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RESUMO

A transformacédo genética possibilita a insercéo de genes de interesse no
genoma da planta, tornando possivel também desde a caracterizacdo funcional
do gene inserido até a aquisicdo de plantas geneticamente modificadas mais
tolerantes ao déficit hidrico. A partir da transformagéo genética de N. tabacum,
no presente trabalho buscou-se analisar a expressdo do gene OsGLR3.1, que foi
identificado como sendo diferencialmente expresso em plantas de Oryza sativa
quando submetidas ao déficit hidrico. GLR é uma familia de genes receptores de
glutamato em plantas, sendo assim chamada devido a similaridade na sequéncia
de aminoécidos que codifica e pela estrutura secundaria aos receptores de
glutamato ionotropicos de animais (iGIuRs). Explantes foliares de tabaco
passaram pelo processo de transformacdo genética via Agrobacterium
tumefaciens. Apo6s o cocultivo, os explantes foliares foram inoculados em meio
MS + Timentin e agente seletivo PPT. Os brotos vindos do explante e
selecionados pelo PPT foram subcultivados in vitro até a formagao das plantulas.
A confirmagdo das plantas transformadas foi realizada por PCR convencional
qgue amplificou para um amplicon de 413pb. Dos eventos confirmados com a
insercdo do transgene, dois eventos apresentaram uma Unica copia no genoma da
planta pela andlise em PCR quantitativa. Plantas desses dois eventos de cdpia
Unica e plantas controle, que ndo passaram pelo processo de transformacéo,
foram submetidas ao experimento de déficit hidrico, induzido por PEG6000
(polietilenoglicol). Para verificar a expressdo do transgene, as folhas foram
coletadas no tempo Oh, 6h e 24h para extragdo do RNA. Apos a extracdo e a
sintese do cDNA, foi realizada a PCR quantitativa para avaliar o perfil de
expressdo do transgene e de outros genes (NtDREB2A, NtPYR1 e NtGLR3.4),
determinado pela formula de Pfaffl. O perfil de expressdo do transgene
demonstrou ser constante nas plantas transformadas em condigdo normal e em
condicdo de estresse induzido e a inser¢do do gene OsGLR3.1 afetou
moderadamente a expressdo dos outros genes avaliados, tornando-se
inconclusiva a resposta desse gene a tolerncia ao déficit hidrico.

Palavras-chave: Transformacdo genética. Receptores de glutamato. Déficit
hidrico. Expresséo génica.



ABSTRACT

The genetic transformation allows the insertion of genes of interest in
the plant genome, making it possible, the functional characterization of the
inserted gene until the acquisition of genetically modified plants more tolerant to
drought. From the genetic transformation of Nicotiana tabacum, this study
aimed to analyze the expression of OsGLR3.1 gene, which was identified as
differentially expressed in Oryza sativa when submitted to drought.. GLR is a
family of glutamate receptor genes in plants are so-called because of the
similarity in amino acid sequence encoding by the secondary structure and to
ionotropic glutamate receptors animals (iGIluRs). Tobacco leaf explants
underwent the genetic transformation process via Agrobacterium tumefaciens.
After cocultivation, the leaf explants were cultured on MS medium + Timentin
and PPT selection agent. The coming of the explant shoots and selected by PPT
were subcultured in vitro until the formation of seedlings. Confirmation of
transformed plants was performed by standard PCR amplified amplicon for
413pb. The plants confirmed with the insertion of the transgene, two events had
a single copy in the genome of the plant by quantitative PCR analysis. These
plants and control plants, which have not undergone the transformation process
were subjected to water stress experiment induced by PEG6000 (polyethylene
glycol). Order to verify the expression of the transgene, the leaves was collected
at time Oh, 6h and 24h for RNA extraction. After extraction and cDNA synthesis
was performed quantitative PCR to assess the transgene expression profile and
other genes (NtDREB2A, NtPYRL1 and NtGLR3.4) determined by the formula
Pfaffl. The transgene expression profile proved to be constant in transformed
plants under normal condition and induced stress condition and the insertion of
the gene OsGLR3.1 moderately affected the expression of other genes evaluated
and became inconclusive this gene in response tolerance deficit water.

Keywords: Genetic transformation. glutamate receptors. water deficit. Gene
expression.
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1 INTRODUCAO

O grande desafio da era pds-genémica no estudo da biologia vegetal é a
elucidacdo da funcdo génica, seja para identificar novos genes alvos ou para
desenvolver estratégias eficientes para manipulacdo genética de plantas mais
resistentes a estresses ambientais ou que apresentem caracteristicas novas e de
interesse biotecnoldgico.

Os métodos de analise genémica, como sequenciamento, banco de
dados e mapeamento génico, sdo utilizados para produzir, em prazos cada vez
mais curtos, uma grande quantidade de informagdes que levem & predigdo de
genes. Entre elas, outras estratégias sdo empregadas para esse fim, como a
transferéncia genética e a analise da expressao génica, que apresentam vantagens
importantes em termos de eficiéncia para a analise funcional.

A técnica de insercdo de um gene por transferéncia genética em uma
planta modelo, como o tabaco (Nicotiana tabacum), é vantajosa, pois apresenta
ciclo de vida curto, em torno de seis meses, métodos de transformacdo bem
estabelecidos, facil propagacédo e regeneragdo e tem genoma bem estudado.

O estudo de genes da familia GLR, denominada receptores de
glutamato, se torna imprescindivel devido a escassez de informagfes acerca da
funcdo e da composicdo da estrutura de alguns genes de culturas
economicamente importantes, como o arroz, sendo mais elucidado na literatura
informacBes dos genes em Arabidopsis thaliana. Estudos referem-se a eles,
primeiramente, pela similaridade das sequéncias de aminoacidos e pela estrutura
secundaria aos receptores de glutamato ionotropicos de mamiferos. S&o
proteinas de membrana responsaveis pelo influxo de Ca®* nas células, ativado
por glutamato.

Isto posto, a partir da transformacéo genética de N. tabacum, o presente

trabalho foi realizado com o objetivo de analisar a expressdo do gene
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OsGLR3.1, que foi identificado como sendo diferencialmente expresso em
plantas de Oryza sativa submetidas ao déficit hidrico em estudos prévios (dados

ndo publicados).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A espécie Nicotiana tabacum L.

O tabaco (Nicotiana tabacum L.) é uma planta herbacea pertencente a
familia Solanaceae. E considerado um hibrido provéavel entre N. sylvestris e N.
tomentosiformis (GOODSPEED, 1956), constituindo um alotetraploide (2n = 4x
= 48). Essa dicotileddnea tropical tem como origem provavel a América do Sul,
mais precisamente o noroeste da Argentina e a regido dos Andes (WEBSTER,
1982).

Esta planta é utilizada como modelo para varios estudos, devido ao seu
ciclo de vida curto, em torno de seis meses, facilidade de cultivo in vitro, e
facilidade de transformacdo e regeneracdo das plantas transgénicas
(BRASILEIRO; CARNEIRO, 1998). Ela produz em torno de 1.000 sementes
por léculo (HUANG; RUSSEL, 1992), tem 6rgédos florais grandes e de féacil
manuseio, além de estar bem adaptada a climas tropicais.

Em estudos anteriores, novos genes oriundos de outras plantas foram
transferidos para o tabaco para investigacdo de sua funcéo. Xiao et al. (2015)
estudaram a fungdo do gene CaPAO isolado de Capsicum annuum L. em plantas
transgénicas de tabaco, para a caracterizagdo de PAO na senescéncia foliar.

A utilizacdo de plantas de tabaco transgénicas superexpressando o gene
TaCRT1 de Triticum aestivum foi feita com sucesso para a compreensdo desse
gene em resposta ao estresse salino (XIANG et al., 2015). Lubini (2012)
caracterizou, em plantas de tabaco transformadas geneticamente, o gene CDKG2
de Arabidopsis, em que a proteina CDK em interacdo com a proteina SCI1
inibiu a proliferacéo celular do estilete/estigma no desenvolvimento floral.

O genoma de N. tabacum, bem como os genomas de N. sylvestris e N.

tomentosiformis, foi sequenciado pelo Project Management Institute (PMI)



16

(SIERRO et al., 2014) e esté disponivel em banco de dados como o GenBank do
National Center for Biotechnology Information (NCBI) e o SOLanaceae
Genomics Network (SOL).

2.2 Transformacéao genética via agrobacterium

A transformacdo genética surgiu como uma ferramenta para o
melhoramento genético cléssico que permite a introducdo de genes de interesse
em gendtipos elite. Dessa forma, é possivel ndo somente a obtencdo de
variedades superiores em um menor espago de tempo, como também transmitir
caracteristicas de espécies que, normalmente, sio sexualmente incompativeis. E
particularmente importante em culturas perenes e espécies em que o0
desenvolvimento de novas cultivares €, muitas vezes, dificil, devido ao seu
tempo de geragdo (VALDETARO et al., 2011).

A transferéncia de genes para espécies vegetais tem sido possivel gragas
a manipulagdo genética de células, utilizando métodos diretos ou indiretos de
transformacdo. Os métodos diretos ndo requerem a utilizacdo de vetores
bioldgicos, podem ser realizados por métodos fisicos e quimicos, ressaltando a
técnica da biobalistica. O método indireto é aquele no qual se utiliza um vetor,
como Agrobacterium tumefaciens (SANTAREM, 2000) ou A. rhizogenes
(BRASILEIRO; DUSI, 1999), intermediando a transferéncia de genes.

Agrobacterium é encontrada no solo e causa patologia em plantas, sendo
importante para os estudos de transformacdo de plantas pela sua capacidade
natural de introduzir DNA em plantas hospedeiras. Esse DNA ¢ integrado e
passa a ser expresso como parte do genoma da planta (HOHN, 1992).

A. tumefaciens é uma das cinco espécies do género Agrobacterium que
podem penetrar em plantas, principalmente nas dicotileddneas, causando a

galha-da-coroa. Esta bactéria tem um plasmideo indutor de tumor denominado
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Ti, 0 qual contém as regifes necessarias para a translocacao e a insercdo do T-
DNA nas células da planta hospedeira, que passa a produzir horménios vegetais
e opinas (compostos sintetizados para a nutricdo da bactéria) (VALDETARO et
al., 2011). Nessa regido existem genes, entre eles 0s oncogenes, responsaveis
pela patogenicidade da bactéria (GASSER; FRALEY, 1989). Estes sdo, entdo,
excluidos, obtendo-se uma linhagem “desarmada” ¢ o segmento de DNA de
interesse é inserido entre as extremidades da regido-T ou, entdo, € utilizado um
vetor binario contendo esse segmento flanqueado pelas bordas esquerda e
direita, indispensaveis para o procedimento de infeccdo (BRASILEIRO, 2002;
SARTORETTO et al., 2008).

Para uma eficiéncia na técnica de transformacdo genética sdo
necessarios alguns pré-requisitos, como, por exemplo, a construcdo de um vetor
contendo o gene de interesse, 0 método de infeccdo empregado, incluindo
condicbes de cocultivo, o tipo de cepa bacteriana, a selegdo do tecido
transgénico e um eficiente protocolo de regeneracdo de plantas
(GIRJASHANKAR, 2011).

A transformagdo por meio de Agrobacterium tem vantagens, como a
possibilidade da transferéncia de uma ou poucas cOpias de um fragmento de
DNA contendo o gene de interesse, com maior eficacia e menores custos,
quando comparado com os métodos de transferéncia direta de genes, como a
biobalistica e a eletroporacdo (ANDRADE, 2001).

Em vérios estudos utiliza-se a técnica de transformagdo genética para a
caracterizagdo de promotores, genes e proteinas que foram isolados de culturas
agronomicamente importantes, introduzindo-os em plantas modelo, como A.
thaliana e N. tabacum. Lambret-Frotté et al. (2016) utilizaram a transformacéo
genética de Arabidopsis para a caracterizacdo da regido promotora de GhAO-
likel isolada de Gossypium hirsutum, que tem um padrdo de expressao

especifico de flor e fruto.
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2.3 Familia GLR e 0 gene OsGLR3.1

GLR é uma familia de genes receptores de glutamato em plantas, sendo
assim chamada devido a similaridade na sequéncia de aminoacidos que codifica
e pela estrutura secundaria aos receptores de glutamato ionotrépicos de animais
(iGIuRs) (LAM et al., 1998). Em cérebros de animais, esses receptores de
glutamato funcionam como canais iénicos ndo seletivos de fons Na*, K* e Ca?
ativados por glutamato na transmissao rapida de sinapse (DINGLEDINE et al.,
1999).

Pelo sequenciamento do genoma de A. thaliana foi encontrado um total
de 20 genes que codificam para as subunidades de receptores de glutamato
(LACOMBE; BECKER; HEDRICH, 2001; LAM et al.,, 1998). Os genes
AtGLRs receptores de glutamato agem como sensores e mediadores para uma
multiplicidade de sinais exdgenos e enddgenos em plantas (WEILAND;
MANCUSO; BALUSKA, 2015).

A estrutura destes genes funciona como proteinas integrais de
membrana. GLRs de planta mediam os primeiros fluxos de Ca®* através de
membranas, apds a sua ativacao por ligantes e controlam um grande nimero de
eventos fisiologicos e de desenvolvimento a jusante da sinalizacdo de célcio
(SINGH et al., 2014). Completa compreensdo da sinalizacdo de glutamato e
GLRs em plantas é de importancia eminente para explicar varias fungfes da
planta, abrangendo a sinalizacdo de longa disténcia, o desenvolvimento e a
nutricdo, a adaptacdo ao estresse, a fotossintese e o metabolismo de carbono,
bem como reacBes de defesa simbidticas e imunoldgicas (WEILAND;
MANCUSO; BALUSKA, 2015).

AtGLRs contém seis dominios conservados que sdo encontrados também
em animais de iGIuUR (LAM et al.,, 1998). Estes dominios podem ser

funcionalmente divididos em dois locais de ligagdo ao ligante extracelular (S1,
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S2) e quatro dominios transmembranares (M1, M2, M3 e M4) que permitem a

ligacdo e a passagem de ions (Figura 1).

Figura 1 - llustracdo de uma integracdo tedrica do receptor de glutamato de A.
thaliana AtGLR3.7 em bicamada lipidica. S1 e S2 compdem os dois
locais de ligacdo ao ligante extracelular, juntamente com o dominio
N-Terminal, e M1, M2, M3 e M4 compdem os quatro dominios
transmembranares ligados ao dominio C-terminal intracelular.
Adaptado de Weiland, Mancuso e Baluska (2015).

Dominio N-terminal
(incluindo dominio LIVBP)

Dentro

C-terminal

E muito provavel que GLRs de plantas sejam capazes de se conectar a
ligantes diferentes, dependendo da composi¢cdo das duas subunidades do
complexo receptor. Tendo em vista que 20 GLRs existem em A. thaliana,
enguanto cada uma das subunidades é capaz de vincular dois ligantes
(particulares), o nimero de possibilidades de composi¢Ges complexas para cada
receptor é enorme e ajuda explicar o envolvimento de GLRs em muitos aspectos
fisiologicos diferentes, tais como metabolismo de carbono, sinalizagéo do acido
abscisico e arquitetura da raiz, entre outros (WEILAND; MANCUSO;
BALUSKA, 2015).
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Um dos dominios de conexdo ao ligante localiza-se perto da
extremidade N-terminal e apresenta similaridade com a proteina de ligacdo
leucina/isoleucina/valina (LIVBP) do dominio. Este dominio pode cumprir uma
funcdo moduladora do complexo receptor em se ligar a uma segunda molécula.
Potenciais ligantes adicionais sdo a proteina LIVBP ou agentes completamente
diferentes (ACHER; BERTRAND, 2005).

Estudos dos padrdes de expressdo da familia AtGLR tém mostrado que
0s seus transcritos estdo amplamente distribuidos ao longo das plantas e que
todos 0s 20 genes sdo expressos também nas raizes de A. thaliana. Alguns genes
parecem mostrar uma preferéncia para a expressao de raiz, com cinco de nove
genes sendo expressos especificamente nas raizes com oito semanas de idade
(CHIU et al., 2002).

Oryza sativa L. é outra espécie de planta em que GLRs sdo
caracterizados. O genoma do arroz codifica 24 receptores de glutamato
diferentes (OsGLR) (LI; ZHU; SONG, 2006; SINGH et al., 2014). Eles se
agrupam em quatro grupos, sendo que os grupos I, Il e Il parecem ter um
ancestral comum com A. thaliana. No entanto, o grupo IV é especifico de arroz
e surgiu, provavelmente, por duplicacdo génica e uma mutacao na sequéncia de
um destes genes (SINGH et al., 2014).

Todos os receptores encontrados em arroz contém os seis dominios
conservados, bem como todos os aminoacidos invariantes da familia de genes
AtGLR, mostrando sua relagdo com Arabidopsis ou de um antepassado comum a
ambos (LI; ZHU; SONG, 2006). O dominio M2 é muito semelhante a uma
subunidade de receptor de cainato, mas a regido do poro de arroz GLR contém
um quinto dominio transmembranar adicional (LI; ZHU; SONG, 2006; SINGH
et al., 2014). Sua funcdo é até agora desconhecida, mas ele poderia mudar,
melhorar ou medir a seletividade de ions do complexo receptor formado (LI;
ZHU; SONG, 2006).
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A genética reversa de superexpressao ou nocaute tem sido adotada para
investigar o papel de genes especificos, como AtGLRs. Como exemplo desses
estudos, demonstraram que GLRs 3.2 e 3.4 sdo capazes de interagir fisicamente
um com o outro no floema e que insercdo de T-DNA mutante de ambos, glr3.2 e
glr3.4, exibiu um aumento substancial nos primérdios de raizes laterais em
plantulas de Arabidopsis (VINCILL et al., 2013).

O nocaute de OsGLR3.1 foi associado com o rompimento da coifa em
desenvolvimento, a reducdo do tamanho do centro quiescente, o declinio na
expansdo radial, a cessacdo da atividade meristematica da raiz e, em Ultima
analise, a morte celular no &pice da raiz (LI; ZHU; SONG, 2006).

Em outros estudos, os mutantes de dois genes de Arabidopsis, GLR3.3 e
GLR3.4, exibiam despolarizacgdo da membrana e concentragdo de Ca®*
prejudicadas em respostas ao glutamato extracelular e outros aminoécidos, em
comparagdo com o tipo selvagem, sugerindo que estes genes estdo direta ou
indiretamente envolvidos na percepcdo de aminoacidos extracelular (QI;
STEPHENS; SPALDING, 2006).

Kim et al. (2001) superexpressaram constitutivamente AtGLR3.2, o que
levou a sinais de deficiéncia de Ca®* e a uma hipersensibilidade a K* e Na*. Na
base destes resultados, AtGLR3.2, que é o mais abundante expresso em tecidos
vasculares, tem um papel proposto na distribuicdo de Ca®* dentro da planta.

Experimentos sobre a adaptacdo do estresse da planta demonstraram
rapida resposta a este estimulo na forma de uma expressdo genética alterada de
varios AtGLRs (MEYERHOFF et al., 2005). A tolerancia a seca é uma
caracteristica importante de plantas, pois a maioria delas encontrou a falta de
agua regularmente. As consequéncias para as plantas sdo graves, considerando
os distarbios osméticos e idnicos dentro dos organismos que, entre outros, levam
a uma perda da funcdo da proteina (WANG; VINOCUR; ALTMAN, 2003).
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GLRs como canais de Ca** sio potencialmente esperados para cumprir
um papel pivo na mediagdo de sinais de estresse de seca. Uma superexpressao
dos dois receptores de glutamato OsGLR1 e de OsGLR2 de O. sativa foi
encontrada para aumentar a tolerancia a seca, ndo s em arroz, mas também
guando estes receptores sdo expressos heterogeneamente em Arabidopsis (LU et
al., 2014).

2.4 Déficit hidrico

Em condigdes naturais, as plantas sdo, muitas vezes, expostas a varios
estresses ambientais. A seca é um dos mais importantes e prevalentes fatores de
estresse para plantas em muitas partes do mundo, especialmente nas zonas aridas
e semidridas (MADHAVA et al., 2006).

O estresse pode afetar negativamente a quantidade e a qualidade do
crescimento das plantas e a produtividade (NEZHADAHMADI; FARUQ,
2013), o crescimento, a integridade da membrana, o conteldo de pigmentos, a
relacdo hidrica e a atividade fotossintética da planta, sendo estas respostas
fisiologicas de curto ou longo prazo (TAIZ; ZEIGER, 2013) e, geralmente,
levam a mudancas fisioldgicas, morfoldgicas, ecoldgicas, bioquimicas e
moleculares nas plantas (BHARGAVA; SAWANT, 2013).

No déficit hidrico as respostas das plantas dependem da duracdo e da
gravidade da deficiéncia de agua, da espécie vegetal, da idade e do estagio de
desenvolvimento (NOGUEIRA et al., 2001). Ha vérias razbes para o déficit de
agua nas plantas, incluindo baixa pluviosidade, salinidade, temperaturas altas e
baixas, e alta intensidade de luz, entre outros.

Muitas plantas desenvolveram mecanismos de resisténcia para tolerar o
déficit hidrico, sendo estes mecanismos variados e dependentes das espécies de

cada planta. Existem vérias formas de tolerancia & seca em plantas, incluindo
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fisioldgica, morfologica, ecoldgica, bioquimica, e mecanismos moleculares.
Normalmente, 0s mecanismos envolvidos na planta tolerante a seca seguem um
plano geral: manutencdo da homeostase de 4gua da célula em condi¢des de seca.
Isso € possivel, principalmente, ao bloqueio a perda de dgua e ao aumento da
entrada de agua para as células, o que, eventualmente, leva para as funcdes
celulares normais (ASHRAF; OZTURK; ATHAR, 2009).

Uma das respostas mais conhecidas contra o déficit hidrico é a sintese
do ABA (&cido abscisico) e a sua sinalizacdo. Este hormonio, além de ser
essencial para respostas de curto e longo prazo contra estresses ambientais,
como o controle da abertura estomética, reducdo da area foliar, crescimento
radicular e mudanca da arquitetura da raiz, atua também na dorméncia de
sementes e maturacao de frutos (ZHANG et al., 2014).

A biossintese do ABA inicia-se com a epoxidacdo dos compostos
zeaxantina e anteraxatina para violaxatina, sendo essa reacdo catalisada pela
zeaxantina epoxidase (ZEP) (CHRISTMANN et al., 2006).

Apo6s sua biossintese, o ABA liga-se ao complexo proteico
PYR/PYL/RCAR [Pyrabactin Resistancel (Pyrl)/PYR1-Like (PYL)/Regulatory
Components of ABA Receptors (RCAR)], o qual apresenta dominios
hidrofobicos que reconhecem este fito-horménio, mudando sua conformacéo
para um estado mais compacto (Figura 2) (NISHIMURA et al., 2013). Nesta
etapa, inicia-se a cascata responsiva ABA-dependente. Por meio de anéalises de
interacdo de proteinas, foi verificado que as proteinas PYR/PYL/RCAR, apds o
reconhecimento e a ligacdo com o ABA, interage com proteinas da familia PP2C
(2C-type Protein Phosphatases) (PARK et al., 2009). Em virtude da sua fungéo
de defosforilagdo, PP2C apresenta uma interacdo negativa com proteinas kinase
da subclasse 11l da familia SNRK2 (SNF1- related protein kinase 2). No entanto,
ao se ligar com as proteinas PYR/PYL/RCAR, a PP2C diminui a interacéo,
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ativando a funcdo kinase das proteinas SnRK2 (ZHANG et al., 2014), tornando

possivel a cascata responsiva ABA-dependente (Figura 2).

Figura2 - Esquema representativo da sinalizacdo ABA-dependente. Apds a
biossintese de ABA, este se liga ao complexo PYR/PYL/RCAR,
induzindo uma mudanca conformacional destas moléculas. As
proteinas inativadoras PP2C reconhecem PYR/PYL/RCAR + ABA,
diminuindo a afinidade com as proteinas SnRK2. Assim, as SnRK2
sdo capazes de ativar outras proteinas ou fatores de transcricdo
downstream e, assim, continuar com a resposta ao estresse hidrico.
Adaptado de Kuromori et al. (2014).
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Apesar de a cascata ABA-dependente ser crucial para a reposta da planta
ao estresse hidrico, alguns genes se expressam em mutantes cuja sinalizagdo de
ABA foi comprometida, sugerindo uma rota ABA-independente (AGARWAL;

JHA, 2010). Apos a percepcado do estresse, fatores de transcricdo sdo expressos e



25

desempenham uma funcdo regulatéria em genes denominados funcionais.
Alguns destes fatores de transcricdo reconhecem a sequéncia DRE
(Dehydration-Responsive Element - TACCGACAT) presente em varios genes
induzidos por desidratacdo (ROYCHOUDHURY; PAUL; BASU, 2013). Varios
membros pertencentes a familia DREB/CRT (DRE-Binding Protein/CRT-
Binding fator) ja foram caracterizados em diversas espécies, tais como A.
thaliana (LIU et al., 2000), Glycine max (MIZOI et al., 2013) e O. sativa
(MATSUKURA et al., 2010), entre outras, demonstrando ter alta expressdo em
plantas sob estresse hidrico, além de aumentar a tolerancia em plantas
geneticamente modificadas (CHEN et al., 2007; KASUGA et al., 2004).
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3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério Central de Biologia
Molecular, localizado na Universidade Federal de Lavras, em Lavras, MG.

3.1 Material vegetal

Sementes de N. tabacum cv. SRI foram esterilizadas com alcool 70% e
hipoclorito de s6dio 1% acrescido de Tween-20 0,01%, por 15 minutos e lavadas
seis vezes em agua estéril. As sementes foram semeadas em frascos de vidro
contendo 50 mL de meio MS sdlido (MURASHIGE; SKOOG, 1962)
suplementado com 3% de sacarose. As culturas foram mantidas a 28 °C, sob
fotoperiodo de 16 horas por quatro semanas.

As folhas das plantulas foram removidas apds o periodo descrito e
cortadas em segmentos de 1 cm2 com o auxilio de lamina de bisturi estéril, sobre
uma placa de Petri umedecida com agua deionizada estéril para manter os
explantes hidratados, o0s quais foram utilizados nos experimentos de

transformacao genética.

3.2 Descricao do plasmideo

O vetor binario utilizado foi o p7i2x, cujo cassete génico inserido
contém um promotor da Ubiquitina, o0 gene OsGLR3.1, um terminador NOS-T e
0 gene marcador de selecdo de plantas Bar, o qual confere resisténcia ao
herbicida fosfinotricina (PPT), flanqueado pelo promotor constitutivo 35-S e 0
terminador E9 (Figura 3). Este vetor binario também contém o gene de
resisténcia aos antibiodticos espectinomicina e estreptomicina utilizados para a

selecdo das bactérias transformadas.
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Figura 3 - Esquema ilustrativo do cassete génico inserido no vetor binario p7i2x,
demonstrando o gene marcador de selecdo (amarelo), flanqueado pelo
promotor 35S (cinza) e terminador E9 (vermelho) e o gene de
interesse OsGLR3.1(azul), flanqueado pelo promotor da Ubiquitina
(verde) e terminador NOS-T (vinho).

1= - @ SeH

3.2.1 Confirmagéo do vetor em A. tumefaciens

Foram utilizadas para este trabalho cepas de A. tumefaciens LBA 4404
transformadas com o gene OsGLR3.1, mantidas em estoque de glicerol a -80 °C
no Laboratério Central de Biologia Molecular da UFLA. Para confirmar a
presenca do vetor nestas bactérias, foi realizada uma PCR utilizando o primer
para o gene alvo. Cerca de 10 pL do estoque da Agrobacterium foram
inoculados em 5 mL de meio LB liguido contendo os antibidticos
espectinomicina 100 pg/mL e estreptomicina 300 pg/mL e crescidos, a 28 °C,
por 48 horas, sob agitagdo a 200 rpm. Apos este periodo, foi realizada a extragdo
do DNA plasmidial a partir do protocolo de lise alcalina utilizado nas extragdes
dos plasmideos de E. coli.

Para o protocolo de lise alcalina foram retirados 2 mL e transferidos
para microtubos, centrifugados a 16.000 g, durante 2 minutos. Apds a
centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido com 200
ML de uma primeira solucdo (50 mM TRIS, 10 mM EDTA, 0,1 g/L RNAse A, a
um pH de 8,0), utilizando vortex. Para a lise celular foram adicionados 200 pL
de uma segunda solucdo alcalina (200 mM NaOH e 1% p/v SDS) e,
sucessivamente, mais 200 pL de uma terceira solucdo (3M acetato de potassio
pH 5,5).
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As amostras permaneceram 10 minutos em gelo e foram centrifugadas,
a 16.000 g, durante 10 minutos. Os sobrenadantes foram transferidos para
microtubos de 1,5 mL, contendo 450 uL de isopropanol, para a precipitacdo do
DNA plasmidial. Os microtubos permaneceram em temperatura ambiente
durante 5 minutos e centrifugados, novamente, a 16.000 g, durante 10 minutos,
para a formacdo do pellet contendo o plasmideo. O alcool isopropilico foi
retirado para acrescentar o etanol 70%, no intuito de lavar o pellet. O etanol foi
descartado e o pellet ressuspendido com 20 pL do tampdo TE (10 mM Tris, 1
mM EDTA pH de 8,0). Em seguida, 0 DNA plasmidial foi quantificado em
espectrofotometro (Nanodrop® ND-1000).

A amplificacdo do gene de interesse foi feita em um volume final de
25 uL, utilizando 1 U da GoTag® Flexi DNA polimerase (Promega®), 3 pL
tampéo 5X, 0,6 mM dNTP mix, 1,75 mM de MgCl, 1 uM de primer forward
TGCGGACAGTTGGCTATTGG e reverse ATATCCCCTATTGCTGCGTC do
gene, 5% de DMSO e 10 ng/uL de DNA. A amplificacdo foi realizada em
termociclador Eppendorf® Mastercycler, programado com temperatura de
desnaturacdo inicial de 95 °C, por 15 minutos; 40 ciclos de amplificacdo
compostos de trés etapas: 94 °C, por 30 segundos; 55 °C por 1min30; 72 °C, por
1min30, com uma extensdo final de 10 minutos a 72 °C.

O produto da PCR foi submetido a eletroforese em gel de agarose 1% e
tampdo TAE sob uma voltagem de 80 V, corado com brometo de etideo e

visualizado sob luz UV.

3.3 Transformacao genética e regeneracgéo

Apos confirmacdo, as bactérias foram plaqueadas em meio LB sélido
contendo o0s antibidticos espectinomicina (100 mg.L™) e estreptomicina (300

mg.L™), sendo mantidas a 28 °C, por 48 horas. Colonias isoladas foram
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cultivadas em 5 mL de meio de cultura liquido LB acrescido dos mesmos
antibioticos, a 28 °C, em agitador rotativo com 300 rpm por 6 horas. Ap6s 6
horas de incubacdo, 3 mL desse pré-indculo foram transferidos para 7 mL de
meio LB contendo 0s mesmos antibidticos para crescimento a 28 °C (300 rpm)
até atingir OD 600 = 0,6 (aproximadamente 16 horas).

As células bacterianas foram precipitadas a 2.300 g, por 10 minutos e
ressuspendidas para OD600 = 0,2 em meio LB suplementado com 200 uM de
acetoseringona previamente aquecida a 37 °C, por 10 minutos.

Foi adicionado 1 mL de cultura diluida de A. tumefaciens em 10 mL de
LB. Os explantes foliares de N. tabacum cv. SRI foram cortados de forma a
desprezar a nervura central e as extremidades, tendo o cuidado de evitar
ferimentos na folha. Foram, entdo, imersos no in6culo e mantidos em cocultivo,
a temperatura ambiente, por 5 minutos, sob leve agitacdo manual. Os explantes
foram transferidos para placas de Petri com papel filtro estéril para retirar o
excesso de bactérias e, posteriormente, inoculados, mantendo a face adaxial dos
explantes em contato com o meio, em placas contendo meio MS s6lido
suplementado com 3% de sacarose e BAP (1,13 mg.L™), por 48 horas, a 28 °C,
no escuro. Para controle foram imersos explantes em meio LB sem cultura
bacteriana.

Apo6s o cocultivo, os explantes foram transferidos para meio de
regeneracao, constituido por meio basal MS suplementado com 3% de sacarose,
BAP (2,25 mg.L™), Timentin® (300 mg.L™) e agente seletivo PPT (2 mg.L™), e
mantidos em sala de crescimento, sob fotoperiodo de 16 horas, a temperatura de
28 °C, por duas semanas.

Os brotos formados a partir dos explantes transformados foram
excisados e transferidos para o meio MS sdlido, suplementado com 3% de
sacarose, Timentin® (300 mg.L™) e suplementado com PPT (2 mg.L™), para

selecdo e multiplicacdo das plantas transformadas. Uma vez que as amostras de
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folha foram coletadas, elas foram armazenadas em ultrafreezer (-80 °C) até o dia
da extracéo.

3.4 Extracdo do DNA gendmico

O DNA gendmico de folhas de N. tabacum foi extraido pelo método de
Doyle e Doyle (1987) com modificagdes. As amostras congeladas foram
maceradas (200 mg de tecido) utilizando um cadinho contendo nitrogénio
liquido e o material macerado foi, posteriormente, transferido para um tubo de 2
mL, dentro da capela, para o acréscimo de 750 pL do tampdo CTAB (2% p/v
CTAB; 2,5% p/v de PVP-40; 2M NaCl; 100 mM tris-HCI pH 8,0; 25 mM
EDTA pH 8,0), juntamente com 3 uL de 3-mercaptoetanol e homogeneizado por
30 segundos com vortex. As amostras foram incubadas em Thermomixer
Confort (Eppendorf), durante 60 minutos, a 65 °C, sendo homogeneizadas por
inversdo a cada 10 minutos.

Apbs este periodo foi adicionado um volume (753 uL) de cloroférmio:
alcool isoamilico (24:1 v/v) mantendo a agitagdo por vortex. ApoOs
homogeneizagdo, as amostras foram centrifugadas, por 10 minutos, a 9.300 g, a
4 °C e o sobrenadante (fase aquosa) foi transferido para novo tubo. Foi
adicionado, novamente, 1 volume (na mesma propor¢do do sobrenadante que foi
retirado) de cloroférmio: alcool isoamilico (24:1 v/v), mantendo sob agitagdo.
Apbs esse processo, 0 sobrenadante foi transferido para um novo tubo
previamente identificado em que foram adicionados 3 pL de RNAse (10 mg.L
1. As amostras foram homogeneizadas por inversao e incubadas em banho seco,
a 37 °C, por 30 minutos.

Para a precipitacdo do DNA, a cada amostra foi adicionado 0,6 do
volume (450 pL) de alcool isopropilico, sendo homogeneizado por inversdo em

torno de 30 vezes e incubado, a -20 °C, por 60 minutos. Apds esta etapa, uma
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nova centrifugagéo, por 20 minutos, a 16.100 g, a 4 °C, foi realizada e, desta vez,
0 sobrenadante foi descartado. O precipitado foi lavado com 500 pL de etanol
70% e centrifugado, por 3 minutos, a 16.100 g. ApGs a retirada do etanol e a
secagem do pellet, este foi ressuspendido com 30 pL do tampdo TE ou agua
Milli-Q. O DNA genémico foi quantificado em espectrofotdmetro (Nanodrop®
ND-1000).

3.5 Confirmacéo das plantas transformadas via PCR e andlise do niumero

de cépias

A confirmacgéo da presenga do gene OsGLR3.1 foi realizada por anélise
de PCR, utilizando 1 U da GoTag® Flexi DNA polimerase (Promega®), 3 pL
tampdo 5X, 0,6 mM de dNTP mix, 1,75 mM de MgCl, 2 pL de primer forward
TGCGGACAGTTGGCTATTGG e reverse ATATCCCCTATTGCTGCGTC do
gene OsGLR3.1 e 10 ng/uL de DNA, completando o volume final com agua
ultrapura autoclavada para 25 pL. Com esta reagdo obteve-se a amplificacdo de
um fragmento de 413 pb nas plantas transformadas.

A amplificagdo foi realizada em termociclador Eppendorf®
Mastercycler, programado com temperatura de desnaturacéo inicial de 95 °C,
por 15 minutos, 40 ciclos de amplificagdo compostos de 3 etapas: 94 °C, por 30
segundos; 55 °C, por 1 minuto e 30 segundos; 72 °C, por 1 minuto e 30
segundos, com uma extensao final de 10 minutos a 72 °C.

Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 0,8% (m.v"), corados com brometo de etidio (0,5 pg/mL), sob corrente
elétrica de 110 V em tampdo TAE (0,001 M EDTA pH 8,0; 0,04 M TRIS pH
8,0; 0,02 M acido acético), por um periodo de, aproximadamente, 90 minutos. O
gel foi visualizado sob luz wultravioleta e a imagem captada pelo
fotodocumentador (EDAS 290, Kodak®).
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Com o DNA das plantas confirmadas pela PCR para o gene OsGLR3.1
foi realizada uma nova PCR, nas mesmas condicdes descritas anteriormente,
porém, com os primers para amplificacdo do gene da estreptomicina. Essa etapa
é importante para confirmar que ndo houve contaminacdo com DNA plasmidial
na extracdo do DNA gendmico, comprovando, assim, que as plantas estdo
realmente transformadas. Apds confirmacéo dos eventos via PCR, foi avaliado o
numero de cépias inserido no genoma da planta. Reagdes de PCR quantitativa
foram conduzidas no equipamento ABI 7500 Real-Time PCR (Apllied
Biosystems) com trés réplicas técnicas. Para a amplificacdo, cada reagdo
continha um volume total de 10 pL com 50 ng de DNA, 5 pL 1X SYBR® Green
(Applied Biosystems) e 0,6 uM dos primers especificos de cada gene. As
condigdes das reagdes ocorreram durante 2 minutos, a 50 °C; 10 minutos, a 95
°C, seguidos de 40 ciclos de 10 minutos a 95 °C e 1 minuto a 60 °C, finalizadas
por 15 segundos a 95 °C. As eficiéncias de amplificacdo para cada par de
primers (E) foram determinadas pelo programa LinRegPCR versdo 11.0
(http://LinRegPCR.nl). Como referéncia de copia Unica foram utilizados os
primers para o gene Axil (SUBR; NOVAKOVA; DRAHOVSKA, 2006) de
tabaco e para o transgene, primers do gene bar (marcador de sele¢do no cassete

de transformagé&o).

3.6 Multiplicacéo e enraizamento

As plantas de N. tabacum cv. SRI contendo uma Unica cépia do gene
OsGLR3.1 foram multiplicadas e enraizadas em meio MS suplementado com

3% de sacarose e Timentin® (300 mg.L™), sob ago do agente seletivo.
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3.7 Experimento de estresse induzido

A partir do resultado da PCR e da andlise do numero de cdpias, dois
eventos transformantes foram selecionados para o experimento de estresse
induzido por polietilenoglicol 6000. Para tal, plantas que ndo passaram pelo
processo de infeccdo (Controle) e os eventos transformantes foram
micropropagados in vitro em meio MS, suplementado com 30 g L™ de sacarose
e 1,7 g L™ de phytagel como agente gelificante, até atingirem 60 plantas de cada
evento.

Posteriormente, metade das plantas, tanto controle como transformadas,
foi cultivada em condi¢cBes normais, somente com meio MS basal, e a outra
parte sob condicdo de estresse induzido, com meio MS basal acrescido de 200
g.L™ de PEG6000, a 27 °C, mimetizando um potencial hidrico de -0,5MPa. Em
ambas as condi¢des, as amostras foram representadas em triplicata bioldgica,
coletadas em trés tempos diferentes (0; 6 e 24 horas). O tempo 0 foi 0 mesmo
para as amostras sob condi¢fes normais e estresse induzido. Cada triplicata
bioldgica foi representada por duas plantas. Todos os meios de cultura ficaram
imersos em vermiculita. Ap6s a coleta, as plantas foram armazenadas em

ultrafreezer (-80 °C) até o momento da extracdo do RNA.
3.8 Expressao génica
3.8.1 Extracao de RNA total
A extracdo de RNA foi realizada utilizando-se 200 mg de tecido
macerado de folhas e de raizes em N, liquido, seguida da adi¢do de 1 mL de TRI

Reagent® (Ludwig). As amostras foram homogeneizadas em vértex por 60

segundos e centrifugadas, a 12.000 g, por 10 minutos a 4 °C. A fase aquosa
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superior foi transferida para um novo tubo e incubada, em temperatura ambiente,
por 5 minutos. Em seguida, foram adicionados 200 pL de cloroférmio em cada
tubo, misturados por inversdo e posterior incubacdo em temperatura ambiente,
por 3 minutos.

As amostras foram centrifugadas, a 12.000 g, por 15 minutos a 4 °C e a
fase aquosa foi transferida para novo tubo com 500 pL de isopropanol. As
amostras foram incubadas em temperatura ambiente, por 10 minutos e
centrifugadas, a 12.000 g, por 10 minutos, a 4 °C. Ap6s o descarte do
sobrenadante, foi adicionado ao tubo 1 mL de etanol 70%, para lavagem das
amostras.

Os tubos foram submetidos a centrifugacdo por 5 minutos, 7.500 g, a 4
°C. O liquido foi descartado e foi realizada a secagem do pellet a 37 °C. Os
RNAs foram ressuspendidos em 50 puL. de H,O deionizada e armazenados, a -80
°C, até o momento de sua utilizacdo.

As amostras foram quantificadas em espectrofotdmetro Nanodrop® ND-
1000 pela leitura da absorbancia nos comprimentos de onda de 260, 280 e 230
nm, para garantir alto grau de pureza das amostras (Azsor2so € Azeor2z0 €QUiValentes
al8 —2,2). A avaliagdo da integridade dos RNAs extraidos foi realizada pela
visualizacdo das bandas individuais de RNA ribosomal (26S e 18S) em gel de

agarose 1%.

3.8.2 Tratamento com DNAse e sintese de cDNA

Todas as amostras foram tratadas com o Turbo DNA-free Kit (Ambion)
para a remocdo total de DNA gendmico, seguidas pela confirmacdo de sua
auséncia mediante PCR convencional com o primer do gene OsGLR3.1. A

sintese reversa da primeira fita do DNA complementar (cDNA) foi realizada a
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partir de 1.000 ng de RNA, utilizando o kit High-Capacity cDNA Reverse
Transcription (Applied Biosystems), conforme recomendages do fabricante.

3.8.3 Busca de sequéncias homologas e desenho de primers

Sequéncias ortélogas aos genes AtGLR3.4, PYR1 e DREB2 foram
identificadas na plataforma que tem sequéncias do genoma de N. tabacum - Sol
Genomics Network (https://solgenomics.net/). A busca foi realizada por meio da
ferramenta Basic Local Alignment Search (BLAST), utilizando-se as sequéncias
dos genes em estudo disponiveis no GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Os primers foram desenhados em regibes fora do dominio conservado
dos genes pelo OligoPerfect™ Designer, seguindo pardmetros especificos para
primers de gPCR e a qualidade foi realizada pelo OligoAnalyser (Integrated
DNA Technologies).

3.8.4 RT-gPCR

Os ensaios de qPCR foram realizadas no equipamento 7500 Real-Time
PCR System (Apllied Biosystems). Para cada reagdo, foram utilizados 200 ng de
cDNA, 0,2 uM dos primers foward e reverse, 5 pL 1X SYBR® Green (Applied
Biosystems) ¢ 3,6 uL de agua ultrapura para totalizar o volume final de reagdo de
10 pL. As condicOes das reacGes ocorreram durante 2 minutos, a 50 °C; 10
minutos, a 95 °C, sequidos de 40 ciclos de 10 minutos, a 95 °C e 1 minuto, a 60
°C, finalizadas por 15 segundos a 95 °C. A analise foi realizada com triplicata
biolégica e técnica, incluindo amostras interensaio para assegurar a
reprodutibilidade técnica entre as placas e amostras controles negativo (NTC no

template control) para cada par de primers.
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Os niveis de expressdao de cada gene alvo foram determinados pela
formula de Pfaffl (2001). Para isso, valores Cq (Ciclo de quantificacdo) de cada
amostra foram obtidos utilizando-se o programa 7.500 (Applied Biosystems) e 0s
dados foram normalizados com genes de referéncias previamente estabelecidos.
A ferramenta RefFinder (http://fulxie.Ofees.us) foi utilizada para avaliar a
estabilidade de expressdo de cinco candidatos a genes de referéncia descritos na
literatura: PP2A, Actin, L25, EF-1a e 18S (SCHMIDT; DELANEY, 2010). O
numero ideal de genes de referéncias a serem utilizados na normalizagdo dos
dados de expressio foi determinado pelo algoritmo  geNorm
(VANDESOMPELE et al., 2002).

As eficiéncias de amplificacdo para cada par de primers (E) foram
determinadas pelo programa LinRegPCR versdo 11.0 (http:/LinRegPCR.nl).

A andlise estatistica foi realizada pelo teste de médias de Tukey’s HSD,
com significancia de p<0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Transformacao genética e selecdo dos transformantes

Realizada a transformacéo dos explantes foliares a partir de plantulas de
tabaco cultivadas in vitro, tanto planta controle (Figura 4A) como planta
transformada (Figura 4B) passaram pela etapa de selecdo com herbicida
fosfinotricina (PPT), para selecionar as folhas resistentes. Conforme pode ser
observado na Figura 4C, os brotos resistentes exibem coloracdo esverdeada,
enguanto os susceptiveis ao agente seletivo apresentam clorose. O subcultivo
dos explantes foi feito até o aparecimento dos brotos e diferenciacdo das folhas
(Figura 4D). As plantulas foram isoladas e transferidas para um novo meio MS,
até a formac&o de raiz (Figura 4E).
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Figura 4 - Etapas do processo de transformacéo de tabaco. (A) Folhas de tabaco da
planta controle e (B) folhas de tabaco transformadas em meio MS com
agente seletivo (herbicida fosfinotricina PPT — 2 mg.L-1); (C) estagios
iniciais da formacéo de brotos no meio de sele¢do; (D) desenvolvimento
da parte aérea e (E) plantula de tabaco enraizando in vitro.

As plantas ndo transformadas (controle) passaram pela etapa de sele¢éo
com herbicida fosfinotricina (PPT), para confirmacdo de que elas ndo foram
selecionadas, pois ndo apresentam o0 cassete génico inserido com o gene
marcador de selecdo de plantas Bar, apresentando, entdo, clorose total dos
explantes.

As plantas transformadas passaram pela etapa de selecdo com herbicida
fosfinotricina (PPT) no meio de cultura; os explantes que sobreviveram a
selecdo passaram para um novo meio para desenvolvimento. O herbicida
fosfinotricina foi ainda adicionado ao meio seguinte para que ndo houvesse
escape de falsos transformantes, dando inicio a formacéao dos brotos.
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4.2 Confirmagéo da transformacéao

As plantas selecionadas in vitro com herbicida PPT foram testadas
guanto a inser¢do do gene de interesse por PCR. Para a presenca do inserto do
gene especifico OsGLR3.1 (Fig. 5), foram obtidas dezesseis plantas positivas de
dezesseis avaliadas, devido a amplificacdo de um fragmento especifico de 413
pb.
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Figura 5 - Fragmentos amplificados por PCR para o gene de interesse das plantas
de tabaco transformadas e regeneradas com a construcdo de interesse.
M - 1 kb (Invitrogen), 1 a 16 - plantas regeneradas da transformacao
com Agrobacterium tumefaciens, C+: controle positivo (plasmideo),
C-: controle negativo (agua) e PC- (planta de tabaco selvagem). As
setas indicam o tamanho do fragmento amplificado.

413pb
--------

) 103112013V 0R14°=115 " 16

413pb

4.3 Andlise do nimero de copias

O nGmero de copias do transgene foi calculado pelo método 2,
comparando-se cada amostra desconhecida com o DNA da amostra calibradora,
que continha uma Unica cOpia do transgene. Como esperado, o0 tabaco néo

transformado ndo apresentou amplificacdo para o0 gene bar. Eventos
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transformados (Evento 13 e Evento 14) apresentaram insercdo de uma a trés
copias do transgene, conforme mostrado na Tabela 1.

Tabela 1l - Estimativas do numero de cOpias do transgene por gPCR calculado

pelo 2°“*“* em linhagens TO de tabaco.
Amostras N°de copias (2 **“") Amostra calibradora
Planta controle 0,00
Evento 1 0,38
Evento 2 0,35
Evento 3 3,09
Evento 7 1,52
Evento 8 0,25
Evento 9 0,43
Evento 10 3,02
Evento 11 2,92
Evento 12 2,29
Evento 13 0,83
Evento 14 0,51
Evento 15 2,87
Evento 16 1,50

A partir dos valores da Tabela 1, pode-se observar que o nimero de
copias € bem variavel. Foram considerados como cépia Unica os valores de 0,5 a
1,0, segundo os resultados obtidos com o teste de segregacdo (3:1) da amostra
calibradora. O nimero de copias pode influenciar os niveis de expressdo e a
estabilidade genética dos genes exdgenos e enddgenos. Portanto, a inser¢do de
uma coépia do transgene € desejavel, pois eventos com coépia Unica sdo
considerados geneticamente mais estdveis (GADELETA et al., 2011).
Resultados semelhantes com transformagdo mediada por A. tumefaciens foram
encontrados em duas linhagens transgénicas de N. tabacum cv. Xanthi com
insercdo de uma copia do transgene AtWBC (A. thaliana ATP binding cassette
(ABC) transporter) (YUAN et al., 2007) e em 92 linhagens TO de algoddo com
insercdo de uma a quatro cdpias do gene nptll (neomycin phosphotransferase tip

I1) (YANG et al., 2013). Em comparagdo com a transformacdo mediada por A.
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tumefaciens, na transformagdo por biobalistica ocorre integragdo de um grande
nimero de copias do transgene no genoma vegetal, o que pode levar ao
silenciamento do transgene (VYACHESLAVOVA et al., 2012).

4.4 Estresse induzido por PEG 6000
O experimento de déficit hidrico induzido por PEG6000 foi realizado
com os dois eventos (E13 e E14) que apresentaram uma Unica clpia do

transgene no experimento descrito no item 4.3 (Figura 6).

Figura 6 - Plantas de tabaco em meio liquido com PEG e vermiculita.

O polietilenoglicol (PEG) tem sido utilizado com sucesso em trabalhos
de pesquisa para simular os efeitos do déficit hidrico nas plantas, em razéo da
capacidade do PEG 6000 diminuir o potencial hidrico do meio, levando a menor
absorcdo de &gua pela planta. Na literatura sdo encontrados estudos de
identificacdo de genes diferentemente expressos (LIU et al., 2014), estudos
fisiologicos (TENG et al., 2014) e de germinacdo de sementes (MARAGHNI;
GORAI; NEFFATI, 2010), os quais utilizam PEG6000 para avaliar o impacto
do déficit hidrico nas plantas. As plantas controle e as plantas transformadas

apresentaram leve sintoma de murcha ap6s 24 horas do inicio do tratamento em
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meio com PEG e vermiculita. Nao foi possivel perceber diferencgas visuais nos

sintomas entre as plantas transformadas e as plantas controle (Figura 7).

Figura 7 - Anélise visual das plantas controle e transformadas (E13 e E14), em
condi¢bes de estresse induzido por PEG 6000, nos trés tempos
analisados (0, 6 e 24 horas).

Oh

Controle Evento 13

Evento 13 Evento 14

24h  controle Evento 13 Evento 14

As plantas ndo apresentaram uniformidade de tamanho, apesar de terem
a mesma idade, o que seria ideal, mas pelo numero insuficiente de plantas, todas

foram avaliadas.
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4.5 Andlise da expressdo génica por RT-gPCR
4.5.1 Eficiéncia dos primers

As eficiéncias de amplificacdo para cada par de primers (E), tanto dos

genes alvo como os genes de referéncia, foram determinadas pelo programa
LinRegPCR e os valores obtidos variaram de 80% a 100% (Tabela 2).



Tabela 2 - Informagdes gerais sobre os genes analisados e 0s genes de referéncias utilizados para a normalizag&o.

Gene Definicdo Sequéncia do primer (5° -3°) Tm (°C) Amplicon (pb) E (%)
OsGLR3.1 Glutamate-like receptor F:AGATCCAACACCTCGTCCAG 60,11 142 96
R:CAAGGACCGCTTCTTCTTTG
59,99
NtDREB2 DRE-Binding Protein 2 F:-TTCAGCAGCAGAATGTGGAC 59,99 143 97,9
R:TGCAAGGTCATCCAAACTGA
60,24
NtPYR1 Pyrabactin Resistancel F:CATCAAACACGACCCATCAC 59,81 124 92,6
R:GAAGAGCATTGTGTGGCTGA
59,99
NtGLR3.4 Glutamate-like receptor 3.4 F:AACCTCCAAACACTTCAACCA 59,48 81 87,8
R;GCAGAGGCTTTCCATTATGC
59,81
PP2A Protein phosphatase 2A F:CTCAAGTGCCCCAGAGATGT 60,26 80 91,5
R:TAGCAGCAAACTTCCCCAAG
60,38
18S Ribosomal protein S18 F:GATTGACCTTGAAACAACAACG 59,52 118 90,5
R:CTAGCGGTCGACTCGGTTCT
61,86

17
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4.5.2 Expressdo do gene OsGLR3.1

A funcdo do gene OsGLR3.1 esta caracterizada por ser o gene
responsavel a manutencédo da divisao celular do meristema apical da raiz na fase
inicial da plantula (LI; ZHU; SONG, 2006).

O perfil de expressdo do transgene OsGLR3.1, em ambos 0s eventos

transformantes, foi semelhante em todas as condicGes analisadas (Figura 8).

Figura 8 - Perfil da expressdo quantitativa relativa (RQ), obtido por RT-gPCR,
do gene OsGLR3.1. As barras azuis correspondem as amostras do
Evento 13 e as barras vermelhas correspondem as amostras do
Evento 14, nas condig¢Ges (MS ou PEG) e o periodo da coleta (0, 6 e
24 horas). Controle enddgeno: PP2A e 18S.
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N&o houve amplificacdo do gene nas plantas controle (que ndo passaram
pelo processo de transformacdo), assim como esperado. Em meio MS + PEG
para o evento 14, houve um pegqueno aumento de expressdo do tempo 6h para o

tempo 24h, mas os valores ndo sdo significativos estatisticamente. Quando se
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conclui que uma diferenca ndo é estatisticamente significativa, isso ndo indica,
propriamente, que as médias sejam iguais, ou que ndo exista um efeito
substantivo. Indica apenas que ndo houve evidéncia suficientemente forte para
provar que a hipotese nula era falsa (RUMSEY, 2009).

Essa expressdo semelhante dos eventos transformantes em condicGes
diferentes, tanto no meio MS basal como no estresse induzido por PEG, pode ser
dada pela funcdo do promotor constitutivo presente no cassete génico. O
promotor constitutivo promove a mesma expressdo em condigdes diferentes e

em tecidos diferentes.

4.5.3 Expressdo do gene NtDREB2A

Nos tratamentos em que as plantas transformadas e controle
permaneceram em meio MS basal, o padrdo de expressdo do gene NtDREB2A
foi semelhante na metade das amostras, e com expressdo inexistente na outra
metade (Figura 9). Ja nos tratamentos em presenca de PEG, as plantas controle
apresentaram uma expressdo maior em 6h, decaindo em 24h, enquanto nas
plantas transformadas foi observado o oposto, uma menor expressdo do gene em

6h e um aumento elevado em 24h.
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Figura 9 - Perfil da expressdo quantitativa relativa (RQ), obtido por RT-qPCR,
do gene NtDREB2A. As barras amarelas correspondem as amostras
controle, as barras azuis correspondem as amostras do Evento 13 e as
barras vermelhas correspondem as amostras do Evento 14, nas
condi¢bes (MS ou PEG) e o periodo da coleta (0, 6 e 24 horas).
Controle endbgeno: PP2A e 18S.
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Os fatores de transcricdo DREB, pertencentes a familia ERF (Ethylene
Responsive Element Binding Factors), sdo conhecidos por reconhecer
sequéncias cis-elementos DRE (Dehdration responsive element) nas regides
promotoras e induzir a expressdo de genes estresse-responivos, cOmo 0S genes
LEA, deidrinas, biossintese de osmoprotetores e enzimas antioxidantes (KHAN,
2011; MATSUKURA et al., 2010). Alguns destes fatores de transcrigdo
participam das rotas independentes da sinalizagdo do ABA, como o0 DREB2A. A
expressdo desse gene é induzida, principalmente, devido a percepgédo do estresse
osmatico. Contudo, em estudos recentes foi demonstrado que a concentracdo de

Ca®" interfere na atividade destes fatores de transcricdo, inferindo sobre a
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inducdo de modifica¢bes conformacionais nas proteinas (WHALLEY et al.,
2011).

Em razdo do aumento de expressdo do gene NtDREB2A nas plantas
transformadas e o decréscimo nas plantas controle, infere-se que, com a
atividade do gene inserido OsGLR3.1 no influxo de Ca®* na célula, o aumento
deste ion no citosol e no nucleo interferiu na expressao e na atividade do gene
NtDREB2A.

4.5.4 Expressao do gene NtPYR1

O ABA, ao ser sintetizado pela planta, em condic¢Ges de déficit hidrico, é
reconhecido pelo complexo PYR/PYL/RCAR (Pyrabactin Resistance/PYR1-
like/Regulatory Component of ABA Receptor). Apo6s se ligar ao ABA, este
complexo possibilita a ativacdo da cascata ABA-dependente e a ativacdo de
genes estresse-responsivos. O gene NtPYR1 é ortélogo do AtPYR1 em A.
thaliana, o qual codifica uma proteina integrante do complexo receptor do ABA
(MEHROTRA et al., 2014; YANG et al., 2013; YOSHIDA et al., 2015). As
plantas controle apresentaram uma expressdo constante tanto em meio MS basal
como em meio com PEG, e, em PEG a expressdo foi mais elevada do que a
expressao das plantas transformadas (Figura 10). Isso sugere que a expressdo do
gene enddgeno é alterada pelo estresse, mas ndo é capaz de aumentar a
expressdao do gene NtPYR1, aumentando, consequentemente, a sintese de ABA

na planta.



50

Figura 10 - Perfil da expressdo quantitativa relativa (RQ), obtido por RT-qPCR,
do gene NtPYR1. As barras amarelas correspondem as amostras
controle, as barras azuis correspondem as amostras do Evento 13 e
as barras vermelhas correspondem as amostras do Evento 14, nas
condigdes (MS ou PEG) e o periodo da coleta (0, 6 e 24 horas).
Controle endogeno: PP2A e 18S.
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As plantas transformadas apresentaram expressfes opostas. O evento 13
apresentou maior expressao no tempo 6h, decaindo substancialmente as 24h e o
evento 14 teve um baixo aumento da expressdo do tempo 6h para o 24h. Esse
resultado pode estar relacionado com o local de inser¢édo do gene no genoma da
planta, o que evidencia comportamentos tdo distintos de dois eventos
transformantes. A insercdo do gene OsGLR3.1 demonstrou um efeito mais

elevado na expressdo do gene NtPYR1 nos tratamentos sem estresse induzido.
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4.5.5 Expressédo do gene NtGLR3.4

O gene GLR3.4 é homologo em Arabidopsis ao gene OsGLR3.1 usado
na transformacdo genética. AtGLR3.4 é expresso ubiquamente em Arabidopsis,
incluindo raizes, feixes vasculares, células do mesofilo e as células guarda.
Estresses abidticos, tais como estresse osmotico ou frio, estimulam a expressao
de AtGLR3.4 (MEYERHOFF et al., 2005).

O perfil de expressdo do gene NtGLR3.4 em ambos o0s eventos

transformantes foi semelhante em todas as condic¢Ges analisadas (Figurall).

Figura 11 - Perfil da expressdo quantitativa relativa (RQ), obtido por RT-gPCR,
do gene NtGLR3.4. As barras amarelas correspondem as amostras
controle, as barras azuis correspondem as amostras do Evento 13 e
as barras vermelhas correspondem as amostras do Evento 14, nas
condi¢cdes (MS ou PEG) e o periodo da coleta (0, 6 e 24 horas).
Controle enddgeno: PP2A e 18S.
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Pode-se observar uma maior expressdo no evento 13 nos tempos 6h e
24h, decaindo no evento 14, em ambos os tempos. Este gene ndo altera sua
expressdao em condicBes de estresse induzido tanto nas plantas controle quanto
nas plantas transformadas nos diferentes tempos analisados e demonstra maior
expressdao em condicBes normais. A inser¢cdo do transgene OsGLR3.1 ndo
influencia a expressdo do homdlogo NtGLR3.4. Apesar de NtGLR3.4 responder
a estresses abidticos, o déficit hidrico ndo altera seu padrdo de expressdo. Genes
homdlogos podem ou ndo ter a mesma fungdo. Visto que o objetivo, neste
trabalho, foi estudar a hipétese de que o transgene OsGLR3.1 responde ao
déficit hidrico e baseado no padrdo de expressdo do homoélogo, essa hipotese

torna-se inconclusiva.
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

Por meio da transformacdo genética, via A. tumefaciens, de explantes
foliares de Nicotiana tabacum, foi possivel inserir com sucesso 0 gene
OsGLR3.1, obtendo plantas transgénicas e com a insercdo de uma Unica copia
no genoma.

A presenca do gene exdgeno demonstrou expressao homogénea tanto
em condicdo normal como em estresse induzido e demonstrou alterar
parcialmente a expressdo dos genes relacionados a seca e minimamente a
expressdao do seu gene homdlogo, tornando inconclusiva a hipétese de que o
transgene tenha tolerancia ao déficit hidrico. Novos estudos sao necessarios para

verificar a funcéo do gene na tolerancia ao déficit hidrico.



54

REFERENCIAS

ACHER, F. C.; BERTRAND, H. O. Amino acid recognition by Venus flytrap
domains is encoded in an 8-residue motif. Biopolymers, New York, v. 80, n.
2/3, p. 357-366, 2005.

AGARWAL, P. K.; JHA, B. Transcription factors in plants and ABA dependent
and independent abiotic stress signalling. Biologia Plantarum, Copenhagen, v.
54, n. 2, p. 201-212, 2010.

ANDRADE, A. Avaliacao de paréametros que influenciam a transformacéo
genética de E. grandis via Agrobacterium. 2001. 123 p. Dissertagao
(Mestrado em Genética e Melhoramento de Plantas)-Escola Superior de
Agricultura “Luiz de Queiroz” Piracicaba, 2001.

ASHRAF, M.; OZTURK, M.; ATHAR, H. R. Salinity and water stress,
improving crop efficiency. Wageningen: Springer, 2009. 244 p.

BHARGAVA, S.; SAWANT, K. Drought stress adaptation: metabolic
adjustment and regulation of gene expression. Plant Breeding, Berlin, v. 132, n.
1, p. 21-32, Feb. 2013.

BRASILEIRO, A. C. M. Positive, negative and marker-free strategies for
transgenic plant cell selection. Brazilian Journal of Plant Physiology, Brasilia,
DF, v. 14, n. 2, p. 1-10, 2002.

BRASILEIRO, A. C. M.; CARNEIRO, V. T. C. Manual de transformacéo
genética de plantas. Brasilia, DF: EMBRAPA-SPI/EMBRAPA-Cenargen,
1998. 309 p.

BRASILEIRO, A. C. M.; DUSI, D. M. A. Transformacao genética de plantas:
a cultura de tecidos e transformagdo genética de plantas. Brasilia, DF:
EMBRAPA, 1999. 14 p.

CHEN, M. et al. GmDREBZ2, a soybean DRE-binding transcription factor,
conferred drought and high-salt tolerance in transgenic plants. Biochemical and
Biophysical Research Communications, Orlando, v. 353, n. 2, p. 299-305,
2007.



55

CHIU, J. C. et al. Phylogenetic and expression analysis of the glutamate-
receptor-like gene family in Arabidopsis thaliana. Molecular Biology and
Evolution, Chicago, v. 19, n. 7, p. 1066-1082, 2002.

CHRISTMANN, A. et al. Integration of abscisic acid signalling into plant
responses. Plant Biology, Stuttgart, v. 8, p. 314-325, 2006.

DINGLEDINE, R. et al. The glutamate receptor ion channels. Pharmacological
Reviews, Baltimore, v. 51, p. 7-61, 1999.

DOYLE, J. J.; DOYLE, J. L. Isolation of plant DNA from fresh tissue. Focus,
Washington, v. 12, p. 13-15, 1987.

GADELETA, A. et al. Realtime PCR for detection of precise transgene copy
number in durum wheat. Cellular & Molecular Biology Letters, Berlin, v. 16,
p. 652-688, 2011.

GASSER, C. S.; FRALEY, R. T. Genetically engineering plants for crop
improvement. Science, New York, v. 244, p. 1293-1299, 1989.

GIRIJASHANKAR, V. Genetic transformation of eucalyptus. Physiology
Molecular Biology Plants, New York, v. 17, n. 1, p. 9-12, 2011.

GOODSPEED, T. H. The genus nicotiana. Journal of the American
Pharmaceutical Association, New York, v. 45, n. 3, p. 193-194, Mar. 1956.

HOHN, B. Exploration of Agrobacterium tumefaciens. In: RUSSO, V. E. A. et
al. (Ed.). Development: the molecular genetic approach. Berlin: Springer
Verlag, 1992. p. 206-216.

HUANG, B. Q.; RUSSEL, S. D. Synergid degeneration in Nicotiana: a
quantitative, fluorochromatic and chlorotetracycline study. Sexual Plant
Reproduction, New York, v. 5, p. 151-155, 1992,

KASUGA, M. et al. A combination of the Arabidopsis DREB1A gene and
stress-inducible rd29A promoter improved drought-and low-temperature stress
tolerance in tobacco by gene transfer. Plant and Cell Physiology, Kyoto, v. 45,
n. 3, p. 346-350, 2004.

KHAN, M. S. The role of DREB transcription factors in abiotic stress tolerance
of plants. Biotechnology & Biotechnological Equipment, Sofia, v. 25, n. 3, p.
2433-2442, 2011.



56

KIM, S. A. et al. Overexpression of the AtGIUR2 gene encoding an Arabidopsis
homolog of mammalian glutamate receptors impairs calcium utilization and
sensitivity to ionic stress in transgenic plants. Plant Cell Physiology, Oxford, v.
42,n. 1, p. 74-84, 2001.

KUROMORI, T. et al. Drought stress signaling network. In: HOWELL, S. H.
(Ed.). Molecular biology. New York. Springer, 2014. p. 383-409.

LACOMBE, B.; BECKER, D.; HEDRICH, R. The identity of plant glutamate
receptors. Science, New York, v. 292, p. 1486-1487, 2001.

LAM, H. M. et al. Glutamate-receptor genes in plants. Nature, London, v. 396,
n. 6707, p. 125-126, 1998.

LAMBRET-FROTTE, J. et al. Promoter isolation and characterization of GhAO-
likel, a Gossypium hirsutum gene similar to multicopper oxidases that is highly
expressed in reproductive organs. Genome, Ottawa, v. 59, n. 1, p. 23-36, 2016.

LI, J.; ZHU, S.; SONG, X. A rice glutamate receptor-like gene is critical for the
division and survival of individual cells in the root apical meristem. The Plant
Cell, Rockville, v. 18, p. 340-349, 2006.

LIU, C. etal. OsbZIP71, a bZIP transcription factor, confers salinity and drought
tolerance in rice. Plant Molecular Biology, Dordrecht, v. 84, n. 2, p. 19-36,
2014.

LIU, Q. et al. Regulatory role of DREB transcription factors in plant drought,
salt and cold tolerance. Chinese Science Bulletin, Beijing, v. 45, n. 11, p. 970-
975, 2000.

LU, G. et al. Application of T-DNA activation tagging to identify glutamate
receptor-like genes that enhance drought tolerance in plants. Plant Cell
Reports, Berlin, v. 33, n. 4, p. 617-631, Mar. 2014.

LUBINI, G. Caracterizacdo do gene NtCDKG;2 expresso no pistilo de
Nicotiana tabacum L. 2012. 140 p. Tese (Doutorado em Genética Geral)-
Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2012.

MADHAVA, K. V. et al. Physiology and molecular biology of stress
tolerance in plants. Wageningen: Springer, 2006. 345 p.



57

MARAGHNI, M.; GORAI, M.; NEFFATI, M. Seed germination at different
temperatures and water stress levels, and seedling emergence from different
depths of Ziziphus lotus. South African Journal of Botany, Pretoria, v. 76, n.
3, p. 453-459, 2010.

MATSUKURA, S. et al. Comprehensive analysis of rice DREB2-type genes that
encode transcription factors involved in the expression of abiotic stress-
responsive genes. Molecular Genetics and Genomics, Berlin, v. 283, n. 2, p.
185-196, 2010.

MEHROTRA, R. et al. Abscisic acid and abiotic stress tolerance-different tiers
of regulation. Journal of Plant Physiology, Stuttgart, v. 171, n. 7, p. 486-496,
2014.

MEYERHOFF, O. et al. AtGLR3.4, a glutamate receptor channel-like gene is
sensitive to touch and cold. Planta, Berlin, v. 222, n. 3, p. 418-427, Apr. 2005.

MIZOI, J. et al. GmMDREB2A,; 2, a canonical DREB2-type transcription factor in
soybean, is post-translationally regulated and mediates DRE-dependent gene
expression. Plant Physiology, Bethesda, v. 161, n. 1, p. 346-361, Jan. 2013.

MURASHIGE, T.; SKOOG, F. A. Revised medium for rapid growth and
bioassays with tobacco tissue cullture. Physiologia Plantarum, Copenhagen, v.
15, n. 3, p. 473-497, 1962.

NEZHADAHMADIA, H.; FARUQ, G. Drought tolerance in wheat. Scientific
World Journal, Cairo, v. 2013, n. 9, p. 1-12, Sept. 2013.

NISHIMURA, N. et al. PYR/PYL/RCAR family members are major in-vivo
ABI1 protein phosphatase 2C-interacting proteins in Arabidopsis. The Plant
Journal, Oxford, v. 61, n. 2, p. 290-299, 2013.

NOGUEIRA, R. J. M. C. et al. AlteracOes na resisténcia a difusdo de vapor das
folhas e relacdo hidricas em aceroleiras submetidas a déficit de 4gua. Revista
Brasileira de Fisiologia Vegetal, Londrina, v. 13, p. 66-74, 2001.

PARK, S. Y. et al. Abscisic acid inhibits type 2C protein phosphatases via the
PYR/PYL family of START proteins. Science, New York, v. 324, n. 5930, p.
1068-1071, 2009.



58

PFAFFL, M. W. A new mathematical model for relative quantification in real-
time RT-PCR. Nucleic Acids Research, Oxford, v. 29, n. 9, p. 39-45, May
2001.

Ql, Z.; STEPHENS, N. R.; SPALDING, E. P. Calcium entry mediated by
GLR3.3, an Arabidopsis glutamate receptor with a broad agonist profile. Plant
Physiology, Bethesda, v. 142, n. 3, p. 963-971, 2006.

ROYCHOUDHURY, A.; PAUL, S.; BASU, S. Cross-talk between abscisic
acid-dependent and abscisic acid-independent pathways during abiotic stress.
Plant Cell Reports, Berlin, v. 32, n. 7, p. 985-1006, 2013.

RUMSEY, D. Estatistica para leigos. Rio de Janeiro: Alta Books, 2009. 368 p.

SANTAREM, E. R. Laboratério de cultura de tecidos vegetais. Cruz Alta:
Universidade de Cruz Alta, 2000. 11 p.

SARTORETTO, L. M. et al. Transformacao genética: estratégias e aplicacdes
para 0 melhoramento genético de espécies florestais. Ciéncia Rural, Santa
Maria, v. 38, p. 861-871, 2008.

SCHMIDT, G. W.; DELANEY, S. K. Stable internal reference genes for
normalization of real-time RT-PCR in tobacco (Nicotiana tabacum) during
development and abiotic stress. Molecular Genetics and Genomics, Berlin, v.
283, n. 3, p. 233-241, Jan. 2010.

SIERRO, N. et al. The tobacco genome sequence and its comparison with those
of tomato and potato. Nature Communications, London, v. 5, p. 1-15, May
2014.

SINGH, A. et al. Genome-wide expressional and functional analysis of calcium
transport elements during abiotic stress and development in rice. FEBS Journal,
Amsterdam, v. 281, n. 3, p. 894-915, Jan. 2014.

SUBR, Z.; NOVAKOVA, S.; DRAHOVSKA, H. Detection of transgene copy
number by analysis of the T1 generation of tobacco plants with introduced P3
gene of potato virus A. Actavirologica, Bratislava, v. 50, p. 135-138, 2006.

TAIZ, L.; ZEIGER, E. Fisiologia vegetal. Porto Alegre: Artmed, 2013. 820 p.



59

TENG, K. et al. Exogenous ABA induces drought tolerance in upland rice: the
role of chloroplast and ABA biosynthesis-related gene expression on
photosystem Il during PEG stress. Acta Physiologiae Plantarum, Copenhagen,
v. 36, p. 2219-2227, 2014.

VALDETARO, E. B. et al. Arvores geneticamente modificadas: técnicas,
aplicacdes, riscos e 0s potenciais impactos associados a sua utilizacdo. Pesquisa
Florestal Brasileira, Colombo, v. 31, n. 65, p. 51-61, 2011.

VANDESOMPELE, J. et al. Accurate normalization of real-time quantitative
RT-PCR data by geometric averaging of multiple internal control genes.
Genome Biology, London, v. 3, p. 1-11, 2002.

VINCILL, E. D. et al. Interacting glutamate receptor-like proteins in phloem
regulate lateral root initiation in Arabidopsis. Plant Cell, Rockville, v. 25, n. 4,
p. 1304-1313, Apr. 2013.

VYACHESLAVOVA, A. O. et al. Expression of heterologous genes in plant
systems: new possibilities. Russian Journal of Genetics, Moscow, v. 11, n. 48,
p. 1067-1079, 2012.

WANG, W.; VINOCUR, B.; ALTMAN, A. Plant responses to drought, salinity
and extreme temperatures: towards genetic engineering for stress tolerance.
Planta, Berlin, v. 218, p. 1-14, 2003.

WEBSTER, C. C. Tobacco. Experimental Agriculture, Cambridge, v. 18, n. 3,
p. 330-331, 1982.

WEILAND, M.; MANCUSO, S.; BALUSKA, F. Signalling via glutamate and
GLRs in Arabidopsis thaliana. Functional Plant Biology, Victoria, v. 43, n. 1,
p. 327-345, Nov. 2015.

WHALLEY, H. J. et al. Transcriptomic analysis reveals calcium regulation of
specific promoter motifs in Arabidopsis. The Plant Cell, Rockville, v. 23, n. 11,
p. 4079-4095, 2011.

XIANG, Y. et al. Overexpression of a Triticum aestivum Calreticulin gene
(TaCRT1) improves salinity tolerance in tobacco. Plos One, San Francisco, V.
10, n. 10, p. 1-15, Oct. 2015.



60

XIAO, H. J. et al. Cloning and characterization of the pepper CaPAQ gene for
defense responses to salt-induced leaf senescence. BMC Biotechnology,
London, v. 15, n. 1, p. 327-345, Oct. 2015.

YANG, X. et al. Integration and characterization of T-DNA insertion in upland
cotton. Czech Journal of Genetics and Plant Breeding, Praha, v. 49, n. 2, p.
51-57, 2013.

YANG, X. et al. Omics approaches toward defining the comprehensive abscisic
acid signaling network in plants. Plant and Cell Physiology, Kyoto, v. 56, n. 6,
p. 1043-1052, 2015.

YOSHIDA, T. et al. Omics approaches toward defining the comprehensive
abscisic acid signaling network in plants. Plant and Cell Physiology, Kyoto, v.
56, n. 6, p. 1043-1052, 2015.

YUAN, J. S. et al. Statistical tools for transgene copy number estimation based
on real-time PCR. BMC Bioinformatics, London, v. 8, n. 7, p. 6-15, Nov. 2007.

ZHANG, M. et al. Phosphoproteome analysis reveals new drought response and
defense mechanisms of seedling leaves in bread wheat (Triticum aestivum L.).
Journal of proteomics, New York, v. 109, n. 8, p. 290-308, Sept. 2014.



