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RESUMO

O actimulo de Na* no vacutolo central representa um importante mecanismo de
defesa de plantas contra o estresse salino. A regulacdo dos volumes e conteddos dos
vacuolos de células vegetais depende da atividade de transportadores e canais localizados
no tonoplasto (membrana vacuolar). A membrana vacuolar possui duas distintas bombas de
prétons (V-ATPase e V-PPase), aquoporinas e varios sistemas de transportes ativos e/ou
secunddrios, como o0s contra-transportadores Na‘/H® vacuolares. As duas bombas de
prétons transmembranares funcionam como sistemas de transporte primdrio nas células
vegetais e ambas as enzimas geram uma diferenca de potencial eletroquimico de prétons
através da membrana vacuolar. Os contra-transportadores vacuolares Na*/H* utilizam o
gradiente eletroquimico de prétons gerado pelos transportadores primarios para transportar
Na® para dentro do vactolo. No presente trabalho inicialmente foram determinados os
contetdos de ions Na* e K' em raizes, hipocédtilos e folhas e em seguida a analise da
expressdao dos genes das bombas de protons (VHA-A, VHA-E e HVP) e dos contra-
transportadores vacuolares (NHX2 e NHX6) em plantulas de Vigna unguiculata (L.) Walp cv.
Vita 5 submetidas a estresse salino e osmotico. As plantulas foram crescidas em meio
nutritivo na auséncia de NaCl e PEG (controle), na presenca de 100 mM de NaCl (estresse
salino) ou na presenca de 200,67 g/L de PEG (estresse osmético). O contetido de fons Na*
aumentou em todos os tecidos da planta quando submetidos ao estresse salino (NaCl 100
mM) enquanto que o conteudo de ions K* diminuiu na mesma condicdo. A expressdo dos
genes das bombas de prétons e dos contra-transportadores vacuolares de folhas e de raizes
no estresse salino aumentou em todas as condi¢cdes estudadas, porém o aumento foi mais
expressivo para os genes da V-PPase, NHX2 e NHX6 sugerindo uma regulacdo paralela entre
esses genes. J& no estresse osmotico, os resultados para as folhas mostraram que a
expressao dos genes VHA-A e VHA-E aumentaram enquanto que os outros genes nao
sofreram mudancas significativas. Nossos resultados sugerem que o estresse salino e o
estresse osmoético induziram uma regulacdo diferenciada em todos os genes sendo o contra-
transportador Na'/H® importante na homeostase celular quando as plantas foram
submetidas ao estresse salino e osmético.
Palavras-chave: Bombas de prétons, contra-transportadores vacuolares, Vigna unguiculata,

estresse salino e estresse osmotico.



ABSTRACT

The acummulation of Na® in the central vacuole represents an important mechanism
for plants to cope with salt stress. The vacuolar content and the regulations of their volumes
in vegetable cells depend on the activity of transporters and channels located in the
tonoplast (vacuolar membrane). The vacuolar membrane possesses two different proton
pumps (V-ATPase and V-PPase), aquoporine, and systems of primary and secondary
transporters like the vacuolar Na’/H" antiporter (NHX). The two transmembrane proton
pumps work as systems of primary transport in vegetable cells and both enzymes generate a
difference of proton electrochemical potential through the vacuolar membrane which can
provide energy to antiport system, H'/substrate. The vacuolar Na*/H" antiporter, uses the
electrochemical gradient generated by the primary transporters to pump Na® ions inward
the vacuole. In the present work were first determined the Na* and K" content followed by
the gene expression of the vacuolar proton pumps (VHA-A, VHA-E and HVP) and the vacuolar
antiporters (NHX2 and NHX6) from seedlings of Vigna unguiculata subjected to salt and
osmotic stress. The seedlings were grown on nutritive medium in the absence of NaCl and
PEG (control condition), presence of NaCl 100 mM (salt stress) or in the presence of PEG
6000 200,67g.L'1 (osmotic stress). The ion Na* content essay showed an increase in all plant
tissues when submitted to salt stress, while the K* ions decreased in the same condition. The
gene expression of the vacuolar proton pumps and the Na®* antiporter from roots and leaves
showed an increase in all studied conditions being more expressive to V-PPase, NHX2 and
NHX6 suggesting a coordinated regulation of these genes. The results from leaves showed
that VHA-A and VHA-E were increased, while the others genes tend to remain constant in
the osmotic stress. These results suggest that salt and osmotic stress induced a differential
regulation of all studied genes, being the vacuolar Na* antiporters an important part on keep

the cellular homeostasis when the plants were submitted to salt stress.

Keywords: proton pumps, Na*/H" antiporters, Vigna unguiculata, salt stress and osmotic

stress

10



ABREVIATURAS

ATP: Adenosinatrifosfato

cDNA: DNA complementar

CI: fon cloreto

DNA: Acido desoxirribonucléico

K*: fon potdssio

MmRNA: RNA mensageiro

NHX: Contra-transportador vacuolar Na*/H*

Na': fon sédio

NaCl: Cloreto de sédio

RNA: Acido ribonucléico

RT-PCR: Transcri¢cdo reverca-reacao em cadeia da polimerase
V1: Dominio periférico de membrana da V-ATPase

V-ATPase: ATPase vacuolar

Vo: Dominio integral de membrana da V-ATPase

VuVHA-A: Subunidade A da V-ATPase de V. unguiculata (gene)
VuVHA-E: Subunidade E da V-ATPase de V. unguiculata (gene)
V-PPase: Pirofosfatase vacuolar

VuHVP: Pirofosfatase vacuolar de V. unguiculata (gene)

VuNHX: Contra-transportador vacuolar de V. unguiculata (gene)
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1. INTRODUGCAO

O Ceard se mantém como o maior produtor brasileiro de feijdo de corda, sendo
responsavel por 20% da produgdo total do Pais. A cultura do feijao no Estado nao é somente
uma das principais atividades econO6micas, como também representa a maior fonte de
suprimento alimentar de muitas familias (TEIXEIRA, 1988). E preocupante o fato da
agricultura no Estado estar apresentando um declinio gradual em termos de importancia
relativa para a sua economia. Declinio este que pode estar associado a estresses ambientais,
relacionados com temperaturas elevadas, seca e salinidade, condi¢des conhecidas

mundialmente por limitarem a produtividade das culturas.

O estresse salino esta entre os principais fatores limitantes da produtividade de
diferentes culturas agronO6micas, afetando quase um bilhdo de hectares de solos agrarios,
isto representa cerca de 7% de toda a area terrestre (MUNSS, 2002). Vale salientar que o
problema da salinizacdo estd aumentando, principalmente devido as mas praticas de
agricultura, e que as terras afetadas por sais apresentam baixas produtividades agricolas ou,
mesmo, encontram-se fora do sistema produtivo. Uma das conseqiiéncias do aumento da
salinidade no solo é induzir nas plantas um estresse osmético devido a diminuicdo da
atividade quimica da agua, causando perda do turgor celular. Pode-se ainda associar a

salinidade um problema especifico de toxicidade ioGnica e inibicdo do crescimento de plantas.

Os mecanismos de tolerancia ao sal em células vegetais tém sido amplamente descritos
nas perspectivas ecoldgica, fisioldgica e através de aspectos bioldgicos celulares e
moleculares. Faz-se necessdria a compreensao da fisiologia da adaptacdo de plantas de
feijdo ao estresse salino e osmético para a formulagao de novas estratégias que possam vir a

melhorar o desempenho e a produgao da cultura do feijdo na nossa regido.

Tendo em vista que o controle do transporte de ions através da membrana plasmatica e
do tonoplasto é o fator chave na tolerancia ao sal pelas células vegetais, essa regulacao do
fluxo de ions é necessaria para que as células mantenham baixas concentragdes de ions

téxicos e acumulem ions essenciais (ZHU, 2003). O estudo das da expressdo dos genes das
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bombas de prdtons (V-ATPase e V-PPase) e dos contra-transportadores vacuolares (NHX) de
Vigna unguiculata (L.) Walp cv. Vita 5 bem como a avaliagdo do contetdo de ions Na* e K*
das plantas submetidas a estresse salino e osmético, torna-se fundamental para que se
possa compreender a fisiologia da adaptacdo a esses estresses. O conhecimento molecular
dessas proteinas também é alvo de interesse para que no futuro plantas geneticamente
modificadas, mais tolerantes ao estresse salino e osmadtico, possam ser obtidas. Vale
ressaltar que a aquisicdo de conhecimentos nessa drea podera viabilizar o desenvolvimento

de plantas modificadas em regides afetadas pela salinidade, favorecendo o aumento da

producdo dessa cultura na nossa regido.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 FEIJAO DE CORDA

Feijdo € um nome comum para uma grande variedade de sementes de plantas de alguns
géneros da familia Fabaceae (anteriormente, Leguminosae). O seu cultivo é bastante antigo.
Ha referéncias a ele na Grécia antiga e no Império romano, onde feijdes eram utilizados para
votar (um feijdo branco significava sim, e um feijdo preto significava ndo). Trés espécies de
feijdo sao muito cultivadas no Brasil:

e Phaseolus vulgaris, o feijao comum, cultivado em todo o territério;

e Vigna unguiculata, vulgarmente chamado de feijao de corda, feijao macassar, caupi e

outros, predominante na regido Nordeste e na Amazonia e
e Cajanus cajan, feijdo-guandu ou andu, comum no nordeste, principalmente em sua

variedade arbérea.

A espécie Vigna unguiculata, vulgarmente conhecida como feijdao de corda, feijao
fradinho, feijdo macassar, feijdo de praia e caupi, trata-se de uma dicotiledonea que
pertence a ordem Fabales, familia Fabaceae, sub-familia Faboideae, tribo Phaseoleae, sub-
tribo Phaseolinae, género Vigna (VERDCOURT, 1970). A familia Fabaceae consiste de 757
géneros e mais de 20 000 espécies (LEWIS et al., 2005 apud TIMKO et al., 2008). A
diversificagdo comegou logo apds a primeira leguminosa identificada que apareceu no
registro fdssil a mais de 56 milhdes de anos atras, e todos os legumes encontrados sao
descendentes de um ancestral comum de aproximadamente 59 milhGes de anos (TIMKO et

al., 2008).

A familia é dividida dentro de varios clados com a maioria das espécies modelo
concentradas no clado Papilionoideae clado “Halogalegina” (adaptadas a temperaturas
climaticas como Lotus e Medicago) e “phaseoloid/millettioids” (espécies de estacdo quente
como glicina e Phaseolus). O caupi pertence a outro clado, juntamente com outras
importantes culturas de estacao quente como P. vulgaris, Cajanus cajan e soja (TIMKO et al.,

2008). O género Vigna é anteriormente denominado Leguminosae, é composto de mais de
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200 espécies que sdo nativas de regides quentes em todos os continentes. A grande maioria
dessas espécies esta na Africa, onde 66 delas s3o consideradas endémicas, sugerindo que o
género Vigna deve ter sua evolucdo ligada a esse continente. Esse género possui varias
espécies que sdao consideradas importantes economicamente em muitos paises em
desenvolvimento e entre as espécies que ocorrem na Africa estd a Vigna unguiculata (L.)
Walp. A adrea mundialmente ocupada com o feijdao caupi, é de aproximadamente 12,5
milhdes de hectares, estando 64% localizada na parte oeste e central da Africa. O restante
estd localizado na América do Sul, América Central e Asia, com pequenas areas espalhadas
pelo sudoeste da Europa, dos Estados Unidos e da Oceania. Os principais produtores sdo

Nigéria, Niger e Brasil (FERY, 2002).

No Brasil, o feijdo caupi é cultivado predominantemente no sertdao semi-arido da regido
Nordeste e em pequenas regides da Amazdnia. Apresenta-se como produtor e como o maior
consumidor, sendo o Ceara o maior produtor nacional, com estimativa em cerca de 20% da
producdo brasileira, representando 95% da produgdo estadual de outros feijdes (IBGE,
2003). Além disso, como é cultivado por pequenos agricultores, para estas familias, em
muitos casos, a cultura representa, nao apenas a principal fonte de suprimento alimentar,

mas também a principal atividade econémica.

O feijao de corda é considerado de grande importancia para o sustento de populac¢des
relativamente pobres em paises tropicais menos desenvolvidos, por ser dotado de alto
contelido protéico e pouco exigente em fertilidade do solo (ARAUJO E WATT, 1988). Além do
grdo, suas folhas e vagens imaturas sdo usadas como alimento sendo bastante nutritivos,
fornecendo proteinas, vitaminas e minerais. O grdao contém em média 23-25% de proteina e
50-67% de amido. O feijao de corda é essencial no apoio a produgao animal e a de cereais
em regidoes semi-aridas, servindo como forragem, esteio, protegendo o solo contra a erosao
e também na eliminacdo de certas plantas parasitas. Outra importante caracteristica desse
feijdao é a de promover a fixacdo do nitrogénio através da simbiose com a bactéria de nédulo
(Bradyhizobium ssp.). Ja foi visto que, o plantio de feijdo de corda, além de manter a reserva

de nitrogénio do solo, também é capaz de aumentda-la (SINGH et al., 1997).
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Apesar de o feijdo ser uma cultura predominante de regides semi-aridas, a deficiéncia de
agua é um dos fatores mais limitantes para a obtenc¢do de boa produtividade de feijao caupi.
Com o uso da irrigacao é possivel suprir a quantidade de agua para o adequado crescimento
e desenvolvimento dessa leguminosa. Entretanto, para o sucesso técnico e econémico dessa
atividade, é necessario que se identifique quando, quanto, e como irrigar, pois o uso
inadequado da irrigacdo pode trazer sérias conseqliéncias como a salinizacdo dos solos

(ANDRADE JUNIOR et al., 2004).

Nesse contexto, tem sido estudado diferentes cultivares de feijdo de corda que
apresenta diferentes graus de tolerancia a salinidade e ou a seca, por exemplo, sendo Vita 3
considerado como tolerante e Vita 5, designado como cultivar sensivel (FERNANDES DE

MELO et al., 1994).

2.2. CONCEITO DE ESTRESSE

Em condigdes ambientais e agricultaveis, as plantas estao frequentemente expostas a
estresse ambiental (Figura 1). Alguns fatores dessa natureza, como a temperatura do ar, por
exemplo, podem se tornar estressantes em poucos minutos; enquanto outros como o
conteldo de agua no solo, podem levar dias ou até semanas e, ainda, fatores tais como as
deficiéncias minerais no solo necessitam de meses para se manifestar. Estresse é em geral
definido como um fator externo, que exerce influéncia desvantajosa sobre a planta. O
conceito de estresse esta intimamente relacionado a tolerancia ao estresse, que é a aptidao
da planta para enfrentar um ambiente desfavordvel (TAIZ; ZEIGER; 2004). Se a tolerancia
aumenta como conseqliéncia de exposicdo anterior ao estresse, diz-se que a planta esta
aclimatada. A aclimatacdo pode ser distinguida da adaptacdo, que em geral se refere a um
nivel de resisténcia geneticamente determinado, adquirido por um processo de selegao

durante muitas geragdes (TAIZ; ZEIGER; 2004).
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Figura 1. As respostas das plantas aos estresses podem ser tanto em nivel celular como no organismo de

maneira geral. Estresses constituem sinais ambientais que sdo recebidos e reconhecido

do reconhecimento do estresse, o sinal é passado da célula para todo o organismo.

s pelas plantas. Depois

A transdugdo do sinal

ambiental tipicamente resulta em alteragdao da expressao génica em nivel celular, o que pode influenciar o

metabolismo e o desenvolvimento de todo o organismo (Buchanan, 2000).

A adaptacdo e a aclimatacdo ao estresse ambiental resultam de eventos integrados

que ocorrem em todos os niveis de organiza¢do, desde o anatémico e

morfoldgico até o

celular, bioguimico e molecular. As respostas da célula ao estresse incluem mudancgas no

ciclo e divisdo celulares, mudancas no sistema de endomembranas e

vacuolizacdo, bem

como alteragbes na arquitetura da parede celular. Tudo isso contribui para acentuar a

tolerancia das células ao estresse. Bioquimicamente, as plantas alteram

0 metabolismo de

varias maneiras incluindo a producdo de compostos osmorreguladores, tais como prolina e

glicina betaina. Os eventos moleculares, ligando a percep¢do de um s
respostas gendmicas que levam a tolerancia, tém sido investigados nos

ZEIGER; 2004).

inal de estresse as

ultimos anos (TAIZ;
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2.3 ESTRESSE SALINO E OSMOTICO

A salinidade e a seca sdo os maiores limitadores da producdo e seguranca alimentar,
promovendo impactos sécio-econémico em muitos paises desenvolvidos (BRINI et al., 2007).
A razdo para isso é que a maioria das espécies cultivadas sdo glicéfitas, que sdo usualmente
sensiveis ao sal. Altas concentracdes de sal no citoplasma sdo deletérias para o crescimento
das plantas sendo as folhas mais susceptiveis a toxicidade do Na* do que as raizes (CHEN, et
al., 2009). Os prejuizos causados pela salinidade elevada dos solos tém sido atribuidos aos
efeitos téxicos de Na* sobre a nutricdo e o metabolismo das plantas, especialmente sobre a
absorc3o, a distribuicdo e a utilizacdo do K* (ASPE; BLUMWALD, 2007). A salinizacdo dos
solos cultivados tem aumentado principalmente nas areas irrigadas, causando a redugao da
produtividade de varias culturas (MUNNS; TESTER; 2008). A salinidade afeta 7% da drea de
plantio mundial, uma quantidade de aproximadamente 930 milhdes de hectares (SZABOLCS,
1994; MUNNS, 2002; FLOWERS, 2004). Os sistemas de irrigacdo envolvem somente 15% da
area cultivada no mundo, no entanto, a produtividade das areas submetidas a esses
sistemas é duas vezes maior que a das areas irrigadas pelas chuvas e assim contribui com o
suprimento de 1/3 da alimentagdo mundial (MUNSS, 2002; MUNNS; TESTER; 2008). A agua
utilizada para a irrigacdo dos solos contém elevada concentra¢do de cdlcio, de magnésio e
menor concentra¢do de Na*. Com a evaporacdo da agua, o calcio e o magnésio sdo induzidos
a precipitarem no solo na forma de carbonatos e o Na* torna-se o cation predominante no
solo (ASHRAF, 2000). Tem sido determinado que o efeito da salinidade ocorra como
resultado do estresse osmotico, interrupcao das atividades metabdlicas por excesso de ions
e desbalanco e interferéncia de sais de ions pela captura de macro e micronutrientes

essenciais (TESTER; DAVENPORT, 2003 apud PARK et al., 2009).

Os sais podem afetar o desenvolvimento das plantas, mas nem todos inibem o
crescimento das mesmas. A inibicdo do crescimento é um efeito da salinidade decorrente da

presenca dos ions Na* e CI" (TESTER; DAVENPORT, 2003).

A agua é requerida como um meio para as atividades bioquimicas em todas as formas de

vida conhecida. Nas plantas, a pressdo de turgor gerada pela dgua é também uma forca que
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direciona a expansao celular. Entretanto, o crescimento vegetativo das plantas pode ocorrer
somente a certos intervalos de estado hidrico, que pode ser medido pelo estado de energia
livre das moléculas de dgua — potencial hidrico. Com a manutencdo de uma pressao de
turgor positiva as células de plantas normalmente ajustam o potencial osmodtico para suprir
seus requerimentos no balancgo hidrico total. Mudanca significativa no potencial osmoético do
ambiente pode impor a planta estresse osmédtico, com rompimento da atividade celular
normal ou eventualmente causar a morte da planta. Em condi¢des naturais, o aumento da
salinidade e da seca sdo as principais causas do estresse osmatico das plantas (XIONG; ZHU,

2002).

Quando a dgua de irrigagdo contém alta concentragdao de solutos, ou quando o
lixiviamento é limitado, a concentracdo salina do solo atinge um teor que causa danos as
espécies sensiveis ao sal (FLOWERS et al., 1977). Escassez de dgua, declinio da qualidade de
agua para a irrigacdo e salinidade dos solos sdo problemas os quais se tornam mais agudos

(FLOWERS 2004 apud BRINI 2007).

A salinidade induz estresse osmatico que é um declinio da entrada de dgua resultante do
aumento da pressdao osmotica externa e um estresse salino, caracterizado por disturbios
fisiolégicos na planta causada por desequilibrio idnico no citoplasma das células vegetais
(GREEWAY; MUNNS, 1980; FLOWERS et al., 1977). O estresse osmoético ndo sé tem um efeito
imediato no crescimento, mas também tem um efeito maior nas taxas de crescimento do
gue o estresse idbnico. O impacto do estresse idnico no crescimento ocorre depois e com
menor efeito do que com o estresse osmoético. Somente em elevados niveis de salinidade, ou
em espécies sensiveis que ndo tem habilidade para controlar o transporte de Na®, o efeito
ibnico é preponderante sobre o efeito osmdtico (MUNNS; TESTER; 2008). As células vegetais
podem ajustar-se ao estresse osmotico através da pressdao osmotica interna, um processo
qgue é facilitado pelo acumulo de solutos no vacuolo. O ajuste osmético é também uma
resposta fundamental da célula ao estresse salino. Acredita-se que os sais responsaveis pela
manutenc¢do da osmolaridade na célula sdo seqliestrados para o vacuolo e o balanc¢o da
pressao osmotica do citoplasma com a do vacuolo é compensado pelo acimulo de solutos

organicos, como betaina e prolina no citoplasma (LONE et al., 1987; BINZEL et al., 1987).
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Contudo, a sintese desses solutos compativeis ndo toxicos, é energeticamente dispendiosa
para a célula e outro agravante do estresse osmotico é também a indug¢do do estresse
oxidativo (TESTER; DAVENPORT, 2003). Existem proteinas consideradas tolerantes ao
estresse osmodtico, como as que protegem a integridade de membranas, controlam a
homeostase i6nica e hidrica e o sequestro de espécies reativas de oxigénio (HASEGAWA et
al., 2000). A desorganizacdo da membrana, a formacdo de espécies reativas de oxigénio, a
toxicidade metabdlica, a inibicdo da fotossintese e a atenuada aquisicdo de nutrientes sao
consequéncias do estresse salino e/ou osmoético que comprometem o crescimento e o

desenvolvimento das plantas podendo levar a morte (HASEGAWA et al., 2000).

Altas concentragdes salinas inibem a maioria das enzimas por causar perturbacdo do
balanco hidréfobo-eletrostatico entre as forgas que mantém a estrutura das proteinas (WYN
JONES; POLLLARD, 1983; QUEIROS et al., 2009). ions CI” por sua vez, podem interferir nos
sitios anionicos envolvidos na ligagdo entre mRNA e metabdlicos anidnicos tais como
bicarbonato, carboxilatos e acucares fosfato (WYN JONES; POLLLARD, 1983; SERRANO,
1996). Alguns efeitos da grande quantidade de Na' no solo sdo ainda resultado da
deficiéncia de outros nutrientes (SILBERBUSH; BEM-ASHER, 2001; TESTER; DAVENPONTE,
2003; OLIVEIRA, 2007), ou de interagcdes com outros fatores ambientais tais como seca, que
potencializa os problemas da toxicidade do Na’. Outro problema da toxicidade do Na* é
causada principalmente pela similaridade nas propriedades fisicoquimicas entre os fons Na*
e K* pelo padrdo de competicdo pelo melhor sitio de ligacdo para um processo metabdlico
chave no citoplasma, como reagdes enzimaticas, sintese de proteinas e fung¢des do

ribossomo levando a perda da homeostase celular (SHABALA; CUIN; 2007).

Os transportadores de ions bem como sua regulacdo desempenham papéis fisiolégicos
cruciais como a manutencdo da concentragdo intracelular 6tima de ions. Em geral, com
excecdo de archaebactérias haléfitas, essa faixa consiste de concentracdes relativamente
altas de K* e concentracdes relativamente baixas de Na®, de prétons e de célcio. Um pH
neutro pode ser necessario para a estabilidade de proteinas, além disso, uma relagdo alta de

magnésio/calcio favorece a solubilidade de compostos fosfatados.
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Os prejuizos causados especificamente pelo Na* estdo associados a acumulagdo desse
ion nas folhas levando a necrose das folhas mais velhas, a partir das extremidades e margens
alcancando posteriormente toda a sua extensdo (MUNNS, 2002). A reducdo do crescimento
e da safra ocorre como resultado do menor tempo de vida de folhas individuais, reduzindo
assim a produtividade de culturas. Assim, o aumento da tolerancia ao sal de plantas
cultivadas através da manipulacdo genética ou tecnologia transgénica para transferir um
gene de tolerdncia ao sal é uma estratégia realistica (HASEGAWA et al., 2000, FLOWERS et
al., 2004 apud BRINI 2007).

2.4 ADAPTAGOES DAS PLANTAS AO ESTRESSE SALINO E OSMOTICO

O estresse salino e a desidratagdo mostram um grau de similaridade com respeito aos
efeitos fisiolégicos, bioquimicos, moleculares e genéticos (SAIRAM; TYAGI; 2004). As plantas
diferem na tolerancia a salinidade, como refletido nas diferentes respostas de crescimento.
A variacdo de tolerancia a salinidade em espécies dicotiledéneas é igualmente numeroso
como em monocotileddneas. Algumas espécies sdo muito sensiveis, outras moderadamente
sensiveis e outras muito tolerantes e existe as haléfitas que continuam um bom crescimento
no ambiente salino. Para entender os mecanismos fisioldgicos de tolerancia a salinidade
dessas espécies, é necessdrio conhecer se o crescimento delas é limitado na natureza pelo
efeito osmodtico do sal no solo, ou o efeito téxico do sal dentro da planta. A resposta ao
estresse salino nas plantas ocorre em duas fases: uma rapida resposta de aumento da
pressdo osmética externa, e uma lenta resposta obrigando uma acumulagio de Na® nas

folhas (MUNNS; TESTER; 2008).

As plantas submetidas a estresses ambientais (lesGes, baixas temperaturas, seca,
salinidade, etc) sofrem uma série de alteragcdes metabdlicas com vistas a manutencao da
homeostase celular. O mecanismo de tolerancia ao estresse salino e/ou osmético em varias
espécies de plantas reside a nivel celular. O seqliestro e a exclusdo de ions, o ajustamento
osmoético, a homeostase dos lipidios de membrana e os sistemas de transportadores de
membrana em ambientes salinos sdao importantes estratégias celulares que conferem a

planta tolerancia ao sal (MANSOUR, 2003).
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Estudos intensivos sobre o mecanismo de resisténcia ao sal em plantas tém sido
conduzidos a nivel celular e a importancia do controle do transporte de ions através da
membrana plasmadtica e do tonoplasto em plantas adaptadas ao sal tem sido demonstrada

(NAKAMURA et al, 1992).

Pesquisas tém mostrado que plantas haldéfitas e glicéfitas tolerantes a salinidade utilizam
preferencialmente estratégias similares e processos analogos (HASEGAWA, et al., 2000). fons
citotoxicos em ambientes salinos, tipicamente Na* e Cl s30 compartimentalizados no interior

do vacuolo e usados como solutos osmaliticos (BLUMWALD et al., 2000; NIU et al., 1995).

Em nivel celular, a restricio da entrada de Na™ através da exclus3o de Na* de volta para a
solu¢do do solo (via SOS1 ou contra-transportador Na'/H* da membrana plasmatica (ZHU,
2003) ou para dentro do vactolo (via NHX ou contra-transportador Na*/H* do vacuolo
(ZHANG; BLUMWALD; 2001)), sdo considerados eventos centrais para a tolerancia ao sal
(SHABALA; CUIN; 2007). Existe também evidéncia que a habilidade da célula em reparar
danos, remover espécies reativas de oxigénio (ROS) e proteger as estruturas sensiveis da
célula através do aumento da sintese de uma extensa variedade de proteinas que agem
como chaperonas, pode ser pelo menos tdo importante quanto os transportadores
supracitados. A adaptac¢ao das plantas como um todo a salinidade pode ser atingida por
varios mecanismos como a reducdo do acimulo de Na* na parte aérea, recircula¢do de Na*
no floema, compartimentalizagdo em tecidos e drgdos especificos (como um acumulo
preferencial de Na* em &rgdos fisiologicamente pouco importantes, ex: folha senescente,
bainha foliar ou epiderme), e, em algumas espécies, pela secrecdo de Na* das folhas por
estruturas especializadas como glandulas ou vesiculas de sal (TESTER; DAVENPORTE; 2003
apud SHABALA; CUIN; 2007). Outro importante mecanismo é a recirculacdo do Na® dos
orgaos fotossintéticos de volta para as raizes. Existem sugestdes de que esse processo é
mediado por transportadores de K* de alta afinidade (HKT). Pelo fato esses transportadores
estarem envolvidos na entrada de K nos tecidos das plantas, ndo é surpresa que esses
transportadores HKT tem recentemente tornado-se a melhor estratégia no melhoramento

de plantas para tolerancia ao sal (BYRT et al., 2007; SHABALA; CUIN; 2007).
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Tem sido observado que a expansdo celular como as adaptacdes citomorfolégicas a
presenga de NacCl facilita o acimulo de ions para o ajuste osmético (BINZEL et al., 1987). Isso
inclui taxas reduzidas de expansdo celular e do volume celular final que diminuiria o fluxo
total de ions através do citosol e também diminuiria o conteddo absoluto de ions por célula.
O aumento da relagdo volume do citoplasma/volume do vacuolo iria depois reduzir a
guantidade de ions acumulada, necessaria por célula, para estabelecer o ajuste osmético.
Quanto maior a superficie membranar por volume celular, especialmente a superficie do
tonoplasto, maior é capacidade das células de manter grandes “pools” de ions durante o
crescimento. Essas condicdes na geometria celular ndo iriam por si mesmas favorecer a
relacdo saida/entrada de ions, mas iriam diminuir o tempo necessario para encher e esvaziar
um compartimento (baseado na direcdo do fluxo do liquido). Porém, é provédvel que a
tolerancia ao sal envolva adapta¢cdes na membrana que afetem a permeabilidade e facilitem

o transporte de ions (REUVENI et al., 1990).

Com a toxicidade do Na* ocorrendo como resultado da competi¢cio com o K para
ativacao de enzimas e a biossintese de proteinas a habilidade da planta para sobreviver em
ambientes salinos, ndo estd diretamente ligada a quantidade absoluta de Na®, mas sim a
taxa de K'/Na" citosdlico. Além do mais, a taxa de K’/Na* tem sido repetidamente citada
como o principal determinante para a tolerancia ao sal pelas plantas (SHABALA; CUIN; 2007;
CUIN et al., 2003; DEVORAK et al., 2004; GAXIOLA et al., 1999). Uma taxa K'/Na* citosdlica
6tima pode ser mantida pela restricio da acumulacdo de Na® em tecidos de plantas ou

prevenindo a perda de K* das células (SHABALA; CUIN; 2007).

Como mencionado antes, o ajustamento osmoético é um atributo essencial para
tolerancia das plantas ao sal. Em condi¢des de salinidade, Na* e Cl” sdo osmétilos baratos
gue podem ser usados para a manutenc¢ao do turgor celular normal, assumindo que estao
eficientemente compartimentalizados no vacuolo das células. Contudo, com um aumento do
nivel de sal no vacuolo, gera um gradiente de potencial osmdtico substancial entre o vacuolo

e o citosol, reduzindo a atividade da 4dgua neste ultimo (SHABALA; CUIN; 2007).
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O controle do transporte de ions através da membrana plasmatica e do tonoplasto é
fator chave na tolerancia ao sal pelas células vegetais. Para prevenir o lento crescimento ou
morte celular o excesso de Na* deve ser excretado ou compartimentalizado no vacuolo.
Como as células vegetais ndo possuem Na'-ATPases ou Na'/K'-ATPases, elas precisam das
H*-ATPase e da H'-PPase para promover a forca proton-motriz que dirige o transporte de
outros ions e metabdlitos. Muitos dos transportadores de H*, K" e Na* n3o foram bem
identificados. A regulagao dos mecanismos que controlam a expressao e atividade desses

transportadores ndo estd ainda elucidada (ZHU, 2003).

A capacidade de manter uma relacdo relativamente alta de K*/Na® no citoplasma e a de
sequlestrar NaCl para fora dos sitios do metabolismo celular, sdo dois dos mais criticos
requerimentos para que haja crescimento da planta em condigdes salinas. O crescimento
das células vegetais ocorre primariamente pela expansao direcional mediada pelo aumento
do volume celular, compartimentalizacdo de Na* e CI facilitando o ajustamento osmético
que é essencial para o desenvolvimento celular. Essa compartimentalizacdo pode ser
realizada com minima ou nenhuma exposicao do citosol aos ions toxicos (HASEGAWA, et al.,
2000). Presumivelmente, a regulacdo coordenada do sistema de transporte de ions é
requerida para controlar a entrada na membrana plasmatica e compartimentalizacao

vacuolar (WYN JONES, 1981).

Em uma exposicdo a estresse osmoético, as plantas exibem um amplo espectro de
respostas, molecular, celular e em toda a planta. Isso inclui, por exemplo, mudancas
morfoldgicas e de desenvolvimento (ciclo de vida, inibicdo do crescimento do caule e
melhoramento no crescimento das raizes), ajustamento no transporte de ions (seqiiestro e
exclusdo de ions) e mudangas metabdlicas (metabolismo do carbono, sintese de solutos
compativeis). Algumas dessas respostas sdao geradas como sinais de estresse osmotico
primario enquanto outras podem resultar em sinais de estresse secunddrio causados pelos
sinais primdrios. Esse sinal secunddrio pode ser um fitormoénio (acido abcisico, etileno),

espécies reativas de oxigénio e mensageiros secundarios intracelulares (XIONG; ZHU, 2002).

Em condicdo de estresse osmético, uma importante consideracdo é para a acumulacdo
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de compostos osmoticamente ativos no intuito de diminuir o potencial osmético. Esses sdo
referidos como osmodlitos compativeis por que aparentemente nao interferem com o
metabolismo normal das células. Moléculas semelhantes de glicerol e acucar foram
descobertas como métodos empiricos para proteger macromoléculas biolégicas contra os
efeitos danosos da salinidade (SAIRAM; TYAGI; 2004). Um estudo sistematico dessas
moléculas, as quais se acumulam em haléfitas e em organismos halo-tolerantes, permitiu a
identificacdo de uma variedade de substdncias com habilidade de promover protecao.
Caracteristicamente, essas moléculas ndao sofrem grandes mudancas, mas sdo polares,
altamente solluveis e tem uma grande capsula de hidratacdo. Deste modo, as moléculas
podem ser preferencialmente solubilizadas no “pool” de agua da célula onde elas podem

interagir diretamente com as macromoléculas (SAIRAM; TYAGI; 2004).

Muitos metabdlicos e processos fisioldgicos podem ser inibidos por altas concentracdes
de Na* acumulado no citoplasma e possivelmente também no nucleo, incluindo atividade de
enzimas e fatores de transcricdo. A tolerancia de algumas glicéfitas a solos salinos pode ser
creditado a exclusdo de Na® para fora das células, ou ao seqiiestro de Na* para dentro do
vacuolo, e contra-transportadores Na“/H* na membrana plasmatica e no tonoplasto exercem
funcdo vital nesses processos (CHEN, et al., 2009). Em plantas, o contra-transportador
Na‘’/H" de membranas vacuolares transporta Na* do citoplasma para o vactolo usando o
gradiente eletroquimico de prétons gerado por duas bombas de prétons a V-PPase e a V-
ATPAse (FUKUDA et al., 2004), sugerindo que as duas bombas de prdtons tem participacdo
essencial na resposta das plantas as mudancas ambientais como o estresse salino (FUKUDA
et al., 2006). A superexpressdo do contra-transportador vacuolar Na*/H" e da H*-PPase tem
resultado no aumento da tolerancia da planta a salinidade e a seca (APSE et al., 1999;

ZHANG; BLUMWALD, 2001 apud BRINI et al, 2007).

A figura 2 mostra os mecanismos envolvidos na manutengao da homeostase celular
estabelecida apds adaptacdo das plantas ao estresse salino (NACI) (HASEGAWA et al., 2000).
O acumulo de ions no vacuolo serve ndao somente para evitar o aumento da concentragao
idbnica no citoplasma, mas ainda para aumentar a osmolaridade celular prevenindo o

estresse osmotico (MIMURA et al., 2003).
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Figura 2. Homeostase celular estabelecida apds adaptacdo de plantas ao estresse salino (NaCl). Estdo indicados:
compartimentacao de osmolitos e ions no citoplasma e vacuolo; as proteinas transportadoras responsaveis
pela homeostase do Na* e CI; canais de agua; e o potencial eletroquimico através da membrana plasmética e
do tonoplasto. As organelas que tém importancia no sequestro de EROS estdo indicadas como: cloroplasto (cp),

mitocondria (mt), e peroxissomos (perox) (Hasegawa et al., 2000).

Muitos esfor¢cos tém sido devotados nos Ultimos anos para identificar fatores que
conferem resisténcia ao sal. Baseado na identificacdo de genes de sistemas SOS (ZHU, 2002
apud MARTINOIA et al, 2007) como o contra-transportador Na‘/H* de membrana
plasmatica (SOS1), de uma proteina quinase (SOS2) e de uma proteina ligante ao calcio
(SOS3), do contra-transportador Na*/H" vacuolar que s3o fatores importantes implicados na
tolerancia ao NaCl (MARTINOIA et al., 2007). O primeiro o contra-transportador Na*/H"
vacuolar foi identificado em Saccharomyces cerevisiae. Em Arabidopsis thaliana o primeiro
contra-transportador Na'/H" identificado foi AtNHX1 membro de uma familia de seis genes
(AtNHX1- AtNHX16) que mostra sequéncia homdloga para mamiferos e levedura NHE ou
NHX trocador (ASPE et al., 1999, GAXIOLA et al., 1999, YOKOI et al., 2002). Em muitas
espécies de plantas, genes NHX estdo envolvidos na tolerancia a salinidade, na acumulacdo

de ion no vacuolo e na regula¢do do pH (FUKUDA-TANAKA et al., 2000, YAMAGUCHI et al.,
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2001 apud ZAHRAN et al., 2007) e sdo induzidos por NaCl, KCL, estresse osmoético, choque de
temperatura (CHAUHAN et al., 2000, VENEMA et al., 2003, apud ZAHRAN et al., 2007).

2.5 VACUOLO

O vacuolo é uma organela presente em células de animais (esponjas), fungos
(leveduras), protozodrios, algas e plantas. Em plantas, essa organela é diversificada no
tocante a forma, tamanho, conteido e dindmica funcional (MARTY, 1999). E um
compartimento celular delimitado por uma membrana simples designada tonoplasto e
preenchido por um fluido aquoso. Nas células vegetais mais jovens sdo pequenos e
numerosos, fundindo-se e aumentando de volume a medida que a célula vai amadurecendo.
Numa célula vegetal madura o vacuolo pode ocupar cerca de 90% do volume celular (Figura
3). O conteudo vacuolar é composto essencialmente por dgua e esta pode entrar e sair dos

vacuolos em funcdo da concentracdo do meio extracelular.

O vacuolo das células vegetais contém a maior parte dos ions organicos e de
metabodlitos que geram uma pressao osmoética levando ao acumulo de d4gua no seu interior,
facilitando a expansado celular. A regulacdo da pressdao osmodtica depende do transporte de
acucares, de ions e de outros metabdlitos através da membrana plasmdtica e do tonoplasto
bem como das velocidades de quebra e de sintese de polimeros vacuolares (TAIZ, 1992).
Além do papel do vacuolo na expansdo celular e consequentemente crescimento das células

vegetais, ele exerce outras importantes func¢des, tais como:

ARMAZENAMENTO DE SUBSTANCIAS

Os vacuolos funcionam como locais de armazenamento de varias substancias.
Grandes quantidades de acidos organicos como acido malico, acido citrico e acido oxalico
sao armazenados. Proteinas sdao ativamente sintetizadas e armazenadas no vacuolo das
células das sementes em amadurecimento formando os corpos protéicos. O vacuolo é a
localizagdo breve e/ou prolongada de nutrientes para a propria célula e para novos érgaos
em crescimento (MAESHIMA et al., 1996). A maioria dos sabores das frutas e verduras é

devida as substancias armazenadas no vacuolo. Quando necessario esses metabdlitos
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primarios podem ser solicitados do vacuolo e utilizados em vias metabdlicas (TAIZ, 1992). O
vacuolo é um classico armazenador de compostos secunddarios e xenobidticos modificados
nas plantas. Em cevada, glucosideos flavondides produzidos endogenamente e sdo
transportados por mecanismos ligados ao contra-transporte de prétons, enquanto

herbicidas fazem uso de transportadores do tipo ABC (MARTINOIA et al., 2007).

Figura 3. Célula vegetal mostrando um grande vacuolo central (Leningher, 2000).

pH e HOMEOSTASE IONICA

As reacGes que ocorrem no citosol sdo particularmente sensiveis a mudancas no pH e
na forga idnica. O pH do vacuolo de plantas superiores é mais acido que o do citoplasma,
cerca de duas unidades. Em principio, as bombas de prétons localizadas no tonoplasto sdao
capazes de regular o pH citosodlico bombeando prétons do citosol para o interior do vacuolo

(TAIZ, 1992).
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DEFESA CONTRA PATOGENOS MICROBIANOS E HERBIVOROS

Entram nos vacuolos substancias de sabor amargo como compostos fendlicos,
glicosideos, cianogénicos e alcaldides que sdo capazes de afastar os herbivoros (TAIZ, 1992).
Outras substancias como fitoalexinas chegam a inibir a proliferacdo de certos
microrganismos. A quitinase, uma enzima que atua quebrando a parede celular de fungos, é

especificamente sintetizada em resposta a uma injdria na planta e entdo acumulada no

vacuolo do feijoeiro (BOLLER; VOGELI, 1984; BASSHAN, 2007; LIU; XIONG; BASSHAM, 2008).

PRESENCA DE PIGMENTOS

Os vacuolos de tecido foliar concentram pigmentos como antocianinas, flavondides
soliveis em agua responsaveis pelas coloragdes roxa e vermelho-alaranjada. Esses
pigmentos previnem a foto-oxidacdo no aparelho fotossintético reduzindo a intensidade da

luz e difundindo a radiacdo ultravioleta (TAIZ, 1992).

HIDROLISE E RECICLAGEM DE COMPONENTES CELULARES

Durante a germinagao, as proteinas depositadas nos vacuolos armazenadores de
proteinas (PSV) sdo hidrolisadas em aminoacidos pela agdo de proteases. Assim, como os
lisossomos de células animais, os vacuolos de plantas contém varias hidrolases acidas, como

proteases, ribonucleases e glicosidades (BOLLER; WWIEMKEN, 1986).

Em fungos e plantas, durante os periodos de escassez de nutrientes, as organelas
intracelulares e o citosol sdo sequestrados em autofagossomos que subseqlientemente se
fundem com o vacuolo. A fungdo principal desse fagossomo parece ser a de participar da
guebra e da reciclagem dos componentes celulares durante a senescéncia, no caso de folhas
ou flores ou durante a morte celular programada, como é o caso dos elementos do xilema

(BASSHAN, 2007; LIU; XIONG; BASSHAM, 2008).

HOMEOSTASE DE METAIS PESADOS E DETOXIFICAGAO
Metais pesados geralmente poluem os solos, ou por eles estarem naturalmente
presentes em altas quantidades nos solos ou devido a atividade humana. A maior parte do

progresso feito no papel do vacuolo em transportar metais pesados, em manter a
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homeostase e em detoxificar, tem sido feito com os micronutrientes zinco e ferro. A
despeito do fato de que metais pesados sdo requeridos pelas plantas em vdrias organelas, é
necessario que a planta mantenha baixas concentraces deles no citosol. O citosol ndo deve
eliminar todo o zinco e ferro, mas as concentracdes desses metais livres devem ser mantidas
baixas para evitar os sintomas da toxicidade. Entdao esses elementos devem ser liberados
dentro do citoplasma de maneira muito controlada para suprir as fun¢cdes como cofatores

enzimaticos (MARTINOIA et al., 2007).

FUNCOES DOS VACUOLOS EM PLANTAS CAM

Na maioria de espécies de plantas, malato estd envolvido numa quantidade
extraordinaria de fungdes, por exemplo, nas plantas CAM o malato é sintetizado a noite e
entra no vacuolo (como acido malico) temporariamente como um armazenador de diéxido
de carbono. Em certas espécies CAM, um equivalente de 17% do total de massa seca das
células atravessa o tonoplasto todo dia (HOLTUM et al., 2005 apud MARTINOIA et al., 2007).
Entdo, ndo é surpresa que um numero de modificagdes no vacuolo central de células CAM
como tamanho e propriedades bioquimicas sdao requeridas para permitir desse modo

intensos fluxos metabdlicos (MARTINOIA et al., 2007).

2.6 TONOPLASTO

A membrana vacuolar, também denominada de tonoplasto, possui uma estrutura
basica comum a todas as membranas celulares. Nela estdo localizados os sistemas de
transporte de uma variedade de substancias (sistemas primarios e secundarios), sendo dessa

forma considerada uma membrana funcional e altamente organizada (MAESHIMA, 2001).

Os sistemas primarios de transportes das membranas sdo capazes de gerar um
gradiente eletroquimico ao transportar ions contra um gradiente de concentracdo
utilizando-se da energia liberada na quebra de ligagdes covalentes. J& os sistemas
secundarios, transportam ions e substancias através da membrana, sem envolver a quebra
de ligagGes covalentes, mas dependendo do gradiente eletroquimico de prétons gerado na

membrana pelos sistemas primarios (LOGAN et al., 1997).
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Circuitos quimiosmoticos das células das plantas sdo dirigidos por gradientes de
protons mediado pela atividade de transporte de prétons secundaria através da membrana
plasmdtica e das membranas endossomais. O fluxo de soluto através da membrana
plasmatica depende da viabilidade da for¢ca prédton motora. As P-ATPase exercem fungdes
importantes que determinam o controle da aquisicao de nutrientes e a distribuicdao destes

na planta como um todo (GAXIOLA, 2007).

As bombas vacuolares de H" (V-ATPase e V-PPase), transportadores ativos primarios,
utilizam a energia proveniente da quebra de ligacdes de alta energia das moléculas de ATP e
PPi, respectivamente, para transportar H' para o interior do vactolo. Dessa forma, um
gradiente de prétons (ApH") é gerado, o qual tem como componentes a variagdo de pH (A
pH) e a variacdao do potencial de membrana (AW). A entrada de prétons realizada por essas
bombas gera um potencial elétrico de membrana positivo do lado interno em relacdo ao
lado externo do tonoplasto, bem como uma variacdo de pH, onde a concentracio de H* é
maior no interior do vacuolo em relagdo ao meio citoplasmatico. O gradiente gerado pelas
bombas de prétons fornece energia para os transportadores secunddrios (MAESHIMA,

2001).

A capacidade do transporte de sédio do citoplasma para o vacuolo via antiporte
Na‘/H" é dependente da atividade da V-ATPase e da V-PPase (WANG et al., 2001). Os contra-
transportadores, presentes nas membranas vacuolares e plasmaticas, agem removendo ions
Na® do citoplasma e transportando-os para o interior do vactolo ou para fora da célula e
dessa forma, previnem a toxicidade celular decorrente da acumulacdo excessiva de Na*
(BLUMWALD et al.,, 2000). Entre os vdrios transportadores e canais encontrados em
membranas vacuolares de células vegetais, as bombas de prdétons tém sido particularmente

bem caracterizadas a nivel molecular (MAESHIMA et al., 1996).
Os sistemas de contra-transporte foram primeiramente descritos por West e Mltchell

(1974) e estdao amplamente difundidos tanto em células procaridticas como em células

eucaridticas (BLUMWALD; AHARON; APSE; 2000).
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Os sistemas secunddrios consistem de varios transportadores de acglcares, de acidos
organicos, de ions e de outros metabdlitos. Existem dois tipos de transporte secundario:
simporte e antiporte. No transporte simporte, as duas substancias se movem na mesma
direcdo através da membrana e a proteina envolvida nesse transporte é denominada
transportador tipo simporte. O transporte antiporte refere-se ao transporte acoplado, no
gual o movimento a favor do gradiente de prétons impulsiona o transporte ativo de um
soluto na direcdo oposta e é facilitado pela proteina denominada transportador tipo

antiporte (contra-transportador) (TAIZ; ZEIGER, 1998).

Os contra-transportadores Na*/H" s3o proteinas trasnportadoras que movem os ions
Na® para fora da célula ou para o interior de organelas em troca de ions H* exercendo papel
importante na homeostase celular do pH e da concentracio de Na’. Nos ultimos anos,
avancos significativos foram feitos para esclarecer a estrutura e a funcdo dos contra-
transportadores Na®/H" bem como os mecanismos essenciais das reacdes de troca e sua

regulacdo (BLUMWALD; AHARON; APSE; 2000; HASEGAWA et al., 2000).

As evidéncias de que os contra-transportadores Na*/H® exercem papel crucial na
tolerancia de plantas ao estresse salino tém aumentado nos ultimos anos. Foram observados
aumentos na tolerancia de varias plantas ao estresse salino em decorréncia da
superexpressdo do gene que codifica a proteina do contra-transportador Na'/H® de
tonoplasto (AtNHX1) em Arabdopsis, tomate, Brassica, trigo e arroz (APSE et al., 1999;
FUKUDA et al., 2004; ZHANG; BLUMWALD, 2001; ZHANG et al., 2006).

Apesar de existirem varios tipos de transportadores nas membranas celulares, as
bombas de prétons ocupam uma posicao proeminente dentre todos transportadores, pois
sem a forgca préton motora primdria gerada para energizar e possibilitar o transporte de
substancias via carreadores ou canais de ions, todas as outras formas de transporte
cessariam. Das trés diferentes bombas ATPases das plantas: F-ATPase, V-ATPase e a P-
ATPase, a H*-ATPase vacuolar (V-ATPase) é a mais complexa em relacio & composi¢do de

subunidades (DIETZ et al., 2001). As V-ATPase possuem um ancestral comum com as F-
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ATPases e a P-ATPase de archeaebacterial e estdo distribuidas em todos reinos de vida

(GAXIOLA 2007).

2.7 V- H'- ATPase

As ATPases do tipo vacuolar foram assim denominadas devido ao fato de terem sido
primeiramente caracterizadas em tonoplastos. A denominacdo permaneceu apesar de terem
sido posteriormente encontradas em varios outros sistemas de endomembranas. A V-
ATPase esta sendo avaliada em varios organismos: plantas (RATAJCZAK, 2000 and SZE et al;
1992), fungos (FORGAC, 1999; STEVEN; FORGAC, 1997), Neurospora crassa (MARGOLLES-
CLARK et al., 1999 ) e em mamiferos (FUTAI et al., 1999). Essas enzimas assemelham-se as
FoF1 — ATPases (F-ATPase), ndo formam o complexo intermediario fosforilado e por um longo
tempo foram conhecidas por serem insensiveis ao vanadato, distinguindo-se das P-ATPase,
qgue formam um complexo intermedidrio ligado covalentemente ao fosfato. Uma relacdo
evolutiva entre ATPase do tipo P e F é revelada por homologia seqliencial de algumas das
subunidades. Porém, as V-ATPases representam uma classe Gnica de H*-ATPases por terem
um pH étimo neutro em lugar de alcalino e por apresentarem um padrdo de inibidores
distintos. Elas sdo insensiveis a azida (BARKLA; PANTOJA, 1996; OTOCH, 1999) e mais
sensiveis do que as F-ATPase ao nitrato, a bafilomicina A e Concanamicina C (MAESHIMA
2001). Logo, a atividade de hidrélise sensivel ao nitrato e resistente a azida é usada para
caracterizar a atividade V-ATPasica. Os valores de Km estao na faixa de 200 a 810 uM para
diferentes V-ATPases (WANG; SZE, 1985). A V-ATPase exibe duas distintas atividades: a
atividade de hidrélise de ATP e a atividade de transporte de H". Através de investigacdes em
vacuolos e vesiculas de tonoplasto isoladas de plantas CAM (plantas com metabolismo do
acido crassuldceo) por andlises termodindmicas, uma relacio estequiométrica de 2 H*
transportados / ATP hidrolisado foi sugerido para o acoplamento entre as atividades de
transporte de H* e hidrélise de ATP (SMITH; BLACK; 1984). A mesma relac3o foi determinada
para a V-ATPase de B. vulgaris (BENNETT; SPANSWICK, 1984).
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2.7.1 ESTRUTURA E COMPOSICAO DAS H*-ATPASES VACUOLARES

As V-ATPase sdo enzimas com multisubunidades composta por dois complexos: o
complexo periférico V; consiste de oito subunidades (A, B, C, D, E, F, G e H) responsavel pela
hidrélise do ATP, e o complexo integral de membrana V, com seis subunidades (a, ¢, ¢/, ¢”, d
e e) responsavel pela translocacdo de prétons (Figura 4) (GAXIOLA, 2007). Entretanto, o
modelo estrutural baseados em microscopia eletronica, das V-ATPase provenientes de todas
as células eucaridticas incluindo plantas e das subunidades individuais determinadas por
cristalografia de raio-X mostrou que a estrutura geral da V e F-ATPase é marcadamente
similar sugerindo que elas podem também ter molde estrutural comum (DORY; NELSON,

2006 apud GAXIOLA et al., 2007).

ADP+Pi

Figura 4. Modelo esquematico de uma V-ATPase de planta. O complexo periférico V; (roxo) e o complexo
integral de membrana V, (verde) sdo ligados diretos a uma haste periférica formada pelas subunidades VHA-a,
-C, -E, -G e —H. A hidrdlise do ATP pelo hexamero VHA-AB conduzido sobre a rotacdo da haste central
consistindo das subunidades VHA-D e VHA-F, junto com uma argola proteolipidica fita com cinco cdpias da
VHA-c e uma cépia da VHA-c”’. A rotagdo da argola-c promove o transporte de H' através da membrana

(Gaxiola et al., 2007).
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As V-ATPase de Saccharomyces cerevisiae constituem-se em um importante modelo
para estrutura e fungdo em todas as células eucariéticas. Entretanto, o fato que em plantas,
como em todos os eucariotos superiores, muitas subunidades da V-ATPase sdo codificadas
por familias de genes, o que adiciona uma grande complexidade que n3o pode ser
comparada com o modelo da levedura. Em Arabidopsis, 13 subunidades (nenhuma ¢’ é
encontrada em plantas) sdo codificadas por um total de 27 VHA-genes e se todas as
combinacgdes de isoformas fossem usadas nés teriamos centenas de complexos da V-ATPase
(SZE et al., 2002 apud GAXIOLA, 2007). O numero de subunidades varia de acordo com as
espécies. Por convencao, as subunidades V; sdao designadas por letras que vao de A a G em
uma ordem crescente de massa molecular. Trés diferentes subunidades compdem o setor
Vo, duas delas sdo transmembranares (as glicoproteinas a e ¢) e uma hidrofilica porém
fortemente ligada aos componentes integrais da membrana (FINBOW; HARRISON, 1997). O
dominio V; pode ser dissociado do dominio Vy por incubacdo da enzima em solucdo
contendo agentes caotrdopicos como carbonato alcalino, nitrato e MgATP ou choque frio na
presenca de MgATP. Nas V-ATPases de plantas superiores podemos encontrar certas
diferengas estruturais. Acredita-se que haja mais de um tipo de V-ATPase em plantas. Os
“componentes principais” (subunidade A, B e c¢) tém sido encontradas em todas as ATPases
estudadas, sugerindo que essas subunidades seriam essenciais para o seu funcionamento. As
demais subunidades apresentadas na literatura foram detectadas somente em certos
materiais. As diferencas na composicao de subunidades entre as V-ATPase de plantas
sugerem que a composi¢do das subunidades pode ser especifica do tecido ou regulado pelo
meio ou pelo desenvolvimento (LUTTGE; RATAJCZAK, 1997). Essas subunidades estdo

distribuidas em dois setores (V1 e Vy), descritas a seguir:

Subunidade A (VHA-A): a subunidade A de vdrias fontes de V-ATPase ja foi clonada e
seqlienciada e mostrou possuir uma variagao em sua massa molecular de 67 a 73kDa. A
subunidade A é uma subunidade catalitica, tem a funcdo de catalisar a hidrélise do ATP.
Baseado na analise do perfil de expressao, a subunidade A é um fator limitante da atividade
da holoenzima e é expressa em baixo nivel em condi¢gdes normais, mas em condi¢des de
estresse salino a expressdao pode aumentar rapidamente (ZHAO et al., 2009). Ela contém um

sitio de ligacdo ao nucleotideo e a ligacdo dessa subunidade a analogos de adenina (7-cloro-
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4-nitrobenzeno-2-oxa-1,3 diazol, 5’- isotiocianato ou N-etilmalleimida), inibe a atividade de

hidrélise de ATP (WANG; SZE, 1985).

Subunidade B (VHA-B): a subunidade B é uma subunidade regulatéria e também participa
da formacao do sitio catalitico. A existéncia de multliplas isozimas indica a complexidade e a
importancia dessa funcdo regulatéria, como foi refletido na mudanca da expressdo da
subunidade B em condicdo de estresse salino (ZHAO et al., 2009). Esta subunidade contém
um sitio de ligacdo ao nucleotideo, mas a sua ligagdo com um analogo de ATP nao inibe a
atividade de hidrdlise do substrato (ATP). Dessa forma, a subunidade B possui sitio de
ligacdo ao substrato, mas ndo é uma subunidade catalitica. A massa molecular deduzida

varia de 53,7 a 54,7 kDa (RATAJCZAK, 2000).

Subunidade C (VHA-C): a subunidade C é representada por polipeptideos exibindo massas
moleculares aparente de 37 a 52 kDa em géis de poliacrilamida. A funcdo da subunidade C é
estabilizar a ligacdo ente os dominios V; e Vg e é induzida em diferentes estagios por

estresse salino (ZHAO et al., 2009).

Subunidade D (VHA-D): a subunidade D tem massa de 29,1 kDa, e sua analise em leveduras
revela similaridade estrutural a subunidade gama da F-ATPase embora nao seja detectada
similaridade significante na seqliéncia (SZE et al., 1992). A subunidade D forma a eixo central
da estrutura do dominio V; e é uma subunidade essencial para o transporte de prétons e

hidrolise do ATP (XU; FORGAK, 2000 apud ZHAO et al., 2009).

Subunidade E (VHA-E): a subunidade E é encontrada sendo parte do setor periférico ou
haste estatora responsavel fisicamente e funcionalmente pela ligacdo do dominio periférico
V; com o dominio Vo de membrana (KAWAMURA et al.,, 2001; OHIRA et al.,, 2006) desta
maneira, ela é muito importante para a montagem do dominio Vy dentro da membrana

(ZHAO et al., 2009).

Subunidade F (VHA-F): a subunidade F participa da formagdo da haste central, junto com a

subunidade D. Ela exerce uma importante funcdo estabilizando a interacdo entre V; e Vo. A
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alta ligacdo da subunidade F com a subunidade D sugere alguma interacdo entre essas duas
subunidades, entretanto, a relagdo entre a estrutura e a fungao dessas duas subunidades

ainda ndo esta clara (ZHAO et al., 2009).

Subunidade G (VHA-G): a subunidade G é representada por um polipeptideo de 12,5 kDa e
possui similaridades de seqliéncias com a subunidade b da F-ATPase embora seja menor e
ndo contenha um aparente dominio transmembrana no seu nucleotideo N-terminal
(SUPEKOVA et al.,1996). Como a subunidade b da F-ATPase, a subunidade G pode estar
envolvida no acoplamento da hidrélise de ATP e transporte de H* (RATAJCZAK, 2000). A
subunidade G liga-se fortemente a subunidade E e o sal induz um aumento coordenado da

expressao de ambas subunidades (ZHAO et al., 2009).

Subunidade H (VHA-H): assim como a subunidade C participa estabilizando a ligacdo ente os

dominios V; e Vpe é induzida em diferentes estagios por estresse salino (ZHAO et al., 2009).

Subunidade ¢ (VHA-c): a subunidade c constitui a estrutura chave do dominio Vye forma um
hexdmero. E wuma proteina altamente hidrofébica contendo quatro dominios
intramembrana, e tem sido sugerido que ela estd diretamente envolvida no transporte de H*

(RATAJCZAK, 2000).

Subunidade d (VHA-d): a subunidade d é ligada firmemente com a subunidade c e participa
estabilizando o corpo do dominio V,. Essas duas subunidades sao induzidas por estresse

salino em diferentes estagios (ZHAO et al., 2009).
2.7.2 REGULACAO DA V-ATPASE

Varios estudos tém sido realizados para esclarecer os elementos da rede de
regulacdo fisioldgica celular da V-ATPase em animais e plantas. Porém esse estudo é muito

dificil, pois as observacdes experimentais sao isoladas, algumas vezes contraditdrias e

freqlientemente aplicaveis somente em situagdes in vitro.
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A atividade da V-ATPase esta sujeita a regulagdo pds-traducional e tem sido sugerido
que essa atividade em planta seja regulada por mecanismos diferentes: fosforilagdo das
subunidas da V-ATPase (MARTINY-BARON et al.,1992), e modificacdo do estado redox da
enzima, por oxidacdo e redugdo de grupos sulfidrilas essenciais presentes nas subunidades A
e B da V-ATPase. Foi proposto também que mudangas na disponibilidade do substrato
MgATP® encontrado no citoplasma pode ser um importante fator para a regulacio da
atividade da V-ATPase (DIETZ et al., 1998). Como o dominio V, da V-ATPase estd inserido na
bicamada lipidica esse ambiente parece ser de crucial importancia para a atividade da
enzima. Yamanishi e Kasamo (1993) demonstraram a inativacdo da V-ATPase purificada pela

remocao de lipidios usando cromatografia de troca ionica.

A V-ATPase de plantas possui varias isoformas de subunidades, assim como as V-
ATPases de leveduras e mamiferos (FORGAC, 1999; FUTAI et al., 1999; STEVEN; FORGAC;
1997). Dois cDNAs codificando a subunidade c¢ foram identificados em plantas de arroz,
Mesembryanthermum crystallimum (SCHERER et al., 1988) e algodao (Gossypium hirsutum)
(D’AUZAC, 1977) e trés cDNAs foram identificados em A. thaliana (VERA-ESTRELLA et
al.,1999). Duas isoformas foram ainda encontradas para as subunidades A (SCHERER et
al.,1988), B ( SCHERER et al., 1988) e G (AJ00502) de vdrias espécies de plantas. Além desses
trabalhos, a presenga de duas isoformas das subunidades D e E foram demonstradas em
feijao e ervilha (RATAJCZAK, 1994). Segundo RATAJCZAR (2000), a regulacdo da atividade da
V-ATPase pode ser exercida pela expressdo de diferentes isoformas em diferentes tecidos ou
no mesmo tecido em certas condi¢des ambientais. A primeira evidéncia para uma regulagao
da expressdo especifica do tecido das isoformas da subunidade c¢ veio de estudos em
algoddo (HASENFRATZ et al., 1995), em M. crystallinum cujo transcrito Vmacl da subunidade
c foi encontrado preferencialmente em folhas (TSIANTIS et al., 1996). Em A. thaliana dois
genes da subunidade c (AVA-P1 e AVA-P2) sdo constitutivamente expressos em todos os
tecidos testados enquanto que os niveis de mensagem de AVA-P3 e AVA-P4 s3o mais baixos
e a expressdao da AVA-P3 parece ser restrita ao apice da raiz e do caule. Trabalhos recentes
com manipulagdo das subunidades da V-ATPase indicam que a mesma é essencial para a
morfogénese de N.crassa (subunidade A) (WARD; SZE, 1992) e para a fotomorfogénese de A.
thaliana (subunidade C) (KLOPPSTECH, 1985) e para cenoura (subunidade A) (KAESTNER et

44



al., 1988).

Levando-se em conta as diferentes funcGes da V-ATPase no metabolismo celular
pode-se propor a hipétese que algumas isoformas correspondem a genes de manutencao
enquanto que outras sao expressas dentro de condi¢des de estresses ambientais. Contudo,
estd faltando evidéncias para confirmar a expressao de diferentes isoformas como resposta
ao estresse ambiental ou a presenca de diferentes isoformas em diferentes membranas

celulares (RATAJCZAK, 2000).

Devido as importantes funcbes desempenhadas pelo vacuolo é esperado que a
atividade da V-ATPase, que é a maior bomba de H® do tonoplasto, seja modulada para
acompanhar as mudancas ambientais e metabdlicas. A despeito da importancia da enzima
para energizacdo vacuolar, estudos detalhados nas respostas da V-ATPase ao nivel de
transcrito de proteina e de atividade foram encontrados em condicdes de estresse salino e

em menor extensdo em condicdes de baixas temperaturas (SOBREIRA 2003).

Os niveis de mRNA das subunidades da V-ATPase e a quantidade dessa proteina sdo
alterados em resposta aos estresses ambientais. Uma caracteristica comum de proteinas
vegetais altamente reguladas parece ser a oscilagdio enddgena das quantidades de
transcritos e tal oscilacdo foi demonstrada para a subunidade c da V-ATPase de M.
crystallinum (ROCKEL et al., 1997). Pode-se supor que a subunidade c da V-ATPase e
possivelmente outras subunidades pertencam ao grupo de proteinas altamente reguladas
(RATAJCZAK, 2000). Dessa forma, é provavel também que os genes da V-ATPase sejam

altamente regulados.

2.8 V-PPase

Uma caracteristica propria das plantas é a existéncia de vias metabdlicas paralelas
gue usam tanto nucleotidios quanto pirofosfato como fontes alternativas de energia. Essa
maior versatilidade das plantas em relagdo aos mamiferos deve-se a presenga de duas

bombas que funcionam em paralelo em membranas de células vegetais. Uma delas é a V-
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ATPase, a qual esta presente em todos os eucariontes e a outra é a pirofosfatase (PPase) que
tém sido encontrada em todas as plantas e em algumas bactérias fotossintetizantes (REA;
POOLE; 1993). Diversas hipdteses sdo sugeridas para a existéncia de duas bombas numa
mesma membrana: a) a V-PPase agiria como uma alternativa (“back-up”) para a V-ATPase
em condi¢des em que o fornecimento de ATP fosse limitado; b) que a V-PPase é reversivel e
pode usar o gradiente de H' que se estabelece através do tonoplasto para sintetizar PPi; ou
c) que a energia livre, dissipada como calor por uma PPase sollvel, pode ser conservada

como gradiente de prétons se a V-PPase agir como bomba in vivo (LEIGH et al., 1992).

2.8.1 Caracterizagao Inicial

A V-PPase foi primeiramente identificada em vacuolo, e dai entdo ela foi considerada
uma enzima marcadora de vacuolo (CHANSON et al., 1985; REA; POOLE; 1985). A localizacdo
da V-PPase é ainda controvertida, porém estudos recentes tém mostrado que a V-PPase é
também encontrada em membrana plasmatica, complexo de Golgi e reticulo

endoplasmatico.

Essa enzima mostra-se ndo sé necessaria como suficiente para o transporte de H”
dependente de PPi. A subunidade que se liga ao substrato funciona como um mondmero
durante a hidrdlise de PPi (REA; POOLE, 1993), embora tenha sido proposto uma estrutura
dimérica para a V-PPase funcional nativa (SATO et al., 1991). O primeiro cDNA da V-PPase
foi clonado a partir de A. thaliana (SARAFIAN et al., 1992) através de exame imunolégico de
uma biblioteca de expressdo. Desde entdo cDNAs foram clonados de varias plantas tais
como: trigo (D13472) (TANAKA et al., 1993), beterraba (L32791, L32792) (KIM et al., 1994),
tabaco (X77013, X83730, X83729) (LERCHL et al., 1995), arroz (D86306) (SAKAKIBARA et al.,
1996), feijao (AB009077) (NAKANISHI; MAESHIMA, 1998) e abdbora (D86306) (MARUYAMA
et al., 1998). A V-PPase dessas espécies de plantas consiste de 761-771 aminodcidos com pl
de aproximadamente 5,0 e massas moleculares na faixa de 79,8 a 80,8 kDa. As seqliéncias de
aminoacidos sdo altamente conservadas entre as plantas terrestres com 86-91% de

identidade.
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As prétons-pirofosfatases (H'-PPase) s3o bombas de prétons eletrogénicas que
acidificam vacuolos em células vegetais. O substrato para as H'-PPases, o PPi, é um
subproduto de varios processos metabdlicos, como a polimerizacdo de DNA e RNA, sintese
de aminoacil-tRNA, formacdo de ADP-glicose e UDP-glicose, (MAESHIMA, 2000), conversao
do piruvato em fosfoenolpiruvato (MARTINOIA, et al., 2007).

Em meados dos anos 70, Karlsson demonstrou uma atividade PPasica estimulada por
K* e Walker; Leigh (1981) caracterizaram uma PPase dependente de Mg2+. Somente em 1985
é que finalmente identificaram que o transporte de H* dependente de PPi era mediado por
uma PPase e ndo um V-ATPase, capaz de usar PPi em algumas circunstancias. Seguidas
caracterizagdes mostraram que, essa PPase diferia da V-ATPase em varios aspectos: a PPase
era estimulada pelo K" enquanto que a V-ATPase era seletivamente ativada por halégenos;
nem a hidrélise nem o transporte de prdtons pela PPase eram inibidos pelo nitrato;
finalmente foi mostrado que a PPase era especifica para MgPPi (ou Mg,PPi) como substrato

enquanto que a V-ATPase ndo mostrava nenhuma atividade em relacdo a esse composto.

A V-PPase consiste de um polipeptideo simples que é encontrado em plantas, algas,
bactérias fotossintéticas, protozoarios e archeabactérias, mas ndo é encontrado em fungos
(MARTINOIA, et al., 2007). Sdo altamente hidrofdébicas, consistindo de 14 a 17 dominios
transmembranares o-hélice, com massa molecular de aproximadamente 80 kDa e sua
funcdo esta relacionada a geracdao de um gradiente de prdétons através de endomembranas
usando a energia da ligacdo do fosfoanidrido das moléculas de pirofosfato (PPi) (Figura 5). As
plantas possuem dois tipos filogeneticamente distintos de V-PPase: tipo |, que é dependente
de K" citosdlico para a sua atividade e s30 moderadamente sensiveis & inibicdo por Ca”, ea
do tipo Il, que sdo insensiveis ao potdssio mas extremamente sensiveis ao Ca’* (GAXIOLA, et

al., 2007).

A regido catalitica da V-PPase contém um sitio ligante de Mg-PPi que é responsavel
pela hidrélise do PPi e adicionalmente existem cinco voltas citoplasmaticas que sao
responsaveis pela conversao da energia da hidrdlise, trés dos quais estdo conservados em

todas as PPases (GAXIOLA, et al., 2007). Geralmente, a atividade da V-PPase é maior em
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tecidos jovens, entretanto, em alguns casos a V-PPase é também a bomba de préton

predominante em células de plantas maduras (MARTINOIA, et al., 2007).

O teor da V-PPase varia de acordo com as condig¢des fisioldgicas e em resposta a
estresses ambientais. O mecanismo regulatéorio da expressdao génica da V-PPase e a
regulacdo pods-traducional ainda ndo estdo elucidados. A PPase vacuolar de plantas é uma
das raras enzimas encontradas em vegetais que pode fornecer informacgdes Uteis no ambito

da Biologia Molecular e da Bioenergética (MAESHIMA, 2000).
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Figura 5: Modelo da topologia da H'-PPase de membrana da Streptomyces coelicolor. Os dominios
transmembrana (1-17) sdo as caixas numeradas. Regides conservadas, como a DVGADLVGKVE, sdo marcadas
com caixas amarelas. Esta é uma versdo modificada da figura 8 mostrada por Mimura et al., 2004 (Gaxiola et

al., 2007).

2.8.2 ATIVIDADE E DISTRIBUIGCAO

As atividades, tanto de transporte de prdtons dependente de PPi quanto a de
hidrélise estimulada por K* e/ou insensivel a molibidato, tém sido demonstrada em
membranas vacuolares da maioria dos tipos principais de plantas vasculares (plantas

monocotiledéneas, dicotiledoneas, C3, C4 e CAM) como também em seus provaveis

48



ancestrais, as algas clordfitas. Além disso, a V-PPase é o componente principal das
membranas vasculares capaz de gerar um ApH' de magnitude igual ou superior ao da V-
ATPase (MAESHIMA; YOSHIDA, 1989). A estimativa do teor das enzimas sugere que as
mesmas constituem de 1% (Beta vulgaris) a 5-10% (Vigna radiata) da proteina total da

membrana vacuolar (MAESHIMA; YOSHIDA, 1989).

As membranas vacuolares preparadas de vdrias espécies de plantas, de musgos, de
samambaias e de algas, apresentam atividades V-PPasicas além de atividade V-ATP4asica
(NAKANISHI; MAESHIMA; 1998). Notaveis exemplos de PPases transportadoras ou
conservadoras de energia sao as PPases reversiveis transportadoras de préotons encontradas
em cromatoéforos de bactérias ndo sulfurosas, Rhodospirillum rubrum, as PPases
transportadoras de prétons vacuolares de células vegetais e a PPase associada a membrana
animal e de mitocondria de levedura. Essa Ultima, porém, apresenta padrdes de
sensibilidade a inibidores bem diferentes das duas primeiras (BAYKOV et al., 1993). Baseado
nesses resultados, considera-se que as PPases associadas a mitocondria pertencam a um

grupo distinto de PPases (BAYKOV et al., 1993).

2.8.3 PPI COMO FONTE DE ENERGIA

O teor da V-PPase em plantas necessita de um fornecimento regular de PPi
citossolico e uma relacdo de massa de PPi:Pi favoravel a translocacdo de protons. O nivel de
PPi em tecidos vegetais varia na faixa de 5-39 nmoles/g de peso fresco (SMYTH; BLACK,
1984) e esse PPi parece estd quase limitado ao citosol. Ja foi calculado que em folhas de
espinafre e protoplasto de mesdfilo de trigo, o PPi citosdlico é de 200 a 300 uM (WEINER et
al., 1987), enquanto que, em outras organelas como vacuolo e cloroplasto da alga, Chara,
foram detectados menos de 1 e de 2 a 3 uM respectivamente, contra 193 uM para o
citossol (TAKESHIGE; TAZAWA; 1989). Considerando uma estequiometria de H*: PPi igual a 1,
considera-se que a energia livre liberada pela hidrélise de PPi citossélico excede o minimo

tedrico requerido para energizacdo vacuolar.
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2.8.4 REGULAGAO DA V-PPASE

Os niveis de V-PPase em plantas sdo regulados em condi¢des de estresse. Colombo e
Cerana (1993) relataram um aumento da atividade da V-PPase em suspensdo de células de
cenoura em condicdo de estresse salino (NaCl) e examinando o efeito dos nutrientes
minerais como, K*, NO e Ca®* em raiz de centeio perceberam que as atividades de hidrdlise
de PPi e PPi dependente de H* crescem em plantas com déficit de minerais. Foi demonstrada
a importancia da V-PPase em células de plantas sob o efeito do estresse causado pela anoxia
e pelo frio (REA; POOLE 1993). Eles propuseram que a V-PPase pode substituir a V-ATPase
sob condicdo de estresse energético para manter o vacuolo acidificado. Nessas condi¢oes
ambientais severas, as plantas que sdo sensiveis a baixas temperaturas sofrem sérias injurias

pelo frio.

Uma fung¢do importante das V-PPase no crescimento e no desenvolvimento foi
apresentada pelo estudo do desenvolvimento da péra, mostrando que os niveis de proteina
e de atividade do tipo | da V-PPase aumentaram no fruto jovem e em células em divisdo.
Também foi mostrado que a superexpressdo da PPase tipo | AVP1 em Arabidopsis resultou
no aumento da divisdo celular no comeco da formacao dos érgaos e aumentou o transporte

de auxina (GAXIOLA et al., 2007).

Em um diferente cendrio fisioldgico, a estimulagdo da atividade das bombas de
prétons, da ATPase vacuolar de Kalanchoe blossfeldiana pela ativagdo da V-PPase foi
mostrada durante o metabolismo acido das crassuldaceas (CAM) (GAXIOLA et al., 2007). A
regulacdo transcricional de dois genes da PPase de cevada (HVP1 e HVP10), um gene que
codifica a subunidade catalitica da V-ATPase vacuolar (HvVHA-A) e um gene codificando para
o contra-transportador Na'/H" (HYNHX1) foi monitorado em resposta a adi¢do exdgena de
acido abscissico (ABA), auxina e giberelina (GA). Enquanto todos os genes foram induzidos
pelo tratamento com o ABA, a giberelina ndo teve efeito. A auxina induziu a expressao dos
genes de HVP1 e HYNHX1 mas nao dos genes HVP10 e HvVHA-A sugerindo que hormonios
especificos modulam a operagdo de regulacdo das bombas de prétons vacuolares (FUKUDA,;

TANAKA; 2006).
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Uma conexdo entre um sinal de traducdo de oxido nitrico e um aumento da
tolerancia ao sal em milho via estimulagdo da atividade da V-PPase e da V-ATPase foi
demonstrado (ZHANG et al., 2006) porém, ndo estd claro se o aumento das atividades das
bombas de prétons é devido a mudancas na quantidade ou na regulacdo da funcao

(GAXIOLA et al., 2007).

A superexpressao da HVP1 em Arabidopsis resultou em plantas com aumento da
tolerancia ao sal e resisténcia a seca. O fendtipo dessas plantas tolerantes ao sal foi
explicado pelo aumento da entrada de Na* no interior do vacuolo e o fenétipo relatado a
seca foi originalmente atribuido ao aumento da capacidade osmorregulatdria vacuolar

(GAXIOLA et al., 2001).

2.9 CONTRA-TRANSPORTADOR VACUOLAR

O contra-transportador Na’/H" (trocador) catalisa a troca de Na* por H" através das
membranas. Ele regula o pH interno, volume da célula e o nivel de sédio no citoplasma, e
mantém a homeostase i0nica intracelular (LI et al.,, 2008). Apesar de os contra-
transportadores terem sido encontrados em animais, leveduras, bactérias e plantas, a
atividade deles em membranas vacuolares somente tem sido reportada em leveduras, algas
e plantas (BLUMWALD et al., 2000 apud FUKUDA et al., 2004). Tem sido demonstrado para
muitos transportadores que membros de muitas familias podem estar localizados na
membrana vacuolar bem como na membrana plasmatica. Existe, por exemplo, o das
aquoporinas (TIP e PIP), Ca’*-ATPase, MTPs (AtMTP1 é de tonoplasto e AtMTP4 reside na
membrana plasmatica), transportadores ABC, e NHX (MARTINOIA et al., 2007). A presenca
de muitos transportadores similares nas duas membranas indica que as plantas tém como
escolher que componentes excretar os quais ndo sdao requeridos ou quais inibem o
metabolismo dentro do apoplasto (excrecdo), ou para transporta-los para dentro do vacuolo
(excrecdo interna). A excrecdo do apoplasto bem como uma excrecdo interna provém de
condi¢des otimas do metabolismo celular, entretanto, o resultado é diferente (MARTINOIA

et al., 2007).
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Em plantas, o contra-transportador Na*/H" da membrana vacuolar transporta Na* do
citoplasma para o vacuolo usando o gradiente de prétons gerado pelas duas bombas de
protons (V-ATPase e V-PPase). As células de plantas tratadas com alta salinidade podem
manter uma alta taxa K'/ Na® no citoplasma e controlar o balango osmético na célula e a
acumulac3do de Na* ambiental nos vactolos (FUKUDA et al., 2004). A compartimentalizacio
do Na* e do CI" no vactolo também contribui para a manutencdo do “status” de agua da
célula, junto com solutos organicos que sdo os principais osmolitos acumulados no citosol e
nas organelas para balancear o “status” osmético intracelular das células de plantas

crescidas em sal (YOKOI et al., 2002).

O primeiro contra-transportador Na*/H* vacuolar identificado foi o AtNHX1
(GAXIOLA, 1999) membro de uma familia de seis genes (AtNHX1 — AtNHX6) que mostra
sequéncias homélogas para mamiferos NHE e contra-transportadores de leveduras NHX1 e
contém um dominio ligante consenso FF(i/LO(Y/F)LFLLPPI amiloride (YOKOI et al., 2002).
Varios genes de contra-transportador Na*/H* foram identificados em Oryza sativa (FUKUDA
et al., 1999), Mesembranthemum crystallinum (CHAUHAN et al., 2000), e Atriplex gmelini
(HAMADA et al., 2001). O aumento da expressao de genes antiporte por estresse salino foi
mostrado em glicéfitas, A. thaliana e O. sativa e em haldfitas M. crystallinum e A. gmelini. A
atividade também é ativada pelo estresse salino em plantas tolerantes ao sal como cevada e
Beta vulgaris. A atividade do contra-transportador Na*/H" vacuolar bem como os genes NHX
foram encontrados em outras espécies de plantas como cana-de-agucar (BARKLA et al.,
1990), Ipomoea nil (OHNISHI et al., 2005; YAMAGUCHI et al., 2001), girassol (BALESTEROS et
al., 1997) e nas haldfitas Suaeda salsa (MA et al., 2004) e Thellungiella halophila (VERA-
ESTRELA et al., 2005). Esses resultados indicam que o contra-transportador Na*/H* exerce
funcdo importante na tolerancia ao sal em uma ampla variedade de plantas (FUKUDA et al.,

2004).
A superexpressao de AtNHX1 aumentou a tolerancia ao sal em A. thaliana (ASPE et

al., 1999), em tomate (ZHANG; BLUMWALD, 2001), arroz (OHTA et al., 2002), Brassica napus
(ZHANG et al., 2001), trigo (XUE et al., 2004) e algodao (HE et al., 2005) e esse contra-
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transportador catalisa a troca de Na*/H* bem como a troca de K'/H" (VENEMA et al., 2002;

ZHANG; BLUMWALD, 2001; ZAHRAN et al., 2007).

2.9.1 REGULAGAO DO NHX

A existéncia de uma familia génica de NHX em A. thaliana composta por seis genes
funcionais que codificam o contra-transportador Na’/H" indica que as plantas possuem uma
necessidade critica para regular a homeostase do Na* através da compartimentalizacio
vacuolar. Foi demonstrado que mutantes nhx1 exibem um fendtipo alterado em condicGes
normais de crescimento, incluindo células pequenas, folhas pequenas e outras
irregularidades no desenvolvimento associado com altera¢des na homeostase do K* levado
pela necessidade de AtNHX1. Esses resultados sugerem que AtNHX1 estd associado com
outros processos celulares que ndo necessariamente relatados com a tolerancia ao sal
(SOTTOSANTO; SARANGA; BLUMWALD; 2007). Um estudo da expressdo de genes NHX1
durante o desenvolvimento das plantas de Vitis vinifera foi feito por Hanana et al., 2007. Os
resultados mostraram que o transcrito de VWNHX1 nao foi detectado em estdgios iniciais do
desenvolvimento da semente. Altos niveis de transcritos foram detectados em sementes
robustas apds o estdgio de 100 a 120 dias apds a floracdo, e um baixo conteldo de transcrito

foi detectado nos tecidos de pele vermelha.

Alternativamente o contra-transportador possui outra fungdo essencial para a célula
como o transporte de K* (YOKOI et al., 2002). Além do mais, ele também participa na
coloracdo das flores. A substituicdo de botdes de rabanete purpuro por azul na abertura das
flores em plantas tipo selvagens é correlatado com um aumento do pH vacuolar. O gene
InNNHX1 (lpomoea nil) é expressado mais abundantemente no limbo das flores e
moderadamente expressado em no tubo das flores e estames em torno de 12 horas da
abertura das flores. Nenhuma expressao do gene InNHX1 em folhas, caules e raizes em
resposta ao tratamento com NaCl foi observado. Entretanto, o gene InNHX2 possui uma
funcdo dupla, por um lado confere tolerancia ao sal e por outro lado promove a alcalinizagao

parcial nas pétalas das flores. Esta ultima provavelmente é responsavel pela conversao do
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botdo floral em uma flor aberta por um aumento parcial do pH vacuolar (OHNISHI et al.,

2005).

O estudo da expressdao de genes NHX em plantas de Medicago intertexta e de
Melilotus indicus submetidos a diferentes concentra¢des de NaCl foi avaliado por Zahran et
al., 2007. Em M. indicus, a expressao de MtNHX1, MtNHX3 e MtNHX4 ndo mudou
significativamente ap6s o tratamento com NaCl, exceto para uma diminuicdo da expressao
de MtNHX3 em folhas tratadas com 400 mM de NaCl e para uma expressao induzida por
NaCl de MtNHX1 em raizes. Entretanto, a expressdo de MtNHX1, MtNHX3 e MtNHX4 foi

claramente induzida pelo tratamento com o sal em folhas e raizes de plantas.

Em trigo foi demonstrado que a expressao de TaNHX2 é induzido por estresse salino.
Por outro lado o acido abscisico induz a expressdo de TaNHX2 assim como também
tratamentos osmoéticos e de baixas temperaturas. Isto indica que TaNHX2 possue fungao em

resposta a varios estresses abidticos e a tratamento com ABA (YU et al., 2007).

A superexpressdo do contra-transportador vacuolar Na*/H" e da V-PPase resultou no
aumento da tolerancia das plantas tanto em estresse salino (ASPE et al., 1999; ZHANG;
BLUMWALD, 2001) quanto em seca (GAXIOLA et al., 2001). Esses resultados indicam que
plantas transgénicas forneceram a forca adicional que dirigiu a acumula¢do de Na* vacuolar

via contra-transportador Na’/H" (MARTINOIA et al., 2007).
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3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL:

Estudar o papel das bombas de prétons (V-ATPase e V-PPase) e dos contra-
transportadores vacuolares (NHX) em Vigna unguiculata (L.) Walp cv. Vita 5 nos mecanismos
de adaptacdo a estresses abidticos.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Determinar o peso fresco das plantulas (raiz, hipocétilo e folhas) do cultivar Vita 5 de

V. unguiculata submetidas a estresse salino por 6, 12 e24 horas;

Quantificar o teor de Na* e de K* em raizes, hipocétilos e folhas de plantulas de V.

unguiculata cv. Vita 5 submetidas a estresse salino por 6, 12 e24 horas;

Avaliar os niveis de transcritos dos genes da V-PPase, das subunidades A e E da V-
ATPase e do NHX2 e do NHX6 em folhas e raizes de plantulas de V. unguiculata cv. Vita 5

com 6, 12 e 24 horas de aplicagdao dos estresses salino e osmético;
Clonar e sequenciar os genes das bombas de prétons (VuVHA-A e VuHVP) e dos

contra-transportadores vacuolares (VuNHX1, VuNHX2, VuNHX3 e VuNHX6) de Vigna

unguiculata.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material Vegetal

Foram utilizadas sementes de feijdo de corda Vigna unguiculata (L.) Walp,
anteriormente denominada Vigna sinesis (L.) Savi e corrigida segundo Verdcourt (1970). As
sementes de Vigna unguiculata cv. Vita 5 fornecidas pelo Banco de Sementes do Centro de
Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Ceara, foram imersas, por 5 minutos, em
solugdo de hipoclorito de sédio (NaOCl) a 0,5%, para remocdao de possiveis esporos de
fungos presentes no tegumento das sementes, sendo em seguida lavadas exaustivamente
em agua corrente para remoc¢do do NaOCl. Apds esse tratamento as sementes foram
imersas em dagua destilada, por um periodo de 1-2 horas, até que atingissem,
aproximadamente, o dobro do tamanho inicial. Esse tratamento visava possibilitar uma
germinacdo mais uniforme. A germinacdo das sementes foi feita em papel de filtro, com 20 a
25 sementes por % de folha embebida com agua destilada, no escuro a temperatura
controlada (25°C), por trés dias e posteriormente as plantulas eram transferidas para um

sistema de hidroponia.

4.2. Sistema de Hidroponia

O sistema de hidroponia utilizado para o desenvolvimento de plantas de V.
unguiculata era constituido por um recipiente revestido por papel aluminio para evitar a
passagem de raios de luz e consequente absor¢ao destes pelas raizes, assim como um
sistema de bombeamento de ar para evitar a desoxigenacdo do meio nutritivo. No
experimento completo foram utilizados trés recipientes, sendo um para a condicdo controle,

outro para o NaCl 100 mM e outro para o polietileno glicol 6000 (PEG) 200,67 g/L.
4.2.1 — Solugdo nutritiva

A solucdo nutritiva utilizada foi a de Hoagland’s contendo: KNO; (1M),

NH4H,PO4(1M), MgS0O4(1M), Ca(NO3), (1M), Fe-EDTA 0,5% e micronutrientes.
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Apds a fixacdo das plantas no sistema de hidroponia, os recipientes hidroponicos

foram transferidos para uma casa de vegetagao com temperatura média de 30°C.

4.2.2. Estresse salino e osmético em plantas de Vigna unguiculata

Apds 4 dias de crescimento das plantas em casa de vegetacdo os estresses foram
adicionados. As plantas em condicdo controle cresceram em meio nutritivo na auséncia de
NaCl e de PEG e as plantas em condicdo de estresse cresceram em meio nutritivo contendo
NaCl 100 mM ou PEG 200,67 g/L. Apds 0, 6, 12 e 24 horas de estresse as plantas foram
coletadas e utilizadas imediatamente ou foram congeladas em nitrogénio liquido e

0 .
armazenadas a -75 “C para posterior uso.

4.3. Parametros de crescimento

O efeito do NaCl 100 mM nas plantulas de Vigna unguiculata cv. Vita 5 foi avaliado
através da medida de peso fresco. As diferentes partes das plantulas (raiz, hipocdtilo e

folhas) foram cortadas e pesadas em balancga analitica.

4.4, Dosagem de fons Na* e K*

A determinacdo do contetdo de ions Na' e K* foi feita utilizando fotdmetro de
chama. As amostras de raizes, hipocétilos e folhas foram diluidas 20 a 40 vezes com dguas
deionizada e lidas em fotometro de chama (Micronal, modelo B462) calibrado com solucdes
padrées de Na* e K 50 ppm. As amostras secas das raizes, hipocétilos e folhas foram
maceradas com gral e pistilo e mantidas em tubos plasticos fechados a temperatura
ambiente até a determinacg3o do contetido de Na®* e K*. As amostras de 50 mg de massa seca
foram extraidas com 10 mL de &gua deionizada a 100 °C por 60 minutos em tubos
hermeticamente fechados. Apés resfriamento, os extratos foram filtrados em algodao e as

leituras foram realizadas no fotdmetro de chama sob as mesmas calibragdes.
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4.5. Extragao de RNA total de folhas e raizes de plantulas de Vigna unguiculata (L.) Walp

A extragao de RNA total de folhas e raizes de V. unguiculata cv. Vita 5, submetido a
diferentes tratamentos: controle, NaCl 100 mM e PEG 200,67 g/L foi feita utilizando o

“RNeasy Plant Mini Kit” de acordo com as instrugdes do fabricante.

As folhas e as raizes de V. unguiculata (200 mg) foram cortadas em pequenos
pedacos e maceradas em nitrogénio liquido com auxilio de gral e pistilo até a obtencdo de
um po fino, e entdo transferido para um tubo eppendorf contendo 900 pl de tampao RLC e
20 puL de B-mercaptoetanol. A mistura no eppendorf foi homogeneizada por uma vigorosa
agitacdo em “vortex”. A amostra homogeneizada foi aplicada numa mini coluna de “kit”
(“QlAshedder spin column”- lilds, acoplada a um tubo coletor de 2 mL) e em seguida
centrifugada a 10.000 rpm por 2 minutos a temperatura ambiente em uma centrifuga Sorvall
Biofuge pico. Um total de 900 uL do eluato foi entdao recuperado, transferido para um novo
tubo eppendorf de 2 mL e adicionado 0.5 volume de etanol 95% (450 plL) misturando com
pipeta. Posteriormente, transferiu-se o volume dessa mistura para a coluna de fixagdo de
RNA (“RNeasy mini spin column” — rosa, acoplada a um tubo coletor de 2 mL) e centrifugou-
se a 10 000 rpm por 15 segundos. O eluato foi descartado, adicionou-se 700 pL de tampao
RW1 a coluna e centrifugou-se novamente a 10.000 rpm durante 15 segundos, para
lavagem. A coluna foi em seguida transferida para um novo tubo coletor e submetida a duas
centrifugacoes de 10.000 rpm durante 15 segundos e 2 minutos, respectivamente, com 500
puL de RPE. Os eluatos e o tubo coletor foram descartados, a coluna foi reutilizada com um
novo tubo coletor de 1,5 mL e o RNA foi eluido da coluna com 40 uL de agua livre de RNase
centrifugando-se a 10000 rpm por 1 minuto. O RNA total foi quantificado, analisado por
eletroforese em gel de agarose 1,5% e armazenado a -20 °c para subsequentes reacGes de

RT-PCR.

4.6. Quantificacao de RNA Total

A quantificacdo do RNA foi realizada através de leitura espectrofotométrica, fazendo

uma varredura de 230 a 320nm, utilizando espectrofotometo da marca PHARMACIA
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BIOTECH, modelo ULTROSPEC 2000. Para observacdao do grau de pureza do RNA usou-se a
relagdo (D.0260/D.0280). O fator de diluicdo da amostra foi de 100 (2 pL da amostra em 198

pL de dgua milli-Q), sendo a concentragdo obtida pela expressdo abaixo:

1 D.0 em 260 nm indica uma concentragdo de 40 pg/ml

[RNA] = 40pg/mL x D x A260

onde,
D - Fator de diluicdo usado para fazer a leitura;

A260- Leitura obtida no comprimento de onda de 260 nm.

4.7. Eletroforese do RNA Total

Foi realizada uma eletroforese em gel de agarose a 1,5% diluido em tamp3do MOPs 1X
para observacdo das bandas correspondentes as subunidades ribossomais. A eletroforese foi
realizada em aparelho da marca PHARMACIA modelo GNA 100 (7.5x10cm) utilizando-se uma
fonte regulavel de corrente continua BIO RAD (Power - pac 300) com amperagem constante
50 mA por aproximadamente 30 minutos a temperatura de 25°C. Foi aplicado no gel o
equivalente a 0,5 pug da amostra de RNA total das folhas e das raizes. O gel foi tratado com
brometo de etidio (0,5 pug/mL) por aproximadamente 15 minutos e as bandas foram

detectadas pela emissdao de fluorescéncia obtida pela exposi¢ao do gel a raios ultravioleta.

4.8. Escolha dos oligonucleotideos para as RT-PCRs

A expressao de mRNA da V-PPase e da subunidade A da V-ATPase foi avaliada através
da utilizacdo de primers especificos para Vigna unguiculata, cujas seqiiéncias de cDNA estdo
disponiveis no GenBank [(cDNA da subunidade A da ATPase — DQ056751, gene da PPase —
DQO056749)]. Para avaliagdo da expressaio de mRNA da subunidade E da ATPase foram
utilizados primers degenerados e para os genes NHX foram utilizados primers especificos

(senso) e primers degenerados (anti-senso) desenhados a partir de seqliéncias nucleotidicas
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desses genes, que ja foram obtidas em outras espécies de plantas e que estdo disponiveis no
banco de dados GenBank (National Center for Biotechnology Information:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov). As seqiiéncias foram alinhadas e a homologia foi
determinada através do programa Clustalw
(http://www.infobiogen.fr/services/analyseq/cgi-bin/clustaw_in.pl) e de dados obtidos a
partir do banco EST no advanced BLAST (www.ch.embnet.org/software/bottom
BLASTadvanced.html). Os oligonucleotideos foram entdo escolhidos, em regides

conservadas entre diferentes espécies de plantas.

4.9. RT-PCR

A reacdo de transcricdo reversa é catalisada pela enzima transcriptase reversa, que
realiza um processo ao contrario em relacdo ao padrdo celular. Essa enzima sintetiza
moléculas de DNA a partir de moléculas de RNA, exatamente o oposto do que geralmente
ocorre nas células, nas quais é produzido RNA a partir de DNA. O DNA sintetizado a partir de

uma molécula de RNA pela enzima transcriptase reversa é conhecido como cDNA.

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) consiste na amplificacio de uma
determinada regido de uma molécula de DNA. Qualquer regido da molécula de DNA pode
ser amplificada, desde que as sequéncias nas extremidades sejam conhecidas, pois a enzima
DNA polimerase necessita de iniciadores para as reacdes de sintese; Os iniciadores sdo
oligonucleotideos que possuem a capacidade de se hibridizar com a molécula de DNA, em
cada uma das fitas da hélice. J& na RT-PCR, o molde para a reacdo de polimerizacdo em
cadeia é a molécula de RNA. O primeiro passo em uma RT-PCR é converter a molécula de
MRNA em um cDNA de fita simples através da acdo da transcriptase reversa (BROWN, 2003).
Uma vez que o cDNA foi obtido pela transcri¢do reversa, o passo seguinte foi a amplificacao

desse cDNA utilizando a técnica de PCR que envolve varias etapas:

1. Desnaturacdo: o aquecimento a temperatura préxima da ebulicido (94 °C) desnatura o
DNA alvo e cria um conjunto de moldes de fita simples. O aguecimento aumenta a energia

cinética da molécula de DNA a um ponto mais alto que a energia necessaria para a
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manutencao das pontes de hidrogénio entre os pares de bases. O DNA dupla fita é separado

em fita simples.

2. Anelamento (pareamento): o resfriamento de aproximadamente 65 °C favorece o
anelamento dos primers de oligonucleotideos e suas sequéncias complementares sobre as
fitas simples (molde). A temperatura étima de anelamento varia de acordo com a proporc¢ao

de pares de bases AT e GC na sequéncia dos primers.

3. Extensao: o aquecimento a 72 °C fornece uma temperatura 6tima para a atuagdo da DNA
polimerase que procederd a extensao do primer de oligonucleotideos. A polimerase sintetiza

uma segunda fita complementar a fita molde original.

Um fragmento de cDNA de todos os genes estudados (VuVHA-A, VuVHA-E, VuHVP,
VuNHX1, VuNHX2, VuNHX3 e VuNHX6) foi obtido da reacdo da Transcriptase Reversa a partir
de RNA total de V. unguiculata e do oligo dT,3 como iniciador. Posteriormente o produto da
transcricao reversa (RT) foi amplificado por PCR (reagdo em cadeia da polimerase I) usando
os primers especificos/degenerados de cada gene. A reacdo de transcri¢do reversa foi feita

de acordo com a tabela 1:

Tabela 1 — Mistura de reac¢do de transcricao reversa (RT)

H20 livre de nucleases Volume final de 20 plL
Tampao 5X 4 uL

MgCl, 25 mM 2,4uL

dNTP 10 mM 1puL

Oligo dTg 3uL

RNAotar (2Ug8) Volume equivalente a 2 ug
Transcriptase Reversa 1ul

A mistura de reacdo da RT continha agua livre de nucleases, tampao, MgCl,, dNTPs,
oligo dT13 € RNA que foram adicionados a tubos eppendorf e seguida foram colocados a 65

oc por 5 minutos e depois colocados no gelo por aproximadamente 2 minutos. Em seguida
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foi adicionado a transcriptase reversa e entdao os tubos foram colocados a 42 oc por 1 hora
para que se procedesse a rea¢do da transcricdo reversa. Apds esse tempo, os tubos foram
colocados a 75 °C por 15 minutos para a desnaturacdo da transcriptase reversa e em seguida
armazenados a 4 °C. Posteriormente, o produto de RT foi amplificado por PCR como

mostrado na tabela 2:

Tabela 2: Mistura de reacdo de PCR

Produto de RT 1ul
H20 Milli-Q autoclavada 15,9 uL
dNTP 5 mM 1pL
Primer F 1puL
Primer R 1ul
Tampao 5X 5uL
Taq polimerase 0,1uL

Para avaliar a amplificacdo dos genes por PCR o programa de PCR utilizado foi
semelhante para todos os genes (Tabela 3), variando apenas na temperatura de anelamento
e no tempo de extensdao uma vez que os genes possuem diferentes tamanhos e diferentes
temperaturas de anelamento. A amplificacdo foi feita em 25 ciclos para todos os genes, com

excecdao do NHX6 cuja amplificacdo foi feita com 40 ciclos.

Tabela 3: Programa de PCR utilizado para amplificacdo de cDNA das bombas de prétons e

dos contra-transportadores vacuolares de Vigna unguiculata (L.) Walp.

Etapa Temperatura (°c) Temo (min)
Desnaturagao 93 3
Anelamento 552625 1
Alongamento 72 la 2
Extensdao 72 5
Armazenamento 4 o
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4.10. Eletroforese do cDNA amplificado da PPase e das subunidaes A e E da ATPase e dos

contra-transportadores (NHX) de Vigna unguiculata (L.) Walp

Foi realizada uma eletroforese em gel de agarose a 1%, para observagao das bandas

correspondentes aos cDNAs da ATPase e da PPase de Vigna unguiculata (L.).

Foi utilizado um gel de agarose 1% e TBE (1X) como tampdo de corrida. Foi aplicado
no gel 5 plL do produto da RT-PCR para uma melhor visualizagao das bandas. A eletroforese
foi realizada em aparelho da marca PHARMACIA modelo GNA 100 (7.5x10cm) utilizando-se
uma fonte reguldvel de corrente continua BIO RAD (Power - pac 300) com amperagem
constante 50 mA por aproximadamente 30 minutos a temperatura de 25° C. O gel foi tratado
com brometo de etidio (0,5ug/ml) por aproximadamente 15 minutos e as bandas foram

detectadas pela emissao de fluorescéncia obtida pela exposi¢ao do gel a raios ultravioleta.

4.11. PCR em condi¢cdes saturadas visando clonagem e purificagio dos fragmentos

amplificados genes

Para obtenc¢do dos genes de interesse para clonagem foi feita uma eletroforese em
condicbes saturadas, maior volume do produto de RT (2uL), um ndmero maior de ciclos (45
ciclos) para um volume total de 100 pL. Apdés a amplificacdo, ao produto de PCR foi
adicionado 10 uL de tamp3ao da amostra e entdo submetido a uma eletroforese em gel de
agarose 1% e TBE 1X como tampdo de corrida. A eletroforese foi realizada em aparelho
indicado no item 3.10, com amperagem constante 50 mA por aproximadamente 30 minutos
a temperatura de 25° C. Ao término da corrida, o gel foi corado com brometo de etidio e as
bandas visualizadas que correspondiam ao tamanho esperado do gene foram cortadas do
gel e em seguida submetidas a um processo de purificacdo utilizando o kit QIAEX Il de acordo

com as instrucdes do fabricante.
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4.12. Purificacdo do Produto de RT-PCR

As bandas cortadas do gel foram colocadas em um tubo eppendorf, pesadas e em
seguida foram adicionados trés volumes do tampao QXI adicionado de 10 uL do tampado
QXIl. A amostra foi entdo incubada a 50 °C por 10 minutos homogeneizando em vortex a
cada 2 minutos, para solubilizar a agarose e em seguida centrifugado por 30 segundos a
13000 rpm em centrifuga Sorvall Biofuge pico. O precipitado foi recuperado e lavado duas
vezes com 500 uL de tampao PE e centrifugado a 13000 rpm por 30 segundo. Em seguida,
deixou-se o tubo aberto por 15 minutos ou até que o precipitado secasse completamente. O
DNA foi entdo eluido com 20 pL de agua livre de nucleases e centrifugado por 30 segundos a
13000 rpm. O sobrenadante com o DNA foi removido cuidadosamente e transferido para um

tubo limpo.

4.13. Clonagem do fragmento amplificado

Uma vez que o fragmento de cDNA obtido por RT-PCR, corresponda ao tamanho
esperado de acordo com os primers utilizados, o seqglienciamento deste se faz necessario
para confirmar sua identidade. O produto de PCR contendo o cDNA a ser identificado foi
ligado a um plasmidio vetor pGEM-T Easy (Vector System I, PROMEGA contendo um gene de
resisténcia a ampicilina) através de uma enzima ligase. A ligacdo ocorreu a temperatura
ambiente por 2 horas, em uma relacdo de aproximadamente trés moléculas do fragmento
de cDNA para uma molécula do vetor. Para se obter uma quantidade suficientemente
grande para realizar o seqliénciamento, o vetor com o fragmento de interesse foi replicado
em uma bactéria hospedeira, Escherichia coli — JM 109. O produto de ligacdo foi incorporado
em E. coli JM 109 por choque térmico (transformacdo) e estas foram em seguida deixadas
em meio de cultura LB-agar contendo carbenicilina a 37 2C, durante toda a noite. Dois tipos
de bactérias transformadas foram assim formados, um contendo o pGEM-T Easy vazio, e
outro com o vetor contendo o fragmento de cDNA de interesse. Os plasmidios que
continham o fragmento de interesse foram isolados das colbnias positivas e entao
purificados através de uma Mini-Preparacdo. Os plasmideos purificados foram entdo

enviados para Departamento. de Genética/IB-UNESP para serem sequenciados.
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4.14. Preparagao de bactérias JM 109 competentes

As células de E. coli JM 109 competentes conservadas em glicerol 15% a -80°C foram
descongeladas e uma pequena fragao foi colocada em cultura num tubo de ensaio com 2 mL
de LB liquido, sob agitacdo de 145 rpm, a 37°C e durante uma noite em incubadora de
bancada CT712 CIENTEC. No dia seguinte, os 2 mL de cultura foram versados num
erlenmeyer contendo 10 mL de LB liquido e incubados nas mesmas condicdes anteriores,
durante aproximadamente 3 horas. Em seguida, a cultura de bactérias foi dividida em dois
tubos eppendorf e centrifugada por 2 minutos a 5000 rpm a temperatura ambiente. O
sobrenadante foi descartado, cada precipitado ressuspenso em 500 pL de solugdo | (MOPs
10 mM, KCL 10 mM) e em seguida centrifugado por 2 minutos a 5000 rpm a temperatura
ambiente. O precipitado foi recuperado e a ele adicionado 500 uL de solugdo Il (MOPs 100
mM, KCl 10 mM, CaCl, 50 mM) e colocado no gelo por 15 minutos. Apds esse tempo foi feito
mais uma centrifugagdao de 2 minutos a 5000 rpm a temperatura ambiente. Ao precipitado
foram adicionados 100 uL de solugdo Il mais o DNA de ligagdo (5 uL) e deixado no gelo por
aproximadamente 1 hora. Posteriormente colocou-se os tubos eppendorf contendo as
bactérias com o DNA de ligacao a 42 °c por 1 minuto, em seguida adicionou-se 1 mL de LB e
deixou-se em banho-maria a 37°C por 1 hora. Foi ent3o feita mais uma centrifugacdo de 2
minutos a 5000 rpm a temperatura ambiente e o precipitado foi ressuspenso em 100 pLde
LB. A cultura restante foi entdo semeada em placas de petri com LB Agar com ampicilina 100

ug/mL, IPTG 0,5 M e X-gal 2% sendo, em seguida, incubadas em estufa a 37°C por uma noite.

4.15. Selegao de col6nias transformadas

Para avaliar que colonias haviam sido transformadas com os genes utilizados na
transformacdo, fez-se uma PCR usando os mesmos primers utilizados a partir de uma
pequena amostra de cada col6nia, obtida pelo toque com um palito. Dentre as col6nias que
apresentaram a amplificacdo de uma banda de tamanho esperado de acordo com o gene,

escolheu-se uma para fazer a mini-preparacao do plasmidio.

65



4.16. Mini-preparagao do plasmidio

Uma col6nia de E. coli JM 109 isolada, previamente avaliada por PCR, foi coletada
com um toque de um palito estéril, adicionada a um erlenmayer contendo 10 mL de meio
terrific broth contendo ampicilina 100 pug/ul e incubada a 37°C, sob agitacdo de 145 rpm em
incubador de bancada toda a noite. Em seguida, 1,2 mL do meio foi centrifugado por 2
minutos a 5000 rpm a temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado foi ressuspenso com 200 uL de solugdo | (25 mM de Tris pH 8,0 e 10 mM de
EDTA), mais 300 pL de solugdo Il (0,2 N de NaOH e SDS 2%), aguardou-se 5 minutos a
temperatura ambiente e em seguida adicionou-se 300 plde acetato de K" 3 M pH 5,2. A
mistura foi entao centrifugada por 10 minutos a 13 000 rpm a temperatura ambiente. Em
seguida foi realizado uma extracdo com fenol/cloroféormio 1:1 e mais uma vez centrifugado
por 5 minutos a 13000 rpm. Recuperou-se o sobrenadante, adicionou-se igual volume de
isopropanol 100% gelado e centrifugou-se a 13200 rpm por 5 minutos. O precipitado foi
entdo lavado com 500 plLde etano 80%, centrifugado por 5 minutos a 13200 rpm. O etanol
foi descartado e o precipitado ressuspenso em agua livre de RNA e incubado a 37°C por 20
minutos. Em seguida adicionou-se 8 plL de NaCl 4M e 40 pL de PEG 8000 13% e deixou-se no
gelo por 20 minutos e posteriormente centrifugou-se por 15 minutos a 11500 rpm a 4°c. 0
precipitado foi entdo lavado com 500 plL de etano 80% frio, mais uma vez centrifugado por 5
minutos a 13200 rpm. O etanol foi entdo descartado, e ao tubo sem o menor vestigio de
alcool e contendo o DNA plasmidico foram adicionados 20 pL de 3agua estéril (Milli-Q

autoclavada).

4.17. Digestao do plasmidio pGEM-T Easy por enzimas de restrigao

O plasmidio pGEM-T isolado dos diferentes clones foi digerido com a enzima EcoR!/

para liberar os insertos durante 3 horas a 37 °C em eppendorf contendo:
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Digestao:

DNA plasmidico (mini-prep) ---------------- 1L
Tampado 10X H 1pul
H,0 estéril 6 uL
EcoRI (xU/ul) 1L

Apds a digestdo, 1 uL de azul de bromofenol (azul de bromofenol 0,04%, glicerol 50%)
foi adicionado ao volume de 5 uL do meio de reacdo e em seguida, as amostras foram
submetidas a eletroforese em gel de agarose 1,0% e tampao TBE 1X. A eletroforese foi
realizada em aparelho indicado no item 3.10 com amperagem constante 50 mA por

aproximadamente 30 minutos a temperatura de 25°C.

4.18. Sequenciamento e comparac¢ao de sequéncias

O sequenciamento dos clones dos cDNAs do contra-transportador vacuolar (NHX) foi
feito Depto. de Genética/IB-UNESP a partir de 10 pg de plasmidio pGEM-T Easy purificado
(mini-preparagao) utilizando os primers universais M13 senso e anti-senso. As sequéncias
nucleotidicas parciais foram alinhadas e comparadas utilizando o programa CLUSTAL W

(THOMPSON et al., 1994).

4.19. Analise de Bioinformatica dos genes das bombas de prétons (VuVHA-A, VuHVP) e dos
contra-transportadores vacuolares (VuNHX1, VuNHX2, VuNHX3 e VuNHX4).

4.19.1 BLAST
Com o uso de ferramenta de NCBI “Basic Local Alignment Search Tool”, ferramenta
de alinhamento basico local (BLAST), que faz uso de algoritimos e matrizes matematicas para

pesquisar e alinhar similaridades entre sequéncias de nucleotideos e de aminoacidos foram

feitas buscas sucessivas no banco de genes.

67



4.19.2 Clustalw?2

ClustalW2 é um programa geral com vdrios propdsitos que alinha multiplas
sequéncias divergentes levando a resultados com significancia bioldgica. Este programa
encontra-se disponivel para uso on line e é capaz de calcular o melhor alinhamento, a
identidade, e as similaridades e as diferencas entre sequéncias de DNA ou de proteinas e
estd na versao 2 (LARKIN et al., 2007). Esta ferramenta foi usada para todos os alinhamentos
desenvolvidos e os cdlculos de similaridade entre os genes das bombas de prétons e dos

contra-transportadores vacuolares de V. unguiculata.

4.19.3 Relagoes Filogenéticas

Com base nos resultados obtidos através do alinhamento de sequéncias do gene do
NHX de plantas pelo algoritimo do ClustalW2, entre elas V. unguiculata, Arabdopsis thaliana,
Vitis vinifera e Populus trichocarpa, foram feitas analises de filogenia usando-se o programa
MEGA 4 (TAMURA et al., 2007).

Foi usado o programa MEGA 4 (Molecular Evolutionary Genetic Analysis) através do
método estatistico de “Bootstrap”, um teste comum usado em andlises filogenéticas, para
estimar os ramos de uma arvore, tendo como padrao o algoritimo de “Neighbour-joining”,
baseado nas sequéncias de proteina ou de DNA e conhecimento das distancias entre os taxa,

possibilitando o desenho de arvores evolutivas (TAMURA et al., 2007).
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5. RESULTADOS

5.1. Parametros de Crescimento:

O desenvolvimento de plantas de Vigna unguiculata cv. Vita 5 submetidas a 100 mM
de NaCl por 6, 12 e 24 horas foi avaliado através da medida do peso fresco das raizes, dos
hipocétilos e das folhas das plantulas (Figura 6). O peso fresco das raizes aumentou 38%
com 6 horas de tratamento com NaCl 100 mM e diminuiu 24% apds 12 horas de aplicagdo do
estresse. O peso fresco dos hipocdtilos diminuiu com 12 horas de tratamento com o NacCl
100 mM. As folhas apresentaram uma diminuicdo do peso fresco com 6 e 12 horas de 34 e
23,2% respectivamente, apds a exposicdo ao estresse salino e nenhum dos tecidos
estudados apresentou diferenca de peso fresco com 24 horas de exposicdo ao estresse

salino.
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Figura 6. Andlise do peso fresco de raizes, hipocétilos e folhas de plantulas de V. unguiculata cv. Vita 5
crescidas em solugdo nutritiva na auséncia de NaCl 100 mM (C) e na presenga de NaCl 100 mM (S) com 6, 12 e
24 horas.
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5.2. Contetdo de Na* e K em plantulas de Vigna uguiculata

O conteldo de ions Na* e K" em raizes, hipocétilos e folhas de V. unguiculata cv. Vita
5 foi avaliado com 6, 12 e 24 horas de tratamento com 100 mM de NaCl em solucdo
nutritiva. O contetdo de Na® aumentou apés a adi¢io do NaCl 100 mM em todos os tecidos
analisados e o contetdo de K* em geral foi menor na condicdo de estresse salino quando
comparado ao controle também em todos os tecidos analisados (Figuras 7, 8 e 9). Nas raizes
o conteido de Na* aumentou 240, 340 e 207% com 6, 12 e 24 horas respectivamente. O
conteldo de K* foi menor 4 e 15% com 6 e 24 horas e maior 4,5% com 12 horas de estresse
salino (Figura 7). Nos hipocétilos o aumento do contetdo de Na* foi 166,6, 255,5 e 208,3%
com 6, 12 e 24 horas de exposi¢ao ao estresse salino respectivamente, contudo, o conteldo
de K* diminuiu 18 e 20% com 6 e 24 horas de exposi¢do ao estresse salino, respectivamente,
e aumentou 18,5% com 12 horas de estresse (Figura 8). Nas folhas, o conteido de Na*
aumentou 125% apds 6 e 24 horas de estresse salino quando comparado aos controles
enquanto que, com 12 horas de estresse houve uma diminuicao de 15% em relagao ao
controle. J4 o contetudo de K* nas folhas aumento 7,4% com 6 horas de estresse salino e

diminuiu 10 e 19% com 12 e 24 horas, respectivamente, de exposicao ao NaCl (Figura 9).
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Figura 7. Contetido de Na* e K* em raizes de V. unguiculata crescidas em solucdo nutritiva e analisado em
fotdmetro de chama apds 6, 12 e 24 horas de exposi¢cdo ao NaCl 100 mM. RC, indica raiz em condigdo controle
e RS, indica raiz em condigdo de estresse com NaCl 100 mM.
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Figura 8. Contetido de Na* e K* em hipocétilos de V. unguiculata crescidas em solucio nutritiva e analisado
em fotometro de chama apés 6, 12 e 24 horas de exposicdo ao NaCl 100 mM. HC, indica hipocétilo em
condigdo controle e HS, indica hipocétilo em condicdo de estresse com NaCl 100 mM.
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Figura 9. Contetido de Na® e K" em folhas de V. unguiculata crescidas em solugdo nutritiva e analisado em
fotdmetro de chama apds 6, 12 e 24 horas de exposicdo ao NaCl 100 mM. FC, indica folha em condicdo
controle e FS, indica folha em condicdo de estresse com NaCl 100 mM.

A relacdo K'/Na® foi calculada a partir dos valores das concentragdes dos ions K* e
Na® nas raizes, nos hipocétilos e nas folhas de plantas de V. unguiculata cultivar Vita 5, em
condicdo controle e de estresse salino e os resultados estdo mostrados na tabela 4. A
relacio K'/Na® diminuiu em resposta ao estresse salino em todos os tecidos analisados

(Tabela 4). Nas raizes foram observados diminuicdes de 3,5, 4 e 3,7 vezes com 6, 12 e 24
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horas de estresse salino, respectivamente. Nos hipocétilos foram observados diminuicdes de
3 vezes com 6 e 12 horas, respectivamente e 3,8 vezes com 24 horas de estresse salino. Ja
em folhas a queda foi de 2, 1 e 2,6 vezes com 6, 12 e 24 horas de estresse salino

respectivamente.

Tabela 4. Relacdo K'/Na* em raizes, hipocétilos e folhas de plantas de Vigna unguiculata (L.)
Walp cv. Vita 5, com 6, 12 e 24 horas sob condi¢ao controle e de estresse salino.

Relacdo K*/Na*

Raiz Hipocaétilo Folha
C-6h 4,87 2,99 6,68
C-12h 4,32 2,90 4,95
C-24h 4,12 2,98 4,66
S-6h 1,39 0,99 3,26
S-12h 1,07 0,97 4,36
S-24h 1,12 0,78 1,76

5.3. Andlise da expressao de mRNA das bombas de prétons (V-ATPase e da V-PPase) e dos
contra-transportadores vacuolares (NHX) de plantulas de Vigna unguiculata submetidas a

estresse salino e estresse osmaoético.

A quantificacdo dos transcritos dos genes da V-ATPase, da V-PPase e dos NHX foi
avaliada através da amplificagdo por PCR do cDNA dessas enzimas, utilizando a técnica de

RT-PCR.

5.3.1. Avaliacdo da expressdao do gene da subunidade A da V-ATPase (VuVHA-A) em folhas e

raizes de V. unguiculata submetidas a estresse salino

O nivel de transcritos da subunidade A da V-ATPase (VHA-A) foi avaliado em folhas e
raizes de V. unguiculata cv. Vita 5 apds 7 dias de semeadura das plantas e com 6, 12 e 24
horas de exposi¢cdo ao NaCl 100 mM (Figuras 10A, B e C). A expressdao do VuVHA-A das
folhas das plantulas com 7 dias de semeadura aumentou 44,8% com 6 horas e diminuiu 4% e
26% com 12 e 24 horas respectivamente em condigao de estresse salino quando comparado
aos controles (Figura 10A e C), enquanto que nas raizes a expressao do VuVHA-A aumentou

54,5, e 5,2 com 6, e 24 horas respectivamente em condi¢ao de estresse salino quando
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comparado aos controles (Figura 10B e C). Em raizes de plantas controle com 12 horas nao
foi observado expressdao do gene VuVHA-A entretanto, em condi¢do de estresse salino uma

elevada expressao desse gene foi detectada (Figura 10B e C).
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Figura 10. Expressdo do gene VuVHA-A de folhas (A) e raizes (B) de V. unguiculata com 6, 12 e 24 horas de
estresse salino (NaCl 100 mM) obtida através de RT-PCR. (C) Quantificagdo do teor de transcritos da VuVHA-A
obtidos por analise de densitometria. As barras brancas correspondem aos controles 0, 6, 12 e 24 horas e as
barras escuras correspondem ao estresse salino 6, 12 e 24 horas.
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5.3.2. Avaliacdo da expressdo do gene da subunidade E da V-ATPase (VuVHA-E) em folhas e

raizes submetidas a estresse salino

A subunidade E da V-ATPase apresenta trés isoformas com diferentes pesos
moleculares (E1, E2 e E3). O nivel de transcritos de duas isoformas (E2 e E3) da subunidade E
da V-ATPase (VHA-E) foi avaliado em folhas e raizes de V. unguiculata cv. Vita 5 apds 7 dias
de semeadura das plantas com 6, 12 e 24 horas de exposicdo ao NaCl 100 mM (Figuras 11A,
B e C). A expressdo do VuVHA-E2 das folhas das plantulas com 7 dias de semeadura
diminuiu 40, 32 e 6% com 6, 12 e 24 horas de estresse salino respectivamente quando
comparados ao controle (Figuras 11A e C). Em raiz, a expressdo do VuVHA-E2 aumentou
20% e 16,6% com 6 e 24 horas de estresse salino respectivamente e diminuiu 40% apos 12
horas de estresse salino quando comparado ao controle (Figuras 11B e C). A expressao do
VuVHA-E3 de folhas diminuiu 36, 28 e 30 com 6, 12 e 24 horas de estresse salino
respectivamente quando comparados ao controle (Figuras 11A e C) e nas raizes houve um
aumento da expressao do VuVHA-E3 de 27,7% com 6 horas de estresse salino e diminuigao
de 45% com 12 horas e com 24 horas de estresse salino ndo houve mudanga significativa

(Figuras 11B e C).

5.3.3. Avaliagdo da expressdao do gene da V-PPase (VuHVP) em folhas e raizes de V.

unguiculata submetidas a estresse salino

O nivel de transcritos da V-PPase (VuHVP) foi avaliado em folhas e raizes de V.
unguiculata cv. Vita 5 apds 7 dias de semeadura das plantas e 6, 12 e 24 horas apods a
aplicagdo do NaCl 100 mM (Figuras 12A, B e C). A expressdao do VuHVP das folhas das
plantulas com 7 dias de semeadura aumentou 66,6 e 7,14% com 6 horas e 12 horas,
respectivamente e diminuiu 27% com 24 horas em condi¢ao de estresse salino quando
comparado aos controles (Figuras 12A e C). Nas raizes a expressdao do VuHVP aumentou
33,3 com 6 horas e diminuiu 23% com 24 horas em condi¢ao de estresse salino quando
comparado aos controles. Em raizes de plantas controle com 12 horas nado foi observado
expressao do gene VuHVP entretanto, em condi¢do de estresse salino uma elevada

expressao desse gene foi detectada (Figura 12B e C).
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Figura 11. Expressdo do gene VuVHA-E de folhas (A) e raizes (B) de V. unguiculata com 6, 12 e 24 horas de
estresse salino (NaCl 100 mM) obtida através de RT-PCR. (C) Quantificagdo do teor de transcritos da VuVHA-E
obtidos por analise de densitometria. As barras brancas correspondem aos controles 0, 6, 12 e 24 horas e as
barras escuras correspondem ao estresse salino 6, 12 e 24 horas.
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Figura 12. Expressdo do gene VuHVP de folhas (A) e raizes (B) de V. unguiculata com 6, 12 e 24 horas de
estresse salino (NaCl 100 mM) obtida através de RT-PCR. (C) Quantificagdo do teor de transcritos da VuHVP
obtidos por andlise de densitometria. As barras brancas correspondem aos controles 0, 6, 12 e 24 horas e as
barras escuras correspondem ao estresse salino 6, 12 e 24 horas.
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5.3.4. Avaliacdo da expressdao do gene VuNHX2 em folhas e raizes de V. unguiculata

submetidas a estresse salino

O nivel de transcritos do contra-transportador vacuolar (VuNHX2) foi avaliado em
folhas e raizes de V. unguiculata cv. Vita 5 apds 7 dias de semeadura das plantas e 6, 12 e 24
horas apds a aplicacdo do estresse salino (NaCl 100 mM) (Figuras 13A, B e C). A expressao do
VuNHX2 das folhas das plantulas com 7 dias de semeadura aumentou 37,5, 50 e 27,2% com
6, 12 e 24 horas de exposicdao ao NaCl 100 mM respectivamente (Figuras 13A e C). Em raizes,
a expressdo do VuNHX2 aumentou com 6 e 24 horas de estresse salino o equivalente a 72,7,
e 44,7% respectivamente. Em raizes de plantas controle com 12 horas ndo foi observado
expressao do gene VuNHX2 entretanto, em condicdo de estresse salino uma elevada

expressao desse gene foi detectada (Figura 13B e C).

5.3.5. Avaliagao da expressao do gene VuNHX6 em folhas e raizes submetidas a estresse

salino

O nivel de transcritos do contra-transportador vacuolar (VuNHX6) foi avaliado em
folhas e raizes de V. unguiculata cv. Vita 5 apds 7 dias de semeadura das plantase 6, 12 e 24
horas apds a aplicagao do estresse salino (NaCl 100 mM) (Figuras 14A, B e C). A expressao do
VuNHX6 das folhas das plantulas com 7 dias de semeadura aumentou 70, 60 e 150 % ap0ds 6,
12 e 24 horas respectivamente apds exposi¢do ao NaCl 100 mM (Figuras 14A e C). Em raizes,
a expressao do VuNHX6 também aumentou com 6, 12 e 24 horas de estresse salino o

equivalente a 31,9, 17,6 e 13,7% respectivamente (Figuras 14B e 14C).
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Densidade Integrada Relativa
(cDNANHX2/cDNA Actina)

Figura 13. Expressdo do gene VuNHX2 de folhas (A) e raizes (B) de V. unguiculata com 6, 12 e 24 horas de
estresse salino (NaCl 100 mM) obtida através de RT-PCR. (C) Quantificagdo do teor de transcritos da VuNHX2
obtidos por andlise de densitometria. As barras brancas correspondem aos controles 0, 6, 12 e 24 horas e as
barras escuras correspondem ao estresse salino 6, 12 e 24 horas.
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Figura 14. Expressdo do gene VuNHX6 de folhas (A) e raizes (B) de V. unguiculata com 6, 12 e 24 horas de
estresse salino (NaCl 100 mM) obtida através de RT-PCR. (C) Quantificacdo do teor de transcritos da VuNHX6
obtidos por analise de densitometria. As barras brancas correspondem aos controles 0, 6, 12 e 24 horas e as
barras escuras correspondem ao estresse salino 6, 12 e 24 horas.
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5.3.6. Avaliacdo da expressao do gene da subunidade A da V-ATPase (VuVHA-A) em folhas e

raizes submetidas a estresse osmaotico

O nivel de transcritos da subunidade A da V-ATPase (VHA-A) foi avaliado em folhas e
raizes de V. unguiculata cv. Vita 5 apds 7 dias de semeadura das plantas e 6, 12 e 24 horas
apos a aplicacdo do estresse osmatico (PEG 200,67 g/L) (Figuras 15A, B e C). A expressdo do
VuVHA-A das folhas aumentou 28,5, 25 e 44,4% com 6, 12 e 24 horas de estresse
respectivamente quando comparado aos controles (Figura 15A e C). Em raizes apds 6 horas
de estresse osmédtico houve uma diminuicdo da expressdao do VuVHA-A de 23% em relagdo
ao controle. Em plantas controle com 12 horas nao foi observado expressao do gene VuVHA-
A entretanto, em condicdo de estresse salino uma elevada expressdo desse gene foi
detectada, ja com 24 horas ndo foi detectado expressdao do gene na condi¢do de estresse

osmético (Figuras 15B e C).

5.3.7. Avaliacdo da expressdao do gene da subunidade E da V-ATPase (VuVHA-E) de folhas e

raizes submetidas a estresse osmatico

O nivel de transcritos de duas isoformas (E2 e E3) da subunidade E da V-ATPase (VHA-
E) foi avaliado em folhas e raizes de V. unguiculata cv. Vita 5 apds 7 dias de semeadura das
plantas e 6, 12 e 24 horas apds a aplicacdo do PEG 200,67 g/L (Figuras 16A, B e C). A
expressao do VuVHA-E2 das folhas das plantulas com 7 dias de semeadura diminuiu 15, 8 e
24% com 6, 12 e 24 horas de exposicdo ao estresse osmatico respectivamente quando
comparados ao controle. Em raiz, a expressdao da VuVHA-E2 aumentou 66,6 e 131% com 6 e
24 horas de exposicdo ao estresse osmotico respectivamente e diminuiu 40% com 12 horas
de aplicacdo do estresse osmotico (Figuras 16B e C). A expressdao da VuVHA-E3 de folhas
diminuiu 11 e 23% com 6 e 24 horas de estresse osmoético respectivamente quando
comparados ao controle e aumentou 25% com 12 horas de estresse osmoético (Figuras 16A e
C). Nas raizes houve um aumento da VuVHA-E3 de 63,6% e 8,3% com 6 e 24 horas de
estresse e uma diminuigdo de 32% com 12 horas de estresse osmético quando comparado

ao controle (Figuras 16B e C).
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Figura 15. Expressdo do gene VuVHA-A de folhas (A) e raizes (B) de V. unguiculata com 6, 12 e 24 horas de
estresse osmotico (PEG 200,67g/L) obtida através de RT-PCR. (C) Quantificacdo do teor de transcritos da
VuVHA-A obtidos por analise de densitometria. As barras brancas correspondem aos controles 0, 6, 12 e 24
horas e as barras escuras correspondem ao estresse salino 6, 12 e 24 horas.
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(CDNA VHA-E/cDNA Actina)

Figura 16. Expressdo do gene VuVHA-E de folhas (A) e raizes (B) de V. unguiculata com 6, 12 e 24 horas de
estresse osmotico (PEG 200,67g/L) obtida através de RT-PCR. (C) Quantificacdo do teor de transcritos da
VuVHA-E obtidos por analise de densitometria. As barras brancas correspondem aos controles 0, 6, 12 e 24
horas e as barras escuras correspondem ao estresse salino 6, 12 e 24 horas.
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5.3.8. Avaliacdo da expressdao do gene da V-PPase (VuHVP) em folhas e raizes de V.

unguiculata submetidas a estresse osmotico

O nivel de transcritos da V-PPase (VuHVP) foi avaliado em folhas e raizes de V.
unguiculata cv. Vita 5 apds 7 dias de semeadura das plantas e 6, 12 e 24 horas apods a
aplicacdo do PEG 200,67 g/L (Figuras 17A, B e C). A expressdo do VuHVP em folhas diminuiu
17, 31 e 20% com 6, 12 e 24 horas da aplicacdo do PEG respectivamente (Figuras 17A e C).
Nas raizes a expressao do VuHVP aumentou 38,4% com 6 horas de exposicdo ao estresse
osmoético, entretanto, a expressdao do VuHVP com 24 horas diminuiu 7%. Em raizes de
plantas controle com 12 horas nao foi observado expressao do gene VuHVP entretanto, em
condicdo de estresse salino uma elevada expressdo desse gene foi detectada com(Figuras

17B e C).

5.3.9. Avaliacdo da expressdo do gene do contra-transportador vacuolar (VuNHX2) em folhas

e raizes de V. unguiculata submetidas a estresse osmético

O nivel de transcritos do contra-transportador vacuolar (VuNHX2) foi avaliado em
folhas e raizes de V. unguiculata cv. Vita 5 apds 7 dias de semeadura das plantase 6, 12 e 24
horas apds a aplicagdo do estresse osmaético (PEG 200,67 g/L) (Figuras 18A, B e C). Em folhas,
apos a exposicao ao estresse osmodtico observa-se que houve uma diminuicdo da expressao
do VuNHX2 com 6 horas de 24% e com 12 e 24 horas de tratamento osmodtico a expressao
aumentou 50% quando comparados aos controles (Figuras 18A e B). Em raizes a expressao
do VuNHX2 aumentou 85% com 24 horas do tratamento osmdtico. Com 6 horas ndo foi
observado expressao do VuNHX2 na condigdo de estresse osmadtico enquanto que com 12

horas ndo foi observado expressdo do VuNHX2 na condicdo controle. (Figuras 18B e C).
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Figura 17. Expressdo do gene VuHVP de folhas (A) e raizes (B) de V. unguiculata com 6, 12 e 24 horas de
estresse osmotico (PEG 200,67g/L) obtida através de RT-PCR. (C) Quantificagdo do teor de transcritos da VuHVP
obtidos por andlise de densitometria. As barras brancas correspondem aos controles 0, 6, 12 e 24 horas e as
barras escuras correspondem ao estresse salino 6, 12 e 24 horas.
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Figura 18. Expressdo do gene VuNHX2 de folhas (A) e raizes (B) de V. unguiculata com 6, 12 e 24 horas de
estresse osmotico (PEG 200,67g/L) obtida através de RT-PCR. (C) Quantificacdo do teor de transcritos da
VuNHX2 obtidos por andlise de densitometria. As barras brancas correspondem aos controles 0, 6, 12 e 24
horas e as barras escuras correspondem ao estresse salino 6, 12 e 24 horas.
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5.3.10. Avaliacdo da expressdo do gene do contra-transportador vacuolar (VuNHX6) em

folhas e raizes de V. unguiculata submetidas a estresse osmotico

O nivel de transcritos do contra-transportador vacuolar (VuNHX6) foi avaliado em
folhas e raizes de V. unguiculata cv. Vita 5 apds 7 dias de semeadura das plantas e 6, 12 e 24
horas apés a aplicacdo do PEG 200,67 g/L (Figuras 19A, B e C). A analise da expressdo do
gene NHX6 de folhas submetidas a estresse osmdtico mostra que na condicdo controle
praticamente nao houve alteragao no padrdo de expressdao enquanto que, um aumento de
na expressao foi observado com 6, 12 e 24 horas de aplicagcdao do PEG é observado (Figuras
19A e C). Nas raizes a expressao do VuNHX6 aumentou 66,6% com 6 horas de estresse com o
PEG e diminuiu 35 e 58% com 12 e 24 horas de estresse respectivamente (Figuras 19B e

19C).

A
Controle PEG 200,67 g/L
0 6 12 24 6 12 24 M
NHX6
B
Controle PEG 200,67 g/L
0 6 12 24 0 6 12 24 M

NHX6
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Figura 19. Expressao do gene VuNHX6 de folhas (A) e raizes (B) de V. unguiculata com 6, 12 e 24 horas de
estresse osmotico (PEG 200,67g/L) obtida através de RT-PCR. (C) Quantificacdo do teor de transcritos da
VuNHX6 obtidos por andlise de densitometria. As barras brancas correspondem aos controles 0, 6, 12 e 24
horas e as barras escuras correspondem ao estresse salino 6, 12 e 24 horas.

5.4 Sequenciamento dos clones de cDNA da ATPase vacuolar de Vigna unguiculata

A partir de RNA de hipocétilos de V. ungiiiculada em condicdo de estresse salino
(NaCL 100 mM) e utilizando primers da subunidade A da V-ATPase foi obtido através de RT-
PCR os cDNA o qual foi inserido no plasmidio pGEM-Teasy e posteriormente sequenciado. A
analise da sequéncia de nucleotideos foi realizada utilizando o programa BLAST mostrando

gue o fragmento clonado corresponde ao fragmento do gene da subunidade A da ATPase.

Na figura 20 observa-se a sequéncia da fita senso 5'-3' do cDNA do VuVHA-A
apresentando um tamanho molecular de aproximadamente 1125 pb, o qual corresponde a
um fragmento parcial do mesmo. As sequéncias de aminoacidos deduzidas da sequéncia de
nucleotideos estdo mostradas na figura 20. Esses resultados foram depositados no GenBank

com numero de acesso DQ056751.
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gcctcctgatgccatgggaaagattacctacattgcaccecgcectggccaatattctataacg
p P DA M G K I T Yy I A P A G Q Y S I T
gatactgtattggaacttgagtttcaaggtgtcacaaagaaattcaccatgcttcagacc
p T v . E L E F O G V T K K F T M L o T
tggcctgtacgtaccccaaggcctgttgcatcaaaacttgcagctgatactcecctettett
w p V R T P R P V A S K L A A D T P L L
actggtcagcgtgttcttgatgcccectttteccecctcagttecttggtgggacctgtgeccata
T 6 ¢ R V L. D A L F P s V L G G T C A I
cctggagcttttggctgtgggaaaacagttatcagtcaggctcectttctaagtattccaat
P G A F G C G K TV I s 0 A L S K Y S N
tctgatgctgttgtctacgttggttgtggggaacgtggaaatgaaatggcagaggtcctce
s b AV VYV G C G E RGN E M A E V L
atggatttcccccaacttacaatgacattacctgatggtcgtgaagaatctgtcatgaag
M D F P Q L T M T L P D G R E E S V M K
cgtacaacactggtggctaacacttcaaacatgcccgtggcagecccgtgaagecttcaatt
R T T L V A N T S N M P V A A R E A S I
tatacaggaatcacattagctgagtattttagagatatgggttacaatgtcagtatgatg
y T 6 I T L. A E ¥ F R D M G Y N V S M M
gctgattctacatctagatgggcagaagcattgcgtgaaatctctggacgactggcagag
A D S T S R W A E A L R E I S G R L A E
atgcctgcagatagtggatatcctgcttaccttgctgctcgtttagectctttctatgaa
M p A D S G Y P A Y L AA R L A S F Y E
cgtgctgggaaagtaaaatgtcttggaggccctgaacgtaccggtagtgtaacaattgtt
R A G K V K ¢C L 6 G P E R T G S VvV T I V
ggtgctgtttcaccacctggaggagatttctcagatcctgtgacatctgcaaccctcage
G AV S P P 6 G D F s D P Vv T S A T L S
atagttcaggttttctggggtttggacaaaaagcttgctcagaggaagcactttcctteg
I v o V F W 6 L D K K L A QQ R K H F P S
gtgaactggcttatttcttattcaaaatactcaacggcactcgaatccttttacgaacaa
v N w L. I s Yy s K Yy S T A L E S F Y E Q
tttgatccagattttataaacattaggactaaagctcgtgaagttctgcaaagagaagat
F D P D F I N I R T K A R E V L O R E D
gacctgaatgaaattgtccagcttgtgggcaaggatgctttagctgaaggagataagatc
b L. N E I V ¢ L VvV G K D A L A E G D K I
accttagaaactgcgaagcttttgagagaggattatcttgctcaaaatgccttcacacca
T L B T A K L L R E D Y L A Q N A F T P
tatgacaaattctgtcccttctacaagtctgtttggatgatgcg
Yy b K F C P F Y K S V W M M

Figura 20. Sequéncia nucleotidica parcial (em preto) e de aminodacidos deduzidos (vermelho) a partir de um

fragmento de cDNA da subunidade A da ATPase de V. unguiculata.
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5.5 Sequenciamento do gene da PPase vacuolar de Vigna unguiculata

A partir de DNA gendémico de V. ungiiiculada e utilizando primers da V-PPase foi
obtido através de PCR um fragmento de DNA o qual foi inserido no plasmidio pGEM-Teasy e
posteriormente sequenciado. A analise da sequéncia de nucleotideos foi realizada utilizando
o programa BLAST mostrando que o fragmento clonado corresponde ao fragmento parcial
do gene da V-PPase. O fragmento possui 1242 pb os quais correspondia a 4 éxons e 3

introns.

Na figura 21 observa-se a sequéncia da fita senso 5'-3' do cDNA do VuHVP
apresentando um tamanho molecular de aproximadamente 904 pb, o qual corresponde a
um fragmento parcial do mesmo. As sequéncias de aminoacidos deduzidas da sequéncia de
nucleotideos estao mostradas na figura 21. Esses resultados foram depositados no GenBank

com numero de acesso DQ056749.
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actggttatggtctcggtgggtcttctatggctttgtttgggagagttggcggaggtatt
T 6 vy 6 L& GG s s M A L F G R V G G G I
tataccaaagctgctgatgttggtgctgatcttgttggcaaggttgagaggaatattccecc
Yy T K A A DV G A DL V G K V E R N I P
gaagatgatcccagaaatccagctgtgattgctgacaatgttggtgacaatgttggagat
E Db D P RN P AV I A DNV G D N V G D
atagctggtatgggatctgatctgtttggttcatatgcggagtcatcttgtgectgctcectt
I A G M G S DL F G S Y A E s S C A A L
gttgttgcttccatctcecctcatttgggttgaatcatgagttcactgcgatgctctaccecct
v v A S I s S F G L N H E F T A M L Y P
ctcattgtcagttctgtgggtattcttgtttgtttgctcaccaccttatttgcaactgac
L 1T vs s Vv 6 I L.v C L L T T L ¥F A T D
ttctttgagatcaaggctgtgaaggagattgagcctgcattgaaaaagcagctecgttatt
F F E I K A V K E I E P A L K K O L V I
tccactgtgttgatgactattggggttgcagttgttagctttgttgcacttccaacttcce
s T v L Mm T I GG V A V V S F V A L P T S
ttcactatcttcaattttggagtgcagaaagacgtcaagagctggcagctatttttgtgt
F T I F N F G V Q K D V K S W o L F L C
gttgctgttggtctttgggcaggacttattatcggatttgtaaccgagtactatactagt
v AV 6 L W A G L I I G F VvV T E Y Y T S
aatgcatatagtcctgttcaagacgtagctgactcctgcagaactggtgctgcaactaat
N A Y S P V 0 DV A D S C R T G A A T N
gttatatttggccttgccttgggatacaagtctgttatcattccaatttttgctatagceca
v I ¥ G L AL G Y K S Vv I 1T P I F A I A
attagtatttttgttagtttcacctttgctgccatgtatggtattgeccgtggetgcactt
r s 1 ¥ V S F T F A A M Y G I A V A A L
gggatgctgagtaccattgccactgggttggccatagacgcatatggtccaatcagtgac
G »m L s T I A T G L A I D A Y G P I S D
aatgctggaggtattgctgagatggctggtatgagtcacagaattcgtgagagaactgat
N A G G I A EMAGMS H R I R E R T D
gccc
A

Figura 21. Sequéncia nucleotidica parcial (em preto) e de aminoacidos deduzidos (vermelho) a partir do DNA

gendmico de V. unguiculata.
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5.6 Sequenciamento de clones de cDNA do contra-transportador vacuolar (NHX)

A partir de RNA de folha de V. ungiiiculada em condicdo de estresse salino (NaCL 100
mM) e utilizando primers dos genes NHX1, 2, 3 e 6 foi obtido através de RT-PCR os cDNAs os
guais foram inseridos no plasmidio pGEM-Teasy e posteriormente sequenciados. Na figura
22 observa-se as mini-preparagoes correspondentes aos plasmideos com cDNA do NHX2, 3 e
6 (Figura 22). O sequenciamento dos incertos confirmou nos trés casos que se tratava dos

genes NHX2, 3 e 6.

NHX2 NHX3 NHX6

Figura 22. Mini-preparac¢do do plasmidio pGEM-Teasy dos contra-transportadores vacuolares NHX2,3 e 6. A

linha 1 e 2 corresponde ao plasmidio com cDNA de NHX2 clonados.

5.7. Alinhamento de sequéncias de genes NHX e construcao de arvore filogenética

Na figura 23 se observa as comparag¢des das sequéncias protéicas dos genes NHX de
V. unguiculata com genes NHX de Arabdopsis thaliana, Vitis vinifera e Populus trichocarpa.
Estas regides correspondem principalmente aos extremos 5’ dos genes NHX. Observar-se
diferentes regides de consenso mostrando que os genes clonados e sequenciados sdo

realmente NHX.
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Figura 23. Comparagdo das sequéncias de aminodcidos entre contra-transportadores vacuolares NHX1,2,3 e 4
(A) e 5 e 6 (B) de V. unguiculata, Arabdopsis thaliana, Vitis vinifera e Populus trichocarpa. As regides de
consenso estdo marcadas em azul. A numeracgdo corresponde a contagem dos residuos de aminodcidos.
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A arvore filogenética, construida através de ferramentas de bioinformatica,

comparando os gene NHX de diferentes espécies de plantas é mostrada na figura 24.

Para a comparacdo dos genes NHX1, 2, 3 e 4 foram usados 18 sequéncias de plantas
enquanto que para a comparacao dos NHX5 e 6 usou-se 5 sequéncias com 0s quais se
construiu uma arvore filogenética utilizando o método neighbor-joining, usando a
ferramenta MEGA 4. Na mesma observa-se a formacdo de diferentes grupos: um grupo
formado pelos genes VuNHX4 com AtNHX4 os quais estdo filogeneticamente mais
relacionados com VWvNHXscafold4, um grupo formado pelos NHX5 e 6 os quais estdo
proximos filogeneticamente com o grupo formado pelo PtNHX5 e AtNHX6 e um terceiro
grupo formado pelos NHX1, 2 e 3 de Vigna unguiculata, Arabidopsis thaliana, Vitis vinifera e

Populus trichocarpa.

A arvore indica que os genes NHX1- 3 apresentam similaridade constituindo um ramo

da darvore e os genes NHX5-6 também formam um ramo, contudo, existe distancia entre

eles.
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Figura 24. Arvore filogenética dos genes do contra-transportador vacuolar (NHX) de plantas de V. unguiculata,

Arabdopsis thaliana, Vitis vinifera e Populus trichocarpa.
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6. DISCUSSAO

O feijao de corda (Vigna unguiculata (L.) Walp) é uma importante fonte de alimento
principalmente para as populacbes da regido nordeste e o estresse salino é um dos
principais fatores que limitam a sua produtividade. Assim, o estudo de aspectos fisioldgicos e
bioquimicos da tolerancia ao sal em plantas tem atraido consideravel interesse desde que a
salinidade é um problema crucial afetando o cultivo de plantas em muitas partes do mundo
(MUNNS; TESTER, 2008). A salinidade afeta o crescimento das plantas por causar estresse
idbnico e osmotico. Devido ao gradiente osmético gerado, elevados niveis de Na® nas
solucdes dos solos dirigem a dgua para fora das células. Para manter a atividade da agua
citosdlica, requerida para o metabolismo normal da célula, a agua move-se do vacuolo para

citosol para compensar dessa forma a perda de agua.

O desenvolvimento de plantas de Vigna unguiculata foi afetado pela salinidade e isso
foi avaliado através do efeito do peso fresco das raizes, dos hipocdtilos e das folhas do
cultivar Vita 5 (Figura 6). A folha foi o érgao mais afetado principalmente nas horas iniciais
de estresse. Esse resultado concorda com os de Shabala; Cuin (2007) que diz que o turgor da
célula é reduzido quase instantaneamente, levando a uma reducao substancial na elongacao
das folhas e raizes tendo sido observado dentro de minutos apds o inicio do estresse salino.
No estresse pela seca tem sido observado que a raiz é o érgdo mais afetado, principalmente

nas horas iniciais comparado com a parte aérea (Sl et al., 2009).

Estudos anteriores realizados em nosso laboratério mostraram que o
desenvolvimento de plantas de V. unguiculata foi afetado pela salinidade (FERNANDES DE
MELO et al., 1994; SILVEIRA et al., 2001; OLIVEIRA, 2007). Otoch et al. (2001) mostraram que
o crescimento de plantulas estioladas de V. unguiculata cv. Vita 3, semeadas em presenca de
100 mM de NadCl, foi inibido pela salinidade sendo o epicétilo a parte mais afetada. De
acordo com Costa et al. (2003), a cultivar Vita 3 apresentou tolerancia intermediaria a
salinidade (100 mM por 17 dias), em comparagdo a outras cultivares da mesma espécie.
Portanto, a definicdo do grau de tolerancia das plantas a estresses ambientais carece de

especial atencdo diante da relatividade dos mecanismos de ajustamento metabdlico
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induzido face ao efeito do tempo de exposicdo ao estresse e as condicdes ambientais, em
diferentes espécies e cultivares. As plantas diferem grandemente na tolerancia a salinidade,
sendo refletido nas diferentes respostas de crescimento. Nos cereais, o arroz é mais sensivel
enquanto que a cevada que é mais tolerante. O trigo (pdo) é moderadamente tolerante e o
trigo durum é menos tolerante. A variacao de tolerancia ao sal em espécies dicotiledoneas é
igual a de espécies monocotileddneas (MUNNS; TESTER, 2008). E conhecido que muitas
espécies de plantas sdo glicofitas, e estas ndo sdo capazes de crescer em altas concentracdes

de sal no solo (SHABALA; CUIN; 2007).

O efeito prejudicial da salinidade no crescimento das plantas varia nas diferentes
espécies vegetais. A percepcao de diferentes sinais pelas plantas, entre eles os induzidos
pelo estresse, pode envolver uma resposta integrada levando a uma modulagao apropriada
da expressao génica. Os produtos desses genes funcionam ndo somente na tolerancia ao
estresse, mas também na regulacdo da expressdo génica e na transducdo de sinais (Sl et al.,
2009). A combinacdo de mudancas bioquimicas e fisiolégicas em nivel celular e molecular
tais como, um aumento do hormoénio de estresse ABA, acumulagdo de varios osmdlitos e
proteinas acopladas com um eficiente sistema antioxidante sao conhecidos por resultar na
tolerancia ao estresse. Os produtos desses genes sdo classificados dentro de dois grandes
grupos (SHINOZAKI; YAMAGUCHI-SHINOZAKI; 1997 apud SI et al., 2009): (1) aqueles que
protegem as células das plantas contra o estresse, tais como proteinas do choque térmico,
as proteinas Lea abundantes na embriogénese tardia, osmoprotetores, proteinas anti-
congelamento, transportadores, enzimas de detoxificacdo, e (2) aqueles que funcionam
como cascatas de sinalizacdo e controle transcricional, tais como quinases, fosfolipases e

fatores transcricionais.

As plantas tém desenvolvido mecanismos para limitar a entrada de Na* e aumentar a
exclusdo de Na*, ou seqiiestrar Na* para dentro dos vacuolos para que elas sobrevivam em
condicdes de estresse salino (YU et al., 2007). Vigna unguiculata, assim como outros feijoes,
s3o capazes de excluir de maneira eficiente os ions Na* e as espécies tolerantes parecem
impedir o transporte de Na® para a parte aérea evitando o efeito prejudicial do sal no

metabolismo vegetal (Marschner, 1986, Fernandes de Melo et al, 1994).
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O conteldo dos ions Na* e K* foram analisados em plantulas de V. unguiculata cv.
Vita 5 em resposta ao estresse salino. O teor de Na" nas raizes, nos hipocétilos e nas folhas
aumentou em decorréncia da exposicdo das plantas a salinidade (Figuras 7, 8 e 9). Os
maiores aumentos do conteudo de Na* foram observados em raiz, seguido do hipocétilo e
das folhas. Resultados semelhante foram encontrados por Zahran et al. (2007) trabalhando
com duas espécies de leguminosas com diferentes graus de tolerancia a salinidade. Costa et
al. (2004) e Oliveira (2007) analisando os ions inorganicos de cultivares de V. unguiculata
mostraram que os teores de Na® de folhas e raizes aumentaram de forma significativa em

resposta a salinidade.

Fernandes de Melo et al. (1994) demonstraram que a capacidade de manter ions Na*
em maior quantidade nas raizes minimizando o transporte desse ion para a parte aérea das
plantas é uma resposta caracteristica de plantas de V. unguiculata submetidas ao estresse
salino. De fato, a concentra¢do de Na* em raizes de plantas de feijdo de corda submetidas ao

estresse salino foi maior que a concentracdo de Na* em folhas (Figuras 7 e 9).

O conteldo de ions K* foi menor em plantas submetidas ao estresse salino quando
comparado ao controle em todos os érgdos estudados (Figuras 7, 8 e 9). Esses resultados sdo
concordantes com os obtidos por Zahran et al. (2007) e podem ser explicados pelo fato de
gue um dos maiores danos da salinidade é que ela induz uma desordem nutricional e
especificamente, deficiéncia de K'. Primeiro, altas concentracdes de Na® no solo
substancialmente reduz a atividade de muitos nutrientes essenciais, incluindo o K*. Segundo,
o Na* compete com K* por sitios na membrana plasmatica, incluindo tanto canais de baixa
afinidade como os canais de cations ndo seletivos (NSCC), quanto os transportadores de alta
afinidade (HKT) (SHABALA; CUIN; 2007). Dessa forma, a toxicidade metabdlica do Na* parece
ser o resultado da sua capacidade de competir com o K* pelos sitios de ligagio que sdo
essenciais para a funcdo celular. Mais de 50 enzimas sdo ativadas por K" e o Na* ndo pode

substitui-lo nessa fun¢do (BHANDAL; MALIC, 1998).

A relagdo K'/Na* em raizes, hipocétilos e folhas de plantas de V. unguiculata (Tabela

4) diminuiu apdés a exposicdo ao estresse salino. Entretanto, uma diminuicdo mais
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pronunciada foi observada nas raizes, seguido dos hipocétilos e das folhas, mostrando uma
tentativa do cultivar Vita 5 em evitar que o excesso de Na" atinja a parte aérea das plantas.
Altos niveis de Na* ou baixas rela¢cdes K'/Na* podem afetar varios processos enzimaticos no
citoplasma. Além disso, a sintese de proteinas requer altas concentracdes de K, pois o fon K*

é importante para a ligacdo do tRNA aos ribossomos (BLAHA et al., 2000).

A concentrag¢do citosdlica de Na® em plantas haléfitas e ndo-haléfitas, ndo deve
exceder 150 mM, por que nessas condi¢cdes, uma variedade de reagdes metabdlicas poderia
ser inibida (FLOWERS et al., 1986; WANG et al., 2001). Algumas plantas haléfitas possuem
glandulas de sal nas suas folhas e outras compartimentalizam o Na®, nos vactolos
(HASEGAWA et al., 2000). Dessa forma, os sistemas de transporte na membrana que
regulam a homeostase idnica no citoplasma (Na*, K" e Ca**) e a acumulacdo de fons no
vacuolo podem ser considerados de crucial importancia para a adaptacdo de plantas as
condicdes salinas (HASEGAWA et al., 2000; MIMURA et al., 2003; NIU et al., 1995; SERRANO
et al., 1999). No processo de compartimentalizac3o intracelular, o Na* ao entrar nas células é
bombeado para o interior do vacuolo evitando que sua concentragdo aumente no

citoplasma (SOBREIRA 2003).

As bombas de prétons vacuolares, V-ATPase e V-PPase, sdo os maiores componentes
das membranas vacuolares das células das plantas (MAESHIMA, 2001). Essas bombas ao
funcionarem como transportadores ativos primarios constituem-se em sistemas enzimaticos
importantes para o metabolismo das plantas. A acumula¢io de ions Na* no vactolo é
dependente da atividade do contra-transportador Na*/H" vacuolar bem como da atividade
das bombas de prdtons vacuolares (V-ATPase e V-PPase) (KABALA; KLOBUS; 2008). Ambas
enzimas sdo responsaveis pela formacdo de um gradiente eletroquimico de prétons através
da membrana vacuolar e alguns sistemas de transporte ativo dessas membranas funcionam
pelo mecanismo de contra-transporte, H'/substrato (MAESHIMA; YOSHIDA, 1989,
MAESHIMA, 2001), permitindo dessa forma que processos fundamentais para o
desenvolvimento das plantas, tais como crescimento das células, regulacdo do pH e a
propria manutencdao da homeostase idnica sejam realizados com sucesso. O grau de

tolerancia das plantas ao estresse salino depende da possibilidade de uma osmorregulacdo e
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da exclusdo de ions tdxicos do citoplasma pela saida desses ions através da membrana
plasmatica e/ou da compartimentalizagdo desses ions no vactolo (COLOMBO; CERANA, 1993
GAXIOLA et al., 2007). Tem sido observado, em vdrias espécies vegetais, que o mecanismo
de tolerdncia ao sal reside no ambito celular. A exclusdo e o seqlestro de ions, o
ajustamento osmotico, a protecdo a macromoléculas, a homeostase de lipidios de
membrana e a funcdo do sistema de transporte de membrana em meio salino sdo

importantes estratégias celulares que conferem a tolerancia ao sal (Mansour et al., 2003).

Os niveis de transcritos das subunidades A e E da V-ATPase, da V-PPase e dos contra-
transportadores vacuolares (NHX2 e NHX6) de folhas e raizes V. unguiculata submetidas a
estresse salino (NaCl 100 mM) e estresse osmético (PEG 200,67 g/L) foram analisados
através de RT-PCR. A andlise da expressdao do VuVHA-A de folhas e raizes de plantulas de V.
unguiculata submetidas ao estresse salino mostrou-se diferente (Figuras 10A, B e C).
Enquanto que a expressdao do VuVHA-A de folhas aumentou apenas com 6 horas (44,8%) e
diminuiu com 12 (4%) e 24 (26%) horas de estresse (Figuras 10A e C), em raizes, a expressao
do VuVHA-A aumentou 54,5, 170 e 5,2% com 6, 12 e 24 horas, respectivamente (Figuras 10B
e C). Resultados semelhantes foram encontrados por Fukuda et al. (2004) que observaram
que o nivel de transcrito da subunidade A da V-ATPase (HVVHA-A) de raizes de cevada
aumentou apds adicao de 200 mM de NaCl. Janicka-Russak; Klobus; (2007) mostraram que a
expressdo do VHA-A de membrana plasmatica de raizes de pepino aumentou apods

tratamento com NaCl em relagdo ao controle.

A expressdo de duas isoformas do VuVHA-E de folhas e raizes de V. unguiculata
também foi diferente (Figuras 11A, B e C). Enquanto que em folhas ambas isoformas tiveram
o teor de transcritos diminuido com 6, 12 e 24 horas de estresse salino (Figuras 11A e C), nas
raizes observou-se um aumento de 20 e 27,7% nas duas isoformas (2 e 3) respectivamente,
com 6 horas de estresse salino e ainda, um aumento de 16,6% da isoforma 2 com 24 horas
(Figuras 11B e C). Popova e Golldack (2006) encontraram que o teor de transcritos do VHA-E

em folhas de Lobularia maritima aumentou apds 6 e 24 horas de estresse.
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Visto que a V-ATPase é uma enzima complexa, composta de vdrias subunidades sua
regulacdo é intricada apresentando padrdes de expressao diferentes a niveis de subunidades
frente a um mesmo estresse. Ademais, algumas subunidades apresentam diferentes
isoformas as quais também apresentam padrdes diferentes de regulacdo. Esse panorama
torna-se mais complicado, pois essa enzima apresenta regulacdo transcricional, pos-
transcricional e traducional. Essas caracteristicas indicam a importancia da célula vegetal em

regular a homeostase idnica (RATAJCZAC, 1999).

Também foi analisada a expressdo do gene HVP de V. unguiculata outro
transportador primdrio importante na manutencdo da homeostase i6nica. A analise da
expressao do VuHVP de folhas e raizes submetidas a estresse salino mostrou-se semelhante
(Figuras 12A, B e C). A expressao do VuHVP em folhas e raizes aumentou apds 6 e 12 horas e
diminuiu com 24 horas de estresse, entretanto pode-se observar que em folhas o maior
aumento foi com 6 horas (66,6%) em rela¢do a 12 horas (7,4%) (Figuras 12A e C) e nas raizes
observa-se um maior aumento com 12 horas (200%) em relacdo a 6 horas (33,3%) (Figuras
12B e C). Fukuda et al., (2004) trabalhando com duas isoformas do HVP de cevada (HVP1 e
HVP10) observaram que o estresse salino induz um aumento na expressao de ambas

isoformas.

Quando comparamos a expressao dos genes da V-ATPase com a expressao do gene da
V-PPase submetidos a estresse salino podemos observar uma maior expressao do gene da V-
PPase em relacdo aos genes das subunidades da V-ATPase indicando ser essas bomba de
proton mais ativa no estresse salino do que a V-ATPase. Entretanto, sabe-se que a V-PPase
complementa a atividade da V-ATPase que mantém o aumento da atividade de
bombeamento de prétons vacuolar total mediado pelo sal (FUKUDA et al., 2004). Portanto, a
V-PPAse e a V-ATPase constituem-se em importantes mecanismos para promover a
tolerancia ao sal e o ajustamento osmotico, dado que, elas produzem um gradiente de
protons que dirige a forca para a contra-transportador Na'/H® assim como outros
transportadores de membrana. Isto é reforcado dado que plantas que superexpressdo o

gene da V-PPase aumentam a tolerancia ao sal e seca (GAXIOLA et al., 2001).
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Para melhor avaliar o estabelecimento de plantulas de V. unguiculata submetidas ao
estresse salino também foi medido o teor de transcritos dos contra-transportadores
vacuolares (NHX2 e NHX6) de folhas e raizes. A anadlise da expressao dos genes VuNHX2 e

VuNHX6 foi feita através de RT-PCR utilizando primers especificos/degenerados.

O teor de transcritos do VuNHX2 de folhas e raizes de V. unguiculata submetidas a
estresse salino (NaCl 100 mM) foi semelhante, aumentando com 6, 12 e 24 horas (Figuras
13A, B e C) contudo, observa-se que esse aumento foi mais intenso nas raizes (72,7, 290 e
44,7%) (Figuras 13B e C) em relagao as folhas (37,5, 50 e 27,2)(Figuras 13A e C) com 6, 12 e
24 horas, respectivamente. Quando analisado o teor de transcritos do VuNHX6 de folhas e
raizes nas mesmas condicdes observa-se comportamento semelhante, com aumento da
expressao em todas as horas estudadas (Figuras 14A, B e C). Nesse caso, a0 comparar a
expressao entre folhas e raizes percebe-se uma maior intensidade de expressdo nas folhas
(70, 60 e 150%) do que nas raizes (31,9, 1,6 e 13,7%) com 6, 12 e 24 horas de exposi¢cdo ao
NaCl 100 mM, respectivamente. Muitos estudos tém sido feito mostrando a importancia dos
contra-transportadores vacuolares nos mecanismos de tolerancia ao estresse salino. Fukuda
et al. (2004) demonstraram que os niveis de transcritos HYNHX1 aumentaram em raizes apds
5 e 12 horas de estresse salino. Li et al. (2008) mostraram que o teor de transcrito do
CgNHX1 aumentou em diferentes concentra¢des de NaCl sendo que esse aumento foi mais
notavel com 400 mM. Sotossanto et al. (2007) em plantas de de Arabidopsis thaliana e Xia
et al (2002) em plantas de Beta vulgaris analisaram a expressao do gene NHX1 verificando
um aumento da expressdo desse gene induzido pelo sal. Zahran et al. (2007) analisaram a
expressao de diferentes genes NHX (NHX1, NHX2, NHX3 e NHX4) em folhas e raizes de duas
leguminosas com diferente tolerdncia a salinidade. Eles observaram que o padrdo de
expressao dessa familia multigénica é diferente em folhas e raizes e também em relacdo a
concentragao de NaCl no meio. Esses resultados s3ao semelhantes aos encontrados em V.
unguiculata quando observa-se um maior padrao de expressdao para o VuNHX2 (Figuras 13A,
B e C) em relacdo ao VuNHX6 (Figuras 14A, B e C). Yu et al.,, (2007) mostraram que a
expressao do gene NHX2 aumentou em raizes de trigo tratadas com NaCl e Ye et al., (2009)
mostraram que a expressao dos genes NHX1-6 de raiz, caule e folhas de Populus eufhratica

aumentou quando submetidos a elevada concentracdo de NaCl por seis horas. Estes
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resultados indicam a importancia dos contra-transportadores em plantas submetidas a

estresse salino.

A salinidade além do estresse i6nico induz também um estresse osmético que pode
levar a planta a um rompimento da atividade celular normal ou eventualmente causar a
morte da planta. Em condi¢Ges naturais, o aumento da salinidade e da seca sdo as principais
causas do estresse osmatico das plantas (XIONG; ZHU, 2002). As células vegetais podem-se
ajustar ao estresse osmotico através da pressdao osmotica interna, um processo que é
facilitado pelo acimulo de solutos no vacuolo. O ajuste osmodtico é também uma resposta
fundamental da célula ao estresse salino. Assim, com o intuito de avaliar o padrdo de
expressao das bombas de prétons e dos contra-transportadores vacuolares de plantas de
Vigna unguiculata submetidas a estresse osmoético, também foi analisado a expressdo dos
genes das bombas de prétons (VHA-A, VHA-E e HVP) e dos contra-transportadores (NHX2 e
NHX6) de folhas e raizes de Vigna unguiculata submetidas a 6, 12 e 24 horas de estresse

osmético adicionando 200,67 g/L de PEG a soluc¢do nutritiva.

A andlise do padrdo de expressdo dos genes dos transportadores primdrios e
secundarios do vacuolo de folhas e raizes Vigna unguiculata submetidas a estresse osmatico
(PEG 200,67 g/L) mostrou-se diferenciada. Ao comparar a expressdo do VuVHA-A de folhas e
raizes de feijdo submetidas a estresse osmético observa-se um aumento da expressdo nas
folhas com 6 (28,5%), 12 (25%) e 24 (44,4%) horas (Figuras 15A e C) enquanto que nas raizes
observa-se uma elevada expressdao com 12 horas (Figuras 15B e C). Resultados semelhantes
foram encontrados por Fukuda et al. (2004) que observaram uma diminuicdo da expressao
do gene da subunidade A de raizes de cevada (HvVHA-A) apds 24 horas de estresse osmotico

(400 mM de Manitol).

A resposta do gene da subunidade E da V-ATPase (VuVHA-E) de folhas e raizes
submetidas ao estresse osmotico também foi diferente. Nas folhas predominou uma
diminuicdo no padrdo de expressdo nas duas isoformas analisadas (Figuras 16A e C)
enquanto que nas raizes predominou um aumento da expressao nas duas isoformas do gene

analisadas (Figuras 16B e C). Esses resultados evidenciam uma regulacdo diferenciada desses
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genes nos diferentes tecidos da planta em condi¢des de estresse osmotico.

O estudo da expressdo do gene da V-PPase (VuHVP) mostrou que em folhas esse
gene parece nao responder ao estresse osmadtico pois houve uma diminuicdo da expressao
do gene de 17, 31 e 20% com 6, 12 e 24 horas de estresse, respectivamente (Figuras 17A e
C). Ja nas raizes a expressao do VuHVP aumentou 38,8 e 260% com 6 e 12 horas de estresse,
respectivamente e diminuiu 7% com 24 horas de estresse (Figuras 17B e C). Fukuda et al.
(2004) relataram um aumento da expressdao do HVP de raizes de cevada apds 5 horas de

estresse osmatico e que apads 24 horas de estresse havia uma diminui¢cdo da expressdo.

A expressao dos genes dos contra-transportadores vacuolares VUNHX2 e VuNHX6 de
folhas e raizes de Vigna unguiculata submetidas a estresse osmoético foi diferente. A
expressao do VuNHX2 em folhas e raizes aumentou com 12 e 24 horas (Figuras 18A, B e C).
Ja a expressdo do VuNHX6 de folhas de V. unguiculata aumentou 600, 65 e 90% apds 6, 12 e
24 horas de estresse respectivamente, enquanto que nas raizes sé houve aumento da

expressao com 6 horas (54,3%).

Em plantas de cevada foi observado um aumento do nivel de transcrito de NHX1 apds
o estresse osmotico (FUKUDA et al., 2004). A expressao das bombas vacuolares e dos contra-
transportadores Na'/H® tem sido pouco estudado em plantas submetidas a estresse
osmético, tornado o presente trabalho uma importante contribuicdo para conhecimento do

ajustamento das plantas face a esse estresse.

Uma arvore filogenética utilizando 23 sequéncias de NHX de Arabidopsis thalina, Vitis
vinifera, Populus trichocarpa e genes NHX seqlienciado nesse trabalho. Uma arvore
semelhante foi obtido por Yokoi et al., 2002 utilizando sequéncias de genes NHX de Ipomoea
nil, Oryza sativa, Atriplex gamelin e Arabidopsis thaliana onde observa-se que os genes
AtNHX1-4 formam um grupo mais divergente dos genes do grupo AtNHX5-6. Yu et al. (2007)
construiram uma arvore filogenética utilizando 21 sequéncias de genes NHX de Arabidopsis

thaliana, Oryza sativa, Populus euphatica, Atriplex gamelin, Ipomoea nil, Zea mays e
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Gossipium hirsutum e observaram que existe semelhanca entre os genes NHX1-4 estando

esses genes mais distantes dos genes NHX4 e ainda mais distantes dos genes NHX5-6.
Os presentes resultados demonstram que a participacdo das bombas de prétons e os

contra-transportadores vacuolares sao importantes para o ajuste das plantas de feijao de

corda em condicOes de estresse salino e de estresse osmatico.
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7. CONCLUSAO

Os resultados mostraram que o estresse salino inibiu o crescimento e reduziu a
relacdo K'/Na® das plantulas. O estudo da expressdo dos genes das bombas de prétons
(VuVHA-A, VuVHA-E, VuHVP) e dos contra-transportadores Na'/H" vacuolares (VUNHX2 e
VuNHX6) de folhas e de raizes em Vigna unguiculata foi diferencialmente regulada em
funcdo do estresse aplicado (salino e osmético) e dos tempos de exposicdo aos referidos
estresses (6, 12 e 24 horas), revelando que o gene VuHVP parece ter papel crucial em
resposta ao estresse salino e os genes VuVHA-A e VuVHA-E em resposta ao estresse
osmoético. Ademais, os genes dos contra-transportadores foram superexpressos em resposta
a ambos estresses revelando a participagdo dos mesmos nos mecanismos de ajustamento

osmotico e iGnico das plantas.
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