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Introducao

Por serem organismos sesseis, as plantas estao constantemente submetidas a todo tipo de estresse, bidtico ou abiotico. Decorrente de milhares de anos de
evolucao, estes organismos desenvolveram mecanismos, que hoje, atuam como minimizadores dos danos causados por estressores. Dessa forma, a
identificacao de genes que contribuam para a resisténcia a tais estresses é de grande importancia para o desenvolvimento de culturas mais tolerantes a estas
adversidades. Neste contexto, os genes ASR (do inglés absiscic acid, stress and ripening), que desempenham um importante papel, tanto como chaperonas
guanto como fatores de transcricao, tém sido relacionados como importantes componentes para a resposta da planta a estresses abioticos, incluindo
salinidade, seca e aluminio. O presente projeto tem como objetivo avaliar a participacao de OsASR5 na tolerancia aos estresses causados pela alta salinidade,
pela acidez do solo e pela toxidez do aluminio em plantas de tabaco. Para tal, foram obtidas 9 linhagens expressando a proteina de fusao ASR5-GFP e 23
linhagens superexpressando a proteina ASRS5. Analises moleculares prévias revelaram que essas plantas contém o transgene. Além disso, foram avaliadas 3
linhagens ASR-GFP e 2 linhagens ASR5 em relacao aos niveis de expressao dos transgenes e todas elas expressam niveis aumentados do gene quando
comparadas a uma planta selvagem, e tais plantas, quando submetidas a tratamento em meio acido, se mostraram mais resistentes. No presente trabalho,
essas plantas transgénicas foram avalidas quanto a tolerancia a sal. Um sistema de hidroponia para a avaliacao da resposta ao aluminio esta sendo
desenvolvido. Além disso, a localizacao subecelular da proteina foir avaliada.

Materiais e metodos

Localizagao subcelular em microscopio confocal

Porcentagem de crescimento em meio salino

As amostras de tecido foliar de plantas transgénicas expressando a proteina
de fusao ASR5-GFP foram submetidas a analise por microscopia confocal de
fluorescéncia (Olympus FluoView 1000). A excitacao da auto-fluorescéncia da
clorofila foi feita a 635 nm com a deteccao da emissao a 670-700 nm. A
excitacao da proteina de fusao GFP foi feita a 488 nm e a emissao a 510-550
nm.
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Crescimento da raiz (%)

Ensaio para avaliacao de tolerancia a estresse salino

Sementes de tabaco foram germinadas em meio MS sélido em placas de Pétri
posicionadas verticalmente. ApoOs duas semanas, trés plantas foram
transferidas para meio MS solido, acrescido de NaCl (100mM) em placas
também mantidas na posicao vertical. A cada semana as plantas eram
fotografadas, e o tamanho das raizes era mensurado, utilizando o programa
Imagel). A analise completa teve a duracao de 14 dias. Esse processo foi
realizado para as 23 linhagens expressando a proteina ASR5. Como controle
foi utilizada uma linhagem nao transformada.

Resultados

A Figura 1 mostra a localizacao subcelular da proteina de fusao GFP-ASR5, na
qual pode-se inferir que a proteina recombinante esta localizada no nucleo,
como é caracteristico da proteina ASR5, visto que ela € conhecidamente um
fator de transcricao.

Figura 2. Grafico com os dados de porcentagem de crescimento de raiz de plantas de
tabaco em relacao ao inicio do experimento. As plantas controle, nao transformadas, e as
linhagens trasngénicas sao indicadas por diferentes cores, segundo a legenda.

Com o intuito de avaliar a capacidade dos gene OsASR5 em conferir tolerancia
a estresse salino, foi realizado teste em meio MS sdlido salinificado para
observar quais linhagens respondem melhor a essa adversidade. Diversas
linhagens superexpressando o gene foram testadas, sendo que 3 delas
apresentaram alta tolerancia e mantiveram crescimento sob condicoes de
salinidade (Figura 2).
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Figura 1. Localizacao subcelular da proteina ASR5 fusionada a proteina GFP visualizada em
microscopio confocal.
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Figura 3. Modelo de crescimento em hidroponia de plantas de tabaco. As bases de
ponteiras de micropipeta foram usadas como suportes para meio solido MS, no qual as
sementes foram germinadas.

Para a realizacao dos experimentos com aluminio, foi definido, como
melhor método, o crescimento das plantas em meio hidroponico. Para isso
foi desenvolvido um sistema utilizando meio solido em ponteiras de
micropipeta , que estao em contato com meio liquido na sua parte inferior
(Figura 3). Esse meio sdélido serve como suporte para a germinacao das
sementes. Dessa maneira, durante a germinacao e o crescimento inicial, a
raiz estara em contato com o meio solido, e em seguida, atingira o meio
liquido. Este ultimo podera ser alterado de acordo com o estresse que se
deseja induzir (por exemplo, diferentes concentracdes de aluminio).

Perspectivas

Com o modelo de hidroponia ja pronto e otimizado, tem-se como proximos
passos a realizacao dos experimentos de resposta ao aluminio e avaliacao
dos resultados.
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