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RESUMO

O presente trabalho caracterizou os efeitos da superexperessao de dois genes WRKY
de Vigna unguiculata, VUWRKY21 e VUWRKY87, sob condi¢des de estresse salino
em plantas transgéncias de Arabisopsis, e os efeitos da superexpressao do gene
VUWRKY21 em Arabidopsis ap0s déficit hidrico (DH). Apés estresse salino, as
linhagens VUWRKY21-OE ou VUWRKY87-OE apresentaram modulacdo positiva por
gPCR de seis genes envolvidos nas vias de sinalizacdo, AtP5CS1, AtNHX1 e AtSOS1,
e resposta AtRD29A, AtSOS3, AtSOS2 ao estresse em Arabidopsis. Adicionalmente,
as linhagens transgénicas apresentaram menor conteudo de H202 e maiores
conteudoes de SOD e CAT nos tempos iniciais do estresse. Plantas VUWRKY21-OE
e plantas selvagens (WT), foram submetidas ao estresse por DH, considerando-se
trés grupos: i) controle, ii) reidratado, ii) tratado. Foram avaliados parametros
fisiologicos e bioquimicos. As plantas transformadas apresentaram maiores médias
de numero de folhas, diametro da roseta e peo da roseta, assim como maior atividade
de CAT (60 % e 120%, nos grupos DH e reidratado, respectivamente) e da SOD (70%,
apos reidratacdo) em relacdo as plantas WT. Plantas transformadas também
mostraram um conteudo de proteinas totais duas vezes maior na condicdo DH. Por
outro lado, os conteudoes de H202 foram 20% superiores nas plantas WT em ambas
as condicOes. Esses resultados sugerem que a superexpressao de ambos 0s genes
VUWRKY em Arabidopsis ativou a expressdo de genes envolvidos em mecanismos
de tolerancia a salinidade. Além disso, os resultados demonstraram uma melhoria nos
parametros fisioldgicos e bioquimicos de Arabidopsis superexpressando o0 gene
VUWRKY 21, constatando a importancia desse gene nos mecanismos de tolerancia ao
déficit hidrico.

Palavras-chave: Expressao génica; Deficiéncia hidrica; Salinidade; Transgenia.



ABSTRACT

The present work characterized the effects of two WRKY genes from Vigna
unguiculata, VUWRKY21 and VUWRKY87, under salt stress conditions in
transgenic Arabidopsis plants, and the effects of overexpression of the
VUWRKY?21 gene in Arabidopsis after water deficit (WD). After salt stress
treatments, Arabidopsis VUWRKY21-OE or VuWRKY87-OE lines exhibited
positive modulation by gPCR of six genes were studied by gPCR in signaling
pathways in Arabidopsis stress response, including AtP5CS1, AtNHX1,
AtRD29A, AtSOS3, AtSOS2 and AtSOS1. Additionally, the transgenic lines had
lower H202 content and higher levels of SOD and CAT in the initial stress times.
VUWRKY?21-OE and wild-type plants (WT) were subjected to WD stress,
considering three groups: i) control, ii) rehydrated, ii) treated. Physiological and
biochemical parameters were evaluated. Transformed plants showed higher
averages of NF, DR and PR, as well as higher CAT (60%) and SOD (70%)
activities compared to WT plants. Transformed plants showed two times mores
protein total content in the WD condition. On the other hand, H20> contents were
20% higher in WT plants in both conditions. These results suggest that the
overexpression of both VUWRKY genes in Arabidopsis activated the expression
of genes involved in salt tolerance mechanisms. In addition, the results showed
an improvement in the physiological and biochemical parameters of Arabidopsis
overexpressing the VUWRKY?21 gene, confirming the importance of this gene

also for water deficit tolerance mechanisms.

Keywords: Gene expression; Water deficiency; Salinity; Transgenic.
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1 INTRODUCAO

O feijdo-caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp.] é uma das leguminosas mais
cultivadas e consumidas no mundo, como graos imaturos (feijao-verde), farinha para
acarajé e principalmente na forma de graos secos (SILVA et al., 2018; FERREIRA et
al., 2017). E uma cultura de grande interesse para o Norte e Nordeste do Brasil, por
sua importancia socioeconémica. Em 2018, foram colhidas cerca de 740 mil toneladas
de uma area de 1,5 milhdo de hectares, com uma produtividade de 497 kg/ha. Na
safra 2019/2020, o Brasil ocupou o terceiro lugar na produgcdo mundial com cerca de
848,3 mil toneladas (CONAB, 2021), producao essa, associada a uma grande geracao
de empregos e renda. A maior producdo concentra-se na Regido Nordeste, com cerca
de 84% da area plantada e 66% da producédo nacional (EMBRAPA ARROZ E FEIJAO,
2019).

Algumas cultivares do feijao-caupi sédo capazes de sobreviver em ambientes
guentes, secos e salinos, podendo auxiliar na recuperacdo de areas degradadas,
sendo excelentes candidatas para uso em biorremediacdo, com capacidade de
fertilizar solos pobres, mesmo sob condicbes desfavoraveis (DIOUF et al., 2011;
GUZZETTI et al., 2020). Apesar de suas caracteristicas favoraveis, essa leguminosa
ainda ndo produz de acordo com o seu potencial genético sob condicfes de estresses,
como salinidade e défict hidrico, as quais podem desencadear alteracdes nas
propriedades das membranas, aumento da respiracdo, inibicdo da fotossintese e
diminuic&o da producéo de matéria seca, uma vez que causa senescéncia prematura
(MEIRA et al., 2017; MERWAD et al., 2018).

Estresses abioticos podem representar perdas médias anuais de biomassa
acima de 50%, limitando o crescimento e o desenvolvimento de diversas culturas de
interesse econdmico, até mesmo em espécies que possuem cultivares consideradas
tolerantes, como V. unguiculata (FURTADO et al., 2014; RAVELOMBOLA et al.,
2018b). De modo geral, fatores abioticos adversos apresentam grande impacto sobre
0 crescimento e desenvolvimento vegetal (CRAMER et al., 2011). Desta forma, a
busca pela compreensédo de mecanismos de aclimatacao/adaptacao para obtencao
de plantas tolerantes a ambientes salinizados torna-se importante (AZEVEDO et al.,
2011; SREE et al., 2015).

Com o advento de varios projetos de sequenciamento e de gendmica

funcional, os perfis de expresséao génica se tornaram importantes para a prospecc¢ao
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de genes, em especial aqueles responsivos a estresses, como 0s envolvidos na
regulacédo e transducéao de sinais (ABDELRAHMAN et al., 2018). Dentre esses genes,
destacam-se os codificantes de: (1) osmoprotetores, como proteinas LEA e prolina;
(2) enzimas antioxidantes, como superéxido dismutase (SOD), ascorbato peroxidase
(APX), catalase (CAT), glutationa redutase (GR), glutationa transferase (GST) e
glutationa peroxidase (GPx); (3) proteinas envolvidas na captura e transporte seletivo
de agua e ions, como aquaporinas, trocadores de ions e transportadores, e (4) fatores
de transcricao (Transcription Factors, TFs). Estes Ultimos sdo considerados pecas
fundamentais nos mecanismos de regulacdo da expressdo génica, tanto em
procariotos quanto em eucariotos (JOSHI et al., 2018), desempenhando papéis
importantes nas etapas iniciais da regulacdo de outros grupos de genes e/ou vias
metabdlicas, e disparando a transducédo de sinais em resposta ao estresse (BENKO-
ISEPPON et al., 2011; GASPAR, 2011).

A superexpressao desses TFs tem sido associada a maior tolerancia a fatores
ambientais, como seca, salinidade ou frio (Shinozaki e Yamaguchi-Shinozaki, 2000;
Sharoni et al.,, 2011). Esta caracteristica torna os TFs alvos interessantes para
pesquisas em engenharia genética, a fim de alterar os mecanismos de defesa a nivel
molecular, visando desencadear alteracdes fisiologicas, bioguimicas e respostas
agrondmicas da cultura a seca e salinizacdo dos solos (BENKO-ISEPPON et al.,
2011).

Os membros da familia WRKY desempenham papel fundamental na
sinalizacdo de vias de toler&ncia a estresses abidticos, incluindo as respostas
dependentes ou ndo do &cido abscisico (ABA), que € um fitohormonio de grande
importancia para a regulacdo da resposta a condi¢cdes desfavoraveis (DONG et al.,
2003). Adicionalmente, observa-se a interacdo de genes, cross-talk, regulados por
diferentes rotas de transducéo de sinais em resposta ao estresse. Como exemplos,
citam-se os genes RD29A e RD29B (responsivos a desidratacéo), que S&0 expressos
em plantas submetidas ao estresse, os quais, codificam proteinas hidrofilicas de
funcdo desconhecida capazes de responderem de diferentes formas ao estresse
abiético, em especial nas Brassicaceaes (MSANNE et al., 2011; HOQUE et al., 2012;
ULLAH et al., 2018).

O gene AtP5CS1, pertencente ao grupo de osmoprotetores, também esta
envolvido na tolerancia ao estresse abiético, desempenhando um papel importante na

sintese de prolina. O aumento na expressao do gene P5CS1 pode levar ao acumulo
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de osmodlitos e consequentemente manter a capacidade osmotica, mantendo o teor
de agua nas plantas. AtP5CS1 foi altamente induzido em plantas transgénicas de
Arabidopsis, supreexpressando o gene da familia WRKY TaWRKY46, do trigo,
indicando uma possivel regulacéo (LI et al., 2020).

Os genes pertencentes a via SOS, por sua vez, estao entre os mais importantes
na resposta a salinidade, uma vez que, ap0s o aumento inicial de Na* na raiz da planta,
a diminuicdo do Na* citosdlico €, provavelmente, mediada pela acdo da via sensivel
ao sal (SOS). O complexo SOS3/SOS2 ativa o suposto trocador Na*/H* (NHX/SOS1),
gue remove o Na* do citosol para o apoplasto do cortex, da raiz e da epiderme
(BRADY et al., 2007; SHI et al., 2002). Dessa forma, o presente trabalho teve por
objetivo analisar os efeitos fisioldgicos, bioquimicos e a regulacdo de genes alvos em
plantas de A. thaliana superexpressando o gene VUWRKY21 e VUWRKY87. E analisar
os efeitos fisiologicos e bioquimicos da superexpressdo do gene VUWRKY21 de
feijdo-caupi em A. thaliana em resposta ao déficit hidrico., visando a utilizacdo deste
gene na obtencdo de tolerancia a estresse salino e de défict hidrico em outras

leguminosas.
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2 OBJETIVOS

2.1GERAL

Analisar os efeitos da superexpressédo dos genes VUWRKY21 e VUWRKY87
do feijdo-caupi em plantas de Arabidopsis thaliana, sob condi¢cfes de estresse salino
e déficit hidrico, visando a tolerancia a estes estresses e selecdo de um gene

VUWRKY para a transformacao do feijdo-caupi e de outras leguminosas.

2.2 ESPECIFICOS

e Analisar o perfil transcricional via qPCR dos genes VUWRKY21 e VUWRKY87 em
A. thaliana apoOs estresse salino, identificando e validando seus niveis de
expressao e seu papel na regulacdo de genes alvo, envolvidos no processo de

tolerancia ao estresse salino.

e Investigar os efeitos da superexpressdo dos genes supracitados nas plantas
estressadas quanto as modificacdes relacionadas ao contetdo de proteinas e

atividade enziméatica envolvidas nos mecanismos de tolerancia a salinidade

e Analisar os efeitos bioquimicos e fisiologicos da superexpressdo dos genes
VUWRKY21 e VUWRKY87 em Arabidopsis thaliana ap0ds estresse salino (200 mM
de NaCl).

e Analisar os efeitos bioquimicos e fisiol6gicos da superexpressao do gene
VUWRKY21 em Arabidopsis thaliana sob défict hidrico e apds a reidratacéo.

e Selecionar o gene de melhor desempenho nos ensaios com Arabidopsis para

construcao de um vetor e transformacéo do feijao-caupi e outras leguminosas.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1. FEIJAO-CAUPI: ORIGEM, ASPECTOS BOTANICOS E IMPORTANCIA
SOCIOECONOMICA

O feijdo-caupi [V. unguiculata (L.) Walp.], importante membro da familia
Fabaceae, € originario da Africa e domesticado nas regibes semiaridas africanas,
onde se encontram as areas de maior producdo. Apresenta ampla distribuicdo
geografica (40° N a 30° S), adaptando-se tanto a terras altas como baixas, no oeste
da Africa, na Asia, na América Latina e na América do Norte (FREIRE-FILHO et al.,
2011). Ha indicios de que a introducao do feijao-caupi no Brasil tenha ocorrido pelo
Estado da Bahia, sendo levado pelos colonizadores para outros Estados da regiao
Nordeste e outras regides do pais (WATT, 1978). Por outro lado, existem relatos de
gue sua introducao no pais ocorreu simultaneamente em diversos Estados, partindo
de diferentes regides do continente africano, devido ao grande nimero de escravos
africanos vindos para Brasil (SIMON et al., 2007).

O feijdo-caupi € uma leguminosa anual, herbacea, que produz frutos secos e
deiscentes, do tipo legume vagem. Suas flores sdo hermafroditas, com reproducao
preferencialmente por autofecundacéo (aproximadamente 95%), caracterizando-se
como uma espécie autbgama (FERREIRA et al., 2017). Apresenta eficiéncia na
fixacdo bioldgica de nitrogénio, em simbiose com rizobios, gerando um incremento na
produtividade, podendo assim ser utilizada para estimular a fertilidade do solo,
evitando custos com adubos nitrogenados soluveis (DIOUF, 2011).

Algumas cultivares do feijao-caupi apresentam reconhecida capacidade de
desenvolver-se em condi¢cdes ambientais adversas e solos com baixos conteuds de
nutrientes e/ou salinos (WANG et al., 2003). Essa tolerancia a condi¢cdes adversas,
associadas as caracteristicas de interesse mencionadas anteriormente, torna o feijao-
caupi uma espécie de grande interesse para os programas de melhoramento genético
vegetal, podendo ser utilizada como fonte de genes (BENKO-ISEPPON, 2001).

A colheita do feijdo-caupi ocorre em dois estagios de desenvolvimento: vagem
verde, para comercializacdo de vagem fresca, e; madura para comercializacdo de
sementes secas (DESOKY et al., 2020). A producdo e o consumo do feijao-caupi
estdo diretamente associados a mais de 100 paises, em especial 0os pertencentes a
regides do Oriente Médio, sul da Europa, América Central, América do Sul, Estados
Unidos e Africa, (FATOKUN et al., 2002; FREIRE-FILHO, 2011). Segundo a FAO
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(FAOSTAT, 2018), em 2018, o continente africano foi responsavel por 96% de toda a
producdo mundial, o que corresponde a 6 milhdes de toneladas. Na safra de
2019/2020 (CONAB, 2021), o Brasil ocupou o terceiro lugar na produgdo mundial com
cerca de 848,3 mil toneladas e 1,4 milhdo de hectares plantados em trés safras: 12
“safra das aguas”, 22 “safra da seca” e 3? “safra de outono/ inverno (SEAB, 2021).

Os graos do feijdo-caupi apresentam alto valor nutricional, com
aproximadamente 60% de carboidratos, 1,3% de gorduras, 3,9% de fibras e conteudo
proteico acima de 20% (EHLERS; HALL, 1997; CAMPANARO et al., 2019; GUZZETTI
et al., 2020). Tais propriedades refletem o importante papel que o feijao-caupi
apresenta na nutricdo humana, ou como forragem verde e feno para alimentacdo
animal nos periodos de estiagem, em diversos paises, a exemplo das regifes aridas
e semiaridas do Nordeste brasileiro (EMBRAPA MEIO NORTE, 2017; CHEN et al.,
2017; MERWAD et al., 2018).

Na regiao Nordeste do Brasil, o feijdo-caupi destaca-se como um dos principais
componentes da dieta alimentar. Além disso, a cultura representa uma importante
fonte de renda para agricultores e comerciantes de gréos (DIOUF et al., 2011; SOUSA
et al., 2015), contribui para a geracao de empregos e renda, devido a necessidade de
mao de obra, principalmente onde a producdo ainda ndo € mecanizada, viabilizando
a fixacdo dos agricultores no campo, contribuindo para o aumento da expansao da
area cultivada e agregando importancia socioecondmica em sua cadeia produtiva e

comercial.

3.2 ASPECTOS GENETICOS GENOMICOS E DE TRANSCRIPTOMA DO FEIJAO-
CAUPI

O feijao-caupi destaca-se dentre as leguminosas com menores genomas
(estimado em 1C = 640,6 Mb, LONARDI et al., 2019), com 2n = 2x = 22 cromoSSomos
(BORTOLETI et al., 2012). E uma espécie autbgama, com ciclo reprodutivo curto
(aproximadamente dois meses), reduzindo o tempo do avanco das geracdes em
programas de melhoramento genéticos (ISHIYAKU et al., 2005). Essas caracteristicas
tornam o feijao-caupi um “perfil ideal” para um modelo experimental lucrativo (BENKO-
ISEPPON et al., 2011), tanto em estudos desta cultura, como de outras leguminosas
de interesse econdbmico como soja e feijdo-comum, que ainda sofrem perdas

significativas, devido aos danos causados por estresses bibticos, como ataque de
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patdgenos (fungos, bactérias) e abidticos, como déficit hidrico e salinidade
(DALCHIAVON et al., 2016; CHEN et al., 2017; BOSHKOVSKI et al., 2021).

Em programas de melhoramento do feijdo-caupi, ciclo de maturacéo precoce,
porte da planta, grdos mais adequados as exigéncias do mercado (cor, textura, tempo
de cozimento e etc.), tolerdncia aos estresses abiobticos, resisténcia a doencas (Virus
do Mosaico Severo do caupi — CPSMV; Virus do Mosaico do caupi transmitido por
afideos — CABMV e o Virus do Mosaico Dourado do caupi-CGMV), maior
produtividade, adaptabilidade e a estabilidade da produgcdo, estdo entre as
caracteristicas de maior interesse dos pesquisadores (FREIRE-FILHO, 2011; ROCHA
et al., 2013). Condi¢c6es ambientais adversas, como a salinidade, por exemplo, tém
gerado perdas de producdo, que deverdo ser ainda mais drasticas nas préximas
décadas (SHRIVASTAVA et al., 2013).

Um mapa genético consenso para o feijado-caupi encontra-se disponivel em
http://harvest.ucr.edu (HarvEST: Cowpea) (MENENDEZ et al., 1997; OUEDRAOGO
et al., 2002; MUCHERO et al., 2009; LUCAS et al., 2011; MUNOZ-AMATRIAIN et
al., 2017), incluindo cerca de 26 mil Polimorfismos de Nucleotideo Unico (do inglés:
SNPs - Simple Nucleotide Polymorphisms), informacéo de contelddo génico para mais
de quatro mil Cromossomos Atrtificiais de Bactérias (do inglés: BACs, Bacterial Artificial
Chromosome), e mais de 180 mil transcritos a partir de 17 bibliotecas de etiquetas de
sequéncias expressas (do inglés: ESTs - Expressed Sequence Tags) Mufoz-
AMATRIAIN et al., 2017).

O genoma de V. unguiculata (IT97K-499-35), mediante sequenciamento de
terceira geracdo PacBio de SMRT e cobertura de 91x, foi estiando em ~586 Mb
(LONARDI et al., 2019). Dois mapas oOpticos (Bionano Genomics) e 10 mapas
genéticos contendo SNPs tnicos (MUNOZ-AMATRIAIN et al., 2017), juntamente com
analises de transcriptoma, dados prévios de sequéncias lllumina, WGS
(Sequenciamento do Genoma Total) e sequéncias BACs, foram usados para a
ancoragem, orientacdo e qualidade de montagem das 11 pseudomoléculas
cromossOmicas. Quatro outras espécies de Vigna possuem seus genomas
sequenciados e montados em 11 pseudomoléculas cromoss6micas, V. radiata (KANG
et al., 2014), V. angularis (KANG et al., 2015), V. subterranea (CHANG et al., 2019) e
V. mungo (SOUFRAMANIEN et al., online first), com comparagbes genéticas/
gendmicas restritas a informacdes de mapas genéticos para a maior parte das demais

espécies de Vigna.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shrivastava%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25737642
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No Brasil, o Consécio de Genbmica do Feijdo-caupi (CpGC — Cowpea
Genomics Consortium (antiga Rede NordEST; http://bioinfo03.ibi.unicamp.br/vigna/)
foi estabelecido em 2007, envolvendo mais de 10 grupos de pesquisa de diferentes
Estados, com objetivo de gerar dados de gendmica funcional Uteis para o
melhoramento da cultura e programas de biotecnologia. O Consorcio inclui dados de
perfis de expressdo de acessos sob estresse biotico, provocado pelo virus mosaico
severo do feijao-caupi (CPSMV, Cowpea Severe Mosaic Virus) e pelo virus do
mosaico do feijdo-caupi transmitido por afideos (CABMV, Cowpea Aphid-Borne
Mosaic Virus), e abidticos como injaria foliar, desidratacdo radicular e salinidade
(SOARES-CAVALCANTI et al., 2010; KIDO et al., 2011).

Esse banco possui 18 bibliotecas de RNA-Seq sob distintas condicdes de
estresse, incluindo mais de 800 milhdes de reads (RNAseq, 100 bp, lllumina Hi-Seq
pair-end); mais de 45 milhdes de HTSuperSAGE tags (26 bp, Solexa-lllumina); cerca
de 300 mil SuperSAGE tags (26 bp, 454 Life Sciences/Roche); mais de 30 mil
LongSAGE tags (19-21 bp), e mais de 300 mil ESTs (Expressed Sequence Tags). Os
reads gerados encontram-se montados e contam com ferramentas que permitem a
anotacao de diversos genes importantes para o melhoramento e biotecnologia da
cultura (BENKO-ISEPPON et al., 2013).

3.3 ESTRESSES ABIOTICOS

As plantas séo frequentemente expostas a diversos estresses abibticos, que
causam varios danos ao longo de seu ciclo de vida (GIMENEZ-IBANEZ; SOLANO,
2013), e representam grandes desafios para o crescimento e producéo agricola, com
perdas anuais estimadas em bilhdes de ddlares (PEREIRA, 2016; JOSHI et al., 2018).
Dentre os fatores abioticos, a seca (déficit hidrico), temperaturas extremas, radiacao
ultravioleta, deficiéncia de nutrientes, e a salinidade s&o os mais impactantes na
agricultura (BENKO-ISEPPON et al., 2011).

A adaptacdo das plantas frente ao estresse abidtico € uma resposta complexa
e coordenada envolvendo grupos de genes e suas interacdes com o ambiente, em
todos os periodos de crescimento e fases de desenvolvimento da planta (SHARAN et
al., 2017; LAKRA et al, 2017). Essas condicdes desfavoraveis geralmente
desencadeiam uma série de alteracdes fisioldgicas, bioquimicas e moleculares, que

podem resultar em danos a maquinaria celular (RAI et al., 2011), afetando o
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crescimento e o desenvolvimento das plantas. No feijao-caupi, por exemplo, sabe-se
gue o estresse por deficiéncia hidrica tem efeito direto e/ou indireto sobre o
crescimento e a producao. Altura da planta, numero de folhas e area foliar, peso seco
por planta, nUmero de vagens por planta, peso seco da semente por planta e
diminuicdo dos pigmentos fotossintéticos sdo alguns exemplos de caracteres afetados
pelo déficit hidrico (MERWAD et al., 2018).

3.4. Estresse salino nas plantas

O estresse salino tem severo impacto na producdo e produtividade das
culturas. Sdo considerados solos salinos agueles cuja condutividade elétrica (CE) do
extrato de saturacdo (eCE) na zona da raiz excede 4 dS m* (~40 mM de NaCl) a 25
°C e possui sodio permutavel de 15%, nessa condicdo, o rendimento da maioria das
culturas é reduzido (MUNNS, 2005; JAMIL et al., 2011). Embora as praticas de
irrigacdo tenham papel fundamental no aumento da produtividade mundial
(RECHCIGL, 1982; SHANNON, 1987), os sais contidos na agua tendem a acumular-
se no solo, contribuindo para o processo de salinizacdo e, consequentemente,
inviabilizando novos cultivos agricolas.

De fato, a incidéncia de baixas precipitacdes, alta evaporacdo superficial, uso
inapropriado de irrigagdo com agua salina, praticas culturais precarias, dentre outros
fatores, tém contribuido para o aumento das areas salinizadas (CHEHAB et al., 2018).
Estima-se que cerca de 20% do total das terras agricolas e 33% das terras irrigadas
no mundo sejam afetadas pela salinidade (RAVELOMBOLA et al., 2018), o que
corresponde a cerca de 830 milhdes de hectares (MINHAS et al. 2020). Estimativas
apontam que até o ano de 2050, mais de 50% das terras araveis serdo afetadas pela
salinizacdo (JAMIL et al., 2011; SHRIVASTAVA; KUMAR, 2013).

As propriedades fisico-quimicas dos solos salinos podem variar de acordo com
o local. No entanto, de modo geral, as respostas fisiolégicas das plantas cultivadas
sob salinidade sdo complexas, induzindo processos de toxicidade ibnica, estresse
osmotico e estresse oxidativo (CASSELLS; CURYY, 2001; KARUPPANAPANDIAN;
KIM, 2013). Por consequéncia, ocorre reducdo da producdo por deficiéncia dos
principais componentes nutricionais da planta, afetando quase todas as fases do seu
desenvolvimento como: germinacdo, crescimento vegetativo e desenvolvimento
reprodutivo (BANO; FATIMA, 2009).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shrivastava%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25737642
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kumar%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25737642
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O acumulo excessivo de sddio nas paredes celulares pode levar rapidamente
ao estresse osmotico, tal processo ocorre em decorréncia da elevada concentracao
de solutos na solucédo do solo, que gera um déficit hidrico na planta por meio da
reducéo do potencial osmético. Em altos niveis de estresse osmotico, a planta pode
alcancar o estado de seca fisiolégica, ndo conseguindo absorver 4gua mesmo na
presenca de umidade e promovendo um conjunto de alteracbes metabdlicas,
semelhantes as provocadas pelo déficit hidrico (MUNNS, 2002; BRITTO et al., 2010).

A homeostase dos ions desempenha um papel importante na manutencéo das
funcdes fisioldgicas celulares normais necessérias para a absor¢ado dos nutrientes. O
desequilibrio ibnico, como o aumento da razdo Na*/K* gera, por consequéncia, um
desequilibrio nutritivo na célula, que é provocado pela interferéncia na absorcao de
nutrientes (NASCIMENTO et al., 2015; ARIF et al., 2020). Adicionalmente, o0 aumento
da concentracdo de ions toxicos na célula (ARIF et al.,, 2020), por sua vez, €
responsavel pela producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio (EROs) que,
se ndo equilibradas, provocam disturbios metabdlicos graves, como alteracdes no
sistema redox e danos a macromoléculas (GIL; TUJEDA, 2010). As EROs séo
produzidas naturalmente pelo metabolismo vegetal, como por exemplo, durante a
respiragdo aerdbia, em decorréncia da redugéo do oxigénio molecular Oz a H20, essa
reacdo pode envolver a transferéncia de um, dois ou trés elétrons para o Oz, e formar
radicais como superoéxido (O2’) e hidroxila (OH"), e também os n&o radicais, como o
peréxido de hidrogénio (H202) e oxigénio singleto (*O2) (DEMIDCHIK, 2015).

Embora considerada uma cultura moderadamente tolerante a irrigacdo com
agua salina (a um limiar de 3,3 dS m-1;), o aumento da salinidade do solo tende a
inibir o desenvolvimento do feijdo-caupi (BEZERRA et al., 2010). Estudos conduzidos
com diferentes cultivares de feijao-caupi em solos salinos, demonstraram que 0
aumento das concentragdes de NaCl induziu aumento da inibigdo da germinagdo em
todas as cultivares analisadas, embora observado em maior propor¢ao nas cultivares
sensiveis (ZAHEDI et al., 2012; RAVELOMBOLA et al., 2018a). De modo semelhante,
também foram observados retardo na floracdo e aumento da taxa de abortamento de
flores (FURTADO et al., 2014), além de diminui¢cao significativa no comprimento da

parte aérea (THIAM et al., 2013), proporcionais ao aumento da salinidade.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Thiam%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25937976
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3.4.1 Estresse por déficit hidrico nas plantas

O déficit hidrico (DH) é caracterizado pela baixa disponibilidade de agua por
um periodo de tempo (ABDELRAHEEM et al., 2019). Quando submetidas a tal
condicdo, as plantas reduzem a transpiracdo e desenvolvem sistemas radiculares
profundos e vigorosos para aumentar a absor¢cdo de agua e consequentemente
manter o equilibrio na homeostase celular (SHAVRUKOQV et al., 2017).

Plantas expostas as condicfes de déficit hidrico desencadeiam uma ampla
variedade de respostas, envolvendo niveis fisiolégicos, bioquimicos e moleculares
(KAUR; ASHIR, 2017). Dentre essas respostas, o transporte normal de solutos &
inviabilizado, ocasionando o vazamento de elétrons, além de promover a producao,
em excesso, de espécies reativas de oxigénio (EROs), desencadeando o processo
de estresse oxidativo (HUSSAIN et al., 2019). Além disso, o DH estimula varias vias
de sinalizacao de estresse (EROS, proteina quinase ativada por mitdgeno, Ca2+ e
sinalizacdo mediada por horménio) (MAHMOOQOD et al., 2020).

Elevados conteido de EROs séo controlados por um sistema antioxidante
versatil e cooperativo que modula o conteudo das EROs no interior da célula. A
sinalizagcdo de EROS sob condi¢des de déficit hidrico esta diretamente relacionada ao
fluxo de acido abscisico (ABA) e Ca2+ (KAUR; ASTHIR, 2017). O nivel de tolerancia
ao estresse é definido pelo tempo que a planta leva para superar os déficits de
producéo ocasionados pelo estresse. A tolerancia compreende duas etapas: deteccao
e sinalizacao do estresse e; ativacao de respostas paralelas ao estresse (MAHMOOD
et al., 2020).

3.4.2 Mecanismos de resposta a estresses de défict Hidrico e salinidade

Boa parte das plantas superiores, por serem organismos sésseis, adquiriram
robustez adaptativa aos estresses ambientais, biéticos e abitticos (MA et al., 2020).
As condicOes adversas tendem a desencadear minuciosas alteracdes celulares nas
plantas, as quais podem ocorrer em questdo de segundos. Por consequéncia, tais
condi¢cGes promovem uma série de mudancas bioquimicas, fisioldgicas e morfologicas
(OSAKABE; OSAKABE; SHINOZAKI, 2013).

As principais respostas da planta aos estresses por déficit hidrico e salinidade
séo: o fechamento estomético; desenvolvimento radicular; alteracdes na fotossintese

e producdo hormonal e; aumento da captacédo de agua por meio do desenvolvimento
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de raizes profundas e prolificas (HEINAK et al., 2015). Além destes, a atividade de
muitas enzimas € influenciada, em especial aquelas envolvidas na sintese de ATP,
osmalitos, (incluindo glicinabetaina e prolina) e substancias de crescimento como
acido abscisico, os quais desempenham papéis vitais na manutencdo das fungdes
celulares durante condi¢des de seca, por exemplo (FAROOQ et al., 2012).

Diante de condicbes adversas, a resposta precoce nas plantas envolve
mecanismos, como a ativacao de receptores mecanossensiveis quinase ciclase, que
resultam em um rapido acumulo (<5”) de monofosfato de guanosina ciclico (cGMP),
inibindo o influxo de sddio pela desativacdo dos canais de céatios ndo seletivos (NSCC)
(MAATHUIS, 2014). Este processo esta relacionado com a deteccdo precoce de
mudancas na pressao de turgor (MAATHUIS e SANDERS, 2001). O acumulo de
cGMP também é considerado a base para a resposta inicial de sinalizacdo de Ca?*,
por meio da ativagdo de canais ciclicos de nucleotideos (CNGC) (DONALDSON et al.,
2004), permitindo o influxo de Ca?* apoplastico no citosol. Outro mecanismo de sensor
osmético envolve a inducdo da reducdo por hiperosmolalidade (Ca?*), a partir do
aumento da OSCAL, proteina localizada na membrana plasmatica, responsavel por
aumentar o influxo de Ca?*, em resposta ao estresse osmético (YUAN et al., 2014).

O influxo de Ca** tem forte efeito para a estimulagédo da NADPH oxidase da MP
e producdo da Oz e outras EROs importantes para processos de sinalizagdo. A
formacdo de EROs induzida pela toxidez do Na® que mais impacta a planta é
proveniente da cadeia transportadora de elétrons do cloroplasto, que fica sem aceptor
de elétrons (NADP™), visto que o fechamento estoméatico promovido pelo Na* acarreta
na limitacdo de CO: para o ciclo de C3 (MILLER et al., 2009; GIL e TUJEDA 2010;
DUBIELLA et al., 2013).

O sistema de defesa antioxidante enzimético € um dos mecanismos de defesas
gue as plantas possuem para estimular sua tolerancia as condicbes adversas e
proteger seu sistema celular dos efeitos citotoxicos da superproducdo das EROS
(RADY et al., 2017; MAHDI et al., 2021). Existe uma lista de enzimas antioxidantes
gue atuam na eliminacao do peréxido de hidrogénio (H202) por exemplo, as catalases
(CAT), ascorbato de peroxidase (APX), vérios tipos de peroxirredoxinas (PRX),
glutationa/tiorredoxina peroxidases (GPX) e glutationa S-transferases (GST)
(MHAMDI et al., 2010; MAATHUIS, 2014; CORPAS; GONZALEZ-GORDO, 2020).

Dentre as principais enzimas de resposta, a Superéxido Dismutase (SOD) é

considerada a primeira linha de defesa contra a acdo das EROS. Essa enzima dismuta
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o radical superéxido (O2*) ocasionando a formacédo de outra EROS, o H202. Tais
enzimas participam na modulacdo dos conteudo de H202 em cloroplastos,
mitocondrias, citosol e peroxissomos (BHATTACHARJEE, 2010).

A propagacéo do sinal de EROs depende da ativagdo do homdlogo da oxidase
de exploséo respiratoria F (RbohF), que é controlada por etileno (JIANG et al., 2013),
e proteina quinases relacionadas a sacarose nao fermentadora, como a quinase 2,6
(SnRK 2,6) (SIRICHANDRA et al., 2009), proteina quinase dependente de ABA, e
ligacdo do acido fosfatidico (PA) (ZHANG et al., 2009). Ambos EROs e Ca?* modulam
a liberacé@o de ABA, levando ao inicio das respostas transcricionais (ISMAIL; TAKEDA,
NICK, 2014).

O acido abscisico (ABA) € um hormoénio associado na resposta as condicfes
adversas, principalmente na atenuagdo de estresses abidticos, como a salinidade
(CRAMER et al., 2011; VISHWAKARMA et al., 2017). O ABA é um hormonio vital para
as plantas e esta envolvido em redes de regulacédo dos genes por uma via dependente
ou independente de ABA (NEGRAO et al., 2013; PRAK et al., 2008).

A via de sinalizagédo dependente de ABA sinaliza genes de defesa e auxilia na
tolerancia/resisténcia as situacdes desfavoraveis, por meio de reprogramacao
transcricional do metabolismo das células vegetais (BALI et al., 2017;
VISHWAKARMA et al., 2017). A exposicao ao estresse salino induz o aumento dos
niveis de ABA, o qual é alcancado através da clivagem de precursores de
carotenoides por dioxigenases, como 9-cis-epoxicarotenoide dioxigenase-3 (NCED3),
principal enzima regulatoria (BARRERO et al., 2006), e detectado pela resisténcia a
pirabactina (PYR), que posteriormente liga-se a proteina fosfatase 2C (PP2C), apos a
ativacao, liberando a inibicdo de proteinas quinases a jusante, como a classe 3-
SnRK2. Os SnRK2s dependentes de ABA, OST1/SnRK2.6, SnRK2.3 e SnRK2.2,
fatores de transcricdo alvo, proteinas de ligacdo a elementos responsivos a ABA
(AREBL1) e nao responsivos ao ABA (ABI5), ativam genes envolvidos nas respostas
de aclimatacdo, como um elemento de acdo cis conservado, denominado ABRE
(elemento responsivo a ABA) (CHOI et al., 2000; Zhu et al., 2002), as sequencias
ABREs podem ser reconhecidos por proteinas de ligacdo ABRE (AREBS) ou fatores
de ligacdo ABRE (ABFs), que pertence ao grupo A do ziper de leucina basico (bZIP)
TFs (UNO et al., 2000). E nos canais ibnicos da membrana plasmética, como o canal
anibnico lento associado 1-SLAC1, canal de potassio ‘KAT1, e NADPH oxidase RbohF
(UMEZAWA et al., 2013).
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O aumento dos niveis de ABA, que ocorre horas apos a aplicagdo do estresse
(GENG et al., 2013), resulta na estabilizacdo dependente de ABI1 das proteinas
DELLA (ACHARD et al., 2006), enquanto a repressdao da sinalizacdo de
brassinosteroide aumenta ainda mais a quiescéncia do crescimento (GENG et al.,
2013). A repressao induzida por estresse das vias de sinalizacdo da giberelina e dos
brassinosteroides proporciona menor atividade do ciclo celular e pode ser a base de
uma reducdo no tamanho do meristema durante a fase quiescente (WEST,;
BEEMSTER, 2017). A ativagcdo da sinalizacdo dependente de ABA esta subjacente
ao fechamento estomético e tem um papel importante na regulagédo do crescimento e
das respostas de aclimatacdo das plantas, mediante estresse (JULKOWSKA,;
TESTERINK, 2015).

Adicionalmente, observa-se a interacdo de genes, cross-talk, regulados por
diferentes rotas de transducéo de sinais em resposta ao estresse. Como exemplos,
citam-se os genes RD (responsivos a desidratacdo) que sao expressos em plantas
submetidas ao estresse, como 0s genes RD, RD29A e RD29B, que codificam
proteinas hidrofilicas de funcdo desconhecida que respondem de forma diferente ao
estresse abiotico, em especial nas Brassicaceaes (MSANNE et al., 2011; HOQUE et
al., 2012; ULLAH et al., 2018). A regido promotora do gene RD29A é composta por
varios DREs (Dehydration-responsive element, elemento responsivo a desidratacao)
e um ABRE (Abscisic acid-responsive element, elemento responsivo ao éacido
abscisico), a qual é induzida principalmente através da via independente de ABA,
enquanto a regido promotora de RD29B carregando varias sequéncias ABRE é
controlada principalmente por ABA (KOORNNEEF et al., 1992, FUJITA et al., 2005,
MSANNE, et al., 2011).

De acordo com Li et al. (2020), a expressdo dos genes AtABF3 e AtRD29B
(dependente de ABA) e AtDREB2A, AtCBF2 e AtCBF3 (independente de ABA) foi
maior em plantas de Arabidopsis transgénicas que superexpressaram o gene de trigo
da familia WRKY TaWRKY46, sob condi¢cfes de estresse osmotico, indicando que
TaWRKY46 regulou genes envolvidos nas vias ABA-dependente e ABA-
independente. Achados semelhantes também foram encontrados nas caracterizacdes
funcionais dos fatores de transcricao TaWRKY2, TaMYB73 e TaWRKY93 (BARRERO
et al., 2006; BAXTER et al., 2009).

A enzima P5CS1 é uma das principais envolvidas na biossintese de prolina,

osmolito amplamente distribuido que regula o equilibrio osmotico (XU et al., 2010). O
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aumento na expressdo de P5CS1 pode levar ao acumulo de osmodlitos e
consequentemente manter a capacidade osmoética, mantendo o contetdo de agua nas
plantas (LI et al., 2020). O gene AtP5CS1, por exemplo, foi altamente induzido em
plantas transgénicas de Arabidopsis superexpressando o gene TaWRKY46, indicando
uma possivel regulacao (LI et al., 2020).

Outra estratégia de defesa é a regulacdo negativa da expressdo de
aguaporinas apos o tratamento com sal, o que limita a manutencdo do turgor e,
portanto, a expanséo celular (CHAUMONT e TYERMAN, 2014). A diminui¢do da
condutancia da &gua, junto com o fechamento estomatico, reduz a taxa de
transpiracdo e, consequentemente, pode reduzir o acumulo de sédio nos tecidos da
parte aérea (BOURSIAC et al., 2005).

Apés o aumento inicial de Na* na raiz da planta, a diminuicdo do Na+ citosélico
€, provavelmente, mediada pela a¢do da via sensivel ao sal (SOS). O estresse salino
reduz a interacao entre a proteina quinase SOS2 e as proteinas 14-3-3 (ZHOU et al.,
2014), permitindo a interacdo de SOS2 com a proteina da familia semelhante a
calcineurina B induzida por calcio SOS3/CBL4 (HALFTER; ISHITANI; ZHU, 2000). O
complexo SOS3/SOS2 ativa o suposto trocador Na*/H* (NHX7/SOS1), que remove 0
Na* do citosol para o apoplasto do cértex, da raiz e da epiderme (BRADY et al., 2007,
SHI et al., 2002). Além disso, a compartimentacdo do sédio no vacuolo por
transportadores NHX reduz as concentracfes de Na* citosdlico e mantém a pressao
de turgor do potencial osmético do vacuolo negativo (BASSIL et al., 2011).

A regulacdo de longo prazo da condutividade hidraulica é atribuida a
adaptacdes morfolégicas, como o aumento da espessura da faixa de casparian, ou
uma reducéo no desenvolvimento estomatico. O ABA pode induzir a NADPH oxidase
radicular e formar Oz no apoplasto, substrato para a SOD junto com H* (pH 5,5) formar
H20:2, que por sua vez, pode diminuir o crescimento radicular, no entanto, se houver
catalise pela peroxidase apoplastica com formacdo de OH- (radical hidroxila), este
processo pode contribuir para o crescimento radicular (Romero et al., 2001; BAXTER
et al., 2009). Os fatores-chave nesse processo sdo as peroxidases presentes no
apoplasto, que usam as EROs como co-substrato. Durante os estagios iniciais do
estresse, niveis elevados de EROs apoplasticos induzem a atividade da peroxidase
gue, em seguida, realizam ligagbes cruzadas com compostos fendlicos e
glicoproteinas presentes na parede celular, resultando na reducéo da extensibilidade

da parede e na limitacdo da expanséao celular (TENHAKEN, 2015).
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A exposicao ao estresse salino resulta no inicio de um estado quiescente, que
€ seguido pela recuperacdo do crescimento, embora muitas vezes em taxas de
crescimento mais baixas do que as observadas sob condicbes de controle
(JULKOWSKA; TESTERINK, 2015). O inicio da quiescéncia € considerado
independente do acumulo de sédio nos tecidos fotossintéticos e, portanto, € atribuido
aos efeitos “osmadticos” do estresse salino, no entanto, apesar da redugdo do
crescimento inicial em condi¢cdes de estresse salino ser independente do acumulo de
sédio nos tecidos da parte aérea, ela é regulada por mecanismos que podem ser
distintos do estresse osmotico (ROY; NEGRAO; TESTER, 2014).

Embora muitas das vias de sinalizacdo que levam a alteracdo do crescimento
sejam compartilhadas entre diferentes 6rgédos da planta, o impacto sobre a taxa de
crescimento de 6rgdos individuais e processos de desenvolvimento é diferente. Por
exemplo, a germinacdo de sementes de Arabidopsis € inibida por concentracdes que
excedem 150 mM de NaCl, enquanto o crescimento da parte aérea e da raiz sédo
reduzidos com 50 e 100 mM de NacCl, respectivamente (CLAEYS et al., 2014). Ha
muito se supde que um aumento na razao raiz/parte aérea contribui para a tolerancia
a salinidade, porque limitaria a perda de agua pelos estbmatos e aumentaria a
absorcao de 4gua ao estender o tamanho do sistema radicular (MUNNS e TESTER,
2008).

Além disso, na zona de alongamento da raiz, a presséo de turgescéncia dentro
da célula diminui, a medida que o estresse salino aumenta o potencial osmotico do
solo, levando a perda de agua das células. A manutencao da presséo de turgor pode
ser facilitada pela compartimentacdo do Na* nos vacuolos, o que aumenta o potencial

osmotico do vacuolo de maneira custo-efetiva (BASSIL et al., 2011).

3.5 FATORES DE TRANSCRICAO

Os fatores de transcricdo (Transcription Factors, TFs) s&do proteinas
fundamentais para regulacdo génica procariota e eucariota (PULVERER, 2005),
incluindo processos fisiolégicos atuando diretamente no crescimento e
desenvolvimento (RUSHTON et al., 2010). Os TFs podem ser classificados de acordo
com a estrutura tridimensional de suas proteinas, como: hélice-volta-hélice (Helix-
Turn-Helix) basico, hélice-alca-hélice (Helix-Loop-Helix) e proteinas dedo de zinco
(Zinc Finger Protein) (Figura 1; WATSON, 2006).
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Figura 1 - Principais motivos de ligacédo dos fatores de transcricdo ao DNA. (A). Homeodominio;

(B) Motivo Dedo de Zinco e (C) Ziper de Leucina formado por duas alfa-hélices.

Fonte: ALBERTS e LEWIS, 2010 (com adaptacgdes).

Os TFs influenciam a expressdo de genes responsivos ao estresse ao interagir
com elementos cis conservados na regido promotora (KARKUTE et al., 2018), sendo
considerados as mais importantes moléculas em mecanismos de regulacdo génica
(WEI et al., 2016). Em Arabidopsis, cerca de 428 TFs sao regulados sob condi¢des de
estresse salino (ARIF et al.,, 2020). Os TFs possuem maior afinidade (~106 vezes
maior) ao seu sitio de ligacdo na molécula do DNA, do que com qualquer outra regiao
da cadeia. Essas regifes sao altamente conservadas e tém sido utilizadas para
categorizar os TFs em familias, com destaque algumas de relevancia para a regulacao
de genes responsivos a condicdes de estresse abiotico como por exemplo: NAC (No
Apical Meristem, ATAF1/2), AP2/ERF (Apetala2/ethylene response factor), MYB
(Myeloblastosis), CzH2:dedo de zinco e a familia WRKY (HIRAYAMA et al., 2010;
AKASHIMA et al., 2014; OSAKABE et al., 2014; KRANNICH et al., 2015).

Nas vias de tolerancia ao estresse, um dos mecanismos de sinalizacdo da
planta envolve a interacdo de estimulos de receptores e a cascata de sinalizacdo a
jusante que leva a expresséo de FTs e a expressao de genes-alvo e das respostas
correspondentes (Joshi et al., 2016; Wani et al., 2021). O conjunto de todas as

interagbes entre os TFs e seus genes-alvo em uma célula pode ser representado
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como uma rede (CHEN; ZHU, 2004). Para entender a regulagdo e os mecanismos de
adaptacdo aos estresses ambientais, € essencial a identificacdo dos componentes
gue participam desses sistemas regulatorios, incluindo tanto os genes codificantes de
TFs, como aqueles codificantes de seus efetores. O conhecimento destas interacdes
viabiliza a criagdo de modelos computacionais, que auxiliem na compreensao e
elucidacao da arquitetura de uma determinada rede em células, quando expostas a
condicOes de estresse (LAI et al., 2011). Esses modelos podem auxiliar em programas
de melhoramento genético de plantas, uma vez que os métodos convencionais
apresentam baixa eficiéncia, quando executados sem o uso de ferramentas

biotecnoldgicas.

3.5.1 Familia WRKY

Fatores de transcricio WRKY constituem uma das maiores familias de
reguladores transcricionais nas plantas (BAKSHI; OELMULLER, 2014). Ambas as
regides terminais dos dominios WRKY (WRKYGQK; CX4-7-CX23-28-HX1-2-[H/C])
podem se ligar especificamente a elementos cis do tipo W-box (TTGACT/C) em
regibes promotoras de genes alvos, e consequentemente, inibir ou ativar sua
transcricdo (LI et al., 2020). Os FTs WRKY desempenham um papel essencial na
adaptacdo de plantas cultivadas a estresses abidticos, resultante de uma interacao
entre diversos genes, inclusive outros FTs, e uma variedade de hormonios vegetais.
Evidéncias sugerem que a aplicacdo exdgena de diferentes hormonios regula a
expressdo de genes WRKY ap0s exposi¢cdo a multiplos estresses abibticos, incluindo
déficit hidrico e a salinidade (YAN et al., 2014).

Um grande numero de genes codificantes para fatores de transcricdo regulados
de forma positiva ou negativa reafirma a acdo de uma rede de transducéo de sinal
complexa subjacente a resposta ao estresse salino (WANG et al., 2019). As proteinas
WRKY atuam em diversos processos fisiolégicos relacionados diretamente ao
crescimento e ao desenvolvimento dos vegetais, como senescéncia, dorméncia,
metabolismo, morfogénese de tricomas e embribes (RUSHTON et al.,, 2010).
Adicionalmente, diversos e numerosos estudos apontam os TFs WRKY com um papel
funcional na tolerancia a estresses bibticos e abidticos, como seca e salinidade,
podendo atuar em paralelo aos dois tipos de estresse.

Em Arabidopsis, por exemplo, os TFs AtWRKY18, AtWRKY40 e AtWRKY60
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regulam a expresséo dos genes ABI4 e ABI5, na via de sinalizacao de ABA (SHANG
et al., 2010). No feijao-caupi, 20 genes VUWRKY foram associados a genes ortélogos
de outras espécies reportados previamente por sua importancia na tolerancia a
estresses abibticos, como os genes VUWRKY18 e VuUWRKY21, ortélogos de
AtWRKY40 anteriormente mencionado (MATOS et al., em preparacéao).

3.6 MODELO VEGETAL PARA ESTUDOS DE EXPRESSAO GENICA -
ARABIDOPSIS THALIANA

Pesquisas em organismos modelos, sejam animais ou vegetais, sao de grande
importancia para a compreensao de numerosos processos biolégicos, em especial:
bioquimicos, fisiolégicos, metabdlicos e genéticos. Dentre os vegetais, Arabidopsis
thaliana (L.), uma crucifera da familia Brassicaceae, é amplamente utilizada em
estudos da biologia e genética vegetal. Dentre as principais vantagens em relacao as
demais espécies vasculares, destacam-se: ciclo de vida curto, em aproximadamente
seis semanas, da germinacao até formacao de sementes; pequeno tamanho da planta
e genoma pequeno com cerca de 135 Mb (SOMERVILLE e KOORNNEEF, 2002;
KRAMER, 2015) (Figura 2).


http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/jipb.12513/full#jipb12513-bib-0064
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Figura 2. Diferentes estadios do ciclo de vida de Arabidopsis thaliana, acesso
Columbia (Col). (A) Estadios da germinacao até formacao de plantulas (11
dias), crescimento vegetativo (39 dias) e estadio reprodutivo (45 dias); (B)

Imagem da flor; (C) do gréo de pélen e (D) fruto maduro. Fonte: Kramer (2015).
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O uso de A. thaliana como modelo se intensificou a partir da década de 80,
sendo esta, a primeira angiosperma com genoma nuclear sequenciado, em 2000
(SOMERVILLE; KOORNNEEF, 2002; KOORNNEEF; MEINKE, 2010). A rapidez com
que experimentos podem ser conduzidos em A. thaliana viabilizou um enorme
progresso sobre o0 conhecimento acerca dos principios moleculares de
desenvolvimento de plantas, biologia celular, metabolismo, fisiologia, genética e
epigenética. A ampla utilizacdo de A. thaliana como planta de referéncia universal
continuam a se expandir (BRADY et al., 2007; KRAMER, 2015). As associac¢des de
funcdo génica para A. thaliana, engloba 32.451 genes e 10.245 termos GO, e tem
possibilitado o melhor entendimento e elucidacdo de como ocorrem 0S pProcessos
metabdlicos em plantas sao ativados frente aos principais fatores de estresse (LIU,
2020).


https://elifesciences.org/articles/06100#bib86
https://elifesciences.org/articles/06100#bib53
https://elifesciences.org/articles/06100#bib17
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3.6.1 Arabidopsis thaliana na analise da expresséo de genes WRKY

Com o avanco da engenharia genética, em especial a transgenia, diversos
trabalhos tém sido realizados visando compreender a fungdes de genes WRKY frente
as condi¢cdes de estresse, em organismos modelos, sendo uma das familias de TFs
mais estudadas nas duas ultimas décadas (KARKUTE et al., 2018). Em plantas de
Arabidopsis sob salinidade, véarios TFs da familia WRKY foram regulados
positivamente, por exemplo WRKY17, WRKY25 e WRKY33. WRKY29, WRKY40 e
WRKY75 (JITHESH et al., 2018).

Adicionalmente, plantas transformadas de Arabidopsis superexpressando
genes WRKY de outras espécies tém sido frequentemente analisadas, visando
compreender o papel dos genes WRKY na tolerdncia aos estresses. A
superexpressao do gene MdWRKY30, proveniente da macéa (Malus domestica Borkh),
em Arabidopsis, por exemplo, proporcionou tolerancia aos estresses de déficit hidrico
e salino, desde a germinacdo das sementes (DONG et al., 2020). Outro gene WRKY,
CdWRKY50, oriundo de Cynodon dactylon (L). Pers., foi superexpresso em
Arabidopsis, sendo considerado um regulador negativo na resposta das plantas ao
estresse salino, o que fornece base cientifica para o desenvolvimento de plantas
tolerantes ao sal por meio da engenharia genética. (HUANG; AMEE; CHEN, 2021).

A superexpressao do gene HboWRKY82, proveniente de Hevea brasiliensis, em
Arabidopsis, por sua vez, melhorou a tolerancia a desidratagéo e salinidade e diminuiu
a sensibilidade ao ABA exdgeno. Além disso, regulou a expressao transcricional de
VArios genes responsivos ao estresse, dentre eles, P5CS, RD22 e RD29B (KANG et
al., 2021). Adicionalmente, GhWRKY6-like, oriundo do algodao (Gossypium hirsutum
L.), ao ser superexpresso em Arabidopsis mostrou-se eficiente no aumento da
tolerancia aos estresses salino e osmatico. Por outro lado, o silenciamento desse gene
nas plantas de algoddo tornaram-nas sensiveis a esses mesmos estresses, sendo 0
GhWRKY6-like apontado como patrticipante das vias de sinalizacdo destes estresses
(ULLAH et al., 2018).



35

4 ART|G~O 1 - EFEITOS DA SUPEREXPRESSAO DOS GENES VUWRKY21 E VUWRKY87
DO FEIJAO-CAUPI EM Arabidopsis thaliana SOB ESTRESSE SALINO
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Resumo: Fatores de transcricdo WRKY séo importantes reguladores das vias de sinalizaco, incluindo
genes envolvidos na resposta ao estresse salino. O presente trabalho caracterizou os efeitos de dois genes
WRKY de Vigna unguiculata, VUWRKY21 e VUWRKY87, sob condicBes de estresse salino, em plantas
transgénicas de Arabisopsis. Ap0s tratamentos de estresse salino, as linhagens de Arabidopsis que
superexpressam VUWRKY21 ou VUWRKY87 apresentaram elevada expressdo de genes envolvidos nas
vias de sinalizacdo e resposta ao estresse salino, bem como menor estresse oxidativo causado por
espécies reativas de oxigénio (EROSs). Entre os genes responsivos ao estresse salino em Arabidopsis,
seis (AtP5CS1, AtNHX1, AtRD29A, AtSOS3, AtSOS2 e AtSOS1) foram estudados por qPCR. Ao
contrério das plantas selvagens, as linhagens transgénicas apresentaram menor conteddo de H:O- e
maiores conteidoes de SOD e CAT no estagio inicial do estresse salino. Esses resultados sugerem que
a superexpressao de ambos os genes VUWRKY em Arabidopsis ativou genes envolvidos na tolerancia a
salinidade.

Abstract: WRKY transcription factors are important regulators of signaling pathways, including genes
involved in salt stress response. The present work characterized the effects of two WRKY genes from
Vigna unguiculata, VUWRKY21 and VUWRKY87, on plant salinity tolerance. Upon salt stress treatments,
Arabidopsis lines overexpressing VUWRKY21 or VUWRKY87 showed elevated expression of genes
involved in signaling and saline stress response pathways, as well as less biochemical stress caused by
reactive oxygen species (ROS). Among genes responsive to salt stress in Arabidopsis, six (AtP5CS1,
AtNHX1, AtRD29A, AtSOS3, AtSOS2, and AtSOS1) were studied by RT-gPCR. In contrast to wild-type
plants, the transgenic lines presented lower H20, content and higher SOD and CAT contents at early
stage of salt stress. These results suggest that the overexpression of both VUWRKY genes in Arabidopsis
activated genes involved in salinity tolerance
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Introducéo

Aproximadamente, um terco dos solos agricolas do mundo encontram-se degradados devido ao
aumento da salinidade dos solos. Os solos salinizados representam um dos principais fatores que
acometem o crescimento e a produtividade das culturas (Abiala et al., 2018). Seus efeitos incluem
reducdo da germinacdo, crescimento e vigor das plantulas, que consequentemente limitam o rendimento
vegetal, resultando em perdas médias anuais de biomassa acima de 50% (Brozynska et al., 2016;
Ravelombola et al.,, 2018). Tais estresses podem desencadear alteracbes em propriedades das
membranas, aumento da respiracao, inibicdo da fotossintese e diminui¢do da producdo de matéria seca,
entre outros (Merwad et al., 2018).

As plantas respondem as situacdes de estresse com o acumulo de osmoprotetores, mediante o
aumento da sintese de reguladores de crescimento, da expressdo de genes especificos, assim como
promovendo maior atividade de antioxidantes. Entre os genes alvos, destacam-se aqueles codificantes
de proteinas LEA; enzimas envolvidas na biossintese de prolina; enzimas antioxidantes, como
superdxido dismutase (SOD) e catalase (CAT); proteinas envolvidas no transporte seletivo de agua e
fons, além dos fatores de transcricdo (TFs), com destaque para a familia WRKY (Joshi et al., 2016;
Maruyama et al., 2014).

Neste contexto, os FTs da familia WRKY apresentam papel fundamental na sinalizacéo de vias
de resposta a estresses abidticos (Dong et al., 2003; 2020). Diversos estudos evidenciaram que plantas
transgénicas superexpressando genes WRKY atuaram na regulacdo positiva de genes envolvidas em vias
de sinalizacdo e defesa frente a estresses abioticos, a exemplo citam-se 0s genes RD29A e RD29B que
codificam proteinas hidrofilicas capazes de responderem, de diferentes formas (Msanne et al., 2011,
Ullah et al., 2018), como observado pela superexpressdo do gene GhWRKY®6-like (Gossypium hirsutum
L.; Ullah et al., 2018), em Arabidopis sob estresse salino.

O gene AtP5CS1, pertencente ao grupo de osmoprotetores, também esta envolvido na tolerancia
ao estresse abiodtico. Codifica um Al-pirrolina-5-carboxilato (P5CS), que desempenha um papel
importante na sintese de prolina. O aumento na expressdo do gene P5CS1 pode levar ao aumento de
osmorreguladores e consequentemente manter a capacidade osmatica, mantendo o contetido de 4gua nas
plantas (Li et al., 2020). Sua ativacao foi regulada positivamente como consequéncia da superexpressdo
de TaWRKY46 (Triticum aestivum (L.) em A. thaliana thaliana (L.) Heynh sob estresse osmotico (Li et
al., 2020).

Adicionalmente, a regulacdo dos genes pertencentes a via SOS j& foi estuda sob a
superexpressao de genes WRKY (Dai et al., 2018; Amin et al., 2021), os genes da via SOS estdo entre
0s mais importantes na resposta a salinidade, uma vez que, ap6s o aumento inicial de Na* na raiz da
planta, a diminui¢do do Na* citosdlico provavelmente é mediada pela a¢do da via sensivel ao sal (SOS).
O complexo SOS3/SOS2 ativa o suposto trocador Na*/H* (NHX/SOS1), que remove o Na* do citosol

para o apoplasto do cOrtex, da raiz e da epiderme (Brady et al., 2007). O aumento da expressdo de genes
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pertencentes a via SOS foi associado ao aumento da tolerancia em plantas, sob estresse salino em
diferentes estudos (Tang et al., 2014; Dai et al., 2018). Em Fortunella crassifolia Swingle, por exemplo,
0s genes da via SOS foram regulados positivamente por FCWRKY40 (Dai et al., 2018). Em estudos
semelhantes, Lv et al. (2020) identificaram regides W-box nos genes AtSOS1, AtSOS2, AtSOS3, que
foram regulados positivamente por FtWRKY46 (Fagopyrum tataricum (L.) Gaertn) superexpressos em
Arabidopis.

Muitos genes WRKY tém sido superexpressos em Arabidopsis thaliana (L) Heynh, a fim de
avaliar seus efeitos na regulacdo de genes responsivos a estresses abioticos, incluindo o estresse salino,
como por exemplo observado para TaWRKY93 (T. aestivum ; Qin et al., 2015), CIWRKY20 (Citrullus
lanatus (Thunbs); Zhu, et al., 2022) e PheWRKY86 (Phyllostachys edulis (Carr.) J. Houz; Wu et al.,
2022). Vale ressaltar que a regulacéo da expressdo génica em mecanismos de tolerancia & desidratacéo
em geral e a salinidade s&o muito similares, como pdde ser confirmado para GhWRKY6-like (G. hirsutum
; Ullah et al., 2018) e para HbWRKY82 (Hevea brasiliensis (L.); Kang et al., 2021). A constatacdo da
importancia dos genes WRKY nas vias de regulacéo da expressao de genes responsivos a estresses por
desidratacdo e salinidade tem sugerido a manipulacdo desses genes, via engenharia genética em
importantes cultivares, visando ao aumento da tolerancia a estresses abio6ticos. A exemplo, o gene
AhWRKY75 que ao ser superexpresso em plantas de Arachis hypogaea (L.), conferiu tolerancia a
salinidade (Zhu et al., 2021)

Dentre as leguminosas de importancia socioeconémica, destaca-se o feijdo-caupi [Vigna
unguiculata (L.) Walp.], uma leguminosa amplamente cultivada e consumida em todo o mundo na forma
de grdos imaturos (feijdo-verde), e como grdos secos (Baptista et al., 2017). Além dos beneficios
nutricionais, o feijao-caupi, assim como outras leguminosas, € uma opcao atraente para solos pobres e
degradados, uma vez que libera matéria organica de alta qualidade e facilita a circulacdo dos nutrientes
do solo, bem como a retencdo de agua, além de possuir a capacidade de restaurar nutrientes em solos
salinos, com potencial de remover ions toxicos (Abiala et al., 2018; Amorim et al., 2022; Opoku et al.,
2022; Stagnari et al., 2017).

O avanco nas tecnologias de sequenciamento (NGS) de dados gendmicos e transcriptdmicos
tem sido fundamental na identificacdo de genes funcionais e regulatérios envolvidos na adaptacao a
fatores ambientais, muitas vezes perdidos durante a domesticacdo das espécies (Abdelrahman et al.,
2018). No feijao-caupi, 25 genes diferencialmente expressos sob estresse por desidratacdo radicular,
foram analisados. Dentre eles, VUWRKY21 e VUWRKY87 apresentaram elevados niveis de indugdo logo
nos primeiros tempos do estresse abidtico (25 min) (Matos et al., 2022).

Tendo em vista do importante papel regulatério de genes WRKY sobre a expressdo de genes
responsivos a estresses abidticos como seca e salinidade, a analise de membros da familia WRKY via
transgenia da espécie modelo A. thaliana apresenta-se como excelente alternativa para a prospeccao de
genes de importancia nas vias de regulacdo dos mecanismos de tolerancia a estresses abioticos. O

presente trabalho teve como objetivo analisar os efeitos bioquimicos e a expressao diferencial de genes
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responsivos ao estresse salino em A. thaliana superexpressando os genes de feijdo-caupi VUWRKY21 e
VUWRKY87.

Metodologia
Clonagem génica e transformagao de Agrobacterium tumefaciens

Dois genes WRKY de feijdo-caupi (VUWRKY21 e VUWRKY87) foram selecionados com base
no trabalho de Matos et al. (2022), por terem sido previamente induzidos no feijdo-caupi sob
desidratacéo radicular. Regides codificantes de ambos os genes foram amplificadas por PCR a partir de
uma mistura de cDNA (1:1) do acesso de feijdo-caupi ‘Pingo de ouro’, considerado tolerante a
desidratacédo radicular, provenientes dos tempos de 50 e 75 min apds imposicdo do estresse em Matos
et al. (2022). A reacdo de PCR foi constituida por: 4 puL de tampéo da enzima (5 x); 0,4 pL de dNTPs
(10 mM); 1,0 pL de cada primer (10 uM) para o cDNA de VuWRKY2l1 (807 pb) forward
(ATGGAACCAACATGCTT) e reverse (TTACCATTTGGCCTCTAG), e de VUWRKY87 (1062 pb)
foward (ATGGACAACATGGGAGAC) e reverse (TCATGGGTTATCGAATCTGA), 0,5 pL de
cDNA (T50 + T75); 0,8 puL de Phusion DNA polimerase, e 4gua destilada para um volume final de 20
ML. A reacdo foi realizada por 5 min a 94°C, 30s a 94°C, 30 s a 55°C, e 1 min e 40 s a 72°C, por 25
ciclos, seguidos de 7 min finais a 72°C. As amostras totais de ambos 0s genes foram corridas em géis
de agarose 1,5%, seguido por recuperacdo dos fragmentos usando Zymoclean™ Gel DNA recovery Kit,
(Zymo ResearchCatalog).

Os fragmentos de DNA recuperados foram mobilizados no vetor intermediario pENTR/D-
TOPO (Invitrogen, Grand Island, NY) sendo o constructo (pENTR/D-TOPO-VUWRKY) recombinado
com pGWB6 (Nakagawa et al., 2007) por reacdo de recombinacéo LR (Gateway LR Clonase Enzyme
mix; Invitrogen, Grand Island, NY). Os plasmideos resultantes foram nomeados de pPGWB-VuWRKY21
e pPGWB-VUWRKY87, com os genes VUWRKY sob o controle do promotor constitutivo 35S do Virus
do Mosaico da Couve-flor (CaMV). As por¢des génicas de pENTR/D-TOPO-VUWRKY foram
sequenciadas por Genewiz para confirmar a integracdo do gene.

Os plasmideos foram transformados em células competentes de Agrobacterium tumefaciens
(LB4404) por eletroporagdo e as colbnias transformadas foram selecionadas em meio sélido YEB
contendo 50 mg/L de canamicina, 67,5 mg/L rifampicina e 50 mg/L de estreptomicina. Col6nias
recombinantes resistentes ao antibidtico foram isoladas e crescidas em meio liquido YEB contendo
antibidticos canamicina e estreptomicina (50 mg/L) e a 28°C até a saturacdo. O DNA plasmidial foi
extraido de acordo com o protocolo do GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Scientific, Glen Burnie,
MD). A presenca dos genes VUWRKY21 e 87 introduzidos foi verificada por PCR. Col6nias positivas
para as duas construgdes foram selecionadas, crescidas em meio liquido e armazenadas a —80°C em
solucgdo de 15% de glicerol até seu uso.

O DNA plasmidial das células recombinantes foi extraido utilizando o kit GeneJET Plasmid
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Miniprep (Thermo Scientific, Glen Burnie, MD) e a presenca dos genes VUWRKY21 e VUWRKY87 foi
confirmada por PCR, em uma reacdo contendo: 2 pL de tampéo da enzima (10 x); 0,5 pL de dNTPs (10
mM); 1,0 pL de cada primer (10 pM) para o cDNA de VuWRKY21 (807 pb) forward
(ATGGAACCAACATGCTT) e reverse (TTACCATTTGGCCTCTAG), e de VUWRKY87 (1062 pb)
foward (ATGGACAACATGGGAGAC) e reverse (TCATGGGTTATCGAATCTGA), 1-2 uL de A.
tumefaciens; 0,5 puL de Tag-polimerase, e agua destilada para um volume final de 20 pL. A reacdo foi
realizada por 4 min a 94°C, 30s a 94°C, 30 s a 55°C e 30 s a 72°C, por 35 ciclos, seguidos de 5 min finais
a72°C.

Plantas de Arabidopsis thaliana (ecotipo Columbia, Col-0) foram transformadas pelo método
de imersédo floral como descrito por Bechtold and Bouchez (1995) e modificado porClough and Bent

(1998), usando as duas construc¢des supracitadas.

Estabelecimento das geracOes de Arabidopsis thaliana transformadas

Sementes (geracdo T1) das plantas potencialmente transgénicas (da geracdo To) para 0s genes
VUWRKY21 e VUWRKY87 foram coletadas e armazenadas a 4°C até a utilizacdo. As sementes foram
desinfestadas em solucdo contendo hipoclorito de sédio (2,0%) e Tween-20 (0,1%), seguido por cinco
lavagens em &gua destilada autoclavada. Em seguida, procedeu-se o processo de vernalizagdo, em que
as sementes foram transferidas para microtubos de 1,5 mL contendo 0,5 mL de agua estéril e mantidas
por 48 h a 4°C. Posteriormente, as sementes foram semeadas em meio de cultura MS (Murashige &
Skoog, 1962) contendo: tiamina (1,0 mg/L), sacarose (3,0%), agar (6,0 g/L), pH 5,8, contendo

kanamicina e higromicina (50 mg/L cada), como agentes seletivos.

Decorridos 15 dias da inoculacdo as plantulas desenvolvidas, com no minimo quatro folhas
foram aclimatadas individualmente em vasos (capacidade 80 mL) contendo uma mistura de substrato
comercial (condicionador floreiras -Forth®) e vermiculita (1:1) e cobertas por sacos plasticos, para
aclimatacdo. Durante o periodo de cultivo, as plantas foram mantidas em sala de crescimento, sob
condicdes controladas de fotoperiodo (12 h) e temperatura (21 °C) e irrigadas a cada trés dias. Apds
duas semanas de cultivo, as regas foram intercaladas com adicédo de solugéo de NPK 20-20-20 (1,0 g/L).

Cada pléantula T; foi considerada um evento transgénico e numerada sequencialmente a cada geracéo.
Anaélise de segregacao e confirmacéo da transformacéo

Antes de prosseguir com o avango das geragdes, potenciais plantas superexpressando 0s genes
VUWRKY21 e VUWRKY87 (denominadas VUWRKY21-OE e VUWRKY87-OE) em geracdo T1, cultivadas
na presenca de antibidticos e com quatro folhas definitivas, foram analisadas por PCR convencional
para confirmar a insercdo do transgene. Em seguida, 150 sementes em geracdo Tz foram inoculadas em
meio MS seletivo, em placas de Petri e cultivadas de acordo com a metodologia supracitada. Eventos

com no minimo 90% das sementes germinadas e com quatro folhas na roseta, apds 15 dias de cultivo,
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foram considerados em homozigose. Os controles positivo e negativo consistiram de 150 sementes do
tipo selvagem (WT), cultivadas nas mesmas condi¢fes das linhagens transgénicas, variando apenas
quanto a auséncia e presenca dos agentes seletivos (canamicina e higromicina, 50 mg/L cada) no meio

de cultura.
Teste de germinagdo e alongamento radicular sob estresse salino

Para o teste de germinacdo foram utilizadas sementes oriundas de plantas WT e de trés linhagens
transgénicas em homozigose para os genes VUWRKY21 e VUWRKY87. As sementes foram inoculadas
de acordo com os passos supracitados, variando apenas em relagdo a concentracdo de NaCl (0, 100 mM
e 200 mM). Durante sete dias, foi observado o nimero diério de sementes germinadas, com auxilio do
microscépio estereoscopio. O experimento foi realizado em triplicata, cada uma delas composta por 40
sementes das trés linhagens em homozigose para os genes VUWRKY21 e VUWRKY87 (L1, L2 e L3) e
WT.

Para testar os efeitos da salinidade no alongamento da raiz, sementes cultivadas em meio MS
com o comprimento de 0,5 cm foram transferidas para as condicdes de teste (NaCl: 0, 100 e 200 mM).
Apds sete dias, 0 comprimento da raiz foi medido com um paquimetro digital. Este teste foi realizado
com trés réplicas bioldgicas, cada réplica composta por 20 sementes para cada linhagem transgénica
(VUWRKY21-OE e VUWRKY87-OE) e WT.

Exposicéo ao estresse salino

Para os ensaios de salinidade foram utilizadas plantas de trés eventos transgénicos em
homozigose para ambos os genes VUWRKY21, VUWRKY87, e para a linhagem WT, as quais foram
inoculadas, aclimatadas e cultivadas seguindo passos descritos no item “Estabelecimento das gerac6es
de Arabidopsis thaliana transformadas”.

Decorridos 28 dias da aclimatacdo, as plantas foram divididas em dois grupos: tratado e controle.
As plantas do grupo tratado foram irrigadas com solugdo de NPK 20-20-20 (1,0 g/L) suplementada com
200 mM de NacCl, e o grupo controle irrigado apenas com solucdo de NPK 20-20-20 (1,0 g/L). Apos 1,
2, 4 e 8 h, folhas das rosetas nos dois grupos foram coletadas congeladas em nitrogénio liquido e
mantidas a -80°C. Para as analises de expressdo via qPCR, foram estabelecidas triplicatas bioldgicas,
sendo uma réplica correspondente a uma planta. Para as andlises bioquimicas foram reservadas 20
plantas/réplica biolégica. Em todos as analises foram utilizaodos o tecido foliar. Os experimentos foram
realizados em sala de crescimento sob condig¢Ges controladas de fotoperiodo (16 h de luz) e temperatura
de 21°C.

Quantificacdo de perdxido de hidrogénio (H-0,) e de malondialdeido (MDA)

O contetdo de peroxido de hidrogénio foi quantificado segundo protocolo de Alexieva et al.
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(2001) e a peroxidacdo lipidica determinada de acordo com Heath and Packer (1968), com modificagdes.
A reagdo foi determinada por meio da producdo de MDA, um metabdlito reativo ao &cido 2-
tiobarbitdrico (TBA).

Testes enzimaticos e quantificagdo de proteina soltvel

A quantificacdo das proteinas solUveis totais (PST) foi realizada empregando-se a metodologia
descrita por Bradford (1976). Para a determinacdo da atividade da catalase (CAT) e superdxido
dismutase (SOD) foram utilizadas as metodologias propostas por Havir and Mchale (1987), e

Giannopolitis and Ries (1977), respectivamente.
Extracdo de RNA, sintese de cDNA e analise de expressdo diferencial por gPCR

O RNA total foi extraido de acordo com o protocolo estabelecido por Zhao et al. (2012) e
tratadas com DNase (DNA-free, Ambiom). O RNA foi quantificado por fluorimetria, usando Qubit
(Invitrogen). Aliquotas de 0,5 g de RNA de cada amostra foram reversamente transcritas usando o kit
Improm-11 Reverse Transcriptional System (Promega), conforme as especifica¢des do fabricante.

A anélise de expressdo diferencial foi realizada via PCR quantitativa em tempo Real (QPCR).
As reacdes de gPCR foram realizadas com amostras de cDNA, utilizando trés réplicas bioldgicas e trés
réplicas técnicas. As reacbes de gPCR foram preparadas com o Kit iTag Universal SYBR Green
Supermix (BioRad), conforme especificagdes do fabricante, no equipamento Cfx96 (BioRad). Todos 0s
primers utilizados neste estudo (Tabela S1) foram previamente testados por PCR convencional. Os
ciclos de quantificacéo (Cgs - quantification cycle), foram normalizados com os valores de Cgs do gene
referéncia Ubiquitina. Adicionalmente, as sequéncias dos primers utilizados para as analises de qPCR
dos genes VUWRKY21 e VUWRKY87 (Tabela S2) foram alinhadas via BLASTn contra o genoma de
referéncia de Arabidopsis, pela ferramenta Primer Blast, incorporada no NCBI, a fim de detectar
possiveis anelamentos cruzados.

A eficiéncia de amplificacdo para cada primer foi calculada por meio de uma curva padréo
gerada por diluicdes seriadas de cDNA (1/10, 1/100 e 1/1000) em triplicata técnica usando a equacéo E
= 10 (L/slop da curva padrdo)-1 - A inclinag@es da curva padrao na faixa de -3,58 a -3,10 foram consideradas
aceitaveis para o ensaio (Raso & Biassoni 2014). Esses valores de inclinagdo equivalem a eficiéncias de
amplificacdo de 90% (E = 1,9) e 110% (E = 2,1), de acordo com as diretrizes do MIQE para qgPCR
(Bustin et al. 2009).

Analises estatisticas

Os dados foram testados quanto a sua normalidade pelo teste de Lilliefors e homogeneidade
pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Em seguida, foi realizada a analise de variancia (ANOVA), em um

arranjo fatorial 4 x 3 (linhagens x concentra¢fes de NaCl) para cada gene VUWRKY, seguido pelo teste
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a posteriori de Tukey (p < 0,05). Para a andlise estatistica do indice de germinagdo, os valores foram
transformados usando a formula arcoseno V x (%). Todos os dados foram analisados pelo programa
estatistico Genes (Cruz, 2013).

A expressdo relativa dos transcritos alvos foi determinada pelo Software de Expressdo Relativa
Rest2009, no modo padrdo. A analise foi baseada em comparacGes pareadas usando randomizagédo e
bootstrapping com o Teste de Randomizacdo de Realocacdo Fixa Par-wise (Pfaffl et al. 2002). O teste
de hipéteses (P < 0,05) foi usado na determinagdo de diferencas na expresséo de transcritos alvo sob as

condicdes de controle e tratadas.
Resultados
Teste de germinacdo e alongamento da raiz

Para analisar o papel de VUWRKY21 e VUWRKY87 na tolerancia ao sal do feijao-caupi, trés
linhagens VUWRKY-OE (L1, L2 e L3) foram geradas e analisadas. Linhagens VuWRKY21-OE
apresentram uma reducdo na taxa de germinacdo proporcional ao aumento da concentracdo de NaCl,
observando-se uma germinacdo de 100% (WT, L1, L2) e de 99,17% (L3) na auséncia de sal para
sementes de VUWRKY21-OE, e uma germinacdo de 100% (WT) e variando de 97,50 a 99,17% para as
linhagens VUWRKY87-OE (Tabela 1). Para as linhagens VUWRKY21-OE na concentragdo de 200 Mm,
a reducdo da germinacéo foi estatisticamente significativa (p < 0,05) tanto para as linhagens transgénicas
L2 (27%), L3 (30%) quanto para WT (38%), observando-se também uma grande reducdo para L2
(54,58%). De modo semelhante, para VUWRKY87-OE, notou-se redugdo significativa para as linhagens
L1 (39,17%) e WT (25,83%), enquanto uma diminuicao ndo significativa da germinacéo foi encontrada
para L2 (59,17%) e L3 (61,67%). O fenotipo das plantas apds 15 dias de cultivo foi semelhante para
VUWRKY21-OE (Figura S1) ou VUWRKY87-OE (Figura S2), variando apenas entre as concentragdes de
NaCl.



43

Tabela 1. indice de germinag&o de linhagens de Arabidopsis superexpressando os genes VUWRKY21 e
VUWRKY87 (L1, L2, L3) e da linhagem selvagem (WT) sob diferentes concentracGes de NaCl: 0 mM,
100 mM e 200 mM.

Concentragédo de NaCl (mM)

Linhagem VUWRKY21 VUWRKY87

0 100 200 0 100 200
WT 100 aA 83,33aA  38,13bB 100 aA 76.67aA  25.83bB
L1 100 aA 81,67aA 54,58 aA 97,50aA  79,00aA 39,17 aB
L2 100 aA 62,50 aA 27,32 bcB 98,83aA  86,67aA 59,17 aA
L3 99,17aA  69,75aA  30,00cB 99.17aA  87,50aA 61,67 aA

*Meédias seguidas pelas mesmas letras minusculas em um mesma coluna n&o diferem estatisticamente
entre si para uma mesma linhagem, de acordo como teste de Tukey (p < 0.05) *Médias seguidas pelas
mesmas letras maitsculas em um mesma linha ndo diferem estatisticamente entre si para uma mesma
linhagem, de acordo como teste de Tukey (p < 0.05).

No ensaio de alongamento das raizes, houve uma reducéo significativa do tamanho das raizes
com o aumento da concentracdo de sal considerando cada linhagem individualmente. Contudo, as
linhagens transgénicas (L1, L2 e L3) portadoras dos genes VUWRKY21 e VUWRKY®87, e a linhagem WT
ndo apresentaram diferencas significativas no comprimento da raiz entre si para cada concentracdo de
sal utilizada (Tabela 2). Embora n&o tenham sido observadas diferengas significativas entre as linhagens
dentro de uma mesma concentracdo, os valores médios obtidos para 0 comprimento das raizes nas
linhagens transgénicas foram superiores aos da linhagem WT em ambas as concentragdes de NaCl
(Tabela 2; Figs. S3 e S4).

Tabela 2. Valores médios para o comprimento da parte raiz (cm) de linhagens de Arabidopsis thaliana
superexpressando o gene VUWRKY21 e VUWRKY87 (L1, L2, L3) e da linhagem selvagem (WT) sob
diferentes concentracdes de NaCl: 0, 100 e 200 mM.

Concentragéo de NaCl (mM)

Linhagem VUWRKY?21 VUWRKY87
0 100 200 0 100 200
WT 2,00 aA 0,93 aB 0,17 aC 0,96 aA 0,74 aB 0,13 aC
L1 1,90 aA 1,07 aB 0,20 aC 0,93 aA 0,76 aB 0,16 aC
L2 1,97 aA 1,07 aB 0,20 aC 0,96 aA 0,76 aB 0,17 aC
L3 1,70 aA 1,00 aB 0,23 aC 0,96 aA 0,78 aB 0,18 aC

*Meédias seguidas pelas mesmas letras mintsculas em um mesma coluna ndo diferem estatisticamente
entre si para uma mesma linhagem, de acordo como teste de Tukey (p < 0.05) *Médias seguidas pelas
mesmas letras maitsculas em um mesma linha ndo diferem estatisticamente entre si para uma mesma
linhagem, de acordo como teste de Tukey (p < 0.05).
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Respostas bioquimicas

Para compreender as possiveis alteracdes bioquimicas que acompanham as modificacbes
observadas acima, uma série de variaveis bioquimicas foram avaliadas nas linhagens transgénicas. Ao
avaliar a resposta das linhagens VUWRKY21-OE, foi constatado que as plantas WT apresentou 0 maior
conteido de MDA, em comparagdo a todas as linhagens VUWRKY21-OE, em todos os tempos de
estresse, observando-se diferencas significativas para os tempos de 1, 4 e 8 h (Figura 1A). Os maiores
valores foram observados nas duas primeiras horas de estresse (1 e 2 h). No tempo de 1 h houve um
aumento de MDA de 33,87% em relacdo a média das linhagens transgénicas, no mesmo horario. Além
disso, pdde-se observar que o0 MDA nas plantas WT no tempo de 1 h apresentou contetdo maior que o
dobro em relagdo ao tempo controle (Figura 1A). Embora tenha sido observada uma reduc¢éo ao longo
do tempo para todas as linhagens testadas, o contedo de MDA na WT continuou superior as demais
linhagens, chegando a 65,91 e 47,10% maior, respectivamente nos tempos 4 e 8 h, em relacdo a média
observada para as trés linhagens transgénicas. Apesar de ndo terem sido constatadas diferencgas
significativas entre as plantas WT e as linhagens VUWRKY87-OE, os maiores conteidos de MDA foram
observados nas plantas WT para todos o0s tempos avaliados. Os maiores contetidoes de MDA foram
constatados nos tempos de 1 e 4 h, nos quais as plantas WT tiveram um aumento no conteido de MDA

cerca de 22 e 40%, respectivamente, em relacdo a média das trés linhagens VUWRKY87-OE (Figura 1B).
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Figura 1. Efeito do estresse salino no conteddo de MDA (A), H,O; (B), SOD (C), CAT (D) e proteinas
totais (E), em linhagens de Arabidopsis thaliana superexpressando os genes VUWRKY21 (azul) e
VUWRKY87 (vermelho) (L1, L2, L3) e na linhagem selvagem (WT), sob condicGes de salinidade nos
tempos de 1, 2, 4, e 8 h. Letras minusculas iguais ndo mostram diferengam estatistica entre as linhagens,
de acordo com o teste de Tukey a 5% de probabilidade, enquanto as mesmas letras maidsculas nao
mostram diferenca estatistica entre os tempos observados.
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Os maiores contetidos de H,0, foram observados no tempo de 2 h, cerca de 30% maior nas
plantas WT em relacdo as linhagens VUWRK21-OE, sendo considerado um aumento significativo tanto
entre 0s tempos quanto entre linhagens (Figura 1C). As plantas WT seguiram a tendéncia de aumento,
porém ndo significativas, dos contetidos de H,O. nos tempos de 4 e 8 h, em cerca de 6,0% e 23,4%
maiores, respectivamente, em relacdo ao conteido médio observado para as linhagens transgénicas. Para
o contetido de H20-sob a influéncia do gene VUWRKY87 ndo foram constatadas diferencas significativas
entre as linhagens e os tempos avaliados. No entanto, nos tempos iniciais, 1 e 2 h, as plantas WT
apresentaram um aumento nos contetdoes de H,O, cerca de 28 e 31%, respectivamente, em relacédo a

média das linhagens transgénicas nos referidos tempos (Figura 1D).
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A maior atividade da catalase ocorreu nos tempos iniciais (1 e 2 h), tanto para a linhagem WT,
guanto para as transgénicas VUWRKY21-OE, com destaque para o tempo de 2 h, no qual a atividade
média da CAT nas linhagens transgénicas foi 39,80% maior que a observada nas plantas WT (Figura
1E). Apds 4 e 8 h da imposicao do estresse, a atividade especifica da CAT para as linhagens VUWRKY21-
OE, foram em média 10,36 e 21,42% maiores que a linhagem WT (Figura 1E). As plantas VUWRKY87-
OE tiveram aumento significativo na atividade de CAT, em especial nos tempos de 1 e 4 h, nos quais
ocorreram a maior atividade de CAT, ainda no tempo inicial (1 h) as plantas VuUWRKY87-OE
apresentaram um aumento médio de 140%, ja no tempo de 4 h o aumento foi de mais de 290%, em
comparagao as plantas WT nos referidos tempos (Figura 1F).

Em VUWRKY21-OE e WT, a atividade da superdoxido dismutase (SOD) diminuiu em 2 h (Figura
1G). Mesmo com a reducéo, as linhagens VUWRKY21-OE apresentaram atividade especifica de SOD
cinco vezes maior que as plantas WT em 2 h (Figura 1G). Em 4 e 8 h, as plantas WT mantiveram a
tendencia na reducdo (19,20 e 12,92%, respectivamente) da atividade da SOD, em relagcdo a média das
linhagens VUWRKY21-OE. Nas linhagens VUWRKY87-OE, a maior atividade de SOD ocorreu no estagio
inicial (1 h e 2 h). Diferencas significativas na atividade média de SOD foram observadas entre plantas
VUWRKY87-OE e WT em 1 h, com as linhagens transgénicas apresentando atividade SOD quase trés
vezes maior do que as plantas WT (Figura 1H).

Ao avaliar os efeitos do gene VUWRKY21 nos primeiros trés tempos de estresse (1, 2 e 4 h), o
conteudo de proteina total nas plantas WT foi menor que a media dos valores obtidos nas linhagens
transformadas (Figura 11), com destaque para a primeira hora de estresse, onde as plantas WT
apresentaram 66,43% menor conteido de proteinas totais do que a média observada para as linhagens
VUWRKY21-OE (Figura 1I). N&o foram observadas diferengas significativas entre as plantas
VUWRKY87-OE e WT considerando todos os tempos avaliados. No entanto, em 1 h apds a imposicdo
do estresse a média do conteldo de proteinas nas plantas VUWRK87-OE foi cerca de 45% maior, em
relacdo as plantas WT. De forma geral, as linhagens VUWRKY21-OE e VUWRKY87-OE apresentaram
melhor desempenho em todos os parametros bioquimicos avaliados, em relacdo a WT, conforme

sumarizado na Figura 2.
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Figura 2. Sumario da resposta bioquimica para a média das plantas de Arabidopsis thaliana transgénicas
e WT, sob os tempos de imposi¢do do estresse salino avaliados. A dire¢do da seta indica a tendéncia do
resultado para cada variavel, seta para cima maior e para baixo menor.

- VUWRKY21-OF
- VUWRKY87-OF

Efeitos da superexpressédo do VUWRKY?21 e VUWRKY87 em resposta ao estresse salino

Plantas transgénicas portadoras dos genes VUWRKY21 e VUWRKY87 (L1, L2, L3) e ndo
transformadas (WT) de A. thaliana foram avaliadas quanto a expressao diferencial (nos tempos de 1, 2,
4, e 8 h) dos genes VUWRKY21 e VUWRKY87 e de seis genes (AtP5CS1, AtRB29A, AtNXH1, AtSOS1,
AtSOS2 e AtSOS3) responsivos ao estresse salino e osmotico, atuantes em vias de sinalizacdo e

adaptacéo frente a condices de déficit hidrico e salinidade (Figura 3).
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Figura 3. Expressdo diferencial dos genes VUWRKY21 e VUWRKY87 e seis genes alvo em linhagens de
Arabidopsis thaliana (L1, L2, L3) e na linhagem selvagem (WT), apds estresse salino (200 mM de
NaCl), nos tempos de 1, 2, 4 e 8 h. Genes identificados na cor azul foram avaliados sob a expressdo do
gene VUWRKY21-OE, Genes identificados na cor vermelha foram avaliados sob a expressdo do gene
VUWRKY287 *Upregulated, em relacdo ao grupo controle *Downregulated, em relacdo ao grupo
controle.
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O gene VUWRKY21 apresentou uma resposta diferencial precoce apenas nas linhagens
transgénicas no tempo de 1 h, sendo upregulated nas linhagens L1 e L3, as quais obtiveram os maiores
valores de expresséo relativa desse gene, 4,65 e 6,62, respectivamente. Por outro lado, a L2 apresentou
regulacdo negativa do gene VUWRKY21 (-2,72) no tempo de 1 h e regulacdo positiva (2,05) apenas no
tempo de 8 h. As plantas WT apresentaram modulacdo nos tempos de 1 e 8 h, porém observou-se uma
modulacdo positiva (2,89) no tempo de 2 h e negativa (-3,03) 4 h apds a imposicao do estresse (Figura
3A). Com as plantas WT néo sdo portadoras de genes VUWRKY, essa aparente modulacdo do gene
VUWRKY21 nas plantas de Arabidopsis ndo transformadas deve estar associada ao fato do primer
utilizado nas anélises de gPCR para o gene VUWRKY21 ter anelado em um fragmento da sequéncia
codificadora do gene AtlG75810, envolvido em diversas etapas do crescimento de Arabidopsis, em
especial no crescimento foliar (Tabela S2) (Schmid et al., 2005). A possivel modulagéo de At1G75810
ndo interfere em nossas analises, uma vez que o referido gene ndo esta envolvido no processo de
tolerancia ao estresse salino. Por outro lado, o gene VUWRKY87 foi modulado apenas na linhagem L2,
sendo downregulated no tempo de 2 h, e upregulated em 4 h ap6s a imposi¢do do estresse (Figura 3B).
Nas plantas WT, ndo houve expressdo do transgene VUWRKY87, corroborando o fato dos primers
utilizados para andlise da expressdo do gene VUWRKY87 ndo terem anelado em nenhuma sequéncia do
genoma de A. thaliana na analise in silico (Tabela S2).

A superexpressdo dos genes VUWRKY21 e VuWRKY87 em A. thaliana sob condicGes de
salinidade influenciou a expressao de todos os genes envolvidos em vias de mecanismos de tolerancia a
estresses abidticos analisados, os quais tiveram comportamentos distintos entre as linhagens e tempos
analisados, conforme descrito a seguir.

O gene AtP5CS1, relacionado a biossintese de prolina, apresentou resposta precoce para todas
as linhagens transgénicas VUWRKY21-OE. L1 foi upregulated nos tempos de 1 h e de 2 h, enquanto L2
(10,49) e L3 (29,41) apresentaram 0s maiores niveis de expressdo no tempo de 2 h, com valores
correspondentes a expressdes 1,63 e 4,58 vezes maiores em relacdo as plantas WT (6,42), cuja expressdo
diferencial também foi observada a partir de 2 h ap6s a imposi¢éo do estresse (Figura 3C).Para plantas
VUWRKY87-0OE, AtP5CS1 foi regulado positivamente em todas as linhagens e tempos, exceto para WT,
L1 e L3, em 2 h. Em comparacdo com plantas WT, maiores niveis de expressdo significativos foram
observados nas linhas transgénicas L2 e L3 em (1 h), L2em (2 h), L1, L2 e L3 em 8 h (Figura 3D). De
forma semelhante, o gene VUWRKY21 influenciou positivamente na regulacdo do gene AtNXH1,
relacionado ao controle do potencial osmotico vacuolar nos tempos iniciais. L1 foi upregulated em 1, 2
e 8 h; L3 foi upregulated no tempo de 2 h, enquanto L2 apresentou uma tendéncia para ser upregulated
em 1e 2 h (Figura 3E). Para as linhagens VUWRKY87-OE, a regulagéo positiva do gene AtNXH1 ocorreu
principalmente no tempo de 1 h (WT, L1 e L2), sendo upregulated em 2 h apenas em L1. No entanto,
apesar de ndo diferirem estatisticamente em relagdo ao grupo controle, os niveis de expressao relativa
do gene AtNXH1 no tempo de 2 h foi maior para as trés linhagens transgénicas em comparagdo a WT.

No tempo de 2 h, apenas as plantas WT foram downregulated. No tempo de 4 h, as linhagens L1, L2 e
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WT foram downregulated, enquanto no tempo de 8 h os niveis de expressdo seguiram a tendéncia do
tempo anterior e L2 foi downregulated (Figura 3F).

O gene AtRD29A, responsivo ao estresse osmotico, considerando o transgene VUWRKY21
também apresentou uma resposta precoce para as linhagens transgénicas. No tempo de 1 h, houve uma
expressdo relativa cerca de 4x maior para L1 e L2 quando comparado a WT, enguanto em L3 foi
downregulated. No tempo de 2 h, as trés linhagens foram upregulated, com destaque para L3, enquanto
WT foi downregulated. No tempo de 4 h, foram observados os maiores niveis de expressao upregulated
para WT, L1 e L2, embora L3 também tenha sido upregulated (Figura 3G). Para as plantas portadoras
do gene VUWRKY87, 0 gene AtRD29A foi upregulated também de forma precoce, sendo L2 no tempo
de 1 h, e L1e L3 em 2 h, com auséncia de expressdo significativa para WT nestes tempos iniciais. No
tempo de 4 h e de 8 h, todas as linhagens foram reguladas positivamente para o0 gene AtRD29A (Figura
3H), no quais apenas a L3 (8 h) ndo apresentou significancia estatistica em relagcdo ao grupo controle.

As plantas portadoras do gene VUWRKY21 apresentaram comportamento semelhante entre os
genes presentes na via SOS (Salt-Overly-Sensitive). Para o gene AtSOS3, relativo a homeostase celular,
as linhagens transgénicas nao foram estatisticamente upregulated, observando-se uma tendéncia a
regulacéo positiva apenas L1 e L2 no tempo de 2 h. Por outro lado, esse gene foi downregulated em L2
nos temposde 1,2e8 h;emL3em1h,eemLlem4h (Figura 3l). Para o gene AtSOS2, relacionado
a fosforilagdo de proteinas quinase, houve uma tendéncia para uma regulacdo positiva apenas nas plantas
WT (1 h) enalLl (2 h), sendo downregulated nas linhagens transgénicas L1 (4 h) e uma tendéncia para
regulacdo negativa para L2 (1 e 2 h), L3 (2 h) e WT (4 h), ndo havendo modulacao da expresséo apds 8
h da imposigdo do estresse (Figura 3K). O gene AtSOS1, que gera um co-transportador de Na*/H* da
membrana plasmatica, teve os maiores niveis de expressdo nas linhagens transgénicas no tempo de 2 h,
enquanto as plantas WT foram reguladas negativamente (-1,64). Em contrapartida, os maiores niveis de
expressdo para o gene AtSOS1 nos tempos de 4 e 8 h, foram nas plantas WT, com valores de 5,64 e 2,34,
respectivamente. No tempo de 4 h, todas as linhagens transgénicas apresentaram tendéncia para serem

downregulated (Figura 3M).

A regulacdo da via SOS influenciada pelo gene VUWRKY87 ocorreu especialmente nos tempos
iniciais. O gene AtSOS3 foi upregulated apenas no tempo de 1 h (L2 significativamente e L1 como
tendéncia), sendo downregulated em todas as linhagens transgénicas nos tempos de 2, 4 e 8 h, assim
como nas plantas WT nos tempos de 2 e 4 h. De forma semelhante ao AtSOS3, 0 maior nivel de expressao
do gene AtSOS2 ocorreu significativamente no tempo de 1 h em L2, observando-se uma tendéncia para
L1 (1 h) e L3 (2 h) (Figura 3J). AtSOS2 foi downregulated em L1 e L2 (4 h), e em L3 (8 h). WT foi
downregulated em 2 e 4 h e upregulated em 8 h (Figura 3L). Os maiores niveis de expressdo de AtSOS1
foram observados no tempo de 1 h para L1 e L2, apesar de ndo ter apresentado significancia estatistica,
enquanto L3 apresentou uma tendéncia para modulagdo positiva no tempo de 2 h. WT (2 h) e L1 (4 h)

foram downregulated (Figura 3N).
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Discusséo

Estresses abioticos, em especial o déficit hidrico e a salinidade, geralmente afetam a germinacéo,
0 crescimento e a produtividade dos vegetais, desencadeando uma série de alteracfes moleculares,
fisiolégicas e bioquimicas (Ullah et al., 2018). No presente estudo, foi analisada, pela primeira vez, a
superexpressao de genes para fator de transcricdo WRKY do feijao-caupi (VUWRKY21 ou VUWRKY87)
utilizando A. thaliana como modelo. Ambos os genes foram selecionados para o presente estudo por
terem apresentado modulacdo positiva para o acesso tolerante de feijdo-caupi sob estresse por
desidratacdo radicular, contudo, portando comportamentos diferentes. O gene VUWRKY21 apresentou
uma forte modulacdo apresentando um fold change variando de 79,22 em T25 a 185,74 em T100 no
acesso tolerante quando submetido ao estresse, enquanto VUWRKY87 apresentou sua maxima
modulacdo de 32,02 em T75 para 0 mesmo acesso e condi¢tes (Matos et al., 2022). No presente trabalho,
foi observada em A. thaliana a ativacdo da modulacgdo bioquimica e de genes relacionados a tolerancia
ao estresse salino, sob efeito da superexpressdo dos genes VUWRKY21 e VWRKY87, sugerindo sua
contribuicdo para o0 aumento da eficiéncia dos mecanismos de tolerancia ao estresse salino.

Sabe-se que 0 aumento da razdo raiz/parte aérea contribui para a tolerancia a salinidade por
maximizar a absor¢do de agua (Munns & Tester, 2008). No presente trabalho, a presenca de NaCl
desencadeou uma reducdo tanto da germinagédo quanto do desenvolvimento das plantulas. No entanto,
de modo geral, na concentra¢do mais alta de sal (200 mM), as linhagens VUWRKY21-OE e VUWRKY87-
OE apresentaram uma tendéncia de aumento do comprimento da raiz e um indice de germinagéo
significativamente maior, como observado para a linhagem L1 superexpressando o gene VUWRKY21 e
para as trés linhagens de VUWRKY87. Resultados semelhantes foram observados por Ullah et al. (2018),
no qual plantas de Arabidopsis superexpressando o gene GhWRKY6-like também apresentaram um
melhor desempenho na taxa de germinacao e no alongamento das raizes na concentracdo de 200 Mm de
NaCl.

Elevados conteidoes de MDA possuem relacdo diretamente proporcional ao aumento dos danos
na membrana, causados pelas espécies reativas de oxigénio (EROs) e, observando-se, por consequéncia,
uma redugdo da tolerancia a salinidade (Bandeoglu et al., 2004; Shafiq et al., 2019). Em nosso estudo
foi possivel constatar que a linhagem WT apresentou conteido de MDA mais elevado em todos 0s
tempos de exposicdo ao sal em relacdo a média observada para as trés linhagens transgénicas sob
superexpressao do gene VUWRKY21, enquanto para as linhagens VUWRKY87-OE, houve também uma
reducdo, porém nao significativa. Os presentes resultados indicam que o menor conteldo de MDA
observado nas linhagens transgénicas parece estar relacionado a superexpressao dos genes VUWRKY,
com destaque para VUWRKY21, semelhante ao reportado para outros WRKY, como GhWRKY6 (Ullah
etal., 2018), TaWRKY46 (Li et al., 2020), GmWKRY21 e GmWRKY54 (Zhou et al., 2008) que, ao serem
superexpressos em Arabidopsis, conferiram tolerancia a estresses abioticos, regulando positivamente

diversas vias de defesa, como os envolvidas na regulacdo da homeostase celular.
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O peroxido de hidrogénio (H20,) é uma ERO moderadamente reativa, que tem a capacidade de
difundir-se livremente através das membranas. E considerado um importante sinalizador intracelular
para varias vias associadas a mecanismos de tolerancia, como fechamento estomatico, formacéo de
ligagOes transversais na parede celular, entre outros (Anwar et al., 2021; Silva et al., 2021). Contudo,
guando o contetdo de H20- ultrapassa a capacidade antioxidante da célula, seu acimulo pode causar
estresse oxidativo e gerar toxicidade para as plantas (Mansoor et al., 2022). No presente trabalho, de
modo semelhante a0 MDA, o conteido de H2O; apresentou valores mais baixos nos tempos iniciais de
1 h e/ou 2 h, apds a imposicao do estresse salino, para VUWRKY-OE, com destaque para as linhagens
VUWRKY21, que em 2 h apresentaram contetido de HO; cerca de 30% mais baixo em relacéo aos valores
médios observados para a linhagem WT. Estes resultados indicam um melhor desempenho das linhagens
transgénicas sob estresse salino.

Diversas estratégias sdo utilizadas por plantas para desintoxicar a célula das EROs (Foyer &
Noctor, 2009), incluindo a sintese de compostos de baixo peso molecular e enzimas antioxidantes (Foyer
& Noctor, 2005), como a catalase, por exemplo, que é considerada uma das enzimas mais importantes
na regulacdo intracelular nos conteldoes de peréxido frente a estresses abioticos (Cavalcante et al.,
2018). Nos tempos iniciais, foi constatada a maior atividade especifica da catalase (CAT), sendo em
média 40% maior nas linhagens portadoras do gene VUWRKY21 que a observada na linhagem WT para
o0 tempo de 2 h, e em média 140% maior no tempo de 1 h em relagdo a WT para as linhagens portadoras
de VUWRKY87, ou seja, a atividade especifica da CAT foi inversamente proporcional ao valor do
contetdo de H,O; nas plantas transgénicas.

As superdxidos dismutases (SOD) também representam uma das primeiras formas de resposta
contra EROs. O acumulo de Na* e CI- em plantas tende a modular as atividades desta e de outras enzimas
antioxidantes, uma vez que dismutam o O,™. Assim, é importante que a atividade especifica da SOD
esteja em sincronia com a atividade da CAT, uma vez que o produto da dismutacdo do O2~ pela SOD é
0 H202, e 0 seu acimulo é tdo prejudicial quanto o do Oy Tais efeitos do estresse oxidativo estdo
relacionados a diversos processos degenerativos, como fotoinibigdo, fotoxidacdo nos cloroplastos,
inativacdo de enzimas, degradacdo de pigmentos fotossintéticos, peroxidacéo de lipideos de membrana
e danos ao DNA (Ahanger et al., 2017; Singh et al., 2022; Willadino et al., 2017; Zulfigar & Ashraf,
2021). Essa sincronia p6de ser observada em nosso estudo, em especial para as plantas portadoras do
gene VUWRKY21 no tempo de 2 h, no qual foi observado maior atividade da SOD (valor médio,
557,43%) e da CAT (39,55%) e menor contetido de H20; (29,51%) nas plantas transgénicas em relagao
a WT. De forma semelhante a maior atividade de SOD nas plantas portadoras do gene VUWRKY87
ocorreu nos tempos iniciais, uma hora ap6s a imposicao do estresse houve um aumento de 280% de
SOD, na média das linhagens transgénicas em relacdo a WT.

A menor disponibilidade de nutrientes observada em especial nas plantas sensiveis aos estresses
abidticos, como carboidratos, substratos necessarios para o crescimento do vegetal pode gerar reducao

do conteudo de proteinas, devido ao aumento da protedlise (Akbari et al., 2022). O aumento da expressao
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das proteinas pode indicar um possivel redirecionamento do metabolismo celular para a sintese de
compostos envolvidos em processos bioldgicos diversos, como o acimulo de reservas e/ou defesa (Carli
et al., 2012). De forma semelhante a resposta enzimética, as linhagens VUWRKY21-OE apresentaram
contetdo de proteina total médio 66% maior em relacdo a WT no tempo de 1 h, observando-se também
uma tendéncia de aumento VUWRKY87-OE, com aumento médio de 45% em 1 h apds a imposic¢do do
estresse. Os presentes resultados reforcam a hip6tese de atuacdo dos VUWRKY21 e VUWRKY87 no
processo de tolerancia as condicdes de salinidade. Quando cultivadas sob estresse salino, 0 excesso de
NaCl tende a induzir aumento da protedlise e diminuicdo de sintese de proteinas nas plantas, contudo,
no presente estudo, essa caracteristica de reducdo na concentracdo de proteinas ndo foi observada para
as plantas transgénicas, indicando que a superexpressdo dos genes VUWRKY21 e VUWRKY87 esta
relacionada & protecdo da planta contra o efeito nocivo da salinidade (Das & Majumder , 2019).

A identificacdo de genes estresse-responsivos e a anélise de expressdo sdo 0s primeiros passos
para o entendimento dos mecanismos de tolerancia a condigdes ambientais adversas, como a salinidade
(Joshi et al., 2018), constituindo etapas importantes para a producao de plantas transgénicas, com melhor
desempenho em ambientes adversos (Wani et al., 2021). Segundo Matos et al. (2022), diversos WRKY
do feijdo-caupi estdo associados a genes ortdlogos de diversas espécies, como soja e arroz, envolvidos
em vias de sinalizagdo relacionadas a tolerancia a estresses abiéticos, demonstrando a importancia dessa
familia de genes nos mecanismos de tolerancia (Yang et al., 2018). Dentre eles, destacam-se 0s
VUWRKY18 e 21 que séo ortdlogos do gene AtWRKY40 envolvido na sinalizagdo do ABA (Shang et al.,
2010). Por outro lado, 0 VUWRKY87, também expresso diferencialmente sob estresse de desidratacao
radicular no feijao-caupi, ndo apresentou ortologia com genes de nenhuma das espécies utilizadas por
Matos et al. (2022) em suas comparagdes, sendo sua atividade em vias de tolerancia a estresse abiotico
estudada no presente trabalho.

O AtP5CS1 é um gene chave na biossintese de prolina, por codificar a Al-pirrolina-5-
carboxilato (P5CS). A prolina é produzida a partir do &cido glutamico, usando as enzimas P5CS e
pirrolina-5-carboxilato redutase (Turchetto-Zole et al., 2009) e desempenha fungfes cruciais na
tolerancia das plantas as condicBGes de estresse. Destaca-se por atuar na conservagao do potencial
osmatico sob condigdes de déficit hidrico (Chen et al., 2021a) e promover equilibrio redox das células,
eliminacdo de EROs (Mansoor et al., 2022) e regulacdo do pH citosolico, agindo, desta forma, como
agente protetor para a fungéo das enzimas (Garg & Neha, 2019; Furlan et al., 2020). A regulacéo positiva
do gene AtP5CS1 mediada pelos genes VUWRKY21 e VUWRKY87 corrobora com estudos, nos quais, a
superexpressao de genes WRKY oriundos de diversas espécies regularam positivamente a expressdo do
gene AtP5CS1 em A. thaliana sob estresse abiotico, como € o caso de VVWRKY30, de Vitis vinifera (L.)
(Zhu etal., 2019); TaWRKY93 e TaWRKY46, de Triticum aestivum (L.) (Li et al., 2020; Qin et al., 2015),
e CsWRKY26 de Camellia sinensis (L.) (Chen et al., 2021a).

O gene AtRD29A, presente em vias independentes de ABA, é responsivo ao estresse 0smotico

(Thiery et al., 2004), porém codifica uma proteina hidrofilica, de funcéo ainda desconhecida (Ullah et
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al., 2018). No presente trabalho, AtRD29A também apresentou expressao positiva precoce nas linhagens
transgénicas de ambos os genes quando comparados a WT, como relatado anteriormente para plantas
transgénicas de A. thaliana superexpressando genes WRKY sob condigdes de estresse salino. Como
exemplos, citam-se CmWRKY17 de Chrysanthemum morifolium (L.) (Li et al., 2015); GhWRKY34 de
G. hirsutum (Zhou et al., 2015); GhWRKY®6 de G. hirsutum (Ullah et al., 2018), e VWWRKY30 de V.
vinifera (Zhu et al., 2019).

Os genes NHXs, em especial NHX1 e NHX2, sdo regulados positivamente em diversas espécies
de plantas sob salinidade contribuindo para a toleréncia a esta condicéo (Julkowska & Testerink, 2015).
O gene AtNHX1 codifica uma proteina envolvida no controle do potencial osmotico vacuolar em
Arabidopsis, atuando no transporte de Na* para o vacuolo a partir do citosol e participando como uma
“trocadora” de K*(Na*)/H* no tonoplasto celular (Ismail & Horie, 2017). Plantas de Arabidopsis
superexpressando AtNHX1 apresentaram melhor crescimento e desenvolvimento em condigdes de
estresse salino, sendo relatado que tal situacdo ocorre, dentre outros fatores, pela codificagdo dos genes
AtNHX1 para vérios transportadores de membrana no Xxilema e no floema (Hussain et al., 2021;
Pabuayon et al., 2021). Em Glycine max a tolerancia ao sal foi associada a superexpressao dos genes
NHX1 e NHX2 (Koster et al., 2019; Yousefirad et al., 2020). No presente trabalho, também foi observada
uma tendéncia de regulagdo positiva precoce do gene AtNXH1 para as linhagens VUWRKY21-OE e
VUWRKY87-OE.

Em Arabidopsis a homeostase de ions é mantida principalmente por mediacdo da via SOS (Salt-
Overly-Sensitive), caracterizando-a como um importante sistema regulatério para a sobrevivéncia das
plantas sob estresse salino. O excesso de Na* e a alta osmolaridade sdo detectados separadamente por
sensores desconhecidos no nivel da membrana plasmatica, que induzem um aumento no Ca?* citosdlico
(Procino et al., 2015; Zhu, 2002). O aumento de ions € detectado pela SOS3 (proteina de liga¢do ao
célcio), que apo6s ligacdo ao Ca?* ativa a SOS2 (proteina quinase serina/treonina) e, assim, o complexo
proteico SOS3-SOS2 ativado fosforila a proteina SOS1, um co-transportador de Na*H* da membrana
plasmatica, resultando no efluxo de ions Na* em excesso (Goyal et al., 2021). No presente trabalho, a
resposta dos trés genes da via SOS foi heterogénea para as linhagens transgénicas sob superexpressdo
de ambos os genes VUWRKY. De modo geral, os genes apresentaram tendéncia de regulacéo positiva
precoce nos tempos de 1 h e/ou 2 h, e de regulacdo negativa nos de 4 h e/ou 8 h, assim como por exemplo
para AtSOS3 (VUWRKY87-OE) no tempo de 2 h.

Embora o estresse hidrico e 0 estresse salino possam causar respostas bioquimicas e fisiolégicas
semelhantes, como estresse osmatico, acimulo de ABA e de varios osmolitos, toxicidade idnica e
estresse oxidativo, a maioria dos esforgos tem se concentrado na analise da homeostase celular do ion
durante o estresse salino, como o caminho mais direto para 0s mecanismos moleculares nas plantas
(Chen et al., 2021b). Apés a percepgao do estresse salino, um pico de Ca?* gerado no citoplasma de
celulas radiculares ativa a cascata de transducéo de sinais da via SOS para proteger as células de danos

causados pelo acimulo de excessivo de ions. Por meio da andlise da expressdo génica em Arabidopsis
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superexpressando 0s genes VUWRKY21 e VUWRKY87, foi possivel constatar o aumento nos niveis de
expressdo relativa de genes envolvidos nas vias de sinalizagdo e resposta ao estresse salino de forma
precoce nas linhagens transgénicas, corroborando com os resultados obtidos por Ullah et al. (2018) e
Kang et al. (2021), nos quais genes WRKY superexpressos em Arabidopsis atuaram na regulacéo
positiva de genes responsivos a salinidade.

Com base em analises bioguimicas e moleculares, o presente estudo revelou que a
superexpressdo dos VUWRKY87 e VUWRKY21 contribuiu para a ativacdo de genes relacionados aos
mecanismos de toleréncia ao estresse salino, embora as linhagens superexpressando o gene VUWRKY21
tenham apresentado melhor resposta bioquimica principalmente no que se refere a reducdo do contetido
de MDA e de H;0,. Os presentes dados sugerem que ambos 0s genes participam da via de sinalizacdo
de estresse salino no feijdo-caupi, com diferentes formas de atuacdo, corroborando a relacdo da
expresséo diferencial de VUWRKY87 e VUWRKY21 e 0 aumento da tolerancia a estresse por desidratacéo
radicular observada no feijdo-caupi, reportada previamente por Matos et al. (2022). O desempenho
satisfatorio dos genes VUWRKY21 e VUWRKY87 em Arabidopsis sugere que o feijdo-caupi é portador e

pode ser considerado fonte de genes relacionados a mecanismos de tolerancia a estresse abiético.
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Resumo: Sob condi¢des de deficiéncia hidrica (DH), as plantas utilizam uma rede regulatéria
de genes envolvidos na tolerancia ao estresse, com destaque para a familia WRKY. O objetivo
do presente trabalho foi analisar os efeitos da superexpressdo do gene VUWRKY21 de feijao-
caupi em Arabidopsis thaliana ap6s DH, mediante analises fisioldgicas e bioquimicas. Plantas
de Arabidopsis transformadas com o gene VUWRKY21 e plantas selvagens (WT), foram
submetidas ao estresse por DH, considerando-se trés grupos: i) grupo controle, incluindo
plantas hidratadas a cada trés dias, por 15 dias; ii) grupo reidratado, com irrigacao suspensa por
15 dias, reidratadas e coletadas apds dois dias, € iii) grupo tratado, com DH por 15 dias. Foram
avaliados parédmetros fisioldgicos e bioquimicos De modo geral, as plantas transformadas
apresentaram melhor performance no que se refere as médias de nimero de folhas, diametro
da roseta e peso da roseta. Apresentaram maior atividade de CAT (60 % e 120%, nos grupos
DH e reidratado, respectivamente) e da SOD (70%, ap0s reidratacdao) em relacdo as plantas WT.
Plantas transformadas também mostraram um contetdo de proteinas totais duas vezes maior na
condigdo DH. Por outro lado, os contetudoes de H20 foram 20% superiores nas plantas WT em
ambas as condicBes. Os resultados demonstram uma melhoria nos parametros fisioldgicos e
bioquimicos de Arabidopsis superexpressando o gene VUWRKY21, constatando a importancia

desse gene para 0 aumento da tolerdncia ao déficit hidrico.

Palavras-chave: Bioquimica, fator de transcricao, fisiologia, Vigna unguiculata.
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Abstract: Under water deficit (WD) conditions, plants have been used a regulatory gene
network involved in stress tolerance, standing out the WRKY family. Our work aimed to
analyze the effects of overexpression of the cowpea VUWRKY21 gene in Arabidopsis after HD,
using physiological and biochemical analyses. Arabidopsis plants transformed with the
VUWRKY21 gene and wild plants (WT) were subjected to WD stress, considering three groups:
i) control group, including plants hydrated every three days for 15 days; ii) rehydrated group,
with irrigation suspended for 15 days, rehydrated, and collected after two days, and iii) treated
group, with WD for 15 days. Physiological parameters and biochemical parameters were
evaluated. Overall, transformed plants showed better performance regarding the means of NF,
DR and PR. They showed higher CAT (60% and 120%, in the WD and rehydrated, respectively)
and SOD (70%, after rehydration) activities in relation to WT plants. Transformed plants also
showed a two times more total protein content. On the other hand, H>O> contents were 20%
higher in WT plants for both conditions. The results showed an improvement in the
physiological and biochemical parameters of Arabidopsis overexpressing the VUWRKY21 gene,

confirming the importance of this gene for increasing tolerance to water deficit.

Keywords: Biochemistry, physiology, transcription factor, Vigna unguiculata.
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Introducéo

As plantas s@o expostas a diversas condicOes de estresse bidticos e abioticos, as quais
interferem de forma negativa no seu crescimento e desenvolvimento. Dentre o0s estresses
abioticos, o déficit hidrico (DH) é um dos mais prejudiciais (Yadav et al., 2021). Tal condicéo,
pode acarretar em perdas entre 50 a 70% na produtividade das culturas, podendo atingir cerca
de 40% da populacdo mundial (Mishra et al., 2020). Estimativas apontam que, até o ano de
2030, cerca de 700 milhdes de pessoas sejam afetadas diretamente devido aos baixos indices
pluviométricos (Jia et al., 2021).

Sob condicdes de deficiéncia hidrica, as plantas respondem mediante uma série de
mudancas morfoldgicas, fisioldgicas, bioquimicas e moleculares (Haddoudi et al., 2021). Os
aspectos morfologicos envolvem alteracGes no fenotipo da planta, tais como alteracGes no
comprimento e numero de brotos, de folhas e raizes, assim como na biomassa da planta.
Fisiologicamente, ocorre uma diminuicdo nas taxas fotossintéticas e de transpiracéo,
ocasionadas pelo fechamento estomatico, culminando em um décrescimo do contetdo relativo
de &gua (TRA) nos tecidos foliares. Além disso, o DH influencia na fotossintese mediante
reducdo das taxas de assimilacdo de CO> nas folhas, nos contetdoes de clorofila, carotenoides
e pigmentos acessorios (Yadav et al., 2021; Yang et al., 2021). A nivel bioquimico, ocorre um
alto nivel de peroxidacdo lipidica, o que promove o acumulo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) (Lau et al., 2015; Singhal et al., 2021). A nivel molecular, vérios produtos de genes
reguladores, como MAPKSs, HD-zip/bZIP, AP2/ERF, NAC, e WRKY, atuam como fatores de
transcricdo (FTs) na regulacdo da expressao de genes responsivos ao déficit hidrico, podendo
contribuir para a tolerancia das plantas (Piao et al., 2019; Yang et al., 2021).

Fatores de transcricdo atuam como proteinas reguladoras capazes de reconhecer
especificamente elementos de acdo cis, desempenhando um papel crucial na regulacdo da

expressao de genes responsivos ao DH (Singhal et al., 2015). Diferentes tipos de FTs
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apresentam papéis vitais na resposta das plantas ao estresse hidrico (Hong et al., 2016; Garcia
et al., 2018; Piao et al., 2019). A familia WRKY destaca-se com uma das maiores familias de
reguladores transcricionais em plantas (Bakshi e Oelmiller, 2014). E nomeada devido &
presenca do dominio “WRKYGQK?”, altamente conservado, que interage especificamente com
a sequéncia W-box de regides promotoras dos genes alvos (Eulgem et al., 2000), incluindo
genes de plantas responsivos a estresses. Os FTs WRKY apresentam papel fundamental na
regulacdo de genes funcionais a jusante ou outros genes reguladores, participando do processo
de regulacdo de vérias atividades fisiologicas e bioquimicas em plantas (Yang et al., 2021).

Com o avanco dos estudos gendmicos e transcriptdmicos, a identificacéo e utilizagéo de
genes funcionais e regulatorios associados ao mecanismo de tolerancia de plantas a condi¢des
ambientais desfavoraveis é cada vez mais presente em programas de melhoramento genético
(Yang e tal., 2022). A superexpressdo dos genes GhWRKY17 (Yan et al., 2014); AAWRKY75
(Zhu et al., 2021); ZmWRKY79 (Gulzar et al., 2021); PheWRKY86 (WU et al., 2022);
ItTWRKY70 (Sun et al., 2022), por exemplo, conferiu tolerdncia ao deficit hidrico em
Arabidopsis, reduzindo os niveis de ABA, assim como aumentou a expressdao de genes
envolvidos na eliminacdo de EROs, como por exemplo, APX, CAT e SOD.

Em feijdo-caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp.], 25 genes WRKY foram
diferencialmente expressos sob condicdo de deficiéncia hidrica, dos quais, VUWRKY21
apresentou inducdo apds 25 min de imposicdo do estresse (Matos et al., 2022). O feijao-caupi
é uma das mais importantes leguminosas cultivadas. E considerada uma boa fonte de proteinas,
carboidratos, fibras, ferro, zinco e quantidades substanciais de compostos bioativos (Oyeyinka
et al., 2013; Rengadu et al., 2020; Adjei-Fremah et al., 2019; Oyeyinka et al., 2020).

Tendo em vista o importante papel dos genes WRKY na regulacdo de genes responsivos
a estresse abioticos, o presente trabalho teve como objetivo analisar os efeitos fisioldgicos e

bioquimicos da superexpressdo do gene VUWRKY21 de feijdo-caupi em A. thaliana em resposta
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ao déficit hidrico.

Metodologia

Obtencdo do vetor contendo o gene de interesse e transformacéo genética

Regides codificantes do gene VUWRKY21 foram mobilizadas no vetor de entrada
PENTR/D-TOPO (Invitrogen, Grand Island, NY), sob o controle do promotor constitutivo 35S
do Virus do Mosaico da Couve-flor (CaMV). Essa construcdo (pENTR/D-TOPO-VUWRKY)
foi recombinada com o plasmideo pGWB6 (Nakagawa et al., 2007) por reacdo de recombinacgao
LR (Gateway LR Clonase Enzyme mix; Invitrogen, Grand Island, NY) resultando no plasmideo
pGWB-VUWRKY21. As por¢des génicas de pPENTR/D-TOPO-VUWRKY foram sequenciadas
para confirmar a integridade do gene introduzido.

O plasmideo foi inserido, por eletroporagdo, em células competentes de Agrobacterium
tumefaciens (LBA4404) e as coldnias recombinantes foram selecionadas em meio sélido YEB
contendo 50 mg/L de kanamicina, 67,5 mg/L rifampicina e 50 mg/L de streptomicina. Coldnias
positivas foram isoladas e crescidas em meio liquido YEB + antibidticos a 28°C até a saturacao.
O DNA plasmidial foi extraido de acordo com o protocolo do kit “GeneJET Plasmid Miniprep
Kit” (Thermo Scientific, Glen Burnie, MD). A confirmacdo do gene VUWRKY21 foi realizada
por PCR. As colbnias positivas foram selecionadas, crescidas em meio liquido e armazenadas

a —80°C em solucao de 15% de glicerol até seu uso.

O DNA plasmidial das células recombinantes foi extraido utilizando o kit GeneJET
Plasmid Miniprep (Thermo Scientific, Glen Burnie, MD). A presenca do gene VUWRKY21 foi
confirmada por PCR em uma reacdo contendo 2 pL de tampéo da enzima 10x; 0,5 pL de dNTPs
(10 mM); 1,0 pL de cada primer (10 puM) para RNAm do gene VUWRKY21 (807 pb) forward
(ATGGAACCAACATGCTT) e reverse (TTACCATTTGGCCTCTAG), 1-2 pL de A.

tumefaciens; 0,5 pL de Tag-polimerase em um volume final de 20 puL de agua destilada. A
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reacdo foi programada para 94°C por 4 min, seguidos por 35 ciclos de: 94°C por 30 s; 55°C por
30se 72°C por 30 s, além de 72°C por 5 min finais. Plantas de A. thaliana (ecotipo Columbia;
Col-0) foram transformadas pelo método de imerséo floral como descrito por Clough and Bent

(1998), modificado por Bechtold and Bouchez (1993), usando a construgdo supracitada.

Estabelecimento das geragdes de A. thaliana transformadas

As sementes (geracdo T1) das plantas potencialmente transgénicas (da geragdo TO) para
0 gene VUWRKY21 foram coletadas e armazenadas a 4°C até a utilizagdo. As sementes foram
desinfestadas em solugdo de hipoclorito de sddio 0,2% e Tween-20 0,1%, seguido por cinco
lavagens em &gua destilada autoclavada. Em seguida, procedeu-se o processo de vernalizacao
das sementes, realizado em microtubos de 1,5 mL contendo 0,5 mL de &gua estéril a 4°C por
48 h. Posteriormente, as sementes foram transferidas para o meio de cultura seletivo MS
(Murashige & Skoog, 1962) s6lido contendo: tiamina (1,0 mg/L), sacarose (3%), agar (6,0 g/L),
pH ajustado para 5,8 (antes da autoclavagem) e suplementado com kanamicina e higromicina
(50 mg/L cada) como os agentes seletivos (adicionados apds autoclavagem).

Decorridos 15 dias da inoculacdo no meio MS, as plantulas com no minimo quatro
folhas foram transferidas individualmente para vasos de 80 mL, contendo uma mistura de
substrato comercial (condicionador floreiras -Forth®) e vermiculita (1:1), e cobertas por sacos
plasticos, para aclimatacdo. As plantas foram mantidas em sala de crescimento, sob condi¢des
controladas de fotoperiodo (12 h) e temperatura (21°C), com irrigacdo a cada trés dias. Apos
duas semanas de cultivo, as regas foram intercaladas com adicéo de solucdo de NPK 20-20-20

(1,0 g/L). Cada planta foi considerada um evento transgénico.

Analise de segregacéo e confirmacéo da transformacéo

Plantas VUWRKY21 na geracdo T1 potencialmente transgénicas foram cultivadas na

presenca de antibioticos e analisadas por PCR convencional, para confirmar a inser¢do do



68

transgene. Apos confirmacéo das linhagens transgénicas, seguiu-se o avango das geragdes. Para
cada evento transgénico, 150 sementes T3 foram germinadas em placas MS seletiva, conforme
descrito acima. Eventos com pelo menos 90% das sementes germinadas e quatro folhas na
roseta, apds 15 dias de cultivo, foram considerados homozigotos. Os controles positivo e
negativo consistiram de 150 sementes do tipo selvagem (WT), cultivadas nas mesmas
condicBes das linhagens de eventos transgénicos, variando apenas quanto a auséncia e presenga

dos agentes seletivos (canamicina e higromicina, 50 mg/L cada), respectivamente.

Teste de germinagéo

Sementes provenientes de plantas WT e de trés linhagens transgénicas, em homozigose
para 0 gene VUWRKY21, foram utilizadas no teste de germinagdo. As sementes foram
inoculadas de acordo com 0s passos supracitados, variando apenas em relacdo a concentracdo
de Manitol (0, 100, 200, 300 e 500 mM). Essa analise foi realizada com auxilio do microscépio
estereoscopio, mediante contagem do nimero de sementes germinadas por dia, durante uma
semana. O experimento foi realizado em triplicata, cada uma composta por 40 sementes das

trés linhagens em homozigose para o gene VUWRKY21 (L1, L2 e L3) e das plantas WT.

Ensaio de déficit hidrico

Para os ensaios de déficit hidrico foram utilizadas plantas de trés eventos transgénicos,
em homozigose para o gene VUWRKY21, e WT, as quais foram inoculadas, aclimatadas e
cultivadas seguindo passos descritos no item “Estabelecimento das geracfes de Arabidopsis
thaliana transformadas”.

Apds 28 dias da aclimatacdo, as plantas foram divididas em trés grupos: i) grupo
controle, com irrigacdo a cada trés dias, durante 15 dias; ii) grupo tratado, com irrigacéo

suspensa por 15 dias, e iii) grupo reidratado, com irrigacao suspensa por 15 dias, reidratadas e
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coletadas apos dois dias. A coleta consistiu na retirada das folhas das rosetas, as quais foram
submersas em nitrogénio liquido e posteriormente armazenadas a -80°C. O experimento
consistiu de 12 tratamentos (linhagens x grupos, 4 x 3), cada um com trés réplicas biolégicas,
sendo cada réplica composta por 20 plantas para as analises bioquimicas. Em todos os ensaios
as plantas foram cultivadas em sala de crescimento, sob condi¢des controladas de fotoperiodo

(16 h) e temperatura de 21°C.

Analises fisiologicas

No momento das coletas, foram avaliados os seguintes pardmetros: Numero de Folhas
(NF), Diametro da Roseta (DR, cm), Peso da Roseta (Pro, g), Peso da Raiz (PR, g),
Comprimento da Raiz (CR, cm) e o conteldo de Massa Seca da Roseta (TMS, g). Para essa
andlise, as rosetas foram coletadas e mantidas em estufa de ventilacdo a 60°C por 4 h ou até que
ndo houvesse mais variacao de peso por trés coletas consecutivas. O contelldo de massa seca

foi avaliado utilizando a seguinte equacgéo: (100* PRO Frinal X / PRO inicial).

Quantificagdo de perdxido de hidrogénio (H202) e de malondialdeido (MDA)

O conteudo do perdxido de hidrogénio foi quantificado segundo protocolo de Alexieva
et al. (2001) e a peroxidacao lipidica determinada de acordo com Heath and Packer (1968), com
modificacdes. A reacdo foi determinada por meio da producdo de MDA, um metabdlito reativo

ao acido 2-tiobarbitarico (TBA).

Testes enzimaticos e quantificacdo de proteina soltvel

A quantificacdo das proteinas soltveis totais (PST) foi realizada empregando-se a
metodologia descrita por Bradford (1976). Para a determinacao da atividade da catalase (CAT)
e da superoxido dismutase (SOD) foram utilizadas as metodologias propostas por Havir and

Mchale (1987) e Giannopolitis & Ries (1977), respectivamente.
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Andlise Estatistica

Os dados foram testados quanto a sua normalidade pelo teste de Lilliefors e
homogeneidade pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Em seguida, foi realizada a andlise de
variancia (ANOVA) em um arranjo fatorial 4 x 5 (linhagens x concentragdes de Manitol), para
0s ensaios de alongamento e germinacgéo, e 4 x 3 (linhagens x trés grupos), para o ensaio de
déficit hidrico, seguido pelo teste de Tukey (p < 0,05). Para a andlise estatistica do indice de
germinagao, os valores foram transformados usando a férmula arcoseno v x (%). Todos 0s

dados foram analisados pelo programa estatistico Genes (Cruz, 2013).

Resultados

Testes de germinacgéo

A taxa de germinacdo foi inversamente proporcional a concentracdo de manitol nas
plantas WT, observando-se 100% de germinagao na auséncia de manitol e 79,16% e 82,50%,
nas concentracdes de 300 e 500 mM, repectivamente. Por outro lado, nas linhagens transgénicas

n&o houve diferenca significativa em nenhuma das concentragdes testadas (Tabela 1; Figura 1).

Tabela 1. Taxa de germinacdo de linhagens de Arabidopsis superexpressando 0 gene
VUWRKY21 (L1, L2, L3) e da linhagem selvagem (WT) sob diferentes concentracbes de
Manitol (0, 100, 200, 300 e 500 mM).

Concentracgdes de Manitol

Linhagem = 100 200 300 500

WT 100,0 aA 9417aAB  96,67aAB  7916aB  8250aB
L1 99,17 aA 96,67 aA 9500aA  90,00aA 92,50 aA
L2 99,17 aA 95,83 aA 9833aA  8750aA  9333aA
L3 100,0 aA 98,33 aA 9583aA  9500aA 97,50 aA

*Meédias seguidas pelas mesmas letras mindsculas na vertical ndo diferem estatisticamente entre si para
uma mesma linhagem. *Médias seguidas pelas mesmas letras maitsculas na horizontal ndo diferem
estatisticamente entre si para uma mesma linhagem.
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Figura 1. Desenvolvimento de plantulas de linhagens de Arabidopsis thaliana
superexpressando o gene VUWRKY21 (L1, L2, L3) e da linhagem selvagem (WT), germinadas
sob diferentes concentragdes de manitol (0, 100, 200, 300 e 500 mM), apds 15 dias de cultivo.

100

Anaélises fisiologicas

Ao considerar as respostas fisioldgicas das plantas transgénicas e WT sob déficit
hidrico, foram observadas diferencas significativas (p < 0,05) para numero de folhas, tamanho
e peso da roseta (Tabela 2). Com relacdo ao nimero de folhas, as linhagens trangénicas e
selvagem foram semelhantes estatisticamente dentro de cada grupo, com excecdo de L2 que
apresentou um maior numero de folhas ap6s rehidratacdo. Contudo, observa-se que, em relagdo
ao grupo controle, L1 e L3 foram semelhantes estatisticamente, enquanto WT e L2
apresentaram reducdo significativa do nimero de folhas sob déficit hidrico (suspenséo de rega

por 15 dias) (Tabela 2).



Tabela 2. Valores médios para o numero de folhas, didmetro da roseta, peso da roseta, teor de massa seca, peso e comprimento da raiz e linhagens de Arabidopsis
thaliana superexpressando o gene VUWRKY21 (L1, L2, L3) e da linhagem selvagem (WT) sob trés diferentes condic@es: controle (Cont.) Tratado (Trat.) e

reidratado (Reid.).

72

Numero de Folhas Diametro da Roseta  Peso da roseta (PRO)  Teor de Massa seca Peso da Raiz (PR) Comprimento da raiz
(NF) (DR) (TMS) (CR)
Cont Trat. Reid. Cont Trat. Reid. Cont Trat. Reid. Cont Trat. Reid. Cont Trat. Reid. Cont Trat. Reid.
WT 1533 8,00 1200 500 226 247 0,14 002 005 3446 299 1962 002 002 002 58 930 920
aA aB bAB aA aB aB aA aB aB aA aA aA aA aA aA aA aA aA
L1 11,33 10,67 12,33 3,77 283 3,07 0,08 0,041 0,07 1515 16,08 1051 001 0,01 0,01 793 9,766 12,13
aA aA bA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA T7aA aA
L2 14,33 11,00 20,00 553 297 39 0,13 0,057 0,14 1440 13,25 10,35 001 o001 002 7,30 680 8,90
aA aB aA aA aB aAB aA aB aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA
L3 12,33 9,00 1433 440 187 323 0,12 005 0,08 23,03 26,37 1369 0,016 001 0,01 8,27 817 9,73
aA aA abA aA aB aAB aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA

*Médias seguidas pelas mesmas letras minusculas na vertical ndo diferem estatisticamente entre si para um mesmo grupo. *Médias seguidas pelas
mesmas letras maiusculas na horizontal ndo diferem estatisticamente entre si para uma mesma linhagem.
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No que diz respeito ao didmetro da roseta (DR), também foi observada uma redugéo
significativa tanto para WT quanto para L2 e L3 na condicdo de déficit hidrico e apos
reidratacdo. Por outro lado, L1 apresentou comportamento semelhante estatisticamente ao
grupo controle para ambas as condicdes (Tabela 2). Para o peso da roseta (PR), houve uma
reducdo significativa para WT sob ambas as condi¢des de déficit hidrico em relagdo ao grupo
controle, enquanto as linhagens transgénicas foram semelhantes estatisticamente ao controle,
com excecdo de L2, que apresentou um reducdo significativa apds 15 dias de déficit hidrico
(Tabela 2).

Para as variaveis de contetdo de massa seca (TMS), peso da raiz (PR) e comprimento
da raiz (CR), ndo foram constadas diferencas significativas entres as médias obtidas paras as
linhagens transgénicas e WT, em nenhuma das condi¢Bes impostas: controle, déficit hidrico e

reidratacdo (Tabela 2).

Anélises bioquimicas

Foram avaliados cinco parametros bioquimicos nas quatro linhagens nas trés condi¢es
analisadas. Com relacéo ao conteudo de MDA, ndo foram constatadas diferencas estatisticas
para 0 contedo de MDA, entre as médias das plantas WT e das linhagens transgénicas
portadoras do gene VUWRKY21 em nenhuma das condicOes testadas, embora tenha sido
observado um aumento significativo na WT ap6s 15 dias de déficit hidrico. De modo geral,
reassalta-se um aumento dos valores na condicdo de déficit hidrico e uma reducédo na reidratada,
embora em ambos 0s casos ndo significativos. Nesse ultima condicao, destaca-se uma reducgéo
média de 23% no conteddo de MDA nas linhagens transgénicas em relacdo as plantas WT
(Figura 2A). Para o conteudo de H.O,, também ndo houve diferenga significativa entre 0s
tratamentos. Com excecdo de L1, de modo geral, foi observado um aumento nos valores de

H>02 nas condicdes de déficit hidrico e reidratada, mas ressalta-se que, em ambas as condicdes,
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o0 conteudo de H>O> foi cerca de 20% maior nas plantas WT em relacdo a média das linhagens

transgénicas portadoras do gene VUWRK21 (Figura 2B).

Figura 2. Conteddo de MDA (A), H202 (B), SOD (C), CAT (D) e proteinas totais (E), em
linhagens de Arabidopsis thaliana superexpressando o gene VUWRKY21 (L1, L2, L3) e na

linhagem selvagem (WT), sob condi¢6es controle, de déficit hidrico e reidratada.
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*Letras mindsculas iguais ndo mostram diferencam estatistica entre as linhagens, de acordo com o teste
de Tukey (p < 0,05), enquanto letras mailsculas iguais ndo mostram diferenca estatistica entre as
condicdes testadas.

No que diz respeito a catalase (CAT), houve um aumento de sua atividade nas linhagens
transgénicas em relacdo a WT tanto na condicdo de déficit hidrico quando na reidratada, em
média cerca de 60% e 120% respectivamente (Figura 2C). Para a superdxido dismutase (SOD),
embora néo tenham sido constatadas diferencas significativas entre as linhagens transgénicas e

as plantas WT em nenhuma das trés condicGes, observou-se uma maior atividade média nas
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linhagens transgénicas apos a reidratacdo (cerca de 70%) em relacdo as plantas WT (Figura
2D).

Com relacdo ao contetdo de proteinas totais, foi constatado um aumento significativo
nas linhagens transgénicas em relagdo as plantas WT, com conteudo cerca de duas vezes maior
na condicdo de déficit hidrico (Figura 2E). Na condicdo de reidratacdo, de forma geral, o
contetdo de proteinas diminuiu. Entretanto, a média das linhagens transgénicas foi cerca de
26% maior em relacdo as plantas WT.

De forma geral, as linhagens transgénicas portadoras dos genes VuWRKY21
apresentaram melhor desempenho nos parametros bioquimicos avaliados, em relacdo as plantas

WT.

Discusséo

Nas respostas de defesa das plantas contra estresses abioticos, ocorrre uma
reprogramacgdo da expressdo de diveros genes, incluindo ativadores e repressores
transcricionais (Liu et al., 2019). Os genes pertencentes & familia WRKY sdo bem conhecidos
por seus papéis na regulacdo da tolerancia a estresses abiéticos (Wang et al., 2019). No presente
estudo, foi analisada pela primeira vez a superexpressdo de um gene codificante para fator de
transcricdo WRKY do feijdo-caupi (VUWRKY21) em A. thaliana sob déficit hidrico. Esse gene
foi selecionado para este estudo por ter apresentado modulagao de expressdo positiva no acesso
tolerante de feijao-caupi sob estresse por desidratacdo radicular. Dentre os genes avaliados, 0
VUWRKY21 apresentou uma forte modulacdo (FC, fold change) variando de 79,22 e 185,74
apos 25 min e 100 min de desidratacdo, respectivamente, no acesso tolerante de caupi (Matos
et al.,, 2022). No presente trabalho, os dados fisiologicos e bioguimicos sugeriram sua
participacdo no aumento da tolerancia ao déficit hidrico em plantas transgénicas de A. thaliana

superexpressando VUWRKY?21 submetidas ao estresse.
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As condicdes de déficit hidrico proporcionam acimulo de solutos ao redor das raizes,
dentre os quais, o manitol é amplamente utilizado para inducéo artificial de DH, dada sua
capacidade de reducdo do potencial osmético (Bohnert et al., 1999). Plantas transgénicas
de Arabidopsis superexpessando diversos FTs da familia WRKY sob condicGes de déficit
hidrico revelaram maiores taxas de germinagdo, comprimento de raiz e biomassa sob estresse
osmético induzido por manitol, tais como: GmWRKY16 (Ma et al., 2019); TaWRKY46 (Li et
al., 2020); GhWRKY1-like (Hu et al., 2021); PheWRKY86 (Wu et al., 2022); CIWRKY20 (Zhu
et al., 2022). No teste de germinacgéo utilizando manitol, em nosso estudo, todas as linhagens
transgénicas ndo difeririam estatisticamente da condi¢do controle nas maiores concentracoes de
manitol (300 e 500 mM), ao contrério das plantas WT, cujas taxas foram significativamente
reduzidas, sugerindo uma melhor performance das linhagens transgénicas. Resultados
semelhantes foram descritos por Hu et al. (2021), onde sementes de Arabidopsis
superexpressando o gene WRKY de algoddo (GhWRKY1-like) apresentaram taxas
significativamente aumentadas com o tratamento com manitol. Esses resultados indicam a uma
forte associacdo dos genes WRKY na tolerancia de plantas ao DH.

Tanto a parte aérea (foliar) com a radicula das plantas desempenham um papel
significativo frente ao estresse por DH (Lobet et al., 2013). No presente trabalho, sob condi¢bes
de déficit hidrico, as plantas transgénicas portadoras do gene VUWRK21 apresentaram as
maiores médias de nimero de folhas (NF) em comparacdo as plantas WT, em adi¢do ao um
aumento do diametro da roseta (DR) apos a reidratacdo. De forma semelhante ao DR, 0 peso
da Roseta (PR) apresentou valores médios linhagens transgénicas superiores e estatisticamente
diferentes de WT apds a reidratacao.

Baixos niveis de espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo importantes para a
sinalizacdo da condicdo de estresse, ao passo que niveis altos causam danos ao DNA, proteinas

e carboidratos (Mittler et al., 2012). Por se tratar de um dos produtos da peroxidacéo lipidica
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da membrana, o acimulo de malonaldeido (MDA) pode refletir, de forma indireta, no grau de
dano causado a membrana celular (Wei et al., 2012). Os niveis de MDA e de peroxido de
hidrogénio (H202) entre as linhagens transgénicas e as plantas WT ndo diferiram
estatisticamnete em ambas as condigdes, sob déficit hidrico e apos a reidratagdo. Contudo,
ressalta-se em ambas as condi¢cGes um contetdo de H2O> cerca de 20% menor na media das
linhagens transgénicas em relacdo as plantas WT. Estes dados sugerem um maior dano no
sistema de membrana celular das plantas WT em relagdo as linhagens transgénicas. Dados
semelhantes foram obtidos em plantas de Arabidopsis expressando os genes WRKY de soja:
GmWRKY16 (Ma, et al., 2019), GmWRKY54 (Zhou et al., 2008) e GmWRKY27 (Wang et al.,
2015), cujas plantas transgénicas mostraram tolerdncia ao estresse osmotico, e menores
contetdoes de MDA e H,0,.

Uma das principais vias de reparo dos danos causados pelos elevados conteudoes de
EROs é mediante o sistema de enzimas antioxidantes, das quais catalase (CAT) e superéxido
dismutase (SOD) apresentam destaque. Essas enzimas participam do processo de protecao das
plantas sob condigdes de estresse, mantendo os niveis de EROs em concentra¢@es ndo toxicas
e, portanto, consideradas enzimas “antiestresse” das plantas (Yadav et al., 2019; Ampofo et al.,
2021; Zhong et al., 2020; XIANG, et al., 2021).

A superexpressao do gene MfWRKY70 em Arabidopsis, além de reduzir o nivel de
EROs, sob déficit hidrico, aumentou de forma significativa os niveis de atividade especifica de
CAT (XIANG, et al., 2021). O gene ZmWRKY40 também conferiu a tolerancia a seca
em Arabidopsis transgénica, com consequente redu¢do no contetdo de EROs e aumento da
atividade de SOD e CAT (Wang et al., 2018). No presente trabalho, de forma semelhante, as
plantas portadoras do VUWRK21 tiveram um aumento de 60 % e 120% na atividade de CAT,
nos grupos DH e reidratado, respectivamente, em relacdo as plantas WT.

A SOD atua como uma das primeiras barreiras na defesa ao dano oxidativo,



78

desempenhando papel direto no controle de EROs. Atua como catalizadorada conversdo (ou
dismutacdo) de radicais O2* em H20- e oxigénio molecular (Das et al., 2014; ALEEM et al.,
2022; Kunos, et al., 2022). Os efeitos da superexpressédo de genes WRKY e sua correlagdo com
o contetido de SOD na reducédo dos danos do estresse oxidativo tém sido relatados em inimeros
estudos, utilizando Arabidopsis superexpressando WRKY de véarias espécies vegetais,
incluindo os genes GhWRKY®6 de G. hirsutum (Ullah et al., 2018); ZmWRKY40 de Zea mays L.
(Wang et al., 2018); MfWRKY70 de Myrothamnus flabellifolia (Welw.) (XIANG et al., 2021).
No presente estudo, as plantas de Arabidopsis portadoras do gene VUuWRKY21, quando
avaliadas apds a reidratacdo, apresentaram aumento médio no conteido de SOD de mais de
70%, em relacdo a médias das linhagens transgénicas e as plantas WT.

O acumulo de osmoprotetores em plantas estd fortemente relacionado a tolerdncia ao
déficit hidrico, uma vez que auxiliam na reducdo da toxicidade de EROs, na manutencdo da
integridade da membrana plasmatica e na estabilizacdo proteica, além de contribuir no ajuste
do potencial osmético das células (Yadav et al., 2019; Chinnusamy et al., 2005). O ajuste
osmético por meio da producdo de metabdlitos, ou estabilizacdo de proteinas que auxiliam no
reparo dos danos causados pelo déficit hidrico, é uma das alternativas das plantas tolerantes ao
déficit hidrico, para compensar a diminuicéo do turgor celular (Kadri et al., 2017; Huihui et al.,
2020; Wan et al., 2021).

Genes relacionados a regulacéo de osmoprotetores sdo altamente responsivos ao estresse
abiotico (Jiang et al., 2006; Haddoudi et al., 2021). Alguns destes genes séo regulados por FTs,
que podem ser fortemente induzidos por deficit hidrico, e ativar cascatas génicas desinalizagdo
e resposta ao DH (Singh et al., 2021; Yang et al., 2021). Em nosso estudo, foi constatado um
conteldo de proteinas totais duas vezes maior nas linhagens transgénicas portadoras de
VUWRKY21 em relacdo a média das linhagens transgénicas e das plantas WT. Apos a

reidratacdo, as plantas portadoras do gene VUWRKY21 apresentaram 26% mais proteinas que
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as plantas WT.
Concluséao

As plantas portadoras do gene VUWRKY21 parecem ter ativado vias de mecanismos de
tolerancia ao déficit hidrico, considerando os parametros fisioldgicos e bioquimicos avaliadas,
observando-se uma maior performance em comparacdo as plantas ndo transformadas (WT).
Dessa forma, destaca-se uma influéncia positiva do fator de transcricdo VUWRKY21 frente &

condicdo de estresse por déficit hidrico.
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6 CONCLUSOES

Os presentes dados indicam que ambos o0s genes participam da via de
sinalizacéo de estresse salino no feijdo-caupi, com diferentes formas de atuacdo. Com
base em analises bioquimicas e moleculares, os genes VUWRKY87 e VUWRKY21
parecem contribuir para a ativagdo de genes relacionados aos mecanismos de
tolerancia ao estresse salino, com destaque para AtP5CS1, AtNHX1 e AtRD29A,
observando-se ainda baixo conteudo de H20: e altos conteidos de SOD e CAT nos
tempos iniciais de estresse salino.

O desempenho satisfatério dos genes VUWRKY21 e VUWRKY87 em
Arabidopsis sugere que o feijao-caupi pode ser considerado fonte de genes
relacionados a mecanismos de tolerancia a estresse abidtico.

As plantas portadoras do gene VUWRKY21 foram mais tolerantes frente a

condicao de estresse por déficit hidrico .
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modelo (familia génica envolvida em diferentes vias de transducdo de sinais nas células); (3) analises comparativas
entre transposons relacionados a genes responsivos a estresses diferencialmente expressos em acessos
contrastantes do feijdo-caupi; (4) avaliacdo da correlagdo existente entre TEs diferencialmente expressos e seus
genes alvos; (5) analise da evolucdo gendmica e cariotipica entre os géneros Vigna e Phaseolus, identificando
possiveis mecanismos de alteracdo; (6) analise do papel de trés genes para fatores de transcricdo WRKY do feijao-
caupi na expressdo de genes downstream envolvidos nos mecanismos de tolerancia a seca e a salinidade, usando
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Arabidopsis thaliana como modelo genético; (7) geracao de, a0 menos, uma planta transgénica de feijdo-caupi via
biobalistica, inserindo no seu genoma um gene VUWRKY de tolerancia a seca previamente selecionado; (8)
contribuicdo para a formacdo de pessoal em nivel de graduacéo e pds-graduacéo; (9) divulgacdo dos resultados da
pesquisa em congressos cientificos e na forma de publicacéo de artigos cientificos em revistas com bom fator de
impacto

Situacdo: Em andamento Natureza: Projetos de pesquisa.

Revisor de periédico

1. Horticultura Brasileira -
Vinculo
2020 - Atual - Regime: Parcial

2. Journal of Experimental Agriculture International -
Vinculo

2020 - Atual - Regime: Parcial

3. AGRICULTURAL SCIENCES -
Vinculo
2019 - Atual - Regime: Parcial

4. ORNAMENTAL HORTICULTURE -
Vinculo

2017 - Atual - Regime: Parcial

Prémios e titulos

2018 Prémio Jovem Geneticista. Meng&o honrosa ao trabalho: SUPERXPRESSAO DE GENE
WRKY DO FEIJAO-CAUPI EM Arabidopsis thaliana SOB ESTRESSE SALINO,
Universidade Federal do Rio Grande do Norte, Sociedade Brasileira de Genética

Producéo

Producéo bibliografica
Artigos completos publicados em periddicos

1. BARROSO, PRISCILA ALVES; REGO, MAILSON MONTEIRO DO; CRISPIM, JOELSON GERMANO;
COSTA, MARIA DO PERPETUO SOCORRO DAMASCENO; REGO, ELIZANILDA RAMALHO DO

How to shorten a plant breeding program? A case study with ornamental peppers. Crop Breeding and Applied
Biotechnology., v.19, p.193 - 199, 2019.

Trabalhos publicados em anais de eventos (resumo)

1. BARROSO, P. A,; REGO, M. M.; CRISPIM, J. G.; COSTA, M. P. S. D.; REGO, E. R.

IS POSSIBLE TO ADVANCE BREEDING PROGRAM OF ORNAMENTAL CHILI PEPPERS: BY IN VITRO

CULTURE OF ZYGOTIC IMMATURE EMBRYOS? In: 24th International Pepper Conference, 2018, Florida.
24th International Pepper Conference - Abstract Compilation. Fort Myers: 24th International Pepper

Conference, 2018. v.1. p.38 - 38

2. CRISPIM, J. G.; PANDOLFI, V.; ANTUNES, M.; SUN, L.; SANTOS, E. S.; BENKO-ISEPPON, A. M.;
WILLADINO, L.; TIMKO, M.; VIDAL, A. C. B.
SUPERXPRESSAO DE GENE WRKY DO FEIJAO-CAUPI EM Arabidopsis thaliana SOB ESTRESSE SALINO
In: XXII Encontro de Genética do Nordeste - ENGENE, 2018, Natal.

Anais do XXII Encontro de Genética do Nordeste. 2018. v.1.

Producéo técnica

1. CRISPIM, J. G.; VIDAL, A. C. B.

TECNICAS DE BIOTECNOLOGIA VEGETAL APLICADAS EM ESTUDOS DE SALINIDADE, 2018.
(Extensdo, Curso de curta duragdo ministrado)

Orientacdes e Supervisdes
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Orientac0es e supervisdes concluidas
Monografias de conclusdo de curso de aperfeicoamento/especializagédo

1.’BRUNA RAFAELLE BERNARDO DA SILVA. MONITORAMENTO AMBIENTAL DOS RECURSOS
HIDRICOS POR MEIO DE ENSAIOS BIOGENETICOS. 2019. Monografia (Gestdio Ambiental) -
FACULDADE FRASSINETTI DO RECIFE

Orientac0es e supervisdes concluidas

1. Elenilson de Souza Santos. EFEITOS FISIOLOGICOS E BIOQUIMICOS DA SUPEREXPRESSAO DE
GENE PARA FATOR DE TRANSCRICAO WRKY DO FEIJAO-CAUPI EM PLANTAS
TRANSGENICAS DE Arabidopsis thaliana SOB ESTRESSE SALINO. 2019. Iniciacio cientifica (Ciéncias
Bioldgicas) - Universidade Federal de Pernambuco<br/>Inst. financiadora: Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico
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APENDICE A

Figura 1S. Desenvolvimento de plantulas de linhagens de Arabidopsis thaliana
superexpressando o gene VUWRKY21-OE (L1, L2, L3) e da linhagem selvagem (WT),
germinadas sob diferentes concentracdes de NaCl: (A) 0 mM; (B) 100 mM; e (C) 200

mM, apds 15 dias de cultivo.
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Figura 2S. Desenvolvimento de plantulas de linhagens de Arabidopsis thaliana
superexpressando o gene VUWRKY87 (L1, L2, L3) e da linhagem selvagem (WT),
germinadas sob diferentes concentracdes de NaCl: (A) 0 mM; (B) 100 mM; e (C) 200

mM, apos 15 dias de cultivo.
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Figura 3S. Comprimento das raizes de Arabidopsis thaliana superexpressando o
gene VUWRKY21 (L1, L2, L3) e da linhagem selvagem (WT) cultivadas sob diferentes
concentracdes de NaCl: (A) 0 mM; (B) 100 mM, e (C) 200 mM, apds sete dias.
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Figura 4S. Comprimento das raizes de Arabidopsis thaliana superexpressando o
gene VUWRKY87 (L1, L2, L3) e da linhagem selvagem (WT) cultivadas sob diferentes
concentracdes de NaCl: (A) 0 mM; (B) 100 mM, e (C) 200 mM, apds sete dias.
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Tabela S1. Lista de primers utilizados na analise de superexpressdo dos genes
VUWRKY?21 e 87, via gPCR em linhagens de Arabidopsis transformadas e WT.

Primer

Sequéncia (5’ - 3’)

Referéncia

AtP5CS1
(AT2G398000)
AtNXH1
(AT5G27150.1)
AtRD29A
(AT5g52310)
AtSOS1
(AT2G01980.1)
AtSOS?2
(AT5G35410.1)
AtSOS3
(AT5G24270.1)

AtUbiquitin
(AT1G02860)

VUWRKY21

VUWRKY87

(F) AGGGAAAGTTCCAGAAAG

(R) CATAACTAAGCGAGCCAC

(F) GACTCCTTCATGCGACCCG

(R) CACGTTACCCTCAAGCCTTAC
(F) CAAAGCAATGAGCATGAGCAAG
(R) CGGAAGACACGACAGGAAACAC
(F) TCGGCAGCATGGTTAATGTG
(R) TTGGCTGAAACGAGACCTTGA
(F) TTTGGTCTTGCGGGGTTATTC
(R) CGTGTTTTGGGATTGGGGTC
(F) AATCCATCGCTCATCAAGAACA

(R)

CGGTTTATTTCCAAATCCTAGCTTC
(F)CTGCGACTCAGGGAATCTTCTAA
(R) TTGTGCCATTGAATTGAACCC
(F) TGTCGGTGGTGTGTGAGAAC
(R) CGGACTGGTTTCTTTTTCGCC
(F) CCACTTCCTGCCGCTGAAT

(R) ACTTCGGGGACTACTGCTGA

Zhu et al. (2018)

Bao et al. (2018)

Ullah et al. (2018)

Bao et al. (2018)

Ullah et al. (2018)

Bao et al. (2018)

Ullah et al. (2018)

Matos, et al.
(2022)
Matos et al.
(2022)
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Tabela S2. Resultados do blasth no genoma de Arabidopsis thaliana usando as

sequéncias dos primers VUWRKY utilizados na gPCR, realizada apds o experimento

de salinidade com linhagens transgénicas e WT de A. thaliana.

Genes

Resultado

Link de acesso

VUWRKY2 AT1G75810

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-

1 blast/primertool.cgi?ctg_time=1648657455&job
_key=5uw5B6ISr7qlgD-FMuUbt0j-
CoVI7TRGYZA

VUWRKYS8 - https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-

7 blast/primertool.cgi?ctg_time=1648661036&job

_key=vbdiXb3HsG-

XUbVUUDSRZsIvgFTVPJtJ7g




