culminam em alteragdes de expressao
génica que irdo ativar mecanismos de resposta para restabelecer a homeostase ¢ proteger ¢
reparar proteinas e membranas danificadas. Respostas inadequadas a um, ou varios passos, da
via de sinalizacdo e da regulagdo génica podem resultar em alteracdes irreversiveis na
homeostase celular, levando a célula morte (Wang et al., 2003).

Neste contexto, diferentes estudos de expressdo génica em diversas espécies de
plantas tém mostrado respostas variaveis de isoformas de aquaporina ao estresse hidrico,
evidenciando tanto um aumento, quanto uma diminui¢do na expressao génica (Yamada et al.,
1997; Mariaux et al., 1998; Sarda et al., 1999; Suga et al., 2002; Jang et al., 2004;

Alexandersson et al., 2005). Nas folhas, raizes e ramos de oliveira (Olea europaea), por



exemplo, a expressdo dos genes OePIP1; 1, OePIP2; 1, ¢ OeTIP1; 1 foi significativamente
reduzida apds 3 e 4 semanas de retirada da agua (Secchi et al., 2007). Diversas evidéncias na
literatura sugerem que os genes TIP estdo associados com a tolerdncia das plantas aos
estresses abioticos, especialmente seca e salinidade. No entanto, a relacdo entre TIPs e a
tolerancia das plantas aos estresses abidticos permanece ambigua. Evidéncias experimentais
revelam que os niveis de expressdo de genes TIP sdo regulados de forma espacial e temporal,
e por condigdes de estresse variadas (Ludevid et al., 1992; Boursiac et al., 2005; Sakurai et
al., 2005. Li et al., 2008b, 2009; Liu et al., 2008).

A regulagao rapida de cada um dos genes que codificam aquaporina em resposta ao
estresse salino ou seca tem sido relatada em varias espécies (Yamada et al., 1995, Li et al.,
2000;. Kawasaki et al., 2001; Smart et al., 2001; Maurel et al.,, 2002). Boursiac e
colaboradores (2005) mostraram que a exposi¢do das raizes de Arabidopsis ao sal induz
mudangas na expressdo da aquaporina em varios niveis. Estas altera¢cdes incluem uma
regulagdo coordenada da transcri¢do e relocalizagdo subcelulares de ambas as PIPs e TIPs.
Estes mecanismos podem agir em conjunto para regular o transporte de agua da raiz,

principalmente em longo prazo (~ 6 h) (Boursiac et al.,2005).

A regulacdo transcricional dos genes que codificam aquaporina por hormdnios como
acido abisico (ABA) ou GAj;, ou ainda por estimulos ambientais diversos como a baixa
temperatura, seca, salinidade, ritmo circadiano, luz e privacdo ou fornecimento de nutrientes
também foi revelada (Figura 07). Essas analises foram realizadas em muitas espécies de
plantas, incluindo Arabidopsis (Liu et al., 2003; Maathuis et al., 2003; Jang et al., 2004),
arroz (Lian et al., 2004), milho (Gaspar et al., 2003; Lopez et al., 2003, 2004), cevada
(Katsuhara et al., 2002, 2003), rabanete (Suga et al., 2003), nogueira (Sakr et al., 2003).
Contudo as aquaporinas também podem ser reguladas em nivel pos-traducional, incluindo

fosforilagdo, glicosilagdo e protedlise (Johansson et al., 2000).

Apesar dos estudos demonstrando que as aquaporinas tém a sua expressao regulada

em condi¢des desfavoraveis ao desenvolvimento da planta, os relatos sobre os efeitos de sua



atividade na tolerancia das plantas aos estresses abidticos que promovem perda de 4gua, como
salinidade e seca, sdo ainda bastante limitados. Nesse cendario, o presente trabalho busca
elucidar a regulagdo da expressdo do gene EQTIP2, que codifica uma aquaporina intrinseca de
tonoplasto do grupo 2 em E. grandis, sob diferentes condigdes de estresse osmotico e sob

tratamento com fitohormonio.



2) OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivo realizar a caracterizagdo molecular do gene

EgTIP2 de Eucalyptus grandis. Para tal, os seguintes objetivos especificos foram propostos:

A) Investigar a tecido-especificidade do promotor do gene EQTIP2 empregando plantas
de Nicotiana tabacum transgénicas.

B) Analisar a atividade da regido promotora do gene EgTIP2 em resposta ao estresse
osmotico e ao acido abscisico em diferentes linhagens de plantas transgénicas de

tabaco.

C) Investigar o perfil de expressdo do gene EgTIP2 em plantas de E. grandis submetidas

ao estresse osmotico.



3) MATERIAIS E METODOS

3.1. Material vegetal e cultivo das sementes

Utilizou-se sementes de Nicotiana tabacum SR1 selvagens assim como 3 linhagens
transgénicas transformadas com um cassete de expressdo contendo a regido promotora do
gene EQTIP2 (aqui denominada AQUA) em fusdo com o gene reporter UidA que codifica a -
glucuronidase (GUS) (Plantas AQUA:GUS; Rodrigues et. al., 2010) (Figura 08). As
linhagens empregadas representam eventos independentes de transformagdo. Todas as
sementes foram inicialmente esterilizadas com embebi¢do em agua Milli-Q pelo periodo de
uma hora, e posteriormente colocadas em etanol 70% por 1 minuto e lavadas 2x com agua
Milli-Q autoclavada. As sementes foram entdo mantidas em solug@o de hipoclorito 35% por 7
minutos e lavadas 5x com agua Milli-Q autoclavada. Apos esterilizagdo, as sementes foram
dispostas em placas de Petri contendo meio MS (Murashige & Skoog, 1992) adicionado de
0,23% de Phytagel (Sigma), e mantidas em camara climatizada com fotoperiodo de 16 horas

de luz artificial e temperatura entre 25+2°C.
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Figura 08. Representacdo esquematica do cassete de expressdo contendo o promotor do gene
EgTIP2 [AQUA; 900 pares de base (pb)] em fusdo transcricional com o gene uidA (GUS)
inserido no vetor binario pPCAMBIA-1381z. O terminador da nopalina sintetase (NOS) esta

representado.

Para a realiza¢do dos ensaios em eucalipto foram utilizadas mudas de Eucalyptus
grandis com 2 meses de idade (clone SP0791) fornecidas pela empresa SUZANO PAPEL E
CELULOSE e provenientes de area de producdo de mudas da empresa em Itapetininga-SP.
As mudas encontravam-se acondicionadas em tubetes de polietileno com 30x120 mm de
dimensdo. Nos ensaios posteriores, essas mudas foram cultivadas em condigoes hidroponicas
em casa de vegetagdo com temperatura de 25+2°C pertencente ao Departamento de Botanica
do Instituto de Biociéncias da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”

(UNESP) do Campus de Botucatu-SP.

3.2. Ensaios histoquimicos da atividade GUS

Os ensaios histoquimicos para deteccdo da atividade GUS nos orgaos/tecidos de
tabaco transformado foram realizados empregando-se um substrato halogénico (5-bromo-4-
chloro-3-indolyl-D-glucuronide; XGluc), que em contato com a enzima se torna azulado
(Jefferson et al., 1987). O objetivo nesse caso foi investigar a especificidade de expressdo

determinada pelo promotor em estudo em um sistema heterdlogo (tabaco). Para tal, plantulas



inteiras de trés linhagens transgénicas AQUA:GUS (geracdo T2), em diferentes fases de
desenvolvimento (plantulas apresentando 2, 3, e 4 folhas), foram submetidas ao ensaio GUS.
Como controle positivo foram utilizados tabacos transgénicos transformados com um cassete
de expressdo contendo o promotor constitutivo 35S do Cauliflower mosaic virus (CaMV)
fusionado transcricionalmente ao gene reporter GUS (cedidos pelo Prof. Dr. Mércio de Castro
Silva-Filho — Departamento de Genética - ESALQ-USP). O ensaio histoquimico foi baseado

em Jefferson et al. (1987) e Lacorte & Romano (1998).

3.3. Analises da regido promotora

A sequéncia de nucleotideos do promotor do gene EQTIP2 foi analisada
quanto a presenga de elementos Cis-regulatorios utilizando o banco de dados do

PlantCARE (a plant cis-acting regulatory element database; Lescot et al., 2002).

3.4. Inducdo de estresse osmotico e tratamento com acido abscisico

Esses ensaios tiveram por objetivo investigar a resposta da regido promotora do gene
EgTIP2 ao tratamento com acido abscisico ¢ em resposta ao estresse osmoético. Quinze dias
apods a germinacgdo, as plantulas das linhagens transgénicas foram transferidas para gerbox de
polietileno preto fosco contendo solugdo nutritiva (Hoagland 25%) com oxigenagdo
constante, onde permaneceram por duas semanas para adaptagdo. Em seguida foram
submetidas aos tratamentos com manitol (estresse osmotico) e ABA. Para tal foram
adicionados a solugdo nutritiva 0,1 mM de ABA, 250 mM de manitol ou a combinagdo de
ambos (ABA 0,1 mM e manitol 250 mM), respectivamente. Em todos os casos, as plantas
foram acondicionadas a temperatura de 25+2°C em camara de crescimento sob condig¢des
controladas. As plantulas foram coletadas nos tempos 0, 3 e 24 horas para analises
posteriores. O tempo 0 (zero) corresponde ao controle ndo tratado em ambos 0s experimentos.
As concentragdes de ABA e manitol foram definidas em testes preliminares realizados por

Husseini (2008). O RNA total das plantulas coletadas nos diferentes tempos foi extraido para



posterior quantificacdo da expressdo de GUS por PCR em tempo real (QPCR) como descrito

no item abaixo.

3.5. Ensaios de cultivo hidrop6nico de eucalipto

Esses ensaios visaram determinar as melhores condig¢des para cultivo hidropdnico de
mudas de eucalipto, tendo em vista que o cultivo hidropénico ndo ¢ uma técnica comumente
utilizada no cultivo de espécies florestais. Para tal, mudas de E. grandis foram transferidas
para caixas de polietileno prata fosca (23 L), com dimensdes de 48 cm de comprimento x 32
cm de largura x 15 cm de altura, contendo solugio nutritiva em forma de cultivo hidropdnico.
Para os testes foram utilizadas diferentes concentracdes da solugdo nutritiva de Hoagland (25,
50, 75 e 100%), empregando um total de 5 mudas de eucalipto para cada concentracdo
testada. As mudas foram acondicionadas em potes confeccionados com garrafas pets
(pintadas de prata fosco e contendo tampa) contendo a solugdo nutritiva a ser testada. As
mudas foram mantidas sobre oxigenacdo constante pelo uso de um borbulhador acoplado a
um compressor de ar durante o periodo de 20 dias (Figura 09). Posteriormente a esse periodo,
o desenvolvimento dessas mudas foi acompanhado para determinar a concentragao de solugdo
mais adequada para o cultivo hidropoénico de eucalipto.

O valor do pH da solugdo nutritiva foi monitorado com o uso de um medidor de pH de
bancada (Hanna- Modelo pH 21) e ajustado a 5,5+0,5, utilizando-se de solugao NaOH ou HCI
0,1 mol L-1. Na mesma ocasido foi monitorada a condutividade elétrica da solugdo nutritiva
com um condutivimetro portatil (CG220), mantendo-a com valor inferior a 2,0 dS m-1, 1,5 dS
m-1, 1,0 dS m-1 , 0,5 dS m-1, conforme indicagdo de cada concentragdo da solucdo de
Hoagland (100%, 75%, 50% e 25% respectivamente). Utilizou-se agua deionizada para
compor a solugdo nutritiva e para a reposicdo da agua evapotranspirada. A solug@o nutritiva

foi renovada quinzenalmente.



Figura 09. Sistema de cultivo hidropdnico de eucalipto em garrafas pets para teste—piloto de
adaptacdo a hidroponia e estabelecimento da melhor concentragdo da solugdo de Hoagland
para essa espécie.

3.6. Mensuracao das trocas gasosas foliares

A avaliagdo das trocas gasosas foi realizada utilizando-se equipamento de sistema
aberto de fotossintese e transpiragdo com analisador de CO, e vapor d’agua por radiacdo
infravermelha (LI-6400, LI-COR, Lincoln, NE, USA). Essas medidas foram realizadas no
periodo das 9 as 12 h, as 15 h, as 21 h em dia ensolarado. As medidas foram realizadas num
periodo de 24 horas apds inicio do estresse hidrico e 4 dias apds a recuperagdo desse estresse,
selecionando-se 9 plantas (repeti¢cdes) por tratamento, nas quais foi escolhida e padronizada a
2% folha completamente expandida. As caracteristicas de trocas gasosas analisadas foram: taxa
de assimilagdo de CO; (A, umol CO, m'zs'l), condutancia estomatica (gs, mol m'zs'l) e taxa
de transpiragdo (E, mmol vapor d’dgua ms"), adotando-se 1000 pmol m™s” (PAR) de
luminosidade fixados no aparelho. A eficiéncia do uso da agua (WUE, pmol CO, (mmol

H,0)™") foi determinada através da relagio entre assimilagio de CO, e taxa de transpiragdo



(Ane/E), descrita por Berry & Downton (1982), e a eficiéncia instantdnea de carboxilacio

(Ane/Ci) determinada através da metodologia descrita por Von caemmerer & Farquhar (1981).

3.7. Inducdo de estresse osmatico em mudas de Eucalipto

Esses ensaios tiveram por objetivo investigar a expressdo do gene EQTIP2 em
resposta ao estresse osmotico curto. Apds um més de adaptagdo em cultivo hidropdnico em
solucdo de Hoagland 75%, as mudas de eucalipto foram submetidas ao tratamento com
polietileno glicol 8000 (PEG) para indugio de estresse osmotico (Figura 10). As mudas foram
transferidas para caixas de polietileno contendo solugdo nutritiva com adigdo de 215 g de
PEGS8000/L, respectivamente, visando atingir o potencial osmoético de -0,6 Mpa de acordo
com Villela & Beckert (2001). As mudas foram acondicionadas a temperatura de 25+2°C em
casa de vegetacdo com condi¢des controladas. As coletas foram realizadas nos tempos 0, 6 ¢
24 horas de estresse, ¢ uma coleta adicional realizada apds um periodo de recuperagdo das
mudas por quatro dias em solu¢do sem a presenga de PEG8000.

Em seguida, o RNA total das raizes das mudas submetidas aos referidos tratamentos
foi extraido empregando metodologia descrita no item 3.8 conforme Korimbocus et al.
(2002). Aliquotas do RNA total extraido foram submetidas a reacdo de transcrigdo reversa
como descrito no item 3.9, ¢ a quantificacdo da expressdo relativa do gene EQTIP2 foi

realizada por qPCR utilizando oligonucleotideos especificos para esse gene.



Figura 10. Vista geral do ensaio de estresse osmotico empregando mudas de eucalipto
realizado em casa de vegetacdo controlada do Departamento de Botanica da Universidade
Estadual Paulista (UNESP- Botucatu, SP).

3.8. Extracdo de RNA total

O RNA total das plantulas de tabaco e mudas de eucalipto tratadas foi extraido
empregando metodologia descrita por Korimbocus et al. (2002) (baseado em Chang et al.,
1993) com modificagdes. Utilizou-se aproximadamente 100 mg de tecido macerado em
nitrogénio liquido com posterior solubilizagdo em 700 pl do tampao de extracdo CTAB (Cetyl
Trimethyl Ammonium Bromide) pré-aquecido e incubagdo por cerca de 30 min a 65°C. Um
volume de 500 pl de CIA (cloroféormio:alcool isoamilico - 24:1) foi adicionado e a solugdo
submetida a homogeneizacdo. Centrifugou-se a 10000 rpm por 10 min a 4°C e coletou-se o

sobrenadante, aplicando-se novamente o passo anterior de CIA seguido de uma nova



centrifugacdo. Um volume de cloreto de litio (LiCl 5M) foi adicionado ao volume de
sobrenadante coletado, e o RNA total foi precipitado a -20°C por no minimo 12 h com
posterior centrifugacdo a 12000 rpm por 30 min (4°C). Lavou-se o sedimento em 200 pl de
Tris-EDTA (TE)-SDS 1%, 100 pl de NaCl 5 M e 300 pl de isopropanol. A amostra foi
precipitada durante 2 h a -20°C e centrifugada a 12000 rpm por 20 min (4°C). Uma lavagem
foi realizada com 500 pl de etanol 70% e um novo passo de centrifugagcdo a 10000 rpm por 5
min (4°C) foi realizado. O RNA total extraido foi diluido em 25 pl de H,O DEPC. O RNA
total foi quantificado em espectrofotometro NanoDrop ND-1000 UV-Vis (NanoDrop
Technologies) usando absorbancia a 260 nm, e a 280 nm como indicador de pureza, e sua
qualidade e integridade foram verificadas por eletroforese em gel desnaturante de agarose

(1%) corado com brometo de etidio.

3.9. Transcricao reversa (RT)

Para as analises empregando RT-qPCR, aliquotas de 1 pg do RNA total extraido
foram tratadas com DNAse I segundo as recomendagdes do fabricante (MBI Fermentas),
visando degradar todo DNA genOémico presente nas mesmas. Apos o tratamento com DNAse
I, cada aliquota de RNA foi submetida a transcri¢do reversa (RT) empregando-se o High-
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems) que utiliza primers
randémicos e oligo-dT. As amostras de cDNA obtidas foram quantificadas em
espectrofotometro NanoDrop ND- 1000 UV-Vis (NanoDrop Technologies) usando
absorbancia a 260 nm. No caso do tabaco, a qualidade do cDNA obtido foi verificada pela

amplifica¢do do gene constitutivo 18S rRNA de N. tabacum empregando PCR convencional.

3.10. PCR quantitativa em tempo real

A quantificagdo da expressdo relativa do gene reporter uidA (GUS) nos tabacos

tratados foi realizada por PCR em tempo real. Para tal, utilizou-se os cDNAs obtidos no item



anterior. As amostras de cDNA quantificadas com auxilio do espectrofotdmetro (Nanodrop)
foram ajustadas para 80 ng/pl. O reagente utilizado na reag¢do foi o SYBR Green Master Mix
conforme recomendacdo do fabricante (Applied Biosystems), ¢ os oligonucleotideos gene-
especificos foram desenhados usando o programa “Primer Express” (Applied Biosystems).
Os oligonucleotideos utilizados para amplificacdo do gene repérter GUS foram: RT GUS-R
5'- GCCAGTGGC GCGAAATATT -3' e RT GUS-F 5'- TTGCCAACGAACCGGATAC -3".
Um gene de tabaco que codifica um fator heat shock (NtHSF2; AB014484) responsivo ao
estresse osmotico (Agarwal et al., 2010) foi usado como controle positivo de indugdo. Para
sua amplificacdo foram empregados os seguintes oligonucleotideos: RT HSF2-R 5'-
CACTGTCTACTGGTTTGCTTTC-3' e RT HSF2-F 5'-
AGAGTTGGATGAATCTACAAGTTG-3'". Diversos genes de tabaco foram testados para
atuar como normalizadores (Tabela 02). Apos tais testes, o gene 18S rRNA foi selecionado e

usado na normalizagdo.

O aparelho ABI PRISM 7000 Sequence Detection System (Applied Biosystems) foi
utilizado como plataforma para a qPCR. A expressdo relativa do gene alvo (GUS) foi
determinada empregando o método de 2*“* (Livak e Schmittgen, 2001). A eficiéncia dos
primers e os valores 6timos do CT (cycle threshold) foram estimados usando a ferramenta on
line real-time PCR Miner (Zhao and Fernald, 2005). Os niveis de expressdo e o desvio
padrdo foram calculados e estatisticamente testados usando o software REST©O (Pfaffl et al.,

2002).



Tabela 02. Descrigdo dos oligonucleotideos testados nas reagdes de PCR em tempo real para
diferentes genes normalizadores de tabaco.

Nome

ntACT F 5'-GGG AGG ACA TTC AACCCCTT -3 57.00°C

ntACT R

ntTB F 5'- TCC TGG TAC TGC TGA TAC TCC GA 58.90°C
-3

ntTB R

nt18S 2 F 5'- ATC GCA CGG CCATCGT -3' 66.90°C

nt18S 2 R

ntACTIN 1 F | 5'-TCC GTT GTC CTG AGG TCC TT -3' 66.00°C

ntACTIN 1 R

ntB.TUBI F | 5'- AAG CTG AAA GCA ACA TGA ACG -3' 64.20°C

ntB.TUBI R

ntALFA 5'- CAA GAC TAA GCG TAC CAT CCA -3"  61.70°C

TUBF

ntALFA




TUB R ‘

No caso da quantificacdo da expressao relativa do gene EgTIP2 utilizou-se os cDNAs
obtidos por transcrigdo reversa a partir de RNA total extraido de raizes de mudas tratadas e
ndo tratadas. Os oligonucleotideos utilizados para amplificacdo dos transcritos do gene
EgTIP2 foram: RT TIP-R 5° CGGCGAACACGAAGAGG 3° e RT TIP-F %
TGGCTTTGGTGACTCCTTC 3°. O método de 2" (Livak & Schmittgen, 2001) foi
utilizado para as andlises, nas quais a expressdo relativa do gene alvo foi calculada com base
na expressdo de um gene normalizador. Nesse caso foi usado um gene que codifica uma
Actina de E. grandis (RT ACT-R 5’AACATAGGCATCCTTCTGAC 3° e RT ACT-F 5’
GTCTTTCCCAGTATTGTTGGT 3’). A eficiéncia dos primers e os valores 6timos do CT
(cycle threshold) foram estimados usando a ferramenta on line real-time PCR Miner (Zhao
and Fernald, 2005). Os niveis de expressio ¢ o desvio padrdo foram calculados e

estatisticamente testados usando o software RESTO (Pfaffl et al., 2002).

4) RESULTADOS E DISCUSAO

4.1. Ensaios histoquimicos da atividade GUS nas plantas de tabaco transformadas

com o cassete AQUA:GUS

Com a disponibilidade de sementes de diferentes linhagens de tabaco transformadas
com o cassete de expressio AQUA:GUS (geracdo T2) foi possivel realizar ensaios
histoquimicos da atividade GUS para verificacdo do padrao de expressdo determinado pelo
promotor em estudo. Nesse experimento foi usado como controle negativo, plantulas de
tabaco selvagem (N. tabacum SR1), e como controle positivo, plantulas transformadas com
um cassete de expressdo contendo GUS sob controle do promotor 35S de CaMV. As analises

in situ demonstraram que as linhagens transgénicas contendo o cassete AQUA:GUS



apresentaram, nos diferentes estagios do desenvolvimento, um padrdo de expressdo de GUS
no feixe vascular e na regido meristematica localizada na ponta da raiz, como pode ser
observado na Figura 11 (Painéis C, D e E). O referido padrao de expressdo de GUS contrasta
com o padrdo constitutivo verificado nas plantas controle (35S:GUS; Figura 11A). Estes
resultados indicam que o promotor AQUA ¢ transcricionalmente ativo e determina em tabaco
um padrdo de expressdo predominantemente vascular.

A tecido-especificidade da expressdo de membros da subfamilia TIP de aquaporinas
ainda ndo foi estudada em detalhes, mas alguns estudos relatam padrdes de expressdo iniciais
nas raizes laterais, no tecido meristematico localizado junto a ponta da raiz ou ao longo de
toda raiz, e em células do periciclo que formam os polos do xilema (Gattolin et al., 2009). No
nosso trabalho, a atividade GUS dirigida pelo promotor ndo ficou restrita ao sistema radicular
como seria esperado, tendo sido detectada tanto na ponta da raiz, como ja descrito por outros,
e ao longo do sistema vascular de toda a planta. A ndo manutengdo em tabaco da expressdo
raiz-especifica validada em eucalipto pode ser atribuida a auséncia na regido promotora
clonada de elementos cis-regulatorios necessarios para tal. Uma outra hipOtese estaria
relacionada a auséncia no tabaco de fatores de transcri¢do raiz-especificos do eucalipto. De
qualquer maneira, a identificacdo de um promotor vascular-especifico pode ser considerada
como uma ferramenta potencial para atingir a expressdo do transgene nos tecidos vasculares,

evitando efeitos secundarios indesejaveis causados pelo uso de promotores constitutivos.



Plantula Folha : Raiz

Figura 11. Padrdo predominante de expressdo de GUS sob controle do promotor investigado em
plantulas de tabaco transgénico em diferentes estdgios de desenvolvimento: plantulas com 2 (C), 3 (D),
e 4 (E) folhas. Plantulas transformadas com um cassete 35S:GUS (A) e plantulas do tipo selvagem (B)
foram utilizadas como controle positivo ¢ negativo, respectivamente. A coloracdo azul indica a
presenca de expressao GUS.



4.2. Analise da sequéncia promotora em bancos de dados

A andlise da regido promotora (900 pb) do gene EQTIP2 permitiu a identificagcdo de
alguns elementos Ccis-regulatorios que a caracterizam como uma regido promotora
possivelmente regulada em condicdes de estresse e na presenca de acido abscisico (ABA). Na
Tabela 03 destacamos os elementos Cis-regulatorios mais relevantes encontrados empregando

o banco de dados PlantCARE.

Tabela 03. Elementos cis-regulatorios relevantes encontrados na regido promotora em estudo.

Elementos regulatorios Sequéncia consenso Funcéo predita
(posicao/fita)
ABRE TACGTG Envolvido na resposta ao
acido abscisico.
-359/-
CAT-BOX GCCACT Relacionado com expressdo
no meristema
-139/+
TC-rich repeats ATTTTCTTCA Envolvido na defesa e
resposta a estresse
-522/+
Motif IIb CCGCCGCGCT Envolvido na resposta ao
acido abscisico
-262/+
MYB AT (A/T)AACCA Envolvido na regulacdo de
genes responsivos a
-+ . ~
desidratagdo

A regulagdo da transcrigdo de genes expressos ¢ conseguida pela interagdo sequéncia-
especifica de fatores de transcrigdo e de proteinas reguladoras que se ligam a elementos Cis

(Griffiths et al., 2009). Deste modo, a presenga dos elementos TC-rich repeats, ABRE e




Motif IIb noés levaram a investigar a regulacdo do promotor em estudo frente a indugdo de
estresse osmotico e pelo tratamento com fitohormoénio ABA, respectivamente. Ainda foram
encontrados no promotor EgTIP2 dois elementos do tipo MYB AT1, os quais foram
previamente caracterizados como sendo sitios de ligacdo para fatores de transcrigdio MYB

envolvidos na ativa¢do de genes responsivos a desidratagdo (Abe et al., 1997).

4.3 Inducdo de estresse osmotico e tratamento com fitohorménio e extracdo de RNA
total

Para verificar se o promotor do gene EgTIP2 ¢ responsivo ao estresse osmoético e ao
tratamento com ABA foram realizados ensaios empregando plantulas de trés linhagens
transgénicas AQUA:GUS da geragdo T2. Para tal, as plantulas em solugdo hidropdnica foram
submetidas aos tratamentos que consistiram de adi¢cdo de 250 mM de manitol (Figura 12),
0,1 mM de ABA, ou de 250 mM de manitol + 0,1 mM de ABA, respectivamente. As coletas
foram efetuadas nos tempos de 0, 3 ¢ 24 horas apds inicio do tratamento, com duas repeti¢des

bioldgicas, cada qual compreendendo um pool de trés plantas.



Figura 12. Fenologia das plantulas transgénicas de tabaco submetidas ao estresse osmotico
com 250 mM de manitol nos diferentes tempos de coleta: 0 (A ¢ B), 3 (C) e 24 horas (D). A
mesma fenologia foi observada no tratamento de 250 mM de manitol + 0,1 mM de ABA.

Visando avaliar quantitativamente a expressdo relativa do gene GUS nas plantulas
tratadas realizou-se a extracdo do RNA total pelo método de CTAB. Esse RNA total foi
quantificado em espectrofotometro e sua qualidade e integridade verificadas por eletroforese
em gel desnaturante de agarose (1%) corado com brometo de etidio (Figura 13). O cDNA
obtido a partir do RNA extraido foi também quantificado em espectrofotometro. Apds a

quantificagdo, as amostras de cDNA foram diluidas para uma concentragao final de 80 ng/uL.



Figura 13. Avaliac¢do da qualidade do RNA total extraido utilizando método de CTAB. Gel de
agarose 1% corado com Brometo de etidio.

4.4. Andlise da expressao relativa do gene reporter GUS em resposta aos tratamentos

O normalizador a ser utilizado como referéncia nas reagdes de qPCR foi selecionado a
partir de sete genes candidatos de tabaco relatados como apresentando expressdo constitutiva
(Tabela 02). Os normalizadores selecionados foram validados empregando o cDNA obtido
das plantulas tratadas com manitol ¢ ABA. O gene 18S rRNA foi aquele que apresentou a
menor variagdo de expressdo nas condig¢des testadas.

Pelos resultados de expressdo relativa obtidos para o estresse osmético (Figura 14) foi
possivel observar que a expressdo do gene reporter em plantulas inteiras aumentou apds a
adicdo de manitol na solu¢do hidroponica. Um pico de expressdo pode ser detectado apos 3
horas de tratamento, o que indica uma resposta efetiva frente ao estresse curto. Ja no estresse
longo, correspondente ao periodo de 24 horas de tratamento, ocorreu um aumento
significativo da expressdo se comparado ao controle ndo tratado, contudo ligeiramente menor
que o observado em 3 h. O mesmo padrdo geral foi observado para mais de uma linhagem
testada. Esse padrdo parece representar uma resposta rapida (de curto prazo) do promotor ao

estresse, € outra resposta mais tardia induzida pela perpetuagdo da situagdo estressante.
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Figura 14. Quantificagdo da expressdo relativa do gene reporter GUS em plantulas
transgénicas de tabaco expostas ao estresse osmoético por um periodo de 24 horas. O tempo
zero representa plantulas cultivadas na auséncia de manitol. As barras correspondem a média,
e respectivos desvios, para trés repeticoes independentes. * representa significancia estatistica
(P<0,05).

Entretanto, ndo foi possivel observar o mesmo padrdo de expressdao nas plantulas das
linhagens transgénicas analisadas sob o tratamento com fitohormoénio (Figura 15). Neste caso,
contrariamente ao esperado, foi constatada uma queda no aciimulo de transcritos do gene
reporter no tempo de 3 h apos o tratamento, com posterior restauracdo em 24 h. Deste modo a
regulagdo positiva do promotor por ABA ndo pode ser confirmada. Ao contrario, os dados
obtidos sugerem que o ABA atue como um controlador negativo, ja que uma repressiao da
expressdo do gene reporter foi observada no tempo de 3 h. Esse tipo de regulagdo negativa
das aquaporinas por ABA ja foi descrito em rabanete (Suga et al., 2002). Os autores
demonstraram que em raizes de plantulas tratadas com ABA os niveis de transcritos dos
genes RSPIP2 e RsTIP1-1 foram reduzidos para um valor 30% inferior ao nivel observado no
controle ndo tratado. Interessantemente, os niveis de transcritos destes genes apresentaram
padrdo constitutivo em condi¢des normais. O mesmo perfil de expressdo também pode ser

observado em Craterostigma plantagineum, uma vez que o nivel de transcrito do gene CpTIP



foi regulado negativamente por este fitohormoénio (Mariaux et al., 1998). No entanto ¢
importante salientar que as isoformas de aquaporina sdo reguladas diferencialmente em

resposta a fitohormonios.

A presenga no promotor EgTIP2 dos elementos cis-regulatorios ABRE e Motif IIb,
descritos como responsivos a ABA, ndo foi suficiente para determinar uma resposta do
promotor a este fitohormonio. Uma situa¢do similar foi observada em cevada, onde o
promotor do gene ABA-responsivo hva22, apesar de apresentar dois motivos ABREs, nio
apresentou qualquer ativagdo em resposta ao tratamento com ABA. No entanto, foi observado
que um ABRE complexado a um elemento de acoplamento confere um elevado nivel de
capacidade de resposta a ABA (Shen, & Ho, 1995). Multiplos motivos ABRE sdo necessarios
para a expressdo de genes ABA-responsivos em sementes e tecidos vegetais. Sendo assim,
uma coépia adicional do ABRE ou de um elemento de acoplamento (ABRE, DRE, G box, EE
ou CE3 ) sdo necessarios para a expressio de genes ABA-responsivos (Marcotte et al., 1989;
Goémez-Porras et al., 2007). Em promotores de genes induzidos por desidratagdo em arroz, o
elemento ABRE estd frequentemente associado ao motivo CE3 (ACGCGT ou CGCGTC)
(Maruyama et al., 2012). Em contraste, alguns genes foram caracterizados por terem sua
expressao induzida por ABA sem apresentarem o motivo ABRE nos seus promotores (Michel

etal., 1993).
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Figura 15. Quantificagdo da expressdo relativa do gene reporter GUS em plantulas
transgénicas de tabaco expostas ao tratamento com fitohormonio ABA por um periodo de 24
horas. O tempo zero representa plantulas cultivadas na auséncia de ABA. As barras
correspondem a média, e respectivos desvios, para trés repeticdes independentes. * representa

significancia estatistica (P<0,05).

Ja no tratamento em que se procurou avaliar o efeito conjunto do estresse osmotico
com a aplicagdo do fitohormonio ABA, a expressdo relativa do gene GUS manteve o padrao
observado no ensaio inicial em que se empregou s6 o estresse osmotico. Neste caso, um
maior acumulo de transcritos do gene reporter foi observado apos 3 h de aplicagdo do
tratamento (Figura 16). Esses resultados confirmam que o promotor é altamente responsivo
ao estresse osmotico, sendo induzido de maneira rapida, e indicam que um possivel efeito da

aplicacdo de ABA ¢ mascarado pelo referido estresse.
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Figura 16. Quantificagdo da expressdo relativa do gene reporter GUS em plantulas
transgénicas de tabaco expostas ao efeito conjunto do estresse osmoético ¢ do fitohormdnio
ABA por um periodo de 24 horas. O tempo zero representa plantulas cultivadas na auséncia
de manitol ¢ ABA. As barras correspondem a média, e respectivos desvios, para trés
repeticdes independentes. * representa significancia estatistica (P<0,05).

Com o objetivo de analisar a efetividade do estresse omotico induzido pela adigdo de
250 mM de manitol, a expressdo relativa de um gene de tabaco conhecidamente responsivo a
estresses abioticos (gene NtHSF2; Agarwal et al., 2010), foi avaliada em paralelo. Na Figura
17 é possivel observar que a expressdo do referido gene foi induzida nas plantulas submetidas
ao estresse osmotico. Neste caso, um aumento no acimulo de transcritos em relagdo ao

controle foi constatado nos tempos de 3 e 24 h apos a aplicagdo do manitol.
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Figura 17. Comparagdo da expressdo relativa do gene reporter GUS e do gene NtHSF2 em
plantulas transgénicas de tabaco expostas ao estresse osmotico por um periodo de 24 horas. O
tempo zero representa plantulas cultivadas na auséncia de manitol. As barras correspondem a
média, e respectivos desvios, para trés repeticdes independentes. * representa significancia
estatistica (P<0,05).

4.5 Estabelecimento do cultivo hidropdnico para eucalipto

Visando estabelecer uma condi¢do adequada para o cultivo hidropoénico de eucalipto
foi conduzido um ensaio experimental que consistiu no emprego de 20 mudas de E. grandis
com 2 meses de idade, mantidas em cultivo hidropdnico sob diferentes concentragdes da
solugdo nutritiva de Hoagland (25, 50, 75 e 100%). Essas mudas foram mantidas em cultivo
hidropénico por um periodo de 20 dias. Ao final deste periodo, as mudas foram analisadas
quanto ao seu desenvolvimento sendo avaliado o numero de folhas, o didmetro do caule
(altura do colo), o comprimento e tamanho das raizes e nimero de raizes novas. Com base
nesses parametros foi determinada a concentragdo de solug¢do nutritiva que mais se adequou
ao cultivo hidropdnico dessa espécie.

Assim, com base nos dados fenologicos e anatdmicos obtidos (Figura 18 e Tabela 04)

foi possivel determinar que a solucdo de Hoagland na concentracdo de 75% proporcionou



maior desenvolvimento das mudas. Destaca-se, dentre os critérios avaliados, o

desenvolvimento de raizes novas que ¢ um ponto fundamental para melhor adaptagdo da

muda ao cultivo hidropoénico, e também pelo fato deste 6rgdo constituir a parte que sera

amostrada para avaliar os efeitos do estresse osmotico na expressao génica.

Tabela 04. Média dos dados coletados de mudas de eucalipto cultivadas em solugdo
hidroponica com diferentes concentragdes de solucdo de Hoagland: 25%, 50%, 75% e 100%.

Comprimento da
raiz (cm)
Comprimento da
parte aérea (cm)
Diametro do caule
(mm)

Numero de folhas

(unidade)

Numero de raizes

novas (unidade)

Solugdo 25%  Solucdo 50% Solugéo 75% Solugéo 100%
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Figura 18. Mudas de E. grandis apds 20 dias de cultivo hidropdnico em solugdo de Hoagland a 25%
(A), 50% (B), 75% (C) e 100% (D).



4.6 Inducdo de estresse osmotico e analise dos parametros fisiol6gicos das mudas de

eucalipto tratadas

Visando a inducdo de um estresse osmoético capaz de promover uma resposta da
planta em curto prazo, mudas de E. grandis com um més de aclimatagdo ao cultivo
hidroponico em solu¢do de Hoagland 75% foram submetidas ao experimento de inducdo de
estresse osmotico decorrente da adicdo de PEG8000 (215g/L). O PEG foi administrado para
se atingir um potencial osmético de -0,6 Mpa, previamente definido como adequado para
interferir nas relagdes hidricas da planta e promover alteragdes na expressido génica (Granda
etal., 2011). A utiliza¢do de cultivo hidropénico em combina¢do com PEG permite o estudo
da escassez de agua em condi¢des uniformes, as quais nido sdo afetadas pelo ambiente
(Sanguineti et al., 2006). Além disso, o PEG nédo ¢ absorvido pelas raizes, o que confere
algumas vantagens, dentre as quais, a ndo ocorréncia de efeito toxico na planta (Michel &

Kaufmann, 1973; Michel, 1983).

Como mencionado no Material e Métodos, as medigdes das trocas gasosas foram
realizadas a cada hora apds a instalagdo do experimento até o meio dia. Posteriormente a esse
periodo, as medigdes ocorreram as 15, 21 e as 9 horas. As coletas das raizes para posterior
analise da expressdo do gene EQTIP2 foram executadas nos tempos 0, 6 ¢ 24 horas apds a
aplicacdo do estresse, ¢ apo6s um periodo de recuperacdo das mudas por quatro dias em

solu¢do sem a presenca de PEG8000.

Pela analise da Figura 19 ¢é possivel perceber que nas condi¢des de realizacdo do
ensaio ndo foi detectada variagdo significativa da temperatura, tanto do ar quanto da folha, e
da umidade relativa do ar e da folha. Logo a diferenca de pressdo de vapor entre a folha e o ar
(DPVfolha-ar) ndo ¢é significativa, ndo exercendo influéncia sobre os demais pardmetros
fisiologicos avaliados: taxa de assimilagdo liquida de CO, (A), taxa de transpiragdo (E),

condutancia estomatica (Gs) e concentragdo interna de CO, (Ci). Por outro lado, a medida da



densidade de fluxo de fotons fotossinteticamente ativos (DFFF) dentro da camara de medigao,
que abrange uma area foliar de 6 cm’® (2x3 cm), mostrou uma diferenga importante entre as
mudas tratadas e aquelas usadas como controle. Neste caso, as mudas tratadas apresentaram
um valor quase duas vezes maior, s6 convergindo ap6s um periodo de 12 horas de estresse, o
qual corresponde as 21 horas, ocorrendo uma queda brusca desse fluxo. Também ocorre uma

convergeéncia apds o periodo de recuperacdo de 4 dias entre as mudas tratadas e as controle.
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Figura 19. Variaveis ambientais da casa de vegetagdo na qual foram realizados os ensaios de
cultivo hidropdnico de eucalipto sob estresse osmotico: umidade relativa da folha (UR%
folha), umidade relativa do ar (UR% ar), temperatura da folha (Tfolha), temperatura do ar

(Tar) e densidade de fluxo de fotons fotossinteticamente ativos (DFFF). As barras
representam o desvio padrao (n=9).

metabolismo.

A taxa fotossintética corresponde a quantidade de CO, que ¢ assimilado num
determinado periodo de tempo para transformagdo pela planta para manutencdo do

Assume-se que quanto maior for a taxa fotossintética,

maior ¢ o
desenvolvimento da planta. Os dados obtidos para esse parametro mostram que as mudas sob




tratamento apresentaram uma queda abrupta na taxa fotossintética a partir de 1 hora da
inducdo do estresse, seguida por uma queda lenta e gradual durante todo o tratamento. Uma
recuperagdo dessa taxa so foi observada na coleta realizada apos 4 dias de recuperagdo das
mudas em cultivo hidroponico sem PEG (Figura 20). De um modo geral, as taxas obtidas para
as mudas estressadas nos diferentes tempos de coleta foram cerca de duas vezes menor que as
taxas do controle ndo tratado, exceto na ultima coleta correspondente ao periodo de
recuperacdo das mudas. A redugdo na assimilagdo de CO,, ocasionada pela deficiéncia
hidrica, pode ser devida ao fechamento dos estdmatos, restringindo o influxo de CO, nas
células do mesofilo e/ou a efeitos do estresse diretamente sobre os mecanismos fotossintéticos

(Kaiser, 1987; Chaves, 1991).

Na Figura 20 é possivel observar ainda que a taxa de transpiracdo das mudas tratadas
sofre uma queda dréstica a partir do inicio do estresse (até as 2 horas de tratamento), a qual é
seguida de uma queda gradual e lenta. Um aumento desse pardmetro s6 é observado apds o
periodo de recuperagdo, permanecendo proximo ao valor inicial. Ou seja, esses dados
demonstram a necessidade das mudas sob estresse de minimizar ao maximo a perda de agua
para a atmosfera. Assim, quanto maior o nivel de estresse sofrido, menor é a taxa de
transpiracdo. Além disso, pode-se perceber que a depressdo na taxa de transpiragdo
ocasionou-se pelo fechamento parcial ou total dos estdmatos, dado que foi avaliado pela
condutancia estomatica discutida a seguir. Cabe ressaltar ainda que a redugdo na taxa de
transpiracdo das mudas estressadas ndo se correlacionou com a temperatura do ar (Tar), com
a umidade relativa do ar (UR), com a radiagao fotossinteticamente ativa (PAR), nem com o
déficit de pressdo de vapor (DPV); visto que essas condi¢des eram estaveis. Isso demonstra
que a disponibilidade de agua para a raiz nessa espécie foi o fator que realmente influenciou a

reducgdo da transpiragao.
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Figura 20. Taxa fotossintética liquida, transpiragdo (E), contetido de carbono interno (Ci), condutancia
estomatica (Gs), eficiéncia da enzima rubisco e a eficiéncia do uso da agua em folhas de mudas de E.
grandis submetido a estresse osmoético. As barras representam o desvio padrdo (n=9).




A condutancia estomatica revela a quantidade de estdmatos que estavam abertos nas
folhas, havendo uma relacdo direta entre a condutancia e a taxa de trocas gasosas. Num
aspecto geral ndo ocorreu uma diferenca significativa na condutancia estoméatica de mudas em
situacdo controle e tratadas, entretanto, as mudas tratadas apresentam uma queda na
condutincia a partir da indugdo do estresse. Neste caso, a condutincia diminuiu cerca de trés
vezes em duas horas de tratamento, ocorrendo um aumento apenas apos o periodo de
recuperacdo do estresse. Esses resultados, apresentados na Figura 20, mostram uma variacdo
grande no inicio do tratamento, o que demonstra a forte influéncia do estresse osmotico sobre
a fisiologia das mudas, contudo, ha uma tendéncia a adaptagdo com o passar do tempo,
havendo uma homogenizac¢do dos dados das coletas subsequentes.

Sabe-se que a limitada reserva de dgua nas folhas e a taxa potencial de transpiracdo
influenciam a regula¢do da abertura estomatica para restringir os danos nos tecidos, como
resultado da desidratagdo, o que é de grande importancia para a planta (Ferreira, 1997). O
fechamento dos estdmatos, como tentativa de manter o conteudo hidrico favoravel nos tecidos
por maior tempo possivel, ¢ uma das primeiras linhas de defesa contra a dessecagdao. Essa
redugdo da abertura do poro estomatico, porém, restringe a troca de gases entre o interior da
folha ¢ a atmosfera causando diminui¢do na assimilagdo de CO, que € utilizado no processo

fotossintético (Krieg, 1993; Larcher, 2000).

A taxa de carbono interno revela a quantidade de carbono que ndo foi utilizado nos
processos metabolicos, e conseqiientemente, indica a eficiéncia de atuagdo da enzima Rubisco
i.e. quanto maior a taxa de carbono interno, menor ¢ a eficiéncia da Rubisco. Os dados obidos
para esse pardmetro mostram pouca variacdo nas mudas usadas como controle (Figura 20).
Nas mudas tratadas, entretanto, os valores obtidos foram superiores aos das mudas na

situagdo controle sendo o maior aumento observado apos 3 h de tratamento (~400).

Pelo fato de as taxas de carbono interno para as mudas-controle terem permanecido

praticamente homogéneas ao longo dos tempos de coleta, foi possivel constatar uma



eficiéncia regular da Rubisco. Porém, o mesmo nao é verdadeiro para as plantas tratadas que
apresentaram eficiéncia da referida enzima inferior & do controle, principalmente nas trés
primeiras horas de tratamento como pode ser observado na Figura 20.

A eficiéncia do uso da 4gua (EUA) que corresponde a razdo da biomassa produzida e
a evapotranspiracdo (ETm) (Cunha et al., 1994), resume o processo de transpiragdo da dgua
absorvida pelo sistema radicular e assimilagdo do carbono via fotossintese, o que, segundo
Farquhar & Lloyd (1993), pode ser avaliado pela composi¢do dos isdtopos de carbono na
matéria seca. Apo6s andlise dos dados fisiologicos obtidos foi possivel constatar uma
eficiéncia muito maior nas mudas mantidas na situagdo controle do que nas tratadas. O
fechamento parcial do poro estomatico pode resultar em um aumento nessa eficiéncia do uso
da agua, entretanto, mesmo com a diminui¢do da condutancia estomatica nas mudas tratadas,

esta ndo foi suficiente para aumentar a eficiéncia do uso da agua nas mesmas.

Os comprometimentos na assimilagdo fotossintética do carbono ¢ na taxa de
transpira¢do, por meio da agdo estomatica, podem afetar o crescimento e diminuir a
produtividade das plantas. Por isso faz-se primordial uma resposta aos efeitos do estresse para
que nd3o haja prejuizo a planta. Diversas evidéncias experimentais demonstram que as
aquaporinas tém participagdo no transporte de muitas moléculas essenciais as plantas, como
H,0 e CO, (Noctor & Foyer, 1998, Nielsen et al., 2005, Bakker et al., 2006). Neste contexto,
Maki Katsuhara e colaboradores (2003) apontaram as PIPs como sendo os fatores mais

importantes relacionados as caracteristicas de absor¢ao de dgua celular ou perda de agua.

4.7 Expressao relativa do gene EgTIP2 nas mudas de eucalipto tratadas

Visando avaliar a expressao relativa do gene EgTIP2 em raizes de mudas submetidas
ao estresse osmotico realizou-se a extracdo do RNA total ¢ obtengdo do cDNA. A expressdo
relativa foi entdo determinada empregando qPCR. Pelos resultados obtidos (Figura 21) foi

possivel observar uma maior acumulagdo de transcritos do gene EgTIP2 nas raizes das mudas



tratadas com PEG8000 em relacdo ao controle ndo tratado (tempo 0). Um aumento de
expressdo foi detectado com 6 e 24 h apds a indugdo do estresse osmotico. Por outro lado,
uma reducdo na expressdo foi observada apds o periodo de recuperagdo das mudas (REC).
Esse padrdo de expressdo ¢ similar aquele observado para o gene reporter GUS sob controle
do promotor do gene EgTIP2 em tabaco, e, como ja realgado, sugere que o gene ¢ ativado
rapidamente (em curto prazo) bem como tardiamente pela manutencdo da condigdo
estressante.

Alguns genes TIPs de outras espécies vegetais tém sido relatados como sendo
responsivos aos estresses abidticos que causam perda de agua, tais como a seca ¢ alta
salinidade (Peng et al., 2007; Sade et al., 2009; Wang et al., 2011).Wang e colaboradores
(2011), por exemplo, mostraram que a expressdo do gene GSTIP2; 1 foi induzida por
estresses abioticos, assim como ocorrido em nossas analises. Todavia, essa expressdo foi

estimulada em folhas e suprimida em raizes em condi¢des de seca.
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Figura 21. Expressao relativa do gene EgTIP2 em raizes de mudas de eucalipto expostas ao
estresse osmotico por um periodo de 24 horas. O tempo zero representa mudas cultivadas na
auséncia de PEG. REC representa mudas submetidas a recuperacdo como descrito no
Material e Métodos. As barras correspondem a média, e respectivos desvios, para trés
repeticdes independentes. * representa significancia estatistica (P<0,05).



Com o objetivo de analisar a efetividade do estresse omotico induzido pela adigdo de
PEG8000, a expressdo relativa de um gene que codifica uma PIP de eucalipto (EgPIP),
conhecidamente responsivo ao estresse abidtico (Tsuchihira et al., 2010), foi avaliada em
paralelo. Na Figura 22 ¢é possivel observar que a expressdo do referido gene nas raizes de
mudas tratadas ¢ aumentada em resposta ao estresse osmotico. Neste caso, um padrdo de
expressdo similar ao observado para o gene EQTIP2, com picos de expressdo apds 6 h e 24 h

foi detectado. Adicionalmente, uma reducdo considerdvel na expressdo, com retorno aos

niveis do controle ndo tratado (0 h) foi observada ap6s a recuperagao das mudas.
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Figura 22. Comparacao do perfil de expressdo relativa dos genes EgTIP2 e EgPIP em raizes
de eucalipto expostas ao estresse osmoético por um periodo de 24 horas. O tempo zero
representa mudas cultivadas na auséncia de PEG. REC representa mudas submetidas a
recuperacdo como descrito no Material ¢ Métodos. As barras correspondem a média, e
respectivos desvios, para trés repeticdoes independentes. * representa significancia estatistica
(P<0,05).

Como relatado anteriormente, o padrdo de expressdo das aquaporinas mediante
condi¢des de estresse sdo variaveis. Boursiac e colaboradores (2005), por exemplo, verificaram
que os transcritos das aquaporinas PIP e TIP apresentaram uma diminui¢do em abundancia (de

75% para 60%) entre 2 e 4 h de exposicao ao sal em Arabidopsis. Em contrapartida, ensaios de



microarranjos usando mRNA isolado a partir de plantas de Arabidopsis inteiras submetidas ao
estresse de seca revelaram que os genes AtPIP2, 3, AtPIP2, 6 e AtTIP1, 2 foram positivamente
regulados enquanto que AtTIP2; 1 foi negativamente regulado (Onno et al., 2003). Kreps et al.
(2002) observaram ainda que os genes AtPIP2, 2 ¢ AtTIP2, 2 foram induzidos mais do que duas
vezes em folhas tratadas com manitol. Em uva (Vitis vinifera), Pou et al. (2012) constataram
um aumento da expressdo dos genes VVTIP1, 1, VVPIP2, 1 e VVPIP2, 2 com o inicio do estresse
osmotico e uma diminuig¢do de VVTIP2, 1, como também um aumento da expressido de PIP2, 1,

PIP2, 2, PIP2, 3 e TIP2, 1 durante o periodo de recuperacgio.

Alteracdes na expressdo génica sob condigdes de estresse abidtico podem refletir um
comportamento de sobrevivéncia ¢ de autodefesa das plantas, ou podem resultar dos danos
causados pelo estresse propriamente dito (Wang et al., 2011). Estudo realizado por Peng e
colaboradores (2007) indica que a superexpressdo do gene PgTIPl de ginseng em
Arabidopsis reforga a tolerdncia ao estresse salino ¢ a desidratagdo pelo fato das plantas
transgénicas apresentarem raizes mais longas e com maior area de superficie, garantindo

assim maior capacidade de absor¢do de agua e evitando a murcha apds 4 dias de estresse.

No caso das aquaporinas, o padrdo de expressdo complexo desses genes sugere que a
manutencdo de um estado da agua adequado, sob condi¢des normais ou sob estresse, requer
tanto o transporte de agua através do aumento de aquaporinas em algumas células, como um
transporte de agua reduzido através de outras aquaporinas em outras células e tecidos
(Thumma et al., 2012). Nossos resultados sugerem que a indugdo do gene EgTIP2 reflete uma
tentativa de resposta de defesa da planta ao estresse osmotico, buscando auxiliar na
manutencao do fluxo da agua, ou evitando a perda desta. Em geral, uma regulagio positiva da
expressdo das aquaporinas ¢ entendida como uma necessidade de aumentar a permeabilidade
da membrana ao transporte de agua, quando essa se encontra menos disponivel. Sendo assim,
numa condi¢do de estresse mais severo, quando a condutancia estomatica ja € baixa e a

disponibilidade de 4gua no solo é fortemente reduzida, um aumento da expressao dos genes



codificadores de aquaporinas pode ajudar a aumentar a permeabilidade da membrana para o

transporte de agua, otimizando assim o status de agua na planta (Yamada et al., 1997).

Nosso estudo identificou um gene que codifica uma TIP de eucalipto, EQTIP2, e
caracterizou seu perfil de expressdo em resposta ao estresse osmoético nessa espécie,
fornecendo informacdes sobre seu possivel papel na tolerancia ao estresse osmoético. Contudo,
estudos sobre o papel dos membros da subfamilia TIP na tolerancia aos estresses abidticos
continuam limitados. Sendo assim, informacdes sobre a estrutura e a regulagdo dos genes
dessa subfamilia sob condi¢des de estresse serdo uteis para melhor compreender os efeitos de

diferentes TIPs na tolerancia aos estresses abioticos especialmente em eucalipto.



5) CONCLUSOES

1) O promotor do gene EQTIP2 foi capaz de modular a transcri¢do do gene reporter
GUS dirigindo a sua expressdo para os feixes vasculares e para a regido meristematica da raiz

de plantulas de tabaco transgénicas.

2) O referido promotor ndo so6 ¢ ativado de forma rapida e num curto intervalo de
tempo (3 h) pelo estresse osmotico como também ¢é responsivo tardiamente frente a

persisténcia do estresse (24 h).

3) Uma aparente regulagdo negativa deste promotor na presenga do fitohormonio
ABA foi observada, sendo constatada uma rapida redugdo da expressao relativa no periodo de

trés horas do tratamento.

4) A suposta regulag@o negativa do promotor por ABA foi suprimida em presenga do
estresse osmotico.

5) O PEG8000 foi capaz de induzir um estresse severo em mudas de eucalipto em
cultivo hidropdnico. As respostas de condutincia estomatica (Gs) e de transpiracdo (E)
acompanharam as variagdes da assimilagdo de CO, (A), as quais foram fortemente afetadas

pelo estresse osmotico.

6) A expressdo aumentada do gene EgTIP2 aconteceu nos periodos de maior baixa

de tais pardmetros fisioldgicos, sendo observado dois picos de expressao (6 h e 24 h).
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