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EXTRATO

A remodelacgdo da estrutura da parede celular € uma das estratégias adotada pelas plantas
que permite a sua adaptacao e/ou resisténcia ao estresse abidtico. Os genes da familia das
endotransglucosilases/hidrolases de xiloglucano codificam proteinas enzimaéticas
xiloglucano endotransglucosilase (XET) ou endo-hidrolase (XEH) que desempenham um
papel fundamental na remodelagem da arquitetura tridimensional da parede celular. A
enzima XET, cliva internamente polimeros de Xxiloglucano e liga as extremidades
redutoras recém-geradas a outras cadeias de xiloglucano, gerando plasticidade na parede
celular. Estudos previos em plantas de Nicotiana tabacum transformadas com o gene
EucXET de (XET de Eucaliptus grandis), apresentaram aumento na atividade das
enzimas peroxidase do ascorbato (APX) e peroxidase do guaiacol (GPX), sugerindo uma
relagédo estreita com aumento na resistencia a estresse e melhoria na qualidade da madeira.
Assim, o corrente trabalno teve como objetivo compreender as alteragdes
morfofisioldgicas, bioquimicas e moleculares promovidas nas plantas de fumo impostas
devido a superexpressao do gene EucXET. Foram testadas plantas mantidas sob condicéo
controle e sob estresse abiotico (osmotico e salino). Foram avaliadas quatro linhagens
transgénicas (L1, L2, L3 e L4) e plantas ndo transformadas (controle). Nos experimentos
conduzidos em plantas mantidas sob condi¢des controladas de auséncia de estresse, as
linhagens transgénicas apresentaram, em comparacdo com as plantas NT, aumento na
area foliar e aumento na resisténcia de diferentes tecidos a perfuracdo (maior tenacidade).
As analises fisioldgicas, utilizando IRGA, revelou que a condutancia estomatica e a
eficiéncia no uso de CO> foram maiores nas linhagens transgénicas, em comparagao com
as NT. Sendo as linhagens L2 e L3 as melhores, em compara¢do com as demais linhagens
transgénicas. Micrografias da parte basal do caule das linhagens L2 e L3, indicaram que
0 xilema dessas apresenta um tecido lignificado mais compacto e aparentemente com
maior deposicéo de lignina nas paredes celulares comparado com o observado nas plantas
ndo transformadas. A atividade das enzimas fenilalanina aménialiase (PAL) e Tirosina
amonialiase (TAL), principais enzimas relacionadas com sintese de lignina, foram
dosadas e mostraram-se aumentadas significativamente nas linhagens transgénicas.
Experimentos conduzidos com plantulas x submetidas a estresse salino (NaCl) e osmético
(Manitol) demonstrou que as linhagens transgénicas apresentaram um aumento no
comprimento das raizes e no peso seco da biomassa em comparacao com as plantulas nao
transformadas (NT). Nesse mesmo experimento, evidenciou-se aumenté do conteudo de
clorofila “b” exclusivamente nas linhagens L2 e L3. Esses resultados sugerem uma
vantagem fisioldgica para as plantas transgénicas mantidas in vitro sob condicGes de
estresse. A analise do perfil proteico bidimensional comparativo entre a linha transgénica
L2 e plantas NT revelou maior quantidade de spots detectados nos géis das plantas L2.
Esse dado sugere que o aumento no nivel de XET, ou as mudangas anatdmicas e
fisiolégicas devido as mudancas impostas por tal, induz a mudanca no padrdo de
expressao de diversos genes. Em conjunto, os resultados sugerem que a expresséo do gene
EucXET induz a remodelacdo da parede celular, modificando a morfologia, fisiologia e
metabolismo nas plantas, podendo proporcionar um nivel basal de resisténcia ao estresse
por salinidade.

Palavras chave: parede celular, XET, anatomorfoldgicos, linhagens transgénicas.



ABSTRACT

The remodeling of the cell wall structure is one of the strategies adopted by plants that
allows adaptation and/or resistance to abiotic stress. The genes in the
endotransglucosilase/xyloglucan  hydrolase family encode enzyme proteins
endotransglucosylase (XET) or endohydrolase (XEH), which play a key role in the
remodeling of the three-dimensional cell wall architecture. The enzyme xyloglucan
entransglucosilase (XET), internally cleaves xyloglucan polymers and binds the newly
generated reducing ends to other xyloglucan chains, possibly generating plasticity in the
cell wall. Previous studies on Nicotiana tabacum transformed with the EUCXET gene
(Eucaliptus grandis XET), showed overexpression of XET an increase in the activity of
the enzymes of ascorbate peroxidase (APX) and guaiacol peroxidase (GPX), suggesting
the EUCXET gene as a likely target of stress tolerance and wood quality. In this sense,
these results show the need to evaluate the expression of the gene, under normal and stress
conditions. Thus, this project aimed to understand the possible morphophysiological,
biochemical and molecular changes promoted by the overexpression of the EUCXET gene,
in plants kept under control and osmotic stress conditions. Four lines of transformed
plants and untransformed plants (control) were evaluated. In experiments conducted on
plants in vivo, it was observed that, under controlled conditions of absence of stress, the
transgenic lines showed anatomical changes, with an increase in the leaf area, an increase
in the resistance of the leaf, stem and petiole tissue to perforation (tenacity), compared to
NT plants. The plants were analyzed physiologically via IRGA revealing that the stomatal
conductance and efficiency in the use of CO2 in the cells of the transgenic plants were
higher compared to the NT. The strains L2 and L3 were the best compared to the other
transgenic strains. Micrographs of the basal part of the stem of lines L2 and L3, indicated
that their xylem presents a more compact lignified tissue and probably with a greater
deposition of lignin on the cell walls than the region of the lignified tissue of
untransformed plants. The activity of phenylalanine ammonialiasis (PAL) and Tyrosine
ammonialiasis (TAL), the main enzymes related to lignin synthesis, was measured and
was shown to be significantly increased in transgenic strains. Likewise, the analysis of
the electrophoretic profile of the transgenic L2 line showed a greater number of detected
spots compared to the control. In addition, it was observed in seedlings in vitro, under the
condition of osmotic pressure induced by NaCl, that all transgenic strains showed a
significant increase in the length of the roots and in the dry weight of the biomass in
comparison with the untransformed seedlings (NT). In the same experiment, there was an
increase in the content of chlorophyll “b” exclusively in lines L2 and L3. These results
suggest a physiological advantage for transgenic plants kept in vitro under stress
conditions. Together, the results suggest that the expression of the EUuCXET gene induces
cell wall remodeling, modifying the morphology, physiology and metabolism in plants,
which may provide a basal level of resistance to salinity stress.

Keywords: cell wall, XET, anatomorphological, transgenic lines.
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1. INTRODUCAO.

Nas andlises conduzidas pelo projeto “GENOLYPTUS?”, foram identificados genes
potencialmente envolvidos com a qualidade da madeira. A comparacdo de perfis
transcricionais do xilema de duas espécies contrastantes: E. grandis e E. globulus,
forneceu importantes informag6es sobre padrdes de expresséo diferencial de genes com
possivel potencial genético/biotecnologico. Entre eles o gene EucXET com maior
expressao em Eucaliptus grandis. Esta sequéncia foi assim denominada por apresentar
homologia com o gene da xiloglucano endotransglicosilase/hidrolase 9 [XP
010035630.1] (SOUSA, 2013; ASSIS, 2018), que codifica enzimas relacionadas ao
metabolismo da parede celular. Linhagens transgénicas de Nicotiana tabacum contendo
0 gene EucXET e plantas ndo transformadas (controle) foram avaliadas em condicdes
laboratoriais e casa de vegetacdo. O resultado dessas andlises relacionou a expressao do
gene EucXET com o acumulo de espécies reativas de oxigénio (ROS), e aumento nos
niveis basais de enzimas relacionadas a tolerancia ao estresse como o aspartato e guaicol
peroxidases (APX, GPX). Em conjunto, esses resultados sugeriram que o gene EUCXET
poderia estar potencialmente relacionado a mecanismos de ativacdo em resposta a

diferentes tipos de estresse, entre eles o estresse osmotico (ASSIS, 2018).

Genes da familia multigénica XTH (Xyloglucan-endotransglicosylase/hidrolase),
codificam proteinas enzimaticas da classe XTHs (Xiloglucan-endotransgliyosylase/
hidrolase: XET/ XTHs). As XTHs podem apresentar acdo catalitica com efeitos
radicalmente diferentes sobre o polissacarideo de xiloglucano: atividade trasferase (XET)
com clivagem ndo hidrolitica de cadenas de xiloglucano e atividade endo-hidrolase, que
produz encutamento irreversivel da cadeia de xiloglucano (ROSE et al., 2002; EKLOF,
BRUMER 2010). Enzimas da classe XTHs sdo classificadas como a subfamilia 16 de
glicésideo hidrolase (GH16) e tem um papel importante no alargamento dos 6rgaos e
regulacdo da extensibilidade da parede celular (PC) (SONG et al., 2018). Durante a
expansdo celular ou em resposta ao estresse bidtico e abiotico, as ligacdes entre os
polissacarideos na PC devem ser quebradas e reformadas. As XTHSs, sdo a classe de
enzimas que desempenham esta fungdo (ROSE et al., 2002; SEALE 2020).

Modelos contemporaneos da PC das plantas consideram aos polissacarideos de
xiloglucano molécula-chave de reticulagdo, responsavei de revestir e ligar fibrilas de
celulose (PAULY et al., 1999; EKLOF, BRUMER 2010), e por consiguente um dos
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principais responsaveis do seu remodelamento. O remodelamento da PC permite
modificagdes na estrutura e composicdo para equilibrar a resisténcia e a expansdo da
parede, possibilitando manter o desenvolvimento e expansdo das células, resguardando
sua integridade mecanica (SHAHZAD, 2016). Varios tipos de estresse abidtico, como
seca e salinidade, afetam as forcas fisicas na interface da parede celular-membrana
plasmaética. Essas mudancas sdo detectadas pela célula e funcionan como indicadores de
estresse abiotico (VAATHERA, SCHULZ e HAMANN, 2019). O mecanismo de
sinalizacdo da CWI (Integridade da Parede Celular) percebe e traduz os estimulos fisicos
em sinais quimicos, que levam a modificacGes na parede celular e no metabolismo celular
(HAMANN, 2015). Esses sinais podem ser integrados com sinais quimicos derivados de
cascatas de sinalizacdo estabelecidas para controlar respostas adaptativas especificas
durante a exposicdo a estresses bidticos e abidticos (VAATHERA, SCHULZ e
HAMANN, 2019).

O papel das XTHs na regulacdo e promocéo do crescimento das plantas, em resposta
a fatores de estresse tdo difundidos quanto a seca, a salinizacdo e a hipotermia, ainda é
pouco compreendido (BEREZHNEVA, MIKHAYLOVA, KULUEYV, 2018). No entanto,
estudo dos genes PvXTH9 e PvXTHb em feijdo (Phaseolus vulgaris) (ZHANG et al.,
2016), PtoXTH27 e PtoXTH34 em Populus (Populus tomentosa) (JIANG et al., 2020),
OsXET9 em arroz (Oryza sativa L.) (DONG et al., 2013), tXET-B2 em tomate (Solanum
lycopersicum) (BEREZHNEVA, MIKHAYLOVA, KULUEV, 2018), apresentaram
modificacbes morfoldgicas bem como superexpressdo sob condigdes de estresse

osmotico, o que foi relacionado ao aumento na resisténcia.

Assim, esse projeto teve como objetivo compreender as possiveis alteracoes
anatdmicas e morfofisioldgicas promovidas pela superexpressdo do gene EucXET. Para
tanto avaliou- se quatro linhagens de plantas de fumo transformadas e superexpressando
EucXET submetidas ou ndo a estresse osmotico e salino. Hipotetizou-se que a
superexpressao de EUCXET confere resistencia a estresse abiotico por meio de alteractes

anatdmicas e fisioldgicas impostas nas plantas.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.Estresse abibtico

O estresse abiotico nas plantas refere-se a condi¢fes ambientais que sao desfavoraveis
ao crescimento ou produtividade das mesmas. Tradicionalmente, essas condic¢des incluem
estresse de temperatura (frio ou calor), bem como seca ou alagamento (estresse osmotico),
salinidade e desequilibrio de nutrientes no solo (VAN DAM, 2009; TENHAKEN, 2015;
NOVAKOVI'C, et al., 2018). As plantas desenvolveram mecanismos de adaptacdo e
defesa contra danos causados por condi¢gdes ambientais. Esses mecanismos sao regulados
por uma grande diversidade de compostos quimicos que atuam como: a) transdutores em
rotas de sinalizacdo, b) enzimas em reacdes bioquimicas e c) fatores de transcri¢do que
regulam a expressdo génica (MENDEZ E VALLEJO, 2019).

Em geral, um estimulo ambiental que inicia uma ou mais respostas vegetais é referido
como um sinal, e 0 componente quimico que responde bioquimicamente ao sinal €
designado como um receptor. Uma vez sentido seu sinal especifico, os receptores
precisam fazer a transducdo dele, para desencadear a resposta celular mediante
modificacdo da atividade proteinas ou empregando moléculas de sinalizacédo intracelular
denominados mensageiros secundarios; essas moléculas, entéo, alteram processos, como
a transcrigdo génica. Assim, as rotas de transducdo de sinal geralmente envolvem a
seguinte cadeia de eventos: Sinal — receptor — transdug¢io de sinal — resposta (TAIZ E
ZEIGER, 2017). Os hormonios vegetais, por exemplo, estdo envolvidos ndo apenas na
regulacdo do crescimento e desenvolvimento das plantas, mas também na transducao de
sinal para responder as condi¢des ambientais (SREENIVASULU et al., 2012; MENDEZ
E VALLEJO, 2019). Muitos dos eventos especificos e das etapas intermediarias
envolvidas na transducdo de sinal em vegetais tém sido identificados; esses

intermediérios constituem as rotas de transducdo de sinal.

Estresses abidticos, como seca, calor e frio (congelamento), afetam o potencial hidrico
da célula e, portanto, a pressao do turgor. Nas paredes primarias que sdo uma matriz do
tipo gel altamente hidratada (60 a 80% do peso Uumido é agua), isso influenciara a
organizacdo e a interacdo dos polimeros da parede e também a ligacdo fisica entre a
parede e a membrana plasmatica. Além disso, no caso de toxicidade de metais/ions, como

a de alta salinidade do solo, ions monovalentes como Na+ e K+ podem causar



deslocamento dos ions Ca2 + e rompimento da estrutura da matriz da pectina. Assim, as
alteracdes induzidas pelo estresse do sal nas propriedades mecanicas da parede levam a
uma mudanca de integridade que é percebida pelos sensores CWI (NOVACOVIK et al.,
2018).

O estresse por deficiéncia de agua desencadeia uma série de sinais idnicos, mecanicos
e osmaticos reconhecidos por varios receptores. Em geral, desidratacéo celular, alteracédo
da mitose, reducdo do metabolismo, volume celular e turgor séo observados, bem como
potencial hidrico negativo nos apoplastos e alta concentracdo idnica que pode ser
citotoxica (TAIZ E ZEIGER, 2017). Um dos principais processos afetados pelo estresse
hidrico € a fotossintese, diminui¢éo da producéo de biomassa, reducao da expanséo foliar,
ineficiéncia da funcédo dos cloroplastos, baixa difusdo de CO2, diminuicdo da fotossintese
liquida e condutancia estomético. Reducédo da area foliar do nimero total de folhas, da
transpiragéo, da concentracdo intercelular de CO2 e da eficiéncia de carboxilagcdo (XU et
al., 2008). O éacido abscisico (ABA) é considerado o principal sinal de resposta ao
estresse, esse mecanismo de resposta induzido pelo ABA permite que as plantas explorem
locais adjacentes para a agua. Outras de suas funcdes é estimular o fechamento de
estdbmatos para reduzir a perda de dgua através da transpiragdo. Os estdbmatos consistem
em duas células protetoras que detectam altos niveis de ABA, reduzindo assim seu
volume e turgidez, saindo de ions e anions de potassio (MENDEZ E VALLEJO, 2019).

2.2.Parede celular

Foram descritos muitos modelos de paredes celulares de plantas que tentam integrar
todos os detalhes de composicao e estrutura. Contudo, certamente ndo existe um modelo
universal que se aplique a todas as paredes celulares apesar de descobertos varios
principios comuns presentes nos maiores grupos de plantas (COSGROVE, 1997; WOLF
et al., 2012; TENHAKEN, 2015). A composicdo da PC é variada ndo apenas entre as
espécies vegetais, mas também entre os tipos tecido (HOUSTON et al., 2016).

Na maioria das plantas, a parede celular vegetal é composta por microfibrilas de
celulose embebidas em uma matriz de hemicelulose, pectinas e glicoproteinas estruturais,
bem como lignina em células dos elementos traqueais e fibras do xilema (KUSHWAH et
al., 2020). Noventa por cento dos componentes da parede celular sdo polissacarideos,

sendo a celulose o mais abundante das paredes primaria e secundaria; cuja estrutura



fibrosa permite a manutencdo da integridade estrutural. As pectinas estdo
predominantemente na parede primaria e tem papeis na expanséo, forga, porosidade,
adesdo e sinalizacdo intercelular. Outros polissacarideos ndo celulésicos abundantes
(hemicelulose) incluem xiloglucanos, xilanos, manano e calose que desempenham varios
papéis no suporte mecanico armazenamento de reservas e desenvolvimento (HOUSTON,
2016).

2.2.1. Plasticidade e Remodelamento

A parede celular é uma estrutura dindmica que fornece suporte mecanico durante o
crescimento, desenvolvimento e adaptacdo das plantas, através de rearranjos e
remodelamento de seus componentes. Assim, € importante 0 monitoramento de seu
estado, para garantir a integridade e funcionalidade. Esse monitoramento envolve a
percepcao de forcas fisicas na interfase da parede celular - membrana plasmatica. Essas
forcas sdo alteradas durante a divisdo celular e a morfogénese, bem como em resposta a
varios estresses abioticos e bidticos. (VAAHTERA, SCHULZ, HAMANN, 2019;
NOVAKOVIC et al., 2018).

Um elemento chave da plasticidade da parede celular parece envolver ao mecanismo
que controla sua integridade funcional, que inicia respostas compensatérias quando a
integridade da parede celular (CWI) e prejudicada (WOLF, 2017). A deteccao de estresse
mediada pela parede e a aclimatacdo da parede sdo ativadas por varios receptores e canais
que regulam o transporte e a troca de sinais moleculares locais e de longa distancia, como
elicitores, hormdnios, aclcares, proteinas e RNAs (HOUSTON et al., 2016). Os sensores
associados a parede celular tém fungdes que incluem a deteccdo de sinais mecanicos
gerados pela pressdo do turgor de dentro da célula ou das células vizinhas e sensores CWI
que detectam alteracdes nas propriedades mecanicas da parede e ativam a transducdo de
sinal (HAMANN, 2015; NOVAKOVIC et al., 2018).

Na maioria dos casos, dois mecanismos principais podem ser destacados: (i) um nivel
aumentado de endotransglucosilase / hidrolase de xiloglucano (XTH) e proteinas de
expansina, associados a um aumento no grau de ramificacdo de ramnogalacturonan | que
mantém a plasticidade da parede celular e (ii) um espessamento aumentado da parede
celular por reforco da parede secundéria com deposicdo de hemicelulose e lignina
(HYACINTHE, 2015). As endotransglicosilases / hidrolases de xiloglucano (XTHSs) sdo



uma classe de enzimas envolvidas na construcdo e remodelagao de reticulados celulose /
xiloglucano e desempenham um papel importante na regulacdo da extensibilidade da

parede celular.
2.2.2. Resposta ao estresse abidtico — osmético

A percepcao de diferentes sinais ambientais resulta na ativacdo de varios receptores e
canais que regulam o transporte e a troca de sinais locais e de longa distancia como
elicitores, hormonios, acucares, proteinas e RNAs. Os sensores associados a parede tém
funcBes que incluem a deteccdo de sinais mecanicos gerados pela pressdo do turgor de
dentro da célula ou de células vizinhas e sensores CWI (rota cell wall integrity) que
detectam alteracdes nas propriedades mecanicas da parede e ativam a transducdo sinal
(HOUSTON et al., 2016; LE GALL et al, 2015).

Durante o reconhecimento, 0s sinais primarios de estresse sdo processados por meio
de receptores de membrana celular. Por exemplo, para a deficiéncia de agua, o sinal
primario é a hiperosmolaridade; enquanto, para a alta salinidade, os sinais primarios sdo
a pressdo osmotica alterada e a toxicidade ibnica. Em relacéo a alta temperatura, quatro
sensores putativos foram propostos: um canal membrana de membrana que inicia um
influxo de Ca2 +, um sensor de histona no ndcleo e dois sensores de proteina no reticulo

endoplasmatico e no citosol (Mittler et al., 2012).

Vérias mudancas na composicdo da parede celular vegetal sob um espectro de
estresses abidticos foram estudadas. Entre os genes discutidos em detalhes estdo membros
da familia de genes CesA, que sdo conhecidos por sintetizar celulose, bem como membros
das familias de genes expansina e XTH (HOUSTON et al., 2016). Uma resposta comum
das plantas é a producdo de ROS e um aumento na atividade das peroxidases, XTH e
expansinas. O equilibrio entre a formacdo de ROS e as mudancgas transcricionais para
enzimas de remodelacédo da parede celular parece ser importante para o resultado, seja a
interrupcao do crescimento em cultivares sensiveis ao sal e a seca ou uma continuacéo do
crescimento (preferencialmente da raiz), embora com uma taxa reduzida (TENHAKEN,
2015).

O estresse abidtico pode resultar em danos a parede e mudancas nas propriedades

mecénicas que ativam ROS, deteccdo de CWI e sinalizagcdo hormonal. Homdlogos de



oxidase de explosdo respiratoria (RBOH) sdo ativados pelo influxo de célcio (Ca2 +)
levando a producéo de ROS na parede. A producdo de ROS combinada com a atividade
da peroxidase promove a sinaliza¢do para induzir ao endurecimento da parede. Se a
atividade da peroxidase ou H202 for limitada, a formacéao de radicais OH pode resultar
na clivagem das liga¢cdes do acucar nos polissacarideos e no afrouxamento da parede
(NOVAKOVIC, et al., 2018).

2.3.Genes xyloglucan endo-transglycosylase / hydrolase (xth)

Os genes XYLOGLUCAN ENDO-TRANSGLYCOSYLASE / HYDROLASE
(XTH) codificam proteinas que podem ter potencialmente duas atividades cataliticas
distintas, com efeitos radicalmente diferentes sobre o xiloglucano: atividade de
xiloglucano endo-transglicosilase (XET); resulta na clivagem ndo hidrolitica e ligagdo de
cadeias de xiloglucano, enquanto a atividade de endo-hidrolase (XEH) produz
encurtamento de cadeia irreversivel. (ROSE et al., 2002; EKLOF, BRUMER 2010). Para
compreender os efeitos fisioldgicos dos produtos individuais do gene XTH em diversos
processos, como germinacdo de sementes, organogénese, expansdo celular e
amadurecimento de frutos, é essencial compreender sua bioquimica. Em particular, é
necessario saber se um transcrito regulado codifica um XET estrito desprovido de
atividade hidrolitica cineticamente relevante, um XEH estrito sem capacidade de
reorganizar a rede de xiloglucano, exceto por degradacdo irreversivel ou uma enzima com
funcdo mista (EKLOF, BRUMER 2010).

Os XTHs foram amplamente relatados em muitas plantas, como Arabidopsis thaliana
(33 genes), Oryza sativa (29 genes), Populus tomentosa (33 genes), Solanum
lycopersicum (25 genes), Nicotiana tabacum (56 genes), Glycine max (61 genes),
Hordeum vulgare (24 genes) e Ananas comosus (24 genes). Os genes XTH sdo expresos
em diferentes tecidos e estagios de desenvolvimento (WU, et al., 2020). Estudos nesses
genes indicaram que estdo intimamente relacionados ao crescimento e desenvolvimento

da planta. Os genes XTH também estdo associados a resisténcia das plantas ao estresse.

Genes da familia XTH tém sido estudados sob diferentes tipos de estresse, para a

analise da superexpressdo e aumento da atividade da xiloglucan endotransglycosylase



(XET), bem como seu envolvimento no metabolismo celular. E o caso dos genes PvXTH9
e PvXTHb em feijdo (Phaseolus vulgaris), que foram superexpressos sob condicgdes de
déficit hidrico com maior atividade do XET na zona do meristema radicular (Zhang et al.,
2016). No cultivo de arroz (Oryza sativa L.), 0 gene OsXET9, apresentou aumento nos
niveis de expressdo em diferentes tecidos e fases de desenvolvimento, em baixa
temperatura e em condigdes de seca (Dong et al., 2013). Outros estudos realizados em
linhagens transgénicas revelaram que a superexpressao do gene tXET-B2 (Solanum
lycopersicum) induziu o crescimento radicular em meios de cultura com alto potencial
osmatico e aumentou significativamente o peso fresco e seco sob condi¢des de seca

(Berezhneva, Mikhaylova, Kuluev, 2018).

Nos ultimos anos, na biotecnologia vegetal, os sistemas de expressdo de genes
induziveis tornaram-se muito populares. Esses sistemas, juntamente com 0s promotores
constitutivos, sdo cada vez mais usados na geragdo de plantas transgénicas. A vantagem
desses sistemas de transcricdo é a possibilidade de ativacdo da expressdo do transgene a
qualquer momento durante a estacdo de crescimento, dependendo das tarefas do
experimento. Devido a isso, as manifestacdes fenotipicas da expressdo constitutiva e
induzivel de genes alvo em plantas transgénicas podem diferir substancialmente
(BEREZHNEVA, MIKHAYLOVA e KULUEV, 2018). Assim manifestacdo fenotipicas

da expressao constitutiva dos genes XTHSs, é variavel,
2.3.1. Enzimas Xiloglucan endotrasglicosilase/ hidrolase

O xiloglucano é hemicelulose mais abundante e onipresente das paredes celulares
primarias em todas as plantas terrestres. A interagdo com as microfibrilas de celulose é
uma das principais responsaveis pelo afrouxamento e plasticidade da célula durante o
desenvolvimento e adaptabilidade dos vegetais. Essa interacdo € modulada pelas enzimas
xiloglucan endotrasglicosilase/hidrolase (XET/XTH) e proteinas de expansina
(KUSHWAH et al., 2020, TENHAKEN, 2015). As endotransglucosilasas / hidrolasas de
xiloglucano (XET / XTH também denominadas XTH) se classificam como a familia 16
de glicésideo hidrolase (GH16) e tem um papel importante no alargamento dos 6rgaos e
regulacdo da extensibilidade da parede celular (SONG et. al., 2018). No entanto o papel
delas na regulacdo e promocdo do crescimento das plantas, em resposta a fatores de
estresse tdo difundidos quanto a seca, a salinizacdo e a hipotermia, ainda € pouco
compreendido (BEREZHNEVA, MIKHAYLOVA, KULUEV, 2018).



As enzimas xiloglucan endotrasglicosilase XET, clivam as cadeias de xiloglucano e
junta novamente a extremidade redutora a outra molécula de xiloglucano, resultando no
alongamento do polimero (ROSE et al., 2002; COSGROVE, 2005; WANG et al., 20018).
O mecanismo unico das enzimas XET permite que elas hidrolisem e religuem o
oligossacarideo xiloglucano a outras cadeias de xiloglucanoligossacarideo /
polissacarideo. As moléculas de xiloglucano tém forte tendéncia de se ligar naturalmente
as cadeias de celulose por meio de ligagbes de hidrogénio e interaces hidrofdbicas in
Vivo e in vitro as moléculas de xiloglucano se ligam quase instantaneamente a celulose.
A interagdo do xiloglucano com a celulose desempenha um papel fundamental no
controle do crescimento das células vegetais, no amolecimento dos frutos, na resposta a
patdgenos e na diferenciacdo vascular. Diferentes isozimas das enzimas XTH sao

expressas em diferentes estagios de crescimento da planta / fruto (KAUR, 2019).

A analise da expressdo desses genes revelou que a maioria dos membros da familia
exibe padrGes de expressao distintos em termos de especificidade do tecido e que
respondem de maneira diferente aos sinais hormonais (EKLOF, BRUMER, 2010;
SHARPLES et. al., 2017). A presencia de xiloglucanos em todos os tipos de células e os
perfis de expressdo especificos de tipos de células dos genes XTH, indicam que 0s XTHs
estdo envolvidos em uma ampla gama de processos fisiologicos. Em Arabidopsis XTH
(AtXTH), cada gene parece desempenhar um papel particular na modulacdo da
arquitetura de paredes de maneira especifica temporal e espacialmente (YOKOYAMA et
al., 2004; SONG et al., 2018). A capacidade da XTH’s de recrutar novas cadeias
poliméricas ou de xiloglucano para a parede celular existente provavelmente leva ao
fortalecimento da parede, enquanto a hidrdlise de ligacGes cruzadas pode levar ao
afrouxamento da parede. Portanto, XTH pode regular a plasticidade da parede celular e,
posteriormente, o tamanho celular e a arquitetura da planta (NISHITANI E TOMINAGA
1992; ROSE et al., 2002; JAN et al., 2004; BECNEL et al., 2006; ADAMS, 2018).

2.3.2. EucXET

No projeto “WoodGenes — Génese da Madeira em Eucalyptus: Genes, Funcdes,
Regulagdo e Expressdo Transgénica” derivado do Pojeto GENOLYPTUS, clones de
cDNA das bibliotecas de expresséo de xilemas de espécies contrastantes de Eucalyptus
foram analisados com objetivo de selecionar genes cuja expressdo afeta direta ou

indiretamente a formagdo da madeira. A analises comparativas dos transcriptomas de
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xilemas de E. grandis e E. globulus, identificaram uma sequéncia similar a XET
(EucXET) entre os genes diferencialmente expressos (SOUSA, 2013). O gene EucXET
apresento maior expressdo em Eucaliptus grandis. Essa sequéncia foi assim denominada
por apresentar homologia com o gene da xiloglucano endotransglicosilase/hidrolase 9
[XP 010035630.1]. Genes de EucXET de eucalipto foram transferidos individualmente,
sob a regulacdo do promotor constitutivo 35S (CAMV35S), para Nicotiana tabacum, no
ano 2009 no laboratério de cultura de tecidos da UESC (ASSIS, 2018).

Com base nas caracteristicas estruturais da proteina XTH, as XTH’s foram divididas
em trés grupos, denominados I/1l, 111 e Grupo Ancestral. A atividade glicosiltrasferase
pertence aos membros do Grupo | / 1l e os XTHs com atividade de hidrolase pertence
principalmente ao Grupo Il (MICHAILIDIS et al., 2009; BEHAR et al., 2018; SONG et
al., 2020). Analises bioinformaticas, registraram que o gene EUCXET pertenece ao grupo
I/11 com atividade glicosiltrasferase, localizado na membrana plasmética (ASSIS, 2018).

Plantas transformadas com o gene EucXET de E. grandis foram avaliadas, e
apresentaram superexpresséo do XET na atividade das enzimas peroxidase do ascorbato
(APX) e peroxidase do guaiacol (GPX), bem como acumulo da proteina exdgena,
sugerindo ao gene EUCXET como provavel alvo de resisténcia ao estresse e qualidade da
madeira. Em conjunto, esses resultados sugerem que o gene EUCXET pode estar
potencialmente relacionado a mecanismos de ativagdo em resposta a diferentes tipos de
estresse entre eles o déficit hidrico (ASSIS, 2018).

Assim, esse projeto teve como objetivo compreender as possiveis alteracdes
anatémicas e morfofisioldgicas promovidas pela superexpressdo do gene EucXET. Para
tanto avaliou quatro linhagens de plantas de fumo transformadas e superexpressando
EucXET submetidas ou ndo a estresse osmotico e salino. Hipotetizou-se que a
superexpressao de EUXET confere resistencia a estresse abiotico por meio de alteracdes

anatémicas e fisioldgicas impostas nas plantas.
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3. HIPOTESE

A superexpressdo de EucXET promove mudancas anatomorfolégicas e confere
resisténcia ao estresse abiotico em plantas transformadas de Nicotiana tabacum.

4. OBJETIVO
4.1. Objetivo Geral.

Compreender as possiveis mudancas anatomorfoldgicas, fisiologicas e moleculares
promovidas pela superexpressdo do gene EucXET em plantas modelo de Nicotiana

tabacum.

4.2. Objetivos especificos

e Auvaliar a capacidade do gene EucXET em conferir tolerancia a estresse por

indutores osméticos em linhagens transgénicas de tabaco em condigdes in vitro;
e Avaliar os efeitos da expressdo de EucXET sobre alteracfes anatdmicas e
fisioldgicas em plantas transgénicas de tabaco, sob condi¢bes controle na auséncia

de indutor de estresse;

o ldentificar diferencas no perfil proteico de plantas transformadas e néo-

transformadas.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Material vegetal

Plantas de tabaco da variedade Havana foram transformadas por Sousa (2009) com o
gene EucXET dirigido sob a expressdo do promotor CAMV35S, via Agrobacterium
tumefaciens seguindo protocolo estabelecido por Brasileiro e Carneiro (1998) (ASSIS,
2018). Cada uma das variantes de integracdo do transgene encontradas em plantas
regeneradas no experimento de transformagéo foram nomeadas como L1, L2, L3 e L4, e

as plantas controle ndo transformadas foram nomeadas como NT.

Os regenerantes trasgénicos primarios TO, refere-se a plantas transgénicas
recuperadas dos explantes submetidos ao processo de transgénese (HOMRICH, 2008).
Nesse sentido, sementes “T2” obtidas por autopolinizacdo de plantas TO e T1, foram
utilizadas para a realizacdo dos experiemtos do presente trabalho. Sementes de quatro
linhagens: L1, L2, L3 e L4, bem como NT, de Nicotiana tabacum. Fornecidas pelo
laboratério de cultura de tecidos vegetais (LCT) do Centro de Biotecnologia e Genética
(CBG) da Universidade Estadual de Santa Cruz (UESC).

A parte experimental foi realizada com plantas mantidas na camara de crescimento
em condicdes ex vitro, na auséncia de indutores de estresse. Bem como em plantulas in

vitro na presencia de dois indutores de estresse osmdtico (NaCl ou Manitol).

5.2. Verificacdo do estado transgénico das plantas

Sementes das plantas T2 foram desinfestadas com hipoclorito de sodio e semeadas
em placas de Petri com meio de selecdo MS-0: Sais de MS (MURASHIGE & SKOOG,
1962) acrescido de sacarose (30g/L), vitaminas de Gamborg’s, agar (8g/L) e Kanamicina
(50mg/1). Apds 10 dias, as 5 plantulas mais vigorosas de cada linha transgénica e controle,
foram transferidas para frascos de micropropagacdo contendo 30mL de meio MS. O
material foi mantido em sala de crescimento (32 pmoles fotons/m?/s, 16h dia/8h noite; 25
+2°C). Depois de 30 dias, foi realizada a extracdo de DNA pelo método C-TAB
simplificado (Doyle e Doyle, 1987) a partir de 50mg de folhas isoladas de plantas Unicas

individuais, por cada linhagens transgénicas e controle. O DNA extraido foi submetido a
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reacdo em cadeia da polimerase (PCR), utilizando primer especifico para a deteccdo do
gene de selecdo codificante da proteina Neomicina Fosfotransferase (nptll) que confere
resisténcia a Kanamicina, visando sua amplificacdo. Para a amplificacdo empregou-se 0,5
uL de DNA (50-100 ng), 0,5 uL de dNTPs (2,5 mM), 0,5 uL de MgCl, (25 mM), 1,25
puL de tampao (10x), 0,5 uL. 10uM dos oligonucleotideos especificos e 0,1 pL de Taq
Polimerase (5U/ulL) em volume de reagdo de 12 pul. As reagBGes foram amplificadas em
termociclador (APPLIED BIOSYSTEMS), com uma desnaturacéo inicial de 95 °C por 4
min seguida de 35 ciclos de 94 °C por 1 min, 58 °C por 1 min, 72 °C por 1 min e 30
segundos e uma extenséo final de 72°C por 10 min. O resultado da reagéo foi avaliado
por eletroforese, em gel de agarose (1%) contendo gel red diluido a 1:1000 (1 pl de
GelRedTM para 1000 pl de agua miliQ) e fotografado sob luz ultravioleta.

5.3. Avaliagdes em auséncia de estresse

A regeneracdo de plantas T2, foi realizada a partir de plantas Unicas (com estado
trasgénico comprovado) e atraveés da técnica de micro propagacdo in vitro por micro
estaquia. Obteve-se 10 clones de cada linha transgénica e plantas ndo transformadas.
Apos 25 dias de desenvolvimento em condigdes in vitro, os clones foram transplantados
em vasos de 500mL contendo substrato (BASAPLANT) previamente autoclavado. O
material foi mantido na sala de crescimento (T° 25£2°C, e intensidade luminosa alternada
entre 16/8horas de fotoperioso luz/escuro) por 55 dias. Essas plantas foram utilizadas para
0s experimentos ex vitro de avalicdo na auséncia de indutores de estresse. Cada um dos
experimentos foi realizado com 4 repeticdes biologicas (4 clones), em plantas em estado
juvenil (30 dias) e estado adulto (55 dias).

5.3.1. Alterac6es anatomorfoldgicas

5.3.1.1. Area Foliar

Para a determinacdo da area foliar, apds de 55 dias de cultivo, fez-se o registro

fotografico das imagens de todas as folhas frescas (limbo foliar e peciolo) de plantas
individuais em quadruplicata. Utilizou-se camera fotografica CANON POWERSHOT
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SX400IS com resolugéo de 16.0MP. As imagens digitais foram processadas pelo software
ImageJ, versdo 1.50i.2016. O conjunto de dados foi analisado estatisticamente.

5.3.1.2. Tenacidade

Foi analisada a tenacidade em tecido foliar (3ra folha expandida), peciolar e caulinar
das plantas controle (ndo transformada) e linhagens transgénicas. As medicGes foram
realizadas em plantas ap6s 30 dias de cultivo (estado juvenil, vegetativo) e aos 55 dias
(estado adulto, floracdo). Foram realizadas 3 perfuragdes por tecido, para cada uma das
quatro réplicas. No caso do tecido caulinar essas perfuracdes foram feitas a 5cm do coleto.
Utilizou-se penetrometro digital (Penetrometer, modelo: GY-4), com cabeca de 3,55mm

de diametro. Os valores foram expressados em kgf/cm?, e analisados estatisticamente.

5.3.1.3. Analise morfo-histoldgica

Para a confec¢do das laminas histoldgicas semipermanentes utilizou-se a técnica de
corte a mao livre, de tecido caulinar (material fresco, plantas maduras de 55 dias)
conservado em etanol 70% (CORTEZ, SILVA, CHAVES, 2016). Foram feitos cortes
histoldgicos transversais da parte basal do caule (coleto), de plantas unicas das linhagens
transgénicas L2 e L3 e controle (Ndo transformada). As linhagens transgénicas foram
selecionadas por apresentarem maior diferenca fenotipica em relacdo as plantas controle.
As secgdes obtidas foram clarificadas em hipoclorito de sodio 50% durante 10 minutos
e, a seguir, submetidas a dupla coloracéo, com safranina e azul de astra por 5 minutos
para cada corante (GERLACH, 1984). Observou-se com objetiva 10X e 20X em
microscopio Otico (Camera Olympus - C7070) do Centro de Microscopia Eletrénica
(CME) da UESC.

5.3.2. Atividade enzimatica da Fenilalanina Aménia-liase (PAL) e Tyrosine
Amonia-liase (TAL)

A atividade enzimaética, foi estimada com base na diferenca de absorbancia resultante
da conversdo da L-fenilalanina em &cido trans-cindmico, como descrito por Hyodo et al.

(1978) mencionado por Souza (2017); e conversdo da L-Tirosina em acido p-cumarico

14



(WAJAHATULLAH et al., 2003). As leituras foram realizadas no espectrofotometro de
microplacas EspectramaxParadigm (Molecular Devices) em quadruplicatas. As analises
foram feitas com as mesmas plantas submetidas as analises anatomorfologicas e
fisioldgicas, plantas adultas de 55 dias de desenvolvimento mantidas condi¢des de sala

de crescimento na auséncia de estresse.

5.3.2.1. Obtencéo do extrato bruto

Para a avaliagdo da atividade enzimética, foram pesadas 100mg de um mix
representativo de todas as folhas das plantas, mantido a -80°C. A amostra foi macerada,
na presenca de nitrogénio liquido, até atingir textura de pé fino. Adicionou-se 800l de
tampdo borato de sodio (100mM, Ph7,0). Apds sonicacdo (8pulsos; 50N; 100F, 70%
amplitude) e centrifugagdo (14000rpm/15min/4C°), o sobrenadante foi coletado e
incubado por 1 hora a 40°C. Esse extrato foi denominado de extrato bruto.

5.3.2.2. Fenilalanina Amonia-liase (PAL)

A atividade de Fenilalanina Amonia-liase (PAL) foi determinada pelo
procedimento de Hodgins (1971), com modificagdes, mencionado por Mora (2016).
Adicionou-se 75ul de tampéo borato de s6dio 100 mM e 125ul de tampéo de reagdo
(borato de s6dio 100mM mais fenilalanina 12mM, pH 8,8) a 50ul de extrato bruto. O
branco usado foi a mistura de 125 pL dos dois tampdes sem adigdo do extrato bruto. A
leitura pontual foi realizada imediatamente, no escuro, no comprimento de onda de
290nm utilizando o espectrofotdmetro de microplacas. As leituras foram realizadas em
quadruplicata por linha transgénica e controle. Os dados foram analisados

estatisticamente.

5.3.2.3. Tyrosine Amonia-liase (TAL)

A atividade enzimatica TAL, determinou-se pelo procedimento descrito por
Wajahatullah et al., (2003) com modificacdes. As mensuracdes foram feitas em uma
mistura de reagdo com volume final de 250pl, contendo 50ul extrato bruto, 75ul tampao
borato de s6dio 100 mM e 125ul tampéo de reacdo (borato de sédio 100mM mais 5,5
pmol de Tirosina, pH 8,8). As leituras foram realizadas com base na diferenga de
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absorbancia resultante da conversdo da L-Tirosina para acido p-cumarico, leitura pontual
ao comprimento de onda de 315nm no espectrofotometro de microplacas. As leituras
foram realizadas em quadruplicata por linha transgénica e controle. Os dados foram

analisados estatisticamente.

5.3.3. Trocas Gasosas

Apos 55 dias de cultivo sob condigdes de sala de crescimento, sem indutor de estresse,
plantas trasgenicas das 4 linhagens (L1, L2, L3, L4) e plantas ndo transformadas (NT),
foram submetidas a avaliacao das trocas gasosas. As analises foram conduzidas em folhas
maduras do terceiro ou quarto no a partir do apice caulinar, utilizando-se um sistema
portétil de medigdo de fotossintese Li-6400 (Li-Cor, USA). As medi¢des foram realizadas
sempre das 08:30 as 12:00 h, sendo avaliadas a taxa fotossintética liquida (A), condutancia
estomatica (gs), transpiracdo (E), razéo entre as concentragdes internas e externas de CO>
(Ci/Ca), sob luz saturante artificial de 600 pmol fotons m s, temperatura foliar de 25°C,
umidade relativa proxima a 60% =+ 5 e a concentracdo atmosférica de CO; (Ca) de 390
mmol mol™. A eficiéncia instantanea (A/E) e intrinseca (A/gs) de uso da agua foram
calculadas a partir dos valores obtidos. As medicdes foram feitas em quatro plantas

(clones) para cada linhagem e plantas n&o trasformadas.

5.3.4. Analise Protedmica

5.3.4.1. Extracao de Proteina

A extracdo de proteina foi realizada seguindo o protocolo desenvolvido por Pirovani
et al. (2008). O material foi macerado com nitrogénio liquido e 0,07g de
polivinilpirrolidona (PVPP), até atingir a textura de po fino. Utilizou-se folhas de plantas
de linhagem L2 e plantas ndo transformadas, em condi¢des controle de sala de
crescimento, sem estresse. Foram feitas lavagens com acetona 100% e -mercaptoethanol
a0,07% (centrifugacdo: 14000rpm/4°C/8min), o sobrenadante foi descartado. Apos secar

o0 pellet em camara de fluxo laminar a temperatura ambiente por 1 hora, foram realizadas
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lavagens com acido tricloroacético (TCA) 10% em acetona e B-mercaptoethanol a 0,07%.
As amostras foram sonicadas (3 pulsos, 50n, 100ff, 70% de amplitude), e centrifugadas
(13400rpm/8min/4°C). Em seguida, os pellets foram lavados com &cido tricloroacético
(TCA) 10% em agua e p-mercaptoethanol a 0,07%, apdés com acetona 80%
(centrifugacéo: 13400rpm/4°C/8min), o sobrenadante foi descartado e o material secado
a temperatura ambiente por 1 hora. Os pellets secos foram ressupensos em 0,8ml de
tampéo de extracdo de dodecilsulfato de sédio (SDS) denso, (30% sacarose, 2% SDS, 0,1
M Tris-HCI, pH 8,0, 5% B-mercaptoethanol) e 0,8ml de Fenol (tamponado com Tris, pH
8,0), as amostras centrifugaram-se a 14000rpm/15min/4°C. A fase superior de cada
amostra foi coletada e incubada overnight a -20°C com 5 volumes de am6nio 0,1 M em
metanol. O pellet gerado por centrifugacdo foi lavado com aménio 0,1 M em metanol, e
acetona 80%. Em seguida os pellets foram secados a temperatura ambiente. Em cada
lavagem as amostras foram centrifugadas (13400rpm, 5min, 4°C) e o0s sobrenadantes
descartados. As proteinas foram ressuspensos em 800 pL de tampdo de reidratacdo (ureia
7mol.L?, tiourea 2mol.L, CHAPS 2 %, e azul de bromofenol 0,002%) e armazenados

em freezer a -20°C.

As proteinas foram quantificadas por utilizando o Kit 2-D Quant de acordo com

as instruc@es do fabricante (GE Healthcare).

5.3.4.2. Eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE 1D)

Com os valores obtidos referentes a concentracdo de proteinas foram preparadas
30 pg de proteina de cada amostra, acrescido com tampao de reidratacdo e tampédo de
amostra até atingir o volume 25ul. O material foi desnaturado (95°C, 5min), e cada
amostra foi depositada nos pogos do SDS-PAGE (Dodecil Sulfato de Sodio - Eletroforese
em Gel de Poliacrilamida). Utilizou-se o marcador Low Molecular 27 Weight Marker de
14-97 kDa (GE Healthcare). Apos da corrida, o gel foi colocado em tampdo de fixacao
(40% etanol, 10% Ac acético) durante 10 min e corado durante 1 dia em 0,08% de
Coomassie coloidal G-250 (NEUHOFF et al., 1988). O gel foi digitalizado usando
ImageScanner Il (Amersham, GE Healthcare).
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5.3.4.3. Eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida-SDS (SDS-
PAGE 2-D)

A separacdo em primeira dimensdo das proteinas foi realizada pelo seu ponto
isoelétrico, em um sistema Ettan IPGphor (GE Healthcare). Foram usados 350ug de
proteina solubilizadas em tampdo de reidratacdo, adicionou-se ditioo treitol (DTT),
anfolitos para pH 3-10 NL (DryStrip 13cm), acrescido com tampédo de reidratacdo até
atingir o volume de 125ul. As tiras de gel (DryStrip 13cm) foram colocadas em contato
com as amostras proteicas em suporte especifico para focalizagéo, e selado com 1ml de
6leo mineral (Dry Strip Cover Fluid). Os suportes foram transferidos para o equipamento
de focalizacdo em condi¢Oes de reidratacao de 12 horas, a 20°C; condi¢des de corrida de
500Vvh/1hr, 1000Vh/1,04hrs, 8000Vh/2,30hrs e 8000Vh/40min.

Antes da eletroforese de gel de poliacrilamida-SDS (PAGE), as tiras foram
incubadas durante 15 min em tampao de equilibrio (ureia 6 M, Tris-HCI 7,5 M, pH 8,8)
glicerol 30%, SDS 2%, e azul de bromofenol 0,002% com ditiotreitol (DTT) 1%, durante
mais 15 minutos em agitacdo suave com tampé&o de equilibrio com iodoacetamida 2,5%
e finalmente 15 min em tampdo de corrida (Tris 0,25M, Glicina 1,92M, e SDS 1%, pH
8.5). Apds da eletroforese os géis foram colocados em tampéo de fixacdo por 40 min e as
proteinas foram coradas por 7 dias em 0,08% de Coomassie coloidal G-250 (w / v)
(Neuhoff et al., 1988), e descorados durante 7 dias. Os géis foram digitalizados usando
ImageScanner Il (Amersham, GE Healthcare) e analisados utilizando ImageMaster 2D
Platinum (GE Healthcare). Os spots foram caracterizados por o ponto isoletrico e peso
molecular, o que permitiu fazer a marcacédo de cada spot individualmente. Analisou-se a
qguantidade e o nivel de expressdo nos géis da linhagem transgénica (L2) e ndo
transformada (NT), para a identificacdo de spots exclusivos e diferenciais. Para 0 match
entre tratamentos foram escolhidos os spots com folding igual ou maior a 1,5 e ANOVA

igual ou menor de 0,05.

18



5.3.5. Tratamento por indutores Osméticos.

As plantulas foram germinadas de acordo com o tem 5.2. Apo6s 10 dias, plantulas NT
e transgénicas de tamanhos semelhantes, foram selecionadas e transferidas para placas
petri contendo ao meio MSO0 suplementado com indutores de estresse NaCl ou Manitol.O
potencial osmético foi ajustado para -1Mpa, utilizando o sistema de potencial hidrico
PSYPRO (Wescor Inc., modelo P3-526). Plantulas também foram transferidas para o
meio MSO0, sem adi¢cdo de indutor de estresse, como tratamento controle. O potencial
osmatico do meio controle foi de -0,5MPa. As plantulas permaneceram 30 dias em sala
de crescimento (16h dia/8h noite; 25 +2°C) sob as condi¢des descritas ancima. Apds desse
periodo, avaliaram-se o comprimento da raiz, peso de biomassa seca das plantulas e
conteddo de clorofila. A mensuracdo de comprimento da raiz primaria, foi realizada com

auxilio de régua graduada em milimetros (mm).

Para a determinacdo da biomassa seca, as plantulas foram transferidas para sacos de
papel e mantidas em estufa a 60C° por 72 horas até atingir um peso constante (SOUSA,
2013).

Para a quantificacdo do contetdo de clorofila, adicionou-se 2ml de acetona 80% a
100mg de tecido vegetal previamente macerado na presenca de nitrogénio liquido. Os
extratos obtidos foram cobertos com papel aluminio e armazenados a -20°C, por 24hr.
Ap0s esse periodo centrifugou-se (15min, 10000rpm, 4°C) e coletou-se o sobrenadante.
A quantificacdo dos teores de clorofila a e b foram procedidos no espectrofotrdmetro de
microplacas Espectramax Paradigm (Molecular Devices), utilizando as absorbancias no
comprimento de onda de 470nm, 645nm e 662nm. Os resultados obtidos foram expressos

em pg/ml? através das equagBes dadas por Wellburn (1994).

5.4. Delineamento experimental e Analise Estatistica

Os experimentos em condicdes de sala de crescimento ex vitro, sem indutores de
estresse, foram conduzidos com um delineamento inteiramente casualizado, com 4
repeticdes biologicas (clones), analisadas com ANOVA e comparagdo de medias pelo

teste de Tukey 5%-1%. Avaliou-se alteracdes anatomicas (tenacidade, area foliar) e
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fisioldgicas (atividade enzimatica, trocas gasosas) em plantas transgénicas e plantas nao

transformadas.

As avaliagBes in vitro com tratamento por indutores de estresse osmotico, foram
conduzidas com delineamento inteiramente com dois fatores: linhas transgénicas (L1, L2,
L3, L4 e NT) e meios de estrese (MS+NaCl, MS+Manitol e MS). Avaliou-se 0 peso seco
de biomassa, comprimento de raiz e conteudo de clorofila de plantulas de quatro
linhagens transgénicas e plantulas ndo transformadas, como resposta a meios de estrese e
controle. Foram utilizadas como repeticGes bioldgicas 3 placas de petri (unidade
experimentai) por linha, por tratamento. Cada uma das unidades experimentais composta
de 9 plantulas. Fez-se analise de variancia fatorial (ANOVA), e analise de efeitos dos

fatores individuais pelo teste de Tukey 1%.

Todos os dados gerados foram analisados com os softwares estatisticas RStudio e
SPSS-IBM.
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6. RESULTADOS

6.1.Confirmacao molecular da integracdo do gene EUCXET no genoma das

plantas

A andlise, em gel de agarose, dos produtos do PCR revelou que todas as plantas
representativas de linhagens transgénicas testadas (L1, L2, L3 e L4) apresentaram
fragmentos de DNA amplificados de aproximadamente 750pb (Fig. 1.). Esse e o tamanho
esperado para amplificacbes utilizando primers especificos para o gene de selecéo
Neomicina Fosfotransferase (nptll), gene de selecdo presente no cassete do vetor de
transformacéo utilizado para a transformacdo. Foi observado também que ndo ocorreu
amplificacdo na amostra NT (ndo transformado, controle) e no controle negativo do
ensaio (auséncia de DNA molde). Foi importante conduzir essa andlise, pois, 0s
experimentos foram conduzidos com plantas T2, ou seja, originadas da germinagéo das
sementes das linhagens transgénicas obtidas em trabalho preliminar realizado por ASSIS
no ano 2018.

750pb

Fig. 1. Gel de agarose mostrando confirmagéo do estado transgénico de
plantas T2. Fragmentos amplificados através de PCR, para primers especificos nptll
(Neomicina Fosfotransferase). Onde (M) é o marcador (Gene Ruler de 1kb Plus DNA
Ladder, ThermoFisher Scientific), (CN) Controle negativo — reacdo sem DNA molde,
(CP) Controle positivo — reacédo utilizando DNA plasmidial, (NT) DNA molde de planta

ndo transformada e (L1, L2, L3, L4) linhagens transgénicas.
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6.2.AlteracBes anatomorfologicas na auséncia de estresse
6.2.1. Area Foliar

As medidas da &rea foliar, das plantas transgénicas e controle, foram realizadas
apos 55 dias de cultivo sob condig¢bes controladas e sem inducdo de estresse. Nesse
momento, as plantas estavam na fase de floracdo. Observamos que duas linhagens
transgénicas, L2 e L3, apresentaram aumento significativo no tamanho da area foliar, em
comparagao com as plantas controle. Sendo que a area foliar da linhagem L3 foi ainda
maior do que a observada em L2. Contudo, as plantas das linhagens L1 e L4 ndo
apresentaram diferencas na area foliar quando comparadas com as plantas ndo
transformadas. Linhas transgénicas L2 e L3 com diferenca estatistica, incremento de 47%

e 70% respectivamente em relagdo com as plantas NT (Fig. 2).
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Fig. 2. Area foliar de Nicotiana tabacum expressando EucXET. Plantas néo
transformadas (NT) e transformadas com o gene EucXET (L1, L2, L3, L4). Colunas
seguidas de mesma letra, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0,01). Dados

representativo de 4 plantas por tratamento, aos 55 dias de cultivo.
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Apesar de ndo ter sido medida a area foliar das plantas aos 30 dias de cultivo, as
mesmas ja apresentavam diferencas visiveis. A fig. 3, mostra 3 clones de cada linhagem,
onde pode-se ver as diferencas no tamanho das folhas das linhagens L2 e L3 em
comparagdo com a outras linhas e plantas nao transformadas. No entanto, desde o inicio
do desenvolvimento até a fase de floracdo, ndo foi possivel observar diferenca na altura
das plantas (dados ndo mostrados).

NT L1 L2 L3 L4

Fig. 3. Nicotiana tabacum transformadas com o gene EucXET e plantas ndo
transformadas. Fotos ilustrativas de 3 clones de cada linhagen (L1, L2, L3, L4) e plantas

NT apos 30 dias de cultivo em condicGes controladas.

6.2.2. Tenacidade dos tecidos

Além das diferengas observadas em relagdo a area foliar, avaliou-se também a
tenacidade dos tecidos, utilizando como pardmetro a resisténcia a perfuragdo via
penetrémetro. As avaliacdes foram realizadas em plantas jovens (30 dias) e em floracdo
(55 dias). Os tecidos analisados foram peciolo, limbo foliar e caule. Verificou-se que
existe diferenca significativa na resisténcia a perfuracdo sendo geralmente os tecidos das
plantas transgénicas, exceto pela L1, mais resistentes a perfuracdo do que os das plantas
controle. As plantas da L1 ndo apresentaram diferenca em comparacdo com as plantas
controle (NT) (Fig. 4 A, B).
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Dentre as plantas transgénicas, as linhagens L2 e L3 foram as que apresentaram
maior resisténcia a perfuracdo, em todos os tecidos testados, comparado as plantas NT e
linhagens L1 e L4 (Fig. 4 A). Essa diferenca foi mais evidente no caule, onde as linhagens
L2, L3 e L4 acrescentaram 76,01%, 145,59% e 47,64% respectivamente, ao valor médio
das plantas NT. No entanto, a linhagem L1 ndo apresentou diferenga significativa,
incrementando apenas 7,48% a mais do que as plantas ndo transformadas. O mesmo

padrdo de resposta na tenacidade foi observado ao se avaliar os tecidos foliares e peciolos.

Na fase de floracdo (plantas adultas) (Fig. 4 B), as linhagens transgénicas L2, L3
e L4 continuaram sendo as que apresentaram os valores médios de tenacidade mais
elevados, principalmente no caule e nas linhagens L2 e L3. Nessas, observa-se o
incremento de duas a trés vezes no valor médio de tenacidade observado nas plantas ndo
transformadas. Os resultados demonstraram também que nas linhagens L2, L3 e L4
quanto maior foi o tempo de cultivo maior foi a tenacidade nos tecidos, principalmente
no caule. Contudo, o mesmo ndo foi observado para as plantas NT e linhagem L1 visto
que essas ndo apresentaram incremento significativo entre as avaliacdes conduzidas com
as plantas jovens (30 dias) e adultas (55 dias) (Fig. 4A e B).
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Fig. 4. Tenacidade de tecidos vegetais (folha, peciolo e caule) em plantas de
tabaco em duas fases de crescimento. Plantas ndo transformadas (NT); Plantas
transformadas com o gene EUCXET (L1, L2, L3, L4). Resisténcia a perfuracdo de tecidos
vegetais, em plantas jovens de 30 dias de desenvolvimento, fase vegetativa (A), e plantas
adultas de 55 dias de desenvolvimento, fase floracdo (B). Meias representativos de 4
plantas. Colunas seguidas da mesma letra, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey
(p<0,01).

6.2.3. Analise anatdbmica

Amostras de caule, das plantas NT (controle) e das linhagens que se mostraram
mais resistentes no teste do penetrémetro (L2 e L3) foram analisadas anatomicamente via
microscopia Otica. As amostras foram isoladas das plantas aos 55 dias de cultivo

(floracdo). As laminas, coradas com dupla coloragdo (safranina e azul de astra),
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evidenciaram que as linhagens transgénicas apresentaram uma por¢do lignificada no
xilema (observar coloragéo vermelha) mais compacta do que a observada nos cortes das
plantas NT (controle). Sendo os valores de 1205,663 um em NT, 442,88 um em L2 e
364,86 um em L3 (Fig. 5). Alem disso, a porcdo de celulose no xilema (observar
coloragdo azul) foi notavelmente maior nas linhas transgénicas (Fig. 5). Ao se utilizar a
coloragéo apenas com safranina, que cora lignina, observou-se que apesar da menor
espessura do tecido xilematico nas plantas transgénicas, 0 mesmo apresentou maior
intensidade na coloracdo vermelha. Esse resultado sugere maior deposicao de lignina na

parede das células do tecido xilematico (Fig. 6. A, B).

NT L2 L3

Fig. 5. Micrografias, corte transversal da porc¢édo basal do caule de linhas
transgénicas transformadas como gene EUcXET (L2 e L3) e planta néo
transformada (NT), cultivadas por 55 dias em sala de crescimento. Cortes
histolégicos com dupla coloracdo evidenciando a presenca de lignina (cor vermelho -
safranina); e celulose (azul - azul de astra). X, seccao lignificada do tecido xilematico:
1205,663 pum NT, 442,88 um L2 e 364,86 um L3. Ampliagdo 500 pm, objetiva 10X.
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Fig. 6. Micrografias corte transversal da porcdo basal do caule de linhas

transgénicas transformadas como gene EuUcXET (L2 e L3) e planta néo
transformada (NT), cultivadas por 55 dias em sala de crescimento. Cortes
histoldgicos corados com safranina, por¢do do xilema com deposicéo de lignina no tecido
caulinar, objetiva 10X, ampliacdo 500 um (A). Coloracdo vermelha com diferentes

intensidades na parede das células, objetiva 20X, ampliacdo 200 um (B).

6.3.Atividade Enzimatica Fenilalanina Amonia-liase (PAL) e Tirosina
Amonia-liase (TAL)

Com base nesses resultados, a atividade de duas enzimas sabidamente envolvidas na
sintese de lignina, foram dosadas em amostras de plantas NT (controle) e nas linhagens
L1, L2, L3 e L4. As enzimas testadas foram PAL e TAL. As analises foram realizadas
com amostras extraidas das folhas das plantas aos 55 dias de cultivo (floragdo). A
atividade enzimética da PAL apresentou diferenca altamente significantes, ao nivel de
1%, entre as linhagens transgénicas (L2, L3 e L4) e as plantas controle. Observou-se que
a atividade e maior nas linhagens L2, L3 e L4 em comparacdo com as plantas NT.
Contudo, ndo houve diferenca quando se comparou a linhagem L1 com as plantas nédo
transformadas (Fig. 7).
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A atividade enzimatica TAL apresentou comportamento similar ao identificado para
PAL. Observou-se aumento na atividade de TAL nas linhagens transgénicas L2 e L3.
Contudo a linha L4 ndo apresentou diferenca de L1, que por sua vez nao apresentou
diferenca em relacdo com a atividade enzimatica de plantas ndo transformadas (NT). Os
valores mais baixos de atividade enzimética TAL (Fig. 8), foram apresentados pelas
plantas ndo transformadas em comparagdo com as plantas transformadas com o gene
EucXET.
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Fig. 7. Atividade da fenilalanina amonialiase (PAL) em plantas de tabaco ndo
transformadas (NT) e plantas transformadas com o gene EucXET (L1, L2, L3, L4).
Condicgbes controle sem indutores de estresse, colunas seguidas da mesma letra, ndo

diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0,01).
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Fig. 8. Atividade da Tirosina Amonialiase (TAL) em plantas de tabaco ndo
transformadas (NT) e plantas transformadas com o gene EucXET (L1, L2, L3, L4).
Condicgbes controle sem indutores de estresse, colunas seguidas da mesma letra, ndo

diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0,01).

6.4.Ateracdes fisioldgicas na auséncia de estresse: Trocas gasosas foliares

Visando avaliar se a transformacdo com o gene EUCXET induz mudancgas na fisiologia
vegetal, em plantas transformadas (L1, L2, L3 e L4) comparadas com o controle (NT).
Foram analisadas a taxa fotossintética liquida (A), condutancia estomatica (B), taxa
transpiratoria (C) e razdo entre concentracdes de CO2 intra/extracelular (D), utilizando o
IRGA (infrared gas analyzer). As plantas submetidas ao experimento foram as mesmas
utilizadas nas analises enzimaticas, anatdbmicas e de resisténcia a perfuracdo, ou seja, as

mantidas 55 dias sob condig¢des controladas e auséncia de estresse.

A andlise revelou que as linhagens L2, L3, L4 apresentaram diferencas quando
comparadas as plantas ndo transformadas (Fig. 9). A taxa fotossintética liquida (A) das
plantas L2 apresentaram aumento de 37%quando comparadas as plantas NT (Fig. 9A).
Tais resultados sdo associados a aspectos difusivos uma vez que houve incrementos para
a condutancia estomatica (gs) de 136% para L2 (Fig. 9B). A maior gs em L2 refletiu em

maior transpiracdo, porém sem efeitos substanciais na razdo Ci/Ca (Fig. 9C e D). Apesar
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dos impactos positivos nas trocas gasosas foliares para a linhagem 2, a transformacéo
afetou negativamente L1, sem diferenca para L3 e L4 em relagéo ao controle (Fig. 9). A
linhagem 1 apresentou os menores resultados, em todas as analises conduzidas, quando
comparado as demais linhagens e as plantas NT, contudo néo foi verificada diferenca

significativa para a razéo Ci/Ca.
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Fig. 9. Trocas gasosas foliares de plantas nao transformadas (NT) e palntas
transformadas com o gene EucXET (L1, L2, L3, L4). Taxa fotossintética liquida (A),
condutancia estomatica (B), taxa transpiratéria (C), Razdo entre concentracdes de CO2
intra/extracelular (Ci /Ca) (D). Colunas seguidas da mesma letra, ndo diferem entre si,
nivel de significacial % pelo teste de Tukey (p<0,01).

A apesar de ndo ter encontrado diferencas estatisticas significativas, observou-se
que a alteracdo na fotossintese, diretamente relacionada com a eficiéncia instantanea de

carboxilacdo (A/Ci), foi maior nas plantas L2 e L3 quando comparada com as outras
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linhagens e NT (Fig. 10A). As plantas L1 apresentaram reducdo em A/Ci apesar de ndo

haver diferenca significativa para a razdo Ci/Ca o que indica uma possivel limitacdo

bioquimica associada a limitagdo estomatica (Fig. 9D e 10A). Para as eficiéncias

instantanea (A/E) e intrinseca (A/gs) no uso da agua a reducdo significativa em L2 (Fig.

10B-C), esta diretamente relacionada com os maiores valores de gs (Fig. 9B). No entanto,

as diferencas ndo foram significativas.
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L4

Fig. 10. Eficiéncia de carboxilagéo (A/Ci) (A); Eficiéncia intrinseca (Ags) (B)

e instantanea do uso da agua (C). Experimento conduzido em triplicata. Colunas

seguidas das mesmas letras ndo tem diferenca ao nivel de significancia de 1% pelo teste

de Tukey (p<0,01).

31



6.5.Analise protedmica

6.5.1. Perfil Proteico SDS-PAGE, eficiéncia da extracdo de

proteinas.

O extrato proteico total foi extraido de folhas e caule das plantas NT e de todas as
linhagens transgénicas. O método utilizado para extracao proteica foi o estabelecido por
Pirovani e colaboradores (2008). Essa metodologia mostrou-se eficiente para a extracédo
de proteinas de folha, mas ndo de caule (Fig. 11). A anélise do perfil proteico das amostras
demonstrou bandas definidas em todas as amostras provenientes de tecido foliar (NT, L1,
L2, L3 e L4) e distribuidas entre 14 e 97 KDa. Todas as amostras apresentaram um maior
numero de bandas proteicas na faixa entre 30kDa e 45KDa. Contudo, as linhagens
transgénicas, em especial a L2, apresentaram bandas mais intensas préximo a 30 KDa.
As extragOes proteicas a partir de tecido caulinar (L2c, L3c) teve um rendimento
insuficiente para as analises protedmicas. Cabe ressaltar que o peso molecular do EucXET
é de 33,9kDa.

M NT L1 L2 L3 L4 L2c L3c
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Fig. 11. SDS-PAGE, qualidade da proteina de Plantas de Tabaco. M —
Marcador de peso molecular (14-97KDa) GE Healthcar; NT- extrato proteico foliar de
plantas ndo transformadas; L1, L2, L3, L4 - extrato proteico foliar de 4 linhagens
transgénicas; L2c, L3c - extrato proteico caulinar de plantas da linha trasgénica 2 e linha

trasgenica 3. Extracdo de proteina foliar pelo método fendlico (PIROVANI et al., 2008).
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6.5.2. Perfil Proteico SDS-2D, proteinas diferencialmente

expressas

Nas andlises anatdmicas, histoldgicas, de atividade enzimatica e trocas gasosas
observou-se diferencas significativas entre as linhagens transgénicas e as plantas néo
transformadas. De todas as linhagens testadas, a L2 foi a com maior diferenca nos
parametros mensurados, comparativamente com as plantas controle. Por este motivo, esta
linhagem foi selecionada para ter o perfil proteico bidimensional revelado e comparado
com o das plantas controle (NT). Foram submetidas a separacdo bidimensional 350 pug de
proteina, representativas da L2 e NT. Verificou-se, na analises comparativa entre 0s géis,
a presenca de spots de boa qualidade, bem focalizados, bem como diferenca na
intensidade e nimero de spots visualizados (Fig. 12). A menor quantidade de spots foi
identificada no gel das plantas NT (130 spots detectados). Em contrapartida foram
observados 162 spots na linhagem L2, 20% mais spots que o controle. A intensidade
diferencial e maior quantidade de spots foi evidente no pH de 4 a 5, faixa acida e na faixa
de peso molecular de 45 a 30kDa.

NT L2

PH 10.0 PH 10.0
MW 3.0 MW 3.0

- I o
1‘ . d‘;.. . <"v 3 “ “ “ =
-~ i . 2

Fig.12. Perfil protéico bidimensional de folhas de folhas Nicotiana tabacum.

Amostras focalizadas em strips de 13cm e PH de 3.0 a 10.0 NL. Separadas em segunda
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PORCENTAGEM (%)

dimens@o em gel de poliacrilamida 12,5%. NT - Planta nédo transformada e L2 — linha
transgénica, planta transformada com o gene EucXET; MW - valor massa molecular em
kDa. As setas azuis sinalizam a faixa onde foi observado a maior quantidade de spots; as
setas vermelhas sinalizam as diferencas mais contrastantes entre a linhagem L2 e plantas

ndo transformadas NT.

Verificou-se que as distribuicGes dos spots de acordo com o gradiente de pH,
apresentou diferencas entre a linha L2 e controle NT (Fig. 13A). A maior parte dos spots
foi observado entre os valores e 4-5 e 9-10, com énfase para a linha transgénica com
percentagem de 12% a mais na faixa de 4-5 e 42% na faixa de 9-10. O padrdo de
frequéncia dos spots em todas as faixas, foi superior para a linha transgénica. Na
distribuicdo dos spots de acordo com a massa molecular (MW), obsevou-se que a maioria
dos spots detectados foi visualizada na faixa de 30 a 60 kDa, tanto para L2 quanto para o
controle NT, com destaque para a linha transgénica com 32% a mais do que o controle
(Fig. 13B).

15 A 90 B
BNT ENT [
12 )
30 r 60 R
15 30
0 j I I I 0 [ ] ﬂ

34 45 56 6-7 78 89 9-10 %30 30-60 <60

GRADIENTE DE pH MASA MOLECULAR (MW)

Fig. 13. Frequéncia de distribuicéo de spots de acordo com o gradiente de pH
(A). Distribuicéo de spots de acordo com a massa molecular (MW) (B). Amostras de
proteina obtidas a patir de folhas de plantas transformadas com o gene EucXET linhagem

L2 e plantas controle, ndo transformadas NT.
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A partir do perfil proteico e diagrama de Venn (Fig. 14) foi possivel obter uma
comparacéo, detectando-se 107 spots exclusivos para a linha transgénica L2 e 75 spots
exclusivos para a plantas ndo transformada NT. Nesta comparacao 55 spots foram comuns

e 35 diferencialmente acumulados entre plantas transformadas e nao transformadas.

COMUNS

DIFERENCIAIS
35

Fig. 14. Diagrama de Venn, mostrando a distribui¢io dos spots de amostras
foliares, detectados nos géis bidimensionais. Spots exclusivos, comuns e
diferencialmente expressos para a linhagem transgénica L2 e plantas ndo transformadas
NT.

6.6.Plantulas de tabaco expressando EucXET apresentan tolerancia ao

estresse salino

Observou-se diferenca no tamanho das folhas e coloragéo das plantulas de linhagens
transformadas, principalmente evidentes para MSO e NaCl, diretamente relacionado com
os resultados obtidos no contetdo de biomassa e contetdo de clorofila. De fato, as
plantulas mantidas em placas de Petri, submetidas ou ndo a estresse, apresentaram
diferencas na coloracao e no tamanho, a depender dos diferentes meios de cultura (Fig.
15). Evidenciou-se que o meio acrescido com manitol impacta o crescimento e também

induz a clorose acentuada das plantulas, transgénicas e controle. Contudo, as linhagens
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transgénicas, especialmente a L2 e L3, conseguiram sustentar o crescimento e uma
colora¢do menos clorética na presenga do NaCl. Nesse meio, observa-se ainda que as
plantulas L1 e L4 possuem comportamento parecido entre si e sdéo menos impactadas do
que as plantulas controle.

MSO NacCl Manitol

Fig. 15. Tolerancia de planta expressando EucXET e controle a estresse
osmotico. Plantulas ndo transformadas (NT) e transformadas com o gene EucXET (L1,
L2, L3, L4) sob condigdes controle (MSO0) e de estresse osmotico (-1MPa), induzido por

NaCl e Manitol. Fotos ilustrativas das plantulas apos 30 dias nos meios de cultura.

6.6.1. Biomassa Seca

Na analise do peso de biomassa seca de plantulas de tabaco (Fig. 16) crescidas na
presenca de indutores de estresse, observou-se que as linhagens transgénicas e as plantas
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ndo transformadas apresentaram pesos diferentes a depender do tratamento. No meio
controle (MSO0) verificou-se que as linhagens transgénicas apresentaram peso maior do
que as plantas NT. Foi identificado que as linhagens L2 e L3 foram as que apresentaram
0s maiores valores de biomassa seca, seguida das linhagens L1 e L4 e por fim as plantas
NT (Fig. 15). Cabe ressaltar que este padrdo de desenvolvimento foi semelhante as plantas
avaliadas mantidas ex vitro (Fig. 3).

Ao analisarmos o impacto dos indutores de estresse (NaCl e Manitol) no crescimento
das plantulas, observamos que plantulas das linhagens L2 e L3 foram as que apresentaram
maior peso quando crescidas em NaCl. N&do observamos diferencas significativas nos
pesos de biomassa das plantulas L1 e L4. No entanto as linhagens transgénicas
apresentaram peso maior em comparagdo com as plantulas ndo transformadas. As
plantulas L2 e L3 também foram as que apresentaram o maior peso seco quando crescidas
na presenga de manitol. As linhagens L1 e L4 apresentaram o peso significativamente

menor do que a L2, mas maior do que a NT.
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Fig. 16. Peso seco de biomassa de plantulas de Nicotiana tabacum
transformadas com o gene EucXET (L1, L2, L3, L4) e plantulas ndo transformadas
(NT), sob estresse osmotico. CondicGes controle (MS0) e de estresse osmotico (-1MPa),
induzido por NaCl e Manitol; valor médio de peso seco de biomassa. Colunas seguidas
da mesma letra, ndo diferem entre si ao nivel de significancia de 1% pelo teste de Tukey
(p<0,01).
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6.6.2. Conteudo de Clorofila

As plantulas submetidas ao estresse tiveram também os teores de clorofilas “a” e “b”
quantificados, como maneira indireta de mensurar a sensibilidade das mesmas aos agentes
estressores (Fig. 17). Observou-se que, quando mantidas em meio MSO0, todas as plantulas
apresentam quantidade similar de clorofila “a” sendo essa elevada, comparativamente
com a observada nos demais tratamentos. O crescimento das plantulas na presenca de
NaCl afetou negativamente o teor de clorofila “a” em todas as plantulas, o controle (NT)
e as transgénicas. A linhagem L2 foi a que apresentou menor diminui¢cdo no teor de
clorofila “a” em resposta ao tratamento com NaCl. As NT e as linhagens L1, L3 e L4
foram mais impactadas pelo NaCl apresentando quantidades similares de clorofila “a”
(Fig. 17A). Observou-se também que 0 manitol impactou drasticamente e de maneira
similar o teor de clorofila “a” de todas as plantulas testadas (NT e transgénicas). Cabe
ressaltar que o impacto do manitol na quantidade de clorofila “a” foi maior do que o
observado no tratamento com NaCl, apesar de ambos os meios de cultura apresentarem o

mesmo potencial osmaético (-1Mpa).

O comportamento do contetido de clorofila “b” foi diferente do observado para
clorofila “a”. Foi visto que todas as plantulas transgénicas mantidas em meio MSO
(auséncia de estresse) apresentam teor de clorofila “b” maior do que o presente nas plantas
controle (NT). Sendo a linhagem L2 a com maior teor (até 40% acima das demais
linhagens e o dobro das plantas nao transformadas), seguida das L3 e L1 e p6r fim a L4.
Sob estresse induzido por NaCl as linhagens L3 e L2 foram as que apresentaram 0s
maiores teores de clorofila “b”, respectivamente (Fig. 17B). Em seguida os maiores
valores foram observados nas linhagens L1 e L4. As NTs foram as plantulas com menor
conteudo de clorofila “b”. Essas diferencas ndo foram observadas no tratamento com
manitol. Nesse todas as amostras foram drasticamente afetadas ndo apresentando

diferenca significativa nos valores dosados de clorofila “b”.
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Fig. 17. Contedado de clorofila, em plantulas de Nicotiana tabacum
transformadas com o gene EucXET (L1, L2, L3, L4) e plantulas ndo transformadas
(NT) sob estresse osmatico. CondicOes de estresse osmotico (-1MPa), induzido por NaCl
e Manitol. Conteudo de clorofila “a” (A); contetido de clorofila “b” (B). Colunas seguidas
de mesma letra, ndo diferem entre si ao nivel de significancia de 1% pelo teste de Tukey
(p<0,01).

6.6.3. Comprimento da Raiz

O comprimento da raiz das plantas foi medido como fator indireto relacionado ao
aumento de tolerancia a estresse osmatico. Observou-se que na auséncia de estresse (meio
MSQ) as pléantulas das linhagens L2 e L3 apresentaram as maiores raizes
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comparativamente com as demais plantulas. Todas as plantulas tiveram o crescimento das
raizes impactado negativamente quando crescidas na presenca dos indutores de
crescimento NaCl ou manitol. Contudo, na presenca de NaCl observamos que as
linhagens L1, L2 e L3 foram as que apresentaram as maiores raizes. Nesse tratamento,
ndo observamos diferenca significativa entre as raizes da linhagem L4 e controle (NT).
N&o observamos diferenga significativa estatisticamente no tamanho das raizes das
plantulas crescidas com manitol (Fig. 18).
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Fig. 18. Crescimento de raizes em plantulas de Nicotiana tabacum
transgénicas (L1, L2, L3, L4) e controle (NT) sob estresse osmético. CondicBes
controle (MS0) e de estresse osmatico (-1MPa) induzido por NaCl e Manitol.Valor médio
de comprimentos de raiz (27 plantulas por tratamento por linha). Colunas seguidas de

mesma letra, ndo diferem entre si pelo Tukey p<0,01.
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Fig. 19. Analise comparativa de raizes de plantulas de N. tabacum
transgénicas e controle crescidas sob estresse salino. Plantulas de tabaco néo
transformadas (NT) e transformadas com o gene EucXET (L1, L2, L3, L4) sob condi¢cbes
controle (MSO0) e de estresse osmético (-1MPa), induzido por NaCl. Fotos ilustrativas das
plantulas apo6s 30 dias nos meios de cultura.

As diferencas observadas sugerem que a expressdo do gene EucXET pode induzir o
crescimento das raizes o que acaba por de maneira indireta aumentar a tolerancia das

plantulas ao estresse induzido por NaCl (Fig. 18 e 19).

A tabela 1 mostra que as plantulas transgénicas se comportaram de maneira diferente
das ndo transformadas quando cultivadas em meios de indugéo de estresse. Observa-se
que a biomassa seca total das plantas (BS) foi diferente em todos os tratamentos. O
comprimento de raiz (CR) foi diferente no meio controle (MS) e acrescido de cloreto de
sodio (NaCl). Mas no acrescido de manitol (MN) néo observamos diferenca significativa.
Verificou-se também diferencas significativas no contetido de clorofila “b”, no meio
controle MS0 e no meio com indutor cloreto de s6dio NaCl. A diferenca no contetdo de
clorofila “a” so foi observada nas plantulas crescidas em meio com indutor NaCl. No
meio com indutor de estresse manitol ndo houve diferenca no conteudo de clorofila “a” e

“b”. Os coeficientes de variagdo se encontram dentro dos pardmetros para avaliacdes

realizadas em condi¢des de laboratério.

A interacdo entre os fatores de linha transgénica e meio de cultivo para biomassa seca,
comprimento de raiz, e conteudo de clorofila ndo foi significativa. Portanto, o efeito dos
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fatores é independente, sendo L2 e L3 as linhas transgénicas com os valores medios mais
altos obtidos nos meios MSO e NaCl, quando comparadas com as outras linhagens e
plantas ndo transformadas. Esses resultados coinciden com os resultados observados em

plantas avaliadas em condicdes ex vitro.

Tabela 1. ANOVA dos tratamentos do estresse osmotico em plantulas de quatro
linhagens transgénicas e plantas ndo transformadas, para biomassa seca total (BS),

comprimento de raiz (CR) e contetdo de clorofila (CC): clorofila “a”, clorofila “b”.

QM
FV cC
BS CR a b
MSO0 933,563" 3,151" 0,387NS 164,563"
NaCl 363,398" 0,123" 92,443" 62,711"
MN 358,411" 5,525NS 6,515 NS 2,613NS
CV% 32,157 1,237 0,169 0,112

FV: fontes de variagdo, QM: quadrado médio, CV%: coeficiente de variagdo, NS: ndo
significante, *: significante, valores de F significativos a 1% de probabilidade para todas as

variaveis.
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7. DISCUSSAO

A atividade enzimatica XET, tem sido localizada principalmente em zonas de
crescimento e expansao celular, de folhas, primordios das raizes e desenvolvimento dos
tecidos vasculares (ROSE et al., 2002; MIEDES, 2011). Estudos realizados em membros
da familia XTH de Hordeum vulgare resultaram diferencialmente expressos para tecido
foliar e foram relacionados com alongamento das folhas (FU et al., 2019). Do mesmo
modo a perda da funcionalidade do gene AtXTH27 em Arabidopsis provoco alteracGes
no fenotipo das folhas, com lesGes (pela morte de células) e defeitos no padrdo dos
elementos traqueais, no entanto ndo foram observadas alteragbes na area foliar
(MATSURI et al., 2005). No presente trabalho, plantas de tabaco transformadas com o
gene EucXET, apresentaram aumento na area foliar desde os primeiros estagios de
crescimento. Essas alteracOes possivelmente estdo relacionadas com aumento no nivel de
XET, provocando a expansdo celular neste tecido e derivando no incremento na &rea
foliar. A supressdo de XTH21 levou a uma reducdo na expressdo de CESA2 e CESA4 em
A. thaliana (genes CESA/CSL, CELLULOSE SYNTHASE que catalisam a sintese de
celulose e hemicelulose). Bem como a supressdo genes ERECTA (ER) relacionada com
mudancas significativas na forma tamanho e anatomia foliar, tem sido associados com a
expressao conjunta e coordenada dos genes XTH (WERADUWAGE et al., 2018).

Enfoques de ganho e perda de fungdo de enzimas vasculares XTH4 e XTH9 em
Arabidopsis, a traves de andlise da inflorescéncia das paredes celulares do caule,
revelaram alteracdes na composicdo de lignina, celulose e agucar da matriz, indicando
aumento geral das paredes secundarias e aumento radial do xilema (KUSHWAH et al.,
2020). Linhas transgénicas transformadas com o gene EUCXET apresentaram aumento na
tenacidade dos tecidos foliar, peciolar e caulinar, durante a fase vegetativa e fase de
floracdo, principalmente nas linhas L2 e L3, em comparacdo com as plantas controle.
Bem como micrografias feitas da porcdo basal do caule evidenciaram um possivel
aumento na deposicao de lignina nas paredes celulares do xilema das linhas transgénicas,
tecido lignificado, em uma regido mais compacta, no presente trabalho. Esses resultados
provavelmente estdo relacionados com aumento no conteudo basal de lignina nas células
dos tecidos traqueais. Mais importante ainda sugere, a deposi¢cdo de lignina como
mecanismo de adaptabilidade (VAAHTERA, SCHULZ, HAMANN, 2019), atribuindo o

aumento de tecido lignificado com o aumento dos niveis basais de resisténcia mecanica
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nas plantas das linhagens transgénicas. As enzimas PAL e TAL, sdo consideradas
enzimas-chave no metabolismo dos fenilpropanoides, do qual se deriva a sintese de
lignina. O aumento na atividade esta relacionado a acumulacdo de compostos como
resposta de defesa a tensdes bioticas e abioticas. Fornecendo protecdo dos tecidos das
plantas, reforcando as barreiras fisicas com aumento da lignificacdo da parede celular
(MORA, 2016; BEVILAQUA, 2017; DIAZ et al., 2018; BEZERRA et al., 2020). Essas
enzimas apresentan aumento da atividade em linhas transgénicas L2 e L3 no presente
trabalho. Sugerindo-se que a mudanca na lignificacdo das paredes celulares e possivel
aumento de resisténcia em linhagens transgénicas é mediada pelo gene EUCXET como
resultado da sua expressdo. Isso pode estar relacionado com os resultados descritos por
ASSIS (2018) onde foi registrado acimulo de H20. e aumento na atividade GPX, em
plantas T1 trasformadas com o gene EUcXET, principalmente em L3. O H,O, é um ROS
(espécies reativas de oxigénio) vital em los processos bioldgicos que levam a tolerancia
contra varios tipos de estresse e é considerado um componente essencial na reacao de
formacdo oxidativa de lignina (ASSIS, 2018). Da mesma maneira a enzima GPX esta
associada com biossintese de etileno, cicatrizacdo de feridas, defesa com estresse e a
biossintese de lignina na parede celular (SHARMA et al., 2012; MORA, 2016).

Cadeias carbonadas, ou carboidratos, s&o utilizados em diversas rotas metabolicas do
vegetal, bem como na sintese de outros compostos organicos, que constituirdo a estrutura
do vegetal. Quando a producdo de carboidratos é elevada, além da capacidade de sintese
destas rotas metabdlicas, nem todos os esqueletos carbonados produzidos séo utilizados,
acumulando-se na planta (KRISHNAN et al., 2007; WALTER, ROSA, STRECK, 2015).
O aumento na taxa fotossintética e condutancia das linhagens transgénicas principalmente
L2, reflexa a eficiéncia no processo de carboxilacdo, sintese e producdo de biomassa no
presente trabalho. Aparentemente a eficiéncia no processo da carboxilacdo aumentam a
expressdo de proteinas de armazenamento, bem como endo-xiloglucana transferase e
endotransglicosidase xiloglucana (XET) ambas envolvidas na incorporacdo de
xiloglucanos secretados recentemente nas paredes celulares (COSGROVE, 2000; DE LA
MATA et al., 2012). A familia do gene xiloglucano endotransglucosilase/hidrolases
(XTH) esta baseada na classificacdo de enzimas ativas de carboidratos (CAZy). Estudos
nessas enzimas em perfis de transcricdo de alamo e Arabidopsis, revelaram uma
inesperada importancia, na reciclagem interna de carbono. Assim PttXET16A do alamo

desempenha um papel na reestruturacdo de paredes priméarias durante a deposicdo de
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camadas de paredes secundarias, provavelmente criando e reforcando as conexdes entre

as camadas de paredes primarias e secundarias (KUSHWA et. al., 2020).

Os genes XTH estdo associados a resisténcia de plantas ao estresse uma vez que
codificam emzimas-chave que participam na extensao e degradacéo da parede celular em
ambientes normais e estressantes. Esses genes sdo expressos em diferentes tecidos e
estados fisiologicos. Modificacoes fenotipicas marcantes na sua expressdo observou-se
em células vegetais estressadas osmoticamente (TENHAKEN, 2015; QIANG, 2019; WU,
2020). A expressdo do gene CaXTH (Capsicum annuum) constitutivamente em plantas
de Arabidopsis e Tomate sob estresse salino, registrou redu¢do do comprimento de raiz
menos pronunciada comparada com as plantas controle. Além disso superexpressdo de
CaXTH3 poderia fortalecer a camada da parede celular das células do mesofilo em plantas
transgénicas, protegendo as celulas da desidratagdo e coferindo osmotoleréncia
(TENHAKEN, 2015; SEOK, et al., 2006). No presente trabalho plantas transgénicas e
controle foram afetadas negativamente quando submetidas ao estresse salino em
condicdes in vitro. No entanto nas linhagens transgénicas L2 e L3 o impacto foi menos
pronunciado para biomassa e comprimento de raiz, bem como no conteudo de clorofila
“b”. Cabe ressaltar que no meio controle MSO sem indutor de estresse as linhas
transgénicas registraran melhor desenvolvimento comparadas com plantas néo
transformadas. Esses resultados estdo relacionados com estudos de super expressdo do
gene PeXTH (Populus euphratica) onde linhasgens transgénicas registraram uma maior
capacidade de tolerar salinidade, com maior biomassa e comprimento de raiz, embora
tenham sido reduzidas pela exposicdo ao meio suplementado com NaCl. Da mesma
maneira superexpressdo de genes PtoXTH27, PtoXTH34 (Populus tomentosa) em
arabidopsis, NtEXGT (Nicotiana tabacum) e tXET-B2 (Solanum lycopersicum) em
tabaco promoveram aumento na atividade XET associada com maior toleréncia ao
estresse por salinidade. No entanto as manifestacdes fenotipicas de expressdo constitutiva
e induzivel podem diferir. Apresentando ou néo efeito positivo da expressao constitutiva
dos genes da endotransglicosilase de xiloglucano em condi¢Ges normais de crescimento
(HAN, et al., 2013; JIANG, et al., 2020; BEREZHNEVA, 2018; KULUEV, et al., 2019).

Estudos conducidos em plantas T1 trasformadas com o gene EUcXET, por Assis
(2018), regitraram aumento no acumulo da proteina EUcXET, em linhagens transgénicas,

bem como aumento da atividade de APX e GPX. Esses resultados se relacionan com os
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resultados obtidos no presente trabalho. Sugerindo que possivelmente a expressao
constitutiva do gene EUcXET em linhas transgénicas de tabaco, promove modificagdes
morfologicas de area foliar, e conteudo de lignina. Bem como alterac@es fisioldgicas na
eficiéncia no processo de carboxilacdo. Aumentando niveis basais de resisténcia a ao

estresse salino.

As informacdes descritas acima sugerem ao gene EucXET como alvo para o
melhoramento de espécies forestais e herbaceas. Toda vez que a possivel expressdo em
diferentes tecidos e estaddios de desenvolvimento fornece ventagems de resisténcia
mecanica, no fruto com aumento da tenacidade nesse tecido. Bem como maior

estabilidade em cultivos suscetiveis a tombamentos causados pelo vento.
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8. CONCLUSAO

Os resultados sugerem que a expresséo do gene EUcXET induz a remodelagéo da parede
celular modificando a morfologia, fisiologia e metabolismo nas plantas. O conjunto de
mudancas podem proporcionar um nivel basal de resisténcia ao estresse abiotico. As
XETSs tem sido relacionada com muitos processos fisioldgicos nas plantas, metabolismo
de hemicelulosa, processos de carboxilacao e expresao diferencial de genes XET de
espécies arboreas e herbaceas em distintas etapas de desenvolvimento. E assim que a
expresao do gene EUCXET mudou caracteristicas fenotipicas e morfoldgicas em relacéo
com as plantas ndo transformadas. Constituindo ao gene como alvo de interes

biotecnoldgico para o melhoramento de espécies forestais bem como herbaceas.
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