Escherichia coli com os
genes de AQP (pGEM T T~ em Escherichia ™ Saccharomyces |~ complementacio

Anélise da expressdo de aquaporinas de soja (Glycine max)em [JEFRGS
resposta ao tratamento com aluminio.

Introducao

Os solos acidos compoem cerca de 30 a 40% das terras araveis
mundiais. A acidez destes solos influencia na disponibilidade de aluminio
(Al), e este é um dos maiores empecilhos para a producao agricola, uma vez
que o Al causa diversos efeitos deletérios para a planta, sendo a diminuicao
do crescimento radicular um dos mais relevantes. A tolerancia ao Al varia
entre os diferentes cultivares vegetais, sendo as plantas classificadas como:
tolerantes, intermediarias e sensiveis. Para soja (Glycine max), 148
cultivares ja foram analisados em rela¢ao a sua tolerancia ao Al, sendo que
21 cultivares foram classificados como tolerantes, 73 como intermediarios e
54 como sensiveis.

O mecanismo molecular envolvido na tolerancia diferencial dos
cultivares vegetais ao Al ainda nao foi completamente esclarecido. Em
centeio ja foi demonstrado que ha variacao nos niveis de expressao de
genes codificantes de aquaporinas (AQPs) em plantas tratadas com Al.

Aquaporinas sao proteinas de membrana envolvidas no transporte de
agua e pequenos solutos através da membrana. Em plantas, as AQPs estao
envolvidas, além do transporte de agua, na absor¢ao de nutrientes e na
fixacao de carbono e nitrogénio. AQPs vegetais estao divididas em cinco
subfamilias: PIP (proteinas intrinsecas de membrana plasmatica), TIP
(proteinas intrinsecas de tonoplasto), NIP (proteinas intrinsecas do tipo
nodulina-26), SIP (proteinas intrinsecas pequenas) e XIP (proteinas
intrinsicas X). Em soja foram identificados 66 genes de AQPs em seu
genoma, porém poucos membros desta familia ja foram caracterizados.

Objetivo

O presente trabalho tem como objetivo analizar a expressao dos genes
de AQPs em resposta ao Al em diferentes cultivares de soja, além de
caracterizar funcionalmente as AQPs potencialmente envolvidas na

resposta ao Al.

Materiais e métodos

Analise da expressao de AQPs

Germinacao dos cultivares em papel filtro
umedecido
Sensivel ao Al3*: IAS-5 e ENGOPA313
Tolerantes ao Al3*: Conquista e Williams-82
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Tratamento com 3 uM AlI** em J

solug¢ao nutritiva com pH 4,3 nutritiva com pH 4,3

l 124 horas

Coleta da raiz e extragao do RNA |
GenelET Plant RNA Purification
Mini Kit (Thermo scientific)

l

Sintese de cDNA
RevertAid First Strand cDNA
Synthesis kit(Thermo scientific)

l

qPCR
Andlise comparativa pelo
método 22ACT

Controle na solugao J

Ensaio de complementacao funcional:

Subclonagem Transformagao Avaliagao por
no vetor pYES de ensaio de
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Figura 1. Analise da expressao de AQPs por RT-gPCR de plantulas de
soja (cultivar Williams 82) submetidas ou nao ao tratamento com Al por
24 horas.
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Figura 2. Analise da expressao de AQPs por RT-gPCR de plantulas de
soja (cultivar Williams 82) submetidas ou nao ao tratamento com Al por
24 horas.

* Ensaio de complementacao funcional

Meio SC Meio SC + Aluminio

Figura 3. Ensaio de complementacao funcional em S. cerevisiae para
avaliar o transporte de Al em diferentes AQPs. A absorbancia (600 nm )
da cultura overnight foi corrigida para 0,5 e diluicdes seriadas
(1:1,1:10,1:100,1:1000,1:10000) foram plagueadas em meio SC
suplementado ou nao com 2 mM de Al.

Conclusoes

* Foi observada variacao na expressao de pelo menos seis AQPs,
entre elas trés na parte aérea e trés na raiz, apos o tratamento
com Al;

* O ensaio de complementacao funcional mostrou que as AQPs
TIP1;9, tip2;5 E nip2;1 nao sao transportadoras de Al.

Perspectivas

* Analisar a expressao das AQPs nos outros cultivares de soja,
apos tratamento com Al.

* Realizar o ensaio de complementac¢ao funcional com as demais
AQPs que tiveram sua expressao alterada em reposta ao Al.



