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RESUMO

A acidez do solo, relacionada principalmente aos niveis de aluminio, afeta o rendimento da
producgdo agricola, com o efeito principal sendo a reduc¢do do crescimento da raiz da planta. A
tolerancia ao aluminio varia entre diferentes espécies vegetais, podendo estas serem
classificadas como tolerantes, intermediarias ou sensiveis. O mecanismo molecular envolvido
nessa tolerancia diferencial ao aluminio ainda ndo foi totalmente esclarecido. Dados obtidos
em centeio indicaram a possibilidade de haver uma relagdo entre a expressao de aquaporinas
(AQPs) nas raizes das plantas e a tolerancia a toxidez do aluminio. AQPs sdo proteinas de
membrana envolvidas no transporte de dgua e pequenos solutos através da membrana. Em
plantas, as AQPs entdo envolvidas, além do transporte de agua, na absor¢do de nutrientes e na
fixacdo de carbono e nitrogénio. AQPs sdo altamente expressas durante o processo de
alongamento celular, provocando o rapido influxo de agua o vacuolo, gerando a pressdo de
turgor que direciona o alongamento celular. Andlises do genoma de soja (Glycine max)
indicaram a presenca de pelo menos 58 genes de AQPs diferentes. Este projeto tem como
objetivo identificar a expressao dos genes de AQPs presentes na raiz de cultivares de soja com
tolerancia distinta ao aluminio, e estabelecer uma relagao entre os niveis de expressao dos
genes que codificam AQPs e a tolerancia diferencial ao aluminio. Sementes de duas cultivares
tolerantes (Conquista e Williams) e duas sensiveis (IAS-5 e ENGOPA 313) foram germinadas em
papel filtro e, apds 3-4 dias, as plantulas foram transferidas para tubos contendo solugdo
nutritiva. Apds 96 h na solugao, as plantulas foram tratadas com 3 uM de aluminio e mantidas
por 6 ou 24 h. Apds o tratamento com aluminio, as plantas foram coletadas e o RNA foi
extraido da raiz, seguido pela sintese de cDNA. O mesmo procedimento foi realizado com as
plantas ndo tratadas (controle). A técnica de RT-PCR foi usada para identificar os genes de AQPs
presentes na raiz dos diferentes cultivares. Em um primeiro momento, foram desenhados
primers para 40 genes de AQPs e usados no RT-PCR. Os genes de AQP que apresentaram perfil
de expressao distinto comparado com o controle foram analisados por gPCR. Cinco AQPs
mostraram diferencga significativa apds o tratamento com aluminio. A caracterizagao funcional
destes genes foi iniciada e a andlise do gene TIP1;9 mostrou se tratar de uma

aquagliceroporina. Os resultados obtidos neste estudo podem servir como ponto inicial para o
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desenvolvimento de abordagens para melhoramento de cultivares de plantas, especialmente

de soja, uma planta com grande importancia econémica mundial.
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ABSTRACT

The acidity in the soil, mainly related to the levels of aluminum, affects the yield in agricultural
production, with the main effect being the reduction of the plant root growth. Aluminum
tolerance varies between different plant cultivars, which can be classified as tolerant,
intermediate or sensitive. The molecular mechanisms involved in the differential tolerance to
aluminum are not yet fully understood. Data obtained with rye indicate a possible relationship
between the expression of aquaporins (AQPs) in plant roots and the tolerance to aluminum
toxicity. AQPs are membrane proteins involved in the transport of water and small solutes
across the membrane. In plants AQPs are involved, in addition to the transport water, in
nutrient absorption, and fixation of carbon and nitrogen. AQPs are highly expressed during the
cell elongation process, allowing the rapid influx of water into the vacuole, generating the
turgor pressure that directs the cell elongation. Analysis of the soybean (Glycine max) genome
indicates the presence of at least 58 different AQP genes. This project aims to identify AQPs
that are present in the roots of soybean cultivars with distinct tolerance to aluminum, and
establish a relationship between the expression levels of genes encoding AQPs and the
difference in the tolerance to aluminum toxicity. Seeds from two tolerant soybean cultivars
(Conquista and Williams) and two sensitive (IAS-5 and ENGOPA 313) were germinated on filter
paper and, after 3-4 days, the seedlings were transferred to tubes containing a nutrient
solution. After 96 h in the solution, plants were treated with Al 3 uM and maintained for
another 6 or 24 h. After the aluminum treatment, plants were collected and RNA was isolated
from the roots, followed by cDNA synthesis. The same procedure was performed with plants
that were maintained in the nutrient solution without aluminum (control). The RT-PCR
technique was used to identify the AQPs present in the roots of the different cultivars. In this
first approach, primers for 40 AQPs were designed and used for the RT-PCR. Aquaporin genes
that showed a distinct expression profile compared to the controls were further analyzed by
real time PCR. From those AQPs analyzed, five showed relevant differences after the aluminum
treatment. The functional characterization of these genes is under way, and the analysis of
TIP1;9 gene indicated this is an aquaglyceroporin. The results obtained in this study may serve
as the initial point for the development of new approaches to improve plant cultivars,

especially soybean, a plant with high economic importance worldwide.
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INTRODUCAO

SOLOS ACIDOS

A presenga de aluminio no solo

Os solos acidos representam entre 30 e 40 % dos solos ardveis mundiais (Kochian,
Hoekenga e Pineros, 2004), sendo mais difundidos na América do Sul, principalmente no Brasil,
além de ocupar também grandes territdrios na regido oeste da Africa, no leste da América do
Norte, no norte da Europa e no sudeste da Asia. A aplicacdo de calcério, composto por
magnesita (MgCO0s), calcita (CaCO3) e dolomita [CaMg(COs),], € o principal método para a
corre¢ao do pH do solo (Hede, Skovmand e Lépez-Cesati, 2003). No entanto, essa corregao
possui uma efetividade limitada, uma vez que trata apenas os primeiros centimetros da camada
superficial do solo, sendo assim, dependente do tipo de solo e das condigdes climaticas
(Whitten, Wong e Rate, 2000). Um dos principais fatores da acidez do solo para as plantacdes é
a presenca de aluminio fitotdxico.

O aluminio é o metal mais abundante na crosta terrestre, compondo 7 % da mesma.
Em solos com pH neutro ou alcalino, o aluminio se encontra nas suas formas insoluveis e
inofensivas para plantas, Al(OH); em solos com pH préoximo do neutro e AI(OH); com pH
alcalino (Cai et al., 2011; Delhaize & Ryan, 1995). J4 em solos com pH acido, principalmente
abaixo de 5 (Poschenrieder et al. 2008; Inostroza-Blancheteau et al., 2011), o aluminio esta
presente nas suas formas solUveis, [Al(H,0)s]*", AI(OH)** e AI(OH)," (Panda, Baluska e
Matsumoto, 2009), que prejudicam o desenvolvimento da planta, tornando-se um empecilho
para a expansdo do cultivo de plantas destinadas a alimentos, fibras e combustiveis.

A regido mais afetada pela toxicidade do aluminio é a raiz da planta, que apresenta
inibicao de crescimento (Matsumoto, 2000; Poschenrieder et al., 2008; Panda et al., 2009). Isso
ocorre, pois o aluminio inibe a mitose nas células do meristema apical da raiz (Clarkson, 1965;
Morimura et al., 1978). Como consequéncia, a raiz fica atrofiada e fragilizada, o numero de
raizes secundarias € menor e as raizes axiais ficam inchadas e danificadas (Clarkson, 1965). O
aluminio também (I) altera a fungdao da membrana plasmatica pela interagao com lipidios,
induzindo a peroxidacdo lipidica; (ll) medeia a interferéncia com lipideos de membrana,
aumentado os radicais livres téxicos do oxigénio; (lIl) altera o potencial da membrana que esta

diretamente relacionado com o potencial da superficie da membrana (Panda, Baluska e
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Matsumoto, 2009; Inostroza-Blancheteau et al., 2012); (IV) provoca disturbios enzimdaticos e
perturbagdes na sintese do DNA (Meriga et al., 2004; Valadez-Gonzdlez et al., 2007); (V) induz o
acumulo de calose no plasmodema de células da raiz, o que bloqueia o trafeco célula-célula;
(VI) rompe a estrutura do citoesqueleto (Panda, Baluska e Matsumoto, 2009); (VII) diminui o

armazenamento de clorofila e a taxa de fotossintese (Rengel e Elliott, 1992).

Mecanismo de defesa de planta

Gendtipos de plantas apresentam diferentes graus de tolerancia a toxicidade do
aluminio, podendo ser classificados como tolerantes, intermediarios ou sensiveis (Menosso et
al., 2000). Os mecanismos de tolerancia utilizados pelas plantas podem ser classificados como
externos e internos. O mecanismo externo de tolerancia ao aluminio envolve secre¢do de
anions de acidos organicos, mediada por canais de anions na membrana plasmatica (Ma, Ryan
e Delhaize, 2001). A secre¢do desses anions ocorre nas pontas das raizes, que sdo altamente
sensiveis a toxicidade do aluminio (Mossor-Pietraszewska, 2001), e sua quantidade é varidvel
entre espécies, variedades e gendtipos (Yang et al., 2008). As maiores taxas de secregdo de
anions de acidos organicos ocorrem nos genotipos tolerantes e é pouca nos sensiveis (Delhaize
e Ryan, 1995). Jd4 o mecanismo interno de tolerancia ao aluminio envolve a internalizagao do
aluminio na parte aérea da planta. Plantas que empregam esse mecanismo sao chamadas de
hiperacumuladoras de aluminio e podem armazenar mais de um grama de aluminio por quilo
(Jansen, Watanabe e Smets, 2002). Em Fagopyrum esculentum, o aluminio internalizado pela
raiz é quelado, formando o complexo aluminio-oxalato, que nao é fitotdxico (Ma, Ryan e
Delhaize, 2001). No xilema, esse complexo é convertido em aluminio-citrato (Ma e Hiradate,
2000), permanecendo nessa forma até chegar as folhas, onde novamente é convertido em

aluminio-oxalato e armazenado nos vacuolos celulares (Shen et al., 2002).

Apesar de se conhecer os métodos de defesa que auxiliam na tolerdncia ao aluminio
em plantas, o mecanismo molecular exato envolvido nessa tolerancia diferencial em soja ainda
nao foi completamente elucidado. Em centeio, ja foi demonstrado que os niveis de expressao
de genes codificantes de AQPs sdo reduzidos em plantas tratadas com aluminio em um curto
periodo de exposicdo (Milla et al., 2002). Outros estudos ja mostraram que as AQPs estdo
presentes em células de alongamento (Chaumont et al., 1998; Fouquet et al., 2008) e, mais

recentemente, que podem transportar aluminio (Negishi et al., 2012).
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SOJA (Glycine max)

Estabelecimento da cultura de soja no Brasil

Entre as espécies vegetais que sofrem com o solo acido estd a soja, uma cultura de
grande interesse econémico mundial. A soja tornou-se uma cultura importante no Brasil a
partir da década de 1960 com a producdo nacional de 206 mil toneladas, passando para uma
safra cinco vezes maior em apenas nove anos. Essa cultura foi inicialmente estabelecida no sul
do pais pela semelhanca climatica da sua regido de origem, o sul dos Estados Unidos. Na
década de 70, a soja foi consolidada no agronegdcio como a principal cultura brasileira. A partir
desse periodo, a soja comegou a ser disseminada em outras regides do pais, principalmente no
centro-oeste, com a construcao de Brasilia, sendo que atualmente o centro-oeste é o local com
a maior produtividade desse grdo, 60 %, e a safra nacional aumentou mais de 250 vezes nestas
ultimas cinco décadas.

E previsto que haja futuramente um aumento do consumo mundial de soja, uma vez
gue a populacdo continuara em crescimento. Além disso, o aumento da criagdo de suinos e
aves, que sao alimentados com farelo de soja, e do uso de energias renovaveis, como biodiesel,
também deverao colaborar para o crescimento da necessidade dessa espécie. Um dos maiores
empecilhos para a atual obtengdao de um melhor rendimento desse grao é o solo acido, que
prejudica o crescimento da raiz, diminuindo o potencial de desenvolvimento da planta (Souza
et al., 1996). Sendo assim, pesquisas para melhorar o rendimento desse grdao tém sido

amplamente visadas.

Estudos relacionados com o aluminio

Menosso et al. (2000) avaliaram a tolerancia ao aluminio de 148 cultivares de soja
brasileiras e cultivares-padrao norte-americanas. Dessas cultivares, 21 foram classificadas como
tolerantes, 73 intermediarias e 54 sensiveis.

Estudo realizado por Duressa et al. (2010) buscou identificar as supostas fungdes de
genes de resposta ao aluminio na cultivar de soja PI416937 (tolerante) pelo uso da técnica de
microarranjo. Todos os genes com expressao diferencial, 40 no total, foram funcionalmente
anotados e as categorias funcionais foram previstas de acordo com as supostas funcGes

celulares. Nesse estudo, o gene do fator de transcricdo Cys2His2destacou-se dos demais genes
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testados por apresentar uma expressdo génica 51 vezes maior que o controle apds 48 h de
tratamento. O fator de transcricdo ADR6 esta envolvido na tolerancia ao aluminio. Quando a
planta é submetida a uma condicdo de estresse, hd um aumento da expressao génica de 14
vezes em relagdo ao controle. Com isso, sugeriu-se que Cys2His2 e ADR6 possuem papel
essencial na modulacgdo do mecanismo molecular de tolerancia ao aluminio na cultivar
P1416937. Além disso, o aumento da expressdao do gene transportador ABC sugere que, na
cultivar testada, ela pode proteger a planta contra o aluminio por exclusdo deste para fora da
célula ou pela sua compartimentaliza¢gdo no vacuolo.

Analises protedmicas de variedades tolerantes ao aluminio, em arroz (Yang et al.,
2007), soja (Zhen et al., 2007) e tomate (Zhou et al., 2009), sugeriram que as enzimas de
desintoxicacdo e antioxidantes desempenham um papeis importante no mecanismo de
tolerancia interna ao aluminio. Duressa et al. (2011) demonstraram que a cultivar tolerante
P1416937 possui uma melhor capacidade antioxidante e detoxificante do que a cultivar sensivel
Young, implicando a existéncia dos mecanismos de tolerancia ao aluminio tanto por exclusao
como por desintoxicagdo interna. Em trabalhos anteriores, a cultivar PI1416937 ja havia

mostrado acumular menos aluminio no simpoplasto do que a Young (Silva et al., 2000).

AQUAPORINAS

Funcao e estrutura

Aguaporinas (AQPs) sdo proteinas transmembranares pertencentes a familia das
proteinas intrinsecas principais (“major intrinsic proteins” - MIPs), sendo encontradas em todos
0s organismos vivos (Javot e Maurel, 2002). Arabidopsis thaliana, por exemplo, possui 38 genes
de AQPs (Maurel, 2007), Escherichia coli 2 genes (Maurel et al., 1994) e Homo sapiens 13 genes
(Magni et al., 2006). As AQPs podem ser divididas em dois grupos: canais de agua, chamadas
comumente de aquaporinas, ou canais de dgua e outros substratos pequenos, chamadas de
aquagliceroporinas (Hub e De Groot, 2008). Ja foi descrito em organismos que as AQPs podem
transportar, além de agua, glicerol (Maurel et al., 1994), ureia (Bienert G. P. et al., 2011),
perdxido de hidrogénio (Hooijmaijers et al., 2012), acido bdrico (Schnurbusch et al., 2010),

entre outros.
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Figura 1: Estrutura tridimensional do tetramero de AQPs (Gomes et al., 2009). Flechas em

vermelho indicam os canais com transporte independente de cada mondémero.

As AQPs estdo organizadas em tetrameros nas membranas celulares, sendo que cada
mondmero possui canal independente (Figura 1) (Agre et al., 2009). A AQP é composta por seis
hélices transmembranares hidrofdbicas conectadas por cinco loops (A - E), sendo que as
extremidades N-terminal e C-terminal estdo imersas no citoplasma (Figura 2) (Gomes et al.,
2009). A primeira e a segunda metade da estrutura da AQP interagem na membrana em
orientagdes opostas, propriedade estrutural basica das AQPs devido a um evento de duplicagao
do gene ancestral (Beitz et al., 2009). Outra caracteristica das AQPs é a presenca dos residuos
de aminodcidos Asparagina-Prolina-Alanina altamente conservados, formando o motivo NPA.
Estes trés aminodcidos formam uma semi-hélice hidrofébica em dois loops (B e E). Os motivos
NPA, que ficam espacialmente proximos e no centro do poro (Park e Saier, 1996), juntamente
com quatro outros residuos de aminoacidos que compdem o filtro seletivo aromatico/arginina
(ar/R) (Froger et al., 2001) formam duas regides importantes de estrangulamento do poro e sdo
os principais pontos de sele¢dao, baseando-se na carga, polaridade e tamanho das moléculas

transportadas (Fujiyoshi et al., 2002; Hub e De Groot, 2008).
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Repeat 1 Repeat 2
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Figura 2: Estrutura primaria de uma AQP. Representagdao dos seis dominios (1-6) conectados
por cinco loops (A-E). Os motivos NPA (asparagina-prolina-alanina), altamente conservados,

estdo localizados nos loops B e E (Gomes et al., 2009).

AQPs de plantas

A primeira AQP caracterizada em planta foi a y-TIP de Arabidopsis. Varios estudos de
identificacdo e analises funcionais de AQPs em planta tém mostrado que elas apresentam um
papel importante no movimento seletivo de passagem de agua através da membrana (Gomes
et al., 2009). Consequentemente, essas proteinas estdo envolvidas em uma gama de processos
fisiolégicos como no alongamento celular, na germinagao da semente e na osmorregulagao
(Maurel et al., 2007). Além disso, as AQPs de plantas estdo envolvidas no transporte
transmembranar de pequenos solutos, referido anteriormente, e dos gases amonia e gas
carbonico, tendo assim um papel importante no processo de fixagdo de nitrogénio e carbono
(Logué et al., 2005; Uehlein et al., 2003)

Em plantas, as sequéncias de aminodacidos das AQPs sao homdlogas chegando, em
alguns casos, a mais de 90 % de identidade. No entanto, apesar da grande similaridade,
alteragdes em determinados pontos chaves sdao responsdveis pela variagdo na seletividade de
substratos. Baseados na homologia das sequéncias, as AQPs podem ser subdivididas em cinco
subfamilias que, até certo ponto, estdao também relacionadas com a localizagdo subcelular:
proteinas intrinsecas do tonoplasto (TIPs), proteinas intrinsecas de membrana plasmatica (PIP),
proteinas intrinsecas do tipo Nodulina 26 (NIPs), proteinas intrinsecas pequenas (SIPs) e
proteinas intrinsecas X (XIPs). As TIPs, encontradas principalmente no vacuolo, e as PIPs sdo os

dois tipos mais abundantes nas plantas, representando a principal via para o transporte de
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agua na célula (Maurel et al., 2002). As TIPs ja foram detectadas no meristema apical e em
zonas de alongamento celular, permitindo um rapido fluxo de d4gua para o vacuolo,
direcionando o alongamento celular pela pressdao de turgor (Chaumont et al., 1998). As NIPs,
homodlogas da AQP GmNod26, s3do encontradas na membrana plasmatica e intracelular de
ndédulos de raiz (Wallace et al., 2006). No reticulo endoplasmatico, o tipo mais abundante é SIP.
Recentemente, XIPs foram localizadas na membrana plasmatica e, diferentemente dos outros

quatro tipos, as XIPs parecem transportar apenas solutos através da membrana (Bienert et al.,

2011).
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JUSTIFICATIVA

A toxicidade do aluminio nos solos acidos é um grande empecilho para a
produtividade agricola, uma vez que prejudica o rendimento da produc¢do devido a diminuicdo
do crescimento da raiz. O método de calagem, que é o mais utilizado atualmente, é caro e ndo
soluciona completamente o problema. Com isso, a busca por uma solugao eficiente tem sido

visada em vdrias espécies vegetais de interesse.

As AQPs de plantas surgem como um grupo de proteinas com alto potencial de
envolvimento na resposta a toxicidade do aluminio, uma vez que seus genes sdo altamente
expressos nas células em processo de alongamento, o que permite o rdpido influxo de agua
para os vacuolos e, consequentemente, gera um aumento na pressdo de turgor. Em razdo
disso, alteracGes na expressao desses genes poderiam modificar a pressao de turgor na zona de

alongamento celular e, com isso, influenciar o crescimento das raizes.
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OBIJETIVOS

Objetivo geral

Identificar e caracterizar os genes de AQPs expressos nas raizes de diferentes
cultivares de soja (Glycine max) com resposta distinta a toxicidade do Al e estabelecer uma
relacdo entre os niveis de expressao dos genes que codificam AQPs e a diferenca na tolerancia

destas plantas.

Objetivos especificos

e Identificar os genes de AQPs expressos nas raizes dos cultivares.

e Identificar os genes de AQPS que possuem expressao diferenciada entre cultivares
tolerantes e sensiveis ao Al durante o desenvolvimento inicial da planta.

e  Analisar quantitativamente a relagao entre o nivel de expressdo dos genes que codificam
AQPs e a tolerancia diferencial ao Al das cultivares testados.

e  Avaliar se a variagdo do tempo de exposicdo das plantas com tolerancia diferencial altera a
expressao de genes de AQPs.

e  Caracterizar funcional e estruturalmente as proteinas de AQPs que apresentam expressao

génica diferenciada.
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MATERIAIS E METODOS

IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO DE GENES DE AQPs

Andlise gen6mica e desenho de primers

Nosso grupo identificou 58 genes que potencialmente codificam AQPs por meio da
andlise do genoma da soja disponivel no site Phytozome (https://www.phytozome.net).
Baseando-se nas sequéncias dos genes de AQPs disponiveis no Phytozome, foram desenhados
primers especificos (APENDICE A). A temperatura de desnatura¢do (Tm) foi calculada utilizando
o programa Oligo Calc: Oligonucleotide Properties Calculator disponivel no site:

<http://www.basic.northwestern.edu/biotools/OligoCalc.html>.

Germinagao e tratamento dos diferentes cultivares de soja

Duas cultivares de soja sensiveis ao aluminio (IAS-5 e ENGOPA 313) e duas tolerantes
(Conquista e Williams) foram selecionadas. As sementes destas cultivares foram desinfetadas
com hipoclorito de sddio 1 % (1 min), dlcool 70 % (1 min) e agua destilada (1 min). As sementes
foram germinadas em papel filtro (Figura 3) no escuro a 28 °C por 3 - 4 dias, tempo necessario
para o crescimento das raizes primarias. Apds esse periodo, as plantulas foram transferidas
para tubos de 15 mL contendo solu¢do nutritiva com pH 4,5, composta por Ca(NO3), 0,4 mM;
MgSO, 0,2 mM; KNO3 0,4 mM; (NH4)S0443,5 uM; MnS0,40,2 uM; CuSO,4 0,03 pM; ZnSO, 0,08
uM; NaCl 3 uM; Na;Mo0O4 0,01 uM; H3BO3 1 uM e FeCls 10 uM, onde permaneceram por 4 dias
para a ambientagdo. Apds esse periodo, foi adicionada a solugdo nutritiva 3 uM de AlCls. As
raizes das plantulas tratadas e ndo tratadas (controle) foram coletadas apds 6 e 24 horas da

adicdo do aluminio.
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Figura 3: Germinagdo em papel filtro. (A) Sementes foram posicionadas em uma extremidade
da folha de papel filtro e umedecidas com agua destilada. (B) As sementes sdo cobertas com
uma nova folha de papel filtro. (C) E feito um rolo com as duas folhas de papel filtro e este é

imerso em agua destilada.

Extracdo de RNA e sintese de cDNA
As raizes coletadas foram imediatamente pulverizados em nitrogénio liquido para a

extracdo do RNA total com o kit GeneJET'™

Plant RNA Purification (Fermentas). Vidros, pldsticos
e ceramicas utilizados na extragdo do RNA foram previamente descontaminados com
RNaseZap®Solution (Life Technologies) para a remog¢dao de RNases. A concentracdo de RNA
extraido foi medida pela absorbancia em 260 nm em espectofotdmetro NanoDrop 2000c
(Thermo Fisher Scientific) e ajustada para 0,45 pg/uL. O RNA foi tratado com DNase 1 (Sigma-

Aldrich) para a posterior sintese de cDNA com o kit RevertAid Reverse Transcriptase

(Fermentas).
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Deteccao de transcritos de AQPs presentes na raiz dos cultivares

A técnica de Transcricdo Reversa - Reacdo em Cadeia da Polimerase (RT-PCR) foi
empregada a fim de detectar os genes de AQP presentes nas raizes das cultivares tratadas ou
controles, utilizando-se primers especificos para 40 AQPs (APENDICE A). Como controle da RT-
PCR, foram utilizados primers para o gene da B-actina (Glyma08g15480). As condi¢des da
reacao foram: desnaturacao inicial a 94 °C por 5 min, 40 ciclos de 94 °C por 30 s (desnaturacdo),
60 °C por 30 s (anelamento) e 72 °C por 30 s (extensdo) e extensdo final a 72 °C por 10 min. As
andlises dos produtos da PCR foram feitas em gel de agarose 1,6 %, revelado com GelRed
Nucleic Acid Stain (Biotium) e utilizando Ladder 100 pb (Ludwig Biotecnologia) como padrado de

tamanho.

Quantificacdo de transcritos génicos de AQPs

A técnica da PCR em tempo real (qPCR) foi realizada no equipamento /llumina Eco
Real-Time Instrument - gPCR para quantificacdo de transcritos dos genes de AQPs que
apresentaram diferenca de expressao entre os cultivares tolerantes e sensiveis ao aluminio na
andlise inicial por RT-PCR. Primers para os genes Fbox e mataloprotease, Fbox_F
(5’AGATAGGGAAATGGTGCAGGT), Fbox_R (5’CTAATGGCAATTGCAGCTCTC), MT_F
(5’ATGAATGACGGTTCCCATGTA) e MT_R (5’GGCATTAAGGCAGCTCACTCT), foram utilizados
como controles internos para normalizar a expressao dos transcritos de AQPs. Os reagentes
utilizados na reagdo foram oriundos do kit gPCR-SYBR-Green mix/ROX (Ludwig Biotecnologia). O
cDNA foi preparado, como ja descrito, e diluido 1:20 do volume original. As condi¢des da qPCR
utilizadas foram: 94 °C por 5 min para a desnaturagao inicial, seguido de 30 ciclos a 94 °C por 15
s (desnaturagdo), 60 °C por 15 s (anelamento), 72 °C por 15 s (extensao). Para obter a curva de
desnaturagdo, as amostras foram aquecidas de 60 °C até 99 °C. As rela¢gdes quantitativas entre
os dois tratamentos foram feitas no programa Excel, utilizando a férmula (1) para a obtengao
da Relagao do Gene Alvo (RGA) entre plantulas tratadas com aluminio e controles e os graficos

foram gerados no software SigmaPlot (Systat Software Inc).
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J Ctgene alvo controle —Ct gene alvo tratado
RGA = (1)

2 Ct normalizador controle — Ct normalizador tratado

ANALISE DA FUNCIONALIDADE DO GENE DA AQP TIP1;9

Desenho de primers

A partir das sequéncias dos genes de AQPs disponiveis no Phytozome, novos primers
foram desenhados para amplificacdo do cDNA completo do gene TIP1;9. Os primers forward
e reverse contém a sequéncia de reconhecimento para as enzimas de restricao Xho | e Xba I,
respectivamente. Além disso, o primer forward possui a sequéncia consenso para aumento

da eficiéncia de traducdo na levedura Saccharomyces cerevisiae (Tabela 1; APENDICE B).

Tabela 1: Sequéncia dos primers para a clonagem da AQP TIP1;9. e Sequéncia aleatdria;
Sitio de reconhecimento da enzima Xho | ou Xba I; © Sequéncia consenso da S. cerevisiae;

eSequéncia da AQP.

Sequéncia (5" =2 3') Tm

(°C)

Forward GGCG GCGTACCGCAGCGCCATC 57,2
Reverso CGCC TTAATAATAACTTCTGCGAAACCTCTGACGGCTA 60,8

A banda referente ao gene (765 pb) foi extraida do gel e purificada com o kit
GenelET Gel Extration (Thermo scientific). A ligagdao do inserto purificado no vetor de clonagem
PGEM-T Easy (Promega) foi realizado com a enzima T4 DNA ligase (Promega) de acordo com o
protocolo do fabricante. Células competentes de Escherichia coli DH5a, previamente
preparadas como descrito no APENDICE C, foram transformadas com a construcdo por choque
térmico (5 min no gelo, 45 s a 42 °C e 5 min no gelo). Apds, foi adicionado 100 uL de meio

liquido SOC para a recuperagao das células. As bactérias foram plagueadas em meio sdlido
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Luria-Bertani (LB) com 100 pg/mL ampicilina, 40 pg/mL X-Gal e 1 mM IPTG. As placas foram
incubadas por 24 h a 37 °C. As col6nias brancas foram coletadas e transferidas para meio LB
liquido, com ampicilina, e cultivadas overnight a 37 °C com agitacdo de 200 rpm. Para
confirmacdo da presenca do gene da AQP TIP1;9 nas coldnias, foi feita uma PCR utilizando
como molde a cultura overnight, conforme protocolo descrito na Tabela 2. Apds a confirmacao
da presenca da banda de interesse, em gel de agarose 1,6 %, os plasmideos foram isolados com

o kit de Purificacdo de DNA Plasmidial (Ludwig Biotecnologia)

Tabela 2: Protocolo da PCR para verificar a insergao do gene da AQP TIP1;9 no vetor pGEM-T

Easy.
Reagentes Concentragao final
Tampao de amostra 10 X 1X
MgCl, 1,5 mM
dNTP mix 0,4 mM
Primer Forward 0,25 mM
Primer Reverso 0,25 mM
Molde 1 uL da cultura, previamente fervida
Taq DNA polimerase 1,25 U

Subclonagem em vetor de expressao em leveduras (pYES2)

O plasmideo purificado anteriormente foi entdo clivado, para a remogao do gene da
AQP TIP1;9, com as enzimas de restricdo Xho | e Not |, as mesmas utilizadas para a clivagem do
vetor pYES2 (Invitrogen). A enzima T4 DNA ligase (Promega) foi utilizada para a ligagao do gene
da AQP TIP1;9 no vetor pYES2 (pYES2 + TIP1;9). Essa construcdo foi inserida em E. coli como
descrito anteriormente. As colonias selecionadas foram entdo inoculadas em meio LB liquido
com ampicilina (100 pg/mL). A cultura foi incubada overnight a 37 °C e sob agitacdo de 200
rom. Para a confirmagdo da insercao correta do gene da AQP TIP1;9, os plasmideos foram
purificados e sequenciados com o primer T7_F (5 TAA-TAC-GAC-TCA-CTA-TAG-GG). O

sequenciamento foi realizado pela empresa ACTGene.
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Células competentes de S. cerevisiae mutantes para o gene Afps1 foram preparadas e
transformadas com as construcdes pYES2 + TIP1;9 ou com o vetor pYES2 vazio (controle),
utilizando o Yeast Transformation kit (Sigma-Aldrich). As leveduras transformadas foram
plagueadas em meio sintético completo (SC), sem a base uracila, contendo 2 % de glicose e

incubadas a 28 ° C por 3 dias.

Avaliacdo do transporte de diferentes moléculas

Uma colbnia contendo a construcdo pYES + TIP1;9 e uma contendo o vetor pYES2
vazio foram inoculadas em meio SC complementado com 2 % de rafinose. Os indculos foram
incubados a 28 °C, sob agitacdo de 250 rpm, até a obtenc¢dao de ODggo = 0,5. As culturas foram
entdo centrifugadas por 5 min a 5000 x g. O sobrenadante foi descartado e as células
ressuspendidas em 4 mL de agua Milli-Q. Uma nova centrifugacdo nas mesmas condi¢cGes foi
realizada. O sobrenadante foi novamente descartado e as células ressuspendidas com 4gua
Milli-Q para obter absorbancia ODggo 0,5. A partir dessa solugao (1:1), foram feitas diluicdes
seriadas de 1:10, 1:100 e 1:1000.

Placas com meio SC (contendo 1 % de rafinose e 2 % de galactose) foram
complementadas com 1 M de NacCl, 2,5 mM de H,0,, 3,0 mM de H,0, ou 20 mM de H3BOs. 10

uL de cada diluigdo foram plaqueados e as placas foram incubadas a 28 °C por 3-4 dias.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos ultimos anos, houve um aumento na pesquisa visando identificar o mecanismo
molecular envolvido na resposta ao estresse abidtico induzido pelo aluminio nas plantas.
Muitos estudos tém demonstrado que a tolerancia ao aluminio é multigénica (Shi et al., 2009;
Duressa, Soliman e Chen, 2010; Ryan et al., 2011). Alguns desses genes ja foram descritos por
estarem envolvidos na tolerdncia em diversas plantas, como o ALMT, o primeiro gene
identificado em plantas relacionado com a resisténcia ao aluminio (Sasaki et al., 2004). Outros
genes, como PEPC e MDH na soja (Ermolayev, Weschke e Manteuffel, 2003), o HVAACT1 no
centeio (Zhou et al., 2013), o OsCDT3 no arroz (Xia, Yamaji e Ma, 2013) e, mais recentemente,
o ASR5 também no arroz (Arenhart et al. 2013) sdo alguns exemplos da variedade de genes
estudados. Apesar disso, o mecanismo molecular exato para a tolerancia diferencial ao

aluminio entre diferentes plantas ainda ndo foi completamente esclarecido.

Neste projeto foi visado avaliar a expressdo diferencial de genes de AQPs presentes
nas raizes de duas cultivares tolerantes e duas sensiveis a toxicidade do aluminio, além da sua
caracterizagdo. A concentracdao de aluminio escolhida foi a minima quantidade no meio
necessdria para causar as primeiras respostas ao estresse. Duressa (2010) utilizou 10 uM de
aluminio para identificar a diferenca de expressdao em soja e Ermolayev (2003) utilizou 300 uM.
Com base nisso, em estudos anteriores a este, foram testadas em nosso laboratério trés
concentragdes de aluminio (3 uM, 30 uM e 300 uM) para a analise da expressao diferencial de
AQPs em soja. O melhor resultado observado foi com 3 uM, pois ja era possivel observar
alteragdes na expressdo dos genes de AQP através da técnica de qPCR. A concentragdo de 3 uM
de aluminio foi a utilizada no presente estudo.

A escolha dos periodos de coleta foi baseada em dados da literatura, onde se avaliou
o numero de genes expressos pelo tempo de exposi¢cdo ao agente indutor do estresse abidtico.
Foi observado que, para aluminio, as respostas iniciam nas primeiras horas apds o inicio do
tratamento e em torno de 72 h ha uma drastica diminuicdo do numero de genes expressos
envolvidos na resposta ao estresse, pois, possivelmente, o aluminio ja foi neutralizado ao longo
desse periodo (Duressa, Soliman e Chen, 2010). Além disso, segundo Richards (1998), a

resposta génica que mais reflete o efeito do aluminio na planta é a dos genes induzidos no
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inicio da resposta de defesa da planta. Com isso, escolhemos os tempos de coleta de 6 e 24 h

apos o inicio do tratamento com aluminio.

Identificacdo das AQPs presentes nas raizes das diferentes cultivares

A partir de estudos do nosso grupo que identificaram a presenca 58 genes de AQPs
em soja, por homologia de sequéncia e analise estrutural de cada proteina, além da
identificacdo dos quatro aminoacidos do filtro seletivo e dos motivos NPA, primers para
deteccdo de transcritos destes genes foram desenhados. Uma alta similaridade entre as
sequéncias desses genes foi observada, podendo chegar a 90 % de identidade, dado
confirmado pela recente publicacdo de Zhang et al. (2013). Esta alta identidade de sequéncia
dos genes das AQPs em soja, dificultou a identificagcdao de sequéncias especificas para cada AQP.
Até o momento, 40 pares de primers foram padronizados para a técnica de PCR, no presente

projeto, e 18 ainda estdo sendo elaborados e testados.

Por meio da técnica de RT-PCR, foram avaliados 16 genes de AQP da subfamilia TIP,
11 PIP, 12 NIP e 1 SIP em relagdao ao acumulo de transcritos na raiz das quatro cultivares
submetidas ou ndo ao tratamento com aluminio por 6 h e 24 h. Desses genes, foi detectada a
expressao de 15 TIPs, 11 PIPs e 9 NIPs (Figuras 4-7), destacando-se as AQPs TIP1;9 e NIP2;2 que
apresentaram aumento de expressao nas duas cultivares tolerantes, em relagdo ao controle, no
transcorrer do periodo de 6 h para 24 h. O mesmo ocorreu, nas cultivares sensiveis com os
genes TIP2;3, TIP 2;5, TIP4;1 e PIP2;5. Os genes PIP2;4, PIP2;7 e PIP2;12, nas cultivares
tolerantes, apresentaram diminuicdo da expressdao no decorrer no periodo de tratamento.
Semelhante aconteceu com a AQP2;12 nas cultivares sensiveis. A NIP5;1 apresentou
decréscimo da expressao nas quatro cultivares quando expostas ao aluminio. O controle da RT-
PCR foi realizado com um par de primer para o gene da B-actina (Figura 8), uma proteina com

expressao constitutiva.
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Figura 4: Deteccao dos transcritos de genes de AQPs da subfamilia TIP na raiz das cultivares,

submetidas ou ndao ao tratamento com 3 uM de aluminio por 6 h e 24 h.
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Figura 5: Deteccdo dos transcritos de genes de AQPs da subfamilia PIP na raiz das cultivares,

submetidas ou ndao ao tratamento com 3 uM de aluminio por 6 h e 24 h.
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Figura 6: Detec¢do dos transcritos de genes de AQPs da subfamilia SIP na raiz das cultivares,

submetidas ou ndo ao tratamento com 3 uM de aluminio por 6 h e 24 h.
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Figura 7: Deteccdo dos transcritos de genes de AQPs da subfamilia NIP na raiz das cultivares,

submetidas ou ndo ao tratamento com 3 uM de aluminio por 6 h e 24 h.
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Figura 8: Deteccdo dos transcritos do gene controle (B-actina) na raiz das cultivares,

submetidas ou ndo ao tratamento com 3 uM de aluminio por 6 h e 24 h.
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Quantificacdo dos transcritos dos genes de AQP por gPCR

Os genes de AQP que apresentaram diferenca no acumulo de transcritos entre as
cultivares sensiveis e tolerantes na PCR foram os inicialmente selecionados para uma andlise
guantitativa. Os genes escolhidos pertencem as subfamilias TIP e PIP (TI1;9, TIP2;1, TIP2;4,
TIP2;5, TIP3;3, TIP4;1, PIP2;4, PIP2;10, PIP2;11 e PIP2;12). Até o momento, a qPCR foi realizada
com uma cultivar sensivel (IAS-5) e uma tolerante (Conquista) para a padronizacdo da técnica.
Futuramente, a qPCR sera realizada com as outras duas cultivares e com todos os genes de AQP
de soja para a obtencdo de um perfil de transcritos de AQPs mais completo para a resposta ao
aluminio. Para analises quantitativas dos transcritos dos genes, o Cut off considerado foi de
0,5 e 2, ou seja, o aumento da expressao foi considerado significativo quando, no minimo, o
dobro do valor observado para o controle e a diminuicdo da expressdo foi considerada
significativa quando esta apresentou valores iguais ou menores que a metade da expressao do

controle.

No periodo de 6 h apds o inicio do tratamento com aluminio (Figura 9, 6 h), foi
possivel observar que os genes TIP1;9 e PIP2;5 apresentaram diminuicdo no numero de
transcritos em relagao ao controle na cultivar sensivel, mas ndo na cultivar tolerante, onde nao
ha diferenca significativa em comparagdao com o controle. O contrario ocorreu com os genes

TIP2;5 e PIP2;7, que possuem uma diferenca negativa na cultivar tolerante.

Os genes das AQPs TIP4;1 e PIP2;7, no periodo de 24 h sob estresse provocado pelo
aluminio (Figura 9, 24 h), mostraram um aumento de expressao significativo na cultivar
sensivel, enquanto na cultivar tolerante esses genes permaneceram com expressao similar a
observada no controle. Durante esse mesmo intervalo de tempo, o transcrito da AQP TIP1;9
apresentou uma amenizagao de sua expressdo no cultivar tolerante, sendo que a mesma nao

mostrou diferenca significativa na cultivar sensivel.

Com base nesses dados preliminares, foi possivel identificar as AQPs que
potencialmente estdo envolvidas no processo de tolerancia e sensibilidade ao aluminio como
TIP1;9, TIP 2;5 TIP4;1, PIP2;5, PIP2;7. Este quadro ainda ndo esta completo, uma vez as analises

guantitativas com os outros genes de AQP presentes na raiz da soja ainda ndao foram realizadas.
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Figura 9: Quantificagao da expressao de AQPs na raiz de dois cultivares de soja por gPCR. A
expressao de oito genes de AQP na raiz de duas cultivares, uma sensivel e outra tolerante ao
aluminio, foi quantificada por gPCR. As raizes dessas cultivares ficaram expostas por 6 h ou 24 h

a uma solugdo nutritiva contendo 3 uM de aluminio. O Cut off utilizado foi de 0,5 e 2.

Negishi et al. (2012) publicou um estudo relacionando a tolerancia de horténsia
(Hydrangea macrophylla) ao aluminio e o alto acimulo deste semimetal no vacuolo. No
trabalho, os autores buscaram identificar um sistema que pudesse transportar esse aluminio.
Por meio de analises de microarranjo e in silico, dois genes de AQP foram identificados, plasma
membrane Al transporter 1 (PALT1), da subfamilia NIP, e vacuolar Al transporter (VALT), da
subfamilia TIP, que aparentam estar relacionados com a sensibilidade e a tolerancia ao

aluminio, respectivamente.

Com base nesses dados, realizamos BLAST das sequéncias das proteinas PAL1 e VALT
com as proteinas de AQPs de soja no Phytozome. A proteina PALT1, de horténsia, apresentou
71,8 % de identidade com a AQP NIP6;1 de soja (Figura 10A) e a VALT 82,5 % de identidade
com a AQP TIP1;6 (Figura 10B).
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A HSP#1: Score: 378.6 bits (971.0) E-value: 1.5e-130 Identity: 71.8% (221/308) Positive: 82.1% (253/308) Frame: +0/+0
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B HSP#1:  Score: 397.9 bits (1021.0) E-value: 1.0e-139 Identity: 82.5% (208/252) Positive: 91.7% (231/252) Frame: +0/+0

_IIITF 100
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M IY+IAIGTPGER FPDR+RAR AEFFSM+IFV ITN TE+5 LIE}+1+']“F LFV
Subject TMAIYRIAIGTPGEAGQPDL

.-TF-:FI_-IIIIL 100
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LRSILYWIAQLL K \ £ ) M.
Subject 1071 LESILYWIAQLL

Query WV YWLGEMIGRATARLTY!

\+ sP IGA

Subject 2

Figura 10: BLAST do proteoma de soja com as proteinas PALT1 e VALT de horténsia. (A)
Alinhamento da proteina PALT1 com a NIP6;1 de soja (identidade de 71,8 %). (B) alinhamento
da proteina VALT com a TIP1;6 se soja (identidade de 82,5 %).

Na analise por RT-PCR, NIP6;1 foi mais expressa na cultivar sensivel (ENGOPA 313) do
gue nas tolerantes. Além disso, a mesma foi encontrada apenas na cultivar sensivel (IAS-5) no
periodo de 24 h, levantando a hipdtese de que esta AQP pode ter um papel importante na
sensibilidade ao aluminio em soja. A confirmac¢do dos dados de transcri¢ao sera feita por qPCR.

A expressao da AQP TIP1;6 ainda esta sendo analisada por RT-PCR.

Altos niveis de expressdao de TIPs nos meristemas apicais das células e na zona de
alongamento foram detectados em milho (Zea mays). Essa expressdo permite o rdpido fluxo de
agua para o vacuolo, gerando uma pressdo de turgor que direciona o alongamento celular
(Chaumont et al., 1998). Além disso, em espinafre (Spinacia pleracea), ja foi demonstrado que a
expressao de genes TIP pode ser induzida durante a formag¢dao de grandes vacuolos no
alongamento celular (Karlsson et al., 2000). Entretanto, essa expressao elevada de TIPs pode
ser reduzida quando a planta é submetida ao aluminio, o que consequentemente gera uma
perda da pressdao de turgor em células na zona de alongamento, reduzindo o crescimento da

raiz (Milla et al. 2002). A reducao do tamanho da raiz, devido a presenga do aluminio,
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novamente indica que as TIP podem estar diretamente envolvidas na sensibilidade da planta ao

aluminio.

Caracterizagao funcional e estrutural da AQP TIP1;9

O nosso grupo analisou estruturalmente todas as AQPs de soja, avaliando a estrutura
tridimensional da proteina, a presenca dos motivos NPA e a composicao filtro seletivo. Na
andlise da AQP TIP1;9, que possui acumulo de transcritos diferentes entre as cultivares
tolerantes e sensiveis, foi identificado um filtro seletivo que ainda ndo havia sido descrito na
literatura, composto pelos aminoacidos HVAA (Figura 11). Para confirmac¢do de que se tratava

de uma AQP funcional, foram realizados ensaios de complementac¢ao funcional em leveduras.

Figura 11: Modelagem molecular da AQP TIP1;9 e andlise do poro. (A) Estrutura tridimensional

da proteina. (B) Composi¢do de aminoacidos do filtro seletivo.

A levedura S. cerevisiae com dele¢ao do gene de AQP fps1 foi utilizada em todos os
experimentos de teste de funcionalidade e transporte. O ensaio de avaliagdao funcional foi
realizado com a suplementacao de 1 M de NaCl no meio SC. Nestas condi¢des, células que
expressam um canal de dgua funcional ndo sdo capazes de se multiplicar. Foi possivel confirmar
que TIP1;9 é uma AQP funcional, pois houve uma menor formag¢do unidades formadoras de

colonias (UFCs) nas leveduras que possuiam o gene do que no controle (Figura 12A).
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Controle (vetor vazio) TIP1;9

Meio SC

Meio SC+
1 M Nacl

B Meio SC+
2.5mMH,0,

Meio SC +
3.0mMH,0,

C Meio SC +

20 mM H,BO,

Figura 12: Ensaio de complementagao funcional em S. cerevisiae. A absorbancia (600 nm) da
cultura overnight foi corrigida para 0,5 e diluigdes seriadas (1:10; 1:100; 1:1000) foram
plaqueadas em meio SC, sem uracila, contendo NaCl, H,0, ou H3BOs. As placas foram incubadas

por 3 dias a 28 °C.

Investigamos, também, se esta AQP é uma AQP estrita, que transporta apenas agua,
ou uma aquagliceroporina que, além de dgua, transporta outros substratos. Para tal, foi testado
o transporte de H,0, e H3BOs. Nas avaliagdes de transporte do H,0, pela TIP1;9 de soja, foi
observada uma diminui¢do no nimero de UFC, na diluicdo de 1:1000, na concentragdo de 2,5
mM de H,0,. Com o aumento dessa concentragao para 3 mM, houve uma queda do nimero de
UFC ja na amostra sem diluicdo (1:1) (Figura 12B). Isto confirma que TIP1;9 é uma
aquagliceroporina. O H,0, é uma forma reativa do oxigénio que é gerada durante diversos
processos metabdlicos. Na célula, essa forma afeta diretamente sistemas de redox intracelular,
dd inicio a peroxidacdo lipidica, degrada 4cidos nucleicos, inativa enzimas e,
consequentemente, tem um alto potencial para afetar a fisiologia celular e causar danos e até a

morte da célula (Hooijmaijers, 2012). Em plantas, o H,0, modula a a¢do de antioxidantes
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celulares e genes de resisténcia a doencgas, atuando como um “comunicador” intracelular
(Levine, 1994; Chappell, 1997). Estudos com AQPs de Arabidopsis confirmaram que trés AQPs
da subfamilia TIP, TIP1;1, TIP1;2 e TIP2;3, sdo permedveis ao H,0, em células de levedura
(Chaumont et al, 2005). E possivel que TIP1;9 esteja envolvida em funcdes celulares

dependentes de H,0, em soja.

O boro é um micronutriente essencial para plantas e, em solu¢des neutras, ele é
predominantemente presente na forma de H3BOs. Esse semimetal possui acdo de inibidor ou
modelador de vias metabdlicas de plantas, pois influencia a atividade de vdrias enzimas.
Entretanto, ha uma pequena diferenca de concentragao que poder ser considerada deficiente
ou toxica para cada tipo de planta (Frank M., 1944) . AQPs tem a capacidade de transportar
boro, como ja foi descrito em Arabidopsis (Fitzpatrick e Raid, 2009) e em cevada (Schnurbusch,
et al., 2010). Na presenca de 20 mM de H3BOs, ndao houve diferenca significativa no nimero de
UFC em relagao ao controle (Figura 12C). Assim sendo, nas condi¢des testadas, a AQP TIP1;9

nao se mostrou capaz de transportar H3BOs.
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CONCLUSAO

As analises realizadas em relacdo a expressdao de AQPs nos diferentes cultivares de
soja, sensiveis ou tolerantes, possibilitam concluir que ha diferenca de expressdao em pelo
menos cinco genes de AQP, sendo eles TIP1;9, TIP2;5, TIP4;1 PIP2;5 e PIP2;7. No entanto ainda
nao é possivel afirmar qual a participacdao dessas AQPs em resposta ao aluminio, uma vez que
nem todos os genes tiveram sua expressao quantificada em resposta a esse estresse. Além
disso, e a complexidade fisioldgica que os 58 genes de AQPs acarreta deve ser considerada.

O recente artigo publicado por Negishi (2012), comprovando que AQPs podem
transportar aluminio em horténsias, trouxe novas possibilidades de mecanismos mediados por
AQPs envolvidos na tolerancia diferencial de plantas. Com isso, serdo necessarias novas analises
voltadas para a possivel capacidade das AQPs de soja de transportar aluminio e o que isso

estaria trazendo de beneficio ou prejuizo para a fisiologia da planta.
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PROXIMOS PASSOS E PERSPECTIVAS

Como préximos passos para o trabalho apresentado, temos:

e quantificar a expressao das outras AQPs ainda ndo analisadas por qPCR e dos outros
dois cultivares (ENGOPA 3013 e Williams);

e avaliar a resposta dos quatro cultivares ao tratamento com outras concentragdes de
aluminio e nos periodos de 3 h e 48 h apds o inicio do tratamento;

e caracterizar estrutural e funcionalmente as AQPs que apresentarem diferenga de
expressao entre os cultivares sensiveis e tolerantes, incluindo ensaios de avaliagdao do

transporte de aluminio.

Com isso, a perspectiva do trabalho é aprofundar o conhecimento sobre o papel das
AQPs na resposta de plantas ao aluminio, podendo gerar novas abordagens para o

melhoramento vegetal para culturas mantidas em solos acidos.
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APENDICE A — LISTA DE PRIMERS PARA O RT-PCR

Tabela 3: Lista de primers para os genes de AQPs da subfamilia TIP.
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Tamanho
AQP Primers Amplificado (F+R) Utilizagao
TIP1;1 F GGGCATGTTAACCCTGCTGTCAC 150 pb PCR e gPCR
TIP1;1_ R AGATGTTTCCAATCCACCAGTGGCAA
TIP1;4_ F CATGTCAACCCTGCAGTCACATTTGG 150 pb PCR e qPCR
TIP1;4 R GCTGATGTTTCCATTCCACCAGTAGCA
TIP1;7 F TCACTGCCTCCCCTGTTCCA 150 pb PCR e gPCR
TIP1;7 R CAATAATTCCCAAATTGCCCTTCTTGGGG
TIP1;8_ F ACCTTCGGCGCCTTCGTC 240 pb PCR e gPCR
TIP1;8 R ACCCTTCTTGGGGTCAATGGC
TIP1;9 F CCGGCGGACAGGATGTACC 150 pb PCR e gPCR
TIP1;9 R CTCCCAAACTACCCCTCCTGCT
TIP2;1_F TCGCTTACAACGAGCTTACAAAAGATGCA 151 pb PCR e gPCR
TIP2;1_ R ATCCAAAAGTAACAGCTGGGTTCAAATGG
TIP2;2_F GGTTTTGCACTCTTTGTTGCAGTTTCTGTT 216 pb PCR e gPCR
TIP2;2_ R AGAAGCCACACTGTGGATTGGAGTT
TIP2;3_ F GGTTTTGCACTCTTTGTTGCAGTTTCTGTC 216 pb PCR e qPCR
TIP2;3_ R TGAAGCCACACTGTGGATTGGAGT
TIP2;4 F GCATAGCATTCGGAAGCTTCAATGATTCTT 199 pb PCR e gPCR
TIP2;4 R ACGAAGAGAGCAAAACCATGGCAAATG
TIP2;5_F AGCCTATGCTAAGTTGACATCAGATGCAG 150 pb PCR e qPCR
TIP2;5_R  AACCCAAAGGTCACAGCAGGG
TIP2;6_F TCAGCCATAGCCTATGCTAAGTTGACATCA 150 pb PCR e gPCR
TIP2;6_R GGTCACAGCAGGGTTCACATGG
TIP2;7_F CCGTCGCCGCCAACATCTCA 910 pb PCR

TIP2;7_R

TCGGATTCGGACCCCCTACAGTT



Tabela 6: Continuacao
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TIP3;3_F AGCCTTGCTTTGGTTAAGATTTACCAGGA 142 pb PCR e gPCR
TIP3;3_ R AAATGTCACAGCTGGGTTGACATGG
TIP4;1_F CCTCAACCCCGCCGTCA 149 pb PCR e qPCR
TIP4;1_ R GAACTGGAGTTGCCTGTCCTCCT
TIP4;2_F  CATCTTTCGTTCCCTGCTCTATTGGATTGA 250 pb PCR e qPCR
TIP4;2_ R TACAAACCCAACCAGTGTGGGC
TIP5;1_F ATGGCTCCATCTTCTGTCACTGT 744 pb PCR
TIP5;1_R TTATTGCATAACACTACAGAGTTTAGACCCC

Tabela 4: Lista de primers para os genes de AQPs da subfamilia PIP.

Tamanho

AQP Primers amplificado (F+R) Utilizagdo
PIP1;2_F CTGCTGGAATATCAGGTGGGCAC 153 pb PCR e qPCR
PIP1;2_R CCTCAAACCCCTTCACCACACC
PIP1;4_F TGCTGGAATTTCAGGGGGACACAT 152 pb PCR e gPCR
PIP1;4_R CCCTCAAAGCCCTTCACCACAC
PIP1;5 F CTGCTGGAATCTCAGGGGGTCATAT 153 pb PCR e qPCR
PIP1;5 R GCTCGAACCCCTTAACTACACCAG
PIP2;2_F AATCTCTGGGGGACACATCAACCC 153 pb PCR e qPCR
PIP2;2_R AACGATTTCTGGAACCCTTTGGCC
PIP2;4 F GCTGAGATCATTGGAACCTTTGTTTTGGTT 346 pb PCR e qPCR
PIP2;4 R CGGGGTTGCTCCTGAATGATCC
PIP2;5 F GTTCTCTGCAACTGACCCCAAGAG 230 pb PCR e qPCR
PIP2;5 R TGCTGCTCCAATAAATGGTCCAACC
PIP2;6_F TCTCATGTGCCGGTTTTGGCA 132 pb PCR e qPCR
PIP2;6_R GGTTGTACATGACAGCAGCTCCTAGG
PIP2;7_F CACTGTCTTCTCTGCAACTGACCCA 214 pb PCR e gPCR
PIP2;7_R AACCCAAAAGATCCATTGGTCATCCCAA
PIP2;8_F GACCTCAAGGAAAATGGTGAAATCTGTGGT 134 pb PCR e qPCR

PIP2;8_R

CACCGCTGGGTTAATGTGACCC



Tabela 7: Continuacao
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PIP2;9 F CTGGGATTTCAGGAGGTCACATTAAC 152 pb PCR e gPCR
PIP2;9 R ACTTTTGGAAAGCCTTAACTAAACCAACTC
PIP2;12_F GGCATCTCTGGGGGACACATC 153 pb PCR e gPCR
PIP2;12_R CGATTTCTGGAACCCTTTGGCCAAC

Tabela 5: Lista de primers para os genes de AQPs da subfamilia NIP.

Tamanho

AQP Primers amplificado (F+R)  Utilizacao
NIP1;1_F GGAACTGAATCCCAGGAGGTGGTCG 547 pb PCR
NIP1;1_R TTGCAATCCCAGCCAACTCACCAA
NIP1;2_F TCAGCTGTTCTCTTCGTTTTTCTGCCT 595 pb PCR
NIP1;2_R CGGCAATCCCGGCCAACTCA
NIP1;3_F GGGTGTGCTTCAGTGGTGGTGA 658 pb PCR
NIP1;3_R AGCTACCACTACGCCCTACTCCT
NIP1;4_F GTGGTTGTTTGGTCTCAACCTCCTG 816 pb PCR
NIP1;4_R AAGCCCTGCCAGCTCACCAA
NIP1;5_F ATGTACACAAACAATGGAAGCCACCAG 444 pb PCR
NIP1;5_R ACCGCCAGGGAGTGTTCCTGT
NIP2;1_F GCTTTCACCGCCGTCAGGCA 592 pb PCR
NIP2;1_R TTGGGCGGTGGTGTGGTGTC
NIP2;2_F CATCACCTTCCCCTGGCGGC 717 pb PCR
NIP2;2_R TGGGAAAACCAGGGTGTTCAGTGT
NIP4;1_F CAGGGGTTTGTGTCACATGGGGA 346 pb PCR
NIP4;1_R CCTGCAAAGTCACCCACCCACCGCTC
NIP4;2_F TGCGGTTCTCCTGCGGTAGT 561 pb PCR
NIP4;2_R AGCTCCTGAGATTGGTCCGGC
NIP5;1_F AACAGGTTGGAGCAGAGTTTGTGGG 811 pb PCR
NIP5;1_R AGGATCATGTTGAGTTCCCCCGCAT
NIP6;1_F ATGAACAACGAGGAAGTCCCATCA 921 pb PCR



Tabela 8: Continuacao

NIP6;1_R TCACCTTCTGAAGCTCCCATTAGG
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NIP6;2_F ATGGACAATAACGAGGAAATACCCTCA 915 pb PCR
NIP6;2_R TCACCTTCTGAAGCTGCTGATTG
Tabela 6: Lista de primer para os genes de AQP da subfamilia SIP.
Tamanho
AQP Primers amplificado (F+R)  Utilizagado
SIP2;1_F CCACAGGAGCATCTCGCCTTAAAGA 909 pb PCR

SIP2;1_R TGGCTTGCCAATTGCCATACATTCA
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APENDICE B - ESQUEMA DA CONSTRUGAO DOS PRIMERS PARA CLONAGEM

{A) Sequéncia
aleatdria m

GCTCGAG

(B) Sequéncia
aleatdria m

TCTAGA TR YL

Figura 13: Esquema da construgdo dos primers para a clonagem da AQP TIP1;9. (A) Esquema do

primer forward. (B) Esquema do primer reverso.
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APENDICE C — PROTOCOLO PARA O PREPARO DE CELULAS COMPETENTES DE E. COLI
(LINHAGEM DH5a).

O protocolo utilizado é uma adaptacdo do protocolo descrito por Cohen, Chang e Hsu( 1972).

1. Inocular células de E. coli da linhagem DH5a sem competéncia em 3 mL de meio LB liquido
sem antibidtico. Deixar o indculo overnight a 37 °C sob agita¢do de 250 rpm.

2. Em dois tubos de 50 ml com 25 ml de meio LB, adicionar 600 ul da cultura incubada
overnight.

3. Manter os tubos sob agitacdo de 250 rpm a 37 °C até a absorbancia ficar entre 0,4 e 0,5
(ODsoo0)-

4. Colocar os tubos no gelo por 10 min.

5. Centrifugar os tubos a 2880 x g por 10 min na temperatura de 4 °C.

6. Descartar o sobrenadante e manter os tubos invertidos em cima de um papel filtro para a
melhor retirada do sobrenadante.

7. Ressuspender as células com 10 mL de CaCl, (0,1 M) gelado (valor para cada tubo). Apds,
deixar os tubos no gelo por 15 min.

8. Centrifugar os tubos a 2880 x g por 10 min na temperatura de 4 °C.

9. Repetir o procedimento 6.

10. Ressuspender as células em 2 mL de CaCl, (0,1 M) e 0,9 ml de glicerol 50 % (valores para
cada tubo)

11. Deixar os tubos no gelo até o preparo das aliquotas.

12. Aliquotar 100 uL de células por microtubo e, imediatamente, colocar no nitrogénio liquido.

13. Rapidamente armazenar as células no freezer a — 80 °C.

Nota: Rendimento médio de 60 aliquotas.
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APENDICE D — MEIO E SOLUGOES UTILIZADOS

Meio LB
Triptona......cccocvveeeeecnnnenn, 1% (m/V)
Extrato de levedura........ 0,5 % (m/V)

Dissolver em 4gua destilada e esterilizar por autolavagem. Para meio LB sélido, adi¢ao de 1,5 %

(m/V) de agar.

Meio SOC
Triptona......cccoevveeeeecennnneee, 2% (m/V)
Extrato de levedura......... 0,5% (m/V)

NaCloooooeeeeeeee e, 1% (m/V)
(e S 0,25 % (m/V)
1= { 1 SR 2% (m/V)

Dissolver com dgua destilada e esterilizar por autoclave. Com o meio na temperatura ambiente,

adicionar 2 % (m/V) de glicose.

Meio SC

Drop-out......ccccevveeeeeeennnnnen. 0,08 % (m/V)
YNB sem sulfato................ 0,67 % (m/V)
Sulfato de amoénia............. 0,6 % (m/V)

Se for meio SC sdlido, adicionar 2 % (m/V) de agar. Dissolver com agua destilada e esterilizar

por autoclave. Apds o meio esfriar, adicionar 2 % de glicose ou rafinose.

Tampdo Tris-acetato-EDTA 1X (TAE 1X)

[ I 40 mM
Acido acético.................. 20 mM
EDTA..iiiiieieeiieeeenn, 1mM

Diluir em agua Milli-Q e ajustar o pH para 8.



ANEXO

ANEXO A — MAPA DO VETOR pGEM-T EASY

Xmnl 2009
Scal 1890 Nael 2707 z); e

\ Aatll | 20

f1 ori Sphl 26

BstzZl | 31

Ncol 37

s | 4

PGEMS-TEasy  /acz Sacll | 49

Vector T EcoRl | 52

(3015bp)

Spel 64

EcoRlI 70

Notl 77

Bstzl | 77

Pstl 88

ori Sall 90

Ndel | 97

Sacl 109

BstX| |118

Nsil  |127

T e 141

pGEM®-T Easy Vector sequence reference points:

T7 RNA polymerase transcription initiation site 1
multiple cloning region 10-128
SP6 RNA polymerase promoter (-17 to +3) 139-158
SP6 RNA polymerase transcription initiation site 141
pUC/M13 Reverse Sequencing Primer binding site 176-197
lacZ start codon 180
lac operator 200-216
p-lactamase coding region 1337-2197
phage f1 region 2380-2835
lac operon sequences 2836-2996, 166-395
pUC/M13 Forward Sequencing Primer binding site 2949-2972
T7 RNA polymerase promoter (-17 to +3) 2999-3



ANEXO B — MAPA DO VETOR pYES2

= _I—-— ——_
T
ICABRORAZRAR

SnaB |

Comments for pYES2:
5856 nucleotides

GAL 7 promoter. bases 1-451

T7 promoter/priming site: bases 475-494
Multiple cloning site: bases 501-600

CYC1 transcription terminator: bases 608-856
pUC origin: bases 1038-1711

Ampicillin resistance gene: bases 1856-2716 (C)
URA3 gene: bases 2734-3841 (C)

2 micron (Y) origin: bases 3845-5316

f1 origin: bases 5384-5839 (C)

(C)= complementary strand
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