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RESUMO

O Brasil ¢ o maior produtor mundial de cana-de-acucar (Saccharum spp.), seguido pela
ndia e China. A cana ¢ produzida em quase todas as regides do Brasil e, devido as
diferentes condi¢des edafo-climaticas encontradas no pais, a cultura estd sujeita a estresses
ambientais, como o déficit hidrico. At¢é o momento, o desenvolvimento de variedades
melhoradas tem sido a principal estratégia para a produgdo de materiais tolerantes a
ambientes com condi¢des de crescimento sub-6timas. No entanto, novas ferramentas
permitem o estudo e a manipulagdo da expressdao dos genes, possibilitando um melhor
entendimento dos mecanismos biologicos, € o consequente uso de plantas geneticamente
modificadas com a introdu¢dao de genes que confiram tolerancia a estresses. Este estudo
teve como objetivo o desenvolvimento de plantas de cana-de-actcar transgénicas mais
tolerantes ao déficit hidrico superexpressando o gene NPKI1. Este gene foi isolado de
plantas de tabaco, sendo ativado na presenga dos H,O; e inicia uma cascata metabdlica de
proteinas-quinases ativadas por MAPKs. A cascata MAPK funciona em resposta a
estresses osmoticos que ocorrem nas plantas em condigdes extremas de seca. Para tanto,
foi utilizado o vetor pSHX004, que ¢ composto pelo dominio catalitico do gene NPK1, sob
controle de promotor constitutivo CaMV35S modificado. Foram utilizados os métodos de
transformagcdo por bombardeamento de particulas e infec¢do por Agrobacterium
tumefaciens e, para ambos, calos embriogénicos da variedade RB855536 foram
selecionados com 5 mg/LL de glufosinato de amonio. Plantas de cana-de-agucar
transgénicas potencialmente transformadas geneticamente foram obtidas pelos dois
métodos apresentando o fragmento do transgene confirmado por PCR. Foram entdo
selecionados dois eventos transgénicos - um de cada método de transformagdo - para as
analises de tolerancia ao estresse hidrico em casa de vegetacdo. Estes eventos foram
submetidos a restri¢ao hidrica por 12 dias e em seguida foram reidratados. As plantas
transgénicas apresentaram melhor desempenho, em relagdo a plantas-testemunha (ndo
transformadas geneticamente) nas analises de relacao hidrica nas folhas, a partir do sexto
dia de estresse hidrico. Nas andlises de assimilacdo de gas carbdnico, condutancia
estomatica e transpiragado, as plantas com NPK1 apresentaram melhor desempenho a partir
do nono dia, ¢ também apresentaram menor conteudo de prolina livre no 6°, 9° ¢ 12° dias
ap6s a suspensdao da irrigagdo e menor dano celular, medido pelo conteudo de
malondialdeido, apos 12° dia de restrigdo hidrica e na reidratagdo. Dessa forma, espera-se
que essas plantas tenham maior potencial de produtividade em situagdes comumente
observadas em periodos sazonais de seca verificados nas principais regides produtoras do
pais.

Palavra-chave: Saccharum spp.; estresse abiotico; proteina quinase; MAPK



ABSTRACT

EXPRESSION OF A PROTEIN KINASE (NPKI1) from Nicotiana ENHANCE
DROUGHT TOLERANCE IN TRANSGENIC SUGARCANE

Brazil is the largest producer of sugarcane (Saccharum spp.), followed by India and China.
Sugarcane is produced in almost all regions of Brazil and, due to different soil and climatic
conditions of the country, the culture is subjected to environmental stresses such as
drought. Until now, the development of improved varieties has been the main strategy for
the production of materials tolerant to environments with sub-optimal growth conditions.
However, new tools enable the study and manipulation of gene expression, providing a
better understanding of the biological mechanisms and the use of genetically modified
plants by introducing genes that confer stress tolerance. This study aimed to develop
transgenic sugarcane plants more tolerant to drought by overexpressing the gene NPK1 of
tobacco plants, which is activated in the presence of H,O, and initiates a metabolic cascade
of protein kinases activated by MAPKs. The MAPK cascade operates in response to
osmotic stress that occurs in plants under extreme conditions of drought. For this, we used
the pSHX004 vector, which contains the catalytic domain of NPK1 gene under control of a
modified CaMV35S constitutive promoter. Embryogenic calli of variety RB855536 were
transformed with particle bombardment and Agrobacterium tumefaciens and selection was
done using 5 mg/L ammonium glufosinate. Putative transgenic sugarcane plants were
obtained by the two methods and confirmation of the insertion of the transgene was done
by PCR. Two transgenic events obtained by each transformation method were selected for
the analysis of tolerance to water deficit under greenhouse conditions. These events were
submitted to water restriction for 12 days and then were rehydrated. Transgenic plants
performed better compared to non transgenic plants in the analysis of water potential and
relative water content (RWC) in the leaves, from the sixth day of water stress. Regarding
carbon dioxide assimilation, stomatal conductance and transpiration, plants with NPK1
performed better from the ninth day, and had lower free proline content in the 6th, 9th and
12th days after stopping irrigation and less cell damage, measured by malondialdehyde
content, at the end of the experiment. Thus, our data showed that these plants have great
potential in situations commonly found in seasonal drought periods observed in the main
producing regions.

Key words: Saccharum spp., abiotic stress, protein kinase, MAPK



1. INTRODUCAO GERAL

A cana-de-agucar (Saccharum spp.) se destaca atualmente como cultura de grande
importancia no mercado internacional principalmente pela atencdo dada a um de seus
produtos, o etanol, visto como uma alternativa viavel a substitui¢do dos combustiveis fosseis.
Na safra 2013/2014 a cadeia sucroenergética nacional movimentou US$ 43 bilhdes, o que
representou cerca de 2% do PIB nacional (UNICA, 2014). O setor sucroenergético emprega
diretamente 1 milhdo de trabalhadores e, no que diz respeito a empregos indiretos, existem
mais de 16 mil estabelecimentos vinculados a producdo de cana, agucar e etanol (UNICA,
2014). A produgdo total de cana-de-agiicar moida na safra 2014/15, foi de 653 milhdes de
toneladas. A area nacional cultivada foi de 8,8 milhdes de hectares, sendo o estado de Sdo
Paulo o maior produtor e o Parana o quinto no ranking dos estados produtores. Na safra
2014/2015, a producao de agucar chegou a 37 milhdes de toneladas e a producao de etanol
total a 27 bilhdes de litros (CONAB, 2015).

O melhoramento genético da cana encontra maiores desafios em relacdo a outras
culturas economicamente importantes devido ao seu alto nivel de poliploidia, heterose,
aneuploidia, genoma complexo, ¢ longos ciclos de propagagdo e selecio (GUPTA et al.,
2010). Devido a esta complexidade genética o uso de técnicas de engenharia genética ¢ uma
alternativa para o melhoramento, que busca o aumento da produtividade e sustentabilidade
ambiental as futuras variedades (SEGATO et al., 2006).

Os fatores abioticos, como seca, calor e salinidade, s3o os principais responsaveis pela
distribuicao geografica e pela produtividade das culturas agronomicas. Eles constituem a
principal causa de prejuizos econdmicos na producdo, sendo responsaveis por até 50% de
perda em alguns casos (BRAY et al., 2000). A falta de 4gua ¢ uma das mais importantes
limitacdes para o crescimento de plantas e, consequentemente, para a produtividade das
culturas JANGPROMMA et al., 2010; SILVA et al., 2014). Seus efeitos nas plantas incluem
reducdo nas taxas de assimilagdo de CO,, tamanho das células foliares, taxa de transpiracao,
potencial de dgua na planta, taxa de crescimento e abertura estomatica (TAIZ & ZEIGER,
2004). Sendo assim, o déficit hidrico influencia de maneira direta o crescimento dos perfilhos
e a altura final dos colmos e, consequentemente, a produg¢ao de acucar (GASCHO & SHIH,
1983).

Uma resposta tipica das plantas aos estresses ambientais ¢ a acumulacdo de ROS

(Espécies Reativas de Oxigénio) (HARE et al., 1998), que pode ativar genes protetores que



codificam proteinas que conferem tolerancia aos estresses (KOVTUN et al., 2000), ou genes
que ativam diferentes modulos de percepcao e transdugdo dos sinais de estresse tais como 0s
reguladores de transcricdo.O gene NPK1 isolado de tabaco, ¢ ativado na presenca dos H,O, e
inicia uma cascata metabolica de proteinas-quinases ativadas por MAPKs. A cascata MAPK
funciona em resposta a estresses osmoticos que ocorrem nas plantas em condi¢des extremas
de seca.

Os genes envolvidos na percep¢do e transdugdo de sinais de respostas ao estresse
hidrico estao diretamente ligadas ao crescimento das plantas (ZHU, 2002). Assim, no estresse
osmotico, a percep¢ao da sinaliza¢ao ocorre pela mudanga na turgescéncia. Varias proteinas
quinases ativadas pelo estresse osmotico provavelmente mediam essa sinalizagdo. Como
conseqiiéncia, ocorrem alteragdes na expressdo génica e ativagdo de varias classes de
proteinas e osmolitos (ZHU, 2002). O estresse hidrico também ¢ sinalizado por mudangas na
concentracdo do calcio celular, as quais seriam percebidas tipicamente por proteinas de
ligacdo ao célcio. Um exemplo dessas proteinas, que ocorre como uma familia génica ¢ a
caucineurina B (CBL). Um membro da familia, CBL1, ¢ altamente induzido por multiplos
sinais de estresse (CHEONG et al., 2003).

A obtencdo de variedades com a inser¢do de genes induzidos pelo estresse
possibilitara contar com valioso material tanto para estudos sobre os mecanismos de estresse
em plantas perenes como para utilizacao direta em sistemas produtivos. Dessa forma, espera-
se proporcionar maior produtividade e longevidade as plantas, evitando-se perdas comumente
observadas em periodos sazonais de seca, verificados nas principais regides produtoras do
pais.

Este estudo teve como objetivo o desenvolvimento de plantas de cana-de-acucar
transgénicas superexpressando o gene NPK1, que codifica um fragmento de MAPKKK de
tabaco, sob controle do promotor constitutivo 35S modificado e avaliar a tolerancia ao déficit

hidrico dessas plantas.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Cana-de-acgicar

2.1.1 Necessidades do setor sucroalcooleiro

A perspectiva do Brasil se consolidar como o principal produtor e exportador mundial
de combustivel renovavel de elevado conteudo energético ¢ viavel gracas a sua grande
dimensdo numa regido tropical, além de imensas areas com potencial de ocupagdo. Neste
novo cendrio, a cultura da cana-de-agucar tem um papel fundamental para atender as
demandas dos mercados doméstico e internacional (CHEAVEGATTI -GIANOTTO et al.,
2011).

Nos ultimos anos, a cadeia de producao da cana-de-agucar tornou-se complexa. Além
de agricultores e usinas/destilarias, passaram a fazer parte da cadeia empresas distribuidoras
de combustiveis, empresas concessiondrias de energia, rede de exportacdo (empresas, portos e
paises importadores), postos de combustiveis, industrias farmacéutica e quimica e os
consumidores finais. Tudo isso porque, no setor de biocombustiveis, o etanol de cana ¢ um
produto no qual o Brasil possui grande competitividade no mercado internacional, atraindo
investimentos e parcerias de grandes players do setor de quimica, biotecnologia e energia, que
veem na produgdo brasileira de cana-de-agucar uma alternativa importante de produgdo
energética para o futuro (WALTZ, 2010; ARRUDA, 2011; GRUSHKIN, 2011). Apesar dos
excelentes resultados alcangados no incremento de producao nos ultimos 40 anos, devido ao
pioneirismo brasileiro em pesquisas na area, o setor ainda tem grandes possibilidades de
incremento de producdo. Para isso, areas como a quimica de alcoois, biologia de sistemas,
gendmica e biotecnologia terdo papel preponderante (ARRUDA, 2011).

O setor sucroenergético ¢ um dos principais setores do agronegécio brasileiro. Os seus
dois principais produtos, o agucar e o etanol, movimentam a economia brasileira na ordem de
USS$ 12 bilhdes (UNICA, 2014). Sendo assim, o Brasil é o maior produtor mundial de agucar
e o segundo produtor de etanol, com destaque também no uso de biocombustivel como
alternativa energética. Na safra 2014/2015 foram colhidas cerca de 653 milhdes de toneladas
de cana-de-agucar (UNICA, 2014).

No setor de biocombustiveis, o etanol ¢ o produto que o Brasil possui a maior

competitividade no mercado internacional e potencial para atrair parcerias de outros paises



para a expansao da cultura. O Brasil ocupa o segundo lugar no ranking mundial de producao
de etanol, perdendo apenas para os Estados Unidos que produziu em 2014, 49 bilhdes de
litros (RFA, 2014). No entanto, a plataforma de obten¢do de etanol a partir de cana-de-actcar
desenvolvida no Brasil ¢ considerada a mais eficiente por suas vantagens ambientais e
socioecondmicas. Além disso, ¢ o Unico pais a utilizar o etanol em larga escala como
combustivel renovavel e alternativo ao petréleo (UNICA, 2014). Para atender a demanda
crescente do consumo interno de alcool, o Brasil precisara produzir cerca de 50 bilhdes de
litros até 2019 (UNICA, 2014). Com o aumento da produ¢ao mundial, o etanol pode vir a se
consolidar como commodity.

O melhoramento genético convencional da cana-de-actcar, realizado através dos
métodos tradicionais de cruzamentos e sele¢do de plantas, obteve até o momento relativo
sucesso no atendimento do setor produtivo. Gragas ao melhoramento convencional, a cultura
da cana-de-agucar duplicou o rendimento de agucar por tonelada de cana moida (UNICA,
2010). Um exemplo de sucesso do melhoramento genético tradicional ¢ a RIDESA, que
desenvolveu diversas variedades que figuram entre as mais cultivadas e sdo produzidas em
todas as regides canavieiras do Brasil. Apesar deste sucesso e incremento produtivo, ainda
persistem fortes perdas devido a influéncias biodticas e abidticas (SEGATO et al., 2006;
CHEAVEGATTI-GIANOTTO et al., 2011).

A biotecnologia surge como um importante fator que permite ganhos de produtividade
e aumento de oferta de produtos agricolas, ao mesmo tempo em que pode reduzir o ritmo de
exploragdo de novas areas agricultaveis, gerando com isto dividendos positivos para o meio
ambiente e para a sociedade. A biotecnologia pode oferecer alternativas para a redugdo do
tempo de obtencdo de novos genétipos, como a produgcdo de plantas transgénicas

(CHEAVEGATTI-GIANOTTO et al., 2011).

2.1.2 A cultura da cana-de-a¢ticar e o bioetanol

A cana de agucar ¢ uma cultura de grande importancia econdmica por causa de seu uso
mundial na industria de alimentos bem como uma fonte valiosa para a produgdo de
biocombustiveis renovavel. E cultivada em regides tropicais ¢ subtropicais em mais de 90
paises, e o Brasil ¢ lider mundial na produ¢do de cana (WACLAWOVSKY et al., 2010). O
Brasil esta na vanguarda da producdo de cana-de-agucar. A cultura foi introduzida no inicio

do periodo colonial e no século XVII ganhou destaque na produgdo de agtcar. A partir da



década de 1930, deu-se inicio as pesquisas brasileiras que visavam a viabilidade da producdo
de etanol de cana-de-agucar, com a criacdo do Instituto do Acucar e do Alcool, intensificadas
com a criacao do programa Proalcool em 1975 (MACCHERONI et al., 2009). O interesse do
governo brasileiro pela cultura focava a producdo do etanol para ser adicionado a gasolina, ja
que nesse periodo o preco do barril de petroleo atingia marcas recordes.

As herancas do programa Prodlcool foram de grande valia ao setor sucroalcooleiro
principalmente pelo rompimento de barreiras tecnoldgicas que poderiam vir a ameacar a
competitividade da agroindustria do agucar e do alcool. O investimento em pesquisas voltadas
ao melhoramento das cultivares e a introdugdo de técnicas biotecnoldgicas nos processos
fermentativos e de destilacdo e o progresso para expansdo da cultura no campo colocou o
Brasil em posicao privilegiada no cenario internacional, produzindo etanol de cana-de-agucar
em preco e escala competitivo (GOLDEMBERG et al., 2004).

O Brasil ¢ o maior produtor mundial de cana-de-agicar (WACLAWOVSKY et al.,
2010). O pais deve alcangar taxa média de aumento da producdo de agucar de 3,25% até
2018/19 e 47,34 milhdes de toneladas do produto. J& para o etanol, a produgdo projetada para
2019 ¢ de 58,8 bilhdes de litros, sendo que o consumo interno esta projetado em 50 bilhdes de
litros (MAPA, 2014). O Brasil ocupa o segundo lugar no ranking mundial de produgdo de
etanol, perdendo apenas para os Estados Unidos (RFA, 2010).

Os Dbeneficios ambientais pelo uso do etanol como biocombustivel estao
principalmente relacionados ao balango energético e a redug@o da emissdo de gases do efeito
estufa, dentre eles o gas carbonico (CO;). O CO; quando liberado pela queima do etanol e do
bagaco da cana, um co-produto gerado pela industria sucroalcooleira, ¢ reabsorvido durante o
crescimento da cultura através da fotossintese. Ha ainda diminui¢ao da liberagao de mondxido
de carbono e reducdo da liberagdo de gases nocivos pela simples adicdo de etanol a gasolina
(GOLDEMBERG et al., 2008). O etanol de cana-de-aglicar apresenta um balanco energético
extremamente favoravel, com mais de nove unidades de energia renovavel geradas para cada
unidade de energia fossil consumida no processo. O Programa de Combustiveis
Renovéveis da Agéncia de Prote¢do Ambiental Americana classificou ainda o etanol de cana-
de-agucar como um combustivel avancado, capaz de reduzir as emissdes de gases de efeito
estufade 61% a 91% em relacdo a gasolina (UNICA, 2014). E ainda, a cana tem sido
considerada como a principal matéria-prima para a produgdo de etanol de segunda geracdo a

partir da sua biomassa (BOARETTO & MAZZAFERA, 2013).



O cultivo de cana-de-agucar concentra-se na regido Centro-Sul do Brasil e o estado de
Sao Paulo ¢ o maior responsavel pela produgdo e exportagdes brasileiras (UNICA, 2014). A
maior concentracdo e produtividade do Centro-Sul devem-se dentre outros fatores as
condi¢des de producdo, tipo de solo, topografia e tecnologia aplicada. Ja nas regides Nordeste
e Centro-Oeste, onde a cultura vem ganhando espaco, a irregularidade e a escassez de chuvas
e a falta de variedades adaptadas a essas condi¢des sdo as causas principais para a baixa
expressividade na produ¢do. Dados do INPE mostram ainda que mais de 60% da expansdo
recente de cana-de-agucar na regido Centro-Sul ocorreu em areas de pastagens, em sua maior
parte degradadas. A expansao da cana no Brasil ¢ guiada pelo Zoneamento Agroecologico da
Cana-de-Acgucar, lancado em 2009 pelo Governo Federal, que define uma area equivalente a
7,5% do territorio brasileiro como apta para o cultivo da cana-de-agucar (UNICA, 2014)

Para atender as expectativas de produgao de acucar e alcool langados para os proximos
anos, bem como consolidar a lideranga brasileira no setor, sera necessario um aumento da
produtividade, pois o aumento das areas produtivas ndo deverd ser suficiente para atender a
demanda de producgao, até porque as regides de expansdo apresentam caracteristicas diferentes
daquelas ja ocupadas pela cultura. Dessa forma, os investimentos em ag¢des que integram
programas de melhoramento genético da cana-de-agticar, somados a pesquisas em biologia
molecular e biotecnologia, sao de grande valia para a expansao e sustentabilidade da cultura

no pais (SEGATO et al., 2006; CHEAVEGATTI-GIANOTTO et al., 2011).

2.1.3 O melhoramento da cana-de-ac¢ucar e a biotecnologia

Atualmente, no Brasil, destacam-se trés programas de melhoramento de cana-de-
acucar: RIDESA (Rede Interuniversitaria para o Desenvolvimento do Setor Sucroalcooleiro),
CTC (Centro de Tecnologia Canavieira) ¢ IAC (Instituto Agrondémico de Campinas)
(CHEAVEGATTI-GIANOTTO et al., 2011).

As variedades de cana cultivadas atualmente sdo hibridos resultados de cruzamentos
interespecificos entre as espécies Saccharum officinarum (2n = 80 cromossomos), espécie que
contribuiu para o incremento no teor de aglicar do colmo, e S. spontaneum (2n = 40-128
cromossomos), espécie selvagem responsavel pelo vigor vegetativo e resisténcia a doengas
(MING et al., 2001), que foram seguidos por varias geragdes de retrocruzamentos. Uma
caracteristica importante da cana-de-acucar ¢ o seu alto grau de aneuploidia e poliploidia, o

que faz da cana uma das espécies com genoma mais complexo dentre as monocotiledoneas,



com tamanho total que pode chegar a 10 Gbp (HOTTA et al., 2010). Este choque
interespecifico de genomas, a0 mesmo tempo em que cria uma enorme variabilidade genética,
impde dificuldades ao melhoramento, com obstaculos para abordagens genéticas, fisioldgicas
e bioquimicas para a sua melhoria, pois torna a obteng¢ao de clones elites — individuos
portadores de caracteristicas agrondmicas desejaveis — um processo oneroso (D’HONT et al.,
2008). Porém, o enorme impacto dos biocombustiveis sobre a economia, a exploragdo bem-
sucedida de cana como bio-fabrica, e as mudancas climaticas mudaram o foco global e
identificou a necessidade de intensificar as pesquisas em cana-de-ac¢ucar (AZEVEDO et al.,
2011).

Um programa de melhoramento classico de cana-de-aglicar, desde a realiza¢do de
cruzamentos até a liberacdo do cultivar, pode levar aproximadamente 13 anos. No caso de
caracteristicas que sao controladas por multiplos genes e que sofrem influéncia do ambiente,
como a seca ¢ salinidade, o trabalho na selecdo de clones torna-se ainda mais dificil
(CHEAVEGATTI-GIANOTTO et al., 2011). Embora esses programas tenham trazido
grandes contribuigdes ao setor sucroalcooleiro, a introdu¢do de uma caracteristica por
retrocruzamentos frequentemente inclui outras ndo desejadas, o que demanda grandes
esforgos para a eliminagdo desses genes (RICHARDS, 1996).

Nas ultimas décadas, com o aumento da importancia socioecondmica e agroindustrial
da cultura para o pais, houve um maior incentivo em areas da biotecnologia ainda pouco
exploradas. O melhoramento genético da cana-de-agucar tem experimentado a incorporagao
de ferramentas biotecnoldgicas como a transgenia no desenvolvimento de novas cultivares.
Através da tecnologia do DNA recombinante eliminam-se barreiras de incompatibilidade de
cruzamento entre as espécies permitindo a introducao de novos genes - novas caracteristicas —
de forma controlada ao pool génico da espécie. Além disso, a transformagdo genética pode
auxiliar na descoberta das fun¢des génicas e na elucidagdo dos processos desencadeados na
planta submetida ao déficit hidrico (D’HONT et al., 1996, 1998; HA et al., 1999).

Os métodos para a transformacdo genética de cana ja foram relatados décadas atras.
Os primeiros experimentos de transformacdo genética em cana foram realizados no final dos
anos 80 (CHEN et al., 1987), quando um gene de resisténcia a canamicina foi introduzido em
protoplastos por electroporacdo e tratamento com polietileno-glicol. Plantas transformadas
também foram produzidas por meio de bombardeamento de particulas (biobalistica) em
suspensdo de células e calos embriogénicos (BOWER & BIRCH, 1992). Sun et al. (1993)

obtiveram plantas resistentes ao herbicida glufosinato de amonio através de biobalistica



usando o gene bar, que codifica a enzima fosfinotricina-acetiltransferase. Ainda, Arencibia et
al. (1995) relataram um procedimento estavel de transformagdo com tecido meristematico
utilizando eletroporagao.

Muitos estudos tém demonstrado que a transformagdo via Agrobacterium e o
bombardeamento de particulas sdo os métodos de transformagdo mais eficientes para
transformagdo de cana para produzir variedades comerciais (BOWER & BIRCH, 1992;
ARENCIBIA et al., 1998; JOYCE et al., 2010). Com isso, varios genes de interesse comercial
tem sido introduzido na cana de actcar por transformagao genética, conferindo tolerancia a
herbicidas (ENRIQUEZ-OBREGON et al, 1998; FALCO et al., 2000;
MANICKAVASAGAM et al., 2004), resisténcia a doencas (INGELBRECHT, IRVINE &
MIRKOV, 1999; ZHANG et al., 1999; ENRIQUEZ et al., 2000; McQUALTER ef al., 2004;
GILBERT et al., 2005, 2009; ZHU et al., 2011) e pragas (ARENCIBIA et al., 1997,
SETAMOU et al., 2002; FALCO & SILVA-FILHO, 2003; CHRISTY et al., 2008;
ARVINTH et al., 2010; WENG et al., 2011), tolerancia a estresses abidticos (ZHANG et al.,
2006; MOLINARI et al., 2007; BELINTANI et al., 2012), aumento do teor de sacarose, ¢
melhorias na qualidade de acucar e cor (SANTOS et al., 2004; VICKERS et al., 2005; WU &
BIRCH, 2007, GROENEWALD & BOTHA, 2008).

A manipulagdo genética para a producao de cultivares transgénicas de cana-de-agtiicar
ja € realizada ha alguns anos no Brasil. Mais de 40 processos visando a condugdo de ensaios
de campo, com a liberacao planejada, de cana-de-agucar geneticamente modificada ja foram
aprovados pela Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranga (CTNBIio), para materiais que
contém genes conferindo maior conteudo de sacarose, tolerancia a herbicidas, resisténcia ao
ataque de insetos e tolerancia a seca (CHEAVEGATTI-GIANOTTO et al., 2011). Por
questdes de analises de biosseguranca, nenhuma variedade foi liberada para plantio comercial
até o momento. No entanto, uma série de trabalhos ja foram publicados por grupos brasileiros
sobre o desenvolvimento de materiais geneticamente modificados, alguns exemplos como,
maior tolerancia a insetos-praga (BRAGA et al., 2003; FALCO E SILVA-FILHO, 2003),
tolerancia a seca ¢ salinidade (MOLINARI et al., 2007; GUERZONI et al., 2014) ¢ a baixas
temperaturas (BELINTANI et al., 2012).

2.2. Estresses abioticos

2.2.1 Estresse hidrico em cana-de-ac¢ucar



Estresses abidticos, tais como seca, salinidade e baixas temperaturas, causam grandes
perdas na agricultura, nao sendo a cultura da cana-de-ac¢tcar uma exce¢do. A cana de acucar
(Saccharum spp.) € cultivada em quase todas as areas tropicais e subtropicais do mundo,
incluindo as regides onde a disponibilidade de agua ¢ limitada (AZEVEDO ef al., 2011). No
Brasil e no mundo, dentre estes fatores, o déficit hidrico afeta uma grande parte das areas de
canavial e ¢ o que mais influencia de forma negativa a produtividade da cana
(JANGPROMMA et al., 2010; SILVA et al., 2014). O sistema radicular € o primeiro 6rgio da
planta a ser afetado pela baixa disponibilidade de 4agua no solo. Em cana seus efeitos
interferem nas taxas de assimilacao de CO,, no tamanho das células foliares, na transpiragao,
no potencial de agua da planta, no crescimento e na condutancia estomatica (RIBEIRO et al.,
2013). Além disso, o estresse hidrico influencia de maneira direta no crescimento, nos
perfilhos e na altura final dos colmos e, consequentemente, na producao de agucar,
provocando a perda significativa de rendimento, principalmente quando o estressse hidrico
ocorre nas fases iniciais de crescimentos (GASCHO & SHIH, 1983; MACHADO et al.,
2009).

Plantas de cana-de-agucar necessitam de umidade disponivel no solo durante o periodo
de crescimento. Porém, durante a maturacdo, o ideal ¢ que haja reducdo na adgua disponivel,
nao drasticamente, mas o suficiente para reduzir o crescimento e induzir a maior concentragao
de agucar nos colmos. A maioria das regides canavieiras do pais apresenta um volume
adequado de chuvas para a cultura, o qual ¢ estimado entre 1200 e 1500 mm anuais (OMETO,
1980). Entretanto, o mais importante ¢ a distribui¢ao pluviométrica adequada e esta ¢ bastante
irregular. A maior demanda de dgua ¢ no periodo de rapido crescimento da planta e completa
area foliar (GOUVEA, 2008). Inman-Bamber & Smith (2005) afirmam que no periodo de
elongacdo do colmo seria o ponto critico, onde o déficit hidrico causa quedas na produgdo de

fitomassa e sacarose.

2.2.2 Alteracoes fisiologicas sob condicio de seca

As plantas estdo constantemente sujeitas a mudangas em seu ambiente, fazendo com
que elas alterem o seu metabolismo para manter um equilibrio entre a geragdao de energia e
consumo. Este equilibrio depende em grande parte de uma rede de sinalizagdo que coordena

trés dos maiores processos criticos na vida das plantas: fotossintese, respiragdo no escuro e
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fotorrespiracdo, atividades estas ligadas com a transferéncia de elétrons, substrato, redutores e
energia (NOCTOR et al. 2007; FOYER & NOCTOR, 2009).

A primeira resposta da planta ao déficit hidrico ¢ a redu¢do no crescimento e no
desenvolvimento, devido a queda de expansao das células. INMAN-BAMBER et al., 2008;
WILKINSON & DAVIES, 2010). A deficiéncia de dgua acarreta ndo apenas uma diminui¢ao
de agua nos tecidos e uma desidratagdo das células, mas também um desbalanco nutricional,
estresse osmotico e estresse de calor, este causado pelo decréscimo da transpiragdo. Esses
fatores dificultam a avaliagdo e selecdo dos melhores genotipos para o estresse hidrico. Além
disso, periodos de déficit hidrico no solo podem ocorrer a qualquer momento durante o
crescimento da planta e nem todas as fases do desenvolvimento sdo igualmente sensiveis ao
estresse (LOPES et al. 2011). Por exemplo, na cana-de-actcar periodos de seca quando todas
as folhas ja estdo estabelecidas tem impactos mais graves sob o potencial de rendimento em
termos de biomassa total, biomassa de colmo e sacarose do que no inicio do crescimento da
planta (ROBERTSON et al., 1999).

A diminui¢do da perda de dgua ¢ um mecanismo fisioldgico que ¢ controlado pelo
fechamento parcial ou total dos estomatos, resultando em uma mudanca no status da agua na
folha que esta diretamente relacionada na assimilagdo de carbono e nas taxas fotossintéticas
(BENESOVA et al., 2012). A medida que o potencial hidrico da planta diminui as taxas
fotossintéticas também diminuem. Estudos mostraram a diminuicao da atividade de enzimas
como a carboxilase de ribulose-1,5-bifosfato (Rubisco), fosfoenolpiruvato-carboxilase
(PEPC), NADP enzima malico (NADP-ME), ortofostato diquinase (PPDK), com o
decréscimo do potencial de 4gua na folha (DU et al., 1998).

A capacidade de tolerancia a seca deve-se aos mecanismos de tolerancia encontrados
pelas plantas como a aceleracdo do ciclo de vida e estratégias de escape (LEVITT, 1972;
CHAVES et al., 2003). Estas estratégias dependem muitas vezes do sucesso de reproducao
antes do inicio do estresse severo, altas taxas de crescimento juntamente com o
armazenamento eficiente e uso de reservas para a producdo de sementes (CAMPOS et al.,
2004). Mecanismos para prevencdo da desidratacdo envolvem uma manutengdo do status da
agua na planta durante o estresse. Estas estratégias minimizam a perda de &gua tais como
fechamento de estdmatos, reduzir a area foliar, senescéncia de folhas velhas, ou mesmo o
aumento da profundidade de raiz para encontrar agua disponivel (ARAUS et al., 2008;
BLUM, 2009, 2011).



11

Estudos sugerem que os efeitos adversos da seca podem ser evitados com a formagao
de um sistema radicular profundo, antes da escassez de agua (JORDAN et al, 1983; LOPES
& REYNOLDS 2010). Sistemas radiculares profundos t€ém uma vantagem quando a dgua esta
disponivel no fundo do perfil do solo, mas ndo em solos rasos (SPONCHIADO et al., 1989).
Uma relacdo positiva entre ramificacdo radicular e produtividade ndo foi relatada em
condi¢des de seca, no entanto uma relacdo positiva foi observada entre baixa massa seca de
raiz ¢ o aumento de crescimento da espiga do milho tropical em condigdes de seca
(BOLANOS & EDMEADES, 1993). Estes resultados sugerem que a distribuicao espacial da
raiz no solo define a capacidade de um sistema radicular absorver d4gua e ndo a sua massa total
(TARDIEU et al., 1992)

Algumas estratégias para aumentar o potencial de rendimento através da adaptagdo ao
estresse hidrico podem ser empregadas para aperfeicoar o rendimento total tais como: o
aumento do potencial produtivo através do aumento da taxa de transpiragdo, ou seja, a
reten¢do de pigmentos de clorofila em tecidos fotossintetizantes mantendo uma area foliar
verde até o final do ciclo (LOPES et al., 2011). Aumentos na produtividade podem ser
alcancados com o maior acimulo de biomassa sob déficit hidrico moderado. = Manter o
crescimento ¢ acimulo de biomassa, reduzir o ciclo da cultura, ou seja, um ajuste fenologico
para escapar do periodo de seca. Porém esta estratégia provou ser mais bem-sucedido para
plantas C3, tais como o trigo ou cevada na regido do Mediterraneo, que passam por periodos
de seca no final do crescimento (ARAUS et al., 2002). E a redugdo da area foliar ou
condutancia estomadtica, caracteristicas que muitas vezes aumentar o uso eficiente da agua, ou
seja, a quantidade de biomassa colhida por unidade de agua transpirada (LOPES et al., 2011).

A tolerancia das plantas a condig¢des limitadas de disponibilidade da 4gua requer a
manutengdo das fungdes de plantas e/ou a recuperacdo rapida das fungdes apos o estresse,
exigindo um ajustamento osmotico que pode envolver a rigidez das paredes das células
(CHAVES et al., 2003). As espécies e os genotipos de plantas respondem diferentemente a
seca (HALL et al., 1982; CAMPOS et al., 2004). A natureza da resposta ¢ influenciada pelo
tempo e severidade da perda de dgua (YANG et al., 1993; PINHEIRO & CHAVES, 2011), a
idade e estdgio de desenvolvimento, bem como o 6rgao no momento da exposi¢do a seca

(CHIMENTTI et al., 2006; DOURADO, 2013).
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2.2.3 Mecanismos moleculares e bioquimicos de tolerincia ao estresse hidrico

O entendimento de como as plantas responde aos estresses ambientais ¢ fundamental
para a sustentabilidade de sistemas agricolas. A resposta fisiologica para o estresse hidrico
vem de mudangas na expressdao génica. Embora muitos genes tenham sido identificados e
caracterizados, principalmente em Arabidopsis thaliana (SHINOZAKI et al., 2003), os papéis
adaptativos desses genes no estabelecimento da tolerancia nao sdo claros (OLIVER et al.,
2004). Além disso, muitos genes sao induzidos durante as respostas a desidratacao e também
durante outros estresses como a baixa temperatura e salinidade, demonstrando clara
sobreposi¢do nas vias de defesa. As proteinas induzidas pelo estresse podem ser classificadas
em dois grandes grupos: aquelas que protegem a planta contra os estresses ambientais e
aquelas que regulam a expressdo génica e a transdugdo de sinais de resposta a estresses
(HASEGAWA et al., 2000; SEKI et al., 2003).

O primeiro grupo consiste nas proteinas funcionais, como as proteinas de membrana,
enzimas para biossintese de osmolitos (prolina, betaina e agucares), enzimas de detoxificacao
celular (glutationa S-transferase, catalases, superoxido dismutases e ascorbato peroxidase) e
proteinas de protecdo de macromoléculas (proteinas LEA, osmotinas, proteinas
anticongelamento, chaperonas). O segundo grupo compreende as proteinas regulatérias, como
os fatores de transcricao (bZIP, MYC, MYB ¢ DREB, entre outros), proteinas quinases (MAP
quinases, CDP quinases, receptores de proteinas quinases, proteinas-ribossomais quinases e
proteinas quinases de regulagdo-transcricdo) e proteinases (fosfoesterases e fosfolipase C,
entre outras) (SEKI et al., 2003; ATKINSON & URWIN, 2012).

O estresse hidrico também ¢ sinalizado por mudangas na concentragdo do calcio
celular, as quais seriam percebidas tipicamente por proteinas de ligacdo ao calcio. Um
exemplo dessas proteinas, que ocorre como uma familia génica ¢ a caucineurina B (CBL).
Um membro da familia, CBL1, ¢ altamente induzido por multiplos sinais de estresse em
Arabidopsis (CHEONG et al., 2003).

O componente responsavel pela deteccdo da turgescéncia ainda ndo ¢ conhecido em
plantas (RAMANJULU & BARTELS, 2002), mas hd alguns genes candidatos para essa
fun¢do. Em Arabidopsis thaliana caracterizou-se um gene homologo (ATHKI) a um
osmosensor (SLNI), conhecido por ativar a via de sinalizagdo do estresse osmoético em

levedura (URAO et al., 1999). O SNLI ¢ um gene que pertence a classe dos sistemas de dois
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componentes (MAEDA et al., 1994). Assim, o estresse hidrico pode ser percebido por
osmosensores que detectam o estresse osmoético promovido pela desidratagao.

Uma resposta comum a deficiéncia hidrica ¢ o comprometimento da fotossintese, que
fica limitada pelo fechamento dos estomatos (CHAVES et al., 2008) e pelas reacdes
bioquimicas (LAWLOR & TEZARA 2009). Com a baixa taxa fotossintética aumenta a
energia da luz excessiva, alterando o estado redox nos cloroplastos gerando o estresse
oxidativo. Até certo nivel de producdo de ROS (Espécies Reativas de Oxigénio) pode
funcionar como um sinalizador de estresse e desencadear respostas de defesa através de vias
de transducao (CRUZ DE CARVALHO, 2008; MILLER et al., 2010). Por longos niveis de
exposicdo a ROS, este pode ter efeitos deletérios para a célula de plantas. ROS e a atividade
de enzimas antioxidante tendem a aumentar nos tecidos de plantas submetidas a seca (JIANG
& ZHANG, 2002). Nessa condi¢do, as plantas desenvolveram mecanismos enzimaticos € nao
enzimaticos para eliminar as espécies reativas de oxigénio (ROS) que sdao gerados
(AZEVEDO et al. 2011; IMPA et al., 2012).

As vias metabolicas em organelas vegetais sdo sensiveis as mudangas nas condi¢des
ambientais, que podem levar a um desequilibrio metabodlico, induzir estresse oxidativo nas
células, promovendo a geragdo e acimulo de ROS, provocando a oxida¢ao de componentes
celulares, dificultando as atividades metabdlicas e afetando a integridade das organelas
(BUCHANAN & BALMER, 2005; MOLLER et al., 2007, MUELLER & BERGER, 2009;
MOLLER & SWEETLOVE, 2010). ROS sao produzidas continuamente pelo metabolismo
celular e as células das plantas produzem antioxidantes e enzimas que removem as ROS em
condi¢des normais de crescimento.

Entretanto, estresses abidticos podem aumentar a taxa de produgdo de ROS e diminuir
a capacidade antioxidativa das células, levando ao acuimulo de ROS (MILLER et al., 2010;
DIETZ, 2011). Uma consequéncia do estresse hidrico ¢ a limitagdo da fotossintese que leva a
producao de ROS nos cloroplastos e causando um efeito fitotoxico nas plantas (CRUZ DE
CARVALHO, 2008). E necessario um elevado nivel de coordenagio metabolica para manter
o fluxo de energia através dessas organelas e evitar a producdo excessiva de ROS e os danos
oxidativos, incluindo a regulagdo redox reversivel de proteinas, a regulacdo das
fosfoproteinas, a ativacdo de vias de sinalizagdo responsivas a ROS, genes reguladores e
removedores de ROS (NOCTOR et al., 2007; FOYER & NOCTOR, 2009; FOYER et al.,
2009; MILLER et al., 2010; DIETZ, 2011).
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Para se proteger contra os efeitos prejudiciais de ROS produzidos durante o estresse
oxidativo, as plantas tém um complexo sistema de defesa com antioxidante de baixo peso
molecular, tais como moléculas hidrofilicas (4cido ascoérbico e glutationa), as moléculas
lipofilicas (alfa-tocopherol e carotenoides), e enzimas antioxidante tais como superoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX), ndo especifica peroxidase
(POX), glutationa redutase (GR), e monodehydroascorbate redutase (MDHA), que atuam na
reducdo de ROS, mitigando os danos oxidativos na célula vegetal (MITTLER, 2002;
SHARMA et al., 2012).

A transdugdo de sinais disparada por ROS pode induzir a expressao de genes de
defesa, tais como proteinas de choque termico (HSP), glutathione-S-transferases (GST),
peroxidases, superoxide-dismutases e proteinas relacionadas a patogenicidade (PR),
protegendo a planta dos danos (KOVTUN et al., 2000). A regulacao de genes que codificam
para poliaminas oxidase, citocromo-c-oxidase, S-adenosilmetionina (SAM) descarboxilase e
tiorredoxinas, que participam direta ou indiretamente na regulacdo intracelular do estado
redox, tem sido relatada em cana-de-agucar, podendo contribuir para a tolerancia ao déficit
hidrico (PRABU et al., 2011). Rodrigues et al. (2009) demonstraram um aumento na
expressao de um gene que codifica uma peroxidase em uma variedade de cana tolerante a seca
quando submetida a estresse hidrico. De um modo semelhante a catalase (CAT), esta enzima
¢ responsavel pela reducao de H;O, em H,0 e O,. Um declinio na atividade da peroxidase ¢
considerado um passo limitante na neutralizacdo de ROS em cana (CHAGAS et al., 2008). O
acimulo dos osmolitos trealose e prolina, também contribui para a redugdo do dano causado
pelo acamulo de ROS e esta associado com a tolerdncia a seca em cana (ZHANG et al.,
2006;. MOLINARI et al., 2007;. GUIMARAES et al., 2008). O aumento do acumulo de
prolina sob estresse hidrico sugere que este aminodcido pode estar envolvido no mecanismo
de regulacdo osmotica e de defesa antioxidante, contribuindo para o equilibrio ROS nas
folhas, como relatado em estudos anteriores em a cana sob estresse hidrico (MOLINARI et
al., 2007; CIA. et al., 2012; HEMAPRABHA et al., 2013).

A resposta a seca ¢ mediada pelo fitormdnio &cido abscisico que sinaliza e regula o
equilibrio da dgua na planta (RIERA et al., 2005; WILKINSON & DAVIES, 2010). Trujillo e
colaboradores (2008) mostraram que o gene SodERF3, responsivo a etileno em cana, foi
induzido por ABA e estresse hidrico e pode estar envolvido na tolerancia a salinidade e a

Scca.
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Os estresses abioticos raramente manifestam-se isoladamente. Seca, sal e temperaturas
estio intimamente relacionados e os efeitos fisiologicos se sobrepdem (KRASENSKY &
JONAK, 2012). Comumente as temperaturas elevadas, por exemplo, vém com a seca € 0
déficits de agua, agravando os efeitos do estresse osmotico nas células das plantas (BITA &
GERATS, 2013). Como resultado, uma complexa rede de sinalizagdo ativa as vias de
sinalizacdo para permitir que as plantas sobrevivam. A sobrevivéncia das plantas sob
multiplas e simultaneas condi¢cdes ambientais implica em processos complexos de recepgao,
amplificacdo, transmissdo e interagao de sinais. A transmissdo de sinais ¢ uma complexa
atividade de comunicagdo que envolve moléculas em diferentes niveis de organizacdao. O
grande nimero de genes responsivos ao estresse descreve essa complexidade das plantas para
se adaptar as diversas e adversas condi¢cdes (MOUSTAFA et al., 2014).

Estudos bioquimicos e de transcricdo tém relatado o envolvimento das MAP quinases
em resposta a seca em plantas. Em ensaios de expressdo transiente, Hua et al. (2006)
descobriram que a expressdo constitutiva da MPK e MKK de Arabidopsis sdo capazes de
ativar o promotor RD29, um gene responsivo a desidratacdo, sugerindo que a cascatas da
MAP quinases estao evolvidos na sinalizag@o a seca.

A andlise da regulacdo da transcricdo de 44 MAP quinases sob diferentes estresses
abidticos demonstrou que MPK2, MPK3, MPK4, MPK5, MPKI2 e MAPKKK4 de
Arabidopsis sdo induzidas pelo estresse hidrico (MOUSTAFA et al., 2008). Na cultura de
arroz (Oryza sativa), Ning et al. (2010) identificaram uma proteina RAF-like MAPKKK,
chamado DSMI1 (mutante sensivel a seca 1) que funciona como um removedor de ROS,
aumentando a tolerancia das plantas a desidratagdo sob estresse hidrico. Também em
Arabidopsis, foi demonstrado que a MAP quinase MPK6 aumenta a tolerancia das plantas a
desidratagdo através da regulacdo da atividade do RNA decapping (XU & CHUA, 2012).

A tolerancia a seca em arroz também foi demonstrada pela superexpressdo da MAP
quinase OsMAPKS5, um ortdlogo de Arabidopsis MPK3 (XIONG & YANG, 2003). A indugao
de outra MAP quinase de arroz, OsMSRMK?2, foi observada no prazo de 15 min em resposta a
seca (AGRAWAL et al., 2002), sugerindo papéis funcionais do OsMSRMK?2 na sinalizacao
do estresse hidrico. Além disso, cinco dos dez membros da familia MAPKK em arroz sao
relatados como regulados pela seca (KUMAR et al., 2008).

Em milho, uma MAP quinase, ZmMPK3, foi identificado como um gene responsivo a
seca (WANG et al. 2010), e a transformacdo genética com MAPKKK de tabaco (NPKI)
aumentou a tolerancia do milho a seca (SHOU et al., 2004). ZHANG et al. (2011)
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identificaram uma MAP quinase do algoddo a GhAMPK?2 que funciona na reducdo da perda de
agua e ajustar a pressao osmotica sob condigdes de seca. Outra MAP quinase do algodao,
GhMPK16 foi identificado como um gene de resposta a seca (SHI ef al., 2011). Em anélise
celular ambos GhMPK2 e GhMPKI6 translocam para o nucleo, sugerindo que ambas as
quinases sdo potenciais ativadores de fatores de transcri¢ao que funcionam sob condigdes de
seca. No entanto, a resposta da planta a seca ¢ um fendmeno complexo, especialmente com
um genoma poliploéide como a cana-de-agticar (GRIVET & ARRUDA 2001), além do fato de
que o estresse hidrico envolve redes bioquimicas que ainda estdo sendo elucidadas. Por
exemplo, o fornecimento de fosforo melhorou a capacidade de aclimatagao da cana sob déficit
hidrico, melhorando o seu potencial de rendimento e desempenho fotossintético (SATO et al.,

2010).

2.3 Gene NPK1 (MAPKKK) de Nicotiana

As plantas quando expostas a varios estresses abidticos, como a seca, salinidade,
temperatura alta ou baixa, e intensidade de luz, elas desencadeiam uma complexa rede de
sinalizacdo. As células respondem a esses sinais através da alteracdo da expressao de genes ¢
a produgdo de proteinas que estdo envolvidas na tolerancia ao estresse, e, assim, promovem
respostas morfologicas, bioquimicas e fisiologicas (PASTORI & FOYER, 2002).

Mudangas no estado de fosforilagdo das proteinas sob condi¢des de estresse indicam o
envolvimento da transmissdo de fosfato reversivel na regulacdo da transmissdo do sinal
(PASTORI & FOYER, 2002). Fosfatases sao enzimas capazes de causar mudangas no estado
de fosforilagdo, ativando ou desativando a atividade da proteina. Em A. thaliana, AtPP2CA ¢
uma fosfatase 2C que regula respostas da via dependente de ABA, sendo induzida por baixa
temperatura, pela desidratacdo e salinidade. 4tPP2CA regula a atividade de canais de K+,
como as proteinas AtK2 (CHEREL et al., 2002) e AKT3 (VRANOVA et al., 2001). Outro
gene relacionado a transmissdo de sinais via fosforilagdo, rpkl, codifica uma proteina
receptora quinase de 4. thaliana que é rapidamente induzida por desidratagao, alta salinidade
e baixa temperatura (HONG et al., 1997), e pode estar implicada na sinalizagdo precoce da
defesa contra o estresse hidrico.

As proteinas quinases ativadas por mitégeno (MAPKs) formam uma cascata que
amplifica o sinal da via oxidativa da transdu¢ao de sinais tém sido consideradas universal e
regula varias atividades celulares, tais como a divisao celular, diferenciacdo e morte celular.

(TENA et al., 2001) (Figura 1). A cascata de sinalizagdo MAPK ¢ conservada evolutivamente
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nos eucariontes, incluindo leveduras, animais e plantas. A MAP kinase trés de alfafa (MMK3)
pode ser encontrado durante todas as fases do ciclo celular, mas a sua atividade como proteina
kinase foi detectada apenas nas células em mitose, sugerindo que o seu papel seja na
regulagdo da citocinese em plantas (LASZLO et al., 1999).

Uma cascata MAPK consiste em trés classes de proteinas quinases organizados
hierarquicamente, ou seja, a MAP quinase quinase quinase (MAPKKK), MAP quinase
quinase (MAPKK) e MAP quinase (MAPK). Estas quinases funcionam como transdutores de
sinais que integram a informacao do ambiente celular para a transcricdo de resposta
metabolicas através de fosforilacdo. MAPK sdo ativadas por MAPKKSs através da fosforilagao
do motif conservado da treonina e tirosina Thr-X-Tyr (T-X-Y) que esta localizado no loop de
ativacdo ((T-loop) entre os subdominios cataliticos VII e VIII. MAPKKSs, por sua vez, sdo
ativadas por MAPKKKSs no motif da serina com o residuo da serina/treonina S/TXXXXXS/T
sao fosforiladas (TENA et al., 2001).

Ichimura et al. (1998) e Mizoguchiet et al. (1998) identificaram a primeira cascata
MAPK em plantas: AIMEKK1 - AtMEK1 - AtMPK4, e comprovaram que esta cascata pode
sinalizar resposta a seca e injurias em ensaios com hibrido de leveduras. Comparado com as
MPKSs e as MPKKs, a familia MAPKKK tem muitos membros e uma maior variedade na sua
estrutura primaria ¢ na composi¢cao do dominio. A analise nas sequéncias de aminoacidos do
dominio catalitico da proteina quinase mostra que MAPKKKSs de Arabidopsis se dividem em
duas classes principais: MEKKs tais como MEKK1 / STE11 / BCK1 e RAF-like. Homologos
de MAPKKKs foram identificados em espécies de plantas, incluindo os MEKKSs proteinas
kinases, tais como: OMTKI1 (ativada pelo estresse oxidativo MAP tripla quinase 1) de alfafa
(NAKAGAMI et al., 2004), as ANP1, ANP2, ANP3 (KOVTUN et al., 2000), YDA
(LUKOWITZ et al., 2004) de Arabidopsis, a NPK1 (Nicotiana proteina quinase 1) de tabaco
(NISHIHAMA et al., 2001). E as RAF-like proteinas quinases, EDR1 (resisténcia a doenca
1), e CTR1 (resposta tripla constitutiva 1) de Arabidopsis (KIEBER et al., 1993; FRYE et al.,
2001)

A familia MAPK ja foi identificada em vérias plantas. No genoma de 4. thaliana foi
identificado genes que codificam para 20 MAPK, 10 MAPKK, e 80 MAPKKK (JONAK e?
al., 2002; ICHIMURA et al., 2002), enquanto que o genoma do arroz contém genes para 17
MAPK, 8 MAPKK, e¢ 75 MAPKKK (ROHILA et al., 2007; RAO et al., 2010). Estudos
demonstraram que 19 MAPK, 9 MAPKK, e 74 MAPKKK genes podem ser encontrados no
milho (LIU et al., 2013; KONG et al., 2013). Em tabaco foram identificados 17 MAPKs,
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incluindo 11 genes. Em andlise comparativa com as familias de genes de MAPK de outras
plantas, mostrou que as MAPKs de tabaco (NtMPKI1, NtMPK3 e NtMPKS8) podem
desempenhar respostas semelhantes a estresses bioticos e abidticos (ZHANG et al., 2013).

Especificamente em relagcdo a quinase 1 de Nicotiana (NPK1), este gene ¢ encontrado
naturalmente em plantas de tabaco, sendo homodlogo ao gene ANPI de A. thaliana. Este gene
¢ ativado na presenga dos H,O; e inicia uma cascata metabolica de proteinas quinases ativadas
por MAPKs. A cascata MAPK geralmente funciona em resposta a estresses osmoticos que
ocorrem nas plantas em condi¢des extremas de seca e temperatura (MIZOGUCHI et al.,
1996). Um estudo conduzido por Kovtun et al. (2000) encontrou que o gene homdlogo ao
NPK1 (ANP1I) ativou dois MAPKs endogenos.

E interessante notar que a expressio heteréloga constitutiva de um fragmento de 268
aminoacidos da MAPK quinase quinase (MAPKKK) de tabaco (denominado NPK/) induziu
a tolerancia a seca (SHOU et al., 2004a) e a baixas temperaturas em milho transgénico
(SHOU et al., 2004b), demonstrando seu potencial na produg¢do de plantas geneticamente
modificadas de outras espécies visando a tolerancia a estresses abioticos.

Algumas MAPKs estdo envolvidas com a resposta a desidratacdo, em uma via
dependente de ABA (KOVTUN et al., 2000). Essas MAPKs podem estar relacionadas com a
producao de ROS, gerando assim o estresse oxidativo, o qual possui varias atividades na
célula, como a lignificagdo, ativa¢do da via do acido jasmonico, entre outras (Fig. 1) (INZE &

VAN MONTAGU, 1995).
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Figura 1: Convergéncia de sinais de estresses abidticos e bidticos para
proteinas quinases ativadas por mitogenos (MAPK) via espécies reativas de
oxigénio (ROS) como fator comum para a ativagdo de genes de defesa
antioxidativa (SCANDALIOS, 2005).

Ensaios de imunoprecipitacdo contra diferentes quinases de alfafa mostraram que a
expressao e atividade da quinase p44MKK4 foi ativada em condigdes de seca (JONAK et al.,
1996). Estudos em Arabidopsis descobriram que a expressao do AtMEKK1 e AtMPK3 pode
ser induzida pela seca (MIZOGUCHI et al., 1996). Estresse hidrico também ativa os
OsMSRMK?2 e OsMAPKS5 em plantas de arroz plants (XIONG & YANG, 2003). A
superexpressado do DSM1 em arroz (MAPKKK um gene putativo de arroz) aumentou a
tolerancia ao suprimento de agua (NING et al., 2010). Peng et al. (2006), investigou os
padrdes de expressio de MaMAPK e mostrou que a atividade de MAPK pode ser um dos
mecanismos moleculares de diferentes tolerancia a seca em Malus L. Em milho, a ZmMPK3
também desempenha um papel importante na resposta a estresses ambientais incluindo a seca
(WANG et al., 2010). Uma caracterizagao fisiologica e molecular de ZmMKK1 em plantas de
Arabidopsis, demonstrou que a sua superexpressao aumentaria a tolerancia aos estresses
salino e hidrico, através do fechamento dos estdmatos ou removendo ROS. Além disso, a
superexpressdo de ZmMKKI no tabaco conferiu a tolerancia ao estresse de frio e participou

de respostas em defesa a fitopatogenos (CAl et al., 2014).
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2.4. Promotor constitutivo 35SC4PPDK

A maioria dos estudos com a superexpressdo de genes exOgenos para aumentar a
tolerancia aos estresses abidticos em plantas utiliza promotores constitutivos (SU & WU, 2004).
O promotor viral CaM V35S, isolado do virus do mosaico da couve-flor, ¢ um dos mais utilizados
para direcionar alto nivel de expressdo constitutiva em plantas (ODELL et al., 1985). Entretanto,
seu funcionamento em monocotiledoneas nao ¢ tdo eficiente quanto em dicotiledoneas. O
promotor mais utilizado para direcionar a expressdo de uma proteina constitutivamente em
monocodiletonea ¢ o promotor isolado do gene da ubiquitina de milho (Ubil) (CHRISTENSEN
& QUALIL, 2005).

Tem sido relatado que em alguns casos, a superexpressdo constitutiva de transgenes
dificulta o crescimento das plantas podendo reduzir a sua produtividade (KARIM et al., 2007).
Em condi¢des normais de crescimento, a superexpressao do transgene pode concorrer pela
energia e esqueletos de carbono da planta, diminuindo a sintese de proteinas e RNAs que sdo
necessarios para o crescimento. A expressao constitutiva dos genes relacionados a resposta das
plantas aos estresses causa um crescimento lento em plantas transgénicas (SODERMAN et al.,
1996; LIU et al., 1998). Os produtos destes genes, provavelmente interferem na divisdo ou na
maquindria celular resultando na inibi¢do do crescimento e, portanto, eles podem representar um
“sinal de estresse”.

Por exemplo, a superexpressdo de NPKI, membro da familia MAPKKK, em tabaco
resultaram em alguns efeitos prejudiciais sobre a divisdo celular, embriogénese e
desenvolvimento de semente (KOVTUN et al., 1998). Assim, dependendo do transgene, seria
desejavel gerar plantas que acumulassem os seus produtos transgénicos apenas sob condigdes de
estresse e em baixas quantidades (RAI et al., 2009). Também, a reducdo da eficiéncia de
transformagdo de plantas de milho com o gene NPK! foi ligada a morte dos eventos com alta
expressao deste gene durante o processo de sele¢ao (SHOU et al., 2004a; MUOMA & OMBORI,
2014).

Para evitar os efeitos deletérios da alta expressdo de transgenes, um fragmento de
MAPKKK de tabaco (NPKI) foi expresso constitutivamente no milho através do promotor
modificado 35SC4PPDK e seu efeito sobre a tolerancia a seca foram avaliados (SHOU et al,
2004a). Os resultados mostraram que a taxa de fotossintese foi mantida em condigdes de seca no
milho transgénico. Além disso, as plantas transgénicas apresentaram peso de semente semelhante

aquelas nao transgénicas e irrigadas (SHOU et al., 2004a). O promotor 35SC4PPDK ¢ resultante
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da fusdo das sequéncias do promotor basal, do sitio de iniciacdo da transcricdo e da regido 5' ndo
traduzida do gene C4 de cloroplasto de milho PPDK (piruvato citosolico ndo-C4, diquinase
ortofosfatase) (C4ppdkZml) (SHEEN, 1990, 1991; SCHAFFNER & SHEEN, 1991, 1992) com

as sequéncias do 35S,
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RESUMO

A cana-de-agucar ¢ uma das culturas mais importantes do mundo. No entanto, a produtividade
¢ afetada por estresses abidticos causando perdas indesejaveis. Sendo assim, a tolerancia a
seca ¢ uma caracteristica desejdvel em cana-de-acicar nos estdgios iniciais de
desenvolvimento em condi¢des sub-6timas para garantir um melhor desempenho agrondémico.
Estudos anteriores apontam que a expressao do gene NPK/, que pertence a familia de genes
MAPKKK, ativa uma cascata da via de sinalizagdo do estresse oxidativo que conduz a
tolerancia a estresses abioticos em plantas de tabaco e milho. Com base nisso, o presente
estudo teve como objetivo de avaliar a resposta ao estresse hidrico de plantas transgénicas de
cana-de-aglicar com expressao constitutiva do gene NPK/. Dois eventos transgénicos foram
analisados 0, 6, 9 e 12 dias apds a privacdo de agua. Plantas transgénicas apresentaram
significativamente melhor taxa de fotossintese, condutincia estomética e potencial de d4gua do
que as plantas ndo-transgénicas sob déficit hidrico. Também, as plantas transgénicas
apresentaram um melhor desempenho em relagdo a condutancia estomatica, transpiragdo e
teor de prolina livre ¢ menor dano as células. Assim, essas plantas apresentam potencial para
suportar periodos sazonais de seca observadas nas principais regides produtoras.

Palavras-chave: Saccharum spp., estresse abidtico; proteina-quinase, MAPK.
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ABSTRACT

HIGHER PERFORMANCE OF SUGARCANE NPK1 TRANSGENIC PLANTS UNDER
WATER DEPRIVATION

Sugarcane is one of the most important crops worldwide. Nevertheless, productivity is
affected by abiotic stresses causing undesirable losses. Thus, drought stress tolerance is a
desirable feature to sugarcane in the initial stages of development, as well as to guarantee
agronomic performance in suboptimal conditions. Previous studies pointed out that
expression of gene NPK/, which belongs to MAPKKK gene family, activates an oxidative
signal cascade that led to abiotic stresses tolerance in different plants. Based on that, this
study aimed to evaluate the drought stress response of sugarcane transgenic plants with gene
NPK1 constitutive expression. Two transformation events were analyzed at 0, 6, 9 and 12
days after water deprivation. Transgenic plants exhibit significantly better photosynthesis rate,
stomatal conductance and water potential than non-transgenic controls under water deficit.
Higher performance of transgenic plants was observed regarding stomatal conductance,
transpiration, and free proline content, and present lower less cell damage. Thus, these plants
may have greater potential in situations commonly found during seasonal drought periods
observed in the main producing regions.

Keywords: Saccharum spp.; abiotic stress; protein kinase, MAPK.
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5.1 INTRODUCAO

A cana-de-agucar ¢ uma planta nativa de areas tropicais com via fotossintética C4, o
que lhe confere alta produtividade. Sua distribuicdo geografica estende-se pelos dois
hemisférios, em 121 paises (FAO; 2013), sendo os principais produtores o Brasil, india e a
China (FAO, 2013). A producdo brasileira na safra 2013/2014 foi de 653 milhdes de
toneladas de cana-de-agucar (UNICA, 2014). As principais regides de cultivo no Brasil sdo o
Sudeste, Sul, Centro-Oeste ¢ Nordeste. No estado do Parana, a cana-de-agucar ¢ um dos
principais produtos agricolas, sendo cultivada principalmente na regido Norte e Noroeste do
estado.

A producdo da cana-de-agucar ¢ influenciada por um grande ntimero de fatores
ambientais. Alguns desses ndo sdo passiveis de manejo, como clima, enquanto outros podem
ser manejados para permitir o melhor desempenho da cultura. Os fatores abiodticos, como
seca, calor e salinidade, sdo os principais responsaveis pela distribuicdo geografica e pela
produtividade das culturas agrondmicas. Eles constituem também a principal causa de
prejuizos econdmicos na produgdo, sendo responsaveis por até 50% de perda em alguns casos
(BRAY et al., 2000, SUPRASANNA et al., 2011).

O estresse hidrico ¢ um dos fatores que mais influéncia a produtividade da cana. A
primeira resposta das plantas ao estresse hidrico ¢ a redu¢ao no crescimento, existindo uma
correlacdo direta com a redugdo do potencial de agua e diminuicdo da fotossintese
(WILKINSON & DAVIES, 2010). Seu efeito na planta afeta principalmente as taxas de
assimilagdo de CO,, tamanho das células foliares, taxa de transpiragdo, potencial de dgua na
planta, taxa de crescimento e abertura estomatica (HSIAO, 1973). Além disso, o estresse
hidrico influéncia de maneira direta no crescimento dos perfilhos e na altura final dos colmos
e, consequentemente, na producdo de agucar (GASCHO & SHIH, 1983).

Plantas de cana-de-agucar necessitam de umidade disponivel no solo durante o periodo
de crescimento. Porém, durante a maturacdo, o ideal ¢ que haja reducdo na agua disponivel,
ndo drasticamente, mas o suficiente para reduzir o crescimento e induzir a maior concentragao
de agucar nos colmos. A maioria das regides canavieiras do pais apresenta um volume
adequado de chuvas para a cultura, o qual ¢ estimado em 1500 mm anuais (OMETO, 1980).
Entretanto, o mais importante ¢ a distribuicdo pluviométrica, que ¢ bastante irregular. De
acordo com Cunha & Bergamaschi (1992), periodos com precipitagdo inferior a 50-60 mm

sao considerados periodos de déficit hidrico.
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O melhoramento genético da cana encontra maiores desafios comparado com outras
culturas economicamente importantes devido ao seu alto nivel de poliploidia, heterose,
aneuploidia, genoma complexo, e longos ciclos de propagacdao e sele¢do (GUPTA et al.,
2010). Os métodos tradicionais de hibridacao da cana-de-agtcar tém obtido relativo sucesso
no atendimento do setor produtivo (RICHARDS, 1996). Entretanto, ainda persistem fortes
perdas de colheitas devido a influéncias bioticas e abidticas. Neste aspecto, a biotecnologia
oferece alternativas para a reducao do tempo de obten¢do de novos genotipos, com a produgao
de plantas transgénicas, que abre novas perspectivas aos programas de melhoramento,
permitindo a incorporacdo de caracteristicas desejaveis as espécies cultivadas. Os avangos da
genomica e da engenharia genética permitiram aos cientistas identificar, isolar e segurar
transferéncia e integracdo de genes alvo que controlam caracteristicas desejaveis em plantas
de cana (BUTTERFIELD et al., 2002).

Meétodos de transformacdo por biobalistica tem sido a tecnologia dominante para a
geracdo de cana-de-acucar transgénica (ALTPETER & ORABY, 2010). A transformagdo via
biolistica com DNA utilizando cassetes contendo promotor, gene de interesse, € terminador
tem sido relatada em cana de agucar (KIM et al., 2012; JACKSON et al., 2013; WALID et
al., 2015). No entanto a transforma¢ao mediada por Agrobacterium ¢ mais desejavel por gerar
eventos de copia unica do transgene. Gramineas nao sao hospedeiros naturais das
Agrobacterium, porém ja foram estabelecidas condigdes de transformagdo com varias
espécies de plantas incluindo algumas das principais culturas de cereais (CHENG et al., 2004,
SHRAWAT & LORZ, 2006) e Panicum virgatum (LI & QU, 2011). Este método tem sido
aplicado com sucesso a um nimero limitado de genotipos de cana-de-agucar (JOYCE et al.,
2010). No entanto Wu et al. (2015) relata ndo haver diferencas significativas na eficiéncia de
transformagdo, na frequéncia de integracdo de copia Unica, ou no nivel e na estabilidade da
expressao do transgene entre os dois sistemas de transformacdo. Sugerindo que tanto
Agrobacterium e biobalistica fornecem protocolos adequados para gera¢do de eventos de cana
elite.

A resposta fisioldgica para o estresse hidrico vem de mudangas na expressao génica.
Os produtos de genes induzidos pelo estresse podem ser classificados em dois grandes
grupos: os que protegem a planta contra os estresses ambientais e os que regulam a expressao
génica e a transdugado de sinais de resposta a estresses (SEKI ez al., 2003).

O primeiro grupo inclui proteinas que funcionam protegendo as células da

desidratagdo, como as enzimas envolvidas na biossintese de varios osmoprotetores, tais como
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prolina, betainas e polissacarideos. No segundo grupo encontram-se os genes de diferentes
modulos de percepgdo e transducdo dos sinais de estresse, tais como receptores, sistemas de
modificagdo de proteinas e reguladores de transcricao (XIONG & ZHU, 2002). Uma classe de
proteinas importantes nesse processo € a classe das proteinas quinases ativadas por mitdgeno
(MAPKS), as quais podem formar uma cascata de fosforilagdo que amplifica as vias de
transduc¢do de sinais.

Algumas MAPKs estdo envolvidas com a resposta a desidratacdo, em uma via
dependente de ABA (KOVTUN et al., 2000). Essas MAPKSs podem estar relacionadas com a
producao de espécies reativas de oxigénio (ROS), que geram o estresse oxidativo. A
transducdo de sinais disparada por ROS pode induzir a expressdo de genes de defesa, tais
como proteinas de choque térmico (HSP), glutationa-S-transferase (GST), peroxidases,
superoxido-dismutases e proteinas relacionadas a patogenicidade, protegendo a planta dos
danos causados pelo estresse (KOVTUN et al., 2000). A expressao de MAPKSs influénciam
em vdrias atividades na célula, como a lignificagdo, ativacdo da via do acido jasmonico, entre
outras (INZE & VAN MONTAGU, 1995).

Especificamente em relagdo a quinase 1 de Nicotiana (NPK1), este gene é encontrado
naturalmente em plantas do tabaco, sendo que um gene homologo ao gene ANPI de
Arabidopsis thaliana. Este gene € ativado por mitogéno de proteina quinase quinase quinase
(MAPKKK) que ativa uma cascata de sinaliza¢ao oxidativa que leva a tolerancia ao frio, calor
e estresse salino em tabaco transgénico (KOVTUN et al., 2000). O dominio catalitico de
NPK] ativa um BCKI (bypass de quinase C) através da transdu¢do de sinal em levedura,
indicando que a funcdo catalitica de NPKI ¢ conservada entre organismos diferentes
(BANNO et al., 1993). O gene NPKI pode induzir a expressao de HSP e GST em
Arabidopsis e milho e a ativacdo destes genes de estresse pode proteger a maquindria
fotossintese das plantas a partir dos danos causadas pela seca, melhorando assim o potencial
de rendimento das culturas. (KOVTUN et al., 2000). Para analisar a via de sinalizagdo do
estresse oxidativo em resposta a tolerancia a seca um fragmento de MAPKKK de tabaco
(NPKI) foi expresso constitutivamente em milho (SHOU et al., 2004). Neste estudo, o
mesmo fragmento de cDNA foi expresso e codifica para o dominio da proteina quinase 1 de
Nicotiana (NPK1) em cana-de-agticar sob o controle do promotor constitutivo.

A engenharia genética de plantas visando a tolerancia a seca ¢ baseada na manipulagio
de genes que protegem as células contra déficit hidrico melhorando o potencial de producao

das plantas (VALLIYODAN et al. 2006). No trabalho de Muoma & Ombori (2014) a
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transformag¢do mediada por Agrobacterium em milho com o gene NPK/ melhorou a
tolerancia a seca. Augustine et al. (2014) e Reis (2014) demonstraram que a superexpressao
de DREB2, em cana-de-agucar, melhorou a tolerancia a seca. O mesmo foi observado em
cana-de-agucar superexpressando proteinas de choque térmico (EaHSP70) (AUGUSTINE et
al., 2015).

Assim, o objetivo deste estudo foi de transformar cana-de-aglicar com expressao
constitutiva do gene NPKI. Os eventos transgénicos de cana obtidos por Agrobacterium e
biobalistica selecionados foram submetidos ao estresse hidrico e suas respostas bioquimicas e

fisiologicas associadas a seca foram avaliadas.
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5.2 MATERIAL E METODOS
5.2.1 Vetor

O vetor utilizado para transformacdo genética de cana-de-agticar foi o pSHX004
(SHOU et al., 2004 a,b) contendo fragmento de cDNA codificando o dominio catalitico de
268 aminoacidos do gene NPKI de Nicotiana tabacum, sob controle de promotor modificado
CaMV35S (35SC4PPDK) (SHEEN, 1993) e terminador 7nos (nopalina sintase) (DEPICKER
et al., 1982), e o gene marcador de selecdo bar, que codifica para a enzima fosfinotricina
acetil transferase, que confere resisténcia ao herbicida glufosinato de amonio (THOMPSON
et al., 1987), sob o controle do promotor constitutivo 2X CaMV35S (ODELL et al., 1985), a
regido 5’UTR do gene TEV (tobacco etch virus) (CARRINGTON & FREED, 1990) e o
terminador 7vsp (proteina de armazenamento de soja) (MASON et al., 1993). Este vetor foi
gentilmente cedido pelo Dra. Kan Wang, da Universidade de lowa, através de assinatura de

MTA (Figura 2).
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Fig. 2 Representagdo do T-DNA do vetor pSHX004 utilizado na transformagao
de cana. RB, borda direita; P35S**, promotor CaMV35S modificado
(35SC4PPDK); fragmento do gene NPK1; Tnos, terminador nopalina sintase;
P35S*, promotor 2X CaMV35S; TEV, regido 5’UTR do tobacco etch virus;
bar, fofinotricina acetiltransferase; Tvsp, terminador de proteina de
armazenamento de soja; LB, Borda esquerda.

5.2.2 Transformacgao genética - Biobalistica

Plantas de cana-de-agucar cv. RB855536, com 6 a 8 meses de idade, foram utilizadas
para a obtenc¢do de calos embriogénicos. Folhas imaturas da regido meristematica (cilindro de
aproximadamente 2 x 10 cm) foram desinfestadas superficialmente por 1 min com etanol 70%
(v/v), seguido de imersdao em hipoclorito de sddio 2,5% (v/v) por 20 min e enxaguada em

agua destilada estéril. Em seguida, segmentos transversais com 2-3 mm foram colocados em
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frascos contendo meio de indugdo MSC3 [sais de MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962), 20 g
1" de sacarose, 3 mg 1" de 4cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), 8 g 1" de bacto agar, pH
5,7] para a obtengdo de calos embriogénicos a serem utilizados nos experimentos de
transformagdo genética via biobalistica (BOWER ef al., 1996). Mantidas no escuro por quatro
semanas a 27+1 °C.

Calos embriogénicos foram individualizados em meio MSC3 e subcultivados por
quatro dias antes do bombardeamento. Para transformacdo, calos embriogénicos (4-8 mm)
transferidos em meio osmético [sais de MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962), 20 g 1" de
sacarose, | mg I de 4cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), 8 g I'' de bacto agar, pH 5,7
adicionado de 0,2 M de sorbitol e 0,2 M manitol] por 4 horas antes do bombardeamento de
particulas (BOWER et. al., 1996). A suspensdo de microparticulas foi preparada de acordo
com metodologia de Sanford et al. (1993), usando 25 ul de suspensdo de particulas (60 mg
ml™), 2,5 ul do plasmideo pSHX004 (0,5 mg pul™), 25 pul CaCl, (2,5 M) e 10 pl de espermidina
(0,1 M). Cinco microlitros da suspensdo de microparticulas foram pipetadas em membrana
carreadora e secas em suporte contendo silica gel em camara de fluxo laminar. Particulas de
tungsténio M-17 (Biorad, ~1,1 uM) foram usadas para os experimentos.

O equipamento de bombardeamento PDS-1000/He (Biorad) foi usado com pressao de
vacuo de 27°” Hg, 10 cm de distancia do disco de ruptura e 10 mm da membrana carreadora.
A pressao de ruptura de disco usada e distancia da prateleira (distancia percorrida pela
microparticula até atingir o explante) foram de 1200 psi e 90 mm, respectivamente.

Apds o bombardeamento, os calos foram selecionados em meio de cultura MSCO
(MSC3 sem adi¢ao de 2,4-D, com 25 puM de glufosinato de amonio), a 271 °C sob
fotoperiodo de 16 horas de luz. Decorrido o processo de selecdo, os calos com 5-10 mm de
diametro apresentando coloracdo esverdeada foram transferidos para meio de regeneragdo e
enraizamento MSCR (MSC3 sem adi¢@o de 2,4-D e sem 25 uM de glufosinato de amoénio) e
mantidas sob luz. Plantas enraizadas in vitro foram transplantadas para casa de vegetacao em
substrato comercial (Plantmax' ™).

Foram consideradas como controle as plantas ndo transformadas que passaram por
regeneracdo in vitro seguindo o mesmo protocolo de cultura de tecidos utilizados para

transformagao de cana-de-acucar.



54

Fig. 3 Transformagdo genética de cana-de-agucar por biobalistica. A - Meristema apical de cana-de-
acgucar com 2-3 mm em meio MSC3. B - Calos embriogénicos obtidos apds 4 semanas de cultivo,
multiplicados em meio MSCI1. C- Calos embriogénicos em meio osmotico. D - Aparelho de
bombardeamento. E — Regenerag@o dos calos embriogénicos em meio seletivo contendo glufosinato
de amdnio. F — Calo tolerante regenerando em meio seletivo. G- Regeneragdo de plantas transgénicas
putativas. H — Aclimatagdo das plantas em casa-de-vegetagao.

Fonte: da autora

5.2.3 Transformacao genética -via Agrobacterium

A obtengao de plantulas in vitro para transformacao via Agrobacterium foi de acordo
com o protocolo de micropropagagao descrito por Tiel ef al. (2006). Plantulas obtidas in vitro

com 5-8 cm de altura foram utilizadas para transformacdo genética com a estirpe desarmada
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EHA105 contendo o vetor binario pSHX004. As bactérias foram cultivadas em meio YMB
(0,5 g 17" KbHPO4, 0,1 g 17! MgSO4-7H,0, 0,1 g 17! NaCl, 5 g 1" glicose, 10 g 1”' de manitol
and 0,4 g I'' extrato de levedura) suplementado com 20 mg | ' rifamicina e 100 mg 1"
espectomicina a 27+1°C sob agitacdo de 150 rpm por 16 horas. A cultura foi centrifugada a
7.500 rpm por 10 min e, em seguida, ressuspendida em meio YMB com 200 mM
acetoseringona. A densidade da cultura de bactérias foi ajustada para ODgp = 0,2. Os caules
de plantulas in vitro foram cortados transversalmente préximos a base (cilindro de
aproximadamente 2-3 mm) e imersos na suspensdo de bactéria por 5 min (MOLINARI et al.,
2004; ZHANGSUN et al., 2007).

Para o co-cultivo os explantes foram colocados horizontalmente em placas de Petri
contendo o meio MPI [sais MS, acrescido de 20 g 1" de sacarose, 4,5 uM 124D, 8 g 1" de
bacto agar, pH 5,7, de acordo com o protocolo de micropropagagao descrito por Tiel et al.
(2006). Depois de trés dias no escuro a 27+1°C, os explantes foram transferidos para o meio
MPI suplementado com 200 mg 1" de timetina e 200 mg 1"'de cefotoxina. Apos sete dias, os
explantes foram transferidos para meio MPII (MPI sem 2,4-D, suplementado com 0,5% de
carvao ativado e 25 uM glufosinato de aménio) e incubados a 27+1°C sob fotoperiodo de 16
horas de luz. Apds uma semana as culturas foram transferidas para novo meio de regeneragao
com as concentragdes de sais do meio MPII suplementado com 2 mg I”' cinetina e 1,3 mg 1!
acido indol acético (AIA). Apds a formagao de brotos, estes foram transferidos para o meio de
crescimento e enraizamento MSCR. Plantas enraizadas in vitro foram transplantadas em
substrato comercial (Plantmax'") e mantidas em casa de vegetagdo para futuras anélises
moleculares e fisioldgicas.

Foram consideradas como controle as plantas nao transformadas que passaram por
regeneragdo in vitro seguindo o mesmo protocolo de cultura de tecidos utilizados para

transformagao de cana-de-agucar.



Fig. 4 Transformagdo genética de cana-de-agtcar por Agrobacterium tumefaciens. A
— Plantulas de cana-de-actcar regenerada in vitro. B, C e D — Plantulas de cana-de-
agucar individualizadas e preparadas para o corte do explante. E- Separa¢do do
explante para inoculagdo com a Agrobacterium. F — Explantes em meio seletivo
contendo glufosinato de amonio. G e H — Brotos regenerando em meio seletivo. I-
Regeneragdo de plantas transgénicas putativas. J — Cultivo das plantas em casa-de-
vegetagao.

Fonte: da autora
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5.2.4 Reacdao em Cadeia da Polimerase (PCR)

O DNA gendmico foi isolado de folhas dos eventos transgénicos putativos de cana-de-
acucar e da planta controle, ndo transformadas, de acordo com a metodologia descrita por
Doyle & Doyle (1987). Apos a extragdo, verificou-se a qualidade do DNA extraido em gel de
agarose 1,0% (p/v) corado com brometo de etideo (0,5 pg ml"') em tampdo SB 1X e, apos
eletroforese, visualizado sob a luz UV. A concentracio do DNA foi verificada em
espectrofotometro Nanodrop 1000 (Thermo Scientific), segundo recomendagdes do
fabricante.

A técnica de PCR foi utilizada para detectar a presenca do transgene NPKI nas
amostras de DNA extraido. Os primers Sc NPK1 RT F: 5’-CTC TCC CAT CCC AAC ATA
GTG AG-3" e Sc NPK1 R: 5’-CGA GAT TGA GCC ACC AGG AAC-3’ foram utilizados
para amplificar um fragmento de 80 pb do transgene. A reagdo foi realizada em
termociclador, na condi¢do: 94°C por 5 min e 30 ciclos de 1 min a 94°C, 30 s a 62°C, 45 seg
a 72°C. Os produtos da reagdo foram separados por eletroforese em géis de agarose 1,0%
(p/v), corado com brometo de etideo (0,5 ug mL™") em tampdo SB 1X e visualizados sob luz

UV.

5.2.5 Experimento de déficit hidrico

Eventos transgénicos confirmados por PCR foram submetidos a um ensaio prévio de
déficit hidrico por 12 dias. Destes, os eventos que apresentaram melhores taxas de
fotossintese e potencial osmdtico foram selecionados para analises mais detalhadas.

Trés clones de cada evento obtido a partir de cada método de transformagdo e de uma
planta controle ndo transformada (NT) foram propagados vegetativamente e plantados em
vaso plasticos de 3L com igual volume (3 Kg) de substrato (3 solo: 1 areia). As plantas foram
cultivadas em casa de vegetagdo com temperatura de 20-28°C e radiacdo fotossinteticamente
ativa (PAR) de aproximadamente1000 umol m s '. Os vasos foram irrigados com 3L de 4gua
a cada 2 dias até as plantas completarem 4 meses.

Os vasos foram dispostos no delineamento experimental em blocos casualizados e as
plantas foram submetidas ao estresse hidrico, sendo que cada repeti¢ao consistiu de uma
planta multiplicada vegetativamente. Apds 12 dias de suspensao do fornecimento de agua, as
plantas foram reidratadas. As coletas de tecido foliar para as andlises foram realizadas aos 0,

6, 9 e 12 dias de estresse e na reidratacdo. Na folha +3 foram realizadas as analises
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fisiologicas e a primeira folha expandida e as subsequentes foram destacadas, colocadas em

N, liquido e armazenadas em ultrafreezer (-80°C).

5.2.6 Analise transcricional do transgene

O RNA total foi extraido de folhas dos eventos transgénicos de cana-de-acucar,
confirmados por PCR, e das plantas controle, ndo transformadas, utilizando o reagente
Trizol® (Invitrogen). A qualidade do RNA foi verificada em gel de agarose a 1% (p/v), corado
com brometo de etideo (0,5 pg ml™), em tampdo TAE 1X e, ap0s eletroforese, visualizado sob
luz UV. A concentracdo das amostras de RNA foi determinada em espectrofotometro
NanoDrop 1000 (Thermo Scientific).

Cinco microgramas de RNA de cada amostra foi tratado com a enzima DNAse 1|
(Invitrogen). A eficiéncia do tratamento foi confirmada através de PCR, utilizando primers do
gene GAPDH, seguido de eletroforese em gel de agarose 1,0% (p/v) corado com brometo de
etideo (0,5 pg ml™") em tampao SB 1X. Amostras de RNA livres de DNA foram utilizadas
para sintese dos cDNAs utilizando o Kit TermoScript RT-PCR (Invitrogen), de acordo com o
protocolo descrito pela empresa. Primers para qPCR especificos para o transgene NPKI1
foram desenhados e estdo anteriormente descritos.

O perfil transcricional foi analisado com auxilio do aparelho Viia 7 Real-Time PCR
(Applied Biosystems), utilizando o Master Mix SYBR Green (Applied Biosystems). O mix da
reacdo continha 1X Master Mix, 0,2 uM primers e 1000 ng de cDNA em um volume total de
25 ul. As condigdes de ciclagem foram 95°C por 10 min, seguido de 40 ciclos de 95°C por 15
s e 62°C por 30 s. A curva de melting gerada para todos os produtos de amplificagdo foi
analisada para confirmar a presenca de um unico produto de amplificacdo e a auséncia de
amplificagdo no controle negativo. Todas as reagdes foram feitas em triplicata e a eficiéncia
de cada delas foi analisada in silico utilizando o programa LinRegPCR version 2013
(RAMAKERS et al. 2003). Os niveis de expressdo relativa do transgene foram calculados
utilizando o método comparativo AACt (LIVAK & SCHMITTGEN, 2001), com o gene
normalizador GAPDH. As amostras das plantas transgénicas sob condi¢do normal no dia 0

foram utilizadas como calibrador (nivel de expressao = 1).
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5.2.7 Fotossintese, transpiracao e condutiancia estomatica

A taxa de assimilacao de CO; (fotossintese liquida) em cada planta e em cada ponto de
coleta foi obtida utilizando um sistema portatil de fotossintese, modelo LI-6200 (LI-COR),
expressa em pumol CO, m2 s, As medidas foram feitas entre 9h e 10h30min, em condicao de
luminosidade natural, nas folhas mais ativas fotossinteticamente, classificadas como folha +3
segundo sistema de numeragdo estabelecido por Kuijper (adaptado de DILLEWIJN, 1952).
Além da taxa de fotossintese liquida, o sistema forneceu os valores de transpiracdo em mol
H,O m~? s'. A condutincia estomatica foi estimada através de um pordmetro, nas mesmas
folhas e condi¢des de luminosidade descritas acima. Os valores foram expressos em mol H,O

(m'2 s).

5.2.8 Contetido relativo de agua, potencial total de agua e potencial osmético

O conteudo relativo de agua (CRA) foi obtido usando a relagdo entre a diferenga de
peso fresco (Py) e seco (Ps) com a diferenga de peso turgido (P;) e seco (SMART &
BINGHAM, 1974). O peso turgido dos discos foliares foi obtido por um periodo de 24 horas
de hidratacao, com remog¢ao do excesso de agua da superficie dos tecidos e o peso seco dos
discos obtidos em estufa de ar forgado, a 80°C por um periodo de 24 horas. O calculo do CRA
foi realizado através da formula CRA= (P¢— Ps)/(Pt — Ps) x 100.

A quantidade de 4dgua nas folhas foi monitorada através de psicrometros de termopar
(modelo C-30, Wescor) acoplados a um datalogger (modelo CR-7, Campbell Scientific). A
cada ponto de coleta (0, 6, 9 e 12 dias de estresse e reidratada), uma amostra de
aproximadamente 2 cm” de folha totalmente expandida coletada na parte inferior de cada
planta, sem sinal de dano, foi colocada nos psicrometros. O datalogger foi programado para
que as leituras fossem efetuadas a cada 10 min até que o equilibrio da pressdo de vapor na
camara fosse verificado. A microvoltagem fornecida pelo sistema foi convertida em potencial
da dgua (MPa) em fungdo de prévia calibra¢dao dos sensores com solucdes de cloreto de sodio.
Ap0s a obtengdo do potencial total da dgua (yt), os sensores foram imersos durante 4 min em
nitrogénio liquido e as leituras foram retomadas para obtengao do potencial osmético (ys). O

calculo do potencial de pressdo foi realizado através da diferenca entre de yt - ys.
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5.2.9 Prolina e conteudo de MDA

Folhas de cada um dos eventos transgénicos e da planta controle, em condi¢des
normais e de estresse hidrico, foram utilizadas para determinagdo da concentragdao de prolina
baseada em curva-padrdo, conforme descrito por Bates (1973), com algumas modificagdes.
Aproximadamente 100 mg de tecido foliar macerados em N liquido foram misturados com 5
ml de acido sulfosalicilico (3%) e, em seguida foram centrifugados (10.000 rpm) por 5 min.
Foram coletados 2 ml do sobrenadante e acrescentados 2 ml da solug¢ao de acido nihidrico
(1,25 g de nihidrina, 30 ml de 4cido acético glacial, 20 ml de acido fosforico 6 M) e 2 ml de
acido acético glacial em tubos de centrifuga de 15 ml. As amostras foram entdo incubadas a
100°C por 1 h, em seguida, transferidas para gelo. Apds resfriadas, foram adicionados 4 ml de
tolueno e as amostras foram homogeneizadas por 20 s. O sobrenadante foi utilizado para
determinagdo da concentracdo de prolina por espectrofotometria (520 nm) e as absorbancias
comparadas a curva padrdo de prolina. As andlises foram realizadas em triplicata e os
resultados obtidos expresso em nmol g MS™.

Também foi mensurado o conteudo de malondialdeido (MDA), segundo protocolo
descrito por Heath & Packer (1968). Cerca de 100 mg de tecido foliar macerado em N,
liquido foram homogeneizados em 6,5 ml de solucao 80:20 (v/v) etanol:agua, seguido de
centrifugacao a 5200 rpm por 10 min. Do sobrenadante foi coletado 1 ml e colocado em um
tubo de centrifuga de 15 ml e acrescentado 1 ml da solug¢do de acido tricloroacético (TCA)
20% (p/v), éacido tiobarbitirico (TBA) 0,65% (p/v). As amostras foram misturadas
vigorosamente e incubadas a 95°C por 25 min, em seguida, transferidas para gelo e, depois de
resfriadas, centrifugadas novamente. As absorbancias foram lidas nos comprimentos de onda
de 532 nm e 600 nm. As andlises foram realizadas em triplicata e os resultados obtidos

-1 , .
expresso em nmol g MS™ de acordo com a formula a seguir:

Equivalentes de MDA (nmol mI™) = [(As32-Ae00)/155000] X 10°

Onde: Asj3; indica a absorbancia maxima do complexo MDA-TBA a 532 nm
Asoo indica a absorbancia a 600 nm, que corrige interferentes nao-especificos

155000 ¢ o coeficiente de extingdo molar para 0 MDA
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5.2.10 Conteudo de Clorofila total

O conteudo de clorofila total foi determinado para todos os dias do experimento de
estresse hidrico a partir de 100 mg de tecido foliar macerado em N, liquido. A extracdo de
clorofila foi feita em acetona 80% e a quantificagdo em espectrofotometria, nos comprimentos
de onda de 663 e 645 nm. As analises dos contetdos de clorofila foram realizadas em
triplicata e os resultados obtidos expresso em ug g MS™, de acordo com as equagdes descritas

por Arnon (1949):

Clorofila total (ug ml™) = 20,2 (Agss) + 8,02 (Age3)

5.2.11 Determinac¢ao da biomassa

No final do experimento as plantas de cana-de-agucar (parte aérea e de raiz) foram
secas em estufa a 80°C com circulagdo de ar até atingirem massa constante. Para
determinagdo da massa seca, trés plantas de cada tratamento [NT; T(A) e T(B)] foram pesadas

em balanga de precisao e os valores expressos em miligramas.

5.2.12 Analise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi fatorial (3X5) em blocos casualizados com
trés repeti¢cdes, € os tratamentos foram um evento obtido a partir de cada método de
transformagao biobalistica e Agrobacterium e de um controle planta ndo transformada, sendo
que cada repeticdo consistiu de uma planta multiplicada vegetativamente. Os dados foram
analisados pelo programa estatistico SAS (2005) para delineamentos em blocos completos

casualizados, arranjo fatorial, segundo o modelo estatistico:
Yij=m + bj +t; + di + (td)i + Cijk

Onde: Y;j= € a observacdo do tratamento 1, no dia k na repeticdo j,
m = média geral,
t; = € o efeito de tratamentos i, sendo i=1, 2.....q,
di = € o efeito de dia k, sendo k =1, 2,..., w,

(td)ik = ¢ o efeito da interagdo entre tratamentos i e dia k,
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bjk) = € o efeito do bloco j , sendo j=1,2,3..., 1, ,

eijk = € 0 erro experimental.

As comparagdes multiplas entre as médias foram realizadas com aplicacao do teste F ¢

teste Tukey a 5% de significancia.

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1 Transformacao genética e selecio dos eventos

Foram obtidos eventos de transformacgdo genética pelos dois métodos utilizados
(biobalistica e Agrobacterium tumefaciens), seguindo os passos ilustrados nas Figuras 1 e 2.
Estas plantas foram aclimatadas em casa-de-vegetacao para posterior andlise de resisténcia ao
glufosinato de amdnio a concentragdo de 1% (formula comercial 200g/1). Foi pulverizado o
herbicida nas folhas das plantas para analise da tolerancia pelas plantas transgénicas. Apos
este teste, apenas 12 plantas se mostraram tolerantes ¢ nenhuma diferenca morfoldgica
aparente foi observada nestas plantas transgénicas quando comparadas a plantas nao
transformadas.

Depois de confirmada a tolerancia ao herbicida, os quatros eventos transgénicos, dois
eventos obtidos via infec¢do por Agrobacterium (Agrol e Agro2) e dois via biobalistica (CV7
e CV9), que apresentaram as melhores taxas de fotossintese e potencial osmético (dados nao
apresentados), em ensaio prévio de déficit hidrico, foram submetidos em ensaio de suspensao
de rega por 12 dias e re-irrigado. Dados fisiologicos, bioquimicos e moleculares referentes a
plantas do melhor evento de cada método de transformacdo - Agrobacterium [T(A)] e
biobalistica [T(B)] — em comparagdo com plantas ndo-transformadas (controle) foram obtidos

para avaliacdo da tolerancia a seca.

5.3.2 Analise da insercio do transgene

Para confirmar a insercdo do transgene NPKI/ no genoma de cana-de-agucar, foi

extraido o DNA dos eventos transgénicos putativos para analise por PCR (reacao em cadeia



63

da polimerase). As plantas tolerantes ao herbicida apresentaram o fragmento esperado de 80
pb do transgene NPK . Na Figura 5 ¢ apresentado o resultado da amplificagdo para os eventos
Agrol, Agro2, CV7 e CV9 e, como esperado, do controle nido transformado, mas que

passaram pelo mesmo protocolo de regeneragdo, ndo apresentou o fragmento.

Fig. 5 Analise da presenga do transgene NPK/ em eventos transgénicos putativos
de cana-de-acucar. Eletroforese em gel de agarose 1% dos produtos amplificados a
partir do DNA de folhas de cana-de-agticar. M: marcador de peso molecular 1Kb
plus (Invitrogen); Agrol, Agro2, CV7, CV9: diferentes eventos de transformagao;
C-: planta controle ndo transformada; B: branco (agua); C+: plasmidio pSHX004.

5.3.3 Experimento de estresse hidrico

5.3.3.1 Analises fisiologicas

A condutancia estomatica, assim como a taxa de fotossintese, ndo apresentou
diferenca estatistica entre as planta controle e transgénicas antes do inicio do estresse hidrico
(Figura 6-A, B). J& para a taxa de transpiragdo teve variagdo de aproximadamente 6 - 8§ mol
H,0 m® s entre as plantas, sendo que as planta controles tiveram o menor indice de
transpiracdo (Figura 6-C). As taxas de perda de 4dgua nas folhas destacadas de Arabidopsis
superexpressando ZmMKK [ foi menor do que na planta controle sob condi¢des de seca, sendo
que a abertura de estdmatos das plantas transgénicas também foi menor do que da planta

controle (CAl et al., 2014). Estes autores sugerem que ZmMKK 1 pode desempenhar um papel
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importante na resposta a tolerancia osmotica através da regulagdo da abertura estomatica e
que estes genes sao responsivos ao estresse atraveés da via dependente de ABA.

Nos dias 6, 9 e 12 ap6s a suspensdo da irrigacao, a condutancia estomatica foi afetada
negativamente tanto nas planta controle como nos eventos transgénicos, mas as planta
controles apresentaram valores menores em relagdo aos eventos transgénicos. Apos o periodo
de 72 h de re-irrigacdo, os dois eventos mostraram valores de condutincia estomatica
superiores ao controle ndo transformado, mas somente o evento T(A) recuperou o nivel do
inicio do estresse hidrico, em torno de 0,32 mol H,O m™ s™ (Figura 6-B).

Em plantas de arroz transgénico expressando uma proteina quinase dependente de
calcio de arroz OsCPK9 apresentaram maior fechamento de estdmatos em relagdo a planta
controle em tratamento de seca, o que pode contribuir para a redug¢do da perda de agua (WEI
et al., 2014). Estes resultados mostram evidéncias fisioldgicas que a proteina quinase confere
tolerncia ao déficit hidrico, aumentando a capacidade de ajustamento osmotico da planta por
promover o fechamento dos estomato, reduzindo assim a perda de d4gua (WEl et al., 2014)

A taxa de fotossintese liquida, nas plantas de cana-de-agucar controle e T(A),
mostraram maior redugdo apds 9 e 12 dias de estresse hidrico (Figura 6-A), enquanto que as
plantas do evento T(B) apresentaram os maiores valores de fotossintese durante todo o
experimento de suspensdo de irrigacio em média 12 pmol CO, m? s'. As taxas de
fotossintese dos eventos transgénicos de milho superexpressando o gene NPKI foram
significativamente maiores do que as planta controle em condigdes de seca. O evento que teve
a maior taxa de fotossintese em condi¢des de seca, também teve o maior nivel de transcritos
do transgene, apresentando uma correlagdo positiva. Estes resultados sugerem que a expressao
constitutiva do gene NPK/ em milho protegeu a maquinaria fotossintética sob estresse hidrico
(SHOU et al., 2004a).

Os eventos transgénicos de cana-de-aglicar mostraram um aumento na taxa
fotossintética em relacdo ao controle, indicando uma protecdo da maquinaria fotossintética,
particularmente da fotossistema II (PS II), durante o estresse hidrico (AUGUSTINE et al.,
2015). Em andlises de fotossintese liquida e condutancia estomatica de plantas de cana-de-
acucar transgénica com AtDREB2A4 CA sob restri¢ao de 4gua mostrou que as concentragdes
de CO, acumulado como o estresse foi maior para as planta controles. Esta acumulacio de
CO, indica uma limita¢do dos processos de assimilagdo de CO,. E possivel que no inicio do
estresse hidrico possa ter ocorrido danos de senescéncia nas planta controle em comparagao

com as transgénicas e isto levou a uma diminui¢do na quantidade e atividade da Rubisco, o
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mesmo pode ter ocorrido nas planta controle deste estudo (JIANG et al., 1993, OLSSON,
1995, REIS et al., 2014).

Como a principal fonte de energia para as plantas ¢ a fotossintese, a preservacao da
atividade fotossintética e sua protecdo pode ter contribuido significativamente para a
capacidade da planta em suportar o estresse (MACKOVA et al., 2013). Os eventos de cana-
de-agucar com o fator de transci¢gdo EaDREB2 tiveram maiores teores de clorofila,
contribuindo assim para manutengdo da maior capacidade fotossintética sob estresse hidrico.
A reducao no conteudo de clorofila tem sido observada em diferentes espécies de plantas e a
intensidade depende da duragdo do estresse hidrico (RENSBURG VAN, 1994, KYPARISSIS
etal., 1995, JAGTAP et al., 1998).

Em condi¢des normais de cultivo, no inicio do experimento, as taxas de transpiragao
foram diferentes para as plantas transgénicas e planta controle (Figura 6-C), mostrando que
cada evento apresentou comportamento diferente em situagdo normal de cultivo. Com o
estabelecimento do estresse hidrico, a taxa de transpiracdo da planta controle diminuiu e
chegou a 4,8 mols H,O m” s no sexto dia. Valores semelhantes para as plantas transgénicas
T(A) e T(B) s6 foram alcangados no dia 12 (4,3 e 4,7 mols H,O m” s, respectivamente). No
ponto de restabelecimento da irrigacdo, as plantas transgénicas conseguiram recuperar a taxa
de transpiracdo do inicio do experimento, em torno de 6 mols H,O m” s™. J4 as plantas ndo
transformadas nao conseguiram melhorar o indice de transpiragao apos reestabelecida a
irrigacdo. Em estudos de Muoma & Ombori, 2014 com plantas de milho transgénicas com o
gene NPKI, quando submetidas ao estresse hidrico tendem a enrolar as suas folhas,
diminuindo a area de superficie, reduzindo a taxa de transpira¢dao resultando em melhor
crescimento padrdo das plantas transgénicas. Em Arabidopsis mutante com dublo gene
AtMPKY9/AtMPK 12 levou as plantas transgénicas a perder menos agua pela transpiracdo que
as plantas selvagens. (KWAK et al. 2009).

Utilizando a analise de microarray, Shou et al. (2004b) detectaram um aumento
da regulacdo de um pequeno fragmento do gene HSP no milho transgénico NPK/ quando
comparados com plantas ndo-transgénicas. As HSPs desempenham um papel importante na
termotolerancia e pode estar envolvida na prote¢do dos fotossistemas sob o estresse hidrico
(MAESTRI et al., 2002). A expressao de HSP70 em batata e milho conferiu uma maior
tolerancia ao estresse térmico, juntamente com a melhoria dos parametros fisioldgico como
melhor eficiéncia no uso da agua e de nutrientes, a fotossintese, a particdo de assimilados e

estabilidade da membrana (AHN & ZIMMERMAN, 2006, MOMCILOVIC & RISTIC,
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2007). Essas melhorias possibilitou maior crescimento e desenvolvimento das plantas sob

estresse térmico e hidrico.
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Fig. 6 Fotossintese, condutancia estomatica e transpiragdo em plantas de
cana-de-agiicar T (A) e T (B) transformadas com gene NPKI e plantas
controle ndo-transformadas (NT) durante 12 dias de suspensao de rega ¢ 3
dias apds reidratagdo (Rec). Valores sdo apresentados pela média £ SE
(n=3). Letras comparam planta controles e transgénicas no mesmo dia de
estresse. Letras iguais representam ndo haver diferenca estatistica entre as
médias P < 0,05 pelo método de Tukey (5%).
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5.3.3.2 Relac¢oes hidricas nas folhas

O elevado nivel de 4gua nas plantas ¢ uma indicacdo de tolerancia a seca e salinidade e
pode ser expressa como conteudo relativo de agua (CRA) (FLOWER & LUDLOW, 1986). O
CRA dos eventos transgénico e da planta controle apresentaram valores proximos de 80% no
inicio do experimento. No sexto e nono dia houve uma redugdo na planta controles, com
queda de aproximadamente 10% nos valores de CRA. Queda semelhante foi verificada para o
evento T(B) apenas no decimo segundo dia de estresse hidrico, sendo que neste mesmo dia as
planta controles apresentaram 67% do valor de CRA inicial. No nono dia os eventos
transgénicos apresentaram diferenga significativa nos valores de CRA onde o evento tem
T(A) 77% e o evento T(B) 83% (Figura 7).

O evento T(B) manteve valores de CRA de 83% até o nono dia. No décimo segundo
dia ele chegou a 74% recuperando o seu indice na re-hidratagdo. J4 o evento T(A) apresenta
indice de CRA de 83% até o sexto dia e depois mantém o seu indice em 77% até o final do
experimento. Ja as planta controles apresentam 83% de CRA em condi¢des normais e re-
hidratacdo, e uma queda acentuada no decorrer do estresse atingindo 67% de CRA. A
pequena variagdo do CRA das plantas transgénicas sob estresse hidrico ¢ um bom indicador
que as células e os tecidos foliar estdo hidratados (Fig. 7), e sugere que a planta se encontra
sob ajustamento osmotico, que ¢ um fator crucial para manter as funcgdes fisiologicas tais
como o controle dos estomatos (GORAI et al. 2010). Altos valores de CRA durante a
escassez de agua ¢ um forte indicativo de tolerancia a seca em cultivares de cana (SANTOS &
SILVA, 2015).

Os altos indices de CRA sob desidratacdo e estresse salino pode ser atribuido ao
ATHKI1 em plantas transgénicas de Lycium barbarum, este resultado sugere que houve uma
menor transpiragdo ¢ um aumento da absor¢do de agua nos eventos transgénicos (CHEN et
al., 2009). Em plantas de arroz e cana-de-agucar transformadas com fatores de transcri¢do em
condi¢des de seca apresentaram maior CRA, melhorando o turgor, menor redu¢do no
crescimento de parte aérea e raiz, e estabilidade da membrana das células. (CHANDRA
BABU et al., 2004; REIS et al., 2014; AUGUSTINE et al., 2015). Estes resultados

corroboram com estudos anteriores com plantas transgénicas, como grao de bico, amendoim,
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sorgo e milho submetidos ao estresse hidrico (NAGY et al., 1995; EL HAFID et al., 1998;
BHUSHAN et al., 2007, CHANDRA & DUBEY, 2010).
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Fig. 7 Conteudo relativo de dgua em plantas de cana-de-agucar T (A) e T (B)
transformadas com gene NPK/ e plantas controle ndo-transformadas (NT)
durante 12 dias de suspensdo de rega e 3 dias apds reidratagdo (Rec). Valores sdo
apresentados pela média £ SE (n=3). Letras comparam planta controles e
transgénicas no mesmo dia de estresse. Letras iguais representam nao haver
diferenca estatistica entre as médias P < 0,05 pelo método de Tukey (5%).

Em trabalho de Ritchie ef al. (1990), foi relatado uma melhor regulagdo osmotica e
maiores indices de CRA em diferentes genotipos de trigo tolerante a seca, o mesmo foi
observado em plantas transgénicas de cana-de-actcar super-expressando uma proteina de
choque térmico - EaHSP70 que mantiveram altos indices de CRA em relagdo a planta controle
(AUGUSTINE et al., 2015b). A sobrevivéncia das plantas sob maultiplas e simultaneas
condi¢des ambientais implica em processos complexos de recep¢do de sinal, transmissao,
amplificacdes e interacdo envolvendo um grande nimero de MAP quinase e genes
responsivos ao estresse (MOUSTAFA et al., 2014). Uma MAP quinase ativada pelo choque
térmico acumulou HSP70, em tabaco, sugerindo que as MAP quinases podem desencadear
uma cascata de sinalizagdo (SURI & DHINDSA 2008). As respostas ao calor incluem a
producao e ativagdo de proteinas de choque térmico (HSPs), fatores de transcrigao de choque
térmico (HSFS), removedores de ROS, antioxidantes, solutos compativeis, quinases
dependentes de calcio proteina (CDPKs) e as MAP quinases (MOUSTAFA et al., 2014).

O potencial de sobrevivéncia de uma planta a déficits hidricos severos depende da sua

capacidade em restringir a perda de dgua através da epiderme das folhas apos os estdmatos ter
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atingido a abertura minima (EL JAAFARI, 2000). H4 correlagdo entre a taxa fotossintética e
potencial hidrico foliar, condutancia estomatica e taxa de transpiracio (KRAMER & BOYER,
1995). Em condi¢des normais, as planta controle e as transgénicas apresentaram valores de
potencial total da 4gua de cerca de -1,50 MPa (Figura 8-A) e de potencial osmoético de cerca
de -1,40 MPa (Figura 8-B). No sexto dia houve uma queda acentuada nos valores do potencial
da agua e do potencial osmotico das planta controle para proximo de -2,60 MPa. No entanto,
os dois eventos de transformagao mostraram valores mais proximos ao do dia 0 em relagdo ao
potencial de agua (-1,92 MPa e -1,99 MPa) e potencial osmotico (-1,90 MPa e 1,87 MPa)
(Figura 8-A, B).

No nono dia as plantas transgénicas apresentaram uma queda menos acentuada
nos valores de potencial total e osmoético, em torno de -2,3 MPa, sendo que as planta controles
atingiram -3,7 MPa neste mesmo dia. Estes mesmos niveis s6 foram atingidos no dia 12 pelo
evento T(A) e 72h apds de re-irrigagdo pelo evento T (B) (Figura 8-A, B).

Nos dias 9, 12 e ponto de re-hidratagdo, as plantas do evento T(B) apresentaram
uma queda um pouco mais acentuada do que as do evento T(A), para ambos os potenciais. No
ultimo ponto de coleta as plantas de ambos os eventos e as plantas ndo transformadas nao

conseguiram se recuperar apés o periodo de supressao de agua (Figura 8-A, B).
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Fig. 8 Potencial total de dgua e potencial osmotico em plantas de cana-de-
acucar T (A) e T (B) transformadas com gene NPK/ e plantas controle ndo-
transformadas (NT) durante 12 dias de suspensdo de rega e 3 dias apds
reidratacdo (Rec). Valores sdo apresentados pela média £ SE (n=3). Letras
comparam planta controles e transgénicas no mesmo dia de estresse. Letras
iguais representam ndo haver diferenga estatistica entre as médias P < 0,05
pelo método de Tukey (5%).

No trabalho de Reis ef al. (2014) o potencial hidrico e o CRA revelaram que o nivel de
estresse foi moderado para as plantas de cana transgénica com o fator de transcricido DREB
2A apresentando valores de -1,5 Mpa e 85% respectivamente até¢ o final do experimento.
Segundo Lawlor (2013), o atraso na reducdo do potencial de agua das folhas pode ser causado
pela menor taxa de transpiracdo, como consequéncia de uma menor abertura estomatica das
plantas transgénicas. Para as plantas de cana DREB2A a melhor resposta a seca das plantas

transgénicas nao foi associada a taxas de transpiracdo alteradas pelo fechamento dos
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estomatos ou area foliar reduzida (REIS ef al., 2014), o que corrobora com os dados obtidos
neste estudo, onde as taxas de transpira¢ao e condutancia estomatica foram maiores para as
plantas transgénicas, conferindo um atraso na reduc¢do do potencial total e osmotico das
plantas transgénicas. Outras caracteristicas determinam a perda de 4gua nas plantas, tais como
area foliar e condutancia estomatica (LAWLOR, 2013), resisténcia do mesofilo, nimero de
estomatos por unidade de area foliar e estrutura dos estdmatos (HOLMSTRON et al., 1996) e
da permeabilidade de agua de célula-célula mediada por uma abundancia de aquaporinas
(YOOYONGWECH et al., 2013). Portanto, estes parametros devem ser avaliados em outros

estudos com plantas transgénicas de cana NPK 1.

5.3.3.3 Prolina, MDA e conteudo de clorofila

A prolina contribui na estabilidade da membrana (ASHRAF & HARRIS, 2004;
HANSON & BURNET, 1994). Ela atua como um osmolito importante (BEHERA et al.,
2003), permitindo o ajuste osmotico sob déficit hidrico. (NANJO et al., 1999; VERSLUES &
BRAY, 2004).

Quando a agua ¢ limitante, as plantas acumulam osmodlitos compativeis tais como
agucares soluveis e prolina para diminuir o potencial osmotico. Em linhagens de arroz super-
expressando OsCPK9, mostraram que houve aumento nos teores de prolina interferindo
diretamente nas fungdes de ajustamento osmoético, melhorando a capacidade da planta em
reter d4gua durante a seca (WEI et al., 2014). No inicio do nosso experimento (Figura 9), em
condi¢des normais de cultivo, as planta controle e transgénicas ja apresentaram diferencas
significativas nas concentragdes de prolina livre em folhas, com o menor contetido observado
nas plantas transgénicas. Nos dias 6 e 9 de estresse hidrico houve uma reducdo acentuada nas
concentracdes de prolina para todas as plantas, porém o evento T(B) apresentou maior
conteudo de prolina livre em relagdo ao evento T(A) e controle.

No décimo segundo dia de estresse hidrico, os eventos transgénicos tiveram um
grande aumento na concentracdo de prolina, apresentando aproximadamente 56% mais
prolina nas folhas do que as planta controle. No ponto recuperado, 72 h apos re-irrigacao, as
plantas do evento T(A) reduziu o nivel de prolina para valores proximos ao do dia 0,
aproximadamente 15 pmoles g, e a concentracio de prolina nas plantas do evento T(B)

estava 2 vezes mais alta que no inicio do experimento (Figura 9).
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O aumento do actimulo de prolina nas variedades estudadas sob estresse hidrico sugere
que este aminoacido pode estar envolvido no mecanismo de regulagdo osmotica e de defesa
antioxidante, contribuindo para o equilibrio ROS nas folhas, como relatado em estudos
anteriores em a cana sob estresse hidrico (MOLINARI et al, 2007; CIA. et al., 2012;
HEMAPRABHA et al., 2013).

A superexpressao do gene ZmMKK4, em Arabidopsis e tabaco resultou no aumento da
atividade da P5SCS2 (delta 1-pyrroline-5-carboxylate synthetase B), levando ao aumento no
teor de prolina e tolerancia ao estresse hiperosmético (frio e sal) (KONG et al., 2011a, b). A
MAPK desempenha um papel importante mediando a regulagdao do sistema antioxidante sob
condi¢dao de estresse. No estudo de Zong et al. (2009), a superexpressdo de ZmMPK7 no
tabaco transgénico aumento a atividade da POD, que protegeu a planta contra os efeitos de
ROS durante o estresse osmoético. Em estudos de Lin et al. (2009) e Zhang et al. (2006)
mostraram que ZmMPKJ5 aumentou a expressao dos genes antioxidantes CAT1, cAPX e GR1,
e a atividade das enzimas antioxidantes CAT, ascorbato POD, glutationa redutase e
superoxido dismutase. Em arabidopsis, AtMKK1 e AtMPKG6 estdo envolvidos na produgao de
H,0, induzida por ABA e a expressao de CAT1 (XING, JIA & ZHANG 2007, 2008).

A expressdo de transcritos que codificam proteinas para o metabolismo de prolina de
eventos transgénicos de cana-de-agucar expressando o gene AtDREB2A CA sob o controle do
promotor responsivo a seca Rabl7, foi observado em condigdes de estresse hidrico (REIS et
al., 2014), sugerindo que esse aminoacido melhorou a tolerancia ao estresse hidrico. Molinari
et al. (2007) trabalhando com plantas de cana transgénicas superexpressando o gene P5CS
(Delta 1-Pirrolina-5-carboxilato sintetase) para sintese de prolina mostrou que este

aminoacido protegeu as plantas contra o estresse oxidativo causado pelo déficit de agua.
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Fig. 9 Conteudo de prolina livre em folhas de cana-de-agticar T (A) e T (B)
transformadas com gene NPK/ e plantas controle nao-transformadas (NT) durante
12 dias de suspensdo de rega e 3 dias apds reidratacao (Rec). Valores sao
apresentados pela média + SE (n=3). Letras comparam planta controles e
transgénicas no mesmo dia de estresse. Letras iguais representam nao haver
diferenca estatistica entre as médias P < 0,05 pelo método de Tukey (5%).

ROS em altas concentracdes sao altamente citotoxicos, e levam a danos no DNA,
peroxidagcdo de lipidos e degradagdao de proteinas (SUN, 1990), bem como danos da
membrana resultando no vazamento de eletrdlitos (APSE & BLUMWALD, 2002). A
peroxidacao de lipidios ¢ um indicador eficaz de danos celular oxidativo e pode ser medido
por mudancas no contetido de MDA em folhas (PARVANOVA et al., 2004).

As células vegetais possuem uma complexo sistema de antioxidante para a
desintoxica¢do de ROS, que consiste em enzimas ndo-enzimaticas e antioxidantes (MILLER
et al., 2010). Estudos anteriores demonstraram que a cascata MAPK pode melhorar o sistema
de defesa antioxidante em fumo (ZONG et al., 2009). Em linhagens de Arabidopsis
transgénicas com gene de MAPKK de milho (ZmSIMK]1) houve produ¢do de altos niveis de
antioxidantes, como o acido ascorbico e prolina, em comparacdo com planta controle sob
estresse hidrico (CAl et al., 2014).

Os teores de MDA (Figura 10), um produto da peroxidacdo de lipideos, ndo
apresentaram grandes variagdes em todos os eventos até o dia 12 de estresse hidrico, com
valores proximos a 100 nmol g-'. Os eventos transgénicos apresentaram menor acimulo de
MDA, quando comparados com a planta controle no dia 12 e ap6s a re-irrigacao. No ponto de
recuperagdo, os niveis de MDA nas planta controle foram em média 60% maiores do que nas

plantas transgénicas (Figura 10).
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Houve um aumento significativo do conteudo de MDA em plantas nao-transgénicas de
Lycium barbarum, comparado com as plantas transgénicas expressando o receptor
(Arabidopsis histidina Kinases) ATHK1 sob seca e estresse salino, mostrando uma maior

tolerancia destas plantas transgénicas frente ao estresse osmotico (CHEN et al., 2009).
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Fig. 10 Contéudo de malondialdeido (MDA) em plantas de cana-de-agucar T (A)
e T (B) transformadas com gene NPK/ e plantas controle ndo-transformadas
(NT) durante 12 dias de suspensdo de rega e 3 dias apds reidratacdo (Rec).
Valores s@o apresentados pela média = SE (n=3). Letras comparam planta
controles e transgénicas no mesmo dia de estresse. Letras iguais representam néo
haver diferenca estatistica entre as médias P < 0,05 pelo método de Tukey (5%).

A capacidade fotossintética da planta ¢ indicada pelo teor de clorofila e a estimativa no
teor de clorofila total pode ajudar a compreender a tolerancia aos estresses abidticos em
plantas (NAGESWARA et al., 2001; AUGUSTINI et al., 2015b). No inicio do experimento
(Figura 11), em condi¢des normais de regime de dgua, ambos os eventos transgénicos € o
controle nao transformado apresentaram diferentes concentracdes de clorofila total. No dia 6 e
9 sem irrigagdo os eventos transgénicos e controle ndo mostraram diferenga estatistica para
medidas do conteudo total de clorofila. Os conteudos de clorofila total diminuiram com o
decorrer do estresse hidrico.

Mudangas no teor de clorofila sdo fundamentais para a compreensdo de uma resposta
da planta ao meio ambiente no qual ela se encontra (SCHLEMMER et al., 2005). Medidas do
conteudo de clorofila revelaram que segmentos foliares de plantas transgénicas apds o décimo
segundo dia de estresse apresentaram maiores concentragdes de clorofila total em relagdo a

planta controle (Figura 11-A). No ultimo dia de estresse e ap6s o periodo de re-irrigagdo, os
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segmentos foliares de planta controle apresentaram uma diminui¢do da concentragdo de
clorofila total, porém nas plantas transgénicas manteve-se similar as condi¢des normais de
suprimento de dgua (Figura 11-A).

De acordo com Altinkut et al. (2001), redugdao nas concentragdes de clorofilas pode
estar associado com um mecanismo de fotoproteg¢ao para evitar a destruicdo dos cloroplastos.
Em eventos transgénicos de cana-de-acucar com EaHSP70, apresentaram maiores teores de
clorofila sob restricdo de dgua permitindo que as células mantivessem o cloroplasto funcional
ajudando a planta a restabelecer a fotossintese apos o estresse. (AUGUSTINI et al., 2015b).

A degradagao da clorofila ¢ uma das consequéncias do estresse que podem resultar na
fotoinibi¢do e reducgdo da eficiéncia fotossintética entre outros processos celulares (LONG et
al 1994; MURCHIE & NIYOGI, 2011). O estresse oxidativo nos cloroplastos, pode
contribuir para o aumento da produgdo de ROS, resultando em danos no aparato fotossintético
SOOD et al. (2011), como foi observado nas plantas controle deste estudo. Ja nas plantas
transgénicas, o inverso foi constatado, com pouca degradacdo nos niveis de clorofila total
assim como observado em folhas de plantas transgénicas de Lycium barbarum L. sob estresse
hidrico onde a degradacdo de clorofila foi muito menor do que na planta controle (CHEN et

al., 2009).
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Fig. 11 Clorofila total em plantas de cana-de-agucar T (A) ¢ T (B)
transformadas com gene NPK/ e plantas controle ndo-transformadas (NT)
durante 12 dias de suspensdo de rega e 3 dias apds reidratacdo (Rec).
Valores sdo apresentados pela média + SE (n=3). Letras comparam planta
controles e transgénicas no mesmo dia de estresse. Letras iguais
representam nao haver diferenca estatistica entre as médias P < 0,05 pelo
método de Tukey (5%).
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5.3.3.4 Avaliacoes de biomassa

Os resultados mostraram diferencas significativas de matéria seca acumulada pelas
raizes das plantas do evento T(A) em relag@o as planta controle e do evento T(B). As plantas
do evento T(A) acumularam em média 35% mais massa seca nas raizes do que as planta
controle e T(B). Ja para a massa seca da parte aérea (folhas mais colmos), todos os eventos
transgénicos € o controle apresentaram valores semelhantes proximos a 165 mg de peso seco
(Figura 12).

A altura e numero de folhas de plantas de milho transgénico NPKI no estagio
fenologico R1 de 22 eventos foram avaliados sob estresse hidrico. Para as caracteristicas
avaliadas, nao houve nenhuma diferenga significativa entre os eventos transgénicos e
controle, indicando que a expressao do gene NPK/ ndo tem nenhum efeito negativo sobre o
crescimento de plantas de milho (SHOU et. al., 2004c). Em estudo com plantas de milho
transgénico NPKI apresentaram um aumento na tolerancia a seca, incluindo taxas mais
elevadas de fotossintese, maior numero de folhas e maior peso de grdos comparado com a
planta controle (SHOU et al., 2004a). Em estudo de Muoma & Omboria (2014), plantas de

milho transgénico expressando o gene NPK/ apresentaram maiores indices para largura da

folha sob estresse hidrico.
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Fig. 12 Massa seca de raiz e parte aérea em plantas de cana-de-acticar T (A) e T
(B) transformadas com gene NPK/ e plantas controle ndo-transformadas (NT)
durante 12 dias de suspensdo de rega e 3 dias apds reidratagdo (Rec). Valores sdo
apresentados pela média =+ SE (n=3). Letras comparam planta controles e
transgénicas no mesmo dia de estresse. Letras iguais representam ndo haver
diferenca estatistica entre as médias P < 0,05 pelo método de Tukey (5%).
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5.3.3.5 Analise da expressao do transgene

A expressao do transgene NPK/ durante o ensaio de restricdo de dgua foi avaliado
através da técnica de qPCR, através do calculo do método comparativo AACt. O dia 0 foi
utilizado para calibragcdo dos dados. No dia 6, o evento de transformagdo via Agrobacterium —
T(A), apresentou 1,6 vezes mais expressdo ¢ o evento de transformacdo por biobalistica -
T(B), apresentou redugdo na expressao (Fig. 13). Ja no dia 9 e 12 ambos os eventos tiveram o
mesmo comportamento na expressao do transgene. Eles reduziram a expressao em relagdo ao
dia 6. Ao final do ensaio, apds a recuperacao das plantas, os niveis de expressao do transgene

chegaram proximos a zero em ambos os eventos (Fig. 13).
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Fig. 13 Analise transcricional do transgene NPK/ em folhas de plantas de cana-
de-acucar transgénicas, obtidas por agroinfeccdo T(A) e biobalistica T(B),
durante o estresse hidrico e apds reidratacdo (REC). A condi¢do normal de
cultivo (Dia 0) foi definido como 1 para as analises relativas de expressao.
Valores sdo apresentados pela média = SE (n=3). Letras comparam o mesmo
evento transgénico entre os dias de estresse. Letras iguais representa ndo haver
diferenca significativa entre as médias P < 0,05 pelo método de Tukey (5%).
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A cascata de MAPK regula positivamente uma rede de transducdo de sinais que leva
as plantas a tolerar varios estresses ambientais. Para analisar a resposta do gene de tomate
SpMPK3 a estresses abioticos, duas linhagens de tomate foram expostos a 20% de PEG e
analisado por RT-PCR quantitativo. Quando as plantas foram sujeitas a solu¢do de PEG
houve uma rapida acumulagdo de transcritos de SpMPK3 nas 72 h com uma ligeira supressao
nas primeiras 12 h. Em tratamentos mais prolongados houve um gradual declinio de
transcritos (LI et al., 2014). Este estudo corroboram com os dados obtidos neste trabalho, pois
apés o 6° dia os eventos transgénicos para NPKI tiveram um diminui¢io de trasncritos.

Em trabalhos anteriores de Shou et al., 2004c mostrou que a superexpressao de NPK1
pode levar a morte de eventos transgénicos. Os eventos de milho transgénicos gerados
tiveram baixa expressio do transgene. E provavel que as plantas de cana transgénicas de
maior expressao, gerados neste estudo ndo foram capazes de sobreviver. Os eventos que
conseguiram sobreviver, podem estar silenciando o transgénico, e outors fatores podem estar
atuando tais como a metilacdo, o rearranjo do DNA, e a estrutura da cromatina e a area de
inser¢do do transgene (DAI et al., 2001). A supressdo e a superexpressao de NPKI tem
demonstrado que tém efeitos prejudiciais na divisdo celular, na embriogénese e
desenvolvimento de sementes (KOVTUN et al., 2000).

O promotor viral CaMV 35S, isolado do virus do mosaico da couve-flor, ¢ um dos
mais utilizados para direcionar alto nivel de expressao constitutiva em plantas (ODELL et al.,
1985). Entretanto, seu funcionamento em monocotiledoneas ndo ¢ tdo eficiente quanto em
dicotiledoneas (CHRISTENSEN & QUAIL, 2005), o que pode ter contribuido para a pouca
expressao do transgene NPK/ inserido nas plantas de cana-de-acucar neste estudo. Porém,
observou-se que o NPK1 sob CaMV 35S modificado pode desempenhar um papel importante
na via de sinalizag¢do de estresse osmotico em plantas de cana transgénica. A proteina NPK1
pode estar envolvida na regulagdo da transcri¢do de outros genes relacionados ao estresse,
sendo que a expressdo de genes responsivos ao estresse osmotico ainda precisa ser

investigada.
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5.4 CONCLUSOES GERAIS

Neste trabalho foi demonstrado que a tolerancia ao estresse hidrico na cultura da
cana-de-acgticar pode ser melhorada através da expressdo constitutiva de um gene MAPKKK
de tabaco que ativa a via de sinalizagdo do estresse oxidativo. Os dados mostraram que os
eventos transgénicos tiveram melhor desempenho do que as planta controle sob déficit hidrico
nas analises de relagdo hidrica nas folhas, a partir do 6° dia sem irriga¢do, nas taxas de
fotossintese, condutincia estomadtica e transpiragdo, a partir do 9° dia. Maior conteudo de
prolina no 6°, 9° e 12° dias e menor dano celular, apos 12° dias e na re-hidratagdo. Mostando
que os eventos transgénicos de cana-de-a¢licar toleram a seca mais do que a planta controle.
O evento transgénico T(B) mostrou melhor desempenho em relacdo ao evento T(A) nas
analises de fotosiintese, prolina e massa seca de raiz. O uso do promotor constitutivo nao
alterou a andlise de biomassa dos eventos transgénicos. Até o momento, este ¢ o primeiro
trabalho sobre a expressdo de NPKI em Saccharum spp. A ativagdo de varias vias de estresse
e a acumulacdo de alguns metabolitos ou antioxidantes em plantas transgénicas pode
representar uma nova estratégia de desenvolver plantas que sdo capazes de sobreviver em
condi¢des de estresse por meio de regulacdo osmotica. O proximo passo deste trabalho seria
avaliar o desempenho e crescimento destas plantas transgénicas no campo, quando

submetidos a uma combinacao de estresses abidticos.
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