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Introducao Resultados

As aquaporinas (AQPs), também conhecidas como e Ensaio de Estresse Osmético
Proteinas Intrinsecas de Membrana (MIPs, Major Intrinsic
Proteins), sao proteinas de membrana presentes em Cantrols
bactérias, fungos, plantas e animais, responsaveis pelo -
transporte de agua e pequenos solutos. Estao envolvidas em
uma série de processos fundamentais para o crescimento e R4
desenvolvimento vegetal, como respostas a estresses e

nutricao mineral, atuando na fixacao de carbono e nitrogénio.
Além do transporte de &gua, AQPs transportam outras Figura 1. Ensaio de estresse osmoético em S. cerevisiae expressando as
4

, . - . A s s _s - aquaporinas de soja GmTIP3;2 e GmNIP2;2 ou transformada com o pYES
moléculas como ureia, peroxido de hidrogénio, acido borico, ) e : .
. o . o vazio (controle). DiluicOes seriadas das culturas de células (1:1, 1:10,
acido silicico, amonia e dioxido de carbono.

" o : . 1:100, 1:1000) foram plaqueadas em meio sdlido suplementado com 1 M
Em plantas, AQPs sao divididas em cinco subfamilias: de NaCl. As placas foram incubadas a 28 °C por 3 dias.

proteinas intrinsecas de membrana plasmatica (PIPs),
proteinas intrinsecas de tonoplastos (TIPs), proteinas tipo
nodulina-26 (NIPs), proteinas intrinsecas pequesnas (SIPs) e
proteinas intrinsecas X (XIPs). A anadlise dos genomas vegetais
revelou a presenca de um grande numero de AQPs em .
plantas, tendo sido encontrados 35 genes em Arabidopsis
thaliana e 33 em arroz (Oryza sativa). Em soja (Glycine max),
66 genes de AQPs foram identificados em seu genoma.
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Figura 2. Ensaio de sensibilidade ao peroxido de hidrogénio em .
) i cerevisiae expressando as aquaporinas de soja GmTIP3;2 e GmNIP2;2 ou
Caracterizar funcionalmente as AQPs encontradas em transformada com o pYES vazio (controle). Dilui¢oes seriadas das culturas
soja em relacao as moléculas transportadas por estas de células (1:10, 1:100, 1:1000, 1:10000) foram plagqueadas em meio
proteinas. sdlido suplementado com 2,5 mM ou 3,0 mM de H202. As placas foram

incubadas a 28 °C por 3 dias.

Materiais e Métodos

Dois genes de AQPs de soja, GmTIP3;2 e GmNIP2;2, (P m
foram clonados e posteriormente expressos em leveduras ’w‘“
. . . ~ . YNH I
(Saccharomyces cerevisiae), para caracterizacao funcional. H.BO, 20 mM

Figura 3. Ensaio de sensibilidade ao boro em S. cerevisiae expressando as
. . : i de soja GmTIP3;2 e GmNIP2;2 ou transformada com o pYES
Analise do genoma da soja: Desenho dos primers aquaporinas ’ ’
http'//wwvsphytozome njet > para as aquaSorinas vazio (controle). Dilui¢coes seriadas das culturas de células (1:10, 1:100,
' ' ' 1:1000, 1:10000) foram plaqueadas em meio sélido suplementado com
20 mM de H3BO3. As placas foram incubadas a 28 °C por 3 dias.

Amplificacio do cDNA completo por PCR Conclusao
l Os resultados preliminares indicam que as duas AQPs
testadas formam canais funcionais, além de serem
transportadoras de peroxido de hidrogénio. Boro parece nao
Clonagem em Escherichia coli - pPGEM-T Easy (Promega) ser um substrato para estes canais. Ensaios com outras
moléculas conhecidamente transportadas por AQPs estao em
l andamento.

Subclonagem no vetor pYES2 (Invitrogen) em Escherichia coli

Expressao em Saccharomyces cerevisiae

Avaliacao por ensaio de complementac¢ao funcional




