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Lista de abreviaturas

°C — graus Celsius

pL — microlitros

ABA — 4cido abscisico

ABRE — ABA-responsive element

ATP — adenosina trifosfato

BLAST — Basic Local Alignment Search Tool

CaMV 35S — promotor do virus do mosaico da couve-flor
cDNA — DNA complementar

CDS - Sequéncia de DNA codificante (do inglés, coding DNA sequence)
DNA — acido desoxirribonucleico (do inglés desoxiribonucleic acid)
dNTPs — desoxirribonucleosideos trifosfatados

EST — Expressed Sequence Tag

GTP — guanosina trifosfato

IP3 —inositol 1,4,5-trifosfato

Kin — cinetina

MAPK - proteina-cinase ativada por mitdgenos

MAPKK ou MAP2K — MAP cinase-cinase

MAPKKK ou MAP3K — MAP cinase-cinase-cinase

mg — miligramas

mL — mililitros

mM — milimolar

NAA — &cido naftalenoacético

ng — nanogramas

Nos — regido terminadora da nopalina sintase

PA — acido fosfatidico



PCR — reacdo em cadeia da polimerase (do inglés polymerase chain reatcion)
PK — proteina-cinase (do inglés protein kinase)

PL — fosfolipase

RNA — &cido ribonucleico (do inglés ribonucleic acid)

RT-gPCR — reacdo em cadeia da polimerase quantitativa, ou em tempo real, precedida
de transcricdo reversa

STK — serina/treonina cinase (do inglés serine/threonine kinase)

TK — tirosina cinase (do inglés tyrosine kinase)



Resumo

As proteinas-cinases ativadas por mitdgenos (MAPKS) participam de rotas de
transducgéo de sinais universais em eucariotos e compdem cascatas de fosforilagcdo que
levam as células a responder a estimulos extracelulares. Em plantas, MAPKSs estéo
associadas a processos de desenvolvimento e na reposta a hormdnios e a estresses
bidticos e abioticos. Em trabalhos anteriores de nosso grupo, o gene Egmpk5 de
Eucalyptus grandis foi clonado e seu padréo de expressao foi caracterizado em plantas
submetidas a diferentes tratamentos. Ainda, plantas de Nicotiana tabacum SR1 foram
transformadas com Egmpk5 sob regulacdo do promotor CaMV 35S para futuro estudo
de funcdo do gene. No presente trabalho, foi avaliada mais amplamente a estrutura, a
expressao e o produto deste gene. Analises in silico revelaram que Egmpk5 apresenta-se
como cdpia Unica no genoma, estd organizado em seis éxons e seus cinco introns
possuem sitios candnicos de splicing de RNA. O produto deduzido deste gene apresenta
em sua sequéncia a assinatura do dominio proteina-cinase e 0s motivos de ligacdo a
ATP e de ativacdo/dupla fosforilacdo, indicando a possibilidade de ser uma proteina
funcional. Arvore filogenética foi construida pelo método de Maxima Verossimilhanca
utilizando o algoritmo MUSCLE para alinhamento das sequéncias e um valor de
bootstrap de 500 repeticdes com sequéncias peptidicas similares a proteina deduzida
EgMPKS5 e permitiu a identificacgdo de MAPKs de outras plantas com funcdo ja
comprovada na sinalizacdo da divisdo celular e na resposta a estresses abidticos,
ferimento e patégenos. Anélise de RT-qPCR mostrou a expressdo de Egmpk5 em niveis
comparaveis em raizes, caules e folhas de plantas de E. grandis tratadas com agua, e foi
detectado um aumento de sua expressdo em folhas tratadas com &cido abscisico (ABA)
e em todos os 6rgaos tratados com solucdo de cloreto de sédio a 200 mM. O estudo da
regido promotora de Egmpk5 revelou um grupo de possiveis elementos de acdo cis
relacionados a respostas a estresses. Seis linhagens transformadas de tabaco que tiveram
seu estado transgénico confirmado por PCR foram desafiadas com tratamentos de seca e
cloreto de sddio, e linhagens mais tolerantes foram identificadas. Ao final destas
diversas andlises, os resultados obtidos sugerem a participacdo de Egmpk5 em respostas

a estresses abioticos.



Abstract

Mitogen-activated protein kinases (MAPKS) are part of phosphorylation cascades found
in all eukaryotes and are responsible for transducing extracellular stimuli into
intracellular responses. In plants, MAPK cascades are involved in growth and
development processes and have roles in the response to hormones and biotic and
abiotic stresses. In our previous studies, the Egmpk5 gene from Eucalyptus grandis was
cloned and its expression profile was characterized in plants subjected to different
treatments. Also, Nicotiana tabacum SR1 plants were transformed with Egmpk5 under
the control of the CaMV 35S promoter for further function studies. In the present study
the structure, expression profiles and product of this gene were further characterized. In
silico analyses revealed that the Egmpk5 gene is present as a single copy in the E.
grandis genome, and that its structure comprises six exons and five introns with
conserved sites for transcript splicing. The deduced product of this gene presents the
protein kinase domain signature, ATP-binding site and activation/dual phosphorylation
motifs in its structure. A phylogenetic tree was built with sequences similar to the
deduced EgMPKS5 peptide and lead to the identification of plant MAPKSs that have had
proven activity in cell division signaling and in the response to abiotic stresses,
wounding and pathogens. RT-qPCR analysis showed equal expression of Egmpk5 in
roots, stems and leaves of plants treated with water and we detected an increase of
expression in leaves treated with abscisic acid (ABA) and also increase in expression in
all three organs upon treatment with 200 mM sodium chloride. Analysis of the promoter
region of Egmpk5 revealed a group of putative cis-acting elements related to stress
responses. Six transformed tobacco lines were confirmed by PCR and were assayed
with drought and sodium chloride treatments for the identification of more tolerant
individuals. After all analyses performed, results allowed us to suggest that Egmpk5 is

involved in abiotic stresses responses.



1. Introducéo

1.1 Proteinas-cinases

Proteinas-cinases (PKs, do inglés, Protein Kinases) realizam a fosforilacdo de
substratos celulares, um importante mecanismo de regulacdo nas células eucaridticas
que participa em processos como proliferacdo, metabolismo, motilidade, transporte de
membranas e expressdo génica (HANKS, 2003). A reacdo de fosforilagdo é uma
modificacdo covalente e reversivel de proteinas e se da pela transferéncia de um
grupamento fosfato terminal (y) de um nucleotideo purinico trifosfatado (ATP ou GTP)
para hidroxilas de residuos de aminoacidos especificos, que podem ser tanto serina e
treonina ou unicamente tirosina, variando de acordo com a classe da enzima que cataliza
areacdo (UBERSAX & FERREL, 2007).

A adicdo de grupamento fosfato, com duas cargas negativas, causa mudancas
eletrostaticas na superficie das proteinas, o que leva a mudangas conformacionais que
alteram a atividade catalitica e a ligagdo a substratos (BERG et al., 2002). Proteinas-
cinases tém um dominio catalitico que liga e fosforila proteinas-alvo, e uma regido de
regulacdo que é também controlada por fosforilagio (MANNING et al., 2002). A
atividade de fosforilacdo por cinases tem grande capacidade de amplificacdo de sinal, ja
que as moléculas-alvo podem ser também enzimas e, portanto, também capazes de

catalizar reacGes em outras moléculas (BERG et al., 2002).

Estas proteinas integram a superfamilia de proteinas-cinases eucaritticas (ePK,
do inglés, eukariotic Protein Kinases), cujos membros apresentam um dominio bastante
conservado (HANKS, 2003). A familia ePK € dividida de acordo com os substratos
reconhecidos por seus membros, 0 que da origem a duas grandes classes: serina/treonina
cinases (STKs, do inglés, Serine/Threonine Kinases) e tirosina cinases (TKSs, do inglés,
Tyrosine Kinases) (SRINIVASAN et al., 2010).

1.1.1 Proteinas-cinases ativadas por mitdgenos

Em meados dos anos 1980, estudos em adipocitos sobre o efeito da insulina e de

fatores de crescimento sobre a fosforilagéo intracelular de proteinas levaram a detecgéo

9



de STKs associadas a microtibulos e a proposicdo de um mecanismo de sinalizagdo
possivelmente relacionado com a classe dos receptores TKs. Estudos posteriores
passaram a denomina-las proteinas-cinases ativadas por mitégenos (MAPKSs do inglés,
Mitogen-activated Protein Kinases), e a similaridade entre MAPKs de mamiferos e
leveduras serviu para a proposta de um mecanismo conservado com acdo na

proliferacdo e na diferenciacgdo celular (AVRUCH, 2007).

As MAPKs pertencem a classe das STKs e se organizam hierarquicamente em
trés maddulos capazes de transmitir e amplificar sinais na célula. A cascata que elas
formam consiste na acdo consecutiva de trés componentes enzimaticos: MAPKKKSs
(MAP3Ks), MAPKKs (MAP2Ks) e MAPKs. As MAPKs estdo ativadas quando
residuos de treonina e tirosina de seu sitio de regulacdo estdo fosforilados. Esta
fosforilacdo das MAPKs ¢ feita por MAP2Ks que sdo, por sua vez, ativadas por
fosforilacdo de seus residuos de serina ou treonina em uma reacdo catalizada por
MAP3Ks (HAMEL et al., 2006; RODRIGUEZ et al., 2010) (Figura 1).
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Figura 1: No esquema adaptado das revisdes de RODRIGUEZ et al., 2010 e SAMAJOVA et
al., 2013a e 2013b, é mostrado o modelo geral de uma cascata de transducdo de sinais por
MAPKSs em plantas. Mudancas na fluidez da membrana e estimulagdo de cinases tipo-receptor
levam a geracdo de segundos mensageiros que ativam MAP3Ks no citosol por fosforilagdo de
seus residuos de serina (Ser) ou treonina (Thr). MAP3Ks, quando ativadas, fosforilam residuos
de Ser ou Thr do motivo conservado S/T-X;_s-S/T de MAP2Ks. Em sequéncia, MAPKs sdo
ativadas mediante fosforilacdo de residuos de Thr e tirosina (Tyr) de seu motivo conservado T-
X-Y. A regulacdo da atividade de MAPKs pode ser controlada mediante reacGes de
desfosforilacdo, catalisadas por tirosina e serina/treonina fosfatases. Possivelmente, a cascata
das MAPKs é mantida unida mediante interacdo com proteinas de arcabouco (scaffold proteins),
0 que pode contribuir para a especificidade na sinalizacdo. MAPKs ativadas podem tanto
permanecer no citoplasma como realocar para o nucleo, locais onde agem fosforilando outras
proteinas-cinases e enzimas, fatores de transcrigdo, proteinas citoplasmaticas e do citoesqueleto.
Como consequéncia, ha modulacdo na expressdo génica, reprogramacao no desenvolvimento e
resposta a estresses.



Entre os mamiferos, foram identificadas quatro principais cascatas de MAPKs
que sé@o conhecidas como ERK1/2, ERKS5, p38 e JNK de acordo com as enzimas que as
compdem. Entre eucariotos, foram encontrados ortélogos como, por exemplo, a enzima
HoglMAPK de Saccharomyces cerevisiae, que € ortdloga de p38 (BARDWELL &
SHAH, 2006) e também diversas MAPKSs de plantas, que sdo mais proximas da classe
ERK de mamiferos (LEE et al., 2008). Durante os 1,6 bilhfes de anos em que plantas e
animais divergiram, as func¢des dos componentes das MAPKSs diferenciaram-se bastante
(JONAK et al.,, 2002). Os genomas vegetais codificam um numero elevado de
componentes da cascata das MAPKs comparado a humanos — em Arabidopsis thaliana,
por exemplo, séo descritas 20 MAPKs e 10 MAP2Ks, e em humanos ha 10 MAPKs e 7
MAP2Ks (HAMEL et al., 2006) — o que forma uma rede de transdugdo de sinais
especializada e complexa (LEE et al.,, 2008). Em A. thaliana, esta falta de
proporcionalidade entre o ntimero de MAPKs e MAP2Ks resulta em “conversa-

cruzada” entre os modulos que fazem a sinalizagdo (JONAK et al., 2002).

1.1.2 Classificacdo das PKs

O dominio catalitico das ePKs foi descrito por Hanks & Hunter em 1995. Este
foi definido apds estudos de homologia de diversas sequéncias, e se caracteriza por uma
regido de 250-300 residuos de aminoacidos que pode ser subdividida em 12 regides
menores, ou subdominios. Analise da estrutura tridimensional de MAPKSs permitiu
determinar que estes residuos conservados sdo de grande importancia para a funcéo
enzimatica, ja que participam na ligacdo e na orientacdo da molécula doadora de fosfato
e do substrato a enzima, além de realizarem a transferéncia do grupamento fosfato
durante a catalise (HANKS & HUNTER, 1995; revisado em HANKS, 2003).

O dominio catalitico das ePKs possui ainda uma importante regido reguladora
que se localiza entre os dominios VII e VIII e se caracteriza pelo consenso treonina-
aminoéacido-tirosina (T-X-Y). Como estes residuos encontram-se em uma regido de
estrutura em algca (ou T-loop, em inglés), a fosforilagdo destes por MAP2Ks causa
mudancgas conformacionais capazes de ativar as MAPKs (ICHIMURA et al., 2002).
Outro motivo importante em MAPKSs é o sitio C-terminal de ancoragem denominado

CD (do inglés, C-terminal Docking site), localizado fora do dominio catalitico. Este €
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responsavel pela interagdo com MAP2Ks, fosfatases e proteinas de arcabouco, tendo

também papel na regulagdo da atividade enzimatica (DOCZI et al., 2012).

1.1.3 MAPKSs em plantas

A pesquisa de MAPKSs vegetais teve inicio com a identificacdo de MSERK1 de
Medicago sativa e a cinase D5 de Pisum sativum em 1993 (revisado em ZHANG,
2008). Ainda no inicio dos anos 1990, foram clonados genes codificadores de MAPKSs
de A. thaliana e Nicotiana tabacum (MIZOGUCHI et al., 1993; WILSON et al., 1993).
Desde entdo, foram descritos diversos genes codificadores de MAPKS e seus perfis de
transcricdo foram caracterizados em organismos como Avena sativa (HUTTLY &
PILLIPS, 1995), Brachypodium distachyon (CHEN et al. 2012), Chorispora bungeana
(ZHANG et al. 2006), Hordeum vulgare (KNETSCH et al., 1996), Malus domestica
(ZHANG et al., 2013), Oryza sativa (FU et al., 2002), Petunia juss (DECROOCQ-
FERRANT et al.,, 1995), Populus trichocarpa (NICOLE et al., 2006), Solanum
lycopersicum (KONG et al., 2012), Triticum aestivum (LIAN et al., 2012) e Zea mays
(LALLE et al., 2005).

Em 2002, Ichimura et al. descreveram a possibilidade de agrupar MAPKs e
MAP2Ks a partir de analises filogenéticas com proteinas de outras espécies e chegaram
a propor uma nomenclatura baseada na homologia das sequéncias peptidicas. Foi
proposta a divisdo destas proteinas em quatro grupos, nomeados de A a D, de acordo
com o consenso de sequéncia na regido reguladora: as proteinas que contém o motivo
treonina-acido glutdmico-tirosina (subtipo TEY) e aquelas que contém o motivo
treonina-acido aspartico-tirosina (subtipo TDY). O subtipo TEY estd presente nas
proteinas dos grupos A, B e C, enquanto as MAPKSs do grupo D apresentam o motivo
TDY.

As MAPKSs do tipo TEY séo as mais amplamente caracterizadas e ha evidéncias
de que elas tenham um papel importante na resposta a estresses bidticos (ROMEIS,
2001; ZHANG & KLESSIG 2001), metais pesados (JONAK et al., 2004), seca (LI et
al., 2012), salinidade (TENA et al., 2001; NAKAGAMI et al., 2005), estresse oxidativo
(SAMUEL et al., 2000), ferimento (MAYROSE & SESSA, 2004), hormonios vegetais
(KNETSCH et al., 1996; MOCKAITIS et al., 2000; BURNETT et al., 2000), na

13



citocinese da célula vegetal (SOYANO et al., 2003) e no desenvolvimento do pdlen
(VORONIN et al., 2004).

A medida que novas MAPKs foram identificadas, diversos trabalhos também
conseguiram agrupa-las de acordo com o proposto por Ichimura et al. (2002). Assim,
MAPKSs de espécies eudicotileddneas e monocotileddneas permitiram validar o sistema
de grupos proposto e levaram a uma ideia inicial do grau de conservacéo de sequéncias

e atividades desta classe de proteinas em plantas (HAMEL et al., 2006).

1.1.4 Regulacdo de MAPKS

1.1.4.1 Regulacdo pos-traducional

As cascatas de MAPKS, por operarem no nucleo central de redes de transducgéo
de sinal, possuem atividades importantes para a planta adaptar seu metabolismo a
condicOes adversas do ambiente e, assim, o entendimento de como 0s sinais percebidos
pelas células sdo convertidos em respostas intracelulares é importante para o estudo da
adaptac&o ao estresse (SMEKALOVA et al., 2013).

Em mamiferos, a duracdo da ativacdo de algumas MAPKSs depende do tipo de
estimulo e isso gera respostas com diferenca temporal e diferentes alteracGes
fisiolégicas (MARSHALL, 1995; MURPHY et al., 2002). De forma similar em tabaco,
a ativagéo transiente de uma MAP2K e da MAPK sobre a qual ela atua (NtSIPK) induz
a expressao de genes de defesa, mas a ativacao continua desta mesma MAP2K fosforila
outra MAPK (NtWIPK), que causa morte celular (LIU et al., 2013).

Em plantas, a interacdo entre uma MAP2K e MAPKSs diferentes leva a respostas
distintas. Por exemplo, em A. thaliana, a MAP2K chamada MEKK1 ativa as MAPKs
MPK3 e MPKG6 na sinalizacdo em resposta a flagelina, mas também ativa MPK4 e
MPK6 em estresses por frio e salinidade (ASAI et al., 2002; TEIGE et al., 2004).

Ha evidéncia de redundancia de sinalizagdo na parte final da cascata mediada
por MAPKS, ou seja, nos substratos-alvo de MAPKSs ativadas. Um Unico substrato pode

ser fosforilado por diferentes MAPKs como, por exemplo, a MAP65-1 (uma proteina
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associada a microtabulos) que é fosforilada por trés MAPKs, MPK3, MPK4 e MPK6
(HOEHENWARTER et al., 2013) em A. thaliana. Nesta mesma planta, foi descrito um
conjunto de 9 MAP2Ks e 10 MAPKs que é capaz de fosforilar 570 substratos
diferentes, entre eles fatores de transcricdo envolvidos na regulacdo de

desenvolvimento, defesa e respostas a estresses (POPESCU et al., 2009).

Além da regulacdo positiva na ativacdo, MAPKs sdo também inativadas
mediante desfosforilacdo. MAPK-fosfatases sdo enzimas de dupla especificidade,
capazes de desfosforilar residuos de serina, treonina e tirosina e agem, dessa forma,
como reguladores negativos das MAPKs (LI et al., 2012). Ao desativar MAPKSs, as
MAPK-fosfatases sdo capazes de interferir na sinalizacdo hormonal, na resposta a

estresse abiotico e em respostas de crescimento (LUMBRERAS et al., 2010).

Em mamiferos e leveduras, os componentes da cascata MAPK sdo mantidos
unidos por proteinas chamadas “arcabou¢o” (do inglés, scaffold proteins), que séo
capazes de organizar os componentes e direciona-los para compartimentos subcelulares
e, assim, contribuem para a especificidade da sinalizacdo (revisado em PLOTNIKOV,
2011). Em arroz foi descrito um complexo proteico envolvendo uma GTPase e a forma
ativa de uma MAPK responsiva a estresse, 0 que foi considerado uma das primeiras
evidéncias da presenca de scaffold proteins em plantas (LIEBERHERR et al., 2005).
Outro exemplo da funcdo da compartimentalizacdo subcelular se da em P. crispum, em
que ceélulas tratadas com elicitor levaram trés MAPKS citosolicas a se localizarem no
nacleo, onde provavelmente interagem com fatores de transcricdo (revisado em
NICOLE et al., 2006).

1.1.4.2 Regulacéo transcricional e pds-transcricional

As MAPKs sdo também reguladas de forma transcricional e pos-transcricional.
A ocorréncia de splicing alternativo ja foi observada nos transcritos codificadores da
ERK1 de mamiferos (YUNG et al., 2000). Em plantas, splicing foi também descrito em
uma map3k de A. thaliana (NISHIHAMA et al., 1997), em duas map2ks de B.
distachyon (CHEN et al., 2012) e em quatro mapks de arroz (LIU & XUE, 2007).

A expressdo de genes mapks de plantas pode ser restrita a alguns 6rgaos e,

assim, participar de um controle espacial ou temporal. Como exemplo, o gene ntf4, que
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codifica uma MAPK de N. tabacum, é expresso somente em graos de polen e embrides
(VORONIN et al., 2001). J& em A. thaliana, os genes paralogos mpk3 e mpk6 tém
padrdes de expressdo diferentes em diversos 0Orgdos, sendo que o0 primeiro tem
expressao diferencial e, o segundo, constitutiva (LEE et al., 2008). Além disso, genes
mapks vegetais tém a expressdo induzida em resposta a estresses e estudos ja
descreveram o efeito de tratamentos como ozénio, perdxido de hidrogénio, etileno,
acido abscisico (ABA), acido jasmonico, frio, seca, calor e auxinas. Muitos dos genes
descritos séo inclusive ativados por mais de um tratamento (conforme revisdo por
SINHA et al., 2011). A regulacdo transcricional destes genes é uma forma importante
de controle e o estudo de seu padrdo de expressdo pode ajudar a melhor entender a
sinalizacdo de processos celulares e resposta a estresses.

1.2 Estresse vegetal

O estresse vegetal é definido como um fator externo que exerce uma influéncia
desvantajosa sobre a planta e inibe o funcionamento normal do organismo (TAIZ &
ZEIGER, 2006). A sobrevivéncia do individuo depende da percepcdo dos sinais e
adaptacdo a estas condi¢des ndo ideais. Plantas ajustam-se a mudancas no ambiente pela
ativacdo de cascatas de transducdo de sinal que controlam e coordenam respostas
bioguimicas e fisiologicas necessarias a adaptacdo (HUANG et al., 2012).

Diversos fatores podem causar estresse em plantas e eles podem ser divididos
em abidticos e bidticos. Exemplos de estresses abioticos sao frio, calor, salinidade, seca,
excesso de agua, radiacdo, poluicdo, estresse oxidativo e privacdo de nutrientes. Ja
estresses bidticos sdo causados por patdgenos como virus, bactéria, fungos, insetos,
nematoides e herbivoros vertebrados. O estresse pode ser medido com relacdo a
sobrevivéncia da planta, a produtividade agricola, ao crescimento e aos processos
primarios de assimilacdo (TUTEJA & MAHAJAN, 2005).

Algumas plantas podem ser mais aptas do que outras para enfrentar ambientes
desfavoraveis, o que é chamado de tolerdncia ao estresse. Dessa forma, um ambiente
estressante para uma planta pode ndo o ser para outra (TAIZ & ZEIGER, 2006). Frio,
seca e alta salinidade sdo as condicdes de estresse que mais comumente afetam o

crescimento de plantas de interesse econémico. O entendimento de como as plantas
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transmitem os sinais de estresse e conseguem ativar respostas adaptativas € importante

para o desenvolvimento de espécies mais tolerantes (HUANG et al., 2012).

1.2.1 Sinalizagdo de estresse em plantas

Uma rota de transducdo de sinal pode ser iniciada com a percepcao do sinal por
receptores de membrana e pela membrana celular. A membrana plasmatica tem um
papel na percep¢do e transmissdo de sinais externos durante estresses abidticos,
principalmente por sofrer alteracbes em suas propriedades fisicas e composicao.
(HUANG et al., 2012)

Em plantas, ha& diferentes mecanismos de sinalizacdo que envolvem
fosfolipideos. Enzimas como as fosfolipases C, D e A2 (PLC, PLD e PLA2) e
diacilglicerol pirofosfatase (DGPP) sdo ativadas diferencialmente mediante estresses
com diferentes graus de severidade. (MUNNIK & MEIJER, 2001)

Estudos em alfafa, tomateiro e Chlamydomonas demonstraram que 0 estresse
osmotico ativa PLD. Em A. thaliana, esta enzima cliva fosfolipideos de membrana e
produz acido fosfatidico (PA) em resposta a estresse por seca (TUTEJA & MAHAJAN,
2005). Também em A. thaliana, foi demonstrado que o aumento transiente nos niveis de
PA ativa uma MAPK que participa na detoxificacdo de ions Na* da célula (YU et al.,
2010).

O estresse osmotico leva também a sinalizacdo por fosfolipideos mediante
ativacdo de PLC. Esta enzima cataliza a hidrdlise de fosfolipidios de membrana como o
fosfatidilinositol-4,5-bifosfato, que gera as moléculas sinalizadoras inositol 1,4,5-
trifosfato (IP3), diacilglicerol e PA. IP3 é capaz de alterar a os niveis de Ca*™ nos
compartimentos de armazenamento, e 0 aumento nos seus niveis ja foi relacionado a
resposta a estresses hiperosmaticos em A. thaliana (DEWALD et al., 2001; revisado em
TUTEJA & MAHAJAN, 2005) (Figura 2).
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Figura 2: No esquema adaptado de TUTEJA & MAHAJAN, 2005 e YU et al., 2010 séo
mostrados dois mecanismos de sinalizagdo celular que envolvem fosfolipideos. Estresse
osmotico é sentido por receptores na membrana plasmatica, e dependendo da intensidade e
duracdo, ha ativacao das fosfolipases C (PLC) ou fosfolipase D (PLD). A rota da PLD envolve
hidrdlise de fosfatidilcolina em éacido fosfatidico e diacilglicerol. Em A. thaliana, tratamento
com alta salinidade induz o acumulo de moléculas de acido fosfatidico por esta via, e este
fosfolipideo é capaz de ligacdo a formas ativadas de uma MAPK, MPKG6. Esta cinase é entdo
estimulada a fosforilar a proteina SOS1, responsavel pelo antiporte Na*/H" que participa na
detoxificagdo da célula. A rota da PLC envolve a hidrolise de fosfatidilinositol-4,5-bifosfato,
gue gera as moléculas sinalizadoras inositol 1,4,5-trifosfato, diacilglicerol e acido fosfatidico.
Estresse por seca em A. thaliana e Craterostigma plantagineum causam ativacdo da PLC e
aumento nas concentracdes citosélicas de Ca®* em decorréncia do acmulo de inositol 1,4,5-
trifosfato. Proteinas ligadoras de Ca*" sdo capazes de sentir estas mudancas e levam & ativagéo
de genes responsivos ao estresse, ao fechamento de estdmatos e a ativacao das proteinas SOS3 e
S0S2, que por sua vez ativam SOS1. Neste ponto, hd uma possivel convergéncia no substrato-
alvo das rotas de sinalizacdo via PLC e PLD, ja que ambas sdao capazes de modular a proteina
SOS1 e o antiporte Na'/H" (para mais detalhes da via SOS, ver Figura 3).
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A alteragdo nos niveis citosélicos de fons célcio (Ca®*) é sentida por proteinas
ligadoras de célcio que sofrem mudangas conformacionais dependentes do ligante. Estas
proteinas interagem com outros substratos e ddo origem a cascatas de fosforilacdo que
tém como alvo tanto genes responsivos ao estresse como fatores de transcricdo que
controlam tais genes (HUANG et al., 2012). Os produtos dos genes responsivos a
estresse levam a adaptacdo da planta e a ajudam a sobreviver em condi¢des
desfavoraveis. Um exemplo deste mecanismo sdo 0s genes sos (do inglés, salt overly
sensitive) de A. thaliana, que formam uma rota capaz de conferir tolerancia a salinidade
(revisado em Jl et al., 2013). Esta rota, que inclui a interacdo das proteinas SOS1, 2 e 3,
leva a exclusdo do excesso de fons Na* pela atividade de um antiporto Na*/H" na
membrana plasmaética e pelo sequestro destes ions em excesso para compartimentos
intracelulares (HUANG et al., 2012) (Figura 3).
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Figura 3: No esquema adaptado de HUANG et al., 2012 e JI et al., 2013 é mostrado o modelo
de sinalizagéo por proteinas SOS. Estresse osmatico é transmitido por componentes ainda ndo
identificados para o citosol, onde ocorre aumento nas concentracdes de Ca®*. A proteina SOS3,
que possui sitios de ligacdo a Ca*", sofre mudancas conformacionais que permitem sua interagio
com a proteina SOS2, uma serina/treonina cinase. Em células de raizes de A. thaliana, esta
interacdo libera a proteina SOS2 de um estado de auto-inibicdo e promove a realocacdo do
complexo SOS3-SOS2 para a membrana plasmatica. JA& em células de partes aéreas de A.
thaliana, SOS2 é alternativamente ativada pela proteina SCaBP8, e o complexo SCaBP8-SOS2
é também translocado para a membrana plasmatica. Na membrana plasmatica, a proteina SOS2
fosforila e ativa a proteina de membrana SOS1, responsavel pelo antiporto Na*/H" que contribui
para a exclusdo de Na* da célula. Outro evento desencadeado por esta via é a fosforilagio de
transportadores do tonoplasto por SOS2, que causa sequestro de Na* para o vactolo. Conforme
ja mencionado, em A. thaliana foi descrita a participacdo de uma proteina MAPK (MPKG®6) na
ativacdo de SOSI, e, desta forma, a rota SOS ndo ocorre por interacdo exclusiva entre as
proteinas SOS e ndo é a Unica via responsavel pela detoxificacdo de Na* das células.
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Os genes responsivos a estresse podem ser classificados de acordo com a rapidez
de sua ativagdo. Alguns genes de ativacdo imediata (do inglés, early induced genes)
levam a uma resposta répida e sdo induzidos em de minutos apds a percepgdo do sinal,
sendo comumente expressos de forma transiente. Sao exemplos genes codificadores de
fatores de transcricdo cuja inducdo ndo requer sintese de novas proteinas. Outros genes
de ativacdo tardia (do inglés, late induced genes), que levam mais tempo para serem
induzidos, sdo ativados horas apds a percepg¢do do sinal e sdo comumente mantidos na
forma ativa por mais tempo. Sdo exemplos alguns dos principais genes responsivos ao
estresse, como genes RD (do inglés, responsive to dehydration), KIN (cold induced) e
COR (cold responsive), que codificam proteinas necessarias para a sintese de outros
compostos, como as proteinas do tipo LEA (do inglés, late embryogenesis abundant),
proteinas estabilizadoras de membrana, antioxidantes e proteinas para sintese de
osmdlitos (TUTEJA & MAHAJAN, 2005; TAIZ & ZEIGER, 2006).

As mudancas na expressdo génica causadas por estresse podem induzir a
producdo de hormdénios como ABA, &cido salicilico e etileno. Estas moléculas
amplificam o sinal inicial e ddo origem a uma segunda cascata de sinalizacdo que pode
seguir tanto a mesma rota como caminhos diferentes (TUTEJA & MAHAJAN, 2005).

1.2.2 ABA e estresses

ABA ¢ um fitormdnio com papel importante na resposta a varios sinais de
estresse, sendo que sua aplicacdo exdgena é capaz de simular o efeito de uma situacdo
de estresse. Como muitos estresses abioticos causam um desbalan¢o osmético na célula,
h& uma sobreposicdo no padrdo de expressao de genes de resposta ao estresse por frio,
seca, alta salinidade e aplicacdo de ABA. Assim, ABA e sinais gerados por estresses
compartilham elementos comuns nas suas rotas de sinalizagdo (HUANG et al., 2012)
(Figura 4).

O estresse osmotico causado por sal ou seca é transmitido por pelo menos duas
rotas, uma ABA-dependente e outra ABA-independente. O frio, por exemplo, exerce
efeitos na expresséo génica principalmente em uma rota que independe de ABA. A
expressao ABA-dependente envolve elementos de acdo cis da familia ABRE (do inglés,

ABA-responsive elements). Os componentes das rotas que dependem ou ndo de ABA
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comunicam-se ou, mesmo, convergem para um mesmo ponto na rota de sinalizacao
(TUTEJA & MAHAJAN, 2005) (Figura 4).
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Figura 4: Esquema adaptado de HUANG et al., 2012 mostrando os principais elementos
envolvidos na resposta vegetal a ABA e a sinais de estresse. A rota de sinalizacdo leva a
ativacdo de genes e proteinas e tem papel na manutencdo da homeostase celular. A resposta a
seca, sal e frio é mediada por diferentes fatores de transcricdo que ativam genes responsivos ao
estresse, e resulta muitas vezes em uma “conversa cruzada” entre os componentes destas rotas e
daquelas que envolvem ABA. Tratamentos com frio, salinidade e seca geram estresse osmotico
nas células, e este é mediado por fatores de transcricdo como DREB2A, DREB2B, bZip, MYC
e MYB, os quais interagem com elementos cis como CRT/DRE, ABRE e MYCRE/MYBRE e
atuam na ativacdo da transcrigdo de genes de resposta a estresse. Tais fatores de transcri¢do sao
produtos de genes de ativagdo imediata, e sua expressdo é induzida nos primeiros minutos do
estresse. Tratamentos com salinidade causam, adicionalmente ao estresse osmotico, um estresse
ibnico que é caracterizado principalmente pela ativacdo de proteinas da rota SOS para
detoxificacdo de fons Na* da célula.
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A cascata de sinalizacdo por MAPKSs estd envolvida na sinalizagdo por ABA.
Contudo, a sinalizacdo por este hormonio envolve muitos componentes e é bastante
complexa. MAPKs ja foram implicadas na resposta a ABA em células-guarda e na
defesa antioxidante e diversas espécies vegetais possuem genes que sao geralmente
induzidos por ABA (LIU et al., 2012).

1.2.3 Estresse por salinidade

A salinidade é um dos principais estresses ambientais e representa problemas
para a producdo comercial de plantas. Este estresse interfere no crescimento da planta
por exercer condicGes semelhantes a seca e pela toxicidade i6nica (HUANG et al.,
2012).

A exposicdo a salinidade e a meios hiperosmoticos leva a eventos de sinalizagdo
que incluem a formacdo de espécies reativas de oxigénio, a producdo de acido
fosfatidico, aumento transiente dos niveis citosélicos de Ca** e acumulacdo de 6xido
nitrico (SMEKALOVA et al., 2013). Os eventos fisiologicos desencadeados por
estresse salino e por seca sobrepdem-se. A deposi¢édo de sal no solo gera zonas de baixo
potencial hidrico, fazendo com que as plantas tenham mais dificuldade na aquisicédo de
agua e nutrientes. Os principais ions envolvidos na sinalizacdo do estresse salino sdo
Na*, K*, H* e Ca®* (TUTEJA & MAHAJAN, 2005) e o estresse salino causa um
desbalanco na homeostase i6nica, resultando em um excesso toxico de ions Na* no
citoplasma e em reducdo de K* (HUANG et al., 2012).

Como o estresse por cloreto de sodio (NaCl) leva a reducdo de agua intracelular,
plantas sdo capazes de acumular metabolitos chamados solutos compativeis para
proteger sua proteinas. Estes consistem em osmolitos como acUcares e polialcoois, além
de metabdlitos com carga residual como glicina-betaina e prolina. O acimulo destas
substancias favorece o ajuste osmoético permitindo que a célula ndo perca agua.
(TUTEJA & MAHAJAN, 2005; TAIZ & ZEIGER, 2006)

Tratamentos com sal e meios hiperosmoticos ativam proteinas da familia das
MAPKSs. Em A. thaliana e em arroz, foram descritas MAP3Ks que atuam na regulacéo
positiva e negativa da resposta a salinidade e a meios hiperosmaticos. Estas repostas sao

tambem desencadeadas por seca e ABA (KIM et al., 2012). Além disso, proteinas
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MAP2Ks nestas duas espécies vegetais também estdo implicadas na resposta ao estresse
salino e ttém agéo sobre as MAPKs MPK4, MPK6 e MPK3 (TEIGE et al., 2004).

Em A. thaliana, estudos comprovaram que 0 estresse hiperosmotico e o estresse
salino sdo capazes de causar expressdo diferencial dos genes mpk3, mpk4 e mpk6
(DROILLARD et al., 2004; KIM et al., 2011). A proteina MPK®6 age na fosforilacéo da
proteina SOS1 e, assim, participa na resposta de detoxificacdo de sodio descrita
anteriormente (YU et al., 2010). Em longo prazo, esta proteina é capaz de ativar genes
responsivos a sal mediante a fosforilagdo de ZAT6, um fator de transcricdo do tipo
dedo-de-zinco (LIU et al., 2013).

1.2.4. Estresse por seca

O estresse vegetal causado pela deficiéncia de agua (seca) pode causar
desidratacdo das membranas celulares, formacdo de poros e desprendimento de
proteinas de membrana. Esta perda de integridade afeta a compartimentalizacdo celular
e compromete a atividade enzimatica. A seca limita o crescimento da planta por causar
diminuicdo na fotossintese, além de o solo seco interferir na disponibilidade de
nutrientes para o organismo (HUANG et al., 2012). Outro efeito da seca em plantas é a
reducdo no crescimento vegetativo, que ocorre principalmente em caules e partes aéreas
pela diminuicdo da atividade de ciclinas dependentes de cinases, 0 que resulta em
divisdo celular mais lenta. A reducdo na expansdo celular é benéfica para plantas sob
estresse hidrico por diminuir a area de folha que é exposta, resultando em menor
transpiracdo (TUTEJA & MAHAJAN, 2005).

O estresse osmotico causado pela seca também faz com que folhas minimizem a
perda de agua por transpiracdo pelos estbmatos (HUANG et al., 2012). Este processo,
que é conhecido como fechamento hidroativo, pode ser regulado pelo horménio ABA e
promove o efluxo de ions K* das células-guarda, o que resulta na perda da pressdo de
turgor e leva ao fechamento dos estématos (TUTEJA & MAHAJAN, 2005).

Em plantas, a sinalizacdo do estresse por seca induz a producéo de fosfolipideos
e a formacdo de espécies reativas de oxigénio. Como condic¢Ges de seca sdo persistentes

por periodos extensos, as respostas em longo prazo envolvem mudancgas na expressdo
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génica. Estes processos sdo mediados por fatores de transcricdo como os WRKYSs
(SHEN et al., 2012) e do tipo ziper-de-leucinas (TANG et al., 2012).

A sinalizagdo por MAPKSs regula a ativagéo transcricional e as respostas de curto
e médio prazo em plantas expostas a condi¢des de pouca agua (SMEKALOVA et al.,
2013). Em A. thaliana, os genes mpk9 e mpk12 sdo induzidos pelo estresse de seca e sua
expressao se da em células-guarda em resposta a ABA (JAMMES et al., 2009). Ja a
proteina MPK6, que também responde ao estresse de seca, tem sua atividade de
fosforilagdo aumentada mediante acumulagdo de radicais livres e fosfolipideos (YU et
al., 2010), mas néo responde a ABA (TSUGAMA et al., 2012). Como consequéncia do
estresse por seca, as alteracdes metabolicas da célula incluem também a mudanca nos
niveis de expressdo de genes codificadores de proteinas do tipo LEA/desidrinas, na
sintese de chaperonas que protegem outras proteinas e de proteinases para degradacao
de proteinas desnaturadas (TUTEJA & MAHAJAN, 2005).

1.3 Plantas modificadas geneticamente com componentes das cascatas de MAPKs

Como exposto, os componentes da cascata de sinalizacdo das MAPKSs
participam em importantes respostas celulares, sendo reguladores da expressdo génica,
da citocinese e do desenvolvimento. A atividade destes mddulos em plantas sob estresse
torna as MAPKSs um possivel alvo para aplicagdes biotecnologicas (SAMAJOVA et al.,
2013Db).

A expressdo heteréloga do gene map3k de N. tabacum em milho aumentou a
tolerdncia das plantas ao frio, ao calor e a salinidade (SHOU et al., 2004).
Adicionalmente, a superexpressdao de um gene map2k de A. thaliana foi capaz de
conferir tolerancia ao frio e a salinidade. Mutantes de A. thaliana que ndo expressam
este mesmo gene map2k mostraram maior sensibilidade a estes estresses (TEIGE et al.,
2004).

Os efeitos da expressdo heteréloga de genes codificadores de MAPKSs ja foram
demonstrados frente a estresses bioticos e abidticos. Um gene de pepino (Csnmapk)
conferiu tolerancia ao estresse osmotico em tabaco (XU et al., 2009). Um gene mapk de
milho (Zmmpk4) expresso em tabaco aumentou a tolerancia ao frio (ZHOU et al.,

2012), e a expressdo do gene ZmSIMK1 de milho em A. thaliana permitiu a geragéo de
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plantas tolerantes a alta salinidade (GU et al., 2010). Foi demonstrado que o gene
Ghmpk2 de algodoeiro esta envolvido na regulacdo da tolerancia ao sal e a seca em
tabaco (ZHANG et al., 2011), e que Ghmpk16 foi capaz de conferir resisténcia a fungos

e bactérias em plantas de A. thaliana transformadas (SHI et al., 2011).

Assim, estudos sobre a sinalizagdo de estresses vegetais e 0 impacto da
superexpressdo de genes capazes de sinalizar tais estresses tém sido utilizados para o
desenvolvimento de plantas transgénicas com caracteristicas de tolerancia bastante
promissoras. O entendimento das interagdes nas rotas de sinalizagdo, da regulacdo e dos
produtos dos genes vegetais codificadores de MAPKSs pode ser aplicado na producéo de
plantas transgénicas capazes de tolerar condicdes de estresse com minimizagdo de
perdas de crescimento e produgdo (TUTEJA & MAHAJAN, 2005).

1.4 Importancia comercial e melhoramento de Eucalyptus

O género Eucalyptus possui 900 espécies nativas da Australia, local onde o
clima varia desde condi¢Ges Umidas e temperadas até zonas quentes e aridas (BEDON
et al., 2012). A boa adaptacdo destas espécies a diferentes condi¢des de clima e solo se
da pela grande diversidade genética dos individuos, que inclui a expressdo de genes
possivelmente envolvidos em processos adaptativos (conforme revisado em VILLAR et
al., 2011). Algumas espécies de Eucalyptus estdo entre as arvores que apresentam mais
rapido crescimento em areas tropicais e sub-tropicais, e esta caracteristica, aliada ao seu
bom conteudo de fibras, torna estas espécies importantes fontes de matéria-prima para

as industrias de polpa de celulose e papel (VALDES et al., 2013).

Dados de 2008 estimaram que plantacbes de Eucalyptus ocupavam
mundialmente cerca de 20 milhdes de hectares distribuidos entre Australia, Africa do
Sul e paises da América do Sul, da Asia, e do sudoeste da Europa (BEDON et al.,
2012). Durante 0 ano 2012, a area plantada com Eucalyptus chegou a 5,1 milhdes de
hectares distribuidos em 17 estados brasileiros, o que representa cerca de 70% da area
de plantio florestal do pais (ABRAF, 2013). No Brasil, a producdo de Eucalyptus é
majoritariamente empregada na industria de papel e celulose (72,5% da area plantada),
tendo também aplicacdo na siderurgia a carvao vegetal e fabricacdo de painéis de

madeira. Dados de 2012 colocaram o Brasil entre os maiores produtores mundiais de
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celulose (4° lugar) e papel (9° lugar) e estes niveis de producdo, que contam com outras

fontes, tém também a contribuicéo das florestas de Eucalyptus (BRACELPA, 2013).

Nos ultimos 40 anos, programas de melhoramento de espécies de Eucalyptus
focaram-se no aumento da produtividade pela sele¢cdo e propagacéo clonal de plantas
com maior producdo de biomassa e contetdo de polpa. No entanto, a expansao das
plantacdes para ambientes que imponham desafios ao desenvolvimento das plantas, e
mesmo mudancas climaticas em &reas que j& abrigam plantagdes, sdo importantes
fatores a serem levados em conta no melhoramento (NAVARRETE-CAMPOS et al.,
2013; VALDES et al., 2013). Fatores como frio, seca e salinizacio do solo podem
prejudicar o crescimento e a producdo destas arvores, e, portanto o entendimento dos
mecanismos de tolerancia aos estresses é fundamental para o desenvolvimento de
individuos tolerantes (BEDON et al., 2011).

Ao contrério dos muitos estudos em plantas modelo, pouco se sabe ainda sobre o
mecanismo de adaptacdo ao estresse em Eucalyptus. Trabalhos elucidaram respostas
morfoldgicas e fisioldgicas (PITA & PARDQOS, 2001; COSTA E SILVA et al., 2008),
e, mais recentemente, estudos de proteémica e transcriptbmica buscaram possiveis
elementos que participam na resposta ao estresse hidrico (VILLAR et al., 2011;
BEDON et al., 2012; THUMMA et al., 2012).

A espécie Eucalyptus grandis € uma das mais difundidas em plantages
florestais no Brasil, sendo inclusive importante para a geracdo de hibridos com alta
produtividade e boa qualidade de fibra (SOUZA et al., 2004). Assim, considerando-se a
disponibilidade do sequenciamento do genoma desta espécie, é possivel a busca por
genes de interesse ao melhoramento. Dada a importancia de MAPKSs na sinalizacéo de
estresse em vegetais, 0 estudo mais aprofundado do gene Egmpk5 de E. grandis podera
contribuir para o entendimento do mecanismo de adaptacdo desta planta a condicdes

adversas do ambiente.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Caracterizar o gene mpk5 de Eucalyptus grandis e o efeito de sua expresséo

heter6loga em plantas

2.2 Objetivos especificos:

Com base na sequéncia de mpk5 de E. grandis, obter sequéncias de outras mapks

em bancos de dados e realizar analises filogenéticas;

Caracterizar a estrutura e determinar o nimero de copias do gene Egmpk5 no
genoma de E. grandis, identificar a localizacdo cromossémica de membros de

uma possivel familia génica mpk5 e analisar potenciais regides promotoras;
Caracterizar o padrdo de expressdo génica de Egmpk5 em raizes, caules e folhas
de E. grandis em condi¢BGes normais e em respostas a diferentes sinais por RT-

gPCR;

Caracterizar o estado transgénico de plantas de tabaco transformadas com o gene
Egmpk5 por PCR,;

Caracterizar o padrdo de heranca de Egmpk5 em progénies de plantas

transgénicas de tabaco selecionadas;

Desafiar as plantas transgénicas de tabaco frente a salinidade e a seca e

caracterizar as respostas.
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3. Materiais e métodos

3.1 Analises in silico

3.1.1 Avaliacdo do numero de copias e da estrutura génica de Egmpk5

A sequéncia génica estudada neste trabalho partiu de um estudo anterior de
nosso grupo, que isolou o cDNA de Egmpk5 a partir de ESTs (do inglés, Expressed
Sequence Tags ou ESTs) do banco de dados do projeto GENOLYPTUS - Rede
Brasileira de Pesquisa do Genoma de Eucalyptus. O clone de cDNA selecionado
apresentou 5.068 pb, foi completamente sequenciado e teve sua expressao parcialmente

caracterizada frente a diversos estimulos (KORBES, 2006).

Neste trabalho, a sequéncia do cDNA de Egmpk5 foi utilizada para BLASTn
(nucleotide BLAST; http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) no banco de dados
Phytozome (Eucalyptus grandis Genome Project, http://www.phytozome.net/
eucalyptus) a fim de se obter informacdes sobre a localizagdo cromossomica deste gene.
Os resultados desta busca foram dados em termos de escores de alinhamento com

sequéncias genémicas e valores estimados ou E-values.

Para determinacdo da estrutura génica de Egmpk5, as sequéncias obtidas a partir
do genoma foram alinhadas com ClustalW (THOMPSON et al., 1994). Alinhamentos
manuais e comparacdo com sequéncias similares de outras espécies descritas na
literatura também foram empregados nesta etapa e, assim, foi determinada a

organizacdo de introns e éxons deste gene.

Traducdo e manipulacdo de sequéncias nucleotidicas foram feitas com as
ferramentas do Molecular Toolkit (disponivel em http://www.vivo.colostate.edu/
molkit/index.html) e representacdo grafica da estrutura génica foi feita com criacdo
manual de escala e desenho no software Microsoft Office PowerPoint 2007.
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3.1.2 Construgdo de mapa cromossémico

Dados relativos ao tamanho de scaffolds montados a partir do sequenciamento
do genoma de E. grandis foram obtidos no servidor do banco Phytozome. A localizagéo
no genoma da possivel sequéncia de Egmpk5 obtida por BLAST foi também
pesquisada. Estes dados foram inseridos no programa MapChart versdo 2.2
(VOORRIPS, 2002) para criacdo do mapa.

3.1.3 Andlise da regido promotora do gene Egmpk5

Da sequéncia gendmica selecionada a partir do resultado obtido por BLAST com
cDNA de Egmpk5 no Phytozome, 2 kb anteriores ao cdédon de inicio de tradugdo foram
selecionados para analise de elementos cis promotores. Estas analises foram realizadas
pro comparac¢do aos dados disponiveis no PlantCARE (LESCOT et al., 2002), que relne

motivos conhecidos de elementos regulatorios de acdo cis em plantas.

3.1.4 Sequéncia peptidica deduzida, andlise filogenética e de dominios de EQMPKS5

A sequéncia peptidica deduzida (EgMPKS5) foi obtida pela traducéo in silico da
sequéncia do clone de cDNA de Egmpk5 ap6s remocdo manual das sequéncias de
introns. Esta sequéncia resultante foi utilizada como isca na busca por proteinas
similares em outras plantas por BLASTp no GenBank. Sequéncias peptidicas de
MAPKSs de plantas com no minimo 80% de similaridade a EgMPK5 foram utilizadas
para construcdo de uma arvore filogenética no programa MEGA5 (TAMURA et al.,
2011) pelo método de Maxima Verossimilhanca (Maximum Likelihood), utilizando o
algoritmo MUSCLE (EDGAR, 2004) para alinhamento das sequéncias e um valor de
bootstrap de 500 repeticdes.

Dominios conservados na sequéncia peptidica foram encontrados pelo emprego
de BLASTp no GenBank e a anlise dos subdominios de STKs foi feito por comparagéo
com a literatura e alinhamentos de sequéncias proteicas com ClustalW. Representacdo
gréfica das sequéncias consenso obtidas foi feita com o programa WebLogo (CROOKS
et al., 2004).
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3.2 Analises da expressdo de mpk5 em E. grandis

3.2.1 Material vegetal e tratamentos

Sementes de E. grandis foram plantadas em copos plasticos contendo a mistura
solo/vermiculita na proporcao de 1:1. As plantas foram mantidas em camara de cultivo
sob fotoperiodo de 16 h de luz e 8 h de escuro a 28 °C, sendo irrigadas duas vezes por
semana. Para avaliacdo da resposta a tratamentos, plantas de 90 dias, em triplicata,
foram irrigadas com 20 mL de solucBes de acido naftalenoacético (NAA) a 50 uM,
acido abscisico (ABA) a 100 uM, cinetina (kin) a 10 uM e cloreto de sodio (NaCl) a
200 mM. Para o tratamento de seca, trés plantas foram mantidas sem irrigacdo. Apés 3
dias dos tratamentos (ou 7 dias no caso da seca), raizes, caules e folhas foram coletados
separadamente, congelados em nitrogénio liquido e mantidos a -80 °C até extracdo dos

acidos nucleicos.

3.2.2 Extracdo de RNA total e sintese de cDNA

A extracdo de RNA total foi feita pelo método CTAB (DOYLE & DOYLE,
1987) e a avaliacdo da qualidade das extracGes foi realizada por inspecdo visual de
bandas caracteristicas de preparacdes de RNA total integro em gel de agarose a 1%
corado com brometo de etideo apo6s eletroforese e quantificacdo por método

espectrofotométrico.

Amostras de RNA foram tratadas com RQ1 RNase-Free DNasel (Promega) para
eliminacdo de DNA contaminante segundo as instru¢bes do fabricante. A sintese de
cDNA foi realizada com a enzima transcriptase reversa M-MuLV (New England

Biolabs) conforme instrugdes do fabricante.

3.2.3 Avaliacéo da expresséo relativa de Egmpk5 por RT-gPCR

Reacdes em cadeia da DNA polimerase quantitativas ou em tempo real (qPCRs)
precedidas de transcricdo reversa (RT) foram realizadas no equipamento ABI 7500
Real-Time PCR System (Applied Biotechnology) utilizando-se o agente fluoréforo
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SYBR Green (Invitrogen) como corante. As reacGes foram conduzidas em placas de 96
pocos contendo 20 pL de volume total, sendo metade composta pelas preparagdes de
cDNA na diluicdo 1:25 e a outra metade composta por uma mistura de reacdo. A
mistura de reacdo foi composta pelos seguintes reagentes: primers direto (forward) e
reverso (reverse) a 0,2 UM cada, desoxirribonucleosideos trifosfatados ou dNTPs
(dATP, dGTP, dCTP e dTTP) a 25 uM cada, 0,25 U da enzima GoTaq DNA polimerase
(Promega) e tampéo de reacdo fornecido (Promega) na concentracdo final de 1x, cloreto
de magnésio a 3 mM, solucdo de SYBR Green (Invitrogen) na concentracdo final de

0,1x, e &gua purificada por osmose reversa (MiliQ) e autoclavada.

Os pares de primers utilizados nas RT-gPCRs foram especificos para o0s
seguintes amplicons: (i) regido de 66 pb do gene Egmpk5 (direto 5’-
GATAACAAGATCGACGCGAA-3’ ¢ reverso 5’-TCTGTGGCGGTGGAATAATA-
3%); (ii) fragmento de 152 pb do gene Ec08 (fator de elongacdo de transcri¢do s-llI;
direto 5’-TCCAATCCGAGTCGCTGTCATTG-3’ e reverso 5’-
TGATGAGCCTCTCTGGTTTGACCT-3"); e (iii) fragmento de 141 pb do gene Ec04
(cdk;  direto  5’-TACAAGCGCTGTTGATATGTGGGC-3* e  reverso  5°-
TTGCCAATGAGGCGGATTCACAAG-3’) (OLIVEIRA et al., 2012).

As condicOes de reagdo foram as seguintes: ativagdo da enzima por calor (hot
start) a 94 °C por 300 s, seguida por 40 ciclos de desnaturacdo (94 °C por 15 ),
anelamento (60 °C por 10 s) e sintese (72 °C por 35 s). A leitura da fluorescéncia foi
realizada a 60 °C por 35 s em cada ciclo. A curva de dissociacdo (T,) foi obtida por
aquecimento de 50 a 94 °C (variagéo ou A de 0,4 °C/s).

As RT-qPCRs para cada gene foram feitas em quadruplicatas, sendo sempre
considerada uma reacdo em branco, composta apenas pela mistura de reacdo e agua

ultrapura.

Para analise da expresséo relativa de mpk5 foi utilizado o método 244" (LIVAK
& SCHMITTGEN, 2001) e a analise estatistica foi realizada pelo Teste T de Student
assumindo-se uma distribuicdo de dados bicaudal e variancia independente entre as
amostras comparadas, utilizando-se o programa Microsoft Office Excel 2007. As
diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando o valor de
probabilidade foi P < 0,05.
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3.3 Caracterizacdo de plantas transformadas de N. tabacum

As plantas de N. tabacum SR1 transformadas com o gene Egmpk5 estudadas
nesta parte do trabalho foram oriundas de experimentos anteriores de nosso grupo
(KORBES, 2006; KIRCH, 2008). Para tanto, a sequéncia de cDNA de Egmpk5 foi
adaptada ao promotor 35S do virus-do-mosaico-da-couve-flor (CaMV 35S) e ao
terminador da nopalina sintase (nos) no plasmideo pMOG463 (Mogen). O cassete de
expressdo assim constituido foi transferido para o vetor binario pCAMBIA2300
(CAMBIA), utilizado para a transformagé@o de Agrobacterium tumefaciens LBA4404.
Plantas de N. tabacum SR1 foram transformadas com o método de cocultura de discos
foliares (DEBLOCK et al., 1984; HORSCH et al., 1984) com a linhagem resultante A.
tumefaciens LBA4404::pCAMBIA2300-P35s-Egmpk5-Tos.

No presente trabalho, a caracterizacdo de seis plantas de tabaco regeneradas foi

realizada, tanto molecularmente como em bioensaios.

3.3.1 Assepsia de sementes, meios de cultivo, germinacdo e cultura in vitro de N.
tabacum SR1

Todas as manipulacGes de meios de cultivo e materiais vegetais para cultura in
vitro foram realizadas em cabine de fluxo laminar horizontal. Sementes transgénicas e
controles de tabaco foram submetidas a assepsia superficial mergulhando-as em cerca
de 50 mL de etanol a 70% por 2 min seguido de 50 mL de hipoclorito de sodio a 1,5%
por 20 min e 4 lavagens em 50 mL de &gua destilada estéril.

As sementes foram dispostas na superficie de meio MS (MURASHIGE &
SKOOG, 1963) contendo metade da quantidade de sais (¥2MS; Sigma) acrescido de
agar a 1,5 % em placas de Petri ou frascos de cultura. As placas contendo sementes
foram incubadas em cadmara de cultivo tipo B.O.D a 25 °C no escuro por 2 dias seguido
de incubacdo sob fotoperiodo de 16 h luz e 8 h escuro na mesma B.O.D. Para testar a
viabilidade das sementes ap0s assepsia e para controles, o0 meio ¥2MS foi utilizado sem
adicdo de outras substancias. Nos testes de toleréncia a salinidade e de selecdo em
canamicina, foram adicionados, respectivamente, NaCl para concentracdes finais de
100, 200 e 300 mM e o antibiotico canamicina para concentracdo final de 100 mg/L
(Kan'®).
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A taxa de sobrevivéncia das plantas germinadas foi acompanhada e registrada
fotograficamente a cada 5 dias por até 30 dias. Para definicdo das plantas resistentes a
canamicina, foi avaliada a capacidade de germinacdo das sementes e, em caso de

germinacdo, a capacidade das plantulas manterem seu desenvolvimento.

3.3.2 Cultura hidrop6nica

Para ensaios de tolerdncia a seca, plantas transgénicas e controles de tabaco
mantidas in vitro sob selecdo (ou n&o) com Kan'® foram fixadas a placas de isopor
suspensas em bacias plasticas contendo meio 2MS e aclimatadas durante uma semana.
As plantas foram mantidas em sala de cultivo a 25 °C sob fotoperiodo de 16 h luz e 8 h
escuro. Para teste de toleréncia a seca, as plantas foram retiradas do meio hidrop6nico e
suas raizes deixadas expostas ao ar ambiente. Apds 4 dias, as plantas foram recolocadas

em meio nutritivo e acompanhadas com registros fotograficos até o 36° dia de ensaio.

3.3.3 Deteccdo de transgenes em plantas transformadas por PCR

Extracdo de DNA de tabaco foi realizada pelo método CTAB (DOYLE &
DOYLE, 1987). PCRs foram usadas para confirmacéo do estado transgénico das plantas
de tabaco. Foi utilizado o par de primers 35S forward (5’-CGACACTCTCGTCTA
CTCCAAG-3’) ¢ MAPK-RT reverse (5-TCTGTGGCGG TGGAATAATA-3) para
amplificacdo de um fragmento de 864 pb incluindo parte da regido promotora e parte do
transgene do cassete P3ss-Egmpk5-Thes. Nas PCRs, foram usados 75 ng de DNA de
plantas de tabaco e 10 ng de DNA plasmidial da construcdo pCAMBIA2300-P3ss-
Egmpk5-Tqes como controle positivo. As reacdes foram constituidas por 10 pL de
Tampéo PCR 5x (Promega); 2 pL de MgCl, a 25 mM (Promega); 2 pL de solucédo de
dNTP’s (dATP, dGTP, dCTP e dTTP a 5 mM cada); 0,25 puL de GoTaq DNA
polimerase a 5 U/uL (Promega); 2,5 uL de cada primer a 10 pM; amostra de DNA e
agua ultrapura para completar um volume final de 50 pL. O programa bésico de
termociclagem incluiu uma etapa a 96 °C por 3 min, seguida de 35 ciclos em
temperaturas de 96 °C, 50 °C e 72 °C por 30 s cada, extenséo final a 72 °C por 5 min e
armazenagem a 4 °C até retirada do termociclador para gelo ou armazenagem em
congelador (-20 °C).
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4. Resultados

Os dados a seguir apresentados sao oriundos de atividades para caracterizacao
do gene mpk5 de E. grandis nesta planta e também do efeito de sua expressdo em
plantas de tabaco. O presente trabalho baseia-se em trabalhos anteriores de nosso grupo
e utiliza a sequéncia de cDNA de Egmpk5 clonada de E. grandis por KORBES (2006)
para estudos mais detalhados de estrutura, padrdo de expressdo e produto deste gene.
Ainda, as andlises de expressdo heterdloga sdo baseadas na caracterizacdo de seis
plantas de tabaco transformadas previamente (KORBES, 2006; KIRCH, 2008). Desta
forma, os resultados obtidos estdo apresentados em trés grandes topicos que abrangem
analises in silico, caracterizacdo do padrdo de expressdo génica de Egmpk5 em E.
grandis e caracterizacdo de plantas de tabaco com expressdo heterloga de Egmpk5

frente a estresses.

4.1 Andlises in silico do gene mpk5 de E. grandis

4.1.1 Definicdo do numero de cdpias e da estrutura génica de Egmpkb

Segundo o banco de dados Phytozome (http://www.phytozome.net/), 0 genoma
de E. grandis possui 691 milhdes de pares de bases. Neste banco, as sequéncias foram
agrupadas primariamente em contigs ou regibes contiguas que representam
sobreposicdo, ou consenso, de sequéncias de DNA. As regifes contiguas foram
organizadas, finalmente, em grupos de ligacdo, levando a montagem de scaffolds e
cromossomos. A montagem do genoma de E. grandis traz, em sua versdo 1.1, onze
principais scaffolds/cromossomos, que representam 93% do total de loci com transcritos

codificadores de proteinas.

A busca por BLASTn neste banco de dados revelou duas sequéncias genémicas
com grande similaridade ao clone de cDNA de Egmpk5 (KORBES 2006): uma delas
encontra-se no scaffold 7 (posicOes de 28.429.209 a 28.436.392) e tem maximo score de
alinhamento de 3.152 bits, e a outra sequéncia encontra-se no scaffold 12 (posi¢des de
345.288 a 352.092) e apresenta um score maximo de 2.008 bits. Para ambos o0s

resultados, o E-value foi de zero. Outras sequéncias obtidas por esta busca nao foram
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analisadas mais detalhadamente porque néo tiveram boa cobertura de alinhamento, o
que foi verificado por valores de score muito menores, bem como maiores valores de E-

value.

As duas sequéncias selecionadas do banco de dados Phytozome foram mais
amplamente analisadas para determinacdo do numero de copias do gene Egmpk5 no
genoma. Primeiramente, estas foram alinhadas a sequéncia do clone de cDNA de
Egmpk5 e, por comparagdo com sequéncias nucleotidicas de mapks ja identificadas em
outras espécies, foi possivel designar possiveis éxons e introns nas estruturas dos genes
(Figura 5).

a)

>mpk5_scaffold?
TTTGCCAATTGAGGAGCATGATAATGATGTCGTAAGCTGTATCCCCAAGGAAGATTCTCTCCGTCGCGACATCCAAGGGCGCGAATGC
AGTCCGAGTCCAATCGGCCTTTATTGCGTGTGGAATGCATGCCTGGATTAGGTTTGTAGAAGTTGTTGATATATCTCGGGTAGCGTGT
TTAGAGTCCAAATATAATTCTTGTCCATCATATATGTTTGCCTTCATTCTTAGTTCTTCATGGGGTTAAGTACCAAAAAAAGTCAACT
TGTTATATTATTGATACTAATTTAGTTATAAACTTTTTAATTGTGTTAATTTAGTTCTTAATATTTTTATATTAATATCAATTCAGTT
TATTCGATCAATTTAATTTGAAATTTATTGATATGAATACTGACCATGTATTAATTTTTAGATTTTTTTTATCATTTTTTATTAACAT
TTTAAACTTTTTTCCCTTTTTTCTTTIGTTTTCCATTTTTTCCTTTCGTTTTTTCTCTTCTCTTCCCTTGGCTTGTGGCCGATACTTGC
TAGATTTGGTGAGGGCAACTCTCGCCTATAGCCATTTGCTGGCCATGTTGAGTACCAGCCACAGCCACAGGCCAATGAAAAAAGAATG
AAAAGAAATGAAAAAAAACAAAAAAAAGGAAATTTTAAAAATTAATAATAAAAATTTGGAAAAAAATTAGTTAAAATTTATTAAAAAA
AGTTGTCTACATTAGTGTCACGTAAGATGTTTAGCGTTCACGTCAGCAGTTCCCGTCTAAATTAACTAGATGGACTCAATTACATTAA
TGTAAAAAGATTTATTATTGAATTGATTTAGTTGAAATGTTTAAGATTGATTTAGTATCAATGCATTGATTAAAATTTTTTTTTGATA
CTTTTCCTCTTCTTTCATGATATCATTTATTAGGAGACAGTACTTATAAAAAGGTTCATCAATTAGAAAGTATTTGGAAGGGGATTGA
TTGGAGTATATAACTCTGATTTACCTAGAGACCAATTCCAAACCATCAACTCTATCTTCTTTCGTCTGGTGTCCGATTGACATGATTG
GAGCCATTGACCCAATGACCCATCTCTCTCTTACTATAAATTAGATTCATAAATGCAAATTGAGCTTTCACTATATGTAACTAGAACA
ATTTACACAAGTGATTAAGTTATAACGAAGTGACAACAGAATATATCATAAATCAACGACGACAACTTTCGAGAAGTCATTTATAACT
CTCCTGAAACTCTGGCACCAATACAAAATTAGCCCTCAAGCTTATTTCTATCGCGGGCCACGATCTTTCCTCAGTATGGATGGCAATT
TCAAGTGCAATCCAGAAACAAACCTAAACTCCATTCTTCTCGACCGAGTTCTTCTTCACCGGGAGATGATCAGGCGAGACGGCCCGAG
AGGAATATTTGACAAAGTACGAGCGAATAAGATCGCTTCGGCCTGAACAGTCATTTCGAGAGGTGGATATAGAGCCGCCCCTAATCCT
TAAATTAGCATCTTTTTTCGGATGGACATTCTTTTAATCAATTAAAAAAGTCAAAAAGAAAGGAAAGAGAAAGGAAGAAGGAAAGAAG
AAGGGTCAAAAAAAAAAAAAAAGAGGGAGAAATACAGGTGGTGGAATCATCACAGGGCAGATGAACAGCAGCAGCAGCGGGCGCAGCA
GAAAGCAAACAAAAACAGGGCGAAAGGAAAACGACCTTTCCCACTCAAAAGCTCCTCCCTTTTTCATTTGCATTTCTGCATCCACACA
GGCACAGGGAGACAAGGGGACCGAGTCAGTGAGTCGGAACGGTTGACCGCGGAATCTCCCCCCCCAACAAAAAGCCATCGCCCAACTC
AGGCCAACAGTCAAAACCCACCTTAACCGAATTCCCCCAGATCAATCCCCTCTCTCTCTCCTCCACTGTAACGGAATCGCGACCCCCA
AATCCTAGGGCTTTCTTTCTCTCTCTTTCTCTCTCTATTTCTACCACCACCATCACCACCACCGATGGACGGCGGGGCTCCTCAGCCG
GCGGATACCGTCATGTCGGAGGCGGCGCCGGCGCAGCAGCAGCAGCAGCCGCAGCAGGCGCAGCCGCAGGGGATCGAGAACATCCCGG
CGACGCTCAGCCACGGGGGCCGCTTCATCCAGTACAACATCTTCGGCAACATCTTCGAGGTCACCGCCAAGTACAAGCCCCCCATCAT
GCCCATCGGCAAGGGCGCCTACGGCATCGTCTGgtaggtgtcggaagaagctcgggecttggetgectgatatgcatcatecgacttgata
tagctgcttcgtgtttaatttcttctcatgagcgatgcgtaaagtttttecttttttatttgtttttgattgggttgtgecttecttttat
tcccatctcectectggtttecagCTCAGCTTTGAATTCGGAGACGAACGAGCACGTGGCCATAAAGAAGATTGCTAATGCTTTCGATAACA
AGATCGATGCGAAGAGGACTCTCCGTGAGATCAAGCTTCTCCGGCACATGGACCATGAAAACgtcagtgaatcccatgegtacagaat
tttgttcgttacgtgattgagcatggctttctgggttgtttgaagtgtgttgttttectttgatggttggecttatgggtgtgggeggtyg
ccatcgatattgtgcaatggtgcatttacgttgctctctgtctcagttctaagtctaacgaatgtgcagtacaggtgaattagecattt
cctgctgtggacaacgaattaagagttagtgcagcaaatagtagagctgttgaatcttctatttcactagaaggggtattgattgcett
aagagaatctagcctcccatgttattatatggtaccatgtctagcaccagttgttaatgagacagagaacatactgaaacgccaggta
atttattgtcatcatgcatcaagatatagaaggtcttattgtcactgtgctacttacagagttgaacgtcccttctttgaacttttca
gttcatatgtcttttaagtgctgttgctaggaaacacgggaagatctctgaaagatctagtgagaaagacttttgctatctgtttcag
tagttaaaacttaacacgatcgactgtcaagtatagctggctaataatgtcttgtttgttgcatctcttttteccccacatcacaaacc
tttcgtaggtgaaatattagaagtcctcaagccgatgatttgttttgtgatggttttaattgaaattgcattttgatgaaatttttta
aatctttatagtttgagctgagtaaatgttgatatggtgtacttgtgttgaattatagcttttgtggttagaaagtacaagcaaattg
aaaaggaagtgttacgtatggggtaatgttgttattttattttgtttgacagtttttaatcatttctagaaggctaccctcgttgttt
ttaacatacatgatcagaattttacctccattctctctcttttecteectececctecttettecccaaatgeccagaagaaaagacctte
tcttcctccactttattttcctagataattcacattteccttectgettatttttggaacgaaacgcaaccaaaaatatcataaattggg
gtacgatcccatttcagtcgaaataaatgatagacatgttatttgggtatcattgatgactattcttatgttggaggcaaaaattctce
aaaagtttaatttctattatactgatatagaagggcactgatactcatcattcttagagatggaataggtggttatatcctgactgga
tgcaatttgtaatggtatgaaagtagttcttattggtataaagaacaagttttgaactatgattggtgagaatccacatgcacgtgga
ccttaatgaagctacatttatttaaggcgtggctatcctgeccagatacaaaataagctctttaatcaatgcagaactggtattgcecatg
gcaattttaacagaacttgcttttcagttattatgattcttgtatgcttatgtgaggttctgttatgttaatgecagGTCGTGGCAATT
AGGGATATTATTCCACCGCCACAGAGAGAGGTGTTCAATGATGTTTATATTGCATATGAGCTTATGGACACTGATCTGCATCAAATTA
TTCGTTCCAACCAAGCATTGTCTGAGGAGCATTGTCAGgtttcattttgccatttactgtacgatattggcgcttccttctagatggg
atattgctttcttgtcagtagctggttcttaattatgctagcgggagttgccatcecgetgetttettgtcatttgetgggtecttaatt
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aggttattgggaattgaccaaaaaaaagttattgggaactttcaaataaaatctgtatcatagtaagaagccaagagagcaaagatat
catacaatctttagctgtcaaatatcgaaacggatattacaattaatttttttttcttgcattgatacagaaaataaagggggcacta
aatgatgctgggagtacatattaactagttatttcatatatgtaatgttggctggaatttcattcagccaatcctgggataaaacatt
gaaagtggtcttctatggcaattatataatatcatcaattaaaagatattagagctacggagtaatgaattggagacttctctacggg
aatatgaaccgagactttatggttcttatcaaaatgattatttgatagtttagtcgtaaataagtacgggcagatcattatttgtaga
cacaatttaaggatcttttatggaatttattaggccagaaataatttgaaccgttggggtgatgaagaatagtaaaagaatatcttct
aggtttgcttatttatgggagcttgatgatatgagactggttttcccatttcgtctacatggcattgatggcagtatcattgatttct
tgcttggatagaagatgcatgaaggttatcatcataaatgatccctcttttctacaaacactagaaattgaatgcctgcacggtgectg
atcatttagcagtatactgctcatataatttatactcaagtcacttgcattgtggctgatgactatccatttgtgtcttttgecagTAT
TTTCTATATCAGATCTTGCGAGGATTAAAATACATACATTCTGCAAATGTTCTGCATAGAGACTTGAAGCCCAGCAATCTTCTCCTAA
ATGCAAATTGCGATTTGAAAATATGTGATTTTGGACTAGCTCGTGTCACTTCTGAAACTGATTTTATGACAGAATATGTTGTCACAAG
ATGGTACCGTGCACCAGAGCTATTGTTAAATTCTTCAGACTATACGGCGGCAATAGATGTATGGTCTGTAGGCTGTATCTTTATGGAA
CTAATGGATCGGAAACCCTTGTTTCCTGGCAGAGACCATGTGCAACAGCTGCGTTTGTTGATGCGAGgtaacttttaagaagttgatta
gttgttgaacagttctctttggagaagagtttctttccatgtcgecgectcecttgecattttttgttttctecgcaaattttgecgttgggag
cttcttcttgtatttgctaatctaaaccaaaaaaactgccacctaagatcgttctagataggcgttctctaatttacactctttette
ttgcaccattaactattattgtgtcttcactggagacggatttgatctagctctgtagaggttatgatgtgacatctggtagttatgce
ttgtgtgaccttgecagCTGATTGGCACCCCATCAGAGGCAGAGTTGGGGTTCTTAAATGAAAATGCTAAGAAGTATATCAGACAGCTT
CCTCTGTACCGTCGGCAATCTTTCACTGAAAAGTTTCCCCATGTCCACCCGCTTGCAATCGATCTCGTTGAGAAGATGTTAACGTTCG
ATCCCAGGCTGAGGCTCACAGgtgcgaaaatgttctctgatactttcctgtaageccatttctgcatgggectctaattgetttcectaat
ctatcacgagtctcgtgtaaattgactgggtcggttgctgatgcaactgtcattgatattgaagaggtagatatttgcacgaggattt
gctcaattcctcgtttggactgtgtatgttcttccatacctgecatctgecttgettcattttctgtgtggtattcatttgttttgaagt
tggtaatgcttttaggctgtaataatcttctgtctatctcaggggatcaggttatgctaagggtgctaggatgtatgcaaaaatagtyg
gcctgttatgtgagcatgcgataatgatctggttatagtttgagaaactctttgtcggttaaaagatgagttgggagttatttcecctac
ttaacttctcgtcttttgtacggtgctatgaagttattttacttatgtttatcaatttgtctcagtgataattacttaggggtecctat
catttcagaagaagtgaacttctgaaagatgtcaatgctcctgccececgtcaggttagtgecttggcatgtgatttgeccaagtggeccgaa
ccagactgcccctatttagttcctgaactctggcaatgaacaataaatgatgagtatagaaacagggttcaaaatggaggttcatgea
gatcactttatctcatttgtcttctaactggtagaatgcttgagagagattttcatttaaaaaaaaaaaaaactgagacaaccacatt
tgcattcatatttaatatggaaaccgcatcttctatagtctaattgggtcatgtgctagagcaagagagaatccatgctgatggettt
gccaagtcgcttctggggtatgattggggaggtgacttgtctctgtgctcatcctttggeccagtttcttgtcattaaatagttctcaa
gtcagaattgattttctgttgccatacagtcctattttgaacgcatgaaaaccgataaacaaccagtaatgttcatcctttattctge
tgaaagtgcagaacgttaagggctctatgttagacacagaacctaggagattggggacatgaaattgcaaagaaccataattctttgt
tccaaattacccacaaaaaatgttaatccaaaacttttgtcctcttacatttgaagatcaatattcatggaacttgacaattgtataa
aagagtataacaactccaaagaatgtcaagcttctattatgcaatcggataccaatcttgttgatatggattgcagtcagtgttcgaa
gcactgtgaatgtgtcagtctaacagcagtgtaagcagtctatcaacctagtaagtgatctacaatctcaatgtggggctggacattc
caaaataacataaatatagacatcactatagtgaatttcatgctatataaattttcatgtacttcccttaagctagtgactgcaaaga
attggtatatatagcataacttgtttgagatgatagatgcatatctggctgctaggagccaacatagcgacatatgatatggatgact
agtatacagacggcaaatggggccttataatgaaacttaaattagtcatttattgatagtcactagcatagtaaacactacagaatgce
ataagttaattcatctgcctgagagaatgtcatgtcgcaaattatatgtgctatgctagaagaggtagagaaatacagcctccaatce
acaactttagtcatctgctttcattttgaaataggagcacgaaagcatagtatttacttgatctttccaaaataaagcatgatttata
ctgccaccaaaaattcaaagtagaaattttaattttaattgctttgacttcctatgcttctccaaacttttggtataagettgttcca
tcttgagaccacaccgtcagaactgcaggagccaggagcectgtctceccacgaatttteccaccttecgeccatcttagtectecatcaaaaga
aaaaagtggtagccaccatttgcagacatagatggccaaaatctctagtgaagagataatgaatcttggagtttgaagttaagctcta
atctagtcagtggggtataagaaagagtatcttgcagggttttgtcagggttgatgtatctatccttagtaaaggagaagccaatttt
gttgaccatctgtctgctgtacattgctctgctatgagggaagcttttgaacttgttaatatcgeccatcgagetgttecttttectgatt
cagaaaaccgatgcttgaaccgcagaaagaaaagaggagaagttacctgatgtttggacttttgttcatatggtaattattggtacta
gtttccccaagtttgcaaataaaatgattgatatttggtaattggecttgttatatgctgaaaataaaaaaccacttggettttcecta
acacatgggagatgtgatgagcatttcaatatgcttttaagcgtgagtcatgattcacageccttagaacatgtaaattatgecgtgagt
ttcacgaagctgcatcagctatctcatgatgtaatcaggctcaattagggaatagtcctgcatatatgttctgectcatttactgattyg
tggcgtgtatgcttttgtcattggccaaggtaatgtgatccttggctgcectecttttatacagggccattgtaggttatagatttettet
ggtgataggacaaagggatcttgtaaatttccttcctatgtttcecccataaattcacttagtggtgecttgtctegtgacgggagacat
tcctgtttcaatgagatttatatctcttaacatttagtttctttggtacagTTGAAGAGGCATTGGCTCATCCCTACCTAAACTCACT
GCACGACATCAGCGATGAGCCAACTTGCATGAATCCATTCAACTTCGACTTTGAGCAGCATGCACTCACGGAGGAACAGATGAGGGAG
TTAATTTATAGGGAAGCGCTTGCATTTAATCCCGAGTATCTACAGTAA

b)

>mpk5_scaffoldl2
TATGTAGCTTTTGTACTGGGTTTTAGAGCTCCATTTGGCATTGCGGTGTTCATTTGGCATAACTCTTCTGGGTCTTCTCTTGGCTTTT
TTGCCAATTGAGGAGCATGATAATGATTTCATAAGCTGTATCCTCAAGGAAGATTCTGAAGTTGGATTAGGTCTGTAGAAGTTGCTGA
TGTATCTCGGGCAGCGTGTTTAGCGTCCAAATATAATTCTTGTCCATCATATATGTTTGCCTTCATTCTTAGTTCTTCATGGGGATAA
GTACCAAAAAAAGTCAACTTGTTATGTCGATACAAAATTTAGTTATAAACTTTTTAATTTGGTTAATTTAGTTTTCAACATTTTTATA
TTAATATCAATTCAGTTTATCCGATTAATTTAATTTGAAAATTATTGATATGGACACCGACTATGCATAGATTTTTAATTTTTTAGAT
ATTTTTTCATTTTTTATTAACATTTTAAAAATTTTTCCCTTTTTTCTTTGTTTTCCATTTTTTCCTTTCGTTTTTTTTCCTTCTCTTC
CCTTGGCCTATGGCCATTACTCGCCAAATTTGGTGAAGGCATCTCTCATCTATAGCCGTTTGTTGGCCATGTTGAGTACCGGCCATAG
GCCAATGGAAAAGAAAAGGTAAAGAAAAAAAAGGAAAAGAAAAGAAAAATTTTAAAAATTAATAATAAAAATTTGGAAAAAAAATTAG
TTAAAATTTATTAGAAAAAGCTGTCTACATCAATGTTGCATAGGACGCTCAACGTTCACGTTACCAATTTCCCGCCTAAATTAACTAG
ATGGACTCAATTGTATTAATATAAAAAGATTTATTATTGAATTGATTTAATTAAAATGTTTAAGATTGATTTAGTATCAATGCAATTG
ATTAATTTTATTAGGAGACAGTACTTATAAAAAGGTTCATAAATTAGAAAGTATTTGGAAGGGGATTGATTGAAGTATATAACTCTGA
TTTACCTAGAGACTAATTCCGAACCATCAACTCTATCTTCTTTCGTCCGGTGTCCGATTGACATGATTGGAGCCGTCGACCCAACGAC
CCATCTCTCTCTTACTATAAATTAGATTCATAAATGCAAATTGAGCTTCCACTATAAGTAACTAGAACAATTTATACAAACGGTTAAG
TTATAACGAAATGACAACCGGATATATTATAATTCGACAATTGACAACTTTCGAGAAGTTATTTACTACTCTCCCGAAACTCCGGCAC
CATCACAAAGTTAGCCCTCAAACTTATGTCTTTCGCGGGCGACGATCTTTCCTCAGTATGGATGGCAATTTCAAGTGCAATCCGAAAA
CAAATCTAAACTCCATCCTTCTCGGCCGAGTTCTTCTTCATCGGGAGACGATCAGGGGAGACGGCCCGAGAGGAATATTCGAAGACAA
AGTACGAGCGAACAAGATGACGGTGTGGCCTCGGCCTGAACAGTCATTTCGAGAGGTGGATATAGAGCCGCCCCTAATCCTGAAATTA
GCATCTTTTTTCGGATGGACATTCTTTTAATCAATTAAAAAAGTCAAAAAGAAAGGAAAGAGAAAGGAAGAAGGAAAGAAGAAGGGTA
AAAAAAAGAAAAAAAAGGGGGAGAAATACAGGTGGTGGAATCATCACAGGGCAGGTGAACAGAAGCAGCAGCAGGCGCAGCAGAAAGG
AAACAAAAACAGGGCGAAAGGAAAACGACCTTTCCCACTCAAAAGCTCCTCCCTTTTTCATTTGCATTTCTGCATCCACACAGGCACA
GGGACACAGGGGGGACCGAGTCAGTGAGTCGGAACGGTTGACCGCGGAATCTCCCCCAACAAAAAGCCGTCAGCCCAACTCAGGCCAA
CAGTCARAAACCCACCTTAACCGAATTCCCCCAGATCAATCCCCTCTCTCTCTCCTCCACTGTAACGGAATCGCGACCCCCAAATCCTA
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GGGCTTTCTTTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTATCACCACCACCGATGGACGGCGGGGGCTCCTCCAGC
CGGGCGGATACTGTCATGTCGGAGGTGGCGCCCGGCGCAGCAGCAGCAGCAGCCCGCAGCAGGCGCAGCCAGCAGGGGATCGAGATAT
CCGGCGACGCTCAGCCACGGGGGCCGCTTCATCCCAGTACAACATCTTCGGCAACATCTTTGAGGTCACCGCCAAGTACAAGCCCCCC
ATCATGCCCATCGGCAAGGGCGCTACGGCATCGTCTGgtaggtgtcggaagaagctecgggecttggectgectgatatgcatcatecgactt
gatatagctgcttctgtttaatttcttctcatgagcgatgcgtaaagtttttettttttatttgtttttgattgggttgtgettettt
ttattcccatctctctggtttecagCTCAGCTTTGAATTCGGAGACGAACGAGCACGTGGCCATAAAGAAGATTGCTAATGCTTTCGAT
AACAAGATCGATGCGAAGAGGACTCTCCGTGAGATCAAGCTTCTCCGGCACATGGACCATGAAAACgtcagtgaatcccatgecgtaca
gaattttgttcgttacgtgattgagcatggctttctgggtcgtttgaagtgtgttgttttctttgatggttggecttatgggtgtggge
ggtaccatcgatattgtgcaatggtgcatttacgttgctctctgtctcagttctaagtctaacgaatgtgcagtacaggtgaattage
atttcctgctgtggacaacgaattaagagttagtgcagcaaatagtagagctgttgaatcttctatttcactagaaggggtattgatt
gcttaagagaatctagcctcccatgttattattatatggtaccttgtctagcaccagttgttaatgagacagagaacatactgaaacg
ccaggtaatttattgtcatcatgcatcaagatatagaaggtcttattgtcactgtgctacttacagagttgaacgtcccttectttgaa
cttttcagttcatatgtcttttaagtgctgttactaggaaacacaggaagatctctgaaagatctagtgagaaagacttttgctatct
gtttcagtagttaaaacttaacacgatcgactgtcaagtatagctggctaataatgtcttgtttgttgcatctcttttteccccacate
acaaacctttcgtaggtgaaatattagaagtcctcaagccgatgatttgttttgtgatggttttaattgaaattgcattttgatgaaa
ttttttaaatctttatagtttgagctgagtaaatgttgatatggtgtacttgtgttgaatcatagcttttgtggttagaaagtacaag
caaattgaaaaggaagtgttacgtatgggtaatgttgttattttactttgtttgacagtttttaatcatttctagaaggctaccctcg
ttgtttttaacatacatgatcagaattttacctccattctctctecttttecctcecectcecectecttecttecccaaatgeccagaagaaaaga
ccttttcttcctccactttattttecctagataattcacatttecttectgettatttttggaacgaaacgcaaccaaaaatatcataaa
ttggggtacgatcccatttcagtcgaaataaatgatagacatgttatttgggtatcattgatgactattcttatgttggaggcaaaaa
ttctcaaaagtttaatttctattatactgatatagaagggcactgatactcatcattcttagagatggaataggtggttatatcctga
ctggatgcaatttgtaatggtatgaaagtagttcttattggtataaagaacaagttttgaactatgattggtgagaatccacatgcac
gtggcaccttaatgaagctacatttatttaaggcgtggctatcctgccagatgcaaaataagctctttaatcaatgcagaactggtat
tgcatggcaattttaacagaacttgcttttcagttattatgattcttgtatgecttatgtgaggttctgttatgttaatgecagGTTGTG
GCAATTAGGGATATTATTCCACCGCCACAGAGAGAGGTGTTCAATGATGTTTATATTGCATATGAGCTTATGGACACTGATCTGCATC
AAATTATTCGTTCCAACCAAGCATTGTCTGAGGAGCATTGTCAGgtttcattttgccatttactgtacgatattggcgecttecttcta
gatgggatattgctttcttgtcagtagctggttcttaattatgctagcgggagttgccatececgetgetttecttgtcatttgetgggte
ttaattaggttattgggaattgaccaaaaaaaagttattgggaactttcaaataaaatctgtattatagtaagaagccaagagagcaa
agatatcatacgatctttagctgtcaaatttcgaaacggatattacaattaaagtttttcttgcattgacacagaaaataaagggggce
actaaatgatgctggtagtacatattaactagttaattcatatatgtaatgttggctggaatttcattcagccaatcttgggataaaa
tattgaaagtgtccttctatggcaattatataatatcttcatttaaaagatattagagctacggagtaatgagttggagacttctcta
cgggaatatgaaccgagactttatggttcttatcaaaatgattatttgatagtttagtcgtaaataagtacgggcagatcattatttg
tagacacaatttaaggatcttttatggaatttattaggccagaaataatttgaaccgttggggtgatgaagaatagtaaaagaatatc
ttctaggtttgcttatttatgggagcttgatgatatgagactggttttcccatttcgtctacatggcattgatggcagtatcattgat
ttcttgcttggatagaagatgcatgaaggttatcatcataaatgatccctcttttctacaaacactagaaattgaatgcctgcacggt
gctgatcatttagcagtatactgctcatataatttatactcaagtcacttgcattgtggctgatgactatccatttgtgtcttttgea
gTATTTTCTATATCAGATCTTGCGAGGATTAAAATACATACATTCTGCAAATGTTCTGCATAGAGACTTGAAGCCCAGCAATCTTCTC
CTAAATGCAAATTGCGATTTGAAAATATGTGATTTTGGTCTAGCTCGTGTCACTTCTGAAACTGATTTTATGACAGAATATGTTGTCA
CAAGATGGTACCGTGCACCAGAGCTACTGTTAAATTCTTCAGACTATACGGCGGCAATAGATGTATGGTCTGTAGGCTGTATCTTTAT
GGAACTAATGGATCGGAAACCCTTGTTTCCTGGCAGAGACCATGTGCAACAGCTGCGTTTGTTGATGGAGgtaacttttatgaagttyg
atcagttgttgaacagttctctttggagaatagtttctttccatgttgctcgecnnnnnnnnnnnnnnnNnNnnNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnntcgagtctcgtgtaattgactgg
gtcggttgctgatgcaactgtcattgatattgaagaggtagatatttgcacgaggatttgctcaattcctecgtttggactgtgtatgt
tcttccatacctgcatctgcttgcttcattttctgtgtggtattcatttgttttgaagttggtaatgcttttaggctgtaataatctt
ctgtctatctcaggggatcaggttatgctaagggtgctaggatgtatgcaaaaatagtggcctgttatgtgagcatgcgataatgate
tggttatagtttgagaaactctttgtcggttaaaagatgagttgggagttatttcctacttaacttttecgtecttttgtatggtgctat
gaagttattttacttatgtttatcaatttgtctcggtgataattacttaggggtcctatcatttcagaagaagtaaacttctgaaaga
tgtcaatgctcctgcccececgtcaggttagettggcatgtgatttgccaagtggctgaaccagactgecccecctatttagttectgaactet
ggcaatgaacaataaatgatgagtagagaaacagggttcaaaaaggaggttcatgtaggtcactttatctcaattgtcttctaactgg
tagaatgcttgagagagattttcatttaaaaaaaaaaagaaaagcgagacaaccacatttgcgttcatatttaatatggaaaccgcat
cttctctagtcttattgggtcatgtgcaagaacaagagagaatccatgctgatggcttcgeccaagtcacttectggggtatgattgggg
aggtgacttgtctctgtgctcatcctttggccagtttcttgtcattaaatagttctcaagtcagaattgattttctgttgeccatacag
tcctattttgaacgcatgaaaaccgataaacaaccagtaatgttcatcctttattctgectgaaagtgcagaacgttaagggctctatg
ttagacacagaacctaggagattggggacatgaaattgcaaagaaccataattctttgttccaaattacccacaaaaaatgttaatcc
aaaacttttgtcctcttacatttgaagatcaatattcatggaacttgacaattgtataaaagagtataacaactccaaagaatgtcaa
gcttctattatgcaatcggataccaatcttgttgatatggattgcagtcagtttttgaagcactgtgaatgtgtcagtctaacagcag
tgtaagcagtctatcaacctagtaagtgatctacaatctcaatgtggggttggacattccaaaataacataaatatagacatcactat
agtgaattttatgctatgtaaattttcatgtacttcccttaagctagtgactgcaaagaattggtatatatagecgtaacttgtttgag
atgatagatgcatatctggctgctaggagccaacatagcgacatatgatatggatgactagtatacagacggcaaatggggccctata
atgaaacttaaattagtcatttattgatagtcactagcatagtaaacactacagaatgcataagttaattcatctgcctgagagaatg
tcatgtcgcaaattatatgtgctatgctagaagaggtagagaaatacagcctccaatccacaactttagtcatctgetttcattttga
aataggagcacgaaagcatagtatttacttgatctttccaaaataaagcatgatttatactgccaccaaaaattcaaagtagaaattt
taattttaattgctttgacttcctatgcttctccaaacttttggtataagecttgttccatcttgagaccacaccgtcagaactgcagg
agccaggagcctgtctccacgaattttccaccttcgecccatcttagtctcatcaaaagcaaaaagtggtageccaccatttgcagacat
acatggccaaaatctctagtgaagagataatgaatcttggagtttgaagttaagctctaatctagtcagtggggtataagaaagagta
tcttgcagggttttgtcagggttgatgtatctatccttagtaaaggagaagccaattttgttgaccatctgtctgectgtacattgcetce
tgctataagggaagctattgaacttgttaatatcaccatcgagctgttcttttctgattaagaaaaccgatgcttgaaccgcagaaag
aaaagagaagttacctgatgtttggactcttgttcatatggtaattattggtactagtttccccaagtttgcaaatgaaatgattgat
atttggtaattggccttgttatatgctgaaaataaaaaaccacttggcttttcctaacacatgggagatgtgatgagcatttaaatat
gcttttaagcgtgagtcatgattcacagcctttctgagaacatgtaaaattatgegtgagtttcacgaagctgcatcagctatctecat
gatgtaatcaggctcaattagggaatagtcctgcatatatgttctgctcatttactgattgtggecgtgtatgettttgtcattggceca
aggtaatatgatccttggctgctcttttatacagggccgttgtaggttatagatttcttctggtgataggacaaagggatctcgtaaa
tttccttectatgtttcceccataaattcacttagtggtgecttgtttcgtgacgggagacattcctggagatttatatctecttaacatt
tagtttctttggtacagTTGAAGAGGCATTGGCTCATCCCTACCTAAACTCACTGCATGACATCAGCGATGAGCCGACTTGCATGAAT
CCATTCAACTTCGACTTTGAGCAGCATGCACTCACGGAGGAACAGATGAGGGAGTTAATTTATAGGGAAGCGCTTGCATTTAATCCCG
AGTATCTACAGTAA
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Figura 5: Sequéncias genémicas de E. grandis com maior homologia ao cDNA de Egmpk5
obtidas por BLASTn junto ao genoma disponivel no Phytozome. Exons est&o representados por
letras mailsculas e fundo cinza claro; introns estdo representados em letras minudsculas com
seus sitios candnicos de splicing marcados em negrito. Os cddons de iniciacdo e de terminacao
de transcri¢do também estdo destacados em fundo cinza escuro. Estdo apresentados, em letras
maiusculas e fundo branco, 2 kb anteriores ao codon de iniciacéo de tradugdo. (a) Gene mpk5
presente no scaffold 7 entre as posicdes de 28.429.209 e 28.436.392 (b) Gene mpk5 presente no
scaffold 12 entre as posi¢des 345.288 e 352.092; a jusante do quarto éxon estdo marcados em
italico 102 nucleotideos do intron cuja identidade ndo foi confirmada pelo sequenciamento que
gerou o genoma de E. grandis. Novas versdes do sequenciamento poderéo elucidar a sequéncia
desta regido.

A sequéncia de Egmpk5 no scaffold 7, com 6 éxons, é a maior entre as duas
analisadas, o que se da pela auséncia do éxon 5 de 181 pb e do intron anterior no
scaffold 12. Todas as regides de introns identificadas possuem em suas extremidades as
sequéncias conservadas GT e AG, que sdo sitios candnicos de splicing do transcrito
(SZCZESNIAK et al., 2013).

Para validar a definicdo de éxons destas sequéncias, os introns foram editados e
duas possiveis sequéncias de DNA codificante (CDS) para Egmpk5 foram obtidas. Elas
apresentaram tamanhos distintos — 1.188 pb para mpk5-scaffold 7 e 1.011 pb segundo o
mpk5-scaffold 12. Esta diferenca numérica pode ser explicada em parte pela auséncia do

éxon 5 (181 pb) na sequéncia de menor tamanho.

A sequéncia codificante do clone de cDNA de mpk5 foi alinhada com cada uma
das duas CDS obtidas do genoma (dados apresentados no Anexo |, pagina 83). Desta
forma, ficou evidente sua maior semelhanca com a sequéncia do scaffold 7 (de 1.179 pb
e 98,25 % de similaridade) do que com o scaffold 12 (de 993 pb e 82,34 %).

Como préximo passo na validacdo dos genes mpk5 de E. grandis, as CDS foram
traduzidas in silico e os peptideos resultantes foram comparados com aquele deduzido

do clone de cDNA de mpk5, conforme a Figura 6 e a Tabela 1.
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Figura 6: Alinhamento das sequéncias peptidicas deduzidas de MPKS5 a partir do clone de
cDNA e de duas sequéncias gendmicas. O consenso entre as sequéncias esta representado na
linha “prim. cons". (a) alinhamento da sequéncia obtida pelo clone de cDNA (representada por
AA _cDNA; 395 residuos) e pelo scaffold 7 (representada por AA scf07, 395 residuos). O
tamanho total do alinhamento é de 395 residuos de aminoacidos, sendo estes 100% idénticos
(representados por asteriscos) entre as duas sequéncias. (b) alinhamento da sequéncia obtida
pelo clone de cDNA (representada por AA cDNA; 395 residuos) e pelo scaffold 12
(representada por AA_scfl12; 96 residuos). O tamanho total do alinhamento é de 398 residuos,
sendo 30 (7%; representados por asteriscos) idénticos, 17 (4%; representados por dois pontos)
fortemente similares, 22 (5%; representados por um ponto) fracamente similares e 329 (84%)
diferentes entre as duas sequéncias.

41




Tabela 1: Comparacdo de peptideos MPK5 deduzidos de duas sequéncias genémicas de E.
grandis e pelo clone de cDNA Egmpk5.

Scaffold 7 Scaffold 12 Clone cDNA
Tamanho do 395 96 395
peptideo deduzido
(AA)
Similaridade dos Idénticos a sequéncia Idénticos a sequéncia Idénticos a sequéncia
peptideos deduzida do cDNA: 395 | deduzida do cDNA edo | deduzida do scaffold 7:
AA /100 % scaffold 7: 30 AA/ 7% 395 AA /100 %
Fortemente similares: 17
Idénticos a sequéncia AA [ 4% Idénticos a sequéncia
deduzida do scaffold 12: | Fracamente similares: 22 | deduzida do scaffold 12:
30 AA/T% AA 5% 30 AA /7%
Fortemente similares: 17 Fortemente similares:; 17
AA | 4% AA | 4%
Fracamente similares: Fracamente similares:
22AA /5% 22AA /5%
Dominios e STKc TEY_MAPK_ | Néo foramencontrados |e STKc TEY _MAPK
conservados plant * provaveis dominios _plant*
conservados
o PKc like o PKc like
superfamily 2 superfamily 2

! Dominio catalitico TEY de MAPKs em plantas; cddigo de acesso [cd07858] no banco
Conserved Domain Database disponivel em  http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/
cdd/cdd.shtml

2 Dominio catalitico de PKs; codigo de acesso [c109925] no banco Conserved Domain Database
disponivel em http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/ cdd/cdd.shtml

A sequéncia peptidica codificada pelo scaffold 7 possui o tamanho esperado
(395 aminoacidos) e ndo ha codons de parada capazes de gerar interrupgdes na traducéo
deste peptideo. A andlise desta sequéncia por BLASTp no banco de dados GenBank
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) permitiu a identificagdo da presenca dos
dominios MAPKs em
(STKc_TEY_MAPK plant; cédigo de acesso [cd07858] no banco Conserved Domain
Database disponivel em http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cdd.shtml) e do

conservados do sitio de ativacdo de plantas

sitio catalitico de PKs (PKc_like superfamily; codigo de acesso [cl09925] no banco
Conserved Domain Database disponivel em http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/
cdd/cdd.shtml). Este peptideo apresentou 100% de similaridade com a sequéncia do
peptideo deduzido do cDNA de E. grandis e, também, os mesmos dominios

conservados.

42




A traducdo in silico da CDS obtida de mpk5-scaffold 12 (1011 pb) geraria um
petideo de 336 aminoacidos, mas foi verificada a presenca de muitos codons de
terminacdo no meio da sequéncia codificadora, o que torna seu tamanho real menor do
que o esperado (com 96 aminoacidos). Este término prematuro da traducéo faz com que
0 pequeno peptideo codificado ndo apresente quaisquer motivos conservados de PKs

conhecidos.

Como principal conclusdo destas andlises, foi possivel estabelecer que
provavelmente um dnico gene no genoma de E. grandis é responsavel pelo transcrito
correspondente ao clone de cDNA Egmpk5 anteriormente isolado (KORBES, 2006), e
este se localiza no scaffold 7. Na Figura 7, esta representado o mapa cromossémico de
E. grandis e a localizacdo do gene Egmpk5 conforme montagem disponivel no banco de
dados Phytozome. Os scaffolds 1-11 s&o denominados cromossomos A-K, sendo que
scaffolds com numeracdo a partir de 12 ndo estdo representados por ainda nao fazerem

parte da montagem cromossémica principal.

A B CDETFG H I J K

H— Egmeks

Figura 7: Localizacdo e posi¢do do gene Egmpk5 no cromossomo G de E. grandis. A posicao
indicada refere-se a regido limitada pelas posices 28.429.209 e 28.436.392 do scaffold 7 (ou
cromossomo G).
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Notavelmente, o clone de cDNA de Egmpk5, que foi completamente
sequenciado (KORBES, 2006), possui 5.068 pb e é, portanto, maior que quaisquer das
duas CDS encontradas no genoma de E. grandis. Novos alinhamentos permitiram
elucidar que o cDNA possui, em verdade, 1.188 pb de sequéncia codificadora, sendo o
restante correspondente a regides de introns. O clone de cDNA trata-se, portanto, de um
transcrito imaturo do gene Egmpk5, em que os quatro primeiros éxons foram unidos
apos remogdo de regides nao codificadoras, mas na sequéncia ainda permaneceram 0s
dois introns entre os dois Ultimos éxons (Figura 8). KORBES (2006) havia
anteriormente concluido que o cDNA isolado representava um transcrito imaturo.
Porém, a autora deduzira que o gene mpk5 de E. grandis possuia trés éxons e ndo cinco,
como demonstrado no presente trabalho.

mpk 5, scaffold 7
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Figura 8: Comparag&o entre as estruturas do gene mpk5 de E. grandis a partir de sua provavel
origem no cromossomo G de E. grandis e a partir do clone de cDNA isolado e caracterizado por
KORBES (2006).

A busca por mapks de outras plantas com homologia a mpk5 de E. grandis no
GenBank por BLASTnN resultou em 4 genes de diferentes organismos com estrutura
descrita. Dessa forma, foram analisadas as sequéncias nucleotidicas de mapks de
Arabidopsis  thaliana  (mpk6;  AT2G43790.1; http://www.arabidopsis.org/
servlets/TairObject?accession=locus:2043904), Brachypodium distachyon (mpk6; Bradi
1949100; CHEN et al.,, 2012), Populus trichocarpa (mpk6; estExt fgenesh4 pm.
C_LG_VII0025; NICOLE et al., 2006) e Solanum lycopersicum (mpk2; AY261513.1;
KONG et al., 2012).
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Na Figura 9 esta apresentada uma representacdo grafica da organizacdo de
éxons e introns das sequéncias obtidas. Todas as sequéncias analisadas apresentaram 6
éxons interrompidos por introns de tamanhos variados. O tamanho dos introns nédo
apresentou um padrdo entre tamanho e localizacdo nos genes das diferentes espécies,
porém foi evidente que A. thaliana possui 0 gene com menores introns e que a
sequéncia de E. grandis possui um dos maiores introns na extremidade 3’ do gene.
Editando-se os introns, as sequéncias resultantes apresentaram tamanhos bastante
parecidos (resultado ndo apresentado), o que significa que todos o0s genes possivelmente
codificam proteinas de tamanhos semelhantes. Os tamanhos dos éxons seguiram um
padréo uniforme de acordo com a sua ordem nos genes e destaca-se (em negrito na
Figura 9) a grande conservacdo de tamanho dos éxons internos (2 a 4) entre 0s genes

das espécies analisadas.

233 130 138 333 181 173
163 1510 927 302 2846

130 138 333 181 468

403
mpk6 — A. thaliana ._I I .l_-

221 449 81 80 188

224 130 138 333 181 170
mpké — B. distachyon D‘D L I | | I [l
99 1910 1125 121 686
242 130 138 333 181 176
mpk6 — P, trichocarpa | I_l | | | | I_l I—l |
310 686 537 427 1505
227 130 138 333 185 172
mpk2 — S. lycopersicum l—l I . I I
92 1154 1146 1026 1148

500 pb

Figura 9: Comparacdo da estrutura de éxons (caixas) e introns (linhas) entre mpk5 de E.
grandis e genes mapk de outras espécies vegetais. Na parte superior de cada representacéo estdo
indicados os tamanhos dos éxons em pb, sendo os 4 éxons internos de cada sequéncia
destacados em negrito e, na parte inferior, estdo os tamanhos dos introns, em valores em itélico.
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Os estudos in silico conduzidos até esta etapa permitiram-nos concluir que a
sequéncia mpk5 presente no cromossomo G de E. grandis possui uma regido estrutural
funcional, isto €, constituida por éxons e introns com extremidades canonicas de
splicing e com elevado grau de conservacdo com outros genes codificadores de MAPKs
oriundos de diferentes espécies vegetais. A seguir, um estudo da potencial regido
promotora, a montante do gene Egmpk5, esta apresentado com vistas a fortalecer ainda
mais a hipdtese de que se trata, de fato, de um gene funcional.

4.1.2 Andlise da regido promotora do gene Egmpk5

A analise da regido 5’ de Egmpk5, correspondente & uma tipica sequéncia
promotora a montante da regido transcrita, revelou possiveis elementos regulatorios de
acdo cis da transcricdo deste gene. A analise desta regido de 2000 pb e a busca junto ao
banco PlantCARE (LESCOT et al., 2002; http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/
plantcare/html/) revelou 25 principais elementos, os quais estdo representados na
Tabela 2 divididos em trés grupos: elementos caracteristicos de promotores
eucarioticos, aqueles com envolvimento no crescimento e desenvolvimento de plantas, e
elementos relacionados a resposta vegetal a reguladores do crescimento (horménios) e a

estresses.
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Tabela 2: Possiveis elementos de agdo cis presentes na potencial regido promotora de Egmpk5
segundo buscas no banco PlantCARE.

Processo Geral Processo Especifico Nome do elemento Motivo
Box 4 ATTAAT
ACE AAAACGTTTA
ATCT-motif AATCTAATCC
CATT-motif GCATTC
Envolvidos narespostaa | G-Box CACGTA
luz G-hox TACGTG
Elementos cis envolvidos em GA-motif AAGGAAGA
crescimento e GT1-motif GGTTAA
desenvolvimento de plantas MRE AACCTAA
TCT-motif TCTTAC
Envolvidos em expressdao | GCN4_motif CAAGCCA
no endosperma
Envolvido em regulagdo MBSII AAAAGTTAGTTA
de rota de sintese de
flavonoides
Resposta a &cido abscisico | ABRE TACGTG
Resposta a &cido CGTCA-motif CGTCA
metiljasmdnico TGACG-motif TGACG
Resposta a &cido salicilico | TCA-element GAGAAGAATA
Elementos cis relacionados Resposta a aqxina TGA-element AACGAC
N Resposta a etileno ERE ATTTCAAA
com resposta a hormonios e a R " " HSE AAAAAATITC
estresse em plantas espos ace‘\"j‘;eosrresse por
Resposta a baixa LTR CCGAAA
temperatura
Resposta a giberelina GARE TCTGTTG
Resposta a elicitor fungico | Box-W1 TTGACC
Elemento que confere S5UTR Py-rich stretch TTTCTTCTCT
altos niveis de transcrigéo
Elemento comum em CAAT-box CCAAT
Elementos cis comuns a regides de promotores e
promotores eucariéticos - _enhancers
Principal elemento do TATA-box ATATAT

promotor localizado
préximo ao sitio -30 do
inicio de transcricao

Com estas analises, foi possivel verificar que a regido de 2 kb anteriores ao gene

Egmpk5 apresenta provaveis elementos caracteristicos de promotores funcionais de

eucariotos. Uma vez que a sequéncia deste gene foi inicialmente isolada de ESTs

(KORBES, 2006), estas analises in silico servem para sugerir a possivel origem deste

transcrito no genoma. A presenca de possiveis elementos caracteristicos de genes

vegetais que estdo implicados no metabolismo e em respostas a estresses e a hormonios

indica provavel funcdo de Egmpk5 tambeém nestas respostas, e hd correlacdo entre

algumas destas e dados de expressao obtidos por RT-gPCR (ver item 5.2).
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Para uma caracterizacdo mais aprofundada de funcéo, foi feita comparacgéo in
silico entre a sequéncia peptidica deduzida de MPK5 de E. grandis e de outras plantas
que tiveram MAPKSs implicadas em respostas a estresses e a tratamentos.

4.1.3 Analise do peptideo deduzido MPKS5 de E. grandis

Com a sequéncia peptidica deduzida de EQMPKS5 (Figura 6) foram feitas buscas
por sequéncias homdlogas por BLASTp no GenBank. Foram analisadas 13 sequéncias
de proteinas com no minimo 80% de homologia a EQMPKS5. As sequéncias obtidas com
seus respectivos codigos de acesso foram as seguintes: Glycine max MPK2
(NP_001235426), Medicago sativa MSK7 (Q07176), Pisum sativum MAPK D5
(Q06060), Arachis hypogaea MAPK1 (AAZ23128.1); Gossypium hirsutum MPK6
(ADT65137.1), Solanum lycopersicum MPK2 (NP_001234355.1), Solanum tuberosum
MPK2 (BAB93530.1.), Petroselinum crispum MPK6 (AAN65179.1), Oryza sativa
MPK6 (ACD76439.1), Populus trichocarpa MAPKG6-2 (XP_002310398.2),
Brachypodium distachyon MPKG6 (NP_001266884.1), Nicotiana tabacum MPK4
(Q40532.1) e Arabidopsis thaliana MPK6 (NP_181907.1).

Uma arvore filogenética foi construida utilizando-se o programa MEGA 5
(TAMURA et al., 2011) o que permitiu realizar o agrupamento de MAPKs semelhantes,
com ramificacBes sustentadas por altos valores de bootstrap (Figura 10). Conforme
demonstrado na arvore, sequéncias de MAPKs de plantas monocotiledéneas (B.
distachyon e O. sativa) foram agrupadas a parte e, dentro do grande grupo de
eudicotiledéneas, houve o agrupamento em familias. Dois clados de MAPKS
representaram familias com mais de uma espécie, como é o caso da familia Fabaceae,
que contém as especies G. max, M. sativa, P. sativum e A. hypogaea e, também, a
familia Solanaceae, com as espécies S. lycopersicum e S. tuberosum. As demais

sequéncias nao foram localizadas em ramificacGes com outras espécies.
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Figura 10: Arvore filogenética construida com MEGAS5 utilizando 14 sequéncias peptidicas de
MAPKSs similares a MPK5 de E. grandis. VValores de bootstrap estdo representados por nimeros
de 0 a 100 nas ramificagdes da arvore.

As sequéncias peptidicas utilizadas para a construcdo da arvore filogenética
foram também avaliadas quanto a presenca de dominios conservados. Analise por
BLASTp no GenBank demonstrou a presenca dos dominios caracteristicos de PKs
STKc_TEY_MAPK plant e PKc_like superfamily em todas as sequéncias. Como o
dominio de PKSs é caracterizado por subdominios com sequéncias-consenso e por sitios
caracteristicos, uma analise mais aprofundada foi conduzida com estes dominios

encontrados.

As sequéncias completas das MAPKSs estudadas foram alinhadas e o arquivo
obtido foi analisado pelo programa disponivel on-line WebLogo, que permite criar
representacdes graficas dos alinhamentos. As letras que representam aminoacidos sao
empilhadas em cada posi¢do do alinhamento, sendo que seu tamanho é definido pela
frequéncia relativa do residuo em uma dada posi¢do. Na Figura 11 estdo representadas
as principais caracteristicas encontradas no dominio PK das 14 sequéncias avaliadas,

com base no esquema descrito por Hanks (2003).
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Figura 11: Representacdo dos subdominios do dominio PK. Setas indicam consensos de
sequéncia de importancia (a) Esquema adaptado de Hanks (2003) onde estdo mostrados 0s
principais consensos de sequéncias dos subdominios (numerais romanos) do dominio PK (fundo
cinza); (b) Consenso GxGxxG do subdominio I (onde “x” representa qualquer aminoacido); (c)
Consensos K (subdominio 1) e E (subdominio I1); (d) Consenso DxxxxN (subdominio VI); (e)
Consensos DFG (subdominio VII) e APE (subdominio VIII) e motivo de ativagdo/dupla
fosforilagdo TEY (entre os subdominios VI e VII); (f) Consenso DxxxxG (subdominio 1X); (g)
Consenso do sitio C-terminal de docking (CD site) de MAPKs [LH][LHY]Dxx[DE]JEPx[CA]
(colchetes representam os possiveis aminoacidos para uma dada posicao).
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Com as andlises in silico do peptideo deduzido MPK5 foram obtidas mais
evidéncias de que a sequéncia génica mpk5 poderia ser corretamente editada e dar
origem a um produto funcional. A arvore filogenética e a analise de motivos
conservados entre as 14 MAPKS vegetais demonstrou sua similaridade, o que é bastante

util para inferirmos possiveis fungdes de MPKS5 de E. grandis. A proxima etapa na
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avaliacdo da possivel funcdo de mpk5 foi o estudo de sua expresséo frente a tratamentos

que estimulam respostas celulares em plantas sob estresse.

4.2 Caracterizacao do padrdo de expressao de Egmpk5 em E. grandis

A expressao do gene mpk5 em diferentes 6rgdos de E. grandis foi avaliada por
RT-gPCR, medindo-se a quantidade relativa e momenténea de transcritos (steady-state
mRNA levels), utilizando-se, para normalizacdo dos dados, dois genes-referéncia desta
planta recentemente descritos (genes Ec08 e Ec04; OLIVEIRA et al., 2012). Para
estudos da expressao génica espacial, foram utilizadas amostras de RNA total de raizes,
caules e folhas de plantas germinadas e crescidas em copos plasticos contendo a mistura
solo/vermiculita na propor¢do de 1:1 por 90 dias e tratadas com agua. A analise da
expressao génica modulada por sinais incluiu estes mesmos 6rgdos e condicBes de
germinacdo e crescimento, mas coletados a partir de plantas submetidas a diferentes

tratamentos.

Os niveis relativos de transcritos de Egmpk5 normalizados com o0s genes de
referéncia estdo representados na Figura 12. A raiz foi o 6rgdo que apresentou 0S
menores valores de expressao de Egmpk5 no conjunto de analises realizadas e, por esta
razdo, os valores relativos de expressdo obtidos para este 6rgao foram definidos como
“um” (1), para efeitos de comparacdo com os valores de expressdao do gene nos demais
Orgdos. Apesar da aparente expressdo aumentada em caule e folha, a aplicacdo de
analise estatistica pelo teste T de Student permitiu revelar que as médias ndo foram
estatisticamente diferentes, levando-se em consideracdo um intervalo de confianca de
95%. Assim, a analise espacial demonstrou que Egmpk5 é expresso igualmente nos trés
o6rgdos avaliados de E. grandis.
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Figura 12: Dados de RT-gPCR da expressao relativa do gene Egmpk5 em 6rgéos de E.
grandis tratados com agua ap6s 90 dias de crescimento. Os valores estdo normalizados com 0s
genes constitutivos Ec04 e Ec08 de E. grandis e estdo expressos em relacdo a raiz. O eixo “y”
representa valores de expressdo relativa calculados pelo método 24" O eixo “x” representa os
trés diferentes drgaos testados. Barras de erro representam valores de erro padrao para triplicatas
bioldgicas.

Na analise de expressdo de Egmpk5 modulada por sinais, foram utilizados
diferentes tratamentos em plantas de E. grandis crescidas por 90 dias: agua, acido
abscisico (ABA), &cido naftalenoacético (NAA), cinetina (Kin), cloreto de sodio (NaCl)
e seca. Nas Figuras 13, 14 e 15 estdo representados os niveis de expressao de Egmpk5
em folhas, caules e raizes submetidas a estes tratamentos, sendo que os dados foram
normalizados com os genes constitutivos Ec04 e Ec08 e foram representados em relagéo
ao controle ndo tratado (plantas irrigadas com agua).
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Em folhas (Figura 13), a expressdo de Egmpk5 foi induzida por ABA com um
aumento relativo a &gua de 17,746,57 vezes, e por NaCl com um aumento de
98,6+35,03 vezes. A exposicdo a seca e o tratamento com NAA ndo implicaram em
valores de expressao diferentes dos observados em plantas tratadas com agua. O
tratamento com Kin pareceu aumentar a expressdo de Egmpk5, mas a analise de
probabilidade estatistica revelou que estes valores ndo diferiram dos observados com o

tratamento com agua.
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Figura 13: Dados de RT-qPCR da expressao relativa do gene Egmpk5 em folhas de E.
grandis sob diferentes tratamentos. Plantas de 90 dias foram irrigadas com 20 mL das solucGes
e foram coletadas apds 3 dias. Para o teste de seca, plantas ndo foram irrigadas por 7 dias. Os
valores estdo normalizados com 0s genes constitutivos Ec04 e Ec08 de E. grandis e estdo
expressos em relacdo ao tratamento com agua. O eixo “y” representa valores de expressdo
relativa calculados pelo método 2. O eixo “x” representa os tratamentos empregados. Barras
de erro representam valores de erro padrdo para triplicatas bioldgicas. Diferencas
estatisticamente significativas estdo indicadas por (*) P < 0,05 segundo teste T de Student.
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Expressdo relativa do gene mpk5

A expressao de Egmpk5 foi detectada em caules de plantas submetidas a seca e
ao tratamento com ABA em valores equivalentes aos observados no tratamento com
agua (Figura 14). Diferencga estatisticamente significativa foi verificada com NAA, que
causou diminuicdo na expressdo de mapk5 (0,37+0,13), e com NaCl, que causou

aumento da expressdo em relacdo ao controle em agua (9,59+3,603).
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Figura 14: Dados de RT-gPCR da expresséo relativa do gene Egmpk5 em caules de E. grandis
sob diferentes tratamentos. Plantas de 90 dias foram irrigadas com 20 mL das solugdes e foram
coletadas ap6s 3 dias. Para o teste de seca, plantas ndo foram irrigadas por 7 dias. Os valores
estdo normalizados com os genes constitutivos Ec04 e Ec08 de E. grandis e estdo expressos em
relacdo ao tratamento com agua. O eixo “y” representa valores de expressdo relativa calculados
pelo método 22°“. O eixo “x” representa os tratamentos empregados. Barras de erro
representam valores de erro padrdo para triplicatas biologicas. Diferencas estatisticamente
significativas estdo indicadas por (*) P < 0,05 segundo teste T de Student.
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Expressao relativa do gene mpk5

Em raizes (Figura 15), o tratamento com NaCl foi o Gnico a causar aumento na
expressdo de Egmpk5 (149 + 76,7). Os demais tratamentos ndo causaram expressao

estatisticamente significativa em relagdo ao controle em &gua.
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Figura 15: Dados de RT-gPCR da expressdo relativa do gene Egmpk5 em raizes de E. grandis
sob diferentes tratamentos. Plantas de 90 dias foram irrigadas com 20 mL das solugdes e foram
coletadas ap6s 3 dias. Para o teste de seca, plantas ndo foram irrigadas por 7 dias. Os valores
estdo normalizados com os genes constitutivos Ec04 e Ec08 de E. grandis e estdo expressos em
relacdo ao tratamento com agua. O eixo “y” representa valores de expressdo relativa calculados
pelo método 2. O eixo “x” representa os tratamentos empregados. Barras de erro
representam valores de erro padrdo para triplicatas bioldgicas. Diferencas estatisticamente
significativas estdo indicadas por (*) P < 0,05 segundo teste T de Student.
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Destas anélises por RT-gqPCR, foi possivel concluir que mpk5 é expresso nos
6rgdos pesquisados, sendo que a expressao é idéntica entre os 6rgdos quando as plantas
sdo tratadas com agua. Ja tratamentos com ABA aumentaram a expressdo de mpk5 em
folhas e tratamentos com NaCl aumentaram a expressdo em todos os 6rgdos testados.
Estes aumentos na expressao indicam possivel participacdo do gene nas respostas
celulares causadas pelos tratamentos, e, assim, este trabalho utilizou-se de plantas de
tabaco previamente geradas para melhor caracterizar o efeito da expressdo heteréloga

deste gene frente a tratamentos de estresse.

4.3 Identificacdo e caracterizagéo de plantas de tabaco expressando Egmpk5

4.3.1 Analise por PCR

Com vistas a confirmacdo do estado transgénico de plantas de tabaco (N.
tabacum SR1) geneticamente transformadas com o gene Egmpk5 em trabalho anterior
do grupo (KORBES, 2006; KIRCH, 2008), analises por PCR foram realizadas
utilizando-se primers especificos a uma regido de 864 pb do gene (Figura 16) e DNA
gendmico extraido de folhas das plantas. As plantas utilizadas nesta analise representam
a primeira descendéncia (T;) das linhagens originalmente transformadas (To) por A.
tumefaciens LBA4404::pCAMBIA2300-P3ss-Egmpk5-Thes. A analise por PCR resultou
na amplificacdo de fragmentos de tamanho e padrdo de bandas que permitiram
confirmar o estado transgénico das plantas de tabaco (Figura 17). O tamanho dos
amplicons esta de acordo com o esperado conforme o0 mapa da construcdo utilizada na

transformacéo (Figura 16).
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Figura 16: Esquema da regido do T-DNA do plasmideo pCAMBIA2300-P3ss-EgmMpk5-T s,
construcado utilizada na transformacéo de plantas de tabaco, e indica¢do do local de anelamento
dos primers utilizados para a confirmagdo do estado transgénico das plantas (ver Materiais e
Métodos). As posicdes dos sitios de reconhecimento por endonucleases estdo indicados. As
bordas esquerda (left border) e direita (right border) do T-DNA estdo indicadas. Os elementos
de DNA indicados nas caixas s@o nptll, gene da neomicina fosfotransferase Il; 35S, promotor
CaMV 35S, do virus do mosaico da couve-flor; mpk5, cDNA de Egmpk5 clonado por
KORBES, 2006; e Nos, terminador do gene da nopalina sintase.

M  Cug  Cpos SR 2 5 6 10 11 14

Figura 17: Produtos de PCR com DNA total de plantas transgénicas e controle de tabaco
resolvidos em gel de agarose a 1% e corado com brometo de etideo. As letras sobre as canaletas
indicam: M, marcador de tamanho de fragmentos de DNA, em pb 1 kb Plus DNA Ladder
(Invitrogen); C,eq, controle negativo, mistura de reacdo sem a adigcdo de DNA; C,,, controle
positivo de reacdo, utilizando-se DNA do plasmideo pCAMBIA2300-P3ss-Egmpk5-T,.s COMo
molde; SR1, reagdo utilizando DNA de plantas de tabaco SR1, ndo transformadas; 2, 5, 6, 10,
11 e 14, reagGes com DNA de plantas transformadas de tabaco.
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Ap6s confirmacdo do estado transgénico das plantas na geracdo Ti, nas etapas
seguintes do trabalho buscou-se classificar o estado de zigose com estudos de
germinacdo de sementes da geracdo T,. Apds, as plantas transformadas foram

submetidas a diferentes tratamentos e tiveram sua resposta avaliada.

4.3.2 Germinacdo e classificagdo de genotipos de plantas transgénicas quanto a

homo/hemizigose

Com vistas a caracterizacdo bioldgica e do padrdo de heranca das plantas
transgénicas potencialmente capazes de expressar 0 gene Egmpk5, analises da
viabilidade de sementes T, e da resisténcia das plantas ao antibidtico seletor foram
realizadas. A viabilidade das sementes T, apds assepsia foi avaliada pela germinagédo
em até 15 dias em meio de cultura ¥2MS livre de qualquer agente seletivo. As taxas de
germinacdo das sementes obtidas durante este periodo estdo representadas na Figura
18.
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Figura 18: Verificagdo da viabilidade das sementes T, de N. tabacum SR1 controle (SR1, ndo
transformada) e transformadas pelo T-DNA do plasmideo pCAMBIA2300-P3ss-Egmpk5-T s (2,
5, 6, 10, 11 e 14) apdés método padrao de assepsia. As sementes foram germinadas in vitro em
meio ¥2MS acrescido de agar a 1,5% e a germinacéo foi acompanhada por 15 dias.
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Na Figura 18 é mostrado que a maioria das sementes testadas teve taxa de
germinacdo de 80 a 95%, com excec¢éo da planta transformada 10, que demorou mais
tempo para germinar e atingiu um maximo de 23% de germinacdo. A partir deste
experimento, foi possivel estabelecer o nimero médio de sementes que germinam nas
condigdes padrdo in vitro, ou seja, ndo perdem viabilidade apos assepsia. As taxas de
germinacdo assim obtidas serviram como base para comparacao de taxas de germinacgéo
das plantas transformadas sob diferentes tratamentos como canamicina e salinidade,

conforme mostrado a seguir.

Para a classificacdo de genotipos quanto a homo/hemizigose, plantas da geracéao
T, foram autofecundadas e o perfil de resisténcia a canamicina em plantas da geracéo T,

100 tiveram

foi avaliado. Sementes T, germinadas em meio %2MS sdlido acrescido de Kan
0 crescimento avaliado por 25 dias (Figura 19). Ao longo deste periodo, foram
contadas as sementes que germinaram e, entre as plantulas formadas, as que
sobreviveram ao meio com antibidtico e aquelas que morreram. Foram consideradas
plantas resistentes, isto é, transgénicas, aquelas que mantiveram cor verde e crescimento
de folhas e raizes. As plantas que perderam a cor verde e ficaram amareladas ou brancas
ao longo do desenvolvimento foram consideradas sensiveis e, portanto, ndo

transgénicas.
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Figura 19: Germinagdo de sementes e sobrevivéncia de plantas de N. tabacum SR1 controle
(SR1, nédo transformada) e de seis linhagens da geracdo T, de plantas transformadas pelo T-
DNA do plasmideo pCAMBIA2300-P355-Egmpk5-T,0s (2, 5, 6, 10, 11 e 14). As sementes foram
germinadas in vitro em meio %MS acrescido de 4gar a 1,5% e Kan'® durante 25 dias. As barras
representam o percentual de sementes germinadas e de plantas resistentes (verdes) ou
suscetiveis (amarelas) ao antibiotico.

O método de transformacdo por A. tumefaciens, utilizado na transformacao das
plantas de tabaco, permite produzir plantas transgénicas com baixo nimero de copias do
transgene e estes podem ser transmitidos a progénie seguindo padrdo Mendeliano
(revisado em YIN et al., 2004). Assim, supondo-se partir de uma planta T; com uma
copia unica do transgene (planta hemizigota), a sua autofecundacédo geraria plantas T,
com chances de 25% de serem ndo-transgénicas, 50% de serem transgénicas
hemizigotas e 25% de serem transgénicas homozigotas. Considerando-se que apenas
uma copia do gene de resisténcia a canamicina é suficiente para a sobrevivéncia da
planta no meio de selecdo, tanto individuos hemizigotos como homozigotos seriam
capazes de se desenvolver, ao passo que plantas ndo transgénicas ndo se desenvolveriam
neste meio. Conforme a Figura 19, as plantas 2, 5, 6 e 10 apresentaram 77 a 85% de
individuos resistentes a canamicina dentre as sementes que germinaram, o que pode ser

interpretado como a soma de individuos hemizigotos (50% de chance) e homozigotos
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(25% de chance) na geracdo T,. Esta situacdo caracteriza as plantas progenitoras como
hemizigotas para o transgene e contendo uma Unica copia do T-DNA integrada em seus
genomas. Outra situacdo possivel € o caso de a planta T, ser homozigota e, neste caso,
seriam esperados na geracdo T, 100% de individuos resistentes a canamicina e
homozigotos. Este padrdo pode ser observado nos individuos 11 e 14 que, conforme
observavel na Figura 19, tiveram 98% das plantulas germinadas com capacidade de
sobreviver em meio com canamicina. Este ensaio de selegdo serviu ainda para
demonstrar que as plantas SR1, ndo transformadas, ainda que capazes de germinagdo no
meio de selecdo com canamicina, ndo conseguiram manter seu desenvolvimento e

crescimento apds 25 dias.

4.3.3 Teste das plantas transgénicas quanto a tolerancia ao estresse salino

Ensaios para verificar a capacidade de germinacdo das sementes transgénicas e
controles em NaCl a 100 mM foram realizados e os principais resultados encontra-se na

Figura 20.
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Figura 20: Germinacdo in vitro de sementes de N. tabacum SR1 controle (SR1, néo
transformada) e de seis linhagens da geragdo T, de plantas transformadas pelo T-DNA do
plasmideo pPCAMBIA2300-P3ss-Egmpk5-Toes (2, 5, 6, 10, 11 e 14) em meio ¥2MS acrescido de
agar a 1,5% e NaCl a 100 mM.
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Nos testes de tolerancia das plantas transgénicas e controles de tabaco a
salinidade, foram também testadas as concentra¢Ges de 200 e 300 mM de NaCl, mas
estas impediram completamente a germinacdo das sementes (resultados né&o
apresentados). Conforme mostra a Figura 20, a adicdo de NaCl em concentracao final
de 100 mM aos meios de cultura reduziu a capacidade de germinacdo das sementes
tanto da linhagem selvagem como das plantas transgénicas. As plantas transformadas 2
e 5 tiveram uma reducdo da germinacdo semelhante a planta selvagem, isto é, de cerca
de 15%. Ja a planta 6 mostrou-se melhor adaptada para germinar em condicGes de
salinidade, tendo uma reducdo de germinacdo de 5%. As outras plantas ensaiadas, 10,
11 e 14, tiveram a germinacdo mais afetada pelo meio com NaCl do que a planta
selvagem. Este ensaio demonstrou que sementes de tabaco sdo capazes de germinar e
tolerar quantidades de até 100 mM de NaCl, sendo que a expressdo de mpk5 em cinco
das seis plantas de tabaco ndo permitiu concluir efeitos positivos ou negativos sob estas
condigdes. Possivelmente, concentracdes de NaCl na faixa de 150 mM poderiam trazer

melhores respostas ao efeito da expressédo de Egmpk5 em tabaco.

4.3.4 Teste das plantas transgénicas quanto a tolerancia a seca

Com vistas a avaliar a possivel tolerancia das plantas transgénicas ao estresse
hidrico em virtude da expressao do gene Egmpk5, sementes de plantas transformadas e
controles foram germinadas e as plantas foram cultivadas em condicdes de hidroponia.
Apbs pleno estabelecimento das plantas, o meio de irrigacdo foi removido por quatro
dias. Ap6s o quarto dia, a irrigacdo com meio nutritivo foi reinstalado e a analise das

plantas foi realizada até o 36° dia (Figura 21).
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Figura 21: Estresse por seca a que foram submetidas plantas de N. tabacum SR1 controle (WT,
ndo transformada) e de seis linhagens da geracdo T, de plantas transformadas pelo T-DNA do
plasmideo pCAMBIA2300-P3ss-Egmpk5-Thes (2, 5, 6, 10, 11 e 14). O estresse hidrico foi
imposto por quatro dias e a recuperacdo das plantas, apos restabelecimento da irrigagdo, foi
acompanhado até o 36° dia. Duplicatas de cada linhagem foram submetidas ao tratamento. Uma
planta de cada linhagem, representativa do grupo total analisado, esta ilustrando a figura.
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As plantas selvagens apresentaram folhas extremamente secas ja no 2° dia de
estresse hidrico, o que perdurou durante todo o periodo de seca. Mesmo quando as
plantas foram recolocadas em meio nutritivo, nenhuma planta selvagem foi capaz de se
recuperar, morrendo em 30 dias. Das plantas transformadas, a que teve pior
desempenho foi a 14, que perdeu folhas e, mesmo em meio hidropdnico, nao foi capaz
de recuperar-se plenamente. As demais plantas transgénicas testadas (5, 6, 10 e 11)
exibiram menores perdas de folhas e plena recuperacgdo, levando-as a uma aparéncia
equivalente e, por vezes, melhor do que as plantas no 36° dia de ensaio em relacdo a sua
aparéncia no inicio. Assim, estes resultados mostraram que a superexpressao de mpk5
nas plantas transformadas pode trazer vantagens para a sobrevivéncia de plantas adultas
sob seca.

Outro teste de estresse hidrico foi realizado com plantas em solo sem, no
entanto, ter resultados conclusivos (dados ndo apresentados). Entre plantas de uma
mesma linhagem, sejam plantas transformadas ou controles, houve individuos com
diferentes graus de suscetibilidade ao estresse. Apds 30 dias de seca, a analise da
totalidade dos individuos mostrou o mesmo perfil de desidratacdo e morte de folhas, e,
apos 10 dias de recuperacao, as plantas tiveram perfil equivalente de recuperacdo. Uma
possivel explicacdo para a ndo concordancia entre os dois testes de seca é que ambos
induzem situacdes diferentes de estresse hidrico. No sistema hidropdnico, o déficit
hidrico se d& de forma abrupta, enquanto que em solo esta condi¢éo se instala de forma
lenta e gradual, permitindo adaptacdo da planta. Em soja foi demonstrado que estresse
hidrico induzido em solo e em hidroponia causa diferentes perfis de transcricdo de
genes da familia RD, que participam na adaptacdo a condicBes de seca (NEVES-
BORGES et al., 2012).

Assm, das andlises com plantas de tabaco expressando de forma heterdloga o
gene mpkb, foi possivel estabelecer que esta condi¢do pode vir a ser vantajosa para
plantas sob certas situacdes de estresse. O ensaio de germinagdo em sal demonstrou que
em pelo menos uma linhagem — possivelmente heterozigota para o transgene —, 0 gene
mpk5 parece conferir vantagem para germinacéo de sementes em NaCl a 100 mM. Ja no
ensaio de seca de plantas sob hidroponia, cinco plantas transformadas com mpk5
demonstraram melhor capacidade de recuperagdo do que plantas selvagens a estresse de

quatro dias.

65



5. Discussao

As MAPKSs integram um importante mecanismo de sinalizacdo em plantas, o
qual contribui para a transmissdo de sinais e adaptacdo dos individuos a condigdes
ambientais. Mediante a organizacdo de proteinas em cascatas, MAPKSs sdo ativadas por
fosforilacdo sequencial por MAP3Ks e MAPK?2s, tendo como resultado a fosforilacédo
de substratos nucleares e citoplasmaticos, que incluem fatores de transcricdo, outras
cinases e proteinas do citoesqueleto (conforme revisdes por RODRIGUEZ et al., 2010;
SAMAJOVA et al., 2013a e 2013b). Em plantas, cascatas de MAPKSs est&o envolvidas
na resposta a sinais de desenvolvimento e a estresses bidticos e abioticos, como, por
exemplo seca, frio, salinidade, estresse oxidativo e infec¢do por patdégenos (conforme
revisdo por SINHA et al., 2011).

Dada a participacdo de MAPKs em diversas respostas da célula vegetal, a
analise do gene mpk5 de E. grandis foi conduzida com vistas a melhor entender a
participacdo deste gene e de seu produto na transducdo de sinais durante o estresse.
Neste trabalho foram feitas analises de estrutura, nimero de cépias e localizacdo
cromossémica deste gene, assim como caracterizacdo de seu perfil de transcricdo em
situagcdes normais e sob tratamentos. Finalmente, plantas de tabaco expressando mpk5
de forma heter6loga foram submetidas a estresses de seca e salinidade, e o impacto da

presenca do transgene em seus genomas foi caracterizado.

5.1 Andlises in silico do gene mpk5 de E. grandis e proteina deduzida

A analise in silico teve como base a sequéncia do cDNA de Egmpk5 que fora
previamente clonado e sequenciado (KORBES, 2006). A busca pelo niimero de copias
de mpk5 no genoma de E. grandis resultou em dois possiveis genes, sendo a sequéncia
obtida pelo scaffold 12 descartada por ndo conter parte importante da sequéncia
codificadora do dominio catalitico de PKs (HANKS, 2003). Dessa forma, a analise no
banco de dados Phytozome levou & identificacdo de um Unico provavel gene codificador
de Egmpk5, localizado no scaffold 7. Na literatura sdo encontrados relatos da existéncia
tanto de genes mapks com copia Unica como genes duplicados em genomas vegetais
(HAMEL et al., 2006; KONG et al., 2012; ZHANG et al., 2013). O gene mpk5

apresenta-se como cdpia Unica no genoma de E. grandis, assim como os genes de outras
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especies com quais tem similaridade de sequéncia como, por exemplo, mpk4 de tabaco
(ZHANG et al., 2012), mpk6 de arroz (LIU et al., 2007) e mpk6 de B. distachyon
(CHEN et al., 2012).

A organizacdo do gene Egmpk5 e de outros quatro genes mapks segue um
padrdo de seis éxons e cinco introns nas sequéncias (Figura 9). Dentre todas as
sequéncias analisadas, ha maior conservacdo do tamanho dos éxons internos e variagdo
daqueles localizados nas extremidades dos genes. A importancia destas regides de
tamanho conservado pode ser verificada pelo fato de a sequéncia peptidica de 260
aminoéacidos, resultante da traducdo destes quatro éxons internos, apresentar o dominio
conservado de PKs e os sitios de ligacdo ao substrato e a ATP e apresentar também 0s
motivos de ativacdo. Assim, o fato de os éxons de Egmpk5 terem tamanho conservado
reflete uma selecdo negativa atuando mais fortemente sobre as sequéncias codificantes
(NICOLE et al., 2006) e, neste caso, a conservacao se da na regido catalitica, que é

fundamental para a atividade enzimatica das proteinas.

A sequéncia do gene Egmpk5 identificada in silico apresenta sitios canénicos
para splicing de seu transcrito. Isto foi evidenciado pela presenca dos dinucleotideos 5°-
GT e 3’-AG (Figura 5a), descritos como altamente conservados nas extremidades dos
introns e responsaveis pela correta identificagdo e edicdo destas regides. Cerca de 90%
dos genes codificadores de proteinas em plantas apresentam introns, o que traz
consequéncias para as células como aumento da complexidade de regulacdo e
possibilidade de variacdo dos produtos génicos via splicing alternativo (conforme
revisdo em SZCZESNIAK et al., 2013).

A localizacdo dos introns em relacdo aos codons do gene foi também avaliada
para Egmpk5. Com excecdo do primeiro intron, que se insere apos a segunda base de
um codon, todos os outros introns de Egmpk5 comecam antes ou depois de um cddon
(formando introns de fase 0). Estudos em A. thaliana e P. trichocarpa permitiram
demonstrar que, nestes organismos, 0s genes mpk possuem cerca de 80% dos éxons em

fase 0 (NICOLE et al., 2006), assim como acontece no gene estudado de E. grandis.

Para melhor entendimento da regulacédo transcricional e da possivel funcéo de
Egmpk5, foram preditos cis-elementos que atuam na regido promotora do gene
utilizando o banco de dados PlantCare (Tabela 2). Os elementos presentes na regido

promotora revelam um potencial papel do gene na regulacdo de crescimento e
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desenvolvimento vegetais. Ademais, a identificacdo de elementos tipicos de promotores
eucarioticos € mais um indicativo de que este gene é, de fato, transcrito, e é corroborado
por outros dados ja abordados por este trabalho: o fato de haver possivelmente uma
unica sequéncia no genoma que codifica este gene e também pelo fato de que esta
sequéncia de trabalho deriva de buscas em banco de ESTs (KORBES, 2006), que foram

geradas a partir de uma biblioteca de cDNAs que reflete os transcritos da planta.

No alinhamento das sequéncias peptidicas deduzidas de EQMPK5 com outras
MAPKSs de plantas, foram encontrados consensos importantes nas regioes amino- e
carbdxi-terminais. Estas regifes foram descritas como imprescindiveis para o arranjo
tridimensional que define o sitio catalitico destas enzimas (UBERSAX & FERREL,
2007). Na porcdo amino-terminal, foram detectados consensos importantes (Figura
11b-c) que, segundo a literatura, sdo residuos responsaveis por ancorar e orientar o
nucleotideo doador de fosfato as MAPKSs. Ja na porcdo carbdxi-terminal, os dominios
VI a XI (Figura 11d-f), apresentam residuos responsaveis pela ligacdo ao substrato
peptidico e inicio da reacdo de transferéncia do grupamento fosfato. Outros consensos
importantes identificados sdo o motivo “TEY” (Figura 11e), caracteristico de MAPKs
do grupo A, e o sitio C-terminal de docking (Figura 11g), responsavel pela ligacdo a
MAP2Ks, substratos e fosfatases e que exerce papel importante na regulacdo da
atividade enzimatica (ICHIMURA et al., 2002). Em 1996, HANKS & HUNTER
descreveram que membros de uma mesma familia de PKs tendem a apresentar fungdes
relacionadas e isso se manifesta por similaridades na topologia das estruturas, no modo
de regulacdo e na especificidade de substratos. Dessa forma, o fato de MAPKs com
atividades ja descritas e caracterizadas, inclusive em nivel proteico, apresentarem estes
dominios conservados, € um forte indicativo da provavel atividade apresentada por

proteinas semelhantes, como a MPKS5 de E. grandis.

Da literatura, sabe-se que as MAPKs com as mesmas fungdes tendem a se
agrupar nas arvores filogenéticas de acordo com os subgrupos A, B, C, D (ICHIMURA
et al., 2002). Na analise filogenética conduzida no presente trabalho com EgMPKS5,
todas as sequéncias foram agrupadas como pertencentes a familia A. O resultado nédo
poderia ter sido diferente uma vez que a selecdo das sequéncias foi feita por
similaridade de sequéncia peptidica (BLASTp) e os resultados foram filtrados por
similaridade (Figura 10). Todas as sequéncias obtidas apresentaram a assinatura do

sitio de ativacdo de PKs ativadas por mitdgenos em plantas (STKc_TEY_MAPK_plant).
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Dentre as proteinas semelhantes a EQMPKS5 que foram obtidas nesta analise esta
MPK6 de A. thaliana, que ja teve envolvimento comprovado em diversos tipos de
estresses como o excesso de sal, frio, seca, ferimento e estresse osmoético (ICHIMURA
et al., 2002). Outras duas MAPKs, MPK4 de N. tabacum (GOMI et al., 2005) e MPK2
de S. lycopersicum (XING, et al.,, 2001), também ja tiveram seu envolvimento
comprovado na resposta vegetal a ferimentos. Outras MAPKSs que compuseram a arvore
filogenética foram descritas como envolvidas na resisténcia a patdgenos, como a MPK2
de G. max (DAXBERGER et al., 2007), a MPK6 de A. hypogaea (KUMAR & KIRTI
2010) e a MPK2 de P. crispum (KROJ et al., 2003), e na sinalizacao da divisao celular,
como a MSK7 de M. sativa (DUERR et al.,, 1993) e a MAPK D5 de P. sativum
(STAFSTROM et al., 1993).

5.2 Andlises da expressdo de mpk5

Com vistas a dar inicio a caracterizagdo funcional do gene Egmpk5 e da proteina
por ele codificada, analises da expressdo génica em nivel da quantidade de transcritos
presentes foram realizadas por RT-gPCR. Na andlise de expressdo espacial, foi
demonstrado que Egmpk5 é expresso em niveis equivalentes em folhas, caules e raizes
de plantas de 90 dias tratadas com &agua (Figura 12). Outros autores detectaram
transcritos de 19 das 20 mapks de A. thaliana em folhas, caules, raizes e flores, ainda
gue em baixos niveis. Um padrdo semelhante de expressdo constitutiva foi observado
com componentes da familia génica das mapks em O. sativa e P. trichocarpa (HAMEL
et al., 2006). Alguns genes com maior similaridade a Egmpk5 exibiram expresséo
diferencial em alguns érgdos, como é o caso do gene mpk6 de O. sativa, o qual € mais
expresso em folhas e flores se comparado a raizes e caules, e 0 gene mpk6-2 de P.
trichocarpa, o qual é mais expresso em raizes (HAMEL et al., 2006; NICOLE et al.,
2006).

Acredita-se que 0 acimulo de transcritos de genes induzidos por estresse possa
levar ao acumulo de seus produtos que, entdo, participam na amplificacdo dos sinais de
estresse (LIU, 2012). O teste de RT-gPCR permitiu demonstrar que ABA foi capaz de
induzir a expressdao de Egmpk5 em folhas (Figura 13). Varios autores demonstraram
que o tratamento com ABA interfere na regulacédo transcricional de genes, no acimulo

de proteinas e na atividade de cascatas MAPKs em diversas plantas (revisado em
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DANQUAH et al., 2014). A maioria desses genes € ativada por ABA (LIU, 2012) e,
assim, MAPKs tém sido implicadas em respostas dependentes de ABA, incluindo
defesa antioxidante, sinalizacdo nas células-guarda e na germinacdo de sementes
(revisado em DANQUAH et al., 2014).

O tratamento com NAA levou a uma reducdo do nivel de expressdo de Egmpk5
em caules quando comparado com o controle ndo tratado (Figura 14). Ha relatos de
respostas negativas e positivas de mapks na sinalizacdo por auxinas (MISHRA et al.,
2006). A interacdo entre auxinas e MAPKSs influencia a divisdo celular (mitose), a
transcricdo génica, o rearranjo do citoesqueleto, a atividade de canais ibnicos e 0
desenvolvimento da raiz (MOCKAITIS et al., 2000; MISHRA et al., 2006).

O tratamento de plantulas de E. grandis com excesso salino (NaCl a 200 mM)
foi o Unico tratamento capaz de induzir Egmpk5 nos trés érgdos testados (Figuras 13-
15). Em A. thaliana, os genes mpk3, mpk4 e mpk6 foram ativados por estresse
hiperosmético e por salinidade (DROILLARD et al., 2004; KIM et al., 2012). A
proteina MPK®6, quando ativada, tem um papel importante na detoxificacdo de sodio da
célula por fazer efluxo deste ion e, também, atua na regulacdo da transcricdo de genes
induziveis (TEIGE et al., 2004; YU et al., 2010). Em raizes de A. thaliana,
MOCKAITIS et al. (2000) demonstrou que 250 mM de NaCl foi capaz de estimular
significativamente a atividade de fosforilacdo de uma MAPK. Todos estes trabalhos
corroboram os resultados observados de inducdo da expressao de Egmpk5 em resposta a
estresse salino. Coerentemente, o conjunto de resultados sugere que o aumento da
expressdo de Egmpk5 em resposta ao excesso salino é mediado por ABA e auxina, uma
vez que o gene responde positivamente a estes sinalizadores hormonais bem descritos
na resposta vegetal a estresses abiéticos (LIU, 2012; SMEKALOVA et al., 2013).

Como mencionado anteriormente, elementos de acéo cis relacionados a resposta
a estresse foram encontrados na regido promotora de Egmpk5 (Tabela 2). Entre eles,
destacam-se ABRE (ABA-responsive element) e TGA. ABRE sdo elementos de agéo cis
importantes na resposta de tecidos vegetativos de A. thaliana & desidratacdo e a ABA
(NAKASHIMA et al., 2006). Os elementos TGA foram descritos como sitios
promotores de ligacdo de fatores TGAL, 0s quais sdo proteinas do tipo ziper-de-leucinas
que provavelmente participam na transcricao tecido-especifica de plantas em resposta a
horménios e a sinais de estresse (PASCUZZI et al., 1998).
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Em plantas como tomateiro (KONG et al., 2012) e A. thaliana (MENGES et al.,
2008), transcritos de mapks foram detectados em altos niveis em érgdos reprodutivos
como estames e petalas, comparado a tecidos vegetativos como folhas e caules. Embora
na presente andlise da expressao de Egmpk5 ndo tenham sido incluidos Orgéaos
reprodutivos e, portanto, ndo ha dados sobre este tipo de expressao, a analise in silico
permitiu revelar o cis elemento GCN4 que pode participar da expressdo tecido-
especifica em endosperma (WU et al., 1998).

Ha relatos na literatura da existéncia de pares de genes da familia mapk em uma
mesma planta que diferem entre si nos seus perfis de transcricdo. Um exemplo é o par
mpk6-mpk3 em A. thaliana, em que o primeiro tem expressao constitutiva e o segundo
tem a transcricdo regulada diferencialmente (MENGES et al., 2008). Dada a
caracteristica de plantas de codificarem multiplos genes da familia mapk, novos estudos
para identificar outros membros desta familia génica em E. grandis poderiam
complementar os dados de expressdo obtidos para Egmpkb, principalmente para os

tratamentos em que ndo houve mudanca nos niveis do transcritos.

5.3 Analise de plantas de tabaco expressando Egmpk5

Para melhor estudo de funcdo de Egmpk5, plantas de tabaco previamente
transformadas com este gene foram analisadas frente a estresses. O teste de germinacgédo
in vitro sob NaCl a 100 mM (Figura 20) demonstrou que, para a maioria das plantas
transformadas, a expressdo heteréloga do gene mpk5 ndo conferiu vantagem frente a
este estresse. No entanto, a linhagem transformada 6 apresentou reducdo de apenas 5%
na sua germinacdo, o que significa melhor desempenho do que as plantas selvagens
(com aproximadamente 15% de reducdo na germinacdo). De forma semelhante, a
expressdo heterdloga de um gene mapk de algodoeiro (Ghmpk2) em tabaco por Zhang et
al. (2011) foi capaz de conferir melhores taxas de germinacdo sob NaCl a 100 mM.
Ainda, no trabalho mencionado, Zhang et al. (2011) demonstraram que as plantas
transformadas foram inclusive mais tolerantes a NaCl a 200 mM, concentragdes que
inibiram a germinagdo de todas as plantas testadas no presente trabalho. Na literatura
também foi relatada a expressao heteréloga do gene ZmSIMK1 de milho em A. thaliana,

que permitiu melhor germinagdo de plantas transformadas sob NaCl a 200 mM
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comparadas a plantas controle, e plantas adultas em solo irrigadas com esta mesma

solucdo também mostraram melhor adaptacéo (GU et al., 2010).

Aliando-se os resultados do efeito de sal sobre a germinacéo de sementes com 0s
obtidos no teste de gendétipo das plantas transgénicas de tabaco, observou-se que as
plantas 11 e 14, possivelmente homozigotas para mpk5, tiveram piores taxas de
germinacdo do que as plantas possivelmente hemizigotas ou, mesmo, as selvagens. Isto
pode indicar que a expressao de mpk5 em homozigose ndo confere vantagem as plantas
quando germinadas em meio com adicdo de sal. A expressdo de um gene mapk nem
sempre traz vantagens para a planta transformada sobreviver a estresses, conforme foi
demonstrado para uma MAPK do grupo D de algodoeiro (SHI et al., 2011). Neste
trabalho, Shi et al. (2011) demonstraram que o gene Ghmpk16 expresso em A. thaliana
reduziu as taxas de germinacdo e de crescimento de raiz sob condi¢des de seca, além de

causar um grande acumulo de perédxido de hidrogénio.

Para testar o efeito de estresse em plantas adultas, desafio de seca foi imposto a
plantas crescidas em hidroponia. As cinco linhagens transformadas que foram expostas
a seca por quatro dias sofreram menos danos do que plantas selvagens, que foram
incapazes de sobreviver mesmo apds transferidas para recuperacdo em meio
hidroponico. Em um trabalho recente, foi demonstrado que plantas de tabaco
expressando o gene mpk3 de algodoeiro, quando submetidas a seca em solo por 14 dias,
também apresentaram melhor adaptacdo ao estresse, o que foi verificado por maior
retencdo de &gua e menor murcha de folhas (LONG et al., 2014). Os autores deste
trabalho mencionado anteriormente, ainda descreveram que a melhor adaptacdo pdde
ser correlacionada com a maior expressdao de enzimas antioxidantes pelas plantas

transformadas.

72



6. Concluséo e Perspectivas

Neste trabalho, o gene Egmpk5 foi melhor caracterizado in silico e teve seus
perfis de expressdo espacial e em resposta a sinais hormonais e de estresse mais bem
definidos em plantas de E. grandis. O efeito de expressdo de Egmpk5 em plantas de

tabaco foi também analisado frente a estresses abidticos como excesso salino e seca.

As analises in silico permitiram mostrar semelhanca entre o gene mpk5 de E.
grandis e outros genes mapk de plantas ja caracterizados. O peptideo deduzido
EgMPKS5 possui importantes regides estruturais e homologia com MAPKSs vegetais com
atividade ja comprovada frente a estimulos de desenvolvimento e respostas a estresses.
Estes resultados permitem afirmar que, teoricamente, a proteina codificada pelo gene

Egmpk5 tem atividade cinésica semelhante as versdes existentes em outros vegetais

O perfil de transcricdo de Egmpk5 em nivel de acimulo de transcritos foi
caracterizado frente a estresses abidticos e em resposta a hormonios. Os tratamentos
com NaCl e ABA causaram aumento da expressédo do gene, permitindo-nos sugerir sua
possivel participacdo na transducdo de sinais em células vegetais causada por estes
tratamentos. Para um estudo mais detalhado da participacdo deste gene na sinalizacéo
em E. grandis, serd importante caracterizar outros genes responsivos a estresses que
podem sofrer regulacdo por Egmpk5. Ainda, a detec¢do do produto do gene Egmpk5 e
da determinacédo de sua atividade poderdo contribuir para o completo entendimento de

sua funcéo.

As andlises de plantas transgénicas de tabaco capazes de expressar Egmpk5
permitiram mostrar que uma das linhagens transformadas teve melhor taxa de
germinacdo sob estresse salino e que cinco plantas adultas tiveram melhor tolerancia ao
estresse por seca. A analise de genétipos quanto a hemi/homozigose sugere que o
transgene em homozigose pode ndo ser vantajoso para plantas sob estresse, e que
futuros ensaios de quantificacdo da expressdao génica e deteccdo da proteina e de
possiveis compostos acumulados por estas plantas podem detalhar o mecanismo de

tolerancia ao estresse mediado por Egmpkb.
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8. ANEXO | — Alinhamento da sequéncia codificante do clone de cDNA de mpk5 com

as duas CDS obtidas dos scaffolds do genoma

CDS _scf07
CDS__ cDNA
CDS scfl2

Prim.cons.

CDS _scf07
CDS__ cDNA
CDS scfl2

Prim.cons.

CDS scf07
CDS__ cDNA
CDS_scfl2

Prim.cons.

CDS_scf07
CDS__ cDNA
CDS_scfl2

Prim.cons.

CDS_scf07
CDS__ cDNA
CDS_scfl2

Prim.cons.

CDS_scf07
CDS__ cDNA
CDS_scfl2

Prim.cons.

CDS_scf07
CDS__ cDNA
CDS_scfl2

Prim.cons.

10 20 30 40 50 60

| | | | | |
ATGGACGGCGGGG-CTCCTC-AGCCGG-CGGATACCGTCATGTCGGAGGCGGLCGCC-GGC
ATGGACGGCGGGG-CTCCTC-AGCCGG-CGGATACCGTCATGTCGGAGGCGGCGCC-GGC
ATGGACGGCGGGGGCTCCTCCAGCCGGGCGGATACTGTCATGTCGGAGGTGGCGCCCGGC

KAkKNAAkhkAhAK khkkhkk, K*hkhkkhkhkk KA Ahkkhkhhk *hkk khkkhkhk *hkkhkhkk hkhkkhkhkkhkkhhkk, |,k hkk *x*x **k%

ATGGACGGCGGGGGCTCCTCCAGCCGGGCGGATACCGTCATGTCGGAGGCGGCGCCCGGC

70 80 90 100 110 120

| | | | | |
GCAGCAGCAGCAGCAGCC-GCAGCAGGCGCAGCC-GCAGGGGATCGAGAACATCCCGGLCG
GCAGCAGCAGCAGCAGCC-GCAGCAGGCGCAGCC-GCAGGGGATCGAGAACATCCCGGCG
GCAGCAGCAGCAGCAGCCCGCAGCAGGCGCAGCCAGCAGGGGATCGAGA-TATCC-GGCG

KAKRKAKNAXAKAAAAIAKAA AN A, A*A XA AkhAhhAAhAkhAhhk Kk *hkrhkk hkhkhkhrk,xk% *kkKk kkkk

GCAGCAGCAGCAGCAGCCCGCAGCAGGCGCAGCCAGCAGGGGATCGAGAACATCCCGGCG

130 140 150 160 170 180

| | | | | |
ACGCTCAGCCACGGGGGCCGCTTCATCC-AGTACAACATCTTCGGCAACATCTTCGAGGT
ACGCTCAGCCACGGGGGCCGCTTCATCC-AGTACAACATCTTCGGCAACATCTTCGAGGT
ACGCTCAGCCACGGGGGCCGCTTCATCCCAGTACAACATCTTCGGCAACATCTTTGAGGT

KAKXKAKRKAAKAAKRKAAKRAXAKAIAAA AR A KA IA A KA KA IAAA XA AN A XA A A A AR A Ak kA Kk K hkk%

ACGCTCAGCCACGGGGGCCGCTTCATCCCAGTACAACATCTTCGGCAACATCTTCGAGGT

190 200 210 220 230 240

| | | | | |
CACCGCCAAGTACAAGCCCCCCATCATGCCCATCGGCAAGGGCGCCTACGGCATCGTCTG
CACCGCCAAGTACAAGCCCCCCATCATGCCCATCGGCAAGGGCGCCTACGGCATCGTCTG
CACCGCCAAGTACAAGCCCCCCATCATGCCCATCGGCAAGGGCGC-TACGGCATCGTCTG
Kok kA A Ak ok khk kA XAk hkhkhk kA Ak k ok ok khkkxkk ok kkkkkx kK ok Kk kkk k& & &k ok Kk K

CACCGCCAAGTACAAGCCCCCCATCATGCCCATCGGCAAGGGCGCCTACGGCATCGTCTG

250 260 270 280 290 300

| | | | | |
CTCAGCTTTGAATTCGGAGACGAACGAGCACGTGGCCATAAAGAAGATTGCTAATGCTTT
CTCAGCTTTGAATTCGGAGACGAACGAGCACGTGGCCATAAAGAAGATTGCTAATGCTTT
CTCAGCTTTGAATTCGGAGACGAACGAGCACGTGGCCATAAAGAAGATTGCTAATGCTTT

hhkhhkhkhkhkhkhk A hhkrhhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhhkrhhkhkhhkrhkhkhhkrhhkrhkkhkrkhhkrkkhkhkxkxx

CTCAGCTTTGAATTCGGAGACGAACGAGCACGTGGCCATAAAGAAGATTGCTAATGCTTT

310 320 330 340 350 360

| | | | | |
CGATAACAAGATCGATGCGAAGAGGACTCTCCGTGAGATCAAGCTTCTCCGGCACATGGA
CGATAACAAGATCGATGCGAAGAGGACTCTCCGTGAGATCAAGCTTCTCCGGCACATGGA
CGATAACAAGATCGATGCGAAGAGGACTCTCCGTGAGATCAAGCTTCTCCGGCACATGGA

hhkhhkhkhkhkhkhk Ak hkrhhkrhhkhkhhkhhkhkhhkdrhhkdhhkhkhhkrhkhkhhhkhhkrhhkrhkkhkrkkhkhkxkxx

CGATAACAAGATCGATGCGAAGAGGACTCTCCGTGAGATCAAGCTTCTCCGGCACATGGA

370 380 390 400 410 420

| | | | | |
CCATGAAAACGTCGTGGCAATTAGGGATATTATTCCACCGCCACAGAGAGAGGTGTTCAA
CCATGAAAACGTCGTGGCAATTAGGGATATTATTCCACCGCCACAGAGAGAGGTGTTCAA
CCATGAAAACGTTGTGGCAATTAGGGATATTATTCCACCGCCACAGAGAGAGGTGTTCAA

KAKRKAAKNKAAAAAE KA AR A A AR AR A AR A A A AR A AR A AR AR A A Ak Ak Ak Ak kA Ak Ak h k)%

CCATGAAAACGTCGTGGCAATTAGGGATATTATTCCACCGCCACAGAGAGAGGTGTTCAA
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CDS _scf07
CDS__ cDNA
CDS scfl2

Prim.cons.

CDS_scf07
CDS__ cDNA
CDS scfl2

Prim.cons.

CDS _scf07
CDS__ cDNA
CDS scfl2

Prim.cons.

CDS scf07
CDS__ cDNA
CDS_scfl2

Prim.cons.

CDS scf07
CDS__ cDNA
CDS_scfl2

Prim.cons.

CDS scf07
CDS__ cDNA
CDS_scfl2

Prim.cons.

CDS_scf07
CDS__ cDNA
CDS_scfl2

Prim.cons.

CDS_scf07
CDS__ cDNA
CDS_scfl2

Prim.cons.

430 440 450 460 470 480

| | | [ [ |
TGATGTTTATATTGCATATGAGCTTATGGACACTGATCTGCATCAAATTATTCGTTCCAA
TGATGTTTATATTGCATATGAGCTTATGGACACTGATCTGCATCAAATTATTCGTTCCAA
TGATGTTTATATTGCATATGAGCTTATGGACACTGATCTGCATCAAATTATTCGTTCCAA

kA hkhkhkhk kA hhk Ak kA hkhkrhhkhkhhkhhkhkhkhhhkhkrhhkhkhhkrhkhkhkhkrhkhkrhkkrkhkhkrhkkkhkkkxk

TGATGTTTATATTGCATATGAGCTTATGGACACTGATCTGCATCAAATTATTCGTTCCAA

490 500 510 520 530 540

| | | | | |
CCAAGCATTGTCTGAGGAGCATTGTCAGTATTTTCTATATCAGATCTTGCGAGGATTAAA
CCAAGCATTGTCTGAGGAGCATTGTCAGTATTTTCTATATCAGATCTTGCGAGGATTAAA
CCAAGCATTGTCTGAGGAGCATTGTCAGTATTTTCTATATCAGATCTTGCGAGGATTAAA

Ak hkhkkhkhhkhkhk Ak kA hkhk A hhkhkhhkhhkhkhkhrhkhkrhhkhkhhkrhkhkhkhkrhkhkrhkkhkhkhhkrhkkkhkxxkxk

CCAAGCATTGTCTGAGGAGCATTGTCAGTATTTTCTATATCAGATCTTGCGAGGATTAAA

550 560 570 580 590 600

| | | | | |
ATACATACATTCTGCAAATGTTCTGCATAGAGACTTGAAGCCCAGCAATCTTCTCCTAAA
ATACATACATTCTGCAAATGTTCTGCATAGAGACTTGAAGCCCAGCAATCTTCTCCTAAA
ATACATACATTCTGCAAATGTTCTGCATAGAGACTTGAAGCCCAGCAATCTTCTCCTAAA

hhkhkhkhkhk kA hk A hhkhkhkhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhhkrhhkhhhkrhkhkhhrhkhkrhkkrkhkhkrkkhkhkdxxkxk

ATACATACATTCTGCAAATGTTCTGCATAGAGACTTGAAGCCCAGCAATCTTCTCCTAAA

610 620 630 640 650 660

| | | | | |
TGCAAATTGCGATTTGAAAATATGTGATTTTGGACTAGCTCGTGTCACTTCTGAAACTGA
TGCAAATTGCGATTTGAAAATATGTGATTTTGGACTAGCTCGTGTCACTTCTGAAACTGA
TGCAAATTGCGATTTGAAAATATGTGATTTTGGTCTAGCTCGTGTCACTTCTGAAACTGA

KAKXKAKRKA A KA AKAKAAKRAXAKAAAA AR AR AR AAAA AN A AA A A AR A A A A A A AR A A Ak A Ak Ak kK

TGCAAATTGCGATTTGAAAATATGTGATTTTGGACTAGCTCGTGTCACTTCTGAAACTGA

670 680 690 700 710 720

| | | | | |
TTTTATGACAGAATATGTTGTCACAAGATGGTACCGTGCACCAGAGCTATTGTTAAATTC
TTTTATGACAGAATATGTTGTCACAAGATGGTACCGTGCACCAGAGCTATTGTTAAATTC
TTTTATGACAGAATATGTTGTCACAAGATGGTACCGTGCACCAGAGCTACTGTTAAATTC

KA KA K AR A AR A A A A KR A AR A A A AR AKRA IR A AR AR A AR A AR AR AR AR AR A, Ak Ak Ak hh kK

TTTTATGACAGAATATGTTGTCACAAGATGGTACCGTGCACCAGAGCTATTGTTAAATTC

730 740 750 760 770 780

| | | | | |
TTCAGACTATACGGCGGCAATAGATGTATGGTCTGTAGGCTGTATCTTTATGGAACTAAT
TTCAGACTATACGGCGGCAATAGATGTATGGTCTGTAGGCTGTATCTTTATGGAACTAAT
TTCAGACTATACGGCGGCAATAGATGTATGGTCTGTAGGCTGTATCTTTATGGAACTAAT

KA AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR AR A AR A AR AR A AR A A A AR A AR A AR AR A A Ak A A Ak kA k) K

TTCAGACTATACGGCGGCAATAGATGTATGGTCTGTAGGCTGTATCTTTATGGAACTAAT

790 800 810 820 830 840

| | | | | |
GGATCGGAAACCCTTGTTTCCTGGCAGAGACCATGTGCAACAGCTGCGTTTGTTGATGGA
GGATCGGAAACCCTTGTTTCCTGGCAGAGACCATGTGCAACAGCTGCGTTTGTTGATGGA
GGATCGGAAACCCTTGTTTCCTGGCAGAGACCATGTGCAACAGCTGCGTTTGTTGATGGA

hhkhhkhkhkhkhkhkhkhhkrhkhkrhkhkhkhhkhhkhkhhkrhhkrhhkhkhhkrhkhkhhkrhhkrhkhkrkhhkrkhhkkkxhkxk

GGATCGGAAACCCTTGTTTCCTGGCAGAGACCATGTGCAACAGCTGCGTTTGTTGATGGA

850 860 870 880 890 900
| | | | | |

GCTGATTGGCACCCCATCAGAGGCAGAGTTGGGGTTCTTAAATGAAAATGCTAAGAAGTA
GETGATTGGCACCCCATCAGAGGCAGAGTTGGGGTTCTTAAATGAAAATGCTAAGAAGTA

GCTGATTGGCACCCCATCAGAGGCAGAGTTGGGGTTCTTAAATGAAAATGCTAAGAAGTA
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CDS _scf07
CDS__ cDNA
CDS scfl2

Prim.cons.

CDS_scf07
CDS__ cDNA
CDS scfl2

Prim.cons.

CDS _scf07
CDS__ cDNA
CDS scfl2

Prim.cons.

CDS scf07
CDS__ cDNA
CDS_scfl2

Prim.cons.

CDS scf07
CDS__ cDNA
CDS_scfl2

Prim.cons.

910 920 930 940 950 960
| | | | | |

TATCAGACAGCTTCCTCTGTACCGTCGGCAATCTTTCACTGAAAAGTTTCCCCATGTCCA
TATCAGACAGCTTCCTCTGTACCGTCGGCAATCTTTCACTGAAAAGTTTCCCCATGTCCA

TATCAGACAGCTTCCTCTGTACCGTCGGCAATCTTTCACTGAAAAGTTTCCCCATGTCCA

970 980 990 1000 1010 1020
| | | | | |

CCCGCTTGCAATCGATCTCGTTGAGAAGATGTTAACGTTCGATCCCAGGCTGAGGCTCAC
CCCGCTTGCAATCGATCTCGTTGAGAAGATGTTAACGTTCGATCCCAGGCTGAGGCTCAC

CCCGCTTGCAATCGATCTCGTTGAGAAGATGTTAACGTTCGATCCCAGGCTGAGGCTCAC

1030 1040 1050 1060 1070 1080
| | | | | |
AGITGAAGAGGCATTGGCTCATCCCTACCTAAACTCACTGCACGACATCAGCGATGAGCC
AGF'TGAAGAGGCATTGGCTCATCCCTACCTAAACTCACTGCACGACATCAGCGATGAGCC
——TTGAAGAGGCATTGGCTCATCCCTACCTAAACTCACTGCATGACATCAGCGATGAGCC
hokkkkkkkkkhhkhkk kKKK kkhkhhk kA KKk kkhhhkk kA kkkk *hhkxkkkhkhkhkxx*k &K%

AGTTGAAGAGGCATTGGCTCATCCCTACCTAAACTCACTGCACGACATCAGCGATGAGCC

1090 1100 1110 1120 1130 1140

| | | | | |
AACTTGCATGAATCCATTCAACTTCGACTTTGAGCAGCATGCACTCACGGAGGAACAGAT
AACTTGCATGAATCCATTCAACTTCGACTTTGAGCAGCATGCACTCACGGAGGAACAGAT
GACTTGCATGAATCCATTCAACTTCGACTTTGAGCAGCATGCACTCACGGAGGAACAGAT

KA AR A AR AR A AR A AR AR A A A A AR AR A A A A AR AR AR AR AR AR AR A A A A A A AR hA kA Ak, Kk

AACTTGCATGAATCCATTCAACTTCGACTTTGAGCAGCATGCACTCACGGAGGAACAGAT

1150 1160 1170 1180 1190

| | | | |
GAGGGAGTTAATTTATAGGGAAGCGCTTGCATTTAATCCCGAGTATCTACAGTAA
GAGGGAGTTAATTTATAGGGAAGCGCTTGCATTTAATCCCGAGTATCTACAGTAA
GAGGGAGTTAATTTATAGGGAAGCGCTTGCATTTAATCCCGAGTATCTACAGTAA

KA KK AR A AR AR A AR AR A IR A AR AR A AR A A A AR A A A A A A AR AR Ak A A A A ARk k K,k

GAGGGAGTTAATTTATAGGGAAGCGCTTGCATTTAATCCCGAGTATCTACAGTAA

Alinhamento das sequéncias de DNA codificante (CDS) apés edicdo de regides nao
codificadoras de sequéncias nucleotidicas obtidas por clonagem de cDNA de Egmpk5
(representado por CDS_cDNA) e por busca por BLASTn no genoma de E. grandis no scaffold
7 (representado por CDS _scf07) e no scaffold 12 (representado por CDS scf12). Consenso no
alinhamento esta indicado pela linha “prim. cons". Regides que melhor alinharam as trés
sequéncias estdo representadas sem destaque, e regides que indicam consenso de sequéncia
apenas entre CDS_cDNA e CDS_scf07 estdo marcadas com um retangulo. Este alinhamento foi
construido com as trés sequéncias para melhor representagdo grafica, no entanto os dados
apresentados na sec¢do 4.1.1 (nimero e percentual de nucleotideos similares) foram obtidos por

alinhamento par a par de CDS_cDNA com cada uma das sequéncias obtidas pelos scaffolds.
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9. ANEXO Il - The Mitogen-Activated Protein Kinase 5 (MPK5) from Eucalyptus
grandis (manuscrito a ser submetido para a revista Molecular Biology Reports)
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Abstract

Mitogen-activated protein kinases (MAPKSs) are modules in phosphorylation cascades
found in all eukaryotes and are responsible for transducing extracellular stimuli into
intracellular responses. In plants, MAPK cascades are involved in growth and
development processes and have important roles in the response to hormones and biotic
and abiotic stresses. In this study, we cloned and characterized EgMPKS5, a group A
MAPK gene found in Eucalyptus grandis. Southern blot and in silico analyses suggest
the presence of the gene as a single copy in E. grandis genome. RT-gPCR analysis
showed equal expression of EQMPKS5 in roots, stems and leaves of plants treated with
water and we detected increase of expression in leaves treated with ABA and also
increase in expression in all three organs upon treatment with NaCl. Analysis of the
promoter region of EQMPKS5 revealed a group of putative cis-acting elements related to
stress responses, and the deduced product of this gene presents homology to known
functional MAPKSs and shares the protein kinase domain signature, ATP-binding site

and dual phosphorylation motifs. The gene was overexpressed in Nicotiana tabacum
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SR1 plants under the control of the CaMV 35S promoter and individuals showed
increased tolerance to salt and drought stresses.

Introduction

Plants in their natural environment are exposed to different biotic and abiotic
stresses and have thus evolved mechanisms to perceive external signals and translate
them into intracellular responses that lead to the organism adaptation [1]. The mitogen-
activated protein kinases (MAPKSs) are members of a signaling pathway that is highly
conserved in eukaryotes and mediates adaptive processes in plants [2]. MAPKs have
been reported to have multiple roles in the cells, such as biotic- and abiotic-stress
responses [3,4], hormone signaling [5], and regulation of cell division, growth and
differentiation [6, 7].

MAPKSs are organized in modules within the cell and function downstream of
sensors, acting to convert perceived external signals into cellular responses that alter
gene expression [8]. The main components of a MAPK cascade are three interconnected
kinases, MAP kinase kinase kinases (MAP3Ks/MAPKKKSs), MAP kinase kinases
(MAP2Ks/MAPKKSs) and MAP kinases (MAPKs/MPKs) [9]. Such members are
activated through sequential phosphorylation of specific amino acid residues, and
activated MAPKSs target different substrates in the cytoplasm or nucleus [2], such as
transcription factors, other protein kinases, and cytoskeleton-associated proteins [4].
Members of the MAPK pathway are activated in response to many stimuli, including
pathogens, drought, salinity, cold, wounding, Os, reactive oxygen species, and hormone
stimuli [3,8]. Plant MAPKs can be grouped in four distinct families that have
characteristic sequence signatures, and MAPKs in family A are mostly involved in

environmental and hormonal responses [10].

A variety of genes encoding members of the MAPK pathway have been reported
[2,5] and the completion of genome sequencing projects aided the identification of
possibly all members of the MAPK family in several plant species. Among eudicot
species, Arabidopsis thaliana presents 20 MAPK genes in its genome [11], Solanum
lycopersicum presents 16 [12], and, among woody species, there are 21 MAPKS in

Populus trichocarpa [13] and 26 in Malus domestica [14]. Monocot species have
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similar high numbers, as is the case with 15 MAPKSs in Oryza sativa [15] and 16 in
Brachypodium distachyon [16]. Recently, Eucalyptus genomic and trascriptomic data
have been decoded, thus providing a tool for genome analysis and study of genes in this
plant as well [17]. Plants of the genus Eucalyptus are mainly planted for industrial
applications such as cellulose pulp and paper [18], but in spite of its economic
importance, the mechanisms by which plants of this genus overcome stresses is less
known than those of model species [19].

Research on MAPKSs has been mainly focused in model and crop plants, and to
our knowledge there is no report of characterization of MAPKSs in Eucalyptus. In the
present study, we isolated and characterized EgMPK5, a novel MAPK gene in
Eucalyptus grandis, using database analyses and PCR methods. The gene was then
characterized for its exon/intron structure, chromosomal location, sequence homology
to other plant species and phylogenetic relationships. We also investigated EQMPK5
expression profile under physiological conditions and stresses by quantitative real-time
PCR (RT-gPCR). To further analyze the function of EgQMPKS5 in response to stresses,
transgenic tobacco (Nicotiana tabacum) over expressing the gene under the control of

CaMV 35S promoter was produced and assayed against stress conditions.

Materials and methods
Plant materials

Seeds of E. grandis and N. tabacum cv. SR1 were grown in soil-vermiculite
mixture (1:1) and kept in a light chamber under a photoperiod cycle of 16h light/8h
dark at a temperature of (25 °C). For hydroponic culture, tobacco plants were
transferred to plastic tanks containing 2 L % Murashige-Skoog nutrient solution (MS)

[20] with pH 5,6-5,7 and kept under the same conditions described above.

Surface sterilization of seeds and in vitro growth conditions

Seeds of N. tabacum cv. SR1 were surface sterilized in 70% ethanol for 2
minutes, followed by 1,5% sodium hypochlorite solution for 15 min and four rinses

with autoclaved distilled water. For in vitro culture, plants were placed either in Petri
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dishes or culture bottles containing 30 mL of %2 MS salts and 1,5% agar. Seeds assayed
for kanamycin resistance were sown on in vitro culture media containing such antibiotic

at a final concentration of 100 mg/L.

Stress treatments

For assessment of salt stress on tobacco seed germination, NaCl was added to in
vitro germination media to final concentrations of 100, 200 and 300 mM. For drought

stress, water was withdrawn from hydroponic-grown tobacco plants for 4 days.

For characterization of EQMPKD5 expression profile under treatments, ninety-day
old E. grandis seedlings grown in soil were treated in triplicates with 20 mL of the
following solutions: 50 uM naphthaleneacetic acid (NAA), 100 pM abscisic acid
(ABA), 10 uM Kkinetin (KIN) and 200 mM sodium chloride. Plants were sampled at 3
days after each treatment, except for drought assay that had water withdrawn from
plants for a week. After treatments, roots, stems and leaves were collected individually

from each plant, frozen in liquid nitrogen and stored at -80 °C for RNA extraction.

Total DNA extraction and PCR

Total DNA was isolated from wild-type (SR1) and transformed N. tabacum
plants according to previously described protocol [21]. Extracted DNA was amplified
by PCR using the following primers: 35Sfor, forward primer 5’
CGACACTCTCGTCTACTCCAAG 3° and MAPK-RTrev, reverse primer 5’
TCTGTGGCGGTGGAATAATA 3’ (Fig 5a). Each reaction had a total volume of 50
uL, containing either 5 pL of plant DNA or 0,5 pL of plasmid DNA as templates, 10 puL
of 5x reaction buffer (Promega), 2 pL of ANTP’s solution (dATP, dGTP, dCTP e dTTP
at 5 mM each), 2 pL of MgCl, (25 mM) (Promega), 2.5 pL of each primer (10 puM),
0.25 pL of GoTag DNA polymerase (5 U/uL, Promega) and ultrapure water to final
volume. The PCR conditions included a 3 minute initial denaturation at 96 °C, followed
by 35 cycles of denaturation at 96 °C, annealing at 50 °C and extension at 72 °C for 30 s
each, and a final 5 minute extension at 72 °C
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Southern blot analysis

Genomic DNA was extracted from young E. grandis leaves as described above.
Twenty pg of genomic DNA were digested with EcoRI, EcoRV, Hindlll, BamHI, Sall
and Pstl and fractionated by electrophoresis on a 0.8% agarose gel. DNA fragments
were transferred to Hybond N* membranes (Amersham Biosciences). Transfer,
hybridization and detection were performed using the Gene Images Random Prime
Labelling and Gene Images CDP-Star Detection Modules (Amersham Biosciences)
following the manufacturer’s instructions. The 1,555 bp Xbal/Hindlll fragment of
EgMPK5 cDNA was used as probe (Fig 5a).

Total RNA extraction and Quantitative Real Time PCR

Roots, stems and leaves of E. grandis were ground in liquid nitrogen and total
RNA was extracted according to the CTAB protocol as described in the literature [21].
Extraction quality was analyzed in ethidium bromide-stained 1% agar gels and by UV
absorbance. To remove the remaining genomic DNA, the RNA was treated with RQ1
RNase-Free DNasel (Promega) according to the manufacturer’s instructions. cDNA was
synthesized with M-MuLV reverse transcriptase (New England Biolabs) according to

the manufacturer’s instructions.

For RT-qPCR  analysis, the primers MAPK RT forward 5’
GATAACAAGATCGACGCGAA 3’ and reverse 5 TCTGTGGCGGTGGAATAATA
3’ were used (Fig 5a). The amplification of EQMPK5 was performed using 10 pL of a
1:25 dilution of cDNA as a template, which was added to 10 pL of reaction mix. The
final reaction media was composed of: 1x reaction buffer (Promega), dNTP’s solution
(dATP, dGTP, dCTP e dTTP at 25 uM each), MgCl, at 3 mM (Promega), SYBR green
0.1x, GoTagq DNA polymerase 0.25 U (Promega) and each primer at 0.2 pM.

The analyses were performed on ABI 7500 Real-Time PCR System (Applied
Biotechnology) programmed to heat for 300 s at 94 °C (hot start), followed by 40 cycles
of denaturation (15 s at 94 °C), annealing (10s at 60 °C) and extension (35s at 72 °C).
Melting curve was obtained by heating from 50 to 94 °C (A 0.4 °C/s). Three biological
and four technical replicates were performed for each sample. To normalize the total

amount of cDNA present in each reaction, two constitutively expressed E. grandis
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genes were amplified wusing the following primers: Ec8 forward 5’
TCCAATCCGAGTCGCTGTCATTG 3, reverse 5 TGATGAGCC
TCTCTGGTTTGACCT 3’ and Ec04 5> TACAAGCGCTGTTGATATGTGGGC 3’,
reverse TTGCCAATGAGGCGGATTCACAAG 3° [22].The expression level of
different samples relative to constitutive genes was calculated using the 2247 method

[23] and statistical analyses were performed with Student’s t-test.

Definition of the sequence of work

The primary data source for this work were clustered DNA sequences of the
GENOLYPTUS project database, derived from expressed sequence tags (ESTS)
obtained from cDNAs generated from different tissues, organs or growth conditions. A
putative full-length MAPK cDNA was identified among the ESTs and its identity was
further confirmed by BLASTp and BLASTn in GenBank database [24]. Multiple
fragments of EgMPK5 cDNA cloned into pSportl (Invitrogen) were generated with
internal restriction enzymes and subcloned into SK* pBluescript (Stratagene) to allow
full  sequencing. Internal primers were also designed (Glfor, 5'-
CACGAGGGATTTGCTCAATT-3; Glrev, 5-AGTGACCTGCATGAACCTCC-3;
G2for, 5-GGGATTGGGACATGAAATTG-3 G2rev, 5'-
AAAAGAGCAGCCAAGGATCA-3'; G3rev, 5-CTGACAAAACGCTGCAAGAA-3)
and, along with universal SK™ primers, employed to complete sequencing of the insert.

Conserved domain detection and phylogenetic analysis

The putative amino acid sequence of EgMPK5 was obtained by in silico
translation of the coding sequence of EQMPK5 cDNA. This sequence was queried on
GenBank database using the tool BLASTp to identify proteins of the MAPK family in
other plants. Sequences sharing at least 80% similarity with EQMPK5 were selected to
perform a multiple sequence alignment with MUSCLE algorithm. A phylogenetic tree
including thirteen plants MAPKSs was built with Maximum Likelihood method in the
program MEGADS [25] with default parameters and the reliability of the tree topology
was tested by a bootstrap analysis with 500 replicates. Conserved motifs within the

sequences were first identified by GenBank annotation and the consensus sequences of
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the MAPK motif were analyzed on the MUSCLE alignment and the result was
illustrated using the program WebLogo [26].

Gene structure and position on E. grandis chromosomes

For exon/intron determination, the full-length EQMPK5 cDNA sequence was
compared with the corresponding genomic DNA sequence obtained by BLASTn on
Phytozome [17] database and to other mapk genes. Gene position on E. grandis genome
was obtained by mapping gene location to scaffolds data using the MapChart program
[27].

Analysis of cis-elements in promoter sequences

Genomic sequences 2 kb upstream of the start codon of the EQMPK5 gene were

browsed on PlantCare database [28] for putative cis-elements.

Tobacco genetic transformation

The cDNA cloned into pSportl was transferred to vector pMOG463 (MOGEN)
for acquisition of promoter (CaMV 35S) and terminator (nos) regions. The resulting
construct was inserted into the binary vector pPCAMBIA2300 (CAMBIA), which was
introduced into the Agrobacterium tumefaciens strain LBA4404. Tobacco was

transformed using the leaf disc co cultivation method [29, 30].

Results

Isolation and sequence analysis of EJMPK5 cDNA

As part of the GENOLYPTUS Project: The Brazilian Research Network on the
Eucalyptus Genome, our group screened a database of 120,000 expressed sequence tags
(ESTs) for sequences related to MAPKSs. A total of 3 clusters and 12 singlets with
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deduced protein homology to MAPKSs were identified in the GENOLYPTUS database,
all derived from E. grandis. Among these ESTs, one putative full-length clone was
identified based on the presence of ATG translational start codon aligned to other
known plant MAPK sequences (result not shown) and due to the homology with stress
related MAPKS. This 5,068 bp long cDNA sequence was named EgMPKS5 (Fig. 1b) and

submitted to GenBank under the accession number (to be defined).

Genomic organization of EQMPKS5 gene

The completion of E. grandis genome sequencing and assembly makes it
possible to analyze the genomic organization of the plant. BLASTn search against E.
grandis genomic sequences resulted in two sequences belonging to scaffolds 7 (6,936
bp) and 12 (6,550 bp), which showed high scores of alignment and low E-values. The
cDNA sequence of EQMPKS5 was then aligned to the retrieved sequences and compared
to known structures of MAPK genes described in the literature for the assignment of
exons e introns. The sequence retrieved from scaffold 7 presents six exons, and its five
introns belong to the GT-AG type (Fig. 1a). The 1,188 bp long coding DNA sequence
(CDS) obtained by joining the exons is predicted to encode a protein of 396 aminoacids
that possesses characteristic motifs known to the MAPK protein domain. The
nucleotidic sequence retrieved from scaffold 12 has only five exons and the lack of one
exon and one intron explains the length difference of studied sequences. The genomic
sequence obtained from scaffold 12 fails to provide a potential functional MAPK, as its
1,011 bp CDS codes several stop codons and leads to a very small peptide with no
homology to any known protein domains. Therefore it was concluded that EQMPKS5 is
coded by a gene present in scaffold 7, which is designated chromosome G according to
the main genome assembly E. grandis (Fig. 1c). Additionally, sequence comparison
revealed that the cloned EQMPK5 cDNA (5,068 bp) corresponds to an immature
transcript of the gene. The sequence length difference between the cloned cDNA and
the predicted CDS is due to the presence of two exons and one intron in the cloned
sequence (Fig. 1b). In silico data is confirmed by our Southern blot result that detected

a single copy of EQMPKS5 in the E. grandis genome (Fig. 1d).
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Phylogenetic analysis of MAPKSs

To investigate the phylogenetic relationships among MAPKSs in plants, the full-
length amino acid sequences of MAPKSs were aligned by MUSCLE and analyzed with
MEGA 5 employing the Maximum Likelihood method. The resulting phylogenetic tree
grouped plant MAPKs in three main ramifications corresponding to monocots and
eudicot species (Fig. 2). Among the eudicots, the phylogenetic tree was able to group
MAPKSs of plants belonging to the same family, as is the case with Fabaceae and
Solanaceae species. Because the sequences used to build the tree were selected based on
highest homology, they all belong to the family A of plant MAPKs and present

characteristic motifs (Fig. 3a).

Domain analysis of EQMPKS5 and similar plant MAPKSs

Analysis of conserved motifs in all of the above sequences was performed by
multiple sequence alignment of their conserved protein kinase domain. A BLASTn
search in Genbank detected two domains in the sequences, STKc_TEY_MAPK plant
(cd07858) and PKc_like superfamily (cl09925). A more detailed search for sub domains
present in the conserved domain showed that all of the sequences have a highly
conserved TEY signature in their activation loop (Fig. 3e), which is characteristic of
MAPKSs belonging to group A. Besides that, important consensus sequences were found
within the N- and C- terminal extensions of the kinase domain (Fig. 3b-f). The studied
sequences also present a conserved CD domain (common docking site) at the C-

terminal ends of the peptides (Fig. 3g).

EgMPKS5 promoter analysis

To further understanding the transcriptional regulation and the potential function
of EgMPKS5, cis-elements in the gene promoter sequence were predicted using the
PlantCare database. A total of 25 cis-elements were found in the region 2-kb upstream
of the start codon and they can be categorized in three main groups: cis-elements

involved in plant growth and development, cis-elements related to plants hormones and
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stress responses, and common cis-elements related to promoter and enhancer regions
(Table 1).

Expression profiles of EQMPKS under normal conditions and in response to signaling

molecules/stress conditions

The expression pattern of EQMPKS5 in roots, leaves and stems of E. grandis
under normal conditions and treatments was evaluated by RT-gPCR. EQMPK5 mRNA
was detected in leaves, roots, and stems of ninety-day old plants grown in soil and
irrigated with water. Calculation of relative expression revealed that no statistical
difference occurs in the accumulation of EQMPKS5 mRNA in the studied organs (Fig
4a). To determine if signaling molecules are capable of triggering differential gene
expression, ninety-day old plants were treated with NAA, ABA, kinetin, NaCl and also
exposed to drought conditions. In leaves, treatments with ABA and NaCl resulted in
increased transcript accumulation of EgMPK5 (Fig. 4b). Relative expression of
EgMPKS5 decreased in stems of plants treated with NAA, but there was increase in
expression under NaCl treatment (Fig. 4c). Additionally, NaCl was the only treatment

that led to an increase in relative expression of EQMPKS5 in roots (Fig. 4d).

Identification of transgenic tobacco plants

To test the function of EgMPKS5 in response to stresses, transgenic tobacco
plants over expressing the gene under the control of CaMV 35S promoter were
produced. Transgenic lines were assayed for kanamycin resistance and confirmed by
PCR with genomic DNA (Fig. 5b). Six lines (2; 5; 6; 10; 11; 14) among the transgenic
plants were selected for further experiments. To assess transgene inheritance in selected
plants, seeds of the T, generation were germinated in kanamycin-containing media and
germination/survival rates were measured. This assay resulted in the detection of four
possible hemizygous (individuals 2; 5; 6; 10) and two possible homozygous (individuals
11 and 14) T, plants (Fig. 6a).
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Over expression of EQMPKS5 in transgenic tobacco and responses to stress conditions

Because the expression of EQMPK5 was induced by salt stress in E. grandis
(Fig. 4), we tested whether the gene could increase tolerance to NaCl in transgenic
tobacco. Stress tolerance was assessed on the germination rate of seeds and the growth
of tobacco seedlings under 100, 200 and 300 mM NaCl. The criterion used to define a
plant as tolerant was the emergence of green cotyledon and continued growth of the
seeding under stress conditions. Under normal growth condition (medium without
addition of salt), no great difference in germination rate was detected among WT and
three transgenic lines, which showed rates of at least 80% of germination. Two
transgenic lines, though, had lower germination rates on regular medium. At a
concentration of 100 mM NacCl, the transgenic line 6 showed higher germination rates
than the WT, and other two transformed plants showed germination rates at least 10%
lower than the WT plants (Fig. 6b). Higher concentrations of NaCl inhibited
germination of all tested lines. Plants were also assayed for the capability of survival
under drought stress for 4 days followed by 30 days of recovery in hydroponic culture
system. In this assay it was observed the number of dead and wilted leaves and the
ability of the plants for recovering a green appearance and sustaining growth. The
transformed lines had more success at recovering from the stress and were able to

maintain vigorous growth afterwards (Fig. 7).

Discussion

In this study, we cloned and characterized EgMPK5, a gene whose predicted
protein belongs to the group A of plant MAPKs. The gene has a single copy in the
genome and is located on the G chromosome of E. grandis. Works in the literature have
described the existence of group A MAPKS genes as both single copy and duplicated in
many plant species [11,12,14]. Even though we found two similar genomic sequences
for EQMPKS5, in silico and Southern blot analyses discarded the possibility of a
duplicated gene. EQMPKS5 thus is a single copy gene as are its closely sequence-related
MAPKSs found in tobacco (mpk4) [31], rice (mpk6) [15] and B. distachyon (mpk6) [16].

Comparison of EQMPKS5 with four group A MAPK genes that have already had

their intron/exon structure characterized allowed us to detect conserved size and
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distribution of exons and introns. The introns of EQMPKS5 possess GT and AG terminal
dinucleotides at their 5° and 3’ ends, which characterize the major class of introns
subject to splicing in plants [32]. The four internal exons of analyzed sequences are in
silico translated to a 260 amino acid peptide that has motifs of the protein kinase
domain of plants. The highly conserved length of internal exons of group A MAPK
genes thus can be explained by a negative selection for alterations in sequences that
code for the protein catalytic and regulatory sites. Intron phase was also analyzed for
EgMPKS5. Five of the six introns present in the gene are within phase 0 (with the intron
inserted before the first base of a codon), but the first intron is within phase 1. This
result shows that EQMPKS5 gene organization is similar to other MAPK genes such as
those from A. thaliana and P. trichocarpa, each showing almost 80% of their introns
within phase 0 [13].

Because the putative protein EgMPK5 has a conserved TEY motif in its
activation T-loop, it is defined as a member of the group A of plant MAPKSs according
to the classification proposed in literature [10]. The amino acid sequence also presents
residues characteristic to the eleven subdomains (I-XI) of the eukaryotic protein kinase
domain and a CD-domain for docking of regulatory proteins at N-terminal portion [33].
Studies on protein kinases have elucidated common structural features present in the
domain. The conserved motifs found in EgMPKS5 includes regions important to correct
function of MAPKSs such as those used for anchoring and orientating the nucleotide
triphosphate during the phosphate transfer, binding the peptide substrate, and forming a

cleft between C- and N-terminal lobes that is recognized as the site of catalysis [34].

The phylogenetic tree was used to analyze MAPK proteins similar to EQMPKS5
aiming at the identification of possible paralogous. Because genes belonging to the
same group might have similar functions, the homologous sequences detected may help
the functional annotation of an uncharacterized MAPK such as EQMPK5. Among the
sequences used for tree construction is MPK6 from A. thaliana, which has been already
characterized in the response to stresses such as salt, cold, dehydration, touch and
wounding. Tobacco MPK4 [35] and tomato MPK2 [36] have been implicated in
responses to wounding. Several members of the phylogenetic tree also have been shown
to be involved in the response to pathogens, such as MPK2 from Glycine max [37],
MPKG6 from Arachis hypogaea [38] MPK2 from Petroselinum crispum [39] and also
involved in signaling of cellular division, such as MSK7 from Medicago sativa [40] and
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MAPK D5 from Pisum sativum [41]. Thus we found MAPKs from other plants that
share homology to EgMPKS5 and have been reported to be associated in a variety of
cellular processes and biotic and abiotic stress responses that might aid us to identify

possible functions of EQMPKS5.

It is thought that accumulation of gene transcripts induced by stress conditions
might lead to accumulation of their products in order to participate in amplification of
the stress signals [42]. Our RT-qPCR data showed that ABA was capable of increasing
the expression of EQMPKS5 in leaves. It has been already demonstrated in many plant
species that ABA treatment interferes in transcriptional regulation of genes, in protein
accumulation, and in the activity of MAPK signaling cascades. Most of these genes are
up-regulated by ABA [42], and thus MAPK cascades have been implicated in ABA-
mediated responses, which includes antioxidant defense, guard cell signaling and seed

germination as reviewed in [43].

NAA treatment decreased the level of EQMPKS5 expression in stems compared to
the untreated control. In the literature there are reports of both positive and negative
MAPK pathways in auxin signaling [44]. Interaction of auxins and MAPKSs has been
shown to influence root development, mitosis, gene transcription, cytoskeletal
rearrangement and ion channel activity [44, 45].

NaCl 200 mM was the only treatment capable of inducing EQMPKS5 expression
in all tested organs. In A. thaliana, MPK3, MPK4 and MPK6 are activated by
hyperosmotic stress and salinity [46, 47]. MPK®6, when activated, plays an important
role in sodium detoxification by inducing the ion efflux off the cell and also in the
transcriptional regulation of inducible genes [48, 49]. In roots of A. thaliana, it has been
shown that 250 mM NaCl stimulated phosphorylation activity of a MAPK significantly
[45].

Taken together, these data suggest that expression of EGQMPKS5 is influenced by
treatments with salt, ABA and auxin, and thus the gene is possibly involved in

responses to abiotic stresses and hormone treatments.

Several cis-acting elements related to stress responses were found in the
promoter region of EgMPK5. Among these, ABRE (ABA-responsive element) and

TGA (auxin-responsive element) relate to our obtained RT-gPCR expression data.
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ABREs are cis-acting elements that function in vegetative tissues of A. thaliana in
response to dehydration and ABA treatment [50]. TGAL are basic/leucine-zipper
proteins thought to aid tissue-specific transcription in plants in response to hormone and

chemical stress cues [51].

In MAPKSs such as tomato [12] and A. thaliana [52] higher levels of MAPK
transcripts were detected in reproductive organs such as stamen and petal compared to
vegetative organs such as leaf and stem. As we did not test for these organs we cannot
be sure if the activity of EQMPKS5 is relevant to the flower or pollen development.
However, we found a GCN4_motif in the promoter region of EQMPKS5 that might be

important for specific gene expression in endosperm.

The literature describes that in plants it has been detected the existence of
paralogous gene pairs that differ in the level of transcriptional control. Example of such
gene pairs are MPK6-MPK3 in A. thaliana, where the first member of the gene pair is
constitutive and the second is differentially expressed [52]. Because of the characteristic
of plants to present several MAPK genes, we could expect E. grandis to encode such
paralogous gene pairs as well. Future studies might aid us detect other mapk genes

whose transcription profiles relate to those observed for EQMPKS5 expression.

For assessment of transgenic tobacco stress tolerance, we performed tests with
seeds and adult plants. The transformed lines were first tested for their ability to
germinate on regular media and three lines showed germination rates comparable to the
WT plants. Under 100 mM NacCl, the super expression of EQMPKS5 enhanced the ability
of one transgenic line to survive the salt stress compared to the WT. Similarly, tobacco
plants over expressing cotton GhMPK2 achieved better germination rates than non
transgenic plants on media containing 100 mM NaCl [53]. Also, over expression of
maize ZmSIMKL1 in A. thaliana has led to higher germination rates under NaCl 200 mM

and adult plants in soil showed better adaptation to this treatment as well [54]

We observed that the two lines with lower germination rates in this assay are
possible homozygous for the transgene, which suggests that such a state is not an
advantage for plants exposed to salt stress during germination. The expression of a
MAPK transgene might not always be beneficial for overcoming some stress treatments,
as was recently demonstrated for a cotton group D MAPK [55]. In the present study,

drought assay with adult plants showed that four transgenic lines were able to overcome
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the stress treatment in contrast to the non-transformed lines, which did not survive. Thus
we found lines of EgMPK5-overexpressing tobacco plants that seemed to have higher
tolerance to salt stress during germination and better ability to survive drought
treatment. Recently, tobacco plants over expressing a cotton MPK3 gene showed
enhanced drought tolerance compared to control plants when subjected to 14 days of
water deprivation in soil [56]. The mentioned work also found higher expression of
antioxidant enzymes in transformed plants, which may positively regulate drought
tolerance through reactive oxygen species scavenging. For further understanding the
stress tolerance mechanisms of our tobacco plants over expressing EQMPKS5, it would
be desirable to analyze gene transcription levels and the expression profile of stress-
responsive marker genes that might be affected by it.

In conclusion, a novel group A MAPK gene named EgMPKS5 was cloned and
characterized. Southern blot and in silico analyses suggested that a single copy of
EgMPKS5 is present in the E. grandis genome and that the gene structure presents exons
of conserved length and position. Analysis of promoter sequences and RT-gPCR data
showed the involvement of EQMPKS5 in response to ABA, NaCl and auxin. The deduced
aminoacid sequence coded by EgMPKS5 shows high homology to plant group A MAPKSs
involved in biotic, abiotic and hormonal responses. Tobacco plants over expressing
EgMPKS5 under the control of the CaMV 35S promoter presented increased tolerance to
salt and drought treatments, suggesting a possible role of EQMPKS5 in the regulation of
abiotic stresses in plants.
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Figure 1
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Figure 1: Analysis of gene structure and genomic location of EQMPKS5. A) Organization of
EgMPKS5 in 6 exons (boxes) and 5 introns (lines). Intron regions belong to the GT-AG type, a
major class of introns in plants. The four internal exons code a 260 amino acid polypeptide that
presents motifs of the protein kinase domain of plants. B) Structure of our cloned cDNA based
on sequencing and comparison with genomic data. The sequence still has two introns, yet to be
removed to form a mature transcript. C) EgMPK5 mapped to the G chromosome of E. grandis
according to main genome assembly. It reflects the best match among our performed sequence
alignments and suggests a single copy of the gene D) Southern blot experiment showing strong
hybridization signals in all lanes using a 1.5 kb EgMPK5 cDNA fragment as a probe (see figure

5a for details).
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Figure 2

g — Medicago sativa (MSK7)
72 L Pisum satiwum (MAPK D5)
4 Glycine max (MPK2)

Arachis hypogaea (MPK1)
Eucalyptus grandis (MPK5)

Gossypium hirsutum (MPKG6)
52

Petroselinum crispum (MPKG6)

Nicotiana tabacum (MPK4)

76
93 q1 —— Solanum lycopersicum (MPK2)

3B/l Solanum tuberosum (MPK2)

Populus trichocarpa (MPK6-2)
Arabidopsis thaliana (MPK®6)

Oryza sativa (MPKB6)

Figure 2: Phylogenetic tree built with the deduced product of the gene EgMPKS5 and thirteen
plant MAPKSs sharing at least 80% similarity. The selected sequences are: Glycine max MPK2
(NP_001235426), Medicago sativa MSK7 (Q07176), Pisum sativum MAPK D5 (Q06060),
Arachis hypogaesa MAPK1 (AAZ23128.1); Gossypium hirsutum MPK6 (ADT65137.1),
Solanum lycopersicum MPK2 (NP_001234355.1), Solanum tuberosum MPK2 ( BAB93530.1.),
Petroselinum crispum MPK6 (AAN65179.1), Oryza sativa MPK6 (ACD76439.1), Populus
trichocarpa MAPKG6-2  (XP_002310398.2), Brachypodium  distachyon MPK6
(NP_001266884.1), Nicotiana tabacum MPK4 (Q40532.1), Arabidopsis thaliana MPKG6
(NP_181907.1). A multiple sequence alignment was performed with the MUSCLE algorithm
employing the Maximum-Likelihood method on MEGAS with a bootstrap of 500 replicates.
Several members of the tree have been implicated in responses to stimuli such as salt, cold,
dehydration, touch, wounding and pathogens. Such sequences that share sequence homology
may help the functional annotation EQMPKS5.
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Figure 3
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Figure 3: Conserved residues found in the protein kinase domain after alignment of full-length
sequences of fourteen plant MAPKs. A) Schematic representation of domains and sub domains
present in group A of plant MAPKSs, adapted from eukaryotic protein kinase catalytic domain
structure proposed in literature [32]. B) consensus GXGxxG of sub domain | (white arrows). C)
consensus K (sub domain Il) and consensus E (sub domain I11). D) consensus DxxxxN (sub
domain VI). E) consensus DFG (sub domain VII) and consensus APE (sub domain VIII) and
dual phophorylation/activation motif TEY (between sub domains VI and VII). F) consensus
DxxxxG (sub domain IX). G) COOH-terminal docking site (CD) domain
[LH][LHY]Dxx[DE]JEPX[CA]
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Table 1: cis-acting elements and their motifs found in the region 2-kb upstream of EgMPK5
start codon using the PlantCare database.

around -30 of
transcription start

Process Element Motif
Box 4 ATTAAT
ACE AAAACGTTTA
ATCT-motif AATCTAATCC
cis-acting elements CATT-motif GCATTC
involvefo’d in light G-Box CACGTA
. G-box TACGTG
responsiveness -
GA-motif AAGGAAGA
cis-elements involved in plant GT1-motif GGTTAA
growth and development MRE AACCTAA
TCT-motif TCTTAC
cis-regulatory element GCN4_motif CAAGCCA
involved in endosperm
expression
MYB binding site involved MBSII AAAAGTTAGTTA
in flavonoid biosynthetic
genes regulation
cis-acting element ABRE TACGTG
involved in the abscisic
acid responsiveness
cis-acting regulatory CGTCA-motif CGTCA
element involved in the TGACG-motif TGACG
MelA-responsiveness
cis-acting element TCA-element GAGAAGAATA
involved in salicylic acid
responsiveness
auxin-responsive element TGA-element AACGAC
cis-elements related to plants ethylene-responsive ERE ATTTCAAA
hormones and stress element
responses cis-acting element HSE AAAAAATTTC
involved in heat stress
responsiveness
cis-acting element LTR CCGAAA
involved in low-
temperature
responsiveness
gibberellin-responsive GARE-motif TCTGTTG
element
fungal elicitor responsive Box-W1 TTGACC
element
cis-acting element SUTR Py-rich stretch TTTCTTCTCT
conferring high
transcription levels
. common cis-acting CAAT-box CCAAT
common cis-elements related .
to eukaryotic promoters element in promc_)ter and
enhancer regions
core promoter element TATA-box ATATAT




Figure 4
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Figure 4: Expression profiles of EgMPK5 in three organs of E. grandis under different
treatments. Error bars represent standard errors of biological triplicates A) Spatial expression of
EgMPKS5 in roots, stems and leaves of plants treated with water. The graphic shows results
relative to expression data of roots. B) Differential expression of EQMPKS5 in leaves of plants
exposed to several stimuli. The graphic shows results relative to expression data of water
treatment. C) Differential expression in stems exposed to several stimuli. The graphic shows
results relative to expression data of water treatment. D) Differential expression in roots
exposed to several stimuli. The graphic shows results relative to expression data of water
treatment. Asterisks mark statistically significant differences (P < 0.05) between a treatment
condition and its untreated control (water).
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Figure 5
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Figure 5: A) A map of the construction pPCAMBIA2300-mpk5 (which contains the cloned
EgMPK5 cDNA) is presented along with annealing regions of primers, restriction sites and
region used for Southern blot probe. B) PCR for detection of transgenic tobacco plants. A band
of approximately 900 bp was detected in transformed lines and in the positive control lanes. M-
molecular size marker 1 kb plus DNA ladder (Invitrogen), C..q — negative control, reaction mix
without DNA; C,.s — positive control using pCAMBIA2300-mpk5 as DNA template, SR1 —
reaction with wild-type, non transgenic tobacco line DNA, and 2,5,6,10,11,14 — reaction with

transformed plants DNA.
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Figure 6
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Figure 6: Seeds of tobacco T; generation were germinated on different media. A) Kanamycin
selection of transgenic plants. Among the seeds that germinated, seedlings were evaluated
according to their ability to survive the antibiotic (green seedlings) or incapacity of maintaining
growth (yellow seedlings). The survival rate obtained on this experiment also served to assign
transgene hemi- and homozygous genotypes of plants. B) Germination of seeds was compared
between regular growth medium and with addition of NaCl 100 mM. Concentrations of 200 and
300 mM inhibited germination of all lines.
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Figure 7

Drought MS
1stday 4t day 36t day

. Al B0

Figure 7: Appearance of non-transformed (WT) and transformed plants during drought assay.
All the plants wilted and lost leaves due to desiccation up to four days of the experiment.
Transformed lines showed higher capability of recovery after 32 days in water.
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