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RESUMO

Plantas de cana-de-agUcar (Saccharum spp.) transformadas geneticamente com o gene
AtBI-1 submetidas ao déficit hidrico em casa-de-vegetacao

A cana-de-agUcar é uma das principais culturas agricola no cenario econémico e social
brasileiro. Na cultura de cana-de-agUcar o estresse hidrico é o principal fator limitante para o
aumento de produtividade sendo responsavel por alteragdes fisiologicas, bioquimicas e
moleculares nas plantas, que pode deflagrar perturbacfes metabdlicas que ativam a morte
celular programada (MCP). Sabendo-se que o gene BI-1 apresenta o potencial de reduzir os
efeitos da MCP desencadeado por estresses bi6ticos e abidticos em plantas, este trabalho teve
como objetivo analisar plantas transgénicas de cana-de-agucar que expressam o gene Bl-1 de
Arabidopsis thaliana (AtBI-1) em condicBes de estresse hidrico. Também, plantas
transgénicas e controle foram inoculadas com o fungo Puccinia melanocephala demonstrando
que o processo de transformacdo genética com o gene AtBI-1 alterou as caracteristicas pré
existentes de resisténcia a ferrugem marrom nas plantas transgénicas. Os estudos de tolerancia
ao estresse hidrico foram realizados em dois experimentos, o experimento 1 com plantas
transgénicas e controles de 90 dias e o experimento 2 com plantas de 60 dias. Plantas do
experimento 1 foram analisadas quanto caracteristicas morfolégicas como numero de
estdmatos e tricomas, indice de area foliar e circunferéncia do colmo e apos ficarem 24 dias
sem agua foram analisadas quanto a taxa fotossintética, comportamento estomatico e
conteudo relativo de agua nas folhas, enquanto no experimento 2 as plantas foram analisadas
quanto aos teores de prolina, atividades das enzimas guaiacol peroxidase (GPOX), ascorbato
peroxidase (APX) e catalase (CAT) apos as plantas ficarem17 dias sob déficit hidrico. Estas
enzimas estdo envolvidas em processos de desativacdo de EAOs. Os resultados demonstraram
que as plantas transgénicas expressando o gene AtBI-1 possuem fenotico de menor altura,
maior indice de area foliar, maior taxa fotossintética, maior comportamento estomatico e
maior conteldo relativo de agua nas folhas, e assim apresentam maior tolerancia ao déficit
hidrico que plantas controle. Contudo, houve baixo acumulo de prolina, baixa atividade da
GPOX, APX e CAT nas plantas transgénicas durante o estresse hidrico comparada com as
plantas WT do mesmo tratamento. Porém foi observado alta atividade constitutiva da catalase
nas plantas transgénicas. A atividade da catalase nestas plantas transgénicas sugere a
possibilidade da interacdo entre AtBI-1 e calmudolinas. Futuros estudos podem contribuir
para elucidar se a proteina BI-1 é essencial para a ativacdo das catalases por calmudolinas.
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1 INTRODUCAO

A cultura da cana-de-aglcar (Saccharum spp.) é de grande importancia nas regides
tropicais e subtropicais. E de especial significado econdmico para alguns paises da América
Central e do Sul, principalmente para o Brasil, maior produtor mundial, com a safra 2012/13
atingindo a produgdo de 595,13 milhGes de toneladas, segundo estudo realizado pela
Companhia Nacional de Abastecimento — Conab, em dezembro de 2012. No pais, a
agroindustria canavieira mantém, além da producdo de agUcar, 0 maior sistema de producdo
de energia comercial de biomassa no mundo, através do etanol e do uso do bagaco (SOUZA,;
SILVA, 2002) (MENOSSI et al., 2007).

A populagdo mundial cresce a cada ano. Em 1950 éramos 2,5 milhdes, em 2000, 6
bilhdes, e pelos dltimos dados da ONU de outubro de 2011 somos 7 bilhdes de pessoas, este
crescimento populacional recai diretamente sobre a agricultura e fontes renovaveis de energia
que devem entdo, elevar seu potencial a cada ano. A cultura da cana-de-agucar sendo fonte de
alimento e de biocombustiveis é considerada de grande importancia para o desenvolvimento e
faz-se necessaria sua expansao produtiva. Uma solugéo proposta por Begcy et al. (2012) esta
em utilizar terras abandonadas e degradadas e, assim aumentar a producéo das culturas.

A saturacdo das regides com aptiddo para a cana-de-agucar tem pressionado o
deslocamento da fronteira agricola para regides ndo tradicionais no plantio desta cultura.
Uma das principais areas de expansdo para a cultura da cana no Brasil é a regido dos cerrados,
marcada pela producdo de gréos e pela criacdo de gado, que agora esta se voltando para a
producdo canavieira. Entretanto, os cerrados também sdo caracterizados pela elevada
salinidade do solo e pelos longos periodos de estiagem. Por isso, fatores ambientais destas
novas areas podem nao ser adequados as necessidades da cultura da cana-de-acgucar.

Um dos pontos que mais influencia negativamente uma cultura é o estresse abiotico e
bidtico. O estresse abiotico é responsavel por perdas de até 70% na produtividade sendo que a
deficiéncia hidrica € o principal fator limitante (BOYER, 1982; SILVA et al., 2008;
MAYBANK et al.,1995). O estresse bidtico é devido ao ataque de patdégenos que causam
grandes prejuizos econdmicos (ZHU, 2002). Tanto o estresse abidtico como o bidtico podem
provocar alteracGes e respostas em todos os niveis funcionais do organismo vegetal e
inclusive deflagrar a morte celular programada (MCP) (LARCHER, 2000).

A MCP € um processo associado a caracteristicas morfoldgicas e bioquimicas distintas
que envolvem vias de sinalizacdo, controlando a destruicdo das células (PALLAVAN-
UNSAL; BUYUKTUNCER; TUFEKCI, 2005). Este mecanismo faz parte do



5

desenvolvimento normal e da homeostase dos metazoarios e é controlado por proteinas anti-
MCP e pr6o-MCP. Em plantas os mecanismos que regulam a MCP sdo pouco conhecidos, para
Gadjev, Stone e Gechev (2008) o H,O; e os elementos ativos de oxigénio (EAQOs) se
destacam nesta funcdo. Um gene candidato a regulador da MCP em mamiferos é o Bax
Inhibitor-1 (BI-1) que codifica uma proteina anti-MCP (WATANABE; LAM, 2009).
Descobertas recentes sugerem que a proteina Bl-1 estd envolvida na via de resposta aos
estresses do reticulo endoplasmatico, com a finalidade de modular a indugdo da morte celular
ativada por diversos tipos de estimulos (KAWAI-YAMADA et al., 2009; BOLDUC et al.,
2003; KAWAI-YAMADA,; OHORI; UCHIMIYA, 2004). Proteinas semelhantes a Bl-1foram
identificados em varias espécies de plantas como, Oryza sativa (arroz), Arabidopsis thaliana,
Hordeum vulgare (cevada), Brassica napus (couve-nabica) e Nicotiana tabacum (tabaco)
(BOLDUC et al., 2003; HUCKELHOVEN; DECHERT; KOGEL, 2003; KAWAI; REED e
UCHIMIYA, 1999; KAWAI-YAMADA et al.,, 2001; LAM; KATO; LAWTON, 2001;
SANCHEZ; TORRES; ZEBALA, 2000). A superexpressdo do gene Bl-1 foi capaz de atenuar
a MCP induzida por Bax e estresses abioticos em varias espécies vegetais (KAWAI-
YAMADA et al., 2001; CHAE et al., 2003; KAWAI-YAMADA; OHORI; UCHIMIYA,
2004).

Desta maneira, o desenvolvimento de novas variedades que congreguem alta
produtividade com niveis superiores de tolerancia ao deficit hidrico € um ponto estratégico
para a expansao da cultura canavieira (SINGH; REDDY, 1980).

No laboratério de Gendmica e Biologia Molecular de Plantas do Centro de
Biotecnologia Agricola (CEBTEC), do Departamento de Ciéncias Bioldgicas - ESALQ/USP
em Piracicaba-SP, foram obtidas plantas transgénicas de cana-de-acUcar, a partir da variedade
RB835089, expressando o gene BI-1 de Arabidopsis thaliana (AtBI-1) (MELOTTO-
PASSARIN, 2009). Estas plantas transgénicas foram introduzidas em casa-de-vegetacdo e
dois experimentos foram realizados para estudo do efeito do déficit hidrico. Também foi

verificado se a transformacéo genética alterou a caracteristica de resisténcia da variedade.
1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo geral

Avaliar o nivel de tolerancia ao estresse hidrico de plantas de cana-de-agucar

modificadas geneticamente com o gene AtBI-1.



1.1.2 Objetivos especificos

Plantas transgénicas e controles foram analisadas quanto a:

- Sensibilidade ao estresse hidrico em relagdo ao comportamento estomatico e
fotossintético;

- Caracteristicas morfolégicas como, nimero de estdmatos e tricomas, indice de area
foliar e circunferéncia do colmo;

- Diferencas no contetdo relativo de 4gua na folhas durante o déficit hidrico;

- Defesa antioxidativa estimada por meio de alteracdes na atividade das enzimas
guaiacol peroxidase, ascorbato peroxidase e catalase nas plantas submetidas ao déficit hidrico;

- Teores de prolina nas plantas submetidas ao déficit hidrico.

- Se houve quebra de resisténcia ao fungo da ferrugem marrom (Puccinia
melanocephala) nas plantas transgénicas, pois apresentavam esta caracteristica antes de

passarem pelo processo de transformacéo genética.



2 CONCLUSOES

Tendo em vista os resultados apresentados conclui-se que:

- A expressdo do gene AtBI-1 causa a quebra de resisténcia ao fungo da ferrugem
marrom (Puccinia melanocephala) em plantas transgénicas.

- O promotor Ubi-1 mostrou-se expressivo em plantas de cana-de-agucar.

- Plantas de cana-de-actcar modificadas expressando o gene AtBI-1 controlado pelo
promotor da ubiquitina do milho (Ubil) possuem maior IAF e maior resisténcia ao estresse
hidrico até 24 dias sem &gua do que plantas controles (WT) em condi¢des de casa-de-
vegetacao.

- Nao ha diferenca quanto a quantidade de estdmatos e tricomas nas folhas e a
circunferéncia do colmo em plantas transgénica e controle (WT).

- Aposl17 dias sem agua as planta transgénicas (P15) ndo mostraram diferenca nos
teores de prolina, enquanto plantas controle (WT) tiveram um aumento de 426,7 ug prolina/g
peso fresco.

- A atividade das enzimas GPOX, APX e CAT nas plantas P15 transgénicas sem
irrigacao foi menor do que nas plantas WT do mesmo tratamento.

- Plantas transgénicas (P15) possuem nivel elevado da atividade constitutiva de

catalase em relacéo as plantas controle (WT).
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