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RESUMO

O trigo € umas das mais importantes culturas dtode ser base da dieta humana
em muitos paises. A transformacgdo genética degdahntconsiderada uma importante
ferramenta na obtengcdo de genotipos tolerantegsiossses abidticos pela introducao
de genes envolvidos nos mecanismos de protecétarcebb condigcbes de estresse
hidrico. A prolina € um osmoprotetor que podeanhos diversos mecanismos para o
aumento da tolerancia ao déficit hidrico das plamaenzima .1-pirrolina-5-carboxilato
sintetase (P5CS), codificada pelo gebes, é considerada o passo limitante na rota de
sintese de prolina. O estudo da estabilidade deessgo do transgene e a sua
produtividade sdo fundamentais para o0 langcamento vdeedades comerciais
transgénicas. Este trabalho foi conduzido com jetieb de avaliar cinco eventos de
transformagédo, por meio de analises biofisicas dicés de producdo, quanto a
tolerancia ao estresse hidrico. Como resultadoglashtna avaliacdo dos seguintes
parametros: Contetddo Relativo de agua (CRA); cdregbes de malondialdeido
(MDA), indices de estabilidade de membrana (%) antjificacdo de prolina. Como
indices de producdo foram quantificados: numerosementes/planta, nimero de
espigas/planta, peso médio de 100 sementes/plaatsoetotal das sementes por planta.
Os resultados demonstraram que plantas transgénmesgonderam de modo
diferenciado aos dois tipos de estresse aplicasiege(o e parcial). As plantas dos
eventos avaliados sob condi¢cdes de estresse sevaaccial apresentaram conteudos
maiores de prolina (1,16x a 1,62x mais), niveisoneside MDA e consequentemente e
os IEMs destas plantas foram maiores por demoastram mecanismo mais eficiente
de protecdo das membranas celulares contra o sssteesdativo. A percepgdo do
estresse severo ocorreu a partir do 8° dia deg@sthidrica severa, enquanto que na
restricdo hidrica parcial, o inicio da percepcdoreu apos o 12° dia. Os resultados
obtidos para os indices de produgdo foram similardgse plantas transgénicas dos
diferentes eventos e controle estressado, o querdgra que, embora tenha havido
expressao do transgergb¢s) esta maior concentracdo de prolina ndo resultowrma
maior produtividade das plantas.

Palavras-chave: Trigo, déficit hidrico, prolindeténcia, transgénicos



ABSTRACT

Tolerance to water deficit of events transformeeathwith gene p5cs.

Wheat is one of the most important crops becausédtiman diet is based on in many
countries. The plant genetic transformation is mered an important tool in obtaining
tolerant genotypes to abiotic stresses by the dotbon of genes involved in
mechanisms of cellular protection Proline is an @sratectant that can act in different
mechanisms to increase the tolerance of plantsefikgmeAl-pyrroline-5-carboxylate
synthetase (P5CS), encoded by the gene p5cs, @deoed the limiting step in the
proline biosynthesis. The study of the stabilitytrainsgene expression and productivity
are critical to the commercial release of transgearieties. This study was conducted
to evaluate five events through biophysical andipotion analysis under water stress.
The results obtained were as the following parareetelative water content (RWC);
malondialdehyde contents (MDA), membrane stabilitydex (%) and proline
guantified. Production rates were quantified asnilvaber of seeds per plant, number of
ears per plant, 100 seeds average weight per afahtotal weight of seeds per plant.
The results permitted to conclude that transgemanty’ responses were differently
under severe and partial water stress conditiofent$ from different events under
severe stress presented a higher content of prditéx to 1.62x greater), lower levels
of MDA and the IEMs were higher due to the fact sbfowing a more efficient
mechanism of protection for cell membranes agairstative stress. The perception of
severe stress occurred at the 8th day of watetatesh, however in partial water stress,
the beginning of perception was after 12 days. Témuilts obtained for production
indexes were similar among events and stressedotgnivhich shows that, although
there was expression of the transgene (p5cs) giehamount of proline did not result

in higher production of plants.

Key-Words: Wheat, water deficit, proline, toleranttansgenic event
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1 INTRODUCAO

O trigo é cultivado em aproximadamente 17% dassacaHivaveis no mundo, o que
equivale a 200 milhdes de hectares e, € uma dasipais fontes de calorias e proteinas na
dieta humana (JONES, 2005). Na safra brasileirgrdes de 2008 a area de cultivo do trigo
foi de aproximadamente 1,81 milh6es de hectaregitaeslo em uma producdo de 3,82
milhdes de toneladas. A previsdo da safra 2009 @wmmento de 29,7% na area cultivada,
passando para 2,35 milhdes de hectares.

Os estresses abidticos tais como frio, seca, datiei choque térmico, alagamento,
limitam o crescimento vegetal e a produtividade aldturas de interesse agrondémico
(HMIDA-SAYARI, 2005; SLAMA et al, 2008). No sécul@l, a atividade industrial, o
aumento da populagdo urbana e a questdo ambredtatiram a disponibilidade de agua
para a agricultura. Somado a estes fatores, asnpasialimaticas podem modificar os ciclos
de chuvas, reduzindo a sua quantidade e tornandmroaessos de déficit hidrico, mais
comuns para a agricultura (CIAIS et al., 2005).

A ocorréncia de déficit hidrico em plantas culti@adafeta o crescimento e o
desenvolvimento das culturas em todo o mundo. Uameio disso foi a queda na producgao
de grdos em junho de 2008 devido a estiagem ragdéstntre abril e maio de 2009 na regido
Sul e em parte do Centro-Oeste, reduziram a calligitgraos em 377,5 mil toneladas. De
acordo com a décima pesquisa do ciclo 2008/09,Ighda pela CONAB, a estimativa da
producdo nacional caiu para 133,78 milhdes de &diasl 7,2% em relagdo ao periodo
anterior.

Quando as plantas se encontram em condi¢des @ssestnidrico, acabam ativando
processos fisico-quimicos muito complexos, envaleetlesde macromoléculas bioldgicas e
pequenas moléculas, tais como &cidos nucléicos (DRNA, microRNAS), proteinas,
carboidratos, lipidios , horménios, ions, radiciises, e elementos minerais. Os efeitos
fisiologicos do déficit hidrico estéo relacionadmsn os efeitos causados por outros estresses
abidticos e bidticos: salinidade, altas e baixasperaturas, acidez, alcalinidade, reagdes
patogénicas, (ERDEI et al., 2002; GLOMBITZA et2004).

O uso do melhoramento classico para o desenvaionge genoétipos tolerantes a

estresses abiodticos enfrenta algumas dificuldadst®, a toleréncia ser uma caracteristica de



baixa herdabilidade, o processo de sele¢édo gertdnoenrre em condigbes nédo uniformes e
apresentam alta interacdo gendtipo x ambiente (S\iTal., 1990; KIRIGWI et al., 2004).

Deste modo, a transgénia vem se apresentando qagéo para o desenvolvimento de
genadtipos tolerantes com possibilidade de aumeatprddutividade para a cultura do trigo
(SAHRAWAT et al., 2003; JONES, 2005; PAOLI, 200Bmbora a obtengdo de plantas
transgénicas por diversas metodologias tem pemnéidultivares de trigo exibir toleréncia &
seca, estas, tém apresentado baixas performancesrmms de produtividade que para o
aspecto comercial da triticultura se tornam invig¢ANAND et al.,2003) .

Os estresses abidticos induzem a transcricdo desggue podem ser amplamente
classificados em dois grupos: aqueles que dao gérote aqueles que regulam o sinal de
transducdo e expressao @énica associados com optaressos (SHINOZAKI &
YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2000). O primeiro grupo de pdutos génicos esta envolvido
na prote¢do celular incluindo osmoprotetores, legem de proteinas, modificagbes na
membrana e proteina detoxificadoras (SHINOZAKI & MAGUCHI-SHINOZAKI, 1997;
MOLINARI, 2006; YOSHIDA et al.,2008).

O segundo grupo inclui os genes regulatérios,daiso as moléculas sinalizadoras e
fatores de transcricdo, levando a expressdo des gesteesse-induzidos e portanto, tem um
papel fundamental na resposta ao estresse (SEHI,e2003). Dentre os mecanismos de
tolerdncia ao déficit hidrico, destaca-se a osmgatagdo, a qual inclui um aumento liquido
na concentracdo de solutos nas células. O acummiloschdlitos compativeis durante o
estresse e entre estes, o da prolina € bem docadenKISHOR et al., 2005,
MOLINARI et al.,2006; VENDRUSCULO et AL., 2007).

Recentes estudos tém demonstrado que a manipulgeéética de genes
responsaveis pela biossintese de metabdlitos d® Ipaiso molecular tem conferido as
plantas uma maior tolerancia a seca e a salinided®DA et al., 1986, CAMARA et
al., 2000, ZHU et al., 2004; MOLINARI et al., 20044 foram realizados experimentos com
resultados significativos para plantas transforrmadae demonstraram tolerancia ao déficit
hidrico como: Plantas transgénicas de tabaco, uperexpressaram o gepgcs aumentaram
a tolerancia ao estresse hidrico e salino (KISHO&. €1995).

Escassos trabalhos relatando a performance de dgsragvancadas de eventos
transgénicos sdo encontrados na literatura, sessim ® estudo da estabilidade de expresséo
do transgene e a sua produtividade sdo fundamepé#ass o langcamento de variedades
comercias transgénicas, principalmente quandstersa de transformacdo genético usado

foi a biobalistica, que se caracteriza por indesigmentos génicos sem o controle do nimero
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e da posicdo de inser¢cdo no genoma. (MLYNOROWAI.et1896; ULKER et al., 1999;
ANAND et al, 2003).

Neste contexto ao longo deste trabalho foram weddig analises fisioldgicas para a
verificagdo do comportamento do transgene na suac@e t mediante a aplicacdo de
estresse hidrico severo e moderado, para finbtmgio de dados cientificos que posam a
vir contribuir de forma significativa para futurgesquisas envolvendo biotecnologias e

manipulacéo de genes.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Trigo

O trigo (Triticum aestivum L.)surgiu a mais de 10.000 anos na regido da
Mesopotamia, chamada crescente fértil. O trigo estelmente entre as espécies mais
cultivadas, da qual s&o conhecidas mais de 17arigdades (FORNASIERI 2008).

O trigo é originério de clima frio, entretanto canintervencdo do homem atuando no
melhoramento e adaptacdo de cultivares a variafd@esermicas, a cultura tem sido
explorada nas mais diversas regiées do mundo.

As maiores areas semeadas com o trigo e as mawoskicOes deste cereal
encontram-se entre o Tropico de Cancer e o par@l8ldl, e entre o Tropico de Capricornio e
o Paralelo 40° S, regibes de clima temperado a Nias regibes de clima tropical e
subtropical, as altitudes mais elevadas compensam,parte, as maiores temperaturas,
contribuindo assim para melhor adaptacdo da culuumse vez que ocorréncias térmicas
baixas sdo mais benéficas, principalmente na fagetativa. Nas zonas de clima tropical, o
México, Colébmbia, Peru, Bolivia e parte do Brasispuem produgfes de significancia
econbmica (EMBRAPA, 2004).

No Brasil a cultura esta distribuida entre os gdwalde 32° S e 12° S, abrangendo os
estados do Rio Grande do Sul, Parana, S&o Pauto, Bfasso do Sul, Minas Gerais, Santa
Catarina, Distrito Federal, Goids e em escala @xgatal Mato Grosso e Bahia.

O trigo é uma angiosperma da classe das Liliopsid@dencente a ordem Poales,
familia Poaceae e ao génerdticum. Este género é constituido de um grande ndmero de
espécies, das quais se encontram em estado &|v@stjuanto outras somente sdo conhecidas
em estado de cultivo. As espécies podem ser dagdem trés grupos de acordo com o
numero de cromossomos: as dipldides possuem 1l4ossmmos, as tetraploides com 28
cromossomos e as hexaploides com 42 cromosomosspéies dipldides séo quase todas
silvestres, tais como Trartu Tum., T boeoticunBoiss.,T. monococcurh. e T. sinskajaeA
Filat & Kurk.

A partir de um cruzamento natural entre uma espdatigdide de trigo
(T.monococcumg uma poaceae silvestre, também diplotegilops speltoidegriginou-se

um produto diploide que, apds sofrer duplicagdanossémica natural, deu origem &o
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turgidum L. e outras espécies tetraploiddsdicoccoides(Korn.) Schweinf., T dicoccum
(Schavank) SchublT, karamyscheviNevski, T jakubzineWdacz & SchachmT. polonucum
L., T. ispahanicunHeslot, T durumDesf., T aesthiopicundakubz.,T. turanicumJakubz.,T.
araraticumJakubz €T. timopheev{Zhuk.) Zhuk. (SOBRINHO & SOUZA, 1983)

Existem diversos usos para o trigo. As farinhasdabtpela moagem dos gréos sao
classificadas em 3 tipos principais: 1. trigo deifieacdo quase exclusivamente obtido de
Triticum aestivune participando com 90% da producdo mundial. 2o ttig macarréo, obtido
de Triticum durume representando 5% da produgéo mundial e 3. deipasscom os retantes
5% da producdo mundial (CALDEIRA et al., 2000).

No Brasil, a espécie predominante cultivada €. aestivumL., mas o trigo duro
(Triticum durum)comeca a ser cultivado em alguns estados do Bcasilo Santa Catarina e
Rio Grande do Sul (EMBRAPA, 2004).

2.2 Impactos Econdmicos dos Estresses Abidticos sobr€altura do Trigo

O Brasil, apesar da sua vasta extensao territteral sido o detentor da primeira
posicdo entre os paises com maiores importacoggydecom o Egito em segundo e o Japao
em terceiro (CONAB, 2008). No Brasil a producéoadriica entre 5 a 6 milhdes de toneladas
e a regido sul do pais responsavel por 90% desdagio. O consumo anual do pais € de 10
milhdes de toneladas (EMBRAPA TRIGO, 2009) sendsinaso Brasil demonstra
dependéncia para a complementacéo de seu consoegancio a importar no ano de 2006, 7
milhdes de toneladas segundo dados do CONAB.

Na safra 2008/2009 foram colhidas 3,8 milh6esodeladas de trigo, sendo que este
montante representa apenas 37% do consumo anulliNB,2009). Estes valores séo baixos
guando comparados com a média de produtividadeutt®sopaises como os da Unido
Européia (5,3 toneladas/ha). A baixa producéo ido tno Brasil deve-se a diversos fatores
como medidas politicas-econémicas que desestimalanoducédo nacional, precos minimos
nao vantajosos para 0 produtor; custos mais elevaido producdo visto as condi¢des
climaticas propicias para o aparecimento de doeacasocorréncia de maior niumero de
veranicos nas fases de plantio, espigamento e ddagena fase de emborrachamento e
florescimento.

Pode-se afirmar que o abastecimento mundial de, tdgmo o de outros alimentos,
esta altamente dependente do clima. Estudos ecoo$mos danos causados pelos estresses

abidticos sao escassos na literatura, em virtudsaganalidade com que ocorrem e o fato de
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ocorrerem associados, como exemplo, seca e ind@st; pragas, geadas e alagamentos etc,
0 que dificulta a real contabilizacdo do dano eowné associado ao fator estressante
especifico. O Ministério do Planejamento, Orcament@estdo do Governo Federal aponta a
ocorréncia de seca como o principal evento de pemta culturas (17% dos casos)
(GOPFERT, 1993).

No Parana, estima-se que as perdas por estresg#gosb (seca e geadas, e
combinadas) para a cultura de trigo no ano 200hfate 64,5%; no ano 2001 de 5,1% ; no
ano 2002 de 32% (CONAB, 2008) e 16% na safra d&8/2009 , devido a estiagem no inicio
do ciclo do trigo no Parana (IBGE, 2009).

As perdas sdo também, agravadas pela reducéo ldageados gréos decorrentes dos

estresses, onerando ainda mais o triticultor (HUBRNEDO3).

2.3 Fisiologia do Estresse

Estresses sdo geralmente definidos como fatoresnest que exercem influéncia
desvantajosas na planta. Na maioria dos casos,tresss € avaliado em relacdo a
sobrevivéncia da planta, crescimento (biomassaasuprocessos primarios de assimilagao
(absorgéo de C£e minerais) que estéo relacionados com o desematto completo (TAIZ
& ZEIGER, 2004).

Segundo KANASHIRO et al, (2009) estresse abittico é o principal fator limitante
para o crescimento da planta e produgéo de alimesto muitas regibes do mundo e seus
efeitos tornam-se mais graves. Entre as pressoberais, a seca tem o maior efeito na
agricultura no mundo inteiro, afetando mais de wintq das areas tropicais e subtropicais.

Sendo assim, a seca e as baixas temperaturas @ae asis afetam o crescimento e o
desenvolvimento vegetal. As plantas respondem fctdédrico com um nimero diverso de
mudancas fisiologicas e desenvolvimentais (SHINOZ&AKYAMAGUCHI-SHINOZAKI,
2000). As respostas moleculares e celulares aesgss tém sido analisadas extensivamente
sob o ponto de vista do acimulo de diversos tigogrdteinas (IBA, 2002; THOMASHOW,
1998; GUY et al., 1990; MENESES et al., 2006), acés (TABAEI-AGHDADEI et al.,
2003); prolina ( KISHOR et al., 1995; PARVANOVA at., 2004; SAIRAM et al., 2002;
MENESES et al, 2006; BHATNAGAR-MATHUR et al.,2009)glicinabetaina
(HOLMSTROM et al., 2000; CHEN & MURATA,2002; MENESEet al., 2006).
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Muitos genes séo induzidos pelo estresse devidgiwa &€ste comportamento sugere a
existéncia de varios mecanismos celulares e malezilque vao desde a percepcao do

estresse até a expressao génica.

2.4 Principais Efeitos do Déficit Hidrico no Trigo

A deficiéncia hidrica € consequéncia de um perigmdinuo ou transitério de seca,
que provoca a reducdo no crescimento das plantésode reducdo do potencial osmaotico da
planta, da conduténcia estomética, da fotossimtet®e assimilacdo de nitrogénio pela planta
(RODRIGUES et al., 1998, TAIZ & ZEIGER, 2004, RED®Y al., 2004).

O principal estadio de desenvolvimento no qual ficiéacia hidrica causa maior
reducédo floral é o periodo até o desenvolvimentanflarescencia, antese, fertilizacdo e
formacéo de graos (BOLANOS & EDMEADES, 1993; ROBRES et al.,1998).

A deficiéncia hidrica também afeta o padrdo dehafilento da planta de trigo,
reduzindo o tamanho e o numero de afilhos quando@antes da antese e causando a morte
dos afilhos quando ocorre apés a antese (LIMIN 8\HER, 2000).

A reducdo na area foliar também é observada naraulo trigo, podendo ter reflexo
negativos ou positivos no rendimento de grdos, uermque a area folhar influencia na
eficiéncia do uso de 4gua pela planta (RODRIGUES.e11998). A redugdo do numero de
graos por espiga é o fator mais associado a redag@ndimento de grdos (CATTIVELLI et
al., 2008).

O déficit hidrico pode causar a reducao da proitistde pelo fato de causar reducéo
na expansao celular, levando a um baixo desenvehtonde meristemas primarios, entre eles
aqueles que formam as inflorescéncias (NAN et 2002; CATTIVELLI et al., 2008).
BOYER & WESTGATE, (2004) observaram que a meiosantase e a fertilidade masculina
e feminina sdo também extremamente susceptivesaesa sua falha afeta diretamente o
namero de grdos na espiga levando sérias perdasodatividade. O déficit hidrico pode
levar também a um florescimento precoce. Este faissivelmente esta associado a agéo do
horménio acido abscisico (ABA), levaria a um redozénchimento de grédos (grdos chochos)
(RODRIGUES et al., 1998; FORNASIERI , 2008).
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2.5 Osmoprotetores

As plantas tém desenvolvido varios mecanismos dd¢eqfio que permitem uma
adaptacdo a ambientes desfavoraveis para garastibravivéncia. Um destes mecanismos
que é presente na maioria das plantas € o acureutertbs metabdlitos organicos de baixo
peso molecular que sdo conhecidos coletivament® smiutos compativeis (SAKAMOTO
& MURATA, 2000;).

Existe um aumento na concentragcdo de solutos emaplgue sdo submetidas a algum
tipo de estresse. Estes solutos acabam desemplenpapel fundamental no equilibrio
osmoético e na protecdo de enzimas na presencaedadek concentracbes de eletrélitos
(GREENWAY & MUNNS, 1980).

Os metabdlitos que atuam como solutos compatividéeyeth entre as espécies
vegetais e incluem polidis/agucares, aminoaciddsriados, compostos terciarios de sulfato
(3-dimetilsulfoniopropionato DMSP) e compostos guaérios de amdnio (glicina betaina,
prolina-betaina, b-alanina betaina e cholina-Catniif (FLOWERS et al, 2000). Os
compostos quaternarios de aménio e DMSP sao desvdd precursores de aminoacidos
(YANCEY, 1994).

Os osmdlitos compativeis compartilham a proprieddel@ermanecerem invariaveis
em pH neutro e serem altamente solUveis em agualBNTYNE & CHAMBERLIN,
1994; PARIDA et al.,2008). Além disso, em altas aariragfes, tem pequeno ou nenhum
efeito sobre a interagcdo de macromoléculas sols€NNCEY, 1994). Estes compostos tém
papel fundamental no ajustamento osmético do @topa da planta durante a resposta ao
estresse osmaotico (WYN JONES et al., 1977; MORAI&.€2006; JALEEL et al., 2007).

O acumulo de osmodlitos em plantas tem sido utibzeoimo parametro para selecao
nos programas tradicionais de melhoramento de gdgoéira aumento de produtividade em
ambiente com deficiéncia hidrica (BELLHASSEM et, d995; ZHANG et al., 1999;
CLAUSSEN, 2005).

Estes compostos tém como objetivo servir de ososdbirganicos com propriedades
compativeis a altas concentracdes, que aumentapazidade das células vegetais de reter
agua sem interferir no metabolismo normal celugindo como osmoprotetores. Aliada a
esta propriedade, em altas concentracdes, ndo gmsguase efeito sobre a interacdo de
macromoléculas solventes, sendo nao-téxicos (TIMBSH 1993; YANCEY, 1994),
diferente dos ions organicos que entram prontamentesfera de hidratagdo de proteinas,

favorecendo seu desdobramento. Os osmolitos corefmtiendem a serem excluidos da
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esfera de hidratacdo das proteinas e estabilizestr@ura de proteinas e protegem contra a
acéo de radicais livres (LOW, 1985; NUCCIO et H99).

Estes compostos tém papel fundamental no ajustanmmético do citoplasma da
planta durante a resposta ao estresse osmético (WYONES et al., 1977; JALEEL, 2007).

O acumulo de osmolitos em células de plantas eesuit um decréscimo do potencial
osmoético e também na manutencdo da absorcdo deeqmeasao de turgor da célula, o que
contribui para a manutencdo dos processos fismd8gi como abertura estomatica,

fotossintese e crescimento da planta (BLUM, 1996).

2.6 Papel da Prolina Durante o Estresse

Uma das comuns respostas de plantas submetidd&fiaid hidrico € a produgéo e/ou
acumulo dos chamados osmalitos compativeis (PARID&A.,2008).

A prolina pode estar relacionada a diferentes tgm®stresse, como por exemplo, no
estresse salino e hidrico, por se tratar de um wemdador. Varios autores demonstraram
gue dentre os solutos organicos que sao acumulamaitoplasma mediante o estresse, a
presenca significativa de prolina € observada, actorrelacdo positiva entre o acimulo de
prolina e a tolerancia ao estresse salino (SILVAFEGRA et al., 2007), tanto em cultivo
vitro (CAMARA et al., 1998), como naqueles envolvendplanta inteira, servindo até de
critério de selecdo de cultivares submetidas a icOad estressantes (ASHRAF &
FOOLAD,2007).

A prolina € um osmolito compativel, ndo carregadioptd neutro e altamente soltvel
em agua. Em grandes concentragfes tem pequenoase genhum efeito nas interagcfes
entre macromoléculas e solventes (KISHOR et aQ520

O acumulo de prolina tem sido estudado em muitpgoss sujeitas a estresses
hiperosmdéticos por mais de 45 anos (SERRAJ & SINIR,AR002; KISHOR et al., 2005;
OZDEN et al.,2008). Altos niveis de prolina acundola em diferentes espécies vegetais
submetidas a condicbes estressantes tais comoidadkn déficit hidrico e baixas
temperaturas tém sido relatados na literatura (ZBA®&t al., 1995; ZHU et al., 1998;
PARVANOVA et al., 2004; PARIDA et al., 2008; DORFING et al., 2008; OZDEN et al.,
2008).

Diversas funcfes tem sido atribuidas a este amiomd@ prolina parece estar

relacionada com o ajustamento osmético, visto queciamulo de osmolitos compativeis
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aumentam a osmomolaridade celular permitindo aéatde agua na célula e reduzindo a sua
saida (SU & WU, 2004; MAIA et al., 2007). A estébdicdo de membranas e estruturas
subcelulares (VANRENSBURG et al., 1993; SILVA-ORTAG®t al., 2007); protegéo contra
radicais livres ou espécies reativas de oxigéndlRBIOFF & CUMBES, 1989; MATYSIK

et al., 2002); protecdo de enzimas contra desm@tara regulacdo da acidez citosolica pela
manutencéo da relacdo NADP+/NADPH (VENEKAMP et 4889; ALIA, 1993; HARE &
CRESS, 1997); aumento da capacidade de solvatagondléculas (BELLINGER et al.,
1987); aceleracdo do catabolismo da glicose (RONDEI.,2004) e como uma fonte de
carbono e nitrogénio usadas na recuperacdo pe&ssst(SILVA-ORTEGA, et al., 2007). O
papel da prolina durante o processo de recuperde&e ser significante j& que ela
proporciona um rapido fornecimento de energia eleenitrogénio para a célula.

Em nodulos de raizes, a prolina fornece energia paticlo das pentoses e para 0s
bacterdides (FUKUTAKU & YAMADA, 1984; KOHL et al1988). Recentemente, OZDEN
et al. (2008) sugeriram que a prolina pode estwcasda com a reducédo na difusédo doie
com isto reduzir danos do estresse oxidativo quer@aconcomitantemente com o déficit

hidrico.

2.7 Biossintese de Prolina

O aminoécido L-prolina, na sua forma pura, apreseatcomo uma substancia incolor,
altamente solivel em &gua, medianamente sollvelleoois, razoavelmente em benzeno e
acetona e insoltvel em outros compostos (MILNER-WEHét al., 1982).

Em plantas, o aminoécido prolina é sintetizadoréirpde glutamato via\-pirrolina-5-
carboxilato (P5C) por duas sucessivas reducOegir@l), as quais sdo catalisadas pelas
enzimas P5C sintetase (P5CS) e P5C redutase (PRBRRE et al., 1999) ou
alternativamente a partir da ornitina pela enzimaitioa &-aminotransferase-OAT
(ROOSENS et al., 1998; LUTTS et al., 1999; SILVARDEGA et al, 2007).



18

A ‘g lurtannal Quismice 4
-tz semialdeido
quinase desidrogenase
CH—CH. preB  CH— CH, praa CHr— CH, ——% CH— CH, pgop  CH— CH
I | | N | | esuur:mnuul e

COOH CH JOPOC CH CHO CcH *+—— CcH o PreC cH oy
/N /N N,/ ANA
MH, COOH MH, COOH MH, COOH NH  COOH
Acido L-Glutamico L-glutamil -y - fosfato GEA PsC L-Prolina
B P3CS P5SCR
CH—©¢H; ——» CH—CH, — CHr— CH; —— CHr— CH;
| | | | esp:::-m:énec-] |
COOH CH +——— CHO CH *+— CH CH *———— CH; CH
PSCOH AN xS ProDH  ~
NH, COOH NH, COOH N NH  COOH
Acido L-Glutamico GSA P5C L-Prolina

Figura 1: Via metabdlica de biossintese de proBrmabactérias (A) e plantas superiores (B)
(Via Glutamato),GSA- Acido glutamico semi-aldeidd®5C- A'-pirrolina-5-
carboxilato; P5CS- P5C sintetase; PS5CR- P5C reglufaioDH-prolina desidrogenase;
P5CDH- P5C desidrogenase.

A enzimaA®-pirrolina-5-carboxilato redutase (P5CR) foi a peima a ser identificada e
caracterizada em muitas espécies de plantas (LAR&SAl., 1991). A P5CR pode ser
encontrada nos cloroplastos (RAYAPATI et al., 1989)o citosol (SZOKE et al., 1992). As
diferentes localizagbes da enzima P5CR indicam auymolina pode ser sintetizada em
diferentes compartimentos celulares, como no ditesestroma de cloroplastos, via Fd-

GOGAT (glutamato sintase ferrodoxina dependentig)frg 2) (DIAZ et al., 1999).
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Figura 2. Compartimentos celulares envolvidos ntabwismo de prolina em
plantas (DIAZ et al99Db).

O cDNA de P5CR de soja, quando superexpresso eatdam&o resultou em um
aumento significativo nos niveis de prolina em fdarransgénicas, apesar de um aumento de
100x na atividade da enzima comparado ao cont®@EOKE et al., 1992).Deste modo, a
P5CR ndo se mostrou como o passo limitante no doldeuprolina em plantas superiores
(LAROSA et al., 1991; DELAUNEY & VERMA, 1993).

A partir de uma biblioteca de cDNA d¥igna aconitifolia foi encontrado e
caracterizado o gene da enzima bifunciaapirrolina-5-carboxilato sintetasg@3c9, que
apresenta ambas atividades GK e GPR (HU et al.2)198mpregando-se mutantes
auxotréficos de E. coli para prolinproA, proB e proBA foi possivel demonstrar o
crescimento da bactéria na auséncia de prolinaniéale maior ORF (open reading frame)
deste cDNA codifica em polipeptideo de 73,2 kDajual possui dois dominios distintos,
exibindo 55,3% de similaridade global para GK dedl. e 57,9% de similaridade para GPR
de E. coli (HU et al.,, 1992). A atividade GK da enzima bifiomal P5CS de Vigna
aconotifolia é inibida por prolina (50% de inibicémm 5mM de prolina).

Esta enzima parece ser muito menos sensivel goc¢aoi por retroalimentacdo que o
gendtipo selvagem GK de. coli (HU et al., 1992). Anélises de Northern blot irsdam que

0 genep5csé induzido (particularmente em folhas) pelo tratatmele plantas deignacom
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200mM de NaCl (HU et al., 1992). Déficit hidricaglinidade e ABA induzem fortemente
transcritos mMRNA do genp5csem Arabidopsis(YOSHIBA et al., 1995). A expresséo de
genes para a biossintese de prolina parece sendiege de duas vias de transducgdo de
sinais; uma ativada por aplicagéo exdgena de ABAd@Abscisico) na auséncia de estresse
e outra ativada por frio e estresse osmoético intdpete da aplicacdo exdgena de ABA.

A enzima P5CS é limitante para a sintese de prdalr@do também sensivel & inibigdo
por retroalimentagcéo. Plantas transgénicas de dabatgodao superexpressando o geses
parecem ter aumentado a sua tolerancia ao estresm e salino (KISHOR et al., 1995).
PARIDA et al. (2008) observaram altos niveis deidéide das enzimas P5CS e P5CR
guando gendtipos de algodao foram submetidosdias4de déficit hidrico.

Contudo, os dados disponiveis parecem insuficigrdes se concluir com certeza se o
acumulo de prolina nestas plantas contribuiu pai@exdncia via ajustamento osmotico ou
por outro mecanismo (SHARP et al., 1996; HARE & G$E1997).

2.8 Oxidacgao da Prolina

A concentracdo de prolina envolve a inducdo (PENG@GI.e 1996) e/ou ativagédo de
enzimas da biossintese de prolina, provavelment® jaoom o controle da inibicdo por
retroalimentacdo da via de producgéo de prolina (BENal., 1996).

O acumulo de prolina depende da sua via de casabolionde a degradagdo de
prolina em plantas é catalisada por duas enzimas.

A prolina é oxidada para P5C pela enzima prolinsidilegenase (PDH) e depois
oxidado para glutamato pela enzima P5C desidroge(a$ALEEL, et al, 2007). Estas
enzimas estdo localizadas na mitocondria (HARE &ESR, 1997; HARE et al., 1998). O
gene da prolina desidrogenase Aeabidopsis mostrou ser induzivel por prolina sob
condi¢des normais, mas fortemente reprimido enosta@mo estresse osmotico (KIYOSUE et
al., 1996)

A atividade das enzimas P5CS e PDH séo reciprodenmeiguladas em plantas,
durante estresse e em recuperacdo do estresse (PEANG 1996). Portanto altas taxas de
sintese e baixas de degradacao resultam no acalayolina durante o estresse e o0 reverso
acontece durante a recuperacdo do estresse. Estdtados sugerem que o acumulo de
prolina por regulagdo das enzimas e prolina bitSsia estabelece regulamentacdo das

enzimas degradantes tém significativo papel na&otga a seca (PARIDA et.aR007).
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2.9 Prolina e Tolerancia a Estresses Abi6ticos

A transformacdo genética de plantas para aumeritder@ncia aos diferentes tipos de
estresses abidticos estd baseada na introducaerds gle osmoregulagdo e fatores de
transcricdo de genes regulados por estresses caBigtSHINOZAKI & YAMAGUCHI-
SHINOZAKI, 2005).

Existem variacdes genotipicas na capacidade deuauprolina, sendo que existem
correlacdes entre estas alteragfes e 0s niveddedl@ricia ao estresse ambiental. (MAIA et al.,
2007).

Por este motivo, algumas estratégias utilizam eodoicdo de um ou varios genes
envolvidos com as vias de sinalizacéo e regulagdgue codificam enzimas presentes nestas
vias levando a sintese de compostos que protegeniuess celulares, como osmdlitos e
antioxidantes. A tentativa de superexpressar geesgonsaveis pela sintese de solutos
compativeis em plantas transgénicas se constitai alternativa para aumentar a tolerancia
ao estresse em plantas geneticamente modificadasl@\ét al., 2003).

O acumulo de prolina parece ser uma resposta codasnplantas submetidas a
estresses abioticos (DiAZ et al., 1999; WAY et 2005; HONG-BO et al., 2006; JALLEL et
al., 2007) e também em plantas halo6fitas (HMIDA-3¥RM, 2005).

Em estudos de expressdo génica utilizando micrgmrpara verificar os genes
induzidos positivamente a médio e longo periodoedeesse, o gene da'-pirrolina-
carboxilato-sintetasgbcg foi um dos de maior expresséao (WAY et al., 2005).

Diversas espécies ja foram transformadas com gmresncentes a via de biossintese
da prolina (Tabela 1). Entre estas, o tab&tiodtiana tabacumfoi a primeira espécie vegetal
transformada com @5cs da Vigna aconitifolia utilizando o promotor35S do virus do
mosaico do couve-flor. Estas plantas produzirana 18 vezes mais prolina, o que resultou
em maior tolerancia ao estresse salino (KISHOR. e1995). A expressao do gepgcsem
plantas transgénicas causou aumento nas quantidade®lina em tecidos foliares, em até
cinco vezes, quando comparadas as plantas-cof@8IBNEIRO et al., 2006). As plantas
transgénicas acumularam maior quantidade d¢ Mis folhas, em relacdo as plantas néo-
transgénicas.

Plantas de tabaco transgénicas combesforam mais tolerantes a baixas temperaturas
e apresentaram maior biomassa (KONSTANTINOVA et aD02). Plantas de tabaco
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transgénicas expressand@ics(Vigna aconitifolig e o geng5csmutado p5csf129 cuja
mutacédo sitio-dirigida removeu o feedback da regidada prolina, foram comparados. As
plantas com a form@a5csfl29aacumularam cerca de 2 vezes mais prolina que raafor
original (Vap5cs -Vigna aconitifolig. Nas plantas com superexpressédo plscs e
consequentemente superproducdo de prolina, tivergnificantemente maior toleréancia ao
estresse salino, isto é, concentragcbes maiore200M de NaCl (ZHANG et al.,1999;
HONG et al., 2000).

No arroz Qriza sativun), o genep5csconferiu altos niveis de tolerancia a salinidade
(ZHU et al.,1998). Ainda na cultura do arroz, SU WU (2004), testaram diferentes
promotores dirigindo o gengbcs As plantas com o promotor estresse induzido idotm a
expressdo do gergbcsobtiveram maior acumulo de prolina, maior biomaamsacondi¢cdes
de alta salinidade e déficit hidrico quando comglesaas plantas de expresséao dirigida pelo
promotor35S

Plantas de citrusQ. sinesis X Poncirus trifoliajatransformadas com o gempécs
acumularam altos niveis de prolina e foram tolesat falta de agua por cerca de 24 dias
(MOLINARI et al., 2004).

No trigo (Triticum aestivuri.), o p5csfoi introduzido utilizandoAgrobacteriumvia
pdlen e as plantas apresentaram um aumento nartolerao estresse salino (SAWAHEL &
HASSAN, 2002). VENDRUSCOLO et al (2007) observargoe plantas transgénicas de
trigo, com o gene p5cs, mas dirigido por um promastresse-induzido apresentaram
tolerancia a 15 dias sob estresse hidrico severnegma construcéo foi testada em cana de
acucar e os autores observaram uma tolerancia déag¢2a uma condigcéo de falta de agua
extrema (MOLINARI et al., 2007). DIBAX, et al. traformouEucalyptus saligng2009) via
Agrobacterium, e pode verificar que a quantidadepmdina acumulada na parte aérea de
plantas transformadas apresentou ser quatro vegesi® a quantidade encontrada em
plantas controle, evidenciando um aumento nos sigtei prolina nos tecidos foliares das
plantas transgénicas.

A soja transformada por TEIXEIRA (2009) demonstadtos indices de producéo de
prolina, demonstrando menores taxas de peroxiddeddipidios melhor estabilidade de
membrana e diferenca significativa na producégrées.

HMIDA-SAYARI et al. (2005) verificaram que plantasansgénicas de batata
(Solanum tuberosuptom o gene AtP5CS submetidas a altas concensagsal (180mM
NaCl) tiveram o efeito salino atenuado no crescimerrendimento, pela presenca de prolina

como osmoprotetor.
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Por outro lado, alguns autores, verificaram quelta expressao de prolina, pela

transgenia ndo acarretou em aumento de toleranc@éficit hidrico. BORGO, (2005) ao

estudar as implicagdes da prolina no ajustamemuitico em plantas submetidas ao estresse

hidrico de tabaco, verificou que plantas conteng®ase plantas controle ndo apresentaram

diferencas significativas em relacdo ao ajustamesmnadtico.

MAGGIO et al.

(1997) em cultivo de células em susd® de cenoura

superexpressando a prolina, ndo observaram efegie @smolito no ajustamento osmaotico

das células quando submetidas ao tratamento com(P&i@tilenoglicol).

Tabela 1-Principais espécies transformadas consgtamvias de biossintese de prolina.

Gene Espécie Estresse aplicado Referéncia

p5cs Tabaco Salinidade Kishor et al., 1995
p5csfi29a Tabaco Salinidade/Seca Hong et al., 2000

p5cs Arabidopsis Seca Nanjo et al., 1999

p5cs Arroz Salinidade/Seca Zhu et al., 1998

p5cs Arroz Salinidade Anoop & Gupta, 2003
p5cs Arroz Salinidade/Seca Su & Wu, 2004

p5cs Trigo Salinidade Sawabhel & Hassan,2002
p5cs Cenoura Salinidade Han & Hwang, 2003
p5cs Arroz Salinidade/Frio Hur et al., 2004
p5csfl29a  Citrus Seca Molinari et al., 2004
p5cs Batata Salinidade Hmida-Sayari et al.,2005
p5csfl29a  Tabaco Seca Borgo et al., 2005

p5cs Alface Frio/Salinidade Pileggi et al., 2001

p5cs Tabaco Frio Konstantinova et al., 2002
p5cs Trigo Seca/Frio Vendrusculo, 2007

p5cs Cana de Acucar Seca Molinari et al., 2007
p5csfl29a  Eucalipto Frio Dibax et al., 2009

p5cs Soja Seca Texeira et al., 2009
p5csfi29a  Grao de bico Seca Mathur et al., 2009

2.10 Promotores Estresse- Induzidos

Os promotores fortes e constitutivos sdo apropsiao transgénia, para a obtencao
de altos niveis de expressdo génica, incluindopreszdo de genes marcadores usados na
selecdo de plantas transgénicas. Todavia, 0s pooesotonstitutivos ndo sao desejaveis pois
a superexpressdo constitutiva do transgene, pad@eat por energia e afetar a sintese de
proteinas, RNA, etc., que normalmente sdo necasssab condicbes normais de crescimento
(SU et al., 1998; BAJAJ et al., 1999).
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Com os recentes avancos nos estudos dos genderratirs aos estresses abiodticos e
bioticos, a caracterizagdo de promotores estresgeddos tem aumentado (GROVER et al.,
2001). A maioria dos promotores estresse induzigtéen uma sequéncia de elementos
atuando enctis que sdo reconhecidos por fatores de transcrigdecégos. Exemplos de
promotores estresse induzidos skep (heat shock protein)d29 (induzido por estresse
osmoético),adh (induzido por estresse anaerobicags120(induzido pelo frio). Os niveis de
MRNA do rd29 mudam em resposta a dessecacdo, baixas tempgrasatmidade e
exposi¢éo ao ABA (SHINOZAKI & YAMAGUCHI-SHINOZAKI,D99).

Estudos realizados eArabidopsisisolaram dois genesi29a erd29h, sendo que o
primeiro estd envolvido em uma resposta ABA-depeted@ seca ou déficit hidrico e o
segundo também ABA-dependente porém, de inducée lmaia (GROVER et al., 2001).
Outra regido de acads-DRE (Dehydration responsive element) que é cordétde uma
sequéncia conservada de 9 bp (5-TACCGACAT-3")dncontrada nos promotores de genes
induzidos pelo frio e pelo déficit hidrico. No protar do gene ligado a anaerobioseh)
existe uma sequéncia consenso (TGGTTT) denomind®la fAnoxia response element)
(KYOZUKA et al.,1994).

Plantas transgénicas superexpressando o fatoamtriicdo DREB1A em. thaliana
sob o controle do promotor constitutivo CaN88Sresultou em um retardamento severo do
crescimento sob condigbes ndo estressantes a p8RENOZAKI & YAMAGUCHI-
SHINOZAKI, 1999). Ao contrario da expressdo do DREBBdirigida pelo promotord29a
cujo desenvolvimento da planta foi normal, alémptinta apresentar maior tolerancia ao
déficit hidrico.

SHEN & HO (1995) observaram a obrigatoriedade dgsqaica no complexo ABA
responsivo (ABRC) de uma seqUéncia G-box ou ABREXLGCGTACA e um elemento
acoplador CEL(TGCCACCGG) para a indugdo por ABApresenca de um intron na
expressao do gefwa22é também obrigatoria.

Outros promotores estresse-induzidos tem sido férejeados” (SHEN & HO, 1995;
SU & WU, 2004). Estudos com o promotor ABA-respeashva22de cevadaHordeum
vulgare L.) de aproximadamente 49bp (ABRC-ABA responsivenplex), ligados a um
promotor truncado da- amilase da cevada (Amy 64) (-60 a +57) e acgslacom uma
regido de 1-intron exdn -2 intron-2 do gén@a22(hva22) induziram cerca de 30 vezes a
expressdo do geneidA em um experimento com células da camada de akeueom
suspensdo de cevada (SHEN et al., 1995). O usditiplas copias (1 e 4 cbpias) da regido

ABRC originou 2 tipos de promotores sintéticosdtea regido responsiva ao ABA (SU et
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al., 1998). Estes promotores testados em arroz auraentaexpressao do gemeAde 3 a 8
vezes pela aplicagdo de ABA, déficit hidrico e insdhde e plantas com 4 copias do
complexo ABA responsivo mostraram niveis de 50@2@ mais na expressao do gai

A presenca de apenas 1 cOpia seria mais convenigstteque o complexo poderia responder
a concentracdes de ABA menores quéM@&m aproximadamente 40 minutos (SHEN & HO,
1995).

A mesma construcdo acima citada foi engenheiradaZpy et al., (1998) onde o
complexo ABA responsivo foi ligado ao promotor mioida actinaXcti-100(P)) e ao intron
do genehva22 formando a complexo promotor estresse induAtRC. Este promotor foi
testado em arroz e expresso em muitos tipos cefylanmo folhas e raizes, como também
em camadas de aleurona, tornando-se uma excekemgaménta para o estudo de genes
relacionados com a tolerancia aos estresses aisd@in cereais (ZHU et al., 1998; SU & WU
, 2004).

O promotoraipc ja foi testado em trés espécies: trigo (VENDRUSQOGH! al., 2007)

e cana de agucar (MOLINARI, 2007), e em soja (THX&I2009) plantas de cana e trigo
pela presenca do déficit hidrico aumentaram odsdesprolina em duas vezes mais (trigo) e
cinco vezes (cana) quando comparada as planta®leomts plantas transgénicas mostraram-

se mais tolerantes ao déficit hidrico aplicado.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Material Genético

O material genético utilizado para o desenvolvimmetd estudo da performance dos
eventos em geragdes avancgadas, foi usada a progémos seguintes eventos 14, 164, 312,
326 e 591, resultantes da transformacéo de VENDRIWSX2007.

3.2 Anélise Molecular

3.2.1 Extracado de DNA gendmico

Aos quarenta dias da germinacéo, o DNA genémicexXtaido de folhas dos 5 eventos
e do controle segundo protocolo de DOYLE & DOYLEYQ) adaptado.

Foram macerados cerca de 200 a 300 mg de folhaiteogémio liquido, utilizando
almofariz de porcelana até o tecido virar p6. O ereo foi transferido para microtubos
eppendorf (1,5 mL) congelados, devidamente ideafiios com as amostras. Foram
adicionados 800 pL de tampé&o de extragdo, e ag#gadeemente no vortex. Depois foram
incubados em banho-maria a 65° C por 30 min. Der@amcubagéo os tubos foram agitados
suavemente a cada 10 min. Os tubos foram retiradovanho e deixados esfriar a
temperatura ambiente. Em seguida, os tubos forammifogados por aproximadamente 10
min a 14.000 rpm. O sobrenadante foi transferida pavos tubos e foi adicionado 800uL de
cloroférmio-alcool isoamilico (24:1), que foram t@gios suavemente por 5 minutos até ficar
turvo, novamente as amostras foram centrifugadog@amin a 14.000 rpm.

Apoés a transferéncia da fase aquosa para um ndwoftwam adicionados 750 pL de
cloroférmio-alcool isoamilico (24:1) ao sobrenadantagitando-se suavemente e
posteriormente centrifugados por 10 min ao mesmiacidade. O sobrenadante foi
transferido para novos tubos e precipitado compa0@e isopropanol gelado, deixado fora da
geladeira a 20° C por 2 horas. Houve a centrifugdpd tubos a por 10 minutos. O pellet j&
visivel foi lavado 2 vezes com 300 pL de etanol #&# @ retirar o sal presente e 1 vez com

etanol a 95%. Ao término, o pellet foi deixado sezra temperatura ambiente por 20 min e
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ressuspendido em 300pL de TE (10m Trs-HCL, 1 mM EDjH 8,0), contendo RNAse
incubado em Banho-maria por 30 minutos a 37°C neerdgracao final de (40 pg/ml).

Para aumentar a concentracdo do DNA foi adiciogadmostra NaCl 5M na proporcao
1:10 e 500pL de isopropanol gelado para a ptecio do DNA. As amostras foram
incubadas overnigth a 4°C e centrifugado. O priapioriginado foi lavado com etanol 70%
e 1 vez com etanol a 95%. Este pellet foi deixaata gecar em temperatura ambiente por 20

min e ressuspendido em 300 uL de TE.

3.2.2 Reacdo em cadeia de polimerase

Para comprovar a presenca do gpbese gene bar nos eventos putativamente
transformadas 3 foi realizado uma analise por reacdo em cadeplimerase (PCR).

Foi preparado o mix em um microtubo de 1,5mL aotded3.2 puL de bO, 10.8 uL
de MgCl, 28.8uL de tampado 14.4uL de dNTPs, 18uL de prinker (5
GAAGTCCAGCTGCCAGAAAC?I) e 18uL de primer F
(5’ GTCTGCACCATCGTCAACC3), 1.8uL de Taqg polimerasém tubos de PCR foram
colocados 5 pL do DNA na concentragdo de 75ng/ptada evento e 15 pL do mix.

O programa de ciclos no termociclador para o pribarinicia-se com a desnaturacao
no primeiro ciclo de 3 minutos a 94° C, seguido38eciclos de 3 segundos a 94°C de
desnaturagéo, 30 segundos a 58 ° C para anelam@rgegundos a 72°C extensao, e por fim
um ciclo de 7 minutos a 72°C extenséo.

Os produtos da reacdo de PCR foram submetidografetese em tamp&do TBE 0,5X
em gel de agarose 8%), visualizados ap0s colorem@obrometo de etidio (7.0 pL) sob luz
uv

3.3 Condi¢des para Avaliacéo do Estresse Hidrico.

O experimento foi realizado em casa de vegetacdosetor de biotecnologia da
COODETEC (Cascavel/Pr). Foram colocados para gammgementes sTdos eventos
transformados previamente. No laboratério, as stmeforam germinadas em Papel
Germitest 28x38cm. Apds 3 dias da germinacao fqiamtadas 4 sementes em cada vaso de
4 kg contendo solo previamente peneirado e adul@diesbaste foi feito apdés 15 dias do

plantio deixando apenas uma planta por vaso. Hbtado delineamento inteiramente
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casualizado contendo 59 vasos, dispostos em poségaelhante em relagéo incidéncia solar
Figura 3.

O experimento foi composto por cinco eventos e antrole (591, 14, 326, 164, 312 e
controle CD200126) conforme croqui na Figura 4. $\pd periodo de estresse foram
observadas a recuperacdo das plantas apos o lesit@eato da capacidade de campo do
solo nas plantas do estresse severo.

Quando as plantas atingiram a fase de emborrachanvenca de 60 dias apos
germinacao, correspondente a fase 45 da escaladbel& (ZADOCKS et al., 1974) aplicou-
se a condicdo de estresse hidrico, onde os tratasneanstaram de 2 grupos : Grupo -
plantas que foram submetidas ao estresse hidrieco restricdo total de agua contendo 5
repeticbes e Grupo llI- plantas que foram submetidam estresse parcial com 4 repeticdes .

No estresse severo, as amostras foram coletadasmteiwvalo de quatro dias,
totalizando 6 coletas. Neste tratamento, as plactagrole e transgénicass; Foram
submetidas a um periodo de 16 dias de déficitdddsendo irrigadas ao término da dltima
coleta do periodo de estresse. Também foi realipat coleta apés o quarto dia da re-
hidratagéo, com 20 dias resultando em 6 coletas.

No estresse parcial - as plantas submetidas assstparcial foram submetidas a um
periodo de 24 dias de estresse parcial resultaraide?as. As plantas em regime parcial de
estresse por déficit hidrico foram pesadas diaméene foi reposto 4gua aos vasos a
quantidade de 50% de seu peso perdido. A coldialfties para as andlises fisioldgicas foram
realizadas sempre na parte da manha entre 8:30:@3 i . As temperaturas também foram
anotadas diariamente onde resultou em uma med4¥& Foram avaliados os parametros:
conteudo relativo de agua (CRA); Conteudo de MDAal¢mdialdeido); Prolina (PRO);
indice de estabilidade de membrana (IEM) e inditeeproducao.



Figura 3. Disposicdo dos vasos na casa de vegetirg@xperimentos: estresse severo e estresse
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Para uma melhor andlise do indice de producéo f@lamtadas também 6 repeticbes dos
eventos e controle utilizando delineamento inte@ate casualizado, onde foram aplicados
estresse severo nas plantas controle e nos evpotésy ndo foram coletadas as folhas, com

o objetivo de verificar o efeito de desfolha naupEracdo de plantas apos o estresse aplicado.

3.3.1 Conteudo relativo de agua (CRA)

O estado da &gua nas folhas foi monitorado por meicontetdo relativo de agua
(CRA). Imediatamente apds o corte de folha na basga coleta, as folhas foram seladas em
sacos plasticos e transferidas para o laborat@ianassa fresca (m.f) das folhas foi
determinada em seguida. A massa turgida (m.t)dbda apdés o embebicdo por 16-18h das
folhas em agua destilada sob temperatura ambéemtigascos de vidro previamente lavados
e autoclavados. As folhas foram pesadas rapidamsentglas cm papel toalha e a massa seca
(m.s) foi obtido ap6s secagem em estufa (70 °Q)7pdoras. O RWC foi calculado segundo
a equacao de Schonfeld (SCHONFELD et al., 1998).

RWC (%)= (m.f.mp.s/ m.t-m.s)x100.

3.3.2 Quantificacdo de prolina em tecidos de plantas

Os niveis de prolina em tecidos de planas foramrehtados pelo método de BATES
et al., (1973), modificado conforme descrito a sed\s folhas coletadas foram armazenadas
a 70°C ate a realizagéo das analises .

Foram macerados 0.05 g de tecido vegetal em caslinobm nitrogénio liquido e
adicionados em 10mL de acido sulfosalicilico %), O homogeneizado foi centrifugado a
5.000 rpm por 5 minutos e 2 mL do sobrenadantarfdransferidos para um tubo falcon de
15mL. Foram adicionados aos tubos 2 mL de solugdoirddrina (Ninidrina 2,5% (p/v) em
6:4 v/v de acido acético e acido fosforico 6M) enR de &cido acético glacial e foram
aquecidos a 100 °C em banho-maria por 1 hora. ¢écefoi finalizada adicionando os tubos
em banho de gelo. A mistura foi extraida com 4 raltalueno e agitada vagarosamente por

15 a 20 segundos em vortex.
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O cromoéforo dissolvido no tolueno foi aspirado desef aquosa, a temperatura
ambiente e a absorbancia deste material foi detexdai em espectrofotbmetro a 520 nm. A
concentracao de prolina foi determinada a partinrde curva padréo de 25 pmoles de prolina

por peso seco.

3.3.3 Avaliacdo do indice de estabilidade de membrandasgllEM)

O indice de estabilidade de membrana (IEM) celfdadeterminado indiretamente
pela medida da condutividade elétrica, seguindaotopolo de BABU et al., (2004). Trés
amostras de folhas foram coletadas de cada pketatadas em forma de discos de tamanho
uniforme de 1cm? cada. Os discos foliares foraradag por 3 vezes com agua deionizada e
autoclavada para remocao de eletrolitos aderidgparficie foliar. Em recipientes de vidro
foram adicionados 15 mL de Agua deionizada e awadh, onde os discos foliares foram
fechados e incubados no escuro por 24 horas a tetape ambiente. A condutancia desta
solucao foi medida usando condutivimetro (modelorbfial B331). ApGs a medi¢éo inicial,
os tubos foram autoclavados por 15 minutos sobsfcesle 120 psi. A condutividade foi
medida nesta solugéo apos o resfriamento dos eetgsi de vidro. O indice de estabilidade de
membrana foi obtido usando a seguinte formula:
indice de Estabilidade de Membrana (IEM):

IEM %= (1-S/S)
Onde:
Si: Condutividade elétrica inicial (antes da autoclamy

Se: Condutividade elétrica final (depois da autoclavape

3.3.4 Avaliagéo do nivel de peroxidacgéo de lipidios (MDA)

O nivel de peroxidagdo de lipidios foi determinado funcdo do conteddo de MDA
(Malondialdeido) pela sua reagéo com o &cido thitiaico (SAIRAM et al., 1998).

Cerca de 0,05g de tecido foliar foram macerados autrogénio liquido e
posteriormente homogeneizados em 5 mL de aciddormcético 0,1% (p/v), apoés
centrifugados a 5000 rpm por 15 minutos a tempexatnbiente.

Em tubos Falcon de 15 mL, o sobrenadante foi nadtuicom igual volume de &cido

tiobarbitarico 0,5 % (p/v) em &cido tricloroacéti20% (p/v) e entdo fechados. A mistura foi
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fervida por 30 minutos a 100°C em banho-maria éribegado por 5 minutos a 6000 rpm
para precipitacdo dos subprodutos da reacdo. Arlzisoa foi entdo medida a 532nm e
corrigida para turbidez ndo especifica pela subtragla medida a 600nm. O contetdo de
MDA foi calculado usando o coeficiente de extincamlar do MDA(L55 Mlcm'l)

Equivalente de MDA (nmol /I = [(Abs 532 — Abs 600) / 0,155)] / Peso (g).

3.4 indices de Producio

Para a avaliacdo da capacidade de producdo dasgldos eventos submetidos ao
estresse hidrico e das plantas controle, foramtaztde e contadas o niumero de espigas,
namero de sementes total, peso de 100 sementesoetqial de sementes por planta, ao

término do ciclo apos a recuperacéo das plantasetidas ao estresse.

3.5 Analise Estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a analiseadancia ANOVA com 5% de

probabilidade e teste Tukey com o auxilio do pro@wdENES.
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4 RESULTADOS

4.1 Analise Molecular
As plantas amostradas dos cinco eventos apreaantafragmento esperado de 450

pb correspondente ao geln@. Como esperado, as plantas-controle, sem trana@@on nao

apresentaram bandas (Figura 5).

=f Pev] S5h 3 4 el

Legenda:

C: controle nédo transformado;

P: Plasmideo pJS107;

Eventos: 1-164; 2-591; 3-326; 4-312; 6-14;
M: marcador (Ladder 100 pb).

Figura 5: Produtos de ampliacéo por PCR:

4.2 Conteudo Relativo de Agua (CRA)

Em condi¢Bes normais de suprimento de agua, ogwdos relativos de agua (CRA)
nao foram diferentes entre as plantas controlaresg€énicas dos diferentes eventos avaliados
(Figura 6). Sob condigbes de estresse, os vallr&sRA foram muito similares até o 8° dia
de estresse aplicado, sendo que plantas transgé&hisadiferentes eventos obtiveram um
CRA ligeiramente superior as das plantas contrgkeegsadas e, menor que o controle
irrigado.

A medida que o estresse hidrico foi sendo apli¢a@®dia) claramente se observou um

comportamento diferencial entre plantas transgéngcaontroles. Destacaram-se 0s eventos
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326, 14 e 164 com valores de CRA de 40%, 29%, Z¥yectivamente, maiores comparados
ao controle estressado. Os valores de CRA dimimuita medida que o estresse foi
prolongado (16° dia), mas todas as plantas car@nu a ter um CRA maior que o controle
estressado. Tal tendéncia de diminuicdo do CRA ocovapque as plantas sentiram o estresse
hidrico a partir do 12° dia de restricao hidrica.

Apos o término da restricdo hidrica e reidratacé® plantas, as plantas transgénicas
dos eventos 591,326 e 164 mantiveram indices de @RBRA altos quando comparado aos
indices das plantas controle estressado (80%).

Nas plantas controle irrigado em ambos os expetmseioi observado uma flutuagéo
dos valores de CRA, nos diferentes tempos amostra¥idenciando que neste periodo de
emborrachamento, florescimento e enchimento dossgrd demanda por &gua varia em

funcdo de um metabolismo acelerado.
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Legenda:

TO, T4, T8, T12, T16, T20 coletas realizadas;
Letras acima das barras: Teste de Tukey;

C Irr: Controle Irrigado;

C Est: Controle Estressado;

14E: Estressado,

326E: Estressado;

164E: Estressado;

312E: Estressado;

Figura 6: Conteudo relativo de agua (CRA) mediasizesse hidrico severo nos diferentes tempos
avaliados.
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Quando o experimento foi conduzido sob uma condpgioial de estresse, os dados
obtidos foram similares as do experimento com gstreevero até o 8° dia, com excecgdo das
plantas do controle parcialmente estressado qd#esenciaram das demais apresentando um

CRA na ordem de 7% menor que o controle irrigadgufa 7).
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Legenda:

TO, T4, T8, T12, T16, T20 coletas realizadas;
Letras acima das barras: Teste de Tukey;

C Irr: Controle Irrigado;

C Par Est: Controle Parcialmente Estressado;
14P: Parcialmente Estressado,

326P: Parcialmente Estressado;

164P: Parcialmente Estressado;

312P: Parcialmente Estressado;

Figura 7: Conteudo relativo de 4gua de plantas angégliestresse hidrico parcial nos diferentes tempos
avaliados.

A medida que o estresse parcial foi sendo aplicasiqglantas controle parcialmente
estressadas diminuiram seus indices de CRA em tlerdd %, em média, quando comparado
ao controle irrigado. As plantas dos eventos tr@nmisgs tiveram seus indices de CRA
superiores as das plantas controle parcialmemessatias, com distingdo do evento 14, cujo
CRA foi similar ao das plantas controle irrigadasgsmo ap0s 16 dias de estresse parcial
aplicado. Comparados ao controle irrigado, aposevilias, os eventos apresentaram CRA
maiores que o controle parcialmente estressadoraemo 44%, 43%, 55%, 51%, 12%
correspondente aos eventos 591,14,326,164 e 3&atevamente.
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ApOs 24 dias de avaliagdo as plantas transgénpaasialmente estressadas,
demonstraram CRA diminuidos, porém superiores atlisas dos indices de plantas controle
parcialmente estressadas, com excec¢ao ao eventjudldpresentou uma performance de 7%

inferior as do controle parcialmente estressado.

4.3 Conteudo de Prolina

Apesar das plantas controle e transgénicas dosediés eventos avaliados terem
apresentados valores de prolina diferentes (3,48 dg peso seco a 4,1 ug/ g de peso seco)
em condi¢Bes normais de suprimento de agua, edtaforam significativamente diferentes
conforme Figura 8. Esta mesma tendéncia foi obdarepos 4 dias de aplicacdo de estresse
severo nas plantas avaliadas. Somente apds o Bbdkase observar um aumento brusco no
conteudo de prolina nas plantas controle estressadaordem de 1,8 x, comparado ao
controle irrigado. As plantas avaliadas do evé@th tiveram um acréscimo de 2,28x . As
plantas transgénicas dos eventos 591 (16,21ug/pgsteseco no 8° dia) e 312 (25,71 ug/ g
de peso seco no 12° dia) apresentaram acréscigoificsitivos nos niveis de prolina a

medida que o estresse foi sendo intensificado.
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Legenda:

TO, T4, T8, T12, T16, T20 coletas realizadas;
Letras acima das barras: Teste de Tukey;

C Irr: Controle Irrigado;

C Est: Controle Estressado;

14E: Estressado,

326E: Estressado;

164E: Estressado;

312E: Estressado;
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Figura 8. Conteudo de prolina em pumol/g de peso segliante estresse hidrico severo nos diferentes
tempos amostrados.

As plantas controle estressadas também tiveramcoés@mo significativo no 12° dia,
mas no 16° dia de restricdo hidrica, os niveisrding diminuiram drasticamente. Por outro
lado, as plantas transgénicas dos eventos aval@migiuaram a manter valores altos de
prolina quando comparados com o controle estressado

Apos a reidratagdo, todas as plantas tiveram uradagnos niveis de prolina, sendo
gue nos eventos transformados, esta queda foi maésa do que a do controle estressado.
Em todo o periodo de avaliacdo, o evento 591 fque apresentou o maior contetdo de
prolina, mas no 12° dia de avaliacdo, as plasdasvento 312 apresentaram o maior indice
(1,16x maior que o controle estressado e 4,35pmugie o controle irrigado. No 16° dia de
experimentacao, 0s eventos transgénicos apresentdvais altos de prolina comparados aos
do controle estressado.

Também foi observada, uma flutuacdo nos valorgsralina obtidos para o controle
irrigado que variaram de 0,74 a 7,09 ug/ g de pesw. Estes valores poderiam ser
explicados pelo estagio reprodutivo na qual se mn@eam as plantas avaliadas, denotando
um metabolismo acelerado onde a prolina é necassd@raltas concentracdes.

Pode-se observar na Figura 9 que, quando as plfaméas avaliadas sob condi¢fes
parciais de estresse, os valores para prolina orgigdes iniciais foram similares entre as
plantas avaliadas. Com 8 dias de restricdo higraraial, plantas controle estressadas e
irrigadas foram similares, porém as plantas do ntev812 apresentaram acréscimos no

conteudo de prolina estatisticamente significa(®87 ug/ g de peso seco).
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Legenda:

TO, T4, T8, T12, T16, T20 coletas realizadas;
Letras acima das barras: Teste de Tukey;

C Irr: Controle Irrigado;

C Par Est: Controle Parcialmente Estressado;
14P: Parcialmente Estressado,

326P: Parcialmente Estressado;

164P: Parcialmente Estressado;

312P: Parcialmente Estressado;

Figura 9. Conteudo de prolina em pmol/g de peso semliante estresse parcial hidrico nos diferentes
tempos avaliados.

Os maiores conteudos de prolina foram observadesementos 591, 14, 164, 312
(20,15; 14,40; 16,36 e 19,22 ug/ g de peso seconédia, respectivamente) no 16° dia de
restricdo hidrica parcial, com excecdo ao event® @2 estatisticamente foi similar ao
controle parcial estressado (6,98 ug/ g de pesn).sBpds o periodo de 20 dias, os valores de
prolina foram diminuidos e, na coleta do 24° diavalsres de prolina voltaram a aumentar,
provavelmente pela necessidade de prolina parar@afdo de estruturas reprodutivas, tendo

em vista o ciclo fenoldgico a qual as plantas estague era de espigamento.

4.4 indice de Estabilidade de Membrana
Os valores obtidos para o parametro de estabdiodel membrana (IEM) sob
condicdes de estresse severo estdo apresentadfogura 10. Observa-se que os valores de

IEM para plantas controle e transgénicas, em cérdigormais de suprimento de 4gua foram
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semelhantes e na ordem de 97% em média. O inicioedzepcdo do estresse parece ter
ocorrido com 12 dias de falta de agua. A medidaasaprimento de agua foi se tornando
escasso, 0s valores para IEM diminuiram para ndeei$7% nas plantas controle estressadas,
74% (evento 591), 78% (evento 14), 79% (evento ,3&B)o (evento1l64) e 69% (evento 312).
Apos a reidratacdo das plantas no 16° dia e adaliag 20° dia, apenas os eventos
591, 326 e 164 tiveram os indices de IEM proximmsla controle irrigado (83%). Plantas

controle estressadas e 0s eventos 14 e 312 nramivelEM em torno de 68%.
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Legenda:

TO, T4, T8, T12, T16, T20 coletas realizadas;
Letras acima das barras: Teste de Tukey;

C Irr: Controle Irrigado;

C Est: Controle Estressado;

14E: Estressado,

326E: Estressado;

164E: Estressado;

312E: Estressado;

Figura 10. indice de estabilidade de membrana emeffiante estresse hidrico severo nos diferentes
tempos avaliados.
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Quando o estresse hidrico aplicado foi parcial, IBsIs das plantas avaliadas
apresentaram um comportamento diferenciado aoslasbtho estresse severo. Plantas
transgénicas submetidas ao estresse parcial tive@mportamento similar as plantas
irrigadas até o 16° dia. (Figura 11)

O evento 326 foi excegdo, pois apresentou IEM megaa partir do 4° dia até o 12°
dia.
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Legenda:

TO, T4, T8, T12, T16, T20 coletas realizadas;
Letras acima das barras: Teste de Tukey;

C Irr: Controle Irrigado;

C Par Est: Controle Parcialmente Estressado;
14P: Parcialmente Estressado,

326P: Parcialmente Estressado;

164P: Parcialmente Estressado;

312P: Parcialmente Estressado;

Figura 11. indice de estabilidade de membrana emeliante estresse hidrico parcial nos diferentes
tempos avaliados.

Com 16 dias de avaliagéo, as plantas controlessstdas apresentaram IEMs menores
e na ordem de 67% e o0 evento 312 na ordem de 5d%6uRo lado, os eventos 591, 14, 326
e 164 continuaram a manter o IEM na ordem de 8386sA0 dias, os indices de IEMs das

plantas avaliadas apresentaram a mesma tendéecidp jue ao final de 24 dias de
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avaliagdo, houve uma tendéncia de diminuicdo déstises em todas as plantas avaliadas,
com excecgdo das plantas do controle irrigado, paeser possivelmente explicado pela
finalizacdo do ciclo reprodutivo e inicio do enckmp de graos, evidenciando o inicio de

senescéncia das plantas apos estresse.

4.5 Conteudo de Malondialdeido (MDA)

Tendo em vista que o baixo conteddo de malondidddespresenta baixa peroxidacéo
de lipidios e sendo assim inversamente proporcianestabilidade de membrana, os dados
obtidos para peroxidacgdo de lipidios estimado étao conteido de malondialdeido (MDA)
permitem concluir uma melhor habilidade das platra@ssgénicas como as plantas do evento

164 em conservar intacta a célula vegetal por teaipo (Figura 12).
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Legenda:

TO, T4, T8, T12, T16, T20 coletas realizadas;
Letras acima das barras: Teste de Tukey;

C Irr: Controle Irrigado;

C Est: Controle Estressado;

14E: Estressado,

326E: Estressado;

164E: Estressado;

312E: Estressado;

Figura 12: Contetdo de MDA (Malondialdeido) em nigale peso fresco mediante estresse hidrico
severo nos diferentes tempos avaliados.
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Os contetdos de MDA estimados para as plantasotemttransgénicas dos diferentes
eventos foram considerados estatisticamente sesilao tempo inicial sem restricdo hidrica.
Apos 4 dias de estresse total, as plantas corforden similares em termos de conteddo de
MDA ndo diferindo estatisticamente, mas podendamgtie as plantas transgénicas tiveram
um acréscimo no conteudo de MDA, com excec¢do dotevé26 (29,13 mmol/g de peso
fresco). No oitavo dia, em geral, as plantas cémtestressadas e as plantas dos diferentes
eventos, tiveram o contetdo de MDA similar ao dogu® inicial, mas menores comparados
aos do 2periodo de avaliagéo.

Apo6s o 12° dia de aplicagdo da restricdo hidritatas transgénicas apresentaram
valores de MDA ainda menores nao tendo diferengaifgiativa comparada ao controle
irrigado, com indicacdo de que o evento 591 aptesemmenor indice (2,92 mmol/g de peso
fresco) que corresponde a uma reducdo de 10x no MDArelacdo as plantas controle
estressadas (29,54 mmol/g de peso fresco). Ap@&deatacdo e avaliacdo no 20° dia, os
valores de MDA voltaram a aumentar provavelmenta peeleracdo do metabolismo e inicio
da senescéncia, sendo que, apenas as plantaseiigseb91 e 164 apresentaram niveis de
MDA inferiores e estatisticamente significativosuaqdo comparados aos dos controles
irrigado ou estressado.

Conforme a Figura 13 no estresse parcial, os caarpentos de plantas controle e

estressadas frente ao MDA foram similares atédieB8e restricao hidrica parcial.
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TO, T4, T8, T12, T16, T20 coletas realizadas;
Letras acima das barras: Teste de Tukey;

C Irr: Controle Irrigado;

C Par Est: Controle Parcialmente Estressado;
14P: Parcialmente Estressado,

326P: Parcialmente Estressado;

164P: Parcialmente Estressado;

312P: Parcialmente Estressado;

Figura 13. Contetudo de MDA (Malondialdeido) em nignale peso fresco mediante estresse hidrico
parcial nos diferentes tempos avaliados.

Com 16 dias, apenas o0s eventos 164 e 312 aprementaalores de MDA
significativamente menores. As plantas controleessado aumentaram seus valores de MDA
sendo 6,97x maior comparado ao controle irrigado.

Apos o 24° dia, os valores de MDA voltaram a auareitbm exce¢do dos eventos 14
e 312 que apresentaram niveis de MDA inferiorestatisticamente significativos quando
comparados ao controle estressado e similares@asrdrole irrigado. Somente as plantas
controle parcialmente estressado mantiveram altoAMDs demais eventos e controle
irrigado apresentaram valores estatisticamentdasies, embora numericamente diferentes. O
evento 591 apresentou um aumento brusco de 35%ermdice de MDA. J4, o evento 164

apresentou uma diminui¢cdo de apenas 15% em redacéontrole parcialmente estressado.

4.6 Iindices de produgéo

Em condi¢cbes de estresse severo, as plantas doto®weansgénicos apresentaram
maiores producdes em valor numeérico, embora naufisgfivos estatisticamente, quando
comparados com os controles submetidos a estresseose parcial (Figuras 14 e 15). O
controle irrigado apresentou em média por plarbaedpigas, 690 sementes, 2,3g para peso
de 100 sementes e peso total de sementes por plantga16,59. O controle estressado
apresentou 10,2 espigas, 169 sementes, 1,59 pacade 100 sementes e peso total de
sementes de 3g. No estresse severo o eventgrpseatou maior destaque para os indices
produtivos foi 0 14 com 23,2 espigas, 349,6 senset®g para peso de 100 sementes e peso
total de sementes de 6,5g. Produziu mais espigésnpale menor peso. Outro evento que se
destacou foi 0 312 com 15,4 espigas, 255,2 semehBgspara peso de 100 sementes e peso

total de sementes de 5,8g.
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Legenda:

(A) Peso de 100 sementes;
(B) NUmero de sementes;
© Numero de espigas;

(D) Peso total de sementes;
Letras acima das barras: Teste de Tukey;
C Irr: Controle Irrigado;

C Est: Controle Estressado;
14E: Estressado;

326E: Estressado;

164E: Estressado;

312E: Estressado.

Figura 14. indices de producdo das plantas dosediies eventos submetidos a estresse hidrico
severo.

Similar & condicao anterior, as plantas dos evemmsgénicos apresentaram maiores
producdes em valor numérico, embora néo signifioastatisticamente, quando comparados
com o0s controles submetidos a estresse parciaurgrig5). O controle parcialmente
estressado apresentou em média por planta: 11ass{#@3,25 sementes, 1,89 para peso de
100 sementes e peso total de sementes de 2,18ger@ que apresentou maior destaque

para os indices produtivos foi o 14 gerando em an2dj5 espigas, 437,5 sementes, 1,3 g para
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peso de 100 sementes e peso total de semente8de @utro evento que se destacou foi o
591 com 18,7 espigas, 295,75 sementes, 1,4g pamdee 100 sementes e peso total de

sementes de 4,8g.
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Legenda:

(A) Peso de 100 sementes;

(B) NUmero de sementes;

© Numero de espigas;

(D) Peso total de sementes;

Letras acima das barras: Teste de Tukey;
C Irr: Controle irrigado;

C Par Est: Controle Parcialmente estressado;
14P: Parcialmente Estressado;

326P: Parcialmente Estressado;

164P: Parcialmente Estressado;

312P: Parcialmente Estressado.

Figura 15. indices de producdo das plantas dosedifes eventos submetidos a estresse hidrico

parcial.

Os resultados obtidos para o experimento em parahgstram similaridades nos

indices de producgdo entre eventos e controlesseattes (Figura 16). O controle irrigado
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apresentou em média por planta: 15 espigas, 698rdes) 2,3g para peso de 100 sementes e
peso total de sementes de 16,59. O controle esti@sgpresentou em média por planta: 11
espigas, 304 sementes, 1,49 para peso de 100 ssmequeso total de sementes de 7,19.

Os eventos apresentaram menor nimero de espigaantes os controles embora
nao sendo estatisticamente significativo (Figura Para o peso de 100 sementes o controle
estressado foi o que apresentou melhor performagceliferenciando estatisticamente de
todos os eventos coml,4g. Esta mesma tendénaieenam peso total, mas sem diferenca
significativa. Ja para o numero de sementes todo®eventos e o controle estressado

apresentaram resultados similares ndo apresendifiedencas significativas.
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Legenda:

(A) Peso de 100 sementes;
(B) NUmero de sementes;
© Numero de espigas;

(D) Peso total de sementes;

Figura 16. indices de producéo das plantas dosedifes eventos submetidos a estresse hidrico
severo, mas sem o estresse fisico da desfolha.
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5 DISCUSSAO

S&o0 escassos os trabalhos na literatura que metageerformance de geragdes avangadas
de eventos transgénico. O estudo da estabilidadexgeessdo do transgene e a sua
produtividade sdo fundamentais para o lancamenteadedades comerciais transgénicas,
principalmente quando o sistema de transformacéétige usado foi a biobalistica, que se
caracteriza por inserir fragmentos génicos semntrae do niumero e da posicéo de inser¢ao
no genoma. (MLYNOROWA et al., 1996; ULKER et al99B; ANAND et al, 2003).

Esta bem documentado na literatura que o estrddsechpromove a perda de agua
celular ou estresse osmotico e que a capacidadmleléincia esta relacionada com a
manutenc¢do da integridade celular para a manutesthganetabolismo, o que favoreceria as
plantas a recuperacdo apés o término do periodeficit hidrico, em condi¢cdes de campo
(OZDEN et al., 2008; SIMOVA-STODOVA et al., 2009)

O ajustamento osmaético € o principal componentemdauinaria fisiologica em
resposta ao estresse hidrico (CHAVES et al., 2@8psmodlitos incluem ions (K); pequenas
moléculas como prolina, agUcares sollveis e oudascultura do trigo, muitos trabalhos na
literatura apontam a correlagdo positiva entre umeato de prolina e resisténcia ao déficit
hidrico (NAYYAN, 2003; ZHU et al., 2005). A prolingarece ter um papel fundamental na
protecdo ao dano oxidativo, resultante de um sestanti-oxidante mais eficiente em que a
prolina parece estar envolvida no sequestro evagb dos radicais livres e na protegao de
enzimas antioxidantes (LUTTS, 1999; VENDRUSCOLGlet 2007; OZDEN et al., 2008).
Esta protecdo manteria a célula intacta para quandondicdo de agua a campo fosse
restabelecida, o que daria chances as plantasssies de recuperagdo ainda produzindo
sementes.

Foi verificado em testes preliminares, que nenhphaata controle cv CD200126
suportou mais que 8 dias de estresse hidrico seperém neste estudo pode-se observar a
recuperacio desta mesma cultivar apos 16 diasstiicéie hidrica. E fundamental para a
acuracia dos dados, o estudo do impacto do esfpesgestricdo hidrica sobre as plantas em
ciclo fenolégico de importancia econémica. LEMOSaét (2008) demonstraram que 0S
estadios de emborrachamento, espigamento e floresth sdo 0s mais susceptiveis ao

estresse hidrico e normalmente produzem maior @édatde prolina.
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Neste experimento, foi aplicado um estresse de 46 dhiciando na fase de
emborrachamento e a partir desta data, foi reaizadeposicdo do potencial hidrico dos
vasos para verificar o desempenho dos eventosadealiquanto a producdo e também para
reproduzir condi¢des proximas a de campo.

Os resultados permitem concluir que houve acréscicnasideraveis no conteudo de
prolina de todas as plantas dos eventos avalidtmexperimento onde o estresse severo foi
aplicado, o inicio da percepcao da falta de agnae;do do genp5csiniciou-se a partir do
8° dia e alcangou os valores maximos no 12° deriexpetacdo. Nesta avaliacdo, os
percentuais de aumento do conteudo de prolina fos@&b (evento 591); 62% (evento 14);
49 % (evento 326) ; 60% (evento 312) e 33% ( evé6t). Similar ao anterior, a condi¢céo de
estresse hidrico parcial apresentou acréscimosasuims & concentracéo de prolina: 200%
(evento 591); 120% (evento 14); 6% (evento 326)%d%evento 164) e 190% (evento 312).
Os dados obtidos para o experimento com estress@alptoram maiores em percentuais
devido ao fato que os valores de prolina nas @artatrole diminuiram na ordem de 50% da
avaliacdo do 12° dia para o 16° dia.

Uma possivel explicacdo para os niveis menoregag nas plantas controle aos
16° dia de avaliacdo seria a possivel migracdoralin@ para os tecidos reprodutivos, uma
vez que a prolina esta associada a morfogénesdavensas espécies (NANJO et al., 1999;
IGARASHI et al.,, 2000). Também, alguns autores mmea presenca de proteinas
transportadoras de prolin&tProT1 eAtProT2) que poderiam fazer a remocdo da prolina
sintetizada na folha e raiz para 6rgdos reprodsitem que altos niveis de prolina foram
encontrados no estagio de espigamento (RENTSCH &886).

Os elevados indices de prolina encontrados emgdamintrole submetidas a restricdo
hidrica poderiam ser explicados pelo fato de quob, iefluéncia do estresse, a sintese de
proteinas é inibida e a degradagdo de proteinalérada, o que leva a um acumulo de
aminodcidos e aminas ( FUMIS e PEDRAS, 2002).

OZDEN et al (2008) relatam que altos niveis deipaoteduziriam os niveis de MDA
e a porcentagem de membranas celulares danificaaprolina est4d associada ao
desenvolvimento na planta de um papel adaptativdiando ajustes osmoticos e protegendo
estruturas subcelulares na plantas estressadatadds obtidos permitem concluir que sob
restricAo hidrica severa, 0s eventos transgénicosemtaram o conteddo de prolina,
comparativamente as plantas controle estressadeneiando que o transgene foi expresso.
Os acréscimos foram da ordem de: 1,62x (eventol1d2x ( evento 591); 1,49x ( evento
326); 1,6x ( evento 164) e 1,16x ( evento 312).
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A aplicacdo do estresse parcial até o 8° dia, pémnitiu uma diferenciagédo
significativa das plantas transgénicas com o ctmestressado nas caracteristicas fisiologicas
avaliadas, possivelmente sendo explicada pelo datdransgene apresentar um promotor
estresse induzid@ipc) que em estresse severo iniciou a percepcao tessstapenas com 8
dias ( MOLINARI et al., 2004, VENDRUSCOLO et alQ@7). Os dados permitem concluir
gue a percepcao do estresse iniciou a partir ddieg°sendo que a expressdo maxima da
prolina aconteceu no 12° dia de experimentacdooJéstresse parcial, a expressao maxima
de prolina ocorreu a partir do 16° dia, uma vezayastresse foi mais brando.

Uma das mais importantes modificacées bioquimicagpkantas sujeitas a estresses
abidticos é a producdo de espécies reativas démrigEROs) (AHMED et al., 2009). Sob
restricdo hidrica, ha reducdo na taxa fotossimtédevido ao fechamento dos estématos e,
com a continuacao da falta de agua e constantareage luz, a fixagcao fotossintética de CO
€ limitada, originando um actmulo de elétrons (ASWHRet al., 2008; MUNNS & TESTER,
2008). As EROs danificariam as membranas celulaets peroxidagéo e reesterificagdo dos
acidos graxos da membrana .

Diversos relatos na literatura demonstram que @tttetido de prolina em células
previniria 0 estresse oxidativo causado pela pgaselas EROs consequentes do estresse
hidrico (HONG-BO et al., 2006; HOQUE et al., 206HMAD et al., 2008; BHATNAGAR
et al., 2009). Os resultados obtidos demonstram tem@déncia nos eventos de alto conteldido
de prolina e baixos niveis de MDA principalmente @ndi¢cdes de estresse hidrico severo.
Esta condicdo se traduziu em uma maior manutenedmtdgridade celular (IEM) dos
eventos avaliados comparados ao controle estessadramente e parcialmente.

Neste experimento, durante aplicagdo da restrigdiica severa e parcial, as plantas
dos eventos apresentaram menores conteudos de Mg sugere uma melhor protecdo ao
dano oxidativo, resultante de um sistema maisegfiei em que a superexpressao da prolina
poderiam estar envolvidos no sequestro e na irg@ovaos radicais livres e na protecdo de
enzimas antioxidantes, principalmente a catalaaeperoxidase (LUTTS,GUERRIE, 1995;
HOQUE et al.,, 2007). Segundo SIMOVA-STODOVA et @009), no estresse parcial, a
imposicdo gradual de déficit hidrico permite asnfsla se acomodarem ao estresse e
desenvolver mecanismos de defesa para resistie @&sesse.

As diferencas observadas nos indices de estalslidadnembrana (IEM) entre plantas
transgénicas e controle ocorreram somente no a6delaplicacdo do estresse hidrico severo
e parcial. As plantas controle estressadas obtivéEMs com média de 40% e as plantas

transgénicas apresentaram IEMs superiores (60 3 8d8acipalmente plantas do evento 312
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que sob restricdo hidrica parcial, demonstraram ummeior habilidade em manter a
integridade celular. Os acréscimos nos valoresimitises de integridade celular das plantas
transgénicas dos diferentes eventos, comparadosda®splantas controle parcialmente
estressadas foram: 1,5x (evento 591); 1,48x (eve#pl,46x (evento 326); 1,35x (evento
164) e 0,81x (evento 312).

Uma possivel explicagdo para os maiores percentdaisMDA nas fases de
florescimento e enchimento de graos, comparadasitaas fases poderia ser explicado pela
auséncia de prolina em funcéo da sua possivel giigrpara tecidos reprodutivos e com isto,
as células apresentariam maiores danos aos estressktivos, consequéncia do déficit
hidrico (OZDEN et al., 2008).

Os indices produtivos apontam para a reducdo diupfio sob condi¢cbes de déficit
hidrico. Ao compararmos os pesos totais de semdntesontroles estressado e parcialmente
estressado, estes, apresentaram uma reducdo deb¥xespectivamente, comparados ao
controle irrigado. LEMOS et al, 2008 observaram gugeca aplicada no emborrachamento
com plantas CD200126 deram uma diminuicdo no peso 100 sementes no
emborrachamento da ordem de 51,8% e no espigaratgoréscimo foi de 80% aplicando-
se apenas 8 dias de estresse hidrico severo.

Os resultados obtidos apontam os eventos 312 erfid os de melhores performances
quando submetido ao estresse hidrico severo. Cteetdnaumentou em 1,5x o ndmero de
espigas; 106% numero de sementes, 126% peso deehdéntes e 118 % peso total de
sementes comparados ao controle estressado, cogaeggpser extrapolado para uma maior
produtividade deste evento em condi¢cfes de campmvedto 312 apresentou um acréscimo
de 1,5x o numero de espigas; 51% numero de semé&f# peso de 100 sementes e 94%
peso total de sementes. Outros eventos tambénartivecréscimos substanciais para nimero
de espigas e peso total de sementes: 0,1x e 43"t¢ev91); 0,09x e 47% (evento 164).

Quando o estresse hidrico aplicado foi parcialewentos que mais se destacaram
foram o evento 14 com acréscimos de 1,5x numerespigas; 57% numero de sementes e
187% peso total de sementes e 0 591 com acrésdnb3 x nimero de espigas; 6% numero
de sementes e 120% peso total de sementes.

Os dados do evento 312 foram considerados contlidpsrquando o estresse severo
foi aplicado (sem desfolha das plantas) pois, onmesdo produziu sementes/espigas em
algumas plantas.

Em relacdo aos parametros produtivos avaliados, oemlalgumas diferencgas

numericamente tenham sido até maiores do que 108%esultados ndo apontam para
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diferencas estatisticas significativas entre ptadtzs diferentes eventos e controle estressado
nas trés condi¢cdes avaliadas (desfolha estresdadfglha parcialmente estressada e sem
desfolha). A possivel explicagcdo para estes remdtaeria a grande variabilidade dentro dos
tratamentos, e o alto erro experimental, devideadiazdo de plantas individuais. A avaliacao
de plantas individuais € muito sujeita a erro, pdisnuita variagdo entre plantas do mesmo
tratamento.

Os dados experimentais déo indicios de que a gfiticda transgenia do gepbcs
seja potencial para obtencéo de plantas tolerargesa, pois a tolerancia a estresses abidticos
€ dependente de um complexo de interacdes entos ypiodutos génicos, onde o acumulo de
osmodlitos tem sido proposto como uma estratégia pamentar a0 menos um aspecto da
toleréncia para estas adversidades, o que podeopeomprofundos beneficios econébmicos na

agricultura.
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6 CONSIDERAGCOES FINAIS

1- Houveram diferencas nas respostas fisiolégica®eéutivas dos cinco eventos avaliados
sob condicao de estresse hidrico severo e estiasco parcial.

2- As plantas dos eventos avaliados sob condic@esstlesse severo e parcial apresentaram
conteddos maiores de prolina (1,16x a 1,62x mai§)eis menores de MDA e
consequentemente os |IEMs destas plantas foram esaipor demonstrarem um
mecanismo mais eficiente de protecdo das membreehsares contra o estresse
oxidativo.

3- A percepcdo do estresse severo ocorreu a gartB° dia de restricdo hidrica severa,
enquanto que na restricao hidrica parcial, o irdeipercepc¢do ocorreu apos o 12° dia.

4- Os resultados obtidos para os indices de proddgéam similares entre plantas
transgénicas dos diferentes eventos e controlesraesformacao estressados

5- As avaliacdes do efeito do estresse hidricodsfaientes condi¢cfes: desfolha estressada,
desfolha parcialmente estressada e sem desfolh@ ssbindices de produgdo néo

apresentaram diferengas significativas.
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