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Introducao Resultados

A toxicidade do aluminio (Al) encontrada em solos acidos é um dos
maiores empecilhos para a producgao agricola. Esse tipo de solo compoe de
30 a 40% das terras araveis no mundo, prejudicando a expansao do cultivo PLs I
de plantas destinadas a alimentos, fibras e combustiveis. O principal efeito ’ ’
da toxicidade do Al na planta é a diminuicao do crescimento radicular.
Entre espécies e gendtipos de plantas, existem diferentes graus de
tolerancia a toxicidade do Al, sendo as plantas classificadas como:
tolerantes, intermediarias e sensiveis. O mecanismo molecular envolvido
nessa tolerancia diferencial ainda nao foi completamente esclarecido. No
entanto, em centeio ja foi demonstrado que ha variacao nos niveis de 100
expressao de genes codificantes de aquaporinas (AQPs) em plantas
tratadas com Al.

AQPs sao proteinas de membrana presentes em bactérias, fungos,
animais e plantas, envolvidas principalmente no transporte
transmembranar de agua e pequenos solutos. Em plantas, ha uma divisao
em cinco subfamilias: PIP (proteinas intrinsecas de membrana plasmatica),
TIP (proteinas intrinsecas de tonoplasto), NIP (proteinas intrinsecas do tipo

e Analise da expressao das AQPs
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nodulina-26), SIP (proteinas intrinsecas pequenas) e XIP (proteinas % 6horas 24 horas 6 horas 24 horas
intrinsicas X). Em plantas, AQPs também atuam na absor¢ao de nutrientes 00 -

e na fixacao de carbono e nitrogénio e na resposta a estresses biodticos e Figura 1: Analise semi-quantitativa da expressio de quatro AQPs por RT-PCR. A varia¢do
abioticos. Em soja (Glycine max) foram identificados 57 genes de AQPs. No da expressao das AQPs de raizes submetidas ou ndo ao tratamento com AI?* 3 uM por 6

e 24 horas foi avaliada em gel de agarose 1,6%. A analise foi feita por densitometria das

entanto, poucos destes genes ja foram caracterizados.
bandas, com o software do Gel Doc XR+.

Objeﬁ\i@ * Caracterizagdo funcional das AQPs

Identificar e caracterizar as AQPs presentes nas raizes de diferentes
cultivares de soja com respostas distintas ao Al e investigar a relagao entre
os niveis de expressao dos genes que codificam AQPs e a diferenca na
tolerancia destas plantas ao Al.

Materiais e Metodos

Figura 2: Modelagem molecular e andlise do poro da AQP TIP1;9. (A) Modelo construido

* Identificacdo das AQPs para a TIP1;9. (B) Filtro seletivo.

Analise do genoma da soja: Desenho de primers Controle (vetor vazio) TIP1;9
http://www.phytozome.net para as aquaporinas _
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Germinagao dos cultivares em papel filtro umedecido T::IofjaCC;
Sensivel ao AlI3*: IAS-5 e ENGOPA313
Tolerantes ao Al3*: Conquista e Williams
Meio SC+
5 dias 2.5mM H,0,
Tratamento com 3 uM AlI** em solugdo Controle na solugdo nutritiva com
nutritiva com pH 4,3 pH 4,3 Meio SC+
3.0mM H,0,
6 ou 24 horas
Meio SC+
20 mM H,BO,

Coleta da raiz e extragao do RNA

GenelET Plant RNA Purification Mini Kit . ] ~ . . . .
(Thermo scientific) Figura 3:Ensaio de complementag¢ao funcional em S. cerevisiae, para avaliar o transporte

de diferentes moléculas. As leveduras foram crescidas em meio SC sem uracila overnight
e entao a absorbancia (600 nm) da cultura foi corrigida para 0,5. Diluicdes seriadas (1;

Sintese de cDNA \ 1:10; 1:100; 1:1000) foram plaqueadas em meio SC, sem uracila, contendo NaCl, H,0, ou
k RevertAid First Strand cDNA Synthesis H;BO,. As placas foram incubadas por 3 dias a 28 °C.
kit(Thermo scientific)
Conclusao
RT-PCR
+ . . ~ ~ ’
k Gel de Agarose * Foi observada variacao na expressao de pelo menos quatro AQPs apds

o tratamento com Al3*;
* O gene da AQP TIP2;4 apresentou diminuicao da expressao nos

e Caracterizacao funcional das AQPs cultivares sensiveis ao Al3*e aumento da expressdao nos cultivares
| | tolerantes ao AlI** no tratamento por 24 horas;
Analise do genoma da soja: - Desenho de primers para e e e o~ ~ . .

L http://www.phytozome.net J—* clonagem J * Houve diminuigao da expressao do gene TIP2;1 nos quatro cultivares

testados quando expostos ao Al3* nos periodos de 6 e 24 horas;

o . ’
e A caracterizacao funcional do gene da AQP TIP1;9 mostrou que se trata
de uma aquagliceroporina.
Transformacao de Subclonagem no Transformacao de Avaliacao por ensaio
Escherichia coli com os vetor pYES Saccharomyces de complementacao o
genes de AQP (pGEM T Easy) em Escherichia coli cerevisiae funcional Pe rs peCtIVas
J J J J

* Analise da expressao das AQPs por qPCR;

* Caracterizacao funcional das AQPs TIP2;1, TIP2;4 e TIP3;3;
* Avaliacao dos vacuolos por microscopia;

* Avaliacao do transporte de Al pelas AQPs;
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