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CARACTERIZACAO DA FUNng E EXPRESSAO DE GENES EM
RESPOSTA AO CADMIO EM TOMATEIRO?

Autor: Sara Hartke
Orientador: Marcelo Gravina de Moraes

RESUMO

O cadmio (Cd) € considerado um metal extremamente toxico a maioria
dos organismos. As plantas constituem a principal forma de entrada deste
metal na cadeia alimentar. O tomate, uma espécie amplamente utilizada para
consumo humano, foi recentemente identificado como hiperacumulador de Cd.
Diante disso, o presente trabalho objetivou quantificar o teor de Cd nas folhas e
frutos de seis cultivares de tomate, bem como caracterizar 0sS genes
possivelmente envolvidos na tolerancia e na hiperacumulacdo de Cd nesta
espécie. Para tanto, as cultivares de tomate foram cultivadas na presenca da
dose de Cd de 90 mg Kg™ ou na auséncia deste metal. Simultaneamente, foi
procedida uma busca de genes ortélogos aos HMAs (HMA1l — HMA4) de
Arabidopsis thaliana, os quais formam um grupo de transportadores de metais,
incluindo o Cd. Através desta busca, foi identificado em tomate um ortélogo ao
HMAL de A. thaliana. A expressdo do HMA1 e também do LeNRAMP3, LeFER,
LelRT1 e LeNRAMP1, os quais sado genes envolvidos no transporte de metais
em tomate, foi comparada entre as plantas cultivadas com e sem Cd. Na
maioria das cultivares de tomate, todos os genes avaliados foram responsivos
ao Cd, sendo verificado um aumento nas expressées em resposta a presenca
do metal no substrato. Todas as cultivares de tomate utlizadas foram
caracterizadas como hiperacumuladoras de Cd e foram capazes de acumular o
metal nos frutos. No intuito de caracterizar o papel do HMA1l durante o
processo de hiperacumulacdo de Cd em tomate, este gene foi empregado nas
etapas que compdem o silenciamento génico induzido por virus (VIGS). O
silenciamento do HMA1 néo teve efeito na acumulacdo de Cd na parte aérea
de tomate. Por outro lado, o silenciamento deste gene resultou na reducédo do
peso seco das raizes e no aumento da intensidade dos sintomas de clorose
nas plantas cultivadas com Cd a 0,7 mM. Em conjunto, os resultados indicam
gue o tomate representa um organismo modelo atrativo para a elucidagdo dos
mecanismos envolvidos na tolerancia e na hiperacumulacéao de Cd.
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Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (80p.) Maio, 2012.
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CHARACTERIZATION OF FUNCTION AND EXPRESSION OF GENES IN
RESPONSE TO CADMIUM IN TOMATO?

Author: Sara Hartke
Adviser: Marcelo Gravina de Moraes

ABSTRACT

Cadmium (Cd) is considered an extremely toxic metal to most organisms.
Plants are the main pathways for Cd entry into the food chain. Tomato, a
species widely used for human consumption, was recently identified as a Cd
hyperaccumulator. Therefore, this study aimed to quantify Cd content in leaves
and fruits of six tomato cultivars, as well as characterize the genes possibly
involved in Cd tolerance and hyperaccumulation in this species. To this end, the
tomato cultivars were grown in the presence of Cd at 90 mg kg* or in the
absence of the metal. Simultaneously, a search for orthologous genes to HMAs
(HMA1 - HMA4) from Arabidopsis thaliana was performed, these genes are a
group of metal transporters, including Cd. By this search, was identified an
ortholog of HMAL1 from A. thaliana in tomato. The expression of HMAL and also
of the genes LeNRAMP3, LeFER, LelRT1 LeNRAMP1, which are involved in
transport of metals in tomato, was compared between plants grown with and
without Cd. In most tomato cultivars, all genes were responsive to Cd, and it
was verified an increase in expression in response to the metal presence. All
the tomato cultivars used were characterized as Cd hyperaccumulators and
were able to accumulate the metal in the fruits. In order to characterize the role
of the HMA1 during the process of Cd hyperaccumulation in tomato, this gene
was used in the steps that comprise the virus induced gene silencing (VIGS).
The silencing of HMAL had no effect on Cd accumulation in tomato shoot. On
the other hand, this gene silencing resulted in a reduction of the roots dry
weight and in an increased severity of the symptoms of chlorosis in plants
grown with 0.7 mM of Cd. Taken together, these results indicate that tomato
represents an attractive model organism for elucidation of the mechanisms
involved in Cd tolerance and hyperaccumulation.

! Master of Science dissertation in Agronomy, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal
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1 INTRODUCAO

Solos contaminados com cadmio (Cd) representam sério risco para a
saude humana e para os organismos vivos em geral, podendo ser facilmente
incorporado na cadeia alimentar. Os fertilizantes fosfatados representam fontes
significativas deste metal, os quais sao intensamente utilizados na agricultura.
(Kabata-Pendias & Pendias, 2001; Mendes et al., 2006). Por esta razao, o
manejo mais intensivo de &reas agricolas, observado nas ultimas décadas,
pode causar o aumento da disponibilidade de Cd (Bizarro et al., 2008; Mendes
et al., 2006).

Algumas espécies de plantas tolerantes possuem alta capacidade de
acumular Cd em seus tecidos, sendo denominadas hiperacumuladoras.
Recentemente, a espécie Solanum lycopersicum (tomate) foi identificada como
hiperacumuladora de Cd (Silva, 2010). Este fato gera muitas preocupacoes,
uma vez que se trata de uma espécie amplamente utilizada para consumo
humano (L6pez-Millan et al., 2009). Uma estratégia para contornar este tipo de
problema consiste no desenvolvimento de plantas que apresentem menor
capacidade de transportar o Cd para o 6rgao consumido (Guimaraes et al.,
2008). Para tanto, é necessario que sejam elucidados 0s mecanismos
envolvidos no transporte e na acumulacdo de Cd em plantas (Chen et al.,
2007). As espécies hiperacumuladoras sdao modelos atrativos para os estudos

destes mecanismos.



Diversos estudos foram desenvolvidos no intuito de identificar os genes
relacionados com a absorgdo, translocacdo e acumulo de Cd em plantas.
Dentre os genes identificados, destacam-se os genes HMAs (HMA1 — HMA4)
de A. thaliana, os quais formam um grupo de transportadores de Cd, Zn, Co e
Pb (Silva, 2010; Cobbett & Wong, 2009; Verret et al., 2004, 2005; Courbot et
al., 2007; Hanikenne et al., 2008; Moreno et al., 2008). O estudo de genes
candidatos para o transporte e acumulo de Cd em tomate pode contribuir
consideravelmente para o entendimento dos mecanismos envolvidos no
fendtipo hiperacumulador. Um método bem estabelecido para tal finalidade
consiste no silenciamento génico induzido por virus (VIGS), o qual é descrito
como uma importante ferramenta de andlise genética em S. lycopersicum
(Orzaez et al., 2009).

O uso do termo hiperacumulacdo, no caso de plantas, € comumente
associado aos trabalhos que visam a fitorremediacdo de areas contaminadas.
Por esta raz&o, torna-se importante esclarecer que o presente trabalho ndo tem
como foco a fitorremediacdo, mas sim 0Ss mecanismos envolvidos na
acumulacéo de Cd em plantas utilizadas na alimentacéao.

Objetivos

Quantificar o teor de Cd nas folhas e frutos de seis cultivares de tomate.

Avaliar o efeito do Cd na expressado de genes relacionados com o
transporte de metais em tomate.

Otimizar o método VIGS em tomate cv. Micro-Tom para o estudo do
efeito do silenciamento nas raizes e na parte aérea.

Analisar a funcdo do ortélogo ao HMAL de A. thaliana em tomate cv.

Micro-Tom através do método VIGS.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Toxicidade do Cd as plantas

O Cd é considerado um elemento traco de elevada toxicidade que
apresenta relativa mobilidade no sistema solo-planta, podendo ser transferido
aos animais, inclusive aos humanos, através da cadeia alimentar (Pinto et al.,
2004; Hasan et al., 2009; Hsu & Kao, 2004). Este metal estd presente no
ambiente como um elemento raro, pois sua ocorréncia natural nos solos atinge
concentracdes proximas a 1,0 mg kg™ (Peterson & Alloway, 1979). Entretanto,
0 aumento da industrializacdo e 0 manejo mais intensivo de areas agricolas
tém agravado as contaminacbes com Cd. Atividades como a mineracao,
eliminacdo de residuos industriais e municipais, fabricacdo e descarte de
baterias, aplicaces de fertilizantes fosfatados e a utilizacdo de residuos de
tratamento de esgoto como adubacédo sdo alguns exemplos de fontes dessa
contaminagédo (Hassan et al., 2005). O CONAMA (2009) estabeleceu valores
orientadores de qualidade do solo quanto & presenca de substancias quimicas.
O Valor de Prevencéo definido para o Cd no cenario agricola foi de 3 mg kg™.
Contudo, o aumento gradativo das concentracées de Cd nos solos agricolas é
um problema encontrado em muitos paises. Como exemplo, na China e na
Franca, foram identificados solos com concentragdes de Cd superiores a 100

mg kg™ (Kabata-Pendias & Pendias, 2001; Liu et al., 2008).



Diferentes espécies e cultivares de plantas diferem quanto a capacidade
de tolerar e acumular Cd. De modo geral, concentracdes foliares de 5-10 mg de
Cd kg™ de peso seco (PS) sdo téxicas & maiorias das plantas (White & Brown,
2010). Uma vez absorvido em excesso, o Cd pode interferir em diversos
processos fisiologicos e metabdlicos (Lux et al., 2011; Lopez-Millan et al.,
2009). O processo de absorcdo do Cd € bastante r4pido e os primeiros
sintomas de toxicidade se tornam perceptiveis apés 48 h de contato com o
metal (Tiryakioglu et al., 2006). Os principais sintomas visuais da fitotoxicidade
do Cd consistem no enrolamento, necrose e amarelecimento das folhas,
clorose de hastes e folhas, reducdo do crescimento e da produtividade (Wahid
et al., 2009). Estes dois ultimos sintomas tém sido atribuidos a reducédo da taxa
fotossintética (Verma & Dubey, 2002). O Cd pode afetar a fotossintese através
da inducdo do fechamento dos estébmatos, que é justificada pela reducao da
condutancia estomatica; perturbacdo da estrutura lamelar dos cloroplastos;
alteracdo da atividade de enzimas do Ciclo de Calvin e diminui¢cdo do conteudo
de clorofila (Vassilev et al., 2005; Vassilev & Lidon, 2011). Esta perda de
clorofila pode ocorrer devido a inibicdo de sua biossintese, ativacdo da sua
degradacdo ou por meio da reducdo da densidade de cloroplastos por célula
(Baryla et al., 2001; Vassilev & Lindon, 2011). Todas as enzimas que possuam
ligagbes dissulfeto, bem como as enzimas que contenham metais s&o alvos
potencias da acdo do Cd. O metal € capaz de inativar as enzimas por interferir
na atividade do sitio catalitico ou ainda por provocar sua desnaturacéo (Das et
al.,1997).

As raizes de plantas submetidas a presenca do Cd, que constituem o

alvo inicial da acdo do metal, sofrem inibicAo do alongamento e alteracdes



anatdbmicas, como a aceleracdo do desenvolvimento da endoderme e da
exoderme (Lux et al., 2011). Estes efeitos nas raizes limitam a absorcao de
agua e influenciam no estado nutricional da planta (Wahid et al., 2009). Além
disso, em algumas espécies, o Cd parece ter efeito antagbnico sobre a
absorcéo de metais essenciais, ocasionando a deficiéncia destes nutrientes na
planta (Hassan et al., 2005; Kabata-Pendias & Pendias, 2001; Guimaraes et al.,
2008).

Diversos estudos apontam que o Cd também é responsavel pela
geracao de estresse oxidativo, que resulta da interagcdo do metal com o sistema
antioxidante enzimético e ndo enzimatico (Benavides et al, 2005; Yadav, 2010).
Estes sistemas sdo responsaveis pelo processo de limpeza de espécies
reativas de oxigénio (ROS), as quais sdo continuamente produzidas por
diversas rotas metabdlicas das plantas (Goncalves et al., 2007). Sendo assim,
para controlar os niveis de ROS e proteger as células, as plantas utilizam
moléculas antioxidantes como a glutationa (GSH), ascorbato e carotenoides,
além de enzimas antioxidantes como a superoxido dismutase (SOD), catalase
(CAT) e ascorbato peroxidase (APX) (Gratéo et al., 2005).

A GSH é um importante componente para o balanco redox das células,
estando envolvida em muitos outros processos celulares além da defesa contra
ROS, incluindo o sequestro de metais pesados e a desintoxicagdo de
xenobidticos (Yadav et al., 2010). O Cd pode causar a deplecédo nos niveis de
GSH devido a ocorréncia da interacao direta entre a GSH e o metal, ou como
consequéncia da producdo massiva de fitoguelatinas (PCs) (Guimarées et al.,
2008). A GSH é utilizada como precursora na sintese de PCs, as quais séo

compostas por peptideos que apresentam capacidade de ligacdo aos metais



pesados (Yadav et al., 2010). Através do ciclo ascorbato-glutationa, estes dois
antioxidantes sdo empregados na reducdo do peroxido de hidrogénio (H.0;) a
agua, contribuindo para a protecdo contra ROS em diferentes compartimentos
celulares (Jiménez et al., 1997). O papel dos carotenoides nas plantas inclui a
fotoprotecdo do sistema fotossintético, realizada através da supressédo dos
estados triplete da clorofila, evitando assim a formacéo do oxigénio singlete.
Caso 0 oxigénio singlete seja formado por outros processos, 0 mesmo sera
também suprimido pelo carotenoide (Cardoso, 1997). Em folhas de plantas de
tomate, sob condicbes de estresse por excesso de Cd, foram detectadas
reducbes nos conteudos de ascorbato e carotenoides, o que poderia afetar a
capacidade de desintoxicacdo de ROS por estas plantas (Hédiji et al., 2010).

A enzima SOD é responsavel pela dismutacdo do anion superoxido em
H.O, e O,. Sdo conhecidos trés tipos de SODs, as quais diferem pelo cofator
metalico, sendo denominadas CuZnSOD, MnSOD e FeSOD. O H,0,, resultante
da atividade destas enzimas, € eliminado pela sua conversado a H,0 pela CAT e
peroxidases como a APX, que atua no ciclo ascorbato-glutationa (Jiménez et
al., 1997). Alguns trabalhos relatam que a presenca de Cd ocasiona a reducéo
da atividade e dos niveis proteicos das enzimas CuZnSOD, MnSOD (Sandalio
et al., 2001; Romero-Puertas et al., 2002) e CAT (Romero-Puertas et al.,
2002).

Em face desses efeitos do Cd sobre o sistema de defesa antioxidante, a
presenca do metal pode favorecer o acumulo de ROS nas plantas, resultando
na degradacdo de proteinas e de acidos nucleicos e na danificagcdo de
membranas (Goncalves et al., 2007; Gratédo et al., 2005; Hédiji et al., 2010). Em

resumo, a alteracdo da atividade de enzimas antioxidantes, bem como os



aumentos da formacdo de produtos da peroxidacdo de lipideos, da
permeabilidade das membranas, e da degradacdo da clorofila representam
importantes evidéncias da inducdo do estresse oxidativo pelo Cd (Belkhadi et
al., 2010; Somashekaraiah et al., 1992). Em funcdo destas mudancas
metabdlicas, o Cd é considerado um indutor de senescéncia prematura

(Balestrasse et al., 2004; Vassilev et al., 1997).

2.2 Tolerancia das plantas ao Cd

O nivel de tolerancia das plantas ao Cd é dependente de mecanismos
fisiologicos e moleculares inter-relacionados. Estes mecanismos incluem a
complexacado do Cd com ligantes organicos, imobilizacdo do metal na parede
celular, compartimentalizacdo, indu¢do do sistema antioxidante enzimatico e
ndo enzimatico e a modificacdo do metabolismo da planta a fim de permitir o
rapido reparo de estruturas celulares danificadas e o correto funcionamento de
rotas metabolicas (Benavides et al., 2005; Heédiji et al., 2010).

Na rizosfera, o nivel de ions e moléculas sollveis pode ser alterado
através da liberacdo de exsudatos pelas raizes. Os acidos organicos estédo
entre os compostos liberados e podem formar complexos com o Cd presente
no solo (Clemens et al., 2002; Nigam et al., 2001). A absorcdo do Cd na forma
de complexo com &cidos orgéanicos reduz a toxicidade deste metal as plantas
(Nigam et al., 2001). Apos a absorcdo do Cd, a primeira barreira ao estresse
causado por este metal pode consistir na imobilizacdo do Cd na raiz,
prevenindo a translocacdo do metal para a parte aérea. Isto pode ocorrer
através da secrecdo de carboidratos (mucilagem e calose) ou pela ligagcdo do

ion metalico com pectinas e grupos histidil presentes na parede celular (Sanita



di Toppi & Gabbrielli, 1999). Esta ligagdo do Cd a parede celular € verificada
tanto na raiz quanto na parte aérea, limitando a entrada do metal no citoplasma
de muitas células (Leita et al., 1996; Lux et al., 2011).

Um dos mais importantes mecanismos de tolerancia consiste na
complexacao intracelular (quelacdo) do Cd. Os quelantes mais estudados
incluem a GSH, as PCs e as metalotioneinas (MTs) (Cobbett, 2000; Gill &
Tujeta, 2011). Conforme mencionado no item anterior, o Cd pode interagir
diretamente com a GSH e ao mesmo tempo induzir a producao PCs, podendo
ocasionar uma drastica reducdo nos niveis de GSH. Entretanto, nas espécies
tolerantes, a producdo massiva de PCs € acompanhada por um processo
coordenado de inducdo da transcricdo de muitos genes relacionados a
absorcdo e a assimilagdo de sulfato, bem como da biossintese de GSH
(Guimaraes et al., 2008; Gill & Tujeta, 2011). O Cd também pode ser quelado
com metalotioneinas, as quais sao compostas por peptideos ricos em
cisteinas, apresentando alta afinidade por metais pesados (Sanita di Toppi &
Gabbirielli,1999). Subsequentemente a associacdo do Cd com quelantes, os
complexos formados podem ser compartimentalizados no vacuolo, o que
previne a movimentacdo do metal no citoplasma (Benavides et al., 2005). O
transporte para o interior do vacuolo também pode ocorrer para o ion metélico
livre (Clemens, 2006).

O efeito do Cd sobre a atividade das enzimas antioxidantes varia mesmo
entre as espécies tolerantes e pode depender da dose do metal, do estadio de
desenvolvimento, do tempo de exposicdo ao metal e do tecido avaliado

(Gratdo, 2008). Diversos estudos relatam o aumento da atividade de

determinadas enzimas antioxidantes como resposta ao estresse induzido por



Cd. Como exemplos podem ser citados os aumentos nas atividades da SOD,
CAT e glutationa redutase (GR) em plantas de tomate (Dong, et al., 2006;
Gratdo, 2008), CAT em Thlaspi caerulescens (Boominathan & Doran, 2003) e
SOD em Alyssum argenteum (Schickler & Caspi, 1999). Entretanto, o efeito do
Cd sobre estas enzimas pode ser diferente em outras espécies tolerantes. Gzyl
et al. (2009) avaliaram a relagcdo entre a atividade de algumas enzimas
antioxidantes e a tolerancia ao Cd. Neste estudo, duas linhagens celulares de
pepino, uma tolerante e uma sensivel ao metal, foram expostas ao Cd para a
posterior quantificacdo da atividade da SOD, CAT, APX e guaiacol peroxidase
(POX). Na linhagem sensivel foi verificado uma diminuicdo na atividade da
POX e da SOD e um aumento na atividade da CAT e APX. J&a na linhagem
tolerante as atividades da SOD e da CAT diminuiram e da POX e APX se
mantiveram praticamente inalteradas. Comparacdes semelhantes foram
realizadas em plantulas de arroz de uma cultivar tolerante e de uma cultivar
sensivel ao Cd (Hsu & Kao, 2004). Apés o contato das plantas com o Cd, os
autores analisaram a atividade das enzimas SOD, APX, glutationa redutase,
CAT e peroxidase e verificaram um aumento na atividade destas enzimas
apenas na cultivar sensivel. Isto sugere que o estresse oxidativo induzido pelo
metal € expresso de maneira diferente entre a cultivar sensivel e a cultivar

tolerante.

2.3 Plantas acumuladoras de metais
Algumas espécies de plantas, consideradas hiperacumuladoras de
metais pesados, apresentam um elevado nivel de tolerancia e de acumulacao

foliar destes metais (Verbruggen et al., 2009). Especificamente com relacdo ao
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Cd, uma concentracdo foliar superior a 100 mg de Cd kg™* PS (0,01%) é
utiizada como valor limitante para que uma espécie seja considerada
hiperacumuladora (Baker et al., 2000). Os teores de Cd na parte aérea das
plantas sdo, em grande parte, determinados pela entrada do metal nas raizes,
pelo sequestro nos vacuolos das células das raizes, pela translocacdo no
xilema e no floema, e pela diluicdo na parte aérea através do crescimento (Lux
et al., 2011). Espécies hiperacumuladoras de metais ndo sdo comuns entre as
plantas superiores terrestres, sendo que menos de 0,2% das angiospermas
apresentam esta caracteristica (Baker et al., 2000; Verbruggen et al., 2009).

O Cd é considerado um dos poluentes metalicos mais perigosos ao meio
ambiente e a saude humana, tendo em vista que as plantas cultivadas em
solos contaminados sao capazes de absorver e acumular o metal nos tecidos
comestiveis, constituindo a principal forma de entrada do Cd na cadeia
alimentar (Ingwersen & Streck 2005). As espécies identificadas como
hiperacumuladores de Cd incluem Thlaspi caerulescens, Thlaspi praecox,
Arabidopsis halleri, Rorippa globosa, Viola baoshanensi, Sedum alfredii, Picris
divaricata, Phytolacca americana, Solanum nigrum, Solanum americanum e
Aeluropus littoralis (Lux et al., 2011; Wei et al., 2006; Silva, 2010; Rezvani &
Zaefarian, 2011). Além destas espécies, as cultivares de tomate Gaucho e
Micro-Tom foram, recentemente, identificadas como hiperacumuladoras de Cd.
As concentracfes de Cd acumuladas nas raizes, na parte aérea e nos frutos de
tomate cv. Micro-Tom e na parte aérea da cv. Gaucho apresentaram
comportamento similar, aumentando de forma quadratica com incremento da
dose de Cd no substrato. O teor de Cd nos frutos da cv. Micro-Tom foi superior

a 30 mg kgt PS na presenca da dose de 125 mg de Cd kg™ de substrato
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(Silva, 2010). Este nivel de transporte de Cd para os frutos gera muitas
preocupacgdes, tendo em vista que representa uma possivel via de entrada do
metal na cadeia alimentar.

Em diferentes partes do mundo existem relatos de vegetais amplamente
utilizados para consumo que sédo expostos a elevados niveis de contaminacdes
com Cd (Tuzen, 2003; Yusuf et al., 2003; Demirezen & Aksoy, 2006; Li et al.,
2006). Yang et al. (2010) demonstraram a existéncia de diferengas
significativas na capacidade de acumulacdo de Cd na parte aérea de 28
espécies de hortalicas, incluindo o tomate. A ordem de acumulacdo de Cd
determinada por estes autores esta descrita a seguir: leguminosas
(Leguminosae) < cucurbiticeas (Cucurbitaceae) < cebolas e alhos
(Amaryllidaceae e Liliaceae) < vegetais de raiz (Umbelliferae and Cruciferae) <
couve e couve-flor (Cruciferae) < solanaceas (Solanaceae) < hortalicas
folhosas (Cruciferae, Compositae e Chenopodiaceae).

Diversos estudos foram conduzidos para investigar os teores de Cd em
partes comestiveis de vegetais e revelaram niveis de acimulo que extrapolam
o maximo toleravel (Miller et al., 2004; Yang et al., 2009; Markovi¢ et al., 2010).
Dessa forma, tornam-se promissoras as estratégias que visam a selecdo de
plantas que apresentem menor capacidade de transportar o Cd para o érgao
consumido. As plantas hiperacumuladoras de metais sdo organismos modelo
atraentes para o estudo dos mecanismos envolvidos neste processo. A
capacidade que tais plantas apresentam de sobreviver e predominar em
ambientes ricos em metais pesados, onde a grande maioria das plantas nao

sobreviveria, oferece um excelente sistema para a identificacdo do maior
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namero possivel de mecanismos que contribuam para a tolerancia e para o

acumulo destes metais (Silva, 2010; Guimaraes et al., 2008).

2.4  Genes relacionados a absorc¢éo, translocacdo e acumulo de
Cd nas plantas

Nos ultimos anos, diversos estudos foram realizados para a identificagéo
de transportadores de metais pesados em plantas. Através destes trabalhos, foi
verificado que em muitas espécies a absor¢do do Cd € feita por
transportadores de cations com ampla especificidade de substrato (Guimaraes
et al., 2008). Por esta razdo, é possivel que o transporte de Cd nas plantas
ocorra como uma consequéncia acidental da sua similaridade com ions
metalicos essenciais. Dessa forma, o transporte do Cd pode ocorrer através
das proteinas transportadoras pertencentes as familias ABC (ATP-Binding
Cassette), CDF (Cation Diffusion Facilitators), ZIP (Zinc-regulated
transporter/lron-regulated transporter-like Protein), ATPase, NRAMP (Natural
Resistance-Associated  Macrophage Protein) e OPT  (Oligopeptide
Transporters) (Lux et al., 2011; Grotz & Guerinot, 2006; Curie et al., 2009).

A entrada do Cd nas células da raiz envolve transportadores da familia
ZIP, incluindo ortélogos do AtIRT1 (Iron-Regulated Transporterl) de A. thaliana
e do TcZNT1 (Zinc Transporterl) de T. caerulescens (Lux et al., 2011). Além de
transportar Cd, o AtIRT1 atua no transporte de outros ions metalicos
divalentes, como o Fe, Co, Mn e Zn (Eide et al., 1996; Korshunova et al., 1999;
Vert et al., 2002). Em resposta a deficiéncia de Fe, é verificado um aumento
nos niveis proteicos do transportador AtIRT1 (Kim & Guerinot, 2007; Colangelo

& Guerinot, 2004). Este aumento € regulado pelo fator de transcricdo AtFRU
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(FER-like Regulator of iron Uptake), o qual é um ortélogo do gene FER de
tomate (LeFER) e também apresenta aumento no acumulo de transcritos na
condicdo de deficiéncia de Fe (Buckhout et al., 2009; Kim & Guerinot, 2007,
Colangelo & Guerinot, 2004; Bauer et al., 2004b). O gene TcZNT1, homdlogo
do gene ZIP4 de A. thaliana, codifica para um transportador que possui alta
afinidade por Zn e baixa afinidade por Cd (Pence et al., 2000; Plaza et al.,
2007). Outro transportador, identificado primeiramente em trigo e denominado
TaLCT1 (Low-affinity Cation Transporterl), também pode estar envolvido na
absorcdo do Cd pelas plantas. Através da expressdo do cDNA de TaLCT1 em
levedura, foi possivel verificar que o TaLCT1 atua na absor¢cdo dos ions
essenciais Ca, Na e K, bem como na absor¢édo do Cd (Schachtman et al.,
1997; Clemens et al., 1998). Recentemente foi identificado um gene homélogo
ao TaLCTl em arroz (OsLCT1l). O OsLCT1 se localiza na membrana
plasmatica e esta envolvido no transporte de Cd, K, Ca, Mg e Mn. Entretanto,
enquanto o TaLCT1 é descrito como mediador do influxo de ions o OsLCT1 é
considerado um exportador de ions. Por esta razdo, os autores envolvidos
neste Ultimo estudo sugerem que a diferenciacao do arroz e do trigo resultou
em funcbes divergentes para os referidos transportadores (Uraguchi et al.,
2011). Existe ainda outra forma de entrada do Cd como ion livre nas células, a
qual envolve o0s canais catibnicos ativados por despolarizacdo, canais
cationicos ativados por hiperpolarizacdo e canais catidnicos insensiveis a
voltagem (Lux et al., 2011). Além disso, as plantas podem absorver o Cd
associado a quelantes. A proteina transportadora de milho ZmYS1 (Yellow
Stripel), membro da familia OPT, atua no transporte de alguns metais

quelados com fitosideroforo ou nicotianamina (Schaaf et al., 2004). Os metais
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transportados através do ZmYS1 incluem o Fe, Ni, Zn, Cu e, em uma taxa
reduzida, o Mn e o Cd (Schaaf et al., 2004; Curie et al., 2009). Uma vez
absorvido, o Cd pode ser transportado para fora das células da epiderme da
raiz através do AtPDR8, um membro da subfamilia PDR (Pleiotropic Drug
Resistance) dos transportadores ABC. Plantas de A. thaliana
superexpressando o AtPDR8 sédo mais resistentes ao Cd em comparacao com
as plantas controle. O AtPDR8 reduz o teor de Cd nas plantas através do
transporte deste metal do citoplasma para o apoplasto (Kim et al., 2007). Este
transportador também contribui para a resisténcia a patégenos em A. thaliana,
possivelmente por facilitar a exportacdo de substancias relacionadas com a
defesa contra patégenos (Kobae et al., 2006).

Em muitas espécies de plantas, a tolerancia ao Cd é relacionada com a
compartimentalizacdo do metal no vacuolo (Verbruggen et al., 2009; Lux et al.,
2011). O Cd livre pode ser transportado para o interior do vacuolo por meio dos
seguintes mecanismos: através do antiporte H*/Cd®*, que envolve ortélogos de
AtCAX2 e AtCAX4 (Korenkov et al., 2007, 2009); por transportadores Pig-
ATPases, como ortdlogos do AtHMA3 (Heavy Metal Associated3) (Morel et al.,
2009), e possivelmente através de transportadores da familia CDF, que inclui
ortélogos do TcMTP1 (Metal Tolerance Proteinl) (Milner & Kochian, 2008).
Transportadores ABC, como ortdlogos do AtMRP3 (Multidrug Resistance
Protein3), atuam no transporte do Cd associado a quelantes (Tommasini et al.,
1998).

Os CAXs (Cation Exchangers) fazem parte do conjunto de
transportadores que coordenam a redistribuicdo de cations, incluindo o Ca*

(Shigaki & Hirschi, 2006). Na presenca de Cd, os transportadores AtCAX2 e
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AtCAX4 contribuem significativamente para o sequestro do metal no vacuolo
(Korenkov et al., 2009). Os transportadores Pig-ATPases pertencem a
superfamilia P-type ATPases, a qual abrange um grupo de enzimas que usam
ATP para transportar uma vasta gama de cations através da membrana contra
o gradiente eletroquimico (Williams & Mills, 2005). Em A. thaliana foram
identificados oito membros da subfamilia P1g-ATPases, 0s quais séo divididos
em dois grupos: transportadores de Zn/Cd/Co/Pb (AtHMA1l — AtHMA4) e
transportadores de Cu/Ag (AtHMAS5 — AtHMAS8) (Williams & Mills, 2005;
Colangelo & Guerinot, 2006). O AtHMAS atua no processo de desintoxicacéo
dos metais Zn, Co, Cd, e Pb através do transporte destes elementos para o
interior do vacuolo. A superexpressdo do AtHMA3 em A. thaliana aumentou a
tolerancia das plantas ao Zn, Co, Cd, e Pb e elevou o acumulo de Cd em
aproximadamente 2,5 vezes nas raizes e em aproximadamente 2 vezes na
parte aérea (Morel et al., 2009). Por meio dos transportadores CDF os cations
divalentes Zn, Co, Fe, Cd, Ni e Mn podem ser transportados do citoplasma
para fora das células ou para compartimentos subcelulares (Montanini et al.,
2007). Muitos autores sugerem que o TcMTP1l se encontra localizado na
membrana do vacuolo, atuando no transporte de Zn e possivelmente de Cd
para o interior deste compartimento (Milner & Kochian, 2008; Verbruggen et al.,
2009). A maior abundancia de mRNA do TcMTP1 é verificada nas folhas em
desenvolvimento das plantas jovens e adultas (Kipper & Kochian, 2010). Além
disso, a expressdo do MTP1 na parte aérea de T. caerulescens € muito
superior a expressao de seus homodlogos em espécies relacionadas néo
acumuladoras de metais. Por esta razdo, é especulado que o TcMTPL1 tenha

uma importante contribuicdo no processo de hiperacumulacdo de metais
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pesados (Milner & Kochian, 2008; Kupper & Kochian, 2010). O transporte do
Cd quelado com GSH envolve o AtMRP3, o qual ndo esta envolvido somente
no transporte de complexos com GSH, mas também no transporte de
catabolitos de clorofila (Tommasini et al., 1998; Lux et al., 2011). Diversos
trabalhos comprovam a presenca do Cd quelado com PCs no vacuolo das
plantas. Embora ainda nao tenha sido identificado o transportador responsavel
por este processo, é sugerido o envolvimento de um transportador do tipo ABC
(Verbruggen et al., 2009).

A exportagdo do Cd para fora do vacuolo pode ocorrer atraves de
transportadores NRAMP, incluindo ort6logos do AtNRAMP3 e do AtNRAMP4
(Lux et al., 2011; Thomine et al., 2000; Verbruggen et al., 2009). O AtINRAMP3
atua no transporte de Fe, Mn e Cd. Enquanto que o AtNRAMP4 ¢é responsavel
pelo transporte de Fe, Mn, Zn e Cd (Verbruggen et al., 2009; Oomen et al.,
2009). A expressao dos genes AtNRAMP3 e AtNRAMP4 é aumentada em
resposta a deficiéncia de Fe (Thomine et al., 2000; Bereczky et al., 2003). O
mesmo efeito € verificado na expressdo de outro gene que codifica para um
transportador da mesma familia, o AtINRAMPL1. Este transportador também
parece estar envolvido no transporte de Fe e Mn em A. thaliana e,
diferentemente do AtINRAMP3 e do AtNRAMP4, se encontra localizado na
membrana plasmatica (Cailliatte et al., 2010; Curie et al., 2000). A
superexpressdao do AtNRAMP3 em A. thaliana resultou no aumento da
sensibilidade desta planta ao Cd, tendo em vista a maior remobilizacdo do
metal a partir do vacuolo (Thomine et al., 2000). O Cd presente no citoplasma
das células da raiz pode atingir o xilema por meio de transportadores Pig-

ATPases, como ortélogos do AtHMA2 e do AtHMA4 (Lux et al., 2011; Wong &
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Cobbett, 2009). Além disso, o Cd como ion livre e na forma de complexos
também pode chegar até o xilema por uma rota apoplastica em regiées da raiz
com auséncia de bandas de Caspary (Lux et al., 2011).

Recentemente, Wong e Cobbett (2009) demonstraram que o0S
transportadores AtHMA2 e AtHMAA4 juntos constituem o principal mecanismo
de translocacdo do Cd das raizes para a parte aérea em A. thaliana. Além de
transportar Cd, estes HMAs sao essenciais para a translocacdo de Zn (Hussain
et al., 2004; Wong & Cobbett, 2009). Em condi¢cées normais de cultivo, o duplo
mutante de A. thaliana hma2,hma4 apresentou um fendétipo caracteristico de
deficiéncia em Zn. Entretanto, o fenétipo foi restituido pela aplicacédo adicional
de Zn, sugerindo que em concentracdes elevadas de Zn este metal é
transportado por mecanismos adicionais. O mesmo pode ocorrer para o Cd,
porém nao pbdde ser testado em A. thaliana devido a toxicidade do Cd em
concentracdes mais elevadas (Wong & Cobbett, 2009). A exposi¢céo de plantas
de A. thaliana ao Cd e ao excesso de Zn nao alteraram a expressao do
AtHMAZ2. Contudo, estes dois metais induziram a atividade de ATPase do
AtHMA2 quando o gene codificante deste transportador foi expresso na
membrana de vesiculas de levedura (Eren & Arguello, 2004). A expressdo do
AtHMA4 atinge os maiores niveis nas raizes de A. thaliana (Mills et al., 2003).
A superexpressdo deste gene em A. thaliana resultou em um maior
crescimento das raizes na presenca de concentragdes toxicas de Zn, Cd e Co
e também provocou um aumento no teor de Cd e Zn na parte aérea. Estes
resultados evidenciam o papel do AtHMA4 no transporte de Cd e Zn para o
interior do xilema com a posterior translocacéo para a parte aérea (Verret et al.,

2004).
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Outro membro da subfamilia P:g-ATPases, o AtHMA1l, também é
relatado como transportador de Cd. A expressdo do AtHMA1l em levedura
conferiu maior tolerancia ao Cd e complementou funcionalmente um mutante
hipersensivel ao referido metal (Moreno et al., 2008). Este mutante de levedura
é deficiente na producao do transportador yeast cadmium factorl, o qual atua
no transporte vacuolar de complexos formados com glutationa (Eraso et al.,
2004). Além do Cd, os metais Zn, Cu e Co ativaram a atividade de ATPase do
AtHMA1 expresso em levedura. O AtHMA1 também mostrou ter um importante
papel na homeostase de Ca’, uma vez que a presenca deste transportador
complementou o fenétipo de leveduras mutantes deficientes na producédo de
transportadores de Ca* (Moreno et al., 2008). Em A. thaliana, o AtHMA1 se
localiza na membrana do cloroplasto, o que conduz ao questionamento de
como este transportador foi capaz de complementar o mutante de levedura
deficiente na producédo de um transportador localizado no vacuolo (Moreno et
al., 2008; Seigneurin-Berny et al., 2006; Kim et al., 2009). Entretanto, este n&o
€ 0 Unico exemplo de transportador que parece ter localizacdes diferentes entre
leveduras e plantas (Moreno et al., 2008). Mais de uma func¢éo ja foi descrita
para o AtHMAl1 em A. thaliana. Seigneurin-Berny e colaboradores (2006)
demonstraram o envolvimento do AtHMA1 na importacdo de Cu para o interior
do cloroplasto. Estes autores verificaram que o mutante hmal de A. thaliana
apresentou reducdo no conteudo de Cu nos cloroplastos e na atividade da
SOD. Contudo, nao foi detectada variacdo no conteudo de plastocianina. Além
disso, sob condi¢cbes de intensa luminosidade, o mutante hmal apresentou
fendtipo fotossensivel. Nestas condicfes a liberacdo de ROS é aumentada e as

enzimas SOD devem responder ao estresse oxidativo. Entretanto, a atividade
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da SOD no mutante hmal pode ser insuficiente para controlar o estresse
gerado, resultando na destruicdo das clorofilas. Kim et al. (2009) sugeriram que
o AtHMALl atua na exportacdo de Zn dos cloroplastos, tendo em vista a
hipersensibilidade ao Zn e o aumento do teor deste metal nos cloroplastos de
um mutante hmal de A. thaliana. Sendo assim, este Ultimo estudo ndo suporta
a funcdo do AtHMA1 como transportador de Cu para o interior do cloroplasto
em A. thaliana (Nouet et al., 2011).

O transportador AtATM3 (ABC Transporter of the Mitochondria3)
contribui para a tolerancia ao Cd e pode estar envolvido na exportacéo de Cd
complexado com glutationa (GSH) através da membrana mitocondrial em A.
thaliana (Kim et al., 2006; Verbruggen et al., 2009). A expressdo do AtATM3
nas raizes é induzida pelos metais Cd e Pb. Este transportador mitocondrial é
também essencial para a homeostase de Fe. Além disso, o AtATM3 parece
influenciar significativamente os niveis citoplasmaticos de GSH, possivelmente
em funcdo de fornecer uma via para a reciclagem deste antioxidante. Este
papel na reciclagem de GSH é baseado na possibilidade de o AtATM3 atuar no
transporte de complexos formados com GSH através da membrana da
mitocOndria, constituindo uma rota de saida da GSH para o citoplasma. Uma
vez no citoplasma, o complexo formado com GSH pode ser dissociado e apds
a reducdo da glutationa a mesma pode ser reutilizada como antioxidante. A
superexpressdao do AtATM3 em A. thaliana resultou no aumento da tolerancia
ao Cd e ao Pb, bem como no aumento do conteudo de Cd principalmente na
parte aérea. Este maior teor de Cd na parte area pode envolver o aumento na

translocacao do Cd das raizes para a parte aérea, uma vez que o0 aumento nos
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niveis citoplasmaticos de Cd complexado com compostos tiélicos possibilita

uma maior liberacédo do Cd no apoplasto (Kim et al., 2006).

2.5 Silenciamento génico induzido por virus (VIGS)

Em plantas, o silenciamento génico pés-transcricional € um importante e
eficiente mecanismo natural de defesa contra a infec¢do viral (Rodriguez-
Negrete et al.,, 2009). Plantas infectadas por vetores virais recombinantes
induzem o mesmo mecanismo natural de defesa, que por sua vez terd como
alvo o RNA correspondente ao transgene inserido (Voinnet, 2001). Dessa
forma, a técnica de silenciamento génico induzido por virus (VIGS) permite o
estudo da funcdo de genes por meio da utilizacao de vetores virais, nos quais €
inserido um fragmento génico de interesse para formar o RNA dupla fita
(dsRNA), dando inicio ao processo de silenciamento (Unver & Budak, 2009).
ApoOs a formacdo do dsRNA, este é clivado em fragmentos de 21 a 26
nucleotideos pela DICER, uma enzima com dominios de RNase Ill. Estes
fragmentos resultantes, denominados pequenos RNAs de interferéncia
(siRNASs), séo incorporados no complexo de silenciamento induzido por RNA
(RISC), que ira degradar o mRNA que possua identidade com a sequéncia do
SsiRNA (Baulcombe, 2004; Unver & Budak, 2009). Liu e colaboradores (2002)
demonstraram um eficiente sistema de VIGS, em S. lycopersicum cv. Micro-
Tom, utilizando um vetor baseado no Tobacco Rattle Virus (TRV). Estes
autores estabeleceram o silenciamento do gene enddgeno fitoeno desaturase
(PDS), sendo a insercdo do TRV veiculada por Agrobacterium tumefaciens em
plantas de tomate com trés semanas de idade. Além deste trabalho, outros

também relataram o sucesso do silenciamento de genes, em espécies do
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género Solanum, através da utilizacdo do vetor TRV (Hartl et al., 2008; Brigneti

et al., 2004; Jablonska et al., 2007).



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Quantificagdo do teor Cd em cultivares de tomate

As quantificagbes dos teores de Cd foram realizadas nas folhas e nos
frutos das cultivares Micro-Tom (sementes cedidas gentilmente pelo Dr. Lazaro
Eustaquio Pereira Peres da ESALQ/USP, SP, Brasil), Gaucho (ISLA), Gaucho
Melhorado (Feltrin), IPA6 (Feltrin), Italiano (Topseed Garden®) e Salada
(Estaca - Topseed Garden®). As plantas foram cultivadas em casa de
vegetacdo, em vasos de 6 litros de capacidade, utilizando como substrato a
vermiculita expandida fina tratada a 900°C (Carolina Soil do Brasil Ltda.). Os
tratamentos empregados consistiram na presenca ou auséncia de Cd no
substrato. Para o tratamento com Cd a dose utilizada foi de 90 mg de Cd kg™
de substrato. Como delineamento experimental foi utilizado o delineamento
inteiramente casualizado, com trés repeticdes por tratamento e seis plantas por
repeticdo. Deste total de seis plantas apenas trés foram cultivadas até a fase
reprodutiva, uma vez que as outras trés foram coletadas aos 10 dias apés a
emergéncia para a analise de expressdo génica descrita no item 3.2. Para o
preparo do tratamento com Cd (90 mg kg™) foi utilizado o composto CdCl,.H,0
diluido em solucdo nutritiva para tomate, a qual apresenta a seguinte
composicdo: N (185,4 mg L), P (54,1 mg L™Y), K (223,3 mg LY, Ca (138,7 mg

L"), Mg (35,2 mg L™), S (39,1 mg L), B (0,51 mg L™), Cu (0,05 mg L™?), Fe
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(2,47 mg L™, Mn (0,427 mg L™), Mo (0,108 mg L) and Zn (0,147 mg L™) . Em
seguida, a solucdo contendo o metal foi homogeneizada na vermiculita e
transferida para os vasos. O mesmo processo foi realizado para a condigcéo
sem Cd, neste caso apenas a solucdo nutritiva foi adicionada a vermiculita.
ApoOs a colocacao da vermiculita nos vasos, foi realizada a semeadura das seis
cultivares com ajuste da densidade final para seis plantas por vaso. Durante o
periodo experimental, as plantas dos dois tratamentos foram regadas com
agua destilada uma vez ao dia e com solugdo nutritiva uma vez por semana.

A coleta das folhas e frutos da cv. Micro-Tom proveniente do tratamento
sem Cd foi feita aos 80 dias apds a semeadura. J4 a coleta das folhas e frutos
desta mesma cultivar proveniente do tratamento com Cd foi feita aos 100 dias
apés a semeadura, uma vez que a presenca do metal no substrato ocasionou
um atraso na floragao e na frutificagdo. As folhas e frutos das demais cultivares
provenientes do tratamento sem Cd foram coletados aos 120 dias apés a
semeadura. Estas mesmas cultivares provenientes do tratamento com Cd
também apresentaram atraso na floracédo e na frutificacdo e, portanto, tiveram
suas folhas e frutos coletados aos 180 dias ap6s a semeadura. Apenas as
folnas mais velhas foram utilizadas para as determinacdes do teor de Cd,
sendo coletadas as 6 primeiras folhas abaixo da primeira inflorescéncia, com
excecao da cv. Micro-Tom para a qual foi necessaria a utilizacdo de todas as
folhas. A secagem do material vegetal foi feita em estufa a 55 °C por 24 h para
as folhas e 72 h para os frutos. O teor de Cd foi quantificado pelo Laboratoério
de Analises de Solos da UFRGS segundo a metodologia de abertura por
digestdo Uumida nitrico-perclorica e analise por espectrofotometria de plasma

(ICP-OES), tendo como limite inferior de deteccdo 0,2 mg kg™*. A partir das
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determinagfes de Cd nas folhas das cultivares de tomate, foi realizado o
calculo do fator de bioacumulacédo. Este fator relaciona a concentracdo de um
metal em determinado tecido da planta com a concentragdo deste mesmo
metal no substrato (Zayed et al., 1998). O célculo foi realizado da seguinte
forma:

Fator de bioacumulacdo = concentracdo de Cd nas folhas (mg kg™)/
concentracdo de Cd adicionada no substrato (mg kg™)

As quantificacbes de Cd foram submetidas & analise de variancia
seguida pelo teste Bonferroni (folhas) ou pelo teste Kruskal-Wallis (frutos) (p <

0,05).

3.2 Caracterizacdo da expressao de genes de tomate cultivado na
presenca de Cd
Nesta etapa, as mesmas cultivares de tomate previamente descritas
foram utilizadas para avaliar a expressdao de genes relacionados com o
transporte de metais em tomate.
3.2.1 Material vegetal
As plantas utilizadas nesta andlise de expressao foram semeadas e
cultivadas, até os 10 dias apGs a emergéncia, juntamente com as plantas que
foram cultivadas até a fase reprodutiva e empregadas nas determinacdes dos
teores de Cd, conforme detalhado no item 3.1. Desse modo, a analise de
expressao também consistiu de trés repeticdes por tratamento (presenca ou

auséncia de Cd) e trés plantas por repeticdo para cada cultivar.
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3.2.2 Extragdo de RNA total

No momento da coleta, as plantas foram separadas em parte aérea e
raiz e imediatamente armazenadas em nitrogénio liquido. O RNA total foi
extraido de aproximadamente 100 mg de tecido triturado na presenca de
nitrogénio liquido. Ao tecido triturado foi acrescentado 1 mL de TRI Reagent®
(Ambion) e a extracao foi procedida conforme as instru¢des do fabricante.

A concentracdo do RNA total foi estimada em gel de agarose a 0,8% em
tampdo TBE 1X [90 mM de Tris-HCI (pH 8,3); 90 mM de H3BOg3; 2 mM de
EDTA], sendo utilizado como marcador 500 ng de AHindlll. O gel foi deixado
em contato com uma solugédo de tampédo TBE 1X adicionada de brometo de
etidio (0,5 mg mL™) por 10 min. Em seguida, o gel foi exposto a luz UV e
fotografado através do sistema de fotodocumentagdo computadorizado (Loccus
Biotecnologia). Todas as demais separacdes de acidos nucleicos por
eletroforese seguiram estes mesmos procedimentos para andlise de gel. Em
sequéncia, o RNA extraido foi submetido a reacdo com a enzima DNase | (RQ1
RNase-Free DNase — Promega) de acordo com o protocolo do fabricante.

3.2.3 Sintese de cDNA

A reacdo de sintese de cDNA foi composta de aproximadamente 250 ng
de RNA total tratado com DNase I; tampao 1X da GoScript™; 2 mM de MgCly;

0,4 mM de cada dNTP (dATP, dCTP, dGTP e dTTP) (Invitrogen); 1,3 uM de

oligo(dT) (6°- TTT TTT TTT TTT TTT T - 3’); 6 U de Recombinant RNasin®
Ribonuclease Inhibitor (Promega) e 48 U de GoScript™ Reverse Transcriptase
(Promega), totalizando um volume de 6 pL que foi submetido as seguintes

condi¢cbes: 5mina25°C, 1 ha42°Ce 15 mina 70 °C.
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3.2.4 Anédlise de expressao génica por PCR quantitativo em tempo
real

A estimativa da expressé@o génica foi realizada através da quantificacao
do acumulo de mRNA por meio de PCR quantitativo em tempo real (QRT-PCR).
Os genes analisados nesta etapa foram: LeNRAMP3, LeFER, LelRT1 e
LeNRAMP1 (Tabela 1), sendo estes trés ultimos avaliados somente nas raizes.
As reacdes de amplificacdo consistiram de 4 pL de cDNA diluido 40 vezes;
tampao 1X (Invitrogen); 2 mM de MgCl,; 0,1 mM de cada dNTP; 0,2 uM de
cada oligonucleotideo iniciador; SYBR® Green (Invitrogen) diluido 10000X; 0,2
uL de ROX (Invitrogen); 0,25 U de Platinum® Taq e 3,05 pL de agua ultrapura
para completar o volume de 10 pL. Todas as rea¢cdes em tempo real foram
executadas em um sistema de deteccdo de sequéncia modelo 7300 Applied
Biosystems com as seguintes condi¢des: 2 min a 50 °C; 10 min a 95 °C; 40
ciclos de 15 s a 95 °C e 1 min a 60 °C. Ao final destes ciclos foi realizada a
etapa de dissociacao que consistiu de 15 s a 95 °C; 1 min a 60 °C; 15s a 95
°C; 15 s a 60 °C. A especificidade de cada reacao de amplificacao foi verificada
em gel de agarose e também através da curva de dissociagcdo. O limiar de
fluorescéncia foi automaticamente estabelecido e os valores de ciclo limiar (Ct)
de cada reacdo foram calculados pelo programa “7000 System SDS -
Sequence detection, version 1.4” (Applied Biosystem). Os niveis de expressao
relativa do gene de interesse em relacdo ao gene enddgeno UBI3 (Ubiquitina)
foram determinados pela diferenca entre seus valores de Ct (ACt = Ctgene de
interesse — Clgene endogeno). Adicionalmente, a fim de comparar os niveis de
expressao génica nos tecidos (parte aérea ou raiz) das plantas cultivadas com

Cd com o calibrador (expressao génica nos tecidos das plantas cultivadas sem
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ratamento sem cd- Finalmente, a abundancia de transcritos de cada gene de
interesse foi determinada por meio da férmula: 2-AACt (Livak & Schmittgen,

2001). Os resultados foram submetidos a analise de variancia seguida pelo

teste Bonferroni (p < 0,05).

TABELA 1. Oligonucleotideos iniciadores utilizados nas rea¢gbes de qRT-PCR.

Direto (5’ a 3’) Reverso (5’ a 3’)

LeNRAMP3 F/R  TGGTTAACTGGATTGTTGGCTGCTGGAC  ATGAATTCAAAGAAGGGGGATCAGGGCA
LeFER F/R TGGTTAACTCCAACAAGCAAAGGCACGA ATGAATTCAGAAGCTGCAATGTGTCGCC
LelRT1 F/R TGGTTAACCCTGGCTACGGGGTTTATGC ~ATGAATTCACATGATTTCCAGCCACAGC
LeNRAMP1 F/R TGGTTAACGAGCGGTTTCGCGTTGTTTG ~ATGAATTCGTCTTCCCGCTCCTGACGAT

UBI3* TGCAGATCTTCGTGAAAACC AGCGAGCTTAACCTTCTTCT

* Sequéncias retiradas do estudo de Chen et al. (2009).

3.3 Busca de ortélogos aos genes HMAs (HMA1 — HMA4) de A.
thaliana em tomate

A busca de ortélogos aos genes AtHMA1, AtHMA2, AtHMA3 e AtHMA4
foi realizada em cDNA da cv. Micro-Tom, a qual foi cultivada até os 10 dias
apds a emergéncia em vermiculita adicionada da dose de Cd de 90 mg kg™. O
preparo deste tratamento seguiu os mesmos procedimentos do item 3.1. Os
procedimentos de extracdo de RNA total, tratamento com DNase e sintese de
cDNA foram os mesmos adotados no item 3.2.

3.3.1 Identificacdo dos ortélogos

Os oligonucleotideos iniciadores para os genes HMAs (Tabela 2) foram
desenhados, sempre que possivel, para regides codificantes conservadas, as

quais foram identificadas por meio do alinhamento entre a sequéncia de A.
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thaliana com o maior nimero de espécies possivel onde o gene em questao
tenha sido identificado.

A PCR foi composta de tampao 1X (Invitrogen), contendo 20 mM de
Tris-HCI (pH 8,4) e 50 mM de KCI; 2,5 mM de MgCl,; 0,2 mM de cada dNTP;
0,5 uM de cada oligonucleotideo iniciador; 1 U de Tag Platinum DNA
Polimerase (Invitrogen) e 1 pL de cDNA, sendo o volume final ajustado com
agua ultrapura para 20 pL. A reacdo foi realizada em um termociclador
(Tonegen — Tonederm Genetic) sob as seguintes condi¢cbes: desnaturacdo
inicial a 95 °C por 2 min; 40 ciclos de desnaturacdo a 95 °C por 30 s,
pareamento a 55 °C por 30 s, extensao a 72 °C por 1 min, seguida de uma
extensao final a 72 °C por 5 min. Os tamanhos dos fragmentos amplificados
foram estimados pela comparacdo com o perfil eletroforético do marcador de
massa molecular de 100 pb (Invitrogen) em gel de agarose a 2% em TBE 1X.
Os genes identificados em tomate foram submetidos a mesma andlise de

expressao descrita no item 3.2.

TABELA 2. Oligonucleotideos iniciadores utilizados nas reacdes de PCR e
gRT-PCR.

Direto (5’ a 3’) Reverso (5’ a 3’)

HMAL-TRV F/R  TGGTTAACTTTACCGAGCATTGGGCCT  ATGAATTCTGATCTACAACAGCTCTTCC
HMA2-TRV F/R ATGTTAACGTTCCGTCAAGAACCGTCAT TAGAATTCGAGAAGTATGCCGGAAACCA
HMA3-TRV E/R ATGTTAACGGAATCCAAACTGCAATGCT TAGAATTCGTGCATCGTTAAGCCCATCT

HMA4-TRV F/R ATGTTAACTGGGCTGGAACCATTAATCT TAGAATTCAGCTTAGCCATTTTCGCAAC

* As sequéncias em destaque representam os sitios das enzimas Hpal e EcoRl
inseridos nos oligonucleotideos iniciadores.
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3.4  Silenciamento dos genes PDS e HMA1

A otimizacdo do método VIGS em tomate foi realizada fazendo uso do
gene PDS e do vetor de silenciamento baseado no virus TRV (Valentine et al.,
2004). Este método foi validado para as cultivares Micro-Tom, Gaucho e
Salada. Apdés a otimizagdo do método VIGS em tomate, oS mesmos
procedimentos empregados no silenciamento do PDS foram utilizados para o
silenciamento do HMAL1.

3.4.1 Clonagem dos genes PDS e HMA1 no vetor pGEM-T

Para a obtencédo da sequéncia codificante do gene PDS foi realizada a
extracdo de RNA total de plantulas de Micro-Tom, seguida do tratamento com
DNase e sintese de cDNA, conforme detalhado no item 3.2. Em sequéncia, o
cDNA foi utilizado como molde para a amplificacdo do PDS por PCR, na qual
foram empregados oligonucleotideos iniciadores contendo sitios de
reconhecimento para as enzimas de restricAo Hpal, no iniciador direto, e
EcoRlI, no iniciador reverso, permitindo a posterior insercao direcional do PDS
no vetor de silenciamento. A PCR foi composta de tampao 1X (Invitrogen); 2
mM de MgCly; 0,25 mM de cada dNTP; 0,5 uM de cada oligonucleotideo
iniciador (PDS-TRV F 5 -TGGTTAACGGCACTCAACTTTATAAACC - 3 e
PDS-TRV R 5 -ATGAATTCCTCAGTTTTCTGTCAAACC - 3’); 1 U de Taq
Platinum DNA Polimerase (Invitrogen) e 1 pL de cDNA, sendo o volume final
ajustado com agua ultrapura para 20 pL. A reacao foi realizada sob as
seguintes condi¢des: desnaturacéo inicial a 94 °C por 5 min; 40 ciclos de
desnaturacéo a 94 °C por 1 min, pareamento a 55 °C por 45 s, extensao a 72
°C por 1 min, seguida de uma extensao final a 72 °C por 5 min. O tamanho do

fragmento amplificado foi estimado em gel de agarose a 2%. Uma vez
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confirmado o tamanho previsto pela analise da sequéncia in silico, o fragmento
foi inserido no vetor de clonagem pGEM-T© Promega® conforme indicagao do
fabricante. O fragmento de cDNA do HMA1, o qual foi obtido na etapa de
identificacdo de ort6logos de A. thaliana em tomate (item 3.3), foi clonado neste
mesmo vetor.

O produto de ligacao entre os insertos (PDS e HMAL1) e o vetor pGEM-T
foi inserido em células eletrocompetentes de Escherichia coli XL-1 (Stratagene,
CA, USA) com auxilio do eletroporador MicroPulser™ (BIO RAD).
Primeiramente, 2 pL da reagdo de ligacdo foram adicionados a 40 pL de
células eletrocompetentes, sendo a mistura incubada durante 1 min em gelo
antes da eletroporacao, a qual foi realizada em cubetas de 0,1 cm (BIO RAD).
O pulso aplicado foi de 1,8 kV e imediatamente foi acrescentado 1 mL de meio
LB liquido. As células foram, entdo, transferidas para tubos de vidro e
incubadas por 1 h a 37 °C sob agitacdo de 225 rpm. Apos este periodo, uma
aliquota de 100 pL da cultura foi plaqueada em meio LB sdlido, acrescido de 40
ng mL? de IPTG, 80 ug mL™ de X-Gal, 50 ug mL™ de ampicilina e 15 pg mL™
de tetraciclina. As bactérias foram mantidas a 37 °C em estufa por 12 h.

ApoOs o cultivo das células transformadas, parte de cada col6nia branca
(recombinante) foi utilizada na PCR para a identificacdo das colbnias. Nesta
reacao, foi utilizado tampéo 1X (Invitrogen); 2 mM de MgCly; 0,25 mM de cada
dNTP; 0,5 pM de cada oligonucleotideo iniciador (pUC/M13 F 5- CGC CAC
GGT TTT CCC AGT CAC GAC -3’ e pUC/M13 R 5- TCA CAC AGG AAA CAG
CTATGA C -3’); 1 U de Taq DNA polimerase (Invitrogen) e agua ultrapura para
completar o volume de 20 pL. A reacao foi feita sob as seguintes condicdes:

desnaturacdao inicial a 94 °C por 5 min; 40 ciclos constituidos de desnaturacéo
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a 94 °C por 1 min, pareamento a 50 °C por 45 s, extensdo a 72 °C por 1 min;
extenséao final a 72 °C por 5 min. Os produtos da PCR foram analisados em gel
de agarose a 2%, permitindo a identificacdo das colénias pGEM-PDS e pGEM-
HMAL.

3.4.2 Extragado de plasmideos recombinantes

As colbnias de E. coli, identificadas por PCR como portadoras dos
plasmideos pGEM-PDS ou pGEM-HMAL, foram utilizadas para a extracdo de
seus plasmideos recombinantes. Estas coldnias foram transferidas para 3 mL
de meio LB liquido contendo tetraciclina (15 ug mL™) e ampicilina (50 ug mL™).
Ap6s a manutencdo da cultura por 16 h a 37 °C sob agitacdo (220 rpm), as
células foram recuperadas por centrifugacdo a 4000 x g por 5 min, sendo o
precipitado ressuspendido em 200 pL de uma solucéo contendo 100 pg mL™ de
RNase; 50 mM de Tris-HCI (pH 8,0) e 10 mM de EDTA 10 mM. Sobre esta
mistura foram acrescentados e homogeneizados 200 uL de NaOH a 200 mM e
SDS a 1%, promovendo a lise celular. Em seguida, foram adicionados 200 pL
de uma solucao contendo acetato de potassio a 3 M (pH 5,5) e apds uma nova
homogeneizacdo o material foi centrifugado a 16000 x g por 10 min a 4 °C. A
fase aquosa foi transferida para um novo tubo onde foi adicionado igual volume
(aproximadamente 500 uL) de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1, v:v). ApGs a
agitacdo da mistura, foi realizada uma centrifugacdo a 16000 x g por 2 min a 4
°C. Para a precipitacdo do DNA plasmidial, a fase aquosa foi mais uma vez
transferida para um novo tubo onde foi acrescentado igual volume de
isopropanol (aproximadamente 400 uL) e 10% de acetato de sédio a 3 M (pH
5,2). Esta nova mistura foi mantida durante 2 h a —20 °C. Subsequentemente,

foi feita uma centrifugacdo a 16000 x g durante 15 min a 4 °C. O precipitado



32

obtido foi lavado com 1 mL de etanol 70%, centrifugado a 16000 x g por 5 min
a 4 °C e ressuspendido em 50 pL de agua ultrapura. A concentracdo dos
plasmideos foi estimada em gel de agarose a 0,8%, sendo utilizado como
marcador 500 ng de AHindlll (Invitrogen).

3.4.3 Sub-clonagem dos genes PDS e HMA1l no vetor de

silenciamento

O vetor viral TRV foi cedido gentilmente por Jane Shaw e Christophe
Lacomme do Instituto de Pesquisa Agricola da Escécia, Dundee, UK. Este
vetor € dividido em pTRV1 e pTRV2b-GFP. O primeiro plasmideo contém as
sequéncias que codificam para a RNA polimerase dependente de RNA (RdRp),
responsével pela replicacdo; a proteina ligada ao movimento viral (MP) e a
proteina 1b ou 16K, que parece atuar como um supressor fraco do
silenciamento (Valentine et al., 2004; Martin-Hernandez & Baulcombe, 2008).
Este plasmideo ndo € manipulado, sendo apenas inserido e multiplicado em
bactérias. O pTRV2b-GFP codifica para a proteina responsavel pela producéo
do capsideo (CP) e para a proteina 2b ligada ao movimento na raiz, além de
conter e o sitio multiplo de clonagem. Esta Ultima regido possui os sitios de
restricdo das enzimas Hpal e EcoRI. Estes sitios estdo presentes também nos
insertos PDS e HMA1L. A sequéncia que codifica para a GFP se localiza entre
0s sitios das enzimas citadas e, portanto, é substituida pelo inserto de
interesse apos as etapas de digestado e ligacdo, as quais sao descritas abaixo.

Para a realizacdo da sub-clonagem dos insertos (PDS e HMA1) no vetor
de silenciamento, os plasmideos pGEM-PDS, pGEM-HMAl e pTRV2b-GFP
foram digeridos com as enzimas Hpal e EcoRI. A reacéo de digestdo para cada

plasmideo consistiu de 550 ng de DNA plasmidial, tampé&o da EcoRI 1X, 10 U
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de EcoRlI, 5 U de Hpal e agua ultrapura para completar o volume final de 50
bUL. As reacdes foram incubadas a 37 °C por 2 h. Imediatamente apos o
periodo de incubacao, as reacfes passaram por uma re-extracao para inativar
a atividade das enzimas. O volume dos produtos das digestdes foi ajustado
para 500 pL, ao qual foi acrescentado igual volume de fenol. Apés a
homogeneizacédo da mistura foi realizada uma centrifugacéo a 16000 x g por 2
min a temperatura ambiente. Em seguida, a fase aquosa foi transferida para
um novo tubo onde foi acrescentado 1/2 volume de cloroférmio:alcool
isoamilico (24:1). A nova mistura foi homogeneizada e centrifugada a 16000 x g
por 2 min a temperatura ambiente. Novamente a fase aquosa foi transferida
para outro tubo onde foi procedida a etapa de precipitacdo, a qual diferiu de
acordo com o tamanho do fragmento que se desejava recuperar. No caso do
produto de digestdo do pTRV2b-GFP a precipitacdo realizada favoreceu a
recuperacdo de moléculas grandes, ou seja, do vetor pTRV2b e ndo da GFP.
J& o método de precipitacdo realizado para o produto de digestdo do pGEM-
PDS e do pGEM-HMAL visou otimizar a recuperacéo de fragmentos pequenos,
ou seja, do insertos PDS e HMALl. Dessa forma, o primeiro método, de
precipitagdo para moléculas grandes, consistiu na adicdo de 2,5 volumes de
etanol absoluto e mais 10% do volume inicial de acetato de amoénio (7,5 M)
sobre a fase aquosa. A mistura foi homogeneizada e incubada a -20 °C por 1 h.
Apoés a incubacao, foi realizada uma centrifugacdo a 16000 x g por 20 min a 4
°C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado com 1 mL de
etanol 70%, sendo feita uma ultima centrifugacéo a 16000 x g por 5 min a 4 °C.
Por fim, o sobrenadante foi novamente descartado e o precipitado

ressuspendido em 25 pL de agua ultrapura. O outro método de precipitacao,
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que visou a recuperagao de fragmentos pequenos, consistiu na adicdo de 2
volumes de etanol absoluto sobre a fase aquosa, homogeneizacgéo e incubagéo
a -80 °C por 1 h. Subsequentemente, a mistura foi centrifugada a 16000 x g por
30 min a 3 °C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado com 1
mL de etanol 95%. Em seguida, foi feita uma centrifugacdo a 16000 x g por 10
min a 4 °C. O sobrenadante foi novamente descartado e o precipitado
ressuspendido em 25 L de 4gua ultrapura. Logo apos a etapa de precipitagéao,
a concentracdo das moléculas digeridas foi estimada em gel de agarose a
0,8%, utilizando o AHindlll como marcador de massa molecular. Para a reacéo
de ligacéo foi utilizado tamp&o para ligacdes rapidas 1X (Promega), 100 ng de
vetor pTRV2b (12300 pb), 10 ng de inserto PDS (420 pb) ou 9 ng de inserto
HMA1 (364 pb), 3 U de T4 DNA ligase (Promega) e agua ultrapura para
completar o volume final de 20 pL. Esta reacao foi incubada a 4 °C por 16 h. Os
produtos das ligacdes foram utilizados para a transformacdo de células
eletrocompetentes de E. coli XL1, sendo seguida a metodologia descrita no
item 3.4.1. Uma aliquota de 100 pL da cultura de células transformadas foi
plaqueada em meio LB sélido, acrescido de 15 pg mL™ de tetraciclina e 100 pg
mL™ de canamicina. As bactérias foram mantidas em estufa a 37 °C por 12 h.
Parte das colonias que cresceram no meio de cultura acima descrito
foram avaliadas por PCR, possibilitando a identificacéo de colbnias contendo o
plasmideo de interesse pTRV2b-PDS e pTRV2b-HMAL. A PCR destas colonias
foi composta de tampédo 1X (Invitrogen); 2 mM de MgCl,; 0,25 mM de cada
dNTP; 0,5 uM de cada oligonucleotideo iniciador (TRV F 5- GAG CAT AAT
TAT ACT GAT TT -3’e TRV R 5- CGA GAA TGT CAATCT CGT AGG -3'); 1 U

de Taq DNA polimerase (Invitrogen) e agua ultrapura para completar o volume
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de 20 pL. As reacdes foram submetidas as seguintes condi¢des: desnaturagao
inicial a 94 °C por 3 min; 30 ciclos constituidos de desnaturacéo a 94 °C por 45
s, pareamento a 45 °C por 30 s, extensdo a 72 °C por 1 min; extensao final a
72 °C por 5 min. Os produtos da PCR foram analisados em gel de agarose a
2%. As colbnias que apresentaram tamanho de banda correspondente ao PDS
ou ao HMAL1 ligado no vetor pTRV2b foram empregadas nas etapas que
compdem a extragdo de plasmideo e sequenciamento. Este ultimo
procedimento foi realizado pela ACTGene Andlises Moleculares Ltda. (Centro
de Biotecnologia, UFRGS, Porto Alegre, RS), utillizando o sequenciador
automatico ABI-PRISM 3100 Genetic Analyzer armado com capilares de 50 cm
e polimero POP6 (Applied Biosystems). Ao DNA plasmidial (100 ng) foram
adicionados 4,5 pmol do oligonucleotideo iniciador TRV F e 3 pL do reagente
de marcacdo BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing RR-100 (Applied
Biosystems) em um volume final de 10 pL. As reacdes de marcagao foram
realizadas em termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied
Biosystems) com uma etapa de desnaturacao inicial a 96 °C por 3 min seguida
de 25 ciclos de 96 °C por 10 seg, 55 °C por 5 seg e 60 °C por 4 min. Uma vez
marcadas, as amostras foram purificadas pela precipitacdo com isopropanol a
75% e lavagem com etanol a 60%. Os produtos precipitados foram diluidos em
10 pL de formamida Hi-Fi (Applied Biosystems), desnaturados a 95 °C por 5
min, resfriados em gelo por 5 min e eletroinjetados no sequenciador
automatico. Os dados de sequenciamento foram coletados fazendo uso do

programa Data Collection v 1.0.1 (Applied Biosystems).
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3.4.4 Infiltragdo com A. tumefaciens contendo os vetores virais

Uma vez confirmada a obtencdo dos plasmideos pTRV2b-PDS e
pTRV2b-HMAL, estes foram inseridos em células eletrocompetentes de A.
tumefaciens, sendo o mesmo realizado para os vetores virais pTRV1 e
PpTRV2b-GFP. As células de A. tumefaciens GV3101 utilizadas nesta etapa
foram gentilmente fornecidas por José Antbnio Peters do Departamento de
Botanica do Instituto de Biologia da Universidade Federal de Pelotas. Sendo
assim, 2 pL de cada plasmideo foram, separadamente, misturados a 20 pL de
células eletrocompetentes e deixados em gelo por 1 min. Em seguida, a
mistura foi transferida para cubetas de 0,1 cm (BIO RAD), sobre a qual foi
aplicado um pulso de 2,2 kV (MicroPulser™ - BIO RAD). As células foram
cuidadosamente ressuspendidas em 1 mL de meio LB liquido, transferidas para
tubos de vidro e incubadas por 3 h a 28 °C sob agitacdo de 190 rpm. Apos este
periodo, uma aliquota de 200 uL de cada cultura de células transformadas foi
plaqueada em meio LB sélido, acrescido de 100 pg mL™ de rifampicina e 100
ng mL™* de canamicina. As placas foram incubadas em estufa a 28 °C até a
visualizacdo das colonias transformadas (aproximadamente 48 h). As colonias
obtidas da transformacdo com pTRV2b-GFP, bem como as obtidas da
transformacdo com pTRV2b-PDS e com pTRV2b-HMA1 foram submetidas a
mesma PCR de colénia detalhada no item 3.4.3, tornando possivel a
confirmacao da presenca dos respectivos plasmideos.

A agroinfiltracdo, procedida de acordo com o método descrito por Liu e
colaboradores (2002), foi realizada em plantas de tomate aos 5 dias apos a
emergéncia. Para tanto, quatro diferentes colonias de A. thumefaciens,

transformadas com pTRV1, pTRV2b-GFP, pTRV2b-HMA1l ou pTRV2b-PDS,
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foram separadamente transferidas para 3 mL de LB liquido contendo 100 ug
mL™ de rifampicina e 100 pg mL™ de canamicina. Apés o cultivo das coldnias a
28 °C por 16 h sob rotagédo de 190 rpm, 400 pL de cada cultura bacteriana
foram adicionados a 20 mL de LB liquido contendo a mesma concentracdo dos
antibioticos, 10 mM de MES e 20 uM de Acetoseringona. As culturas foram
novamente submetidas as condicbes recém-mencionadas por 18 h. Em
seguida, as quatro diferentes culturas bacterianas foram lidas em
espectrofotdmetro (O.D.s0onm), transferidas para tubos Falcon e centrifugadas
por 10 min a 5000 rpm. ApOs a precipitacdo das células as mesmas foram
ressuspendidas em uma solucéo de infiltracdo composta de 10 mM de MgCly;
10 mM de MES e 200 pM de Acetoseringona, sendo a O.D. das culturas
ajustada para 2. As células ressuspendidas foram mantidas por 3 h a
temperatura ambiente. Antes da infiltracdo, foi realizada a mistura na proporgao
1:1 (v:v) das culturas pTRV1 e pTRV2b-GFP (in6culo controle), e também das
culturas pTRV1 e pTRV2b-PDS (in6culo pTRV1+pTRV2b-PDS) e pTRV1 e
pTRV2b-HMAL (in6culo pTRV1+pTRV2b-HMAL). A agroinfiltracdo foi efetuada
com seringa de 1 mL nas duas folhas cotiledonares de cada planta.

3.4.5 Confirmacao do silenciamento do PDS e do HMA1

Por fim, a confirmagdo do silenciamento do PDS foi feita através da
visualizacdo do fotobranqueamento, em até 14 dias apds a agroinfiltracdo (14
dpi), nas plantas que receberam o in6culo pTRV1+pTRV2b-PDS. Este inéculo
foi empregado em todos os demais experimentos de silenciamento para o
controle das condi¢cdes de cada novo experimento, os quais foram sempre
realizados em camara de crescimento a 23 + 2 °C e fotoperiodo de 14 h. Aos

14 dpi, os valores de acumulo de mRNA do PDS foram quantificados por meio
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de qRT-PCR e comparados entre as plantas que receberam o indculo controle
e as plantas que receberam o in6culo pTRV1+pTRV2b-PDS. As quantificacbes
destes acumulos foram feitas apenas nas folhas jovens, sendo utilizados os
mesmos oligonucleotideos iniciadores citados no item 3.4.1. O calibrador
consistiu na média de cinco plantas agroinfiltradas com o in6culo controle.
Estas analises seguiram 0os mesmos procedimentos descritos no item 3.2.4 e
foram realizadas também nos experimentos de silenciamento do HMA1. Neste
caso as quantificacdes de acumulo de mRNA do HMA1 foram feitas em raizes
e folhas jovens aos 9 dpi e os oligonucleotideos iniciadores utilizados foram
HMA1-TRV F 5- TGG TTA ACT TTA CCG AGC ATT GGG CCT e
ExternoHMAL1 R 5’- TGA AAT TGA AGG AAG GTC TTT GCC TGT G -3. Os
resultados foram submetidos a analise de variancia seguida pelo teste Tukey (p
<0,05).

3.4.6 Avaliacéo fenotipica das plantas silenciadas para o HMA1

Esta etapa objetivou caracterizar o papel do HMA1 no processo de
acumulacéo de Cd em tomate. Para tanto, sementes da cv. Micro-Tom foram
germinadas em bandejas de isopor contendo vermiculita em contato com
solucdo nutritiva para tomate, cuja composicao foi descrita no item 3.1. Aos
cinco dias ap6s a emergéncia, as plantulas uniformes foram selecionadas e
agroinfiltradas com o inéculo controle e com o inéculo pTRV1+pTRV2b-HMAL.
Em sequéncia, aos 10 dpi, as bandejas das plantas foram transferidas para trés
diferentes tratamentos. O tratamento controle consistiu no cultivo em solucao
nutritiva sem adicdo Cd, enquanto que os demais tratamentos consistiram nas
doses de CdClI,.H,O equivalentes a 0,7 mM e 1,0 mM. Estes tratamentos foram

renovados a cada 14 dias. Para o tratamento controle foram utilizadas 8
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plantas (4 que receberam o in6culo controle e 4 que receberam o indculo
pTRV1+pTRV2b-HMAL). Este niumero foi aumentado para 14 nos tratamentos
com Cd. O experimento foi conduzido com duas repeticbes por tratamento. Por
fim, ao final de dois meses ap0s a primeira adicdo dos tratamentos, as plantas
foram coletadas e utilizadas nas determinagbes do comprimento da raiz
principal, peso seco (PS) das raizes, PS da parte aérea e teor de Cd na parte
aérea. Os resultados foram submetidos a analise de variancia seguida pelo

teste Bonferroni (p < 0,05).



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Comparagéao dos teores de Cd entre seis cultivares de tomate

Conforme mencionado anteriormente, as cultivares de tomate Micro-Tom
e Gaucho foram recentemente caracterizadas como hiperacumuladoras de Cd,
tendo em vista que estas cultivares foram capazes de tolerar e acumular em
suas folhas concentragées superiores a 100 mg de Cd kg™ de PS. Entretanto,
apenas a cv. Micro-Tom teve o teor de Cd quantificado também nos frutos
(Silva, 2010). Diante disso, a presente etapa objetivou verificar se outras
cultivares de tomate, que sao utilizadas para consumo, também sao capazes
de acumular Cd em seus frutos. Adicionalmente, a fim de comparar mais
detalhadamente a capacidade de acumulagcao de Cd entre as cultivares, o teor
do metal foi quantificado também nas folhas. Para tanto, além da cv.
Micro-Tom, foram utilizadas as cultivares Gaucho, Gaucho Melhorado, IPAG,
Italiano e Salada. As quantificacdes de Cd realizadas nas folhas e frutos das
plantas cultivadas sem a adicéo de Cd ficaram abaixo de 1,5 mg kg™ PS e 0,2
mg kg™ PS, respectivamente.

Todas as cultivares de tomate analisadas foram caracterizadas como
hiperacumuladoras de Cd, apresentando concentragdes foliares do metal entre
aproximadamente 215 até 325 mg kg™ PS (Figura 1A). As cultivares IPA6 e

Italiano apresentaram os maiores teores de Cd, enquanto que as demais
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cultivares nao diferiram estatisticamente entre si. Os teores de Cd nas folhas
das cultivares IPAG6 e Italiano foram aproximadamente 1,5 vezes superiores ao
menor teor do metal verificado na cv. Gaucho Melhorado. Nos frutos, a
concentracdo de Cd variou entre aproximadamente 9 e 16 mg kg™ de PS, ndo
diferindo estatisticamente entre as cultivares (Figura 1B). O teor de Cd na parte
aérea pode ser influenciado pela diluicdo do metal através do crescimento da
planta (Lux et al., 2011). Entretanto, a concentracdo de Cd na parte aérea das
cultivares comerciais foi estatisticamente igual ou superior & concentragdo
verificada na cv. Micro-Tom, a qual apresenta um porte ando e completa seu
ciclo em 70-90 dias. Além disso, o transporte de Cd para os frutos de tomate,
inicialmente relatado em Micro-Tom por Silva (2010), foi verificado também nas

cultivares utilizadas para consumo.
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FIGURA 1. Teor de Cd nas folhas (A) e frutos (B) de seis cultivares de tomate
cultivadas na presenca da dose de Cd de 90 mg kg™ substrato. Os
valores sdo médias de 3 repeticdes bioldgicas. Médias seguidas
pelas mesmas letras nao diferem pelo teste Bonferroni (A) ou pelo
teste Kruskal-Wallis (B) (p < 0,05).

As cultivares Gaucho, Gaucho Melhorado e Salada possuem habito de
crescimento indeterminado, j& as cultivares Micro-Tom, IPA6 e Italiano sao de
crescimento determinado. Nas cultivares de crescimento determinado, apos um
periodo de crescimento vegetativo, sdo formadas inflorescéncias terminais na
haste principal e o alongamento cessa. Nas cultivares de crescimento

indeterminado o meristema apical da parte aérea permanece em
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desenvolvimento continuo (Georgelis, 2002). Pode ser sugerido, portanto, que
as folhas mais velhas das plantas de crescimento indeterminado apresentem
menor teor de Cd, tendo em vista a possibilidade de o Cd continuar sendo
transportado para a parte aérea em desenvolvimento. Com exce¢do da cv.
Micro-Tom, as determinagfes das concentracdes foliares de Cd foram
realizadas com as folhas mais velhas das cultivares de tomate. Dessa forma, o
maior teor de Cd verificado nas folhas das cultivares IPA6 e Italiano pode estar
relacionado com o habito de crescimento determinado destas plantas. Emery e
Munger (1970) mostraram que plantas de tomate de crescimento
indeterminado apresentam maior teor de solidos solGveis nos frutos em
comparagao com as plantas de crescimento determinado. Esta constatag&o foi
atribuida ao maior nimero de folhas entre as inflorescéncias das plantas de
tomate de crescimento indeterminado, uma vez que estas folhas atuam como
fonte de fotossintatos para os frutos (Emery & Munger, 1970; Fridman et al.,
2002). Apesar disso, no presente trabalho, os teores de Cd nos frutos de
tomate ndo diferiram estatisticamente mesmo entre as cultivares com
diferentes habitos de crescimento. Sendo assim, o habito de crescimento ndo
parece ter influéncia sobre o teor de Cd nos frutos das cultivares de tomate.

As determinagfes de Cd nas folhas das cultivares de tomate também
possibilitaram o célculo dos fatores de bioacumulacdo (BF) de cada cultivar
(Tabela 3). Nas espécies excluidoras de metais o valor tipico do BF & abaixo
de 1, enquanto que as espécies hiperacumuladoras possuem BF superior a 1
(Sun et al., 2008; Zhao et al, 2003). No presente trabalho, todos os valores de
BF foram superiores a 1,0 e variaram entre 2,41 e 3,61, demonstrando

novamente a existéncia de um eficiente sistema de transporte de Cd do
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substrato para a parte aérea de tomate. O BF relaciona a concentracdo de um
metal na parte aérea da planta com a concentragdo do mesmo metal no
substrato (Zayed et al., 1998). Por esta razdo, comparacoes feitas entre BFs
devem levar em consideragdo a mesma dose de metal no substrato, bem como
condigbes de cultivo semelhantes. Sendo assim, as comparacdes feitas a
seguir incluem apenas os valores de BFs correspondentes ao cultivo das
plantas sobre a mesma dose de Cd (90 mg kg™?) utilizada neste trabalho. Os
BFs das cultivares de tomate podem ser considerados relativamente baixos em
comparacao com determinadas populagdes de T. caerulescens, para as quais
foram relatados BFs de aproximadamente 10 (Zhao et al., 2003). Por outro
lado, os BFs das cultivares IPA6 e Italiano foram proximos ao BF de
aproximadamente 4 verificado em Aeluropus littoralis. Esta espécie foi
identificada como hiperacumuladora de Cd e é considerada bastante
promissora para a fitorremediagcdo de solos contaminados com o referido metal

(Rezvani & Zaefarian, 2011).

TABELA 3. Fator de bioacumulacdo de Cd das cultivares de tomate (média +

Dgaitivares Fator de bioacumulacdo (BF)
Micro-Tom 2,561+0,32b

Gaucho 2,58+0,15b

Gaucho Melhorado 2,41+0,24 b

IPA6 3,57x0,16a
Italiano 3,61+0,27 a

Salada 2,54+0,05b

* Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem pelo teste Bonferroni (p <
0,05).
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Diversos estudos relatam diferencas significativas entre cultivares
quanto a capacidade de acumulagédo de Cd (McLaughlin et al., 1994; Grant et
al., 1999; Alexander et al., 2006). John e van Larhoven (1976) demonstraram
variacdes de até 21 vezes no contetdo de Cd em folhas de nove cultivares de
alface. Quantificacbes de Cd na parte aérea de cultivares de feijao, pepino e
abdobora também permitiram a verificacdo de diferengas significativas entre
cultivares (Yang et al., 2010). Estas diferencas sao de grande interesse para a
agricultura, tendo em vista a possibilidade de selecdo das cultivares que
representam menor risco para a entrada do Cd na cadeia alimentar (Zheng et
al., 2008; Alexander et al., 2006). Entre as cultivares de tomate também foram
detectadas variacdes significativas nos teores foliares de Cd. Contudo, todas
as cultivares comerciais utilizadas neste trabalho oferecem o mesmo risco para
as contaminagdes alimentares com o metal, tendo em vista que ndao houve
diferenga significativa entre os teores de Cd nos frutos destas cultivares de

tomate.

4.2 Andlise de expressdao de genes relacionados com o
transporte de metais
Na presente etapa, as cultivares de tomate foram utilizadas para a
avaliacdo do efeito do Cd na expressdo dos genes LeFER, LelRT1,
LeNRAMP1 e LeNRAMP3. O primeiro gene codifica um fator de transcricao e
os demais genes transportadores de metais. Todos estes genes que codificam
transportadores ja foram descritos em outras espécies como genes que
codificam transportadores de Cd (Thomine et al.,, 2000; Lux et al., 2011;

Takahashi et al., 2011). A expressao do gene LeFer foi avaliada em funcédo da
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atividade de seu produto sobre outros genes empregados nesta etapa. LeFER
€ um fator de transcri¢cdo basico do tipo hélice-alga-hélice (bHLH) que controla
a expressao dos genes LelRT1 e LeNRAMP1 em resposta a deficiéncia de Fe
(Ling et al., 2002; Barabasz et al., 2012). Genes responsivos aos metais
pesados, que também apresentam maior expressdo em espécies
hiperacumuladoras em comparacdo com espécies relacionadas néao
acumuladoras, sao considerados candidatos promissores para 0 processo de
hiperacumulacéo de metais (Hassinen, 2009; Kupper & Kochian; 2010). Sendo
assim, comparacdes entre gendtipos, com base nos niveis de inducdo de
expressdo de genes responsivos ao Cd, podem servir como um indicativo da
capacidade de acumulagéo do referido metal. Por esta razdo, as comparacoes
dos niveis de expressdo dos genes acima citados nao foram feitas somente
entre as plantas cultivadas com e sem Cd, mas também entre as cultivares de
tomate.

Previamente a andlise de expressado, os fragmentos de cDNA de todos
0s genes, amplificados por qRT-PCR, foram separados em gel de agarose para
controle da especificidade da reacdo (Figura 2). Todas as reacOes foram
especificas e os fragmentos amplificados apresentaram o0s tamanhos

esperados através da analise in silico.
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FIGURA 2. Eletroforese em gel de agarose de fragmentos amplificados por
gRT-PCR a partir de cDNA de tomate. 1-2 LeFer, 3-4 LelRT1, 5-6
LeNRAMP3, 7-8 LeNRAMP1. M — Marcador de massa molecular
100 pb.

O gene LeNRAMP3 é expresso nas raizes e na parte aérea de plantas
de tomate, ja a expressdo dos outros genes é verificada apenas nas raizes
(Bereczky et al., 2003; Bauer et al., 2004a). Em face disso, todos os genes
foram avaliados nas raizes das cultivares de tomate e o LeNRAMP3 foi
avaliado também na parte aérea (Figura 3). A adicdo de Cd no substrato
resultou em um aumento significativo na expressédo do LeNRAMP3 tanto na
parte aérea quanto nas raizes das cultivares de tomate, exceto na parte aérea
da cv. Gaucho. Bereczky e colaboradores (2003) demonstraram que a
expressdo do LeNRAMP3 é aumentada, principalmente nas raizes, em
resposta a deficiéncia de Fe. O LeNRAMP3 provavelmente atua na liberacéo
de Fe a partir de compartimentos intracelulares (Bereczky et al., 2003;
Barabasz et al., 2012). O transporte de Cd através do NRAMP3 € descrito em
A. thaliana. Através do AtNRAMP3, os metais Cd, Fe e Mn podem ser
transportados do interior do vacuolo para o citoplasma (Thomine et al., 2000).
Os aumentos induzidos por Cd nas expressdes do LelRT1 e do LeNRAMP1
apenas foram significativos nas cultivares (Gaucho Melhorado, IPA6 e Italiano)

onde o aumento na expressdo do LeFER também foi significativo. Estas
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observacdes eram esperadas, tendo em vista o controle do LeFER sobre os
demais genes. Além disso, em raizes de A. thaliana, o Cd também foi
responsével por um aumento significativo na expresséo do ortélogo do LeFER
(AtFRU) (Wu et al., 2012). O LelRTL1 € responséavel pelo transporte de Fe para
o interior das células da raiz, ja o papel do LeNRAMP1 envolve a redistribuigdo
de Fe, a partir do vacuolo, em condi¢cBes de deficiéncia deste elemento (Kim &
Guerinot, 2007; Barabasz et al., 2012). A expressao destes dois genes é
aumentada em resposta a deficiéncia de Fe (Bereczky et al., 2003; Barabasz et
al., 2012). Além de transportar Fe, o IRT1 de A. thaliana também atua no
transporte de Cd, Co, Mn e Zn (Eide et al., 1996; Korshunova et al., 1999; Vert
et al., 2002). O envolvimento do NRAMP1 no transporte de Cd é descrito em
arroz. Nesta espécie, o OsNRAMP1 se encontra localizado na membrana
plasmatica e parece atuar tanto na absor¢cdo de Cd quanto na distribuicdo

deste metal dentro da planta (Takahashi et al., 2011).
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FIGURA 3. Expresséo relativa dos genes LeFER, LelRT1 e LeNRAMP1 nas
raizes e do gene LeNRAMP3 nas raizes e na parte aérea das
cultivares de tomate. Todos os valores de Cts foram normalizados
pelos Cts do controle endégeno UBI3 (ACt). Os valores de
expressado representam o numero de vezes que a expressao
aumenta ou diminui em relacdo ao calibrador (parte aérea ou raiz
de determinada cultivar proveniente do tratamento sem Cd) (2
AACH " cujo valor de expresséo relativa foi calibrado para 1,0. Os
valores sdo médias de 3 repeticbes biolégicas. * Médias que
diferem significativamente do calibrador. As meédias também
foram comparadas entre cultivares para um mesmo gene. Estas
médias receberam a mesma letra quando néo diferiram pelo teste
Bonferroni (p < 0,05).

Esses resultados indicam que, em tomate, a presenca do Cd induziu o
mesmo efeito que a deficiéncia de Fe induz na expressao dos genes avaliados.
O efeito do Cd no conteudo de Fe nas plantas é dependente da espécie e das
condicbes experimentais utilizadas (Sandalio et al, 2001). As
monocotiledéneas ndo gramineas e as dicotileddneas, incluindo o tomate,
ativam a estratégia | para a absorcdo de Fe em condicdes de deficiéncia deste
elemento. Esta estratégia envolve a liberagdo de prétons na rizosfera, a
inducao da atividade de uma Fe* redutase e, por fim, a inducdo de um sistema

de transporte de elevada afinidade por Fe*?, realizado através do IRT1
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(Thomine & Lanquar, 2011). Lopez-Millan e colaboradores (2009) cultivaram
plantas de tomate em meio hidrop6nico contendo 10 uM de Cd. As raizes
destas plantas apresentaram uma reducdo de 38% nas atividades de Fe*?
redutase. Por meio de quantificagdes do teor de Fe nestas plantas, os autores
concluiram que o Cd induziu uma deficiéncia moderada de Fe. As reducbes
significativas no contetdo deste metal ndo ocorreram nas raizes, mas sim nas
folhas. A inibicdo das atividades de Fe*® redutase nas raizes possivelmente
ocorre devido a interagdo do Cd com os grupos sulfidril (SH) destas enzimas
(Wozny et al., 1990). Em plantas de pepino, cultivadas por duas semanas em
meio hidropdnico sem Fe e, posteriormente, na presenca de Fe e 10 uM de Cd,
foi verificado que o Cd inibiu completamente a translocac¢do do Fe das raizes
para a parte aérea. Nestas mesmas plantas, a presenca de Cd aumentou o
teor de Fe nas raizes. Contudo, este Fe acumulado nas raizes permaneceu
inacessivel para a parte aérea, tendo em vista a inibicdo da translocacéo deste
metal (Fordor et al., 1996). Diante do exposto, é possivel que as cultivares de
tomate utilizadas na presente etapa também apresentem deficiéncia de Fe
induzida pelo Cd.

As cultivares IPAG e Italiano apresentaram os maiores teores de Cd nas
folhas, bem como os maiores niveis de inducdo de expressao do gene LeFER
em comparacao com as demais cultivares. Além disso, o teor de Cd nas folhas
foi estatisticamente igual entre as cultivares IPA6 e Italiano, sendo o0 mesmo
verificado para a expressdo do LeFER. Diante disso, o nivel de expresséo do

gene LeFER induzido por Cd parece ter relacdo com a capacidade de acuamulo

foliar de Cd. No entanto, futuros estudos de caracterizacdo funcional seréo
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necessarios para determinar a contribuicdo deste gene no processo de

acumulacéo de Cd em tomate.

4.3 Identificacdo de genes ortdlogos aos HMAs de A. thaliana

Todas as cultivares de tomate utilizadas neste trabalho foram capazes
de transportar e acumular Cd em seus frutos. Esta constatagéo representa uma
possivel via de entrada do Cd na cadeia alimentar. Uma estratégia para
contornar este tipo problema consiste no desenvolvimento de plantas que
apresentem menor capacidade de transportar o Cd para o 6rgdo consumido
(Guimarées et al., 2008). Contudo, a viabilidade desta estratégia depende da
manutengdo do estado nutricional, do crescimento e da produtividade das
plantas (Uraguchi et al., 2011). Sendo assim, ndo sao considerados alvos de
manipulagdo os genes que tenham papel consideravel nestas caracteristicas
recém-mencionadas. Os genes descritos no item anterior ndo foram, portanto,
alvos de estudos mais aprofundados sobre os seus papeis na hiperacumulacéo
de Cd em tomate. Diante disso, foi procedida uma busca em tomate de genes
ortélogos aos HMAs de A. thaliana. Esta busca objetivou a selecdo de genes
candidatos para o transporte e acumulo de Cd em tomate, para a posterior
caracterizacdo funcional na cv. Micro-Tom. Os HMAs buscados em tomate
incluem o HMA1, HMA2, HMA3 e HMA4, os quais formam um grupo de
transportadores de Zn, Cd, Co e Pb (Wiliams & Mills, 2005). Dentre estes
genes, apenas o HMAL foi amplificado em tomate (Figura 4). A PCR realizada
em cDNA resultou na amplificacdo de um fragmento de 364 pb tanto na raiz
quanto na parte aérea de tomate. O fragmento foi sequenciado e apresentou

76% de similaridade com o0 HMAL de A. thaliana (acesso NM_119890.6) e 99%



52

de similaridade com um cDNA parcial de um possivel HMA1l de Solanum

tuberosum (acesso AM231415.1).

400pb —>
300pb —>

200pb —>

FIGURA 4. Eletroforese em gel de agarose do fragmento HMAL1 amplificado a
partir de cDNA da parte aérea (1) e das raizes (2) da cv. Micro-Tom
cultivada até os 10 dias ap0s a emergéncia em vermiculita
adicionada da dose de Cd de 90 mg kg™. M — Marcador de massa
molecular 100 pb.

Apoés a identificacdo do HMAL1 em tomate, a expressao deste gene foi
avaliada na raiz e na parte aérea das cultivares provenientes do tratamento
sem Cd. Nas cultivares Gaucho Melhorado, IPA6 e ltaliano o HMAl é
igualmente expresso nas raizes e na parte aérea, ja nas cultivares Micro-Tom,
Gaucho e Salada, este gene € mais expresso na parte aérea (Figura 5A). Em
A. thaliana, a expressdo do AtHMA1l € maior nos tecidos verdes, o que é
consistente com a localizagdo deste transportador na membrana dos
cloroplastos. Contudo, uma fraca expressao deste gene foi detectada também
nas raizes, o que nao exclui uma possivel funcdo do AtHMAl em outros
plastideos (Seigneurin-Berny et al., 2006). O PAA1/AtHMA6 de A. thaliana
também é um transportador de metal presente na membrana dos cloroplastos

(Shikanai et al., 2003; Seigneurin-Berny et al., 2006). Este gene apresenta
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niveis de expressdo proximos entre as raizes e os tecidos verdes, sugerindo
um papel mais amplo em todos os tipos de plastideos (Seigneurin-Berny et al.,
2006). Este parece ser o caso do HMA1 de tomate, tendo em vista o seu nivel
de expressao nas raizes e na parte aérea das seis cultivares. A expressao do
HMA1 também foi avaliada nas cultivares de tomate cultivadas com Cd (Figura
5B). Na parte aérea das cultivares a expressao do referido gene nao foi
induzida pelo metal. J4 nas raizes da maioria das cultivares, a presenca do Cd
foi responsavel por um aumento significativo na expressdo do HMAL. Quando
expresso em levedura, o AtHMA1 também foi responsivo a presenca de Cd.
Além do Cd, os metais Co, Cu e Zn elevaram a atividade de ATPase do
AtHMA1 (Moreno et al., 2008).

Em funcgéo dos resultados expostos, o HMAL1 identificado em tomate foi
empregado nas etapas que compdem o método VIGS. Estas etapas sao

descritas nos itens seguintes.
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FIGURA 5. Expresséo relativa do HMAL. A - Valores de expresséo relativa do
HMA1 normalizado pelo controle endégeno UBI3 (2 obtidos
para as raizes e parte aérea das cultivares provenientes do
tratamento sem adicdo de Cd. B - Valores de expressdo que
representam o numero de vezes que a expressdo aumenta ou
diminui em relacdo ao calibrador (parte aérea ou raiz de
determinada cultivar proveniente do tratamento sem Cd) (224,
cujo valor de expressao relativa foi calibrado para 1,0. Os valores
sdo médias de trés repeticbes bioldgicas. * Diferenca significativa
entre tecidos de uma mesma cultivar (A) ou em relacdo ao
calibrador (B). Tukey (p < 0,05).

4.4  Silenciamento do gene PDS em tomate
O gene PDS foi utilizado para o estabelecimento das etapas e condicfes

experimentais necessarias para o desenvolvimento do método VIGS em
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tomate. O PDS atua na rota de sintese de carotenoides e, portanto, confere um
fendtipo facilmente distinguivel as plantas silenciadas, uma vez que estas
apresentardo fotobranqueamento. A clonagem de um fragmento do PDS foi
feita a partir do cDNA de plantas de tomate cv. Micro-Tom. O fragmento
amplificado foi de 420 pb, o qual foi inserido no vetor viral pTRV2b-GFP,

originando a construcéo de silenciamento pTRV2b-PDS (Figura 6).

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1000pb —>
600pb —>

FIGURA 6. Eletroforese em gel de agarose dos produtos da PCR dos
plasmideos TRV2-GFP (1) e TRV2b-PDS (2), bem como das
colénias de A. tumefasciens transformadas com os plasmideos
PTRV2b-GFP (3-7) e pTRV2b-PDS (8-12). A PCR foi realizada
com os oligonucleotideos iniciadores TRV F/R, resultando na
verificagéo de 254 pb adicionais ao tamanho do inserto.

A agroinfiltracdo, procedida nos cotilédones de plantas de tomate aos
cinco dias apds a emergéncia, resultou no fotobranqueamento nas plantas que
receberam o in6culo pTRV1+pTRV2b-PDS. O silenciamento do PDS foi
validado para as cultivares Micro-Tom, Gaucho e Salada, nas quais o
fotobranqueamento foi verificado entre 8 a 14 dias apds a agroinfiltracdo (dpi)
(Figura 7). Em todos os experimentos desenvolvidos neste trabalho, todas as
plantas agroinfiltradas com o in6culo pTRV1+pTRV2b-PDS apresentaram o
fendtipo correspondente. Estes resultados conferem ao método uma eficiéncia
de 100%. Liu e colaboradores (2002) avaliaram a eficiéncia de dois diferentes

métodos de agroinfiltracdo visando o silenciamento do PDS na cv. Micro-Tom.
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Os autores infiltraram A. tumefasciens em plantas com trés semanas de idade
com auxilio de seringa ou através do uso de borrifador, sendo obtidas
eficiéncias de silenciamento de 50% e 90%, respectivamente. Nota-se,
portanto, que a metodologia empregada neste trabalho resultou em uma maior
eficiéncia. Em outro trabalho mais recente, uma eficiéncia de 100% também foi
alcancada para o silenciamento do PDS em plantas de Micro-Tom
agroinfiltradas no estagio de plantula (Jiang et al., 2008). Diante disso, 0
método de agroinfiltracdo em folhas cotiledonares de plantas jovens parece

otimizar a eficiéncia de silenciamento do PDS em tomate.

FIGURA 7. Fotobranqueamento em cultivares de tomate agroinfiltradas com o
inéculo pTRV1+pTRV2b-PDS. A — cv. Micro-Tom 10 dpi. B — cv.
Gaucho 8 dpi. C — cv. Salada 8 dpi.

Os niveis de acumulo de mRNA do PDS foram quantificados na parte
aérea da cv. Micro-Tom e comparados entre as plantas agroinfiltradas com o
indculo controle e as plantas agroinfiltradas com o in6culo pTRV1+pTRV2b-
PDS (Figura 8). Nas plantas que receberam este ultimo inoculo, o acumulo de
MRNA do PDS foi reduzido em mais de 60% em comparagdao com as plantas

controle néo silenciadas. O nivel de redugéo do acimulo de mRNA de um gene
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alvo do VIGS pode ser variavel entre as plantas silenciadas (Bhattarai et al.,
2007). Por esta razdo, as quantificagdes destes acumulos foram sempre feitas

em plantas individualizadas.
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FIGURA 8. Quantificagdo, por qRT-PCR, do acumulo de mRNA do PDS nas
folhas jovens da cv. Micro-Tom aos 14 dpi. Os valores de 1-5
correspondem as plantas que receberam o in6culo
pTRV1+pTRV2b-PDS e representam a redugdo no acumulo de
MRNA do PDS em relagdo ao acumulo verificado nas plantas que
receberam o indculo controle (pTRV1+pTRV2b-GFP) (calibrador).
Os niveis de acumulo de mRNA s&o expressos em porcentagem.
Para o calibrador estdo representados a meédia e o desvio padrao
de cincorepeticdes biologicas. Para as plantas de 1-5 estdo
representadas as quantificagdes em plantas individualizadas e o
desvio padrdo de trés repeticdes técnicas. As plantas de 1-5
diferiram do calibrador pelo teste Tukey (p < 0,05).

A cv. Micro-Tom contendo o gene PDS silenciado foi cultivada até o final
de seu ciclo (70-90 dias). O fotobranqueamento permaneceu até o estagio
reprodutivo, sendo visivel em toda a parte aérea, incluindo flores e frutos

(Figura 9). O silenciamento do PDS resulta na obtenc&o de frutos com teor de
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licopeno reduzido, tendo em vista o bloqueio da biossintese de carotenoides
(Orzaez et al., 2009). A maior parte dos estudos sobre VIGS relata uma
duracdo de seus efeitos por até 3 semanas, enquanto que outros trabalhos
demonstram que esta duracdo pode ser prolongada por mais de 3 meses.
Contudo, trabalhos recentes comprovam que o VIGS pode ser até mesmo
transmitido para a progénie das plantas. Isto foi verificado inclusive para o
VIGS mediado por TRV em tomate (Senthil-Kumar & Mysore, 2011a, 2011b). A
durabilidade do VIGS até o estagio reprodutivo, demonstrada neste e em
outros trabalhos, é de extrema importancia quando se deseja estudar os efeitos

do silenciamento durante todo o desenvolvimento da planta.

FIGURA 9. Fotobranqueamento até o estagio reprodutivo da cv. Micro-Tom. A
— Planta adulta n&o silenciada para o PDS. B-C — Plantas adultas
silenciadas para o PDS. D — Efeito do silenciamento do PDS nos
frutos.

4.5 Silenciamento do gene HMA1 em tomate
No intuito de caracterizar o papel do HMAL no processo de acumulacao
de Cd em tomate, este gene foi utilizado como alvo do VIGS na cv. Micro-Tom.

Para tanto, um fragmento de 364 pb, resultante da amplificacdo do HMA1 em
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cDNA de tomate, foi clonado no vetor pTRV2b-GFP, dando origem ao pTRV2b-

HMAZ1L (Figura 10).

1000pb —>
600pb —>

FIGURA 10. Eletroforese em gel de agarose dos produtos da PCR de col6nias
de A. tumefasciens transformadas com os plasmideos pTRV2b-
HMALl (1-5) e pTRV2b-GFP (6). A PCR foi realizada com os
oligonucleotideos iniciadores TRV F/R, resultando na verificacdo
de 254 pb adicionais ao tamanho do inserto.

O vetor TRV2b utilizado neste trabalho desencadeia respostas ao VIGS
tanto na parte aérea quanto nas raizes das plantas. Este efeito nas raizes é
atribuido a presenca da proteina 2b no vetor (Valentine et al., 2004). Dessa
forma, a quantificagdo do silenciamento do HMAL foi feita nas folhas e nas
raizes da cv. Micro-Tom (Figura 11). Um dos oligonucleotideos iniciadores
utiizado € complementar a regido externa ao fragmento do HMAL clonado,
permitindo apenas a quantificacdo do acimulo de mRNA do HMA1 enddgeno.
As plantas utilizadas nesta analise foram coletadas aos 9 dpi. Do total de 10
plantas agroinfitradas com o in6culo pTRV1+pTRV2b-HMALl, sete
apresentaram reducdes significativas no acumulo de mRNA do HMA1l nas
folhas e sete nas raizes. Estes resultados confirmam, portanto, o silenciamento

do HMAZ1 nos dois tecidos de tomate.



60

—

120 -
100

ORaiz
BFolha

1 2 3 4 5 6 7 8 910

Acumulo de mRNA HMA1 (%

S pTRV2b-HMA1

FIGURA 11. Quantificacdo, por gRT-PCR, do acimulo de mRNA do HMAL1 nas
folhas jovens e nas raizes da cv. Micro-Tom aos 9 dpi. Os valores
de 1-10 correspondem as plantas que receberam o indculo
PTRV1+pTRV2b-HMAL e representam a reducdo no acumulo de
MRNA do HMA1 em relagdo ao acumulo verificado nas plantas
que receberam o inoculo controle (pTRV1+pTRV2b-GFP)
(calibrador). Os niveis de acimulo de mMRNA s&o expressos em
porcentagem. Para o calibrador estdo representados a média e o
desvio padréo de cinco repeti¢cdes bioldgicas. Para as plantas de
1-10 estdo representadas as quantificacbes em plantas
individualizadas e o desvio padrdo de trés repeticdes técnicas.
*Diferem do calibrador pelo teste Tukey (p < 0,05).

Apo6s a confirmacdo do silenciamento do HMA1, novas plantas de
tomate foram agroinfitradas com o in6culo controle e com o indculo
PTRV1+pTRV2b-HMAL para a posterior adigdo dos tratamentos sem Cd ou
com Cd, realizada aos 10 dpi. As folhas jovens destas plantas foram coletadas

aos 14 dpi e utilizadas nas quantificacdes dos niveis de silenciamento do

HMAL1. Todas as plantas que receberam o in6culo pTRV1+pTRV2b-HMA1



apresentaram reducdes superiores a aproximadamente 60% no acumulo

MRNA do HMAL1 (Figura 12).
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FIGURA 12. Plantas de tomate cv. Micro-Tom, nédo silenciadas ou silenciadas
para o HMAL, submetidas aos tratamentos sem Cd ou com Cd.
As plantas da esquerda representam as plantas nao silenciadas,
as plantas da direita representam as plantas silenciadas. As fotos
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foram feitas trés semanas apos a primeira adicdo dos tratamentos
sem Cd (A), Cd a 0,7 mM (B) e Cd a 1,0 mM (C). Aos 14 dpi as
folhas jovens foram coletadas para a quantificagdo do acumulo de
MRNA do HMAL (gréficos). Os nameros de 1-4 (A) ou 1-7 (B e C)
nos graficos representam a identificacdo das plantas silenciadas.
Para o controle estdo representados a média e o desvio padrao
de todas as plantas, de cada tratamento, agroinfiltradas com o
in6culo controle. Para as plantas que receberam o indculo
pTRV1+pTRV2b-HMALl estdo representadas as quantificagdes
em plantas individualizadas e o desvio padrao de trés repeticdes
técnicas. Todas as plantas agroinfiltradas com o in6culo
pTRV1+pTRV2b-HMAL diferiram do calibrador (controle) pelo
teste Tukey (p < 0,05).

Inicialmente, serdo discutidos os efeitos do Cd nas plantas de tomate e,
portanto, serdo feitas comparacdes entre os tratamentos com e sem Cd. Em
sequéncia, as plantas ndo silenciadas e silenciadas para o HMA1l seréo
comparadas quanto a capacidade de tolerar o Cd. As variaveis utilizadas para
estas comparacoes foram: PS da parte aérea, PS das raizes e comprimento da
raiz principal. Adicionalmente, a fim de determinar o efeito do silenciamento do
HMAZL no acumulo de Cd, o teor deste metal foi quantificado na parte aérea das
plantas ndo silenciadas e silenciadas.

As plantas submetidas aos tratamentos com Cd (0,7 mM e 1,0 mM)
apresentaram reducdes significativas em todas as variaveis quantificadas em
comparagao com as plantas do tratamento sem Cd (controle) (Figura 13). A
Gnica excecdo verificada foi para as raizes das plantas ndo silenciadas na
presenca de Cd a 0,7 mM, as quais ndo apresentaram reducgéao significativa no
valor de PS em comparagdo com o tratamento controle (Figura 13B) Nas
espécies hiperacumuladores de Cd, este metal parece afetar menos o sistema
radicular do que a parte aérea (Keller et al., 2006). Silva (2010) demonstrou
que o teor de Cd na parte aérea da cv. Micro-Tom foi sempre superior ao teor

verificado nas raizes, o que consiste em uma importante caracteristica de
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espécies hiperacumuladoras. Sendo assim, o Cd provavelmente atinge
concentracdes téxicas mais rapidamente na parte aérea do que nas raizes,
justificando o seu efeito menos pronunciado neste Ultimo tecido. A exposi¢do
de plantas ao Cd comumente resulta na inibicdo do crescimento, bem como na
inibicdo da producado de biomassa. Em populagdes hiperacumuladoras de Cd
de T. caerulescens, foi verificado que aumentos na concentracéo de Cd (0 — 50
UM) também ocasionaram reducfes de PS da parte aérea, PS das raizes e
comprimento das raizes (Keller et al., 2006). Outro efeito do Cd observado nas
plantas de tomate foi a clorose foliar, a qual representa um dos principais
sintomas visuais da fitotoxicidade do Cd (Figura 12). LoOpez-Millan e
colaboradores (2009) verificaram que folhas de plantas de tomate cultivadas
com Cd a 10 uM apresentaram reducdo nos pigmentos fotossintéticos, além de
uma deficiéncia moderada em Fe, justificando o sintoma de clorose nestas
plantas. Além disso, as plantas cultivadas na presenca de Cd a 1,0 mM
apresentaram uma maior inibicdo de crescimento e de producao de biomassa,
bem como uma clorose foliar mais intensa em comparagcdo com as plantas
cultivadas na menor dose de Cd (Figuras 12 e 13). Estas observacdes eram
esperadas, tendo em vista que aumentos na concentracdo de Cd no substrato
sdo acompanhados por aumentos no teor de Cd nas raizes e na parte aérea da
cv. Micro-Tom, aumentado também os efeitos da toxicidade do metal (Silva,

2010).
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FIGURA 13. Quantificagdes de comprimento da raiz principal (A), PS das
raizes (B), PS da parte aérea (C) e teor de Cd na parte aérea (D)
em plantas da cv. Micro-Tom nao silenciadas ou silenciadas
para o0 HMAL. Aos 10 dpi as plantas foram transferidas para os
tratamentos sem Cd ou com Cd (0,7 mM e 1,0 mM). Todos as
quantificacdes foram feitas dois meses apos a primeira adicdo
dos tratamentos, os quais foram renovados a cada 14 dias. Os
valores sdo meédias de duas repeticbes com 7 plantas. As
medias que receberam a mesma letra ndo diferem pelo teste
Bonferroni (p < 0,05).

Através das comparacgdes entre as plantas de tomate néo silenciadas e
silenciadas para o HMA1, apenas uma diferenca significativa foi verificada.

Esta diferenca ocorreu na presenca de Cd a 0,7 mM e corresponde a uma

reducdo de aproximadamente 2 vezes no PS das raizes das plantas
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silenciadas em comparagdo com as plantas nado silenciadas (Figura 13B).
Outra comparagéo que pode ser feita consiste na intensidade dos sintomas de
clorose. Apesar de nédo ter sido quantificado o teor de clorofila, foi possivel
perceber, principalmente na menor dose de Cd, uma clorose mais intensa nas
plantas silenciadas. Contudo, ndo parece existir uma relagdo entre os maiores
niveis de silenciamento e as maiores intensidades de clorose (Figura 12). Em
resumo, estes resultados sugerem que as plantas de tomate contendo o gene
HMAL silenciado parecem ser um pouco menos tolerantes ao Cd a 0,7 mM.

O HMAL1 de A. thaliana codifica para um transportador presente na
membrana do cloroplasto e, possivelmente, localiza-se também na membrana
de outros plastideos (Seigneurin-Berny et al., 2006; Kim et al., 2009). Moreno e
colaboradores (2008) demonstraram o envolvimento do AtHMAL no transporte
de Cd ao promoveram a expressao deste gene em levedura. Em A. thaliana,
mais de uma funcdo j& foi descrita para o AtHMAL. Seigneurin-Berny e
colaboradores (2006) demonstraram o envolvimento do AtHMAL na importacéo
de Cu para o interior do cloroplasto. Contudo, um estudo mais recente sugere
que o AtHMAL1 atua na exportacao de Zn do interior de cloroplastos e de outros
plastideos, colocando em questdo a primeira descricdo do AtHMAL1l como
importador de Cu (Kim et al., 2009; Nouet et al., 2011). Diante disso, pode ser
esperado que o silenciamento do HMAL resulte na obtencédo de plantas menos
tolerantes ao Cd, considerando que este metal seja exportado dos cloroplastos
da mesma forma que o Zn em A. thaliana.

Mutantes hmal de A. thaliana, cultivados em excesso de Zn (0,4 mM)
por duas semanas, apresentaram maior sensibilidade a este metal e um

aumento de 20% no conteldo de Zn na parte aérea em comparacao com as
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plantas controle (Kim et al., 2009). No presente trabalho, o teor de Cd foi
quantificado na parte aérea das plantas de tomate nado silenciadas e
silenciadas para o HMA1l (Figura 13D). Estas quantificacbes foram feitas
apenas paras as plantas cultivadas na presenca de Cd a 0,7 mM, uma vez que
as plantas cultivadas na maior dose ndo produziram biomassa suficiente para
as quantificacdes. Desse modo, foi possivel verificar que o silenciamento do
HMAL1 em tomate n&o resultou em um aumento significativo no teor de Cd na
parte aérea.

Diante dos resultados expostos, o silenciamento do HMA1 em tomate
parece ter apenas um pequeno efeito na tolerancia das plantas ao Cd.
Contudo, esta constatacdo se aplica somente a menor dose de Cd utilizada.
Uma possivel explicacdo para isto se baseia no trabalho de Wong e Cobbett
(2009). Estes autores demonstraram que 0s genes AtHMA2 e AtHMA4
contribuem consideravelmente para a translocacédo de Zn e Cd em A. thaliana.
O duplo mutante hma2,hma4 apresentou um fendtipo caracteristico de
deficiéncia em Zn. Entretanto, o fenotipo foi restituido pela aplicagédo adicional
de Zn, sugerindo que em concentracdes elevadas de Zn este metal é
transportado por mecanismos adicionais. Em funcdo destes resultados, os
autores sugeriram que mesmo pode ocorrer para o Cd, porém nado pdde ser
testado em A. thaliana devido a toxicidade do referido metal em concentracdes
mais elevadas. Dessa forma, € possivel que na presenca de Cd a 1,0 mM o
transporte deste metal ocorra através de mecanismos adicionais, mascarando

o efeito do silenciamento do HMA1 em tomate.



5 CONCLUSOES

A espécie S. lycopersicum é hiperacumuladora de Cd e,
independentemente da cultivar, é capaz de acumular o metal nos frutos.

Os genes LeNRAMP3, LeFER, LelRT1 e LeNRAMP1l podem servir
como marcadores do estresse induzido por Cd em tomate.

A metodologia de VIGS empregada no presente trabalho permite o
estudo dos efeitos do silenciamento nas raizes e em toda a parte aérea até o
final do ciclo da cv. Micro-Tom.

O silenciamento do gene HMA1 n&o tem efeito na acumulagéo de Cd na
parte aérea de tomate, porém resulta em uma reducédo significativa no peso
seco das raizes e em um aumento na intensidade de clorose nas plantas

cultivadas com Cd a 0,7 mM.
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7 APENDICES

APENDICE 1. Resultado do sequenciamento do produto de PCR do vetor
pTRV2b-PDS com os oligonucleotideos iniciadores TRV F/ R.
Em destaque estd4 a sequéncia de nucleotideos do PDS e as
regides grifadas em cinza indicam os sitios das enzimas Hpal e
EcoRl.

TGACCTACTGGTTACTGTATCACTTACCCGAGTTAACGGCACTCAACTTTATAAAC
CCTGACGAACTTTCAATGCAGTGCATTTTGATCGCATTGAACAGGTTTCTTCAGG
AGAAACATGGTTCAAAAATGGCCTTTTTAGATGGTAATCCTCCTGAGAGACTTTG
CATGCCGATTGTTGAACACATTGAGTCAAAAGGTGGCCAAGTCAGACTGAACTC
ACGAATAAAAAAGATTGAGCTGAATGAGGATGGAAGTGTCAAGAGTTTTATACT
GAGTGACGGTAGTGCAATCGAGGGAGATGCTTTTGTGTTTGCCGCTCCAGTGGA
TATTTTCAAGCTTCTATTGCCTGAAGACTGGAAAGAGATTCCATATTTCCAAAAG
TTGGAGAAGTTAGTCGGAGTACCTGTGATAAATGTACATATATGGTTTGACAGA
AAACTGAGGAATTCTCTAGAAGGCCTCCATGGGGATCCGGTACCGAGCTCACGC

APENDICE 2. Resultado do sequenciamento do produto de PCR do vetor
pTRV2b-HMAL1 com os oligonucleotideos iniciadores TRV F/ R.
Em destaque esta a sequéncia de nucleotideos do HMAL e as
regibes grifadas em cinza indicam os sitios das enzimas Hpal e
EcoRl.

TGACCTACTGGTTACTGTATCACTTACCCGAGTTAACTTTACCGAGCATTGGGCC
TCATGGTAGCTGCATCACCTTGTGCATTAGCTGTGGCACCATTGGCTTACGCAA
CTGCCATCAGTGCTTGTGCAAAAAGGGGCATATTGCTTAAAGGTGGACAGGTAC
TTGATGCCTTGGCTTCATGCCATAGTATTGCATTTGACAAAACTGGTACATTGAC
AACAGGGGAGTTCATGTGCAAAGCAATTGAACCGATACATGGACATGCTAAGA
GTGTTGGAAAAGGATTTGCTTCTTGTTGTAACCCCAGTTGTGAGAAAGAAGCAC
TTGCTGTTGCAGCTGCAATGGAGAGGGGTACAACTCACCCAATTGGAAGAGCTG
TTGTAGATCAGAATTCTCTAGAAGGCCTCCATGGGGATCCGGTACCGAGCTCAC
GC



