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RESUMO 

 

Espécies silvestres têm sido exploradas como fonte de alelos de tolerância para o 

melhoramento genético vegetal de várias culturas. O parental silvestre do amendoim, Arachis 

duranensis, é um genótipo que apresenta alta adaptabilidade ao déficit hídrico e foi utilizado em 

um ensaio de dry drown para sequenciamento do transcriptoma. A análise in silico e a 

validação por RT-qPCR de genes diferencialmente expressos auxiliaram na identificação de 

genes candidatos associados à resposta a seca. Dentre eles, uma proteína LEA mostrou-se 

positivamente regulada mediante a esse estresse. Sabe-se que proteínas LEA se comportam 

como chaperonas e são encontradas em abundância em tecidos sob dessecação, diante disso, 

o objetivo desse trabalho foi caracterizar, clonar e introduzir esse gene via transgenia em 

planta modelo (Arabidopsis thaliana) para compreender os efeitos da sua superexpressão. O 

gene foi inserido em plantas de A. thaliana, ecotipo Columbia 0,  utilizando o método de floral 

dip e os eventos em homozigose (geração T3) foram testados. As linhagens foram plantadas 

em placas de meio MS com 150 mM de NaCl e 200 mM de manitol, separadamente, além de 

outro grupo que foi plantado em meio MS e colocado em temperaturas extremas (-18°C por 

uma hora e 37°C por oito horas). Foram calculadas as taxas de sobrevivência e o teor de 

açúcares solúveis totais de cada amostra/ensaio. O teste de seca também foi feito, onde a 

irrigação foi suspensa por 15 dias e foram feitas análises de área foliar, teor relativo de água e 

coexpressão de genes relacionados à tolerância a seca. Nos ensaios com NaCl e manitol não 

houveram diferenças entre as linhagens e as plantas não transformadas, além de ter sido 

observado desenvolvimento reduzido das plantas. Nos ensaios com temperaturas extremas as 

linhagens mantiveram seus teores de açúcares iguais ao controle enquanto as não-

transformadas (NT) aumentaram seu teor de açúcares solúveis totais apenas no tratamento de 

calor e sem diferença significativa na taxa de sobrevivência entre as linhagens e NT. No ensaio 

com seca houve maior desenvolvimento da área foliar em algumas linhagens quando 

comparadas às plantas NT. Na análise de teor relativo de água as linhagens mostraram 

maiores teores relativos de água quando comparado à NT, sob condição de rega controlada e 

após 15 dias sem irrigação, sendo uma linhagem com maior teor significativo. Esse evento foi 

selecionado para a análise de expressão gênica de três genes coexpressos com a Dehidrina. 

Houve aumento da expressão dos três genes em diferentes situações, tanto pelo fato da planta 

superexpressar a AdDHN quanto pela indução da seca.  Os resultados sugerem que esse gene 

possa conferir uma melhor resposta aos estresses abióticos. 

 

Palavras-chave: Arachis duranensis, proteína LEA, estresses abióticos, Agrobacterium 

tumefaciens, Arabidopsis thaliana. 
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ABSTRACT 

Wild species have been exploited as a source of tolerance alleles for plant breeding of 

various cultures.  Arachis duranensis, a wild parental of the cultivated peanut, is a genotype 

which has high adaptability to drought and has been used in a dry down test for sequencing the 

transcriptome. In silico analysis and validation by RT-qPCR differentially expressed genes 

assisted in the identification of candidate genes associated with drought response. Among 

them, an LEA protein was positively regulated in response to this stress. It is known that LEA 

proteins behave as chaperones and are found in abundance in tissues under desiccation, 

therefore, the aim of this study was to characterize, clone and introduce this gene via genetic 

modification in the model plant Arabidopsis thaliana, to understand the effects of its 

overexpression. The gene was inserted into plants of A. thaliana, ecotype Columbia 0, using the 

floral dip method and homozygous lines (T3 generation) were assayed. The lines were sown on 

MS medium plates containing either 150 mM NaCl or 200mM mannitol, and another group that 

was grown in MS medium and placed at extremes temperatures (-18°C for one hour and 37°C 

for eight hours). Survival rates were calculated and the total soluble sugar content of each 

sample/test. The dry test was also done where irrigation was suspended for 15 days and 

analyses were made of leaf area, relative water content, and co-expression of genes related to 

drought tolerance. In assays with NaCl and mannitol, there were no differences between lines 

and non-transformed (NT) have been observed in addition to reduced development of plants. In 

assays with extreme temperatures, lines maintained their sugar content in levels equal to 

control while non-transformed (NT) increased their total soluble sugar content only under heat 

treatment, and no significant difference in survival rate between the lines and NT. In assay for 

drought, there was a greater leaf area development in some lines than in NT plants, while the 

relative water content analysis of the strains showed higher relative contents of water when 

compared to NT under controlled irrigation condition and after 15 days without irrigation, with 

one line showing a significant content. This line was selected for the gene expression analysis 

of ascorbate peroxidase, galactinol synthase and DREB. There was increased expression of the 

three genes in different situations, because the plant overexpresses the AdDHN and because 

the drought induction. The results suggest that AdDHN may give a better response to abiotic 

stresses. 

 

Key-words: Arachis duranensis, LEA protein, abiotic stresses, Agrobacterium 

tumefaciens, Arabidopsis thaliana. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Estresses abióticos afetam as plantas prejudicando seus processos biológicos e, por 

consequência, a produtividade de diversas culturas em todo o mundo. Em particular, o déficit 

hídrico ao qual as plantas são submetidas durante períodos de estiagem e seca mostra-se 

importante tendo em vista que a água participa, direta ou indiretamente, de praticamente todos 

os processos fisiológicos que ocorrem na planta, desde a fotólise na fotossíntese até o 

favorecimento de ligações hidrofóbicas de macromoléculas (Hsiao, 1973), além de influenciar 

em diversas características morfo-anatômicas. Alterações no metabolismo e na morfologia da 

planta que ocorrem sob déficit hídrico podem acarretar em perda de produtividade ou até 

mesmo levá-las à morte.  

O estudo de genomas de plantas que são conhecidamente tolerantes à seca pode auxiliar 

no melhor entendimento da modulação da expressão de genes que codificam proteínas 

envolvidas na proteção da planta contra os efeitos adversos causados pelo déficit hídrico. 

Dentro desse contexto, a prospecção de genes pelo estudo do genoma expresso 

(transcriptoma) em plantas silvestres conhecidamente adaptadas aos diversos estresses 

ambientais tem possibilitado a identificação de novos genes de resistência/tolerância a 

estresses em plantas (Bertioli et al., 2011), e sua disponibilização para programas de 

melhoramento genético.  

A efetiva prospecção de genes em genomas que são fonte potencial de novos alelos 

envolvidos na tolerância à baixa disponibilidade de água no solo está associada à 

disponibilização do sequenciamento desses genomas, incluindo algumas culturas órfãs como o 

amendoim cultivado (Arachis hypogaea).  

A prospecção e validação de genes-candidatos envolvidos na tolerância ao déficit hídrico 

na espécie silvestre A. duranensis foi realizada por meio de sequenciamento 454 de transcritos 

expressos em resposta ao déficit hídrico durante ensaio do tipo drydown (Guimaraes et al. 

2012). Arachis duranensis (acesso K7988) é o parental diplóide do amendoim cultivado e 

apresenta resposta de transpiração conservativa, gradual, quando submetidas a condições 

limitantes de água no solo (Leal-Bertioli et al. 2012). Dentre os genes candidatos oriundos 

desses estudos, o gene que codifica uma Dehidrina se destacou em análises in silico e por RT-

qPCR por apresentar um aumento da sua expressão em raízes de A. duranensis em resposta 

ao estresse hídrico quando comparada ao controle não-estressado.  

Dehidrinas (DHN) são proteínas do tipo LEA (Late Embryogenesis Abundant) que se 

acumulam em altas quantidades nas fases finais do processo de desenvolvimento das 

sementes e em resposta ao déficit hídrico (Ingram e Bartels, 1996), o que sugere sua relação 

com a proteção da planta quando exposta à desidratação. Nessas condições, as dehidrinas 

atuam como chaperonas no mecanismo de proteção das células vegetais pela mudança na sua 

conformação para interagir com outras proteínas e membranas de forma a conservá-las 

íntegras e manter o metabolismo celular. 
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Neste contexto, o presente trabalho tem como objetivo estudar os efeitos da 

superexpressão do gene AdDHN, que codifica uma Dehidrina do tipo SK2 isolada de A. 

duranensis, em plantas transgênicas do sistema-modelo Arabidopsis thaliana submetidas a 

estresses por temperaturas extremas e seca, e avaliar o potencial do AdDHN como candidato 

para conferir tolerância à estresses abióticos em plantas via transgenia. 

 

2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1.  Déficit hídrico e seus efeitos na planta 

       Um dos recursos mais utilizado e essencial para o metabolismo das plantas é a água, que, 

portanto, precisa estar sempre em quantidades ótimas e ser aproveitada de forma eficiente 

pelo vegetal para que o mesmo mantenha suas condições adequadas de crescimento e 

desenvolvimento (Pimentel, 2004). 

       A diminuição do turgor das células é a primeira consequência da baixa disponibilidade de 

água, podendo ser observada a sua interferência em processos que acontecem em nível 

molecular e celular. Assim, a continuidade dos processos de crescimento vegetal, expansão, 

divisão celular, e fotossíntese é afetada em condições de déficit hídrico, pois dependem da 

manutenção do turgor nas células vegetais (Blum, 2011). O comprometimento da expansão e 

divisão celular tem como consequência a diminuição da área foliar (Cirilo e Andrade, 1994) em 

relação às plantas em condições de alta disponibilidade de água. Por outro lado, se a planta já 

tiver atingido o seu grau máximo de maturidade e não puder responder ajustando a sua área 

foliar, ocorre a abscisão das folhas pelo aumento na produção do fitohormônio etileno. Além 

disso, a percepção do estresse hídrico desencadeia maior produção de vários outros 

fitohormônios, com destaque para o ácido abscísico (ABA), que atua como ativador de 

cascatas de transdução de sinais em situações de estresse (Wilkinson e Davies, 2010). 

       O aumento do sistema radicular, e uma redução na razão parte aérea/raiz, é também 

estimulado pelo acúmulo de ABA nas raízes (Munns e Sharp, 1993). O crescimento das raízes 

permite que as plantas explorem melhor o perfil do solo, se tornando mais profundas e com 

maiores possibilidades de encontrar água (Goldman et al., 1989). 

       O controle da abertura estomática faz com que ocorra a queda na transpiração, 

representando uma resposta em curto prazo ao déficit hídrico. Esta resposta, que também é 

induzida por ABA, resulta na diminuição da perda de água. Por outro lado, aumenta a 

resistência à entrada de CO2, acarretando na queda de fixação de CO2 por meio da 

fotossíntese (Lawlor e Cornic, 2002). Dependendo da duração do estresse por déficit hídrico, 

pode ocorrer a queda na produtividade da cultura e injúrias ao cloroplasto por meio do 

processo de fotoinibição (Bray, 2001). 

       Além disso, como forma de regular o potencial osmótico das células sob déficit hídrico, 

ocorre também o acúmulo de solutos nas células, como açúcares, aminoácidos e outros 

metabólitos de baixo peso molecular. O acúmulo do aminoácido prolina, por exemplo, chega a 

participar de mais de 50% do ajuste osmótico em células de raízes primárias de plântulas de 
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milho (Sharp, 2004), e é um dos aminoácidos mais estudados no que diz respeito à estresse 

osmótico. 

 

2.2. O amendoim silvestre como fonte de alelos de tolerância à seca 

O amendoim cultivado (Arachis hypogaea) pertence à família Fabaceae que tem seu 

centro de origem na América do Sul, mais especificamente na Serra de Amambai, no limite do 

Mato Grosso do Sul com o Paraguai, onde ocorre a espécie mais antiga do gênero, A. 

guaranitica (Gregory et al., 1980). A partir daí, ocorreu a dispersão das espécies, que tiveram 

que se adaptar a condições ambientais adversas, conservando alelos que lhes conferem 

tolerância ou resistência aos diferentes estresses bióticos e abióticos. As espécies silvestres de 

Arachis spp. apresentam, assim, alta diversidade genética e são uma fonte rica de alelos de 

resistência a doenças e de adaptação aos estresses ambientais. O amendoim cultivado surgiu 

como consequência da hibridização de duas espécies silvestres diplóides, A. duranensis 

(doadora do genoma A) e A. ipaënsis (doadora do genoma B), seguida da duplicação 

espontânea dos cromossomos (Seijo et al., 2004; Seijo et al., 2007), o que o caracteriza como 

alotetraplóide (2n=4x=40), possuindo dois conjuntos completos de cromossomos de diferentes 

genomas (genoma A e B). A tetraploidização fez com que o amendoim cultivado ficasse isolado 

reprodutivamente de seus parentes silvestres estreitando, assim, sua base genética. Em 

contrapartida, as espécies diplóides silvestres de Arachis spp. que são geneticamente mais 

diversificadas (Hilu e Stalker, 1995; Moretzsohn et al., 2004; Bravo et al., 2006; Raina et al., 

2001; Gimenes et al., 2002; Singh et al., 2002; Tallury et al., 2005; Seijo et al., 2007; Robledo 

et al., 2009, 2010), tornaram-se fonte potencial de alelos para o melhoramento da espécie 

cultivada. 

Em termos de produção mundial de oleaginosas, o amendoim ocupa o terceiro lugar, 

ficando atrás apenas da soja e da canola (USDA-FAS, 2016). Sua importância entre as 

oleaginosas se dá pela sua alta qualidade nutricional, apresentando em sua semente 44 a 56% 

de óleo e 22 a 30% de proteína, de acordo com a variedade e as condições ambientais (Freire 

et al., 1999). 

O Brasil, mais especificamente a Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia 

(Cenargen), abriga o maior Banco Ativo de Germoplasma (BAG) do mundo de amendoim 

silvestre, com 1.300 acessos de 79 espécies (Simpson et al., 2001), o que facilita a exploração 

e valoração desse valioso patrimônio genético. Para caracterizar parte desse BAG em relação 

à resposta à seca, foi realizado um ensaio de déficit hídrico gradual (dry-down; Sinclair e 

Ludlow, 1986), na qual o regime de reposição de água se baseia na taxa de transpiração diária 

das plantas, com 10 acessos de espécies diplóides silvestres e seu comportamento comparado 

ao grupo de duas variedades tetraplóides de amendoim cultivado (Leal-Bertioli et al., 2012). 

Esse estudo revelou que os diplóides tendem a apresentar uma redução mais gradativa da 

taxa de transpiração do que os tetraplóides cultivados à medida que a quantidade de água 

disponível no solo diminui e, em particular, o acesso K7988 de A. duranensis mostrou uma 

resposta de transpiração mais conservativa, ou seja, uma queda mais gradual da transpiração, 
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e não abrupta. Posteriormente, os genes expressos em plantas de A. duranensis (acesso 

K7988) submetidas a estresse hídrico gradual foram sequenciados pela tecnologia Roche/454 

e resultaram em um total de 12.792 unigenes (Guimaraes et al., 2012). A partir da análise in 

silico desses unigenes, 46 genes candidatos envolvidos com a resposta à seca tiveram sua 

expressão validada por RT-qPCR. Destes estudos, vários genes apresentaram regulação 

significativa em seu perfil de expressão em resposta ao déficit hídrico, entre eles a dehidrina, 

objeto do presente estudo, que mostrou uma regulação positiva (upregulation) 28 e 23 vezes 

maior que o controle não estressado (Brasileiro et al., 2015). Esse gene que codifica uma 

Dehidrina de A. duranensis foi denominado AdDHN e selecionado para estudos moleculares 

mais aprofundados visando um melhor entendimento de sua estrutura molecular, do seu papel 

na resposta ao déficit hídrico e do seu potencial como candidato para conferir tolerância à seca 

em plantas via transgenia. 

 

2.3.  Dehidrina  

As Dehidrinas fazem parte de um grupo de proteínas do tipo LEA (Late Embryogenesis 

Abundant) que são encontradas em grandes concentrações (acima de 4% das proteínas totais 

da célula) na fase final da embriogênese e em outros tecidos que estão sofrendo dessecação 

(Roberts et al., 1993). 

A estrutura da molécula de Dehidrina já foi elucidada e possui alta abundância de 

aminoácidos polares, e há a distinção dos diferentes tipos de Dehidrinas de acordo com os 

segmentos/domínios de aminoácidos apresentados (Rorat, 2006). O segmento K é o mais 

conservado, aparecendo em todos os tipos e se destaca por apresentar uma sequência de 15 

aminoácidos rica em lisina (EKKGIMDKIKEKLPG), podendo variar de 1 a 11 cópias, localizado 

perto da parte C terminal. Um segundo segmento conservado é o Y, rico em tirosina e 

localizado perto da região N terminal. E o segmento S, rico em serina, que pode ser fosforilado 

ou não. Portanto, as combinações de estruturas possíveis dos diferentes tipos de Dehidrina 

são: Kn, SKn, KnS, YnKn e YnSKn, variando na quantidade e posição dos segmentos 

(Campbell e Close, 1997).  

Estudos têm indicado que a superexpressão de genes que codificam Dehidrinas pode 

aumentar a tolerância de plantas aos estresses abióticos, em particular seca, frio e salinidade 

(Hanin et al., 2011). Dehidrinas do tipo SK2, como a AdDHN, aumentam a tolerância ao frio por 

meio de ligações com membranas celulares (Danyluk, 1998 e Houde, 2004), e redução da 

peroxidação de lipídeos (Hara, 2005). Alguns desses efeitos também são mostrados nos 

trabalhos de Kovacs (2008) e Wang (2013), onde a dehidrina do tipo SK2 foi superexpressa em 

plantas de Arabidopsis thaliana conferindo-lhes a capacidade de tolerar a deficiência hídrica. 

Svensson (2002) explica que sob condição de escassez de água, o segmento K da 

Dehidrina sofre uma mudança na sua conformação, mantendo uma configuração do tipo α-

hélice. Essa configuração permite que os poucos aminoácidos hidrofóbicos existentes na 

molécula fiquem mais próximos e sua área de interação seja maximizada (Roberts et al., 1993), 

o que torna essa região anfipática. A conformação das proteínas geralmente está relacionada 
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com sua função. Por esse motivo, moléculas de Dehidrina são comparadas com as de 

apolipoproteínas e α-sinucleínas, que também possuem estrutura que lhe proporciona o caráter 

anfipático, indicando o possível papel das Dehidrinas nas interações hidrofóbicas com 

membranas e proteínas desnaturadas (Rorat, 2006). 

Assim, as propriedades das Dehidrinas indicam que ela está relacionada com a proteção 

de biomoléculas que podem vir a sofrer danos com a desidratação das células. Suas funções 

não estão totalmente compreendidas, mas há muitos indícios de que as Dehidrinas possam 

interagir com outras proteínas para evitar sua desnaturação e/ou oxidação, e atuar na “limpeza” 

dos radicais livres produzidos pelas células em estresse oxidativo, impedindo que esses 

radicais reajam com moléculas essenciais ao metabolismo celular (França et al., 2007). 

Em ensaios feitos com plantas de A. thaliana transformadas com o gene DHN5, que 

codifica uma proteína chamada DHN5 pertencente ao grupo 2 de proteínas LEA, submetidas a 

estresse hídrico e salino foi possível concluir que as plantas transformadas exibiram maior taxa 

de retenção de água como também toleraram visivelmente aos estresses, não apresentando 

folhas senescentes, como foi observado nas plantas não transformadas também submetidas 

aos estresses (Brini et al., 2007). Figueras et al. (2004) também reportou uma maior tolerância 

ao estresse osmótico em A. thaliana superexpressando dehidrina (RAB17) vinda do milho, 

onde teores de açúcares e água foram analisados e a fenologia das plantas, transformadas e 

não-transformadas, submetidas ao estresse osmótico foi comparada. Esses estudos 

contribuem para relacionar as dehidrinas também com o ajuste osmótico das células, 

mantendo o potencial hídrico das mesmas. 

       Durante o estresse vários genes são ativados e há a interação de outras proteínas com a 

Dehidrina (Cramer et al., 2011). A ascorbato peroxidase, galactinol sintase e DREB são 

algumas das proteínas modificam sua expressão quando se analisa essas interações, e todas 

elas têm o papel de responder positivamente aos diversos estresses abióticos. 

 

2.4. ascorbato peroxidase, galactinol sintase e DREB 

       A ascorbato peroxidase (APx) é uma enzima que atua principalmente na detoxificação de 

radicais livre nas plantas, catalisando a reação de peróxido de hidrogênio em água, utilizando 

ascorbato como substrato (Chiang et al., 2015). O processo de detoxificação do peróxido de 

hidrogênio catalisado pela enzima ascorbato peroxidase é acompanhado por uma série de 

reações que, em conjunto, formam uma das vias antioxidantes mais importantes presentes nas 

plantas, o ciclo do ascorbato-glutationa. Nas plantas, o ciclo do ascorbato-glutationa é 

particularmente importante nos cloroplastos, visto que estes são as principais fontes produtoras 

de peróxido de hidrogênio (Jiménez et al., 1997). Alguns trabalhos já mostraram que quando 

genes que codificam a APx são superexpressos em plantas, há o aumento da tolerância a 

estresses abióticos. Por exemplo, Chiang et al. (2015) superexpressaram um gene que codifica 

um tipo de APx vinda de Brassica campestris em planta modelo Arabidopsis thaliana e as 
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plantas transgênicas mostraram maior conteúdo de clorofila e maior taxa de sobrevivência 

quando submetidas ao estresse por calor e comparadas às plantas não transformadas. 

       A galactinol sintase (GolS) é uma enzima que catalisa a reação de síntese de rafinose, que 

é um oligossacarídeo com função osmoprotetora (Nishizawa et al., 2008). Essa enzima 

representa uma classe relativamente pequena da família das glicosil transferases (Sengupta et 

al., 2012). A enzima GolS é encontrada apenas em angiospermas, o que torna a síntese de 

galactinol um evento metabólico altamente especializado em plantas vasculares. A síntese de 

galactinol é produzida em condições normais nas angiospermas, porém, em pequenas 

quantidades, mas, sob condições específicas, tais como durante a maturação associada à 

dessecação das sementes, na sinalização planta-patógeno, em danos causados por estresse 

bióticos e na resposta a diversos estresses abióticos, há o aumento da síntese de rafinose 

nessas plantas (Amiard, 2003; Cho et al., 2010; Fowler, 2002; Haritatos, 2000; Panikulangara, 

2004; Peterbauer e Richter, 2001; Sengupta e Majumder, 2015).  

       DREB são proteínas regulatórias envolvidas na transdução de sinais e na expressão 

gênica em resposta a diferentes estresses abióticos, incluindo deficiência hídrica (Lata e 

Prasad, 2011). Os fatores de transcrição interagem com regiões específicas dos promotores de 

genes responsivos a diversos estresses, controlando a resposta das plantas em situações de 

estresse, regulando a expressão desses genes (Nakashima et al. 2009; Lindemose et al. 

2013). Genes DREB isolados de várias cultuas, como soja, arroz e milho já foram isolados e 

superexpressos em outras plantas e foi verificado o aumento da tolerância à salinidade, ao 

déficit hídrico, ao frio e ao calor (Jin et al, 2010; Gutha e Reddy, 2008; Qin et al., 2007). 

 

2.5. Arabidopsis como planta-modelo para transformação genética 

       Atualmente, uma das plantas mais utilizadas como modelo para estudos genéticos e 

moleculares é a Arabidopsis thaliana. Dentre as principais características que tornam A. 

thaliana um sistema-modelo, está o ciclo de vida muito curto quando comparado às outras 

plantas vasculares. O período que compreende a germinação, desenvolvimento, floração, 

maturação e formação de sementes dura somente cerca de seis semanas. Em vinte dias já é 

possível ver os botões florais, em trinta dias vê-se as inflorescências e, em quarenta e cinco 

dias as sementes já são formadas e a planta começa a senescer (Boyes et al., 2001). Além 

disso, A. thaliana possui pequeno porte e se reproduz de forma autógama, o que permite maior 

facilidade para acessar e estudar alelos recessivos. E em cada florada a produção de 

sementes fica em torno de 5.000 por planta (Meinke et al., 1998). Outra importante 

característica de A. thaliana é o seu reduzido genoma, sendo cerca de quatro vezes menor que 

o do arroz e 130 vezes menor que o do trigo, por exemplo (Devos et al., 2000). Cerca de 80% 

de seu genoma é composto por sequências codificantes, enquanto em trigo, por exemplo, esse 

número cai para apenas 1%, o que facilita o sequenciamento, isolamento e o entendimento das 

funções dos genes existentes (Delatorre e Silva, 2008). Outra característica importante é que 

Arabidopsis já possui um sistema de transformação genétic estabelecido, tornando possível 

avaliar, de uma maneira simples e rápida, os efeitos pleiotrópicos da superexpressão, ou do 
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silenciamento, de genes-candidatos no sistema de regulação gênica eucariota vegetal. Por 

exemplo, alguns genes podem ser letais quando expressos constitutivamente ou silenciados, 

além dos efeitos já bastantes conhecidos de co-supressão e co-regulação de transgenes 

(Ricroch et al., 2011). Por isso, a avaliação de um gene-candidato deve ser feita em um 

sistema modelo mais simples e de fácil análise, como A. thaliana, antes da sua introdução na 

planta-alvo, geralmente um processo mais complexo, oneroso, longo e laborioso. 

       Por esses motivos, A. thaliana foi escolhida como sistema-modelo para estudar os efeitos 

pleiotrópicos da superexpressão do AdDHN e, em particular, durante o déficit hídrico. 

 

3. JUSTIFICATIVA 

 

Uma das maiores exigências de todas as culturas e maior entrave para a produtividade 

das mesmas é a disponibilidade de água. Muitas técnicas de manejo do ambiente ou da própria 

planta são utilizadas para que o uso da água seja mais eficaz, por isso a genética e a 

biotecnologia são ferramentas essenciais na procura para obter cultivares mais tolerantes a 

escassez de água. A prospecção de genes é feita com frequência para encontrar sequências 

responsivas a seca nas diversas culturas de interesse econômico, e a dehidrina apresentou 

alta expressão gênica em raízes de plantas silvestres de amendoim (A. duranensis) 

submetidas ao déficit hídrico. Com isso, espera-se validar esse gene como um dos genes que 

aumenta a tolerância ao déficit hídrico por meio da sua superexpressão em planta-modelo 

(Arabidopsis thaliana), fazendo a caracterização molecular e fisiológica dessas plantas. 

 

4. HIPÓTESES 

 

1) A superexpressão do gene AdDHN de A. duranensis aumentará a tolerância de 

Arabidospsis thaliana ao déficit hídrico; 

2) A superexpressão do gene AdDHN de A. duranensis resultará em mudança no ajuste 

osmótico em A. thaliana. 

3) A superexpressão do gene AdDHN de A. duranensis afetará a expressão de outros 

genes relacionados ao estresse hídrico; 

 

5. OBJETIVOS 

 

      5.1. Geral 

Estudar os efeitos da superexpressão do gene AdDHN, que codifica uma Dehidrina do tipo 

SK2 isolada de A. duranensis, em plantas transgênicas do sistema-modelo Arabidopsis 

thaliana submetidas a diferentes estresses. 
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      5.2. Específicos 

1) Introduzir o vetor binário pPZP contendo AdDHN em Agrobacterium tumefaciens e 

transformar plantas de Arabidopsis thaliana;  

2) Selecionar linhagens transgênicas na geração T2 em homozigose e realizar sua 

caracterização molecular; 

3) Avaliar o comportamento das linhagens selecionadas na resposta a NaCl e manitol; 

4) Avaliar o comportamento das linhagens selecionadas no ajuste osmótico em situação 

de déficit hídrico. 

5) Avaliar a expressão dos genes ascorbato peroxidase, galactinol sintase e DREB nas 

linhagens selecionadas. 

 

6. MATERIAL E MÉTODOS 

 

6.1. Local de realização dos experimentos 

Os experimentos foram realizados no Laboratório de Interação Planta-Praga III (LPP-III), 

no Prédio de Biotecnologia da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (CENARGEN), e 

no Laboratório de Bioquímica Vegetal, no Departamento de Botânica, Instituto de Ciências 

Biológicas da Universidade de Brasília, Campus Darcy Ribeiro. Ambos localizados em Brasília-

DF, Brasil. 

 

6.2. Caracterização do AdDHN 

A identificação e caracterização in silico da sequência completa do cDNA do gene AdDHN 

foi realizada a partir do banco de dados de transcritoma de Arachis spp. da Embrapa Recursos 

Genéticos e Biotecnologia (http://lbi.cenargen.embrapa.br/arachis/node/1) que contém um total 

de 144.597 unigenes gerados em diferentes projetos de genômica funcional da equipe. Dados 

de sequências de Arachis spp. disponíveis em banco de dados públicos [National Center for 

Biotechnology Information (NCBI) e Phytozome] foram também utilizados nessa caracterização. 

A mineração dos dados disponíveis (data mining) foi realizada para a determinação, na 

AdDHN, dos domínios conservados de Dehidrinas já descritas. Dados de sequências 

genômicas de A. duranensis e A. ipaënsis (ainda em domínio restrito) foram também utilizados 

para a caracterização da sequência codante do AdDHN e para descrever seu modelo gênico 

(gene model).  A sequência putativa do cDNA do gene AdDHN identificada e caracterizada in 

silico foi, então, confirmada pelo sequenciamento do produto de amplificação do cDNA de A. 

duranensis pela técnica de PCR, utilizando iniciadores (primers) desenhados dentro da 

sequência putativa, como descrito previamente (Morgante et al., 2011). 

 

 

 

http://lbi.cenargen.embrapa.br/arachis/node/1
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6.3. Clonagem do AdDHN no vetor binário pPZP  

Uma vez determinada a sequência do cDNA do gene AdDHN, o mesmo foi sintetizado e 

clonado no vetor binário pPZP-201BK-EGFP (ou simplesmente pPZP; Figura 1) (Chu et al., 

2014) utilizando-se serviços de síntese de genes (Epoch Life Science). Para superexpressão, o 

gene AdDHN foi clonado no sítio de restrição Xho I no vetor pPZP (Covert et al., 2001), o cDNA 

do gene candidato está sob controle do promotor constitutivo da Actina 2 (ACT-2) e do 

terminador da Nopalina Sintase (NOS), ambos de A. thaliana  (Yang et al., 2003). Outro 

cassete contém o gene repórter enhanced Green Fluorescent Protein (eGFP) dirigido pelo 

promotor 35S do vírus do mosaico da couve-flor e com terminador de Nopalina Sintase (NOS) 

(Novak et al., 2000) e um gene marcador de seleção (resistência à higromicina) dirigido pelo 

promotor de Ubiquitina (UBI3) de A. thaliana e também com o terminador de Nopalina Sintase 

(NOS). 

 

 

Figura 1. Mapa do vetor pPZP-AdDHN.      

   

6.4. Transformação de A. tumefaciens com o vetor binário pPZP-AdDHN 

Após síntese e clonagem, o vetor binário pPZP contendo o cassete com o gene AdDHN 

clonado (a partir de agora denominado pPZP-AdDHN) foi transferido para a linhagem 

desarmada GV 3101 de A. tumefaciens pelo método do choque térmico, conforme protocolo 

padrão (Brasileiro e Carneiro, 2013). Em resumo, foi colocado 1 µL de DNA plasmidial 10 pg 

em tubo do tipo eppendorf de 1,5 mL contendo aproximadamente 40 µL de suspensão com A. 

tumefaciens em glicerol a 10% (v/v), e incubado no gelo por cerca de dois minutos. A 

suspensão foi transferida para a cubeta resfriada a 4°C e eletroporada utilizando 2,2 kV no 

eletroporador MicroPulser – (BioRad). Imediatamente após o pulso, 1 mL de meio LB líquido foi 

colocado na cubeta e misturado à suspensão, com o auxílio da pipeta. Novamente essa 

suspensão foi transferida para um tubo do tipo eppendorf de 1,5 mL e foi incubada a 28°C, 

durante duas horas. Depois, foram distribuídos e plaqueados diferentes volumes (50, 100 e 200 

µL) em placas com meio LB sólido contendo canamicina (100 mg/mL) e gentamicina (50 

mg/mL), e incubadas por dois dias, a 28°C, para que crescessem as colônias da bactéria. 

Colônias isoladas foram selecionadas para fazer PCR das regiões encontradas no PZP-

AdDHN e na bactéria: eGFP, Virulencia, resistência à Higromicina (Novak et al., 2000; Covert 

et al., 2001; Yang et al., 2003) e da ORF do AdDHN. Após confirmação por PCR, a colônia 

positiva foi inoculada em 3 mL de meio LB líquido contendo canamicina (100 mg/mL) e 

gentamicina (50 mg/mL), por 16 horas, a 28°C.  Uma alíquota desse meio de cultura foi 

armazenada em glicerol 15% em freezer -80°C para uso posterior. 
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6.5. Transformação e seleção de gerações T1 e T2 de linhagens transgênicas de 

Arabidopsis thaliana  

Sementes de A. thaliana (ecotipo Columbia; Col-0) foram desinfetadas utilizando etanol 

70%, contendo 0,1% de Triton® X-100, em agitação lenta durante 1 minuto e plantadas, com o 

auxílio de palitos estéreis, em 6 potes plásticos de 10x5cm com substrato esterilizado por 

autoclavagem, totalizando 10 sementes por pote. Os potes ficaram no escuro durante dois dias 

a 4°C, para que a germinação de todas as sementes fosse uniforme, e depois transferidos para 

condições controladas em sala de crescimento com fotoperíodo de 12 horas e temperatura de 

21°C, com irrigação três vezes por semana. Transcorrido um mês do plantio, foi feita a poda 

dos botões florais. No dia da transformação, foram retiradas todas as sílicas já formadas e as 

flores abertas, para que houvesse certeza dos prováveis botões transformados. 

A transformação de A. thaliana foi realizada pelo método de imersão dos botões florais 

(floral dip; Clough e Bent, 1999), que acontece em três etapas. Primeiro foi realizado o pré-

inóculo, onde estoques em glicerol de A. tumefaciens transformadas contendo o vetor binário 

pPZP-AdDHN cresceram em 3 mL de meio LB líquido com canamicina (100 mg/L) e 

gentamicina (50 mg/L), por 12 horas a 28°C e em rotação de 180rpm. Em uma segunda etapa, 

o pré-inóculo foi transferido para 250 mL de meio LB líquido com canamicina (100 mg/L) e 

gentamicina (50 mg/L), e cultivado  por 12 horas a 28°C. 

A absorbância da suspensão bacteriana a 600 nm (A600) foi então determinada pela leitura 

em espectrofotômetro e estava em fase exponencial de crescimento, i. e., A600 entre 0,6 e 0,8. 

A suspensão foi divida em tubos do tipo Falcon de 50 mL e centrifugada a 9484 rpm por 30 

minutos, a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o tubo é invertido para eliminar traços de 

meio. O precipitado foi ressuspendido em 250 mL de solução de sacarose 5% (p/v) com 

agregante superficial Silvet 0,05% (v/v). Os botões florais ainda fechados de A. thaliana foram 

então imersos nesta solução contida em um pote de plástico. As plantas foram mantidas em 

caixa de plástico fechada por uma semana quando a imersão dos botões florais em solução de 

A. tumefaciens foi então repetida para que os botões florais que vierem depois do primeiro 

floral dip também fossem transformados. 

As plantas transformadas foram mantidas em condições controladas de sala de 

crescimento com fotoperíodo de 12 horas e temperatura de 21°C, com irrigação duas vezes por 

semana, até as sílicas começarem a secar, quando a irrigação foi suspendida. As sílicas foram 

coletadas somente quando estavam completamente secas e visivelmente maduras. As 

sementes foram então semeadas em meio de cultura MS (Murashige e Skoog 1962) contendo 

higromicina (50 mg/L), que é o antibiótico de seleção conferido pela presença do gene HygroR 

no T-DNA do vetor pPZP-AdDHN (Figura 1). As plântulas que germinaram e sobreviveram 

neste meio seletivo foram analisadas em lupa quanto à emissão fluorescência da GFP 

(coloração verde-fluorescente) quando expostas ao comprimento de onda de luz próximo ao da 

luz ultra-violeta. A GFP é codificada pelo gene repórter eGFP, também contido no T-DNA do 

vetor pZP-AdDHN (Figura 1) e serve como controle positivo para a tranformação. As plântulas 

germinadas (geração T0) em meio seletivo e expressando eGFP foram transferidas para sala 
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de cultivo de plantas, mantidas em substrato e irrigadas a cada dois dias até a floração e 

secagem das sílicas. 

As sementes (geração T1) oriundas de cada planta T0 potencialmente transgênica foram 

coletadas e estocadas a 4°C devidamente identificadas. Para a seleção das linhagens 

transgênicas em T1, as sementes T1 foram semeadas em meio de cultura MS (Murashige and 

Skoog, 1962) contendo higromicina (50 mg/L) e avaliadas quanto à segregação da resistência 

ao antibiótico (taxa de segregação 3:1 esperada). Cada plântula T1 selecionada foi enumerada 

como uma linhagem diferente. Seguindo o mesmo protocolo, linhagens transgênicas T2 foram 

também obtidas a partir de cada linhagem T1 selecionada e avaliadas quanto à segregação em 

relação a resistência ao antibiótico para selecionar plantas homozigotas contendo o transgene 

AdDHN (Figura 2). 

 

 

Figura 2. Imagem ilustrativa da segregação de plantas transgênicas de Arabidopsis 
thaliana. 

 

Os testes de segregação foram feitos com todos os eventos de transformação na 

geração T2 para identificar as linhagens em homozigose. Este teste consiste em germinar as 

sementes em placas de meio MS com higromicina (50 mg/L), se todas as sementes de uma 

planta germinarem e se desenvolverem normalmente, esta planta é considerada homozigota e 

suas sementes também (Figura 3).  
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Figura 3. Teste de homozigose em plantas na geração T2 em placas de meio MS com 
higromicina. Na primeira fileira um controle positivo de plantas de Arabidopsis não-
transformadas em Meio MS sem higromicina, na segunda fileira o controle negativo com 
plantas não-transformadas em meio MS em meio MS com higromicina e nas fileiras 
restantes sementes T2 de seis diferentes eventos. 

 

6.6. Caracterização molecular de linhagens transgênicas T1 de A. thaliana 

O RNA total foi extraído de plantas das linhagens transgênicas utilizando kit de extração 

de RNA de plantas (Qiagen). 

A análise quantitativa foi feita a 260 nm utilizando o espectrofotômetro Nanodrop ND-1000 

(ThermoScientific).  Já a análise qualitativa foi feita utilizando eletroforese em gel de agarose 

1,5%, não desnaturante, corado com brometo de etídio, com tampão de corrida TAE (Tris-

Acetato-EDTA) 1% e voltagem de 90 V, por aproximadamente 30 minutos. 

O RNA extraído de plantas das linhagens transgênicas foi submetido à análise pela 

técnica de RT-qPCR com objetivo de quantificar as expressões relativas dos transgenes, de 

acordo com o protocolo descrito por (Morgante et al. 2013). Os primers usados para 

amplificação de AdDHN foram foward (5’ ATGGCAGAGGAGCACCAC 3’) e reverse (5’ 

TCGCCACCGAGTTTGACGACAA 3’) e para o gene referência que codifica actina foram 

foward (5’ CTTGCACCAAGCAGCATGAA 3’) e reverse (5’ 

CCGATCCAGACACTGTACTTCCTT 3’).  

Os dados obtidos pela técnica de RT-qPCR foram corrigidos no software Miner 

(http://www.miner.ewindup.info/), que calcula a eficiência de cada reação de PCR fornecendo 

os valores de CT (Cycle threshold), que é o ciclo na qual a reação atinge o limiar da fase 

exponencial.  Os CTs do gene alvo foram normalizados com os valores de CTs do gene 

referência. Após isso, o software Qgene foi usado para calcular a expressão relativa de cada 

linhagem transgênica, onde os valores dos CTs do gene alvo e do gene referência são 

inseridos e o programa calcula a expressão realtiva basal de cada linhagem, subtraindo os 

valores da média dos CTs das triplicatas técnicas do gene alvo da média dos CTs do gene 

referência. 

 

http://www.miner.ewindup.info/
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6.7. Análise de expressão de genes relacionados à dehidrina 

       A análise da interação de outras proteínas com a Dehidrina foi feita utilizando o software 

on-line String (http://string-db.org/). Após traduzir os nucleotídeos em aminoácidos no site 

Expasy (http://web.expasy.org/translate/), a sequência peptídica deduzida de AdDHN foi 

colocada no String, e foi gerada uma rede de interação da proteína AdDHN com outras 

proteínas do organismo selecionado (A. thaliana). Dentre essas proteínas, estavam a 

Ascorbato Peroxidase, a Galactinol Sintase e o fator de transcrição DREB. Primers foram 

desenhados pelo Primer3Plus e foram feitas RT-qPCR com o evento selecionado e a planta 

não-transformada, sob condições controladas, sob estresse de seca e após reidratação. 

       Os iniciadores utilizados para a amplificação do ascorbato peroxidase foram foward (5’ 

GCATGGACATCAAACCCTCT 3’) e reverse (5’ TTTCTGAGCTTGGGTTTGCT 3’), para a 

amplificação do galactinol sintase foram forward (5’ GGCTATTTGTACGCGGTGAT 3’) e 

reverse (5’ GACTCCTTTCGCTGAACAGG 3’) e para a amplificação de DREB foram foward (5’ 

AAGGGTCGAAGAAGGGTTGT 3’) e reverse (5’ ATGTATGGTCCTTTGGCTCG 3’) (Kubo et al. 

1992 e Ribeiro et al., 2014) 

 

6.8. Ensaios de frio e calor 

Todos as linhagens selecionadas em homozigose seguiram para os ensaios de frio e 

calor. Para esses ensaios foram utilizadas placas de Petri de 150x15 mm com meio MS 

(Murashige e Skoog 1962), divididas em 6 partes iguais. Em cada placa foram plantados 5 

linhagens e a Col 0 não-transformada (12 sementes de cada linhagem e Col 0 não-

transformada). Foram feitas triplicatas para cada ensaio com seus respectivos controles (Figura 

3). 

 

 

Figura 4. Placa de 150x15 mm com meio MS contendo 12 sementes de cada linhagem 
(ex. L 29.2, L 30.5, L 32.5, L 36.7 e L 40.2) e da planta não-transformada, após uma hora 
de tratamento a -18°C. 

 

29.2 

30.5 36.7 

40.2 

32.5 

NT 

http://string-db.org/
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Os ensaios de frio e calor foram feitos duas semanas após a germinação das sementes. 

Para o tratamento de frio as placas foram deixadas a -18°C por 1 hora, e o de calor foi feito a 

37°C durante 8 horas. Ambos foram analisados a partir de 3 dias após o estresse, quando foi 

avaliado o número de sobreviventes e as plântulas foram coletadas e congeladas em nitrogênio 

líquido para análises posteriores. 

Nos ensaios de estresse osmótico, as sementes já foram plantadas em meio contendo 

NaCl e manitol, separadamente. As concentrações de NaCl e manitol utilizadas foram de 150 

mM e 400 mM, respectivamente. 

 

6.9. Ensaio de déficit hídrico 

Para o ensaio com seca foram selecionados 4 eventos transgênicos que foram escolhidos 

baseando-se em ensaios preliminares. Plantas transgênicas em T3 e Col 0 foram semeadas 

em potes de 250 mL contendo a mesma quantidade de substrato (Tropstrato HT Hortaliças) em 

cada um deles. Cada pote foi coberto por sacos plásticos, mantidos a 4°C por dois dias e 

transferidos para câmara de crescimento, onde os sacos foram retirados ao longo dos dias. O 

ensaio começou quando as plantas tinham três semanas e foram divididas em dois 

tratamentos, um grupo controle com irrigação a cada dois dias e o grupo estressado, onde a 

irrigação foi suspensa. No 15º dia após a suspensão da irrigação, os dois grupos foram 

analisados quanto à sua resposta fenotípica ao déficit hídrico e foram coletadas 10 plantas do 

grupo estressado e 10 plantas controle. Dessas plantas foram retirados os discos foliares para 

obter o teor relativo de água de cada uma delas e logo em seguida foram pesadas, congeladas 

em nitrogênio líquido e armazenadas em -80°C para análises futuras. No mesmo dia um outro 

grupo de plantas foi reidratado, esperou-se 2 dias e outra coleta foi feita da mesma forma da 

anterior. Foram tiradas fotos antes da suspensão da rega, com uma semana de seca, com 15 

dias de seca e 1 dia após a reidratação (Figura 5). 

 

Figura 5. Imagem ilustrativa do desenho experimental do ensaio de seca. 
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6.10. Análise da área foliar 

Para avaliar a área foliar foram tiradas fotos com câmera digital da parte aérea das plantas 

tanto transformadas quanto das não transformadas, que foram analisadas pelo software 

Rosette Tracker (De Vylder, 2012). 

 

6.11. Conteúdo relativo de água nas folhas 

Para a determinação do teor relativo de água (TRA), foi utilizado o método da submersão 

de discos foliares, conforme descrito por Klar (1988). Onde, para cada tratamento, 3 discos 

foliares de 0,8 cm² foram coletados (Clausen & Kozlowski, 1965), e logo em seguida pesados, 

para a obtenção da massa fresca (MF). Esses mesmos discos foram colocados em placa de 

Petri contendo água destilada e deixados submersos durante 12 horas. Após esse período, o 

excesso de água foi retirado, passando rapidamente os discos em papel absorvente e os 

discos foram novamente pesados, para obter-se a massa túrgida (MT). E para a obtenção da 

massa seca (MS), os discos seguiram para uma estufa de ventilação (70°C) por 4 horas. Para 

calcular o conteúdo relativo de água nas folhas, a seguinte equação foi usada:           

 
     

     
     

 

6.12. Quantificação de açúcares solúveis totais (AST) 

       Primeiro houve a preparação do material, que foi liofilizado por 48 horas, pesou-se 10 mg 

em Eppendorf de 2 mL devidamente identificados. Para a extração adicionaram-se 500 µL de 

etanol 80%, homogeneizou-se a mistura em vórtex, as amostras foram incubadas no banho-

maria a 80°C por 20 minutos e, após centrifugação (10 minutos, 10000g) o sobrenadante foi 

coletado. Esse processo foi repetido duas vezes e os extratos juntados. 

       Para a quantificação de açúcares solúveis totais (AST) 50 µL de amostra foram 

transferidos para um tubo de ensaio. Foram acrescentados 450 µL água milli-Q, 500 µL de 

fenol 5% e 2500 µL de ácido sulfúrico. Cada amostra foi colocada separadamente em cuvetas 

e foram feitas as leituras de absorbância a 490 nm (DuBois et al., 1956). A quantificação foi 

feita por meio de uma curva de calibração utilizando glicose como padrão. 

 

7. RESULTADOS 

7.1. Caracterização do gene dehidrina do Arachis duranensis 

      Os resultados da análise in silico indicam que a ORF de AdDHN possui 676pb, e sua 

sequência peptídica deduzida possui 225 aminoácidos. A proteína AdDHN apresenta um 

domínio S e dois domínios K (Figura 3). Sendo, portanto, uma Dehidrina do tipo SKn, mais 

especificamente SK2. 
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Figura 6. Alinhamento da sequência peptídica deduzida do gene AdDHN por meio da 
ferramenta ClustalW acessado pelo programa BioEdit entre a Dehidrina de Arachis 
duranensis e Dehidrinas de outras leguminosas. Em destaque, os domínios conservados 
(S = SSSSSSS, K1 = EKKGFLDKIKEKLPG e K2 = EKKGILEKIKEKLPG) representando uma 
Dehidrina do tipo SK2. 

 

      7.2. Transformação do vetor binário em linhagem desarmada A. tumefaciens GV 3101 

      O vetor binário pPZP-AdDHN foi introduzido na linhagem desarmada Agrobacterium 

tumefaciens GV 3101 por meio de eletroporação. A efetividade da transformação foi 

confirmada por meio de uma análise dos produtos de amplificação obtidos pela PCR das 

ORF’s dos genes eGFP, de virulência (VIRD2A), que confere resistência à higromicina 

(HygroR) e AdDHN (DHN) utilizando como template o DNA de seis colônias crescidas em meio 

seletivo (canamicina a 100 mg/mL e gentamicina a 50 mg/mL) (Figura 4) selecionadas 

aleatoriamente. Os iniciadores utilizados para amplificar VIRD2A foram foward (5’ 

ATGCCCGATCGAGCTCAAGT 3’) e reverse (5’ CCTGACCCAAACATCTCGGCTGCCCA 3’) 

(Haas et al, 1995), para HygroR foram foward (5’ TCCGGAAGTGCTTGACATTG 3’) e reverse 

(5’ ATGTTGGCGACCTCGTATTG 3’) (Lacorte et al, 2015) e para amplificar AdDHN foram 

foward (5’ ATGGCAGAGGAGCACCAC 3’) e reverse (5’ TCGCCACCGAGTTTGACGACAA 3’). 

       A introdução do vetor pPZP-AdDHN na linhagem GV 3101 foi confirmada pela presença 

dos genes eGFP, VIRD2A, HygroR e AdDHN. As seis culturas bacterianas das colônias 

selecionadas foram armazenadas em glicerol 15% a -80°C e utilizadas posteriormente para a 

transformação de A. thaliana. 
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Figura 7. Gel de agarose a 1,5% (p/v), corado com brometo de etídio, contendo produtos 
de amplificação por PCR de eGFP (350pb, verde), VIR (338pb, vermelho) e AdDHN 
(676pb, amarelo). Cada par de iniciador foi utilizado para a amplificação por PCR a partir 
do DNA de cada colônia selecionada. Marcador molecular 1Kb Plus (Invitrogen). 

 

7.3. Transformação de A. thaliana e seleção das gerações T0 até T2 

       A transformação de plantas de A. thaliana pelo método de imersão de botões florais com a 

linhagem de A. tumefaciens 4404 contendo o vetor binário pPZP-AdDHN foi realizada com 

sucesso. 30 plantas de A. thaliana foram transformadas e todas as sementes T0 contidas nas 

sílicas originárias dos botões florais transformados foram coletadas 20 dias após a 

transformação. Parte das sementes T0 coletadas foram semeadas em 30 placas de 10x13 mm 

(meio MS acrescido de 50 mg/L de higromicina), contendo aproximadamente 160 sementes por 

placa. Depois de duas semanas, 60 sementes T0 germinaram em meio seletivo, 

correspondendo cada uma a um evento único de transformação. A média de eficiência de 

transformação foi de 1,25%, correspondendo a 60 sementes T0 selecionadas em meio seletivo 

a partir de 4800 sementes semeadas. Essa eficiência está acima da média esperada, de 1% 

para o método de imersão dos botões florais (Clough e Bent, 1999). As sementes (geração T1) 

oriundas dos eventos de transformação T0 foram semeadas em meio MS seletivo (50 mg/L de 

higromicina) a uma média de 160 sementes por evento T0. As sementes da geração T1 foram 

avaliadas quanto à segregação em relação à resistência ao antibiótico, mostrando a taxa de 

segregação de 0,025 a 0,075%, que é abaixo da esperada de 0,75% de plantas resistentes 

para cada 0,25% plantas não resistentes ao antibiótico. Todas as 123 plantas selecionadas dos 

28 eventos que foram para T1 seguiram para T2 e foram avaliadas quanto à segregação em 

relação à resistência ao antibiótico, de onde foram selecionadas as plantas homozigotas de 

cada evento contendo o transgene AdDHN (Figura 8 e Apêndice 1). 

 

 

+ 676pb 

350pb 
338pb 
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Figura 8. Resumo ilustrativo das etapas de seleção da geração T0 até T2. 

 

       7.4. Seleção de linhagens T2 em homozigose 

       Sementes na geração T2, derivadas de uma mesma planta em geração T1, foram 

semeadas em placas com meio seletivo para que fossem selecionadas plantas em homozigose 

na geração T2 para cada evento. Além da seleção em higromicina, visualização da 

fluorescência da GFP (Figuras 9 e 10) também foi utilizada para confirmar a expressão do 

transgene nas plantas. No total, 21 plantas na geração T2 de 13 linhagens distintas foram 

identificadas como homozigotas, ou seja, não segregaram (Figura 9). Para nove linhagens não 

foram selecionadas plantas em homozigose. Em média, 21 plantas em geração T2 foram 

selecionadas como sendo homozigotas para cada 69 sementes semeadas, derivadas de uma 

mesma planta em geração T1. 
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Figura 9. Placa de ELISA contendo meio MS, onde foram semeadas sementes de A. 
thaliana para seleção de plantas em homozigose. Linha A: sementes com Col 0 não 
transformadas semeadas em meio MS sem higromicina (controle positivo); Linha B: 
sementes de Col 0 não transformadas semeadas em meio MS com higromicina (controle 
negativo); Linhas C a H: sementes em geração T2 derivadas de seis plantas T1 
semeadas em meio MS com higromicina. Todas as sementes na linha H germinaram e se 
desenvolveram, indicando que estas plantas são homozigotas, isto é, não segregaram 
para a resistência à higromicina. 

 

 

Figura 10. Planta transgênica (linhagem 11.3) em geração T2 emitindo fluorescência 
quando exposta ao comprimento de onda próximo ao do UV, devido à expressão do 
transgene eGFP.  
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7.5. Análises moleculares das plantas transgênicas em geração T2 

Para determinar se o transgene AdDHN está sendo expresso nas linhagens em geração T2 

em homozigose, análises de expressão gênica relativa foram realizadas por meio da técnica de 

RT-qPCR. De acordo com essas análises, todas as 13 plantas analisadas expressam o 

transgene AdDHN em níveis que variam de 0,03 a 0,45 vezes o do gene referência utilizado, 

isto é, o gene actina de A. thaliana. A diferença de expressão do trasgene AdDHN varia de 

15,25 vezes entre o evento com a menor expressão relativa (32.5) e aquele com a maior 

(44.2). Essa variação entre os níveis de expressão do transgene podem ter ocorrido devido ao 

local de inserção do transgene no DNA da planta ou pelo número de cópias inseridas. 

  

 

 

Figura 11. Expressão relativa basal do transgene AdDHN de 13 eventos transgênicos de 
A. thaliana selecionados,  em relação ao gene actina de A. thaliana, utilizado como 
normalizador. Os valores da expressão relativa foram as médias de três replicatas 
técnicas e as barras indicam o erro padrão. O teste de análise de variância usado foi o 
ANOVA (P≤0,05).  

 

Além do nível de expressão, relativo ao gene de referência actina de A. thaliana, a análise 

da curva dissociação obtida pela reação de RT-qPCR mostrou que houve apenas um pico de 

amplificação, indicando que os produtos amplificados são específicos para o gene de interesse 

AdDHN (Figura 13A) e para o gene referência (Figura 13B). A análise da curva de dissociação 

é importante para garantir que não há contaminações na reação ou amplificações 

inespecíficas, indicando que os iniciadores foram desenhados corretamente. 
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Figura 12. Curva de dissociação da reação de RT-qPCR de 5 plantas, mostrando apenas 
um produto específico de amplificação do transgene AdDHN (A) e do gene referência 
actina de A. thaliana (B). 

 

Para verificar se o produto de amplificação gerados pelos iniciadores desenhados para 

amplificar a ORF de AdDHN não amplificariam alguma outra dehidrina de A. thaliana, a 

sequência da ORF do transgene AdDHN, originária de A. duranensis, foi alinhada por meio da 

ferramenta ClustalW com três diferentes sequências de dehidrinas presentes em A. thaliana 

(Figura 14). Essas três dehidrinas foram encontradas por meio da ferramenta BlastN presente 

no site de A. thaliana (https://www.arabidopsis.org/cgi-bin/Blast/TAIRblast.pl), onde a sequência 

nucleotídica da ORF de AdDHN foi inserida e as sequências mais similares à apresentada 

foram exibidas, junto com seus valores de significância (e-value). Das 80 sequências de 

diferentes dehidrinas que o site apresentou, foram selecionadas as três com menores valores 

A 

B 

https://www.arabidopsis.org/cgi-bin/Blast/TAIRblast.pl
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de e-value, que indica maior similaridade entre as sequências nucleotídicas. Essas dehidrinas 

equivalem a uma dehidrina do tipo COR27 (Cold-regulated 47, AT1G20440), uma do tipo 

XERO1 (AT3G50980) e outra sem notação (AT4G38410). O alinhamento mostrou que a região 

nucleotídica onde foram desenhados os pares de iniciadores não apresenta qualquer 

similaridade com a mesma região onde estão alinhadas as três dehidrinas de A. thaliana 

selecionadas. 

 

 

 

Figura 13. Alinhamento da sequência da ORF de AdDHN com sequências de cDNA de 
três diferentes dehidrinas presentes em Arabidopsis thaliana (AT1G20440, AT3G50980 e 
AT4G38410). Em destaque (retângulos pretos), estão as regiões nucleotídicas onde 
foram desenhados os iniciadores para amplificar a ORF de AdDHN. 
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       7.6. Ensaios de baixa e alta temperatura, NaCl e manitol 

7.6.1. Análise da taxa de sobrevivência das plântulas 

Todas as 13 linhagens selecionadas quanto à homozigose seguiram para os testes de 

temperaturas extremas: frio (-18°C por 1 hora) e calor (37°C por 8 horas). Nesses ensaios, foi 

possível observar que somente uma minoria (5 linhagens) responderam de maneira 

diferenciada em relação ao controle negativo (planta não-transgênica) ou mesmo em relação 

às demais linhagens, dentro de cada tratamento. Porém, essa diferenças não foram 

significativas.  

       As taxas de sobrevivência das plântulas germinadas de cada linhagem e do controle 

negativo (planta não-transgênica) foram observadas (Figuras 14A e 14B). No tratamento de frio 

o controle negativo e os eventos não apresentaram diferenças significativas nas taxas de 

sobrevivência, enquanto no tratamento de calor, a linhagem 44.2 apresentou uma taxa de 

sobrevivência significativamente menor do que 6 linhagens. Esse resultado indica que a 

superexpressão de AdDHN não está influenciando no sentido de aumentar a taxa de 

sobrevivência das plantas transgênicas quando submetidas aos estresses por temperaturas 

extremas. 
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Figura 14. Taxa de sobrevivência das plântulas germinadas de 13 linhagens e da planta 
não-transgênica (NT), 3 dias após o tratamento a -18°C por 1 hora (A) e a 37°C por 8 
horas (B). As taxas de sobrevivências estão representadas por barras e o erro padrão 
das três repetições técnicas pelas linhas verticais. Foi utilizado o teste de análise de 
variância ANOVA (p≤0,05).  

 

A sobrevivência e o crescimento das plântulas no meio contendo NaCl e manitol foram 

bastante reduzidos e não foram observadas diferenças entre a não-transformada e as 

linhagens trangênicas. 

 

       7.6.2. Análise do teor de açúcares solúveis totais 

As análises do teor de açúcares solúveis totais foram realizadas apenas com as 

linhagens ou planta não-transgênica que apresentaram maiores taxas de sobrevivência e, 

portanto, permitiram que houvesse material suficiente para realizar as análises das triplicatas 

técnicas. Com isso, apenas sete linhagens (L 18.3, L 29.2, L 32.5, L 36.7, L 40.2, L 42.8 e L 

43.4), das 13 testadas, foram analisadas quanto aos seus teores de açúcares solúveis totais. 

Os resultados do teor de açúcares solúveis totais evidenciaram que os teores de açúcares nas 

plantas das linhagens se mantiveram os mesmos tanto nos indivíduos controles não tratados 

quanto nos indivíduos tratados com temperaturas extremas. Já nas plantas não-transgênicas, 

quando comparadas ao grupo controle não tratado, houve aumento no teor de açúcares para 

indivíduos submetidos ao tratamento de calor e no tratamento de frio as plantas mantiveram 

seu teor de açúcares solúveis. Esses resultados indicam que a superexpressão de AdDHN não 

modifica o teor de açúcares solúveis totais em condições controle e esses níveis não são 

alterados quando as plantas transgênicas são submetidas a temperaturas extremas de calor e 

frio, o que não foi observado nas plantas não-transgênicas, que respondem ao tratamento de 

calor aumentando o seu teor de açúcares solúveis totais. 
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Figura 15. Teor de açúcares solúveis totais das linhagens (L18.3, L29.2, L32.5, L36.7, 
L40.2, L42.8 e L.43.4) e da planta não-transgênicas (NT), três dias após o tratamento a -
18°C durante 1 hora (barras verdes), a 37°C durante 8 horas (barras vermelhas) e sob 
condições de luz e temperaturas controles (barras azuis). O erro padrão das três 
repetições técnicas estão representados pelas linhas verticais em cada barra. O efeito 
significativo de cada tratamento está indicado por asteriscos, e foi usado Teste-T (n=3, 
P≤0,1). 

 

7.7. Ensaio de déficit hídrico gradual 

       7.7.1. Análise do fenótipo e da área foliar das plantas submetidas a seca 

       As linhagens utilizadas para esse ensaio foram selecionadas de acordo com testes de 

temperaturas extremas feitos anteriormente e levando em consideração as variações na 

expressão relativa do transgene AdDHN em cada linhagem. O fenótipo das plantas 

transgênicas se mostrou similar ao das plantas não-transformadas (controle negativo) quando 

sob condições normais de irrigação (Figura 16A). A partir de uma semana início do tratamento 

(suspensão da irrrigação), todas as plantas, transgênicas e não-transgênicas, começaram a 

mostrar uma coloração mais arroxeada nas folhas, evidenciando que as plantas estavam 

respondendo ao estresse e indicando o acúmulo de antocianina, apresentando esse fenótipo 

mais acentuado no final do tratamento, 15 dias sem irrigação (Figura 16B). Além disso, tanto 

na planta não-transformada quanto em uma das linhagens analisadas (L 11.3) houve a 

emissão de botões florais, fato que só ocorre antes do esperado em plantas que estão sob 

forte estresse. 

       Dois dias após a reidratação, tanto as plantas transgênicas da maioria das linhagens (29 

em 40), assim como as plantas não-transgênicas (6 em 10) apresentaram a retomada da cor 

verde, indicando que as plantas não tinham atingido seu ponto de murcha permanente e que 

tinham a capacidade de retornar ao seu estado anterior ao estresse. Porém, em relação ao 

desenvolvimento foliar, no momento da avaliação das plantas reidratadas (2 dias após 

0 

1000 

2000 

3000 

4000 

5000 

6000 

7000 

8000 

9000 

NT L 18.3 L 29.2 L 32.5 L 36.7 L 40.2 L 42.8 L 43.4 

µ
g

 d
e 

a
çú

ca
r/

m
g

 d
e 

p
es

o
 s

ec
o

 

 

Controle 37°C -18°C 



34 
 

reidratação) foram observadas rosetas de tamanhos maiores entre as plantas das linhagens 

transgênicas quando comparadas às plantas não-transformadas (Figura 16C). Isso pode 

indicar que as plantas que estão superexpressando AdDHN se recuperam mais rápido das 

injúrias quando submetidas a estresse de déficti hídrico. 

       As plantas, transgênicas e não-transgênicas, que foram mantidas sob condições normais 

de irrigação durante os 15 dias de ensaio se mantiveram verdes no decorrer do ensaio e tanto 

as linhagens quanto as plantas não transformadas apresentaram desenvolvimento foliar 

aparentemente iguais. No que diz respeito às análises fenotípicas, a superexpressão de 

AdDHN não alterou o fenótipo das plantas em condições normais de irrigação, assim como 

quando as plantas estavam sob déficit hídrico. Apesar disso, depois que as plantas foram 

reidratadas as linhagens mostraram, aparentemente, maior desenvolvimento foliar quando 

comparadas às plantas não transformadas. 

 

 

Figura 16. Fenótipo das plantas não transgênicas (NT); primeira linha horizontal) e de 
quatro linhagens transgênicas (L 11.3, L 29.2, L 30.5 e L 32.5; 2ª a 4ª linha horizontal), 
antes da retirada da rega (A), no 15° dia sem irrigação (B) e 2 dias após a reidratação (C). 

 

       A análise da área foliar pelo programa Rosette Tracker foi realizada nos indivíduos 

pertencentes a quatro linhagens antes do tratamento e uma semana após o início do 

tratamento. Tanto as plantas controle não-transgênicas quanto as plantas transgênicas 

aumentaram sua área foliar com uma semana de estresse, tendo uma linhagem (L 32.5) 

apresentado maior média de área foliar, porém, sem diferença significativa.  

 

A B A B C 

NT 

L 11.3 

L 29.2 

L 30.5 

L 32.5 



35 
 

 

Figura 17. Imagem do programa Rosette Tracker detectando as rosetas de A. thaliana 
com diferentes cores para cada indivíduo a fim de medir suas áreas foliares. 

 

Figura 18. Média das áreas foliares das rosetas de quatro linhagens transgênicas (L 11.3, 
L 29.2, L 30.5 e L 32.5) e das plantas não-transgênicas (NT) não transgênico antes do 
estresse e com uma semana de tratamento de déficit hídrico gradual (azul) e com uma 
semana de tratamento (vermelho). As barras indicam as médias das áreas foliares de 10 
plantas e foi usado o teste estatístico de T-Student (p≤0,05), não apresentando diferença 
significativa entre plantas transgênicas das quatro linhagens e plantas do controle 
negativo. 

 

7.7.2. Análise do teor relativo de água 

A análise do teor relativo de água mostrou que, em condição normal de irrigação não 

houveram diferenças significativas entre os teores relativos de água das linhagens e das 

plantas não-transformadas. Porém, sob estresse hídrico, uma das linhagens analisadas (L 

32.5), apresentou maior teor relativo de água quando comparada à planta controle não-

transformada, após 15 dias sem irrigação. Esses resultados indicam que a superexpressão de 
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AdDHN está auxiliando a planta transgênica a reter maior quantidade de água do que a planta 

não-transformada, em condições de déficit hídrico. 

       As plantas (transgênicas e não-transgênicas) que ficaram 15 dias sem irrigação e foram 

reidratadas conseguiram retomar seu teor relativo de água, igualando-se aos teores 

observados nas suas respectivas plantas controle, que receberam irrigação durante o tempo de 

suspensão de rega do grupo estressado. Nenhuma linhagem mostrou teor relativo de água 

diferente das plantas não-transformadas, indicando que após a reidratação o comportamento 

das plantas contendo o transgene AdDHN é igual ao da planta que não contém o transgene 

AdDHN. 

 

 

 

Figura 19. A - Média do teor relativo de água em plantas não transgênicas (NT) e quatro 
linhagens selecionadas (L 11.3, L 29.2, L 30.5 e L 32.5) sob condições controladas de 
irrigação durante 15 dias (azul) e após 15 dias sem irrigação (vermelho). B – Média do 
teor relativo de água em plantas não transgênicas (NT) e quatro linhagens selecionadas 
(L 11.3, L 29.2, L 30.5 e L 32.5) sob condições controladas de irrigação durante 17 dias 
(azul) e reidratadas após 15 dias de tratamento de seca (vermelho). O asterisco indica 
diferença significativa entre a linhagem e o controle negativo, dentro do mesmo 
tratamento. O erro padrão está representado por linhas verticais e foi usado o Teste T-
Student (n=10, P≤0,05). 

 

7.8. Expressão relativa de ascorbato peroxidase, galactinol sintase e DREB em plantas 

transgênicas de A. thaliana  

A expressão relativa de três genes de A. thaliana foi analisada na linhagem transgênica 

32.5: ascorbato peroxidase (AtAPx); galactinol sintase (AtGolS1) e o fator de transcrição DREB 

(Dehydration-responsive binding) AtDREB. Esses três genes foram escolhidos para esse 

estudo, pois são conhecidamente responsivos a diferentes estresses abióticos, como déficit 

hídrico e salinidade (Nishizawa et al., 2008; Lata e Prasad, 2011; Chiang et al., 2015). Além do 

que, esses genes são coexpressos com os dois tipos de dehidrina de A. thaliana (COR47 e 

ERD10) mais similares à AdDHN, segundo análise feita no site String (http://string-db.org/). A 

linhagem transgênica 32.5 foi escolhida para essas análises pois foi a linhagem que 

apresentou maior teor relativo de água em relação à planta não-transformada quando 

submetidas à déficit hídrico. A expressão dos genes AtAPx, AtGolS1 e AtDREB foi normalizada 

A B 
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em relação ao gene referência actina de A. thaliana (ACT2) e relativizada na linhagem 

transgênica 32.5 em relação a plantas não-transgênicas (32.5/NT) ou nos indivíduos tratados 

em relação aos não tratados (EST/CTR). 

       A análise da expressão relativa do gene AtAPx (Figura 20A) indicou que sua expressão 

não foi alterada (expressão relativa em torno de ACT2) quando indivíduos da linhagem 

transgênica 32.5 e do controle não-transgênico foram submetidos a déficit hídrico gradual 

(EST/CTR; Figura 21A). Entretanto, a expressão de AtAPx parece ser induzida pela 

superexpressão do transgene AdDHN (L 32.5/NT). A indução de AtAPx na linhagem 

transgênica 32.5 ocorre tanto em indivíduos submetidos a déficit hídrico gradual (EST), com um 

aumento da expressão em torno de uma vez, quanto em indivíduos mantidos em irrigação 

constante (CTR), com um aumento da expressão em torno de uma vez (Figura 21A). Esses 

resultados mostram que superexpressão do transgene AdDHN aumenta a expressão de AtAPx 

em plantas transgênicas e que a mesma não é influenciada pelo déficit hídrico.    

      A expressão relativa de AtGolS1 (Figura 20B) mostrou que quando se compara a planta 

transgênica com a planta não-transgênica em condições normais de irrigação (L 32.5/NT, 

CTR), ambas apresentam o mesmo nível de expressão relativa de AtGolS1, fato que indica que 

a superexpressão de AdDHN não altera a expressão de AtGolS1 em condição controle. Porém, 

sob déficit hídrico (EST), a linhagem selecionada apresenta o nível de expressão de AtGolS1 

1,5 vezes maior do que a planta não-transformada (L 32.5/NT) e quando a linhagem sob 

estresse é comparada ao seu controle (L 32.5/L 32.5, EST/CTR), o nível de expressão de 

AtGolS1 é 0,5 vezes maior. E, ainda, o nível de expressão de AtGolS1 não é alterado quando 

se compara a planta não-transformada estressada com o seu controle (NT/NT, EST/CTR). 

Então, o que os dados indicam é que a superexpressão de AdDHN só altera os níveis de 

expressão de AtGolS1 quando as plantas transgênicas estão sob estresse. 

       E com os dados de expressão gênica de DREB (Figura 20C) é possível concluir que, em 

condições normais de irrigação (CTR), a expressão relativa de DREB aumenta quase duas 

vezes mais na linhagem selecionada quando comparada à planta não-transformada (L 

32.5/NT). Já sob tratamento de seca (EST), a expressão relativa de DREB é quase uma vez 

maior na planta transgênica do que na planta não-transgênica (L 32.5/NT), indicando que, a 

superexpressão de AdDHN aumenta os níveis de expressão relativa de DREB tanto em 

condição normal de irrigação quanto sob estresse hídrico. As comparações da linhagem 

estressada com seu controle (L 32.5/L 32.5, EST/CTR), que apresentou nível de expressão 

relativa de DREB duas vezes maior, e da planta não-transformada estressada com seu 

controle (NT/NT, EST/CTR), que apresentou nível de expressão relativa de DREB 4,5 vezes 

maior, indicam que a expressão de DREB é também influenciada pelo tratamento de seca. 
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Figura 20. Expressão relativa dos genes ascorbato peroxidase (A), galactinol sintase (B) e DREB (C) em plantas de A. thaliana. A primeira barra 
corresponde à expressão relativa dos genes em indivíduos da linhagem transgênica 32.5 e da planta não-transgênica (NT) sob condições de 
irrigação normal (CTR). A segunda barra corresponde à expressão relativa dos genes em indivíduos da linhagem transgênica 32.5 e da planta não-
transgênica (NT) sob condições de estresse hídrico (EST). A terceira barra corresponde à expressão relativa dos genes em indivíduos da linhagem 
transgênica 32.5 sob condições de estresse hídrico (EST) e sob condições de irrigação normal (CTR). A quarta barra corresponde à expressão 
relativa dos genes em plantas não-transgênicas sob condições de estresse hídrico (EST) e sob condições de irrigação normal (CTR). O asterisco 
indica diferença significativa (p≤0,05) entre os tratamentos, calculada pelo programa Rest. 
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8. DISCUSSÃO 

       Na natureza, as plantas estão expostas a múltiplas e variadas situações de estresse. Os 

estresses abióticos, como seca, salinidade e temperaturas extremas, atingem uma ampla área 

agricultável e podem diminuir drasticamente a produtividade afetando sobremaneira a 

sobrevivência das plantas (Cramer et al., 2011).  

       Uma vez que os diferentes tipos de estresse são percebidos pelas plantas, várias vias de 

respostas moleculares são acionadas e genes são ativados para garantir sua sobrevivência em 

condições adversas (Vinocur and Altman, 2005). Esse é o caso dos genes que codificam 

proteínas conhecidas como Dehidrinas, que são proteínas do tipo LEA (Late Embryogenesis 

Abundant) que se acumulam em tecidos que estão sofrendo desidratação (Wise and 

Tunnacliffe, 2004), assim como há também vários estudos as relacionando com a tolerância ao 

frio (Imamura et al., 2013), sal (Saibi et al., 2015) e calor (Brini et al., 2010). 

       No presente estudo, o gene que codifica uma Dehidrina de Arachis duranensis (AdDHN) 

foi caracterizado, clonado e transferido para plantas transgênicas de A. thaliana visando 

estudar os efeitos pleiotrópicos de sua superexpressão na resposta dessas plantas a diferentes 

estresses abióticos. 

 

8.1. Caracterização molecular de AdDHN 

       Dehidrinas podem se diferenciar quanto ao número de domínios conservados e suas 

posições na estrutura proteica (Allagulova et al., 2003; Rorat, 2006; Chiappetta et al., 2015). A 

Dehidrina codificada pelo gene AdDHN de A. duranensis foi aqui caracterizada como do tipo 

SK2. Segundo Close (1996), Dehidrinas desse tipo estão incluídas no grupo SKn, que tem como 

representantes tanto Dehidrinas do tipo SK2 quanto do tipo SK3. O alinhamento da sequência 

proteica deduzida de AdDHN com a sequência peptídica de Dehidrinas de outras espécies 

leguminosas mostrou alta similaridade (98,2% para o domínio S, 99,6% para o primeiro 

domínio K e 97,6% para o segundo domínio K) entre os domínios conservados típicos de SK2. 

       A função das Dehidrinas do tipo SK2 ainda não está totalmente elucidada, mas sabe-se 

que ela está envolvida principalmente nas respostas aos estresses de frio e desidratação 

(Hanin et al., 2011). Três Dehidrina foram isoladas do amendoim cultivado (A. hypogaea) e 

caracterizadas como sendo dos tipos YnSKn, YnKn e SKn (Su et al., 2012). Essas Dehidrinas 

(AhDHNs) mostraram-se responsivas a tratamento com tungstato (que é um supressor de 

ABA), onde as expressões das AhDHN foram reduzidas, indicando que a supressão de ABA 

também diminuía a expressão das AhDHN. Entretanto, este é o primeiro estudo de 

caracterização de uma Dehidrina de espécies silvestres de Arachis. A. duranensis é um dos 

parentais silvestres do amendoim cultivado (A. hypogaea), e tem seu centro de origem na 

América do Sul, principalmente em regiões do Cerrado, caracterizada pela seca acentuada nos 

períodos de inverno. Por isso, A. duranensis desenvolveu, ao longo de sua evolução, 

mecanismos de adaptação à deficiência hídrica e é por esse motivo que estudos anteriores 

(Guimaraes et al., 2012; Brasileiro et al., 2015) fizeram o perfil do transcriptoma de A. 
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duranensis durante tratamento de seca (dry-down) e validaram por RT-qPCR os genes 

diferencialmente expressos sob condições de seca e sob condições normais de irrigação. 

        

8.2. Obtenção e caracterização de plantas transgênicas de A. thaliana expressando 

AdDHN 

       A literatura descreve que a transformação de A. thaliana por meio da técnica de imersão 

de botões florais tem uma eficiência média de 1%, ou seja, a cada 100 sementes T0 obtidas 

após a transformação apenas uma será transformada (Desfeux et al., 2000). No presente 

trabalho, a eficiência de transformação de A. thaliana pela linhagem de A. tumefaciens 

contendo o vetor pZP-AdDHN foi de 1,17%, mostrando que em nossas condições de 

laboratório foi possível reproduzir com sucesso o protocolo descrito na literatura. 

Provavelmente isso ocorreu por um conjunto de condições respeitadas (Godwin et al, 1992), 

como a sacarose como fonte de carbono para A. tumefaciens a uma concentração de 5% e 

temperatura de crescimento entre 27 e 30°C.  O tempo entre a primeira e a segunda imersão 

dos botões florais, que deve ser de 5 a 6 dias. Além disso, a correta manutenção da umidade 

(80%) e temperatura (22 ±2°C) foi realizada, propiciando o ambiente ideal para que a 

transformação acontecesse com sucesso (Clough e Bent, 1999; Oliveira, 1999; Brasileiro e 

Carneiro, 2015). 

       A análise molecular por meio de PCR das plantas transgênicas obtidas na geração T1 

permitiu confirmar a presença dos transgenes e, posteriormente, por meio de RT-qPCR, foi 

possível confirmar a expressão dos mesmos em plantas transgênicas na geração T2. A 

seleção visual das plantas transformadas foi feita por sua segregação em meio contendo 

higromicina, e em T1 a segregação esperada era de 0,75% de plantas transformadas para 

0,25% de plantas não-transformadas, porém, a segregação observada foi menor, variando de 

0,025% a 0,075%. Segregações menores que a esperada já foram observadas em trabalhos 

anteriores (Xie, 2001), fato que é atribuído ao número de cópias do transgene inserido no DNA 

da planta. De acordo com Hensel et al. (2012) e Singh et al. (2015), quando é observada a 

proporção 3:1, normalmente há uma cópia inserida no DNA da planta transgênica, em 

contrapartida, quando a proporção observada é maior do que 3:1, geralmente há mais de um 

número de cópia do transgene inserido no DNA da planta.  

       A seleção de plantas transgênicas por resistência à higromicina não altera a germinação 

das plantas, porém, as plantas não transformadas apresentam menor desenvolvimento até que 

atingem a morte. Azmi (2014) mostrou que, o método de seleção por higromicina é eficaz 

quando é colocada a concentração correta de higromicina no meio, variando de 20 a 40 mg/L, 

enquanto no presente estudo foram usados 50 mg/L, fato que pode ter interferido na 

segregação das plantas transformadas.  

       Outro método de seleção das plantas transgênicas foi com a verificação da fluorescência 

da eGFP. Em algumas plantas foi possível ver a fluorescência apenas nas raízes ou em 

tecidos que estavam em desenvolvimento, levando a crer que seria uma planta quimérica, 

porém, fez-se PCR da parte aérea da planta e o transgene estava inserido no DNA da mesma. 
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O que pode explicar isso é o fato da detecção de GFP ser reduzida em tecidos mais 

desenvolvidos devido ao espalhamento do sinal de fluorescência ao longo tecido, sendo mais 

fácil fazer essa detecção em tecidos menores ou em desenvolvimento e quando há níveis 

médios a altos de GFP (Ruijter et al., 2003). 

       A análise da expressão relativa de AdDHN nas 13 linhagens T2 em homozigose mostrou 

uma variação de 15,25 vezes entre a linhagem de menor expressão relativa (0,03) e aquela de 

maior (0,46). Esse resultado já era esperado visto que cada evento T0 de transformação é 

único, seja pelo local de inserção do transgene no DNA da planta ou pelo número de cópias 

inseridas ou pelo tipo (em série, na mesma direção, invertido, aleatórios no genoma, etc.) de 

inserção dessas cópias (Kohli et al., 2010). Essas características únicas de cada evento T0 são 

transferidas para as futuras gerações T1 e T2 e podem explicar as diferenças fenotípicas, 

bioquímicas e fisiológicas observadas entre as linhagens derivadas dos diferentes eventos T0 

em respostas aos tratamentos impostos. O local de inserção do gene pode modificar bastante 

a sua expressão, genes próximos ao transgene ou fatores de transcrição podem modular a sua 

expressão, assim como a inserção em regiões de heterocromatina ou de regiões repetitivas 

podem levar ao silenciamento do transgene (Goldsbrough and Bevan, 1991; Takano et al., 

1997; Tamura et al., 2016). O número de cópias e a maneira como elas são inseridas no DNA 

da planta também interferem no nível de expressão do transgene, e geralmente múltiplas 

cópias do transgene resulta no seu silenciamento, seja por metilação, co-supressão ou trans-

inativação (Gang et al., 2002; Hensel et al., 2012) 

 

8.3. Efeito da superexpressão de AdDHN na resposta ao frio e ao calor 

       Durante estresses abióticos, é comum as plantas responderem com mudanças nas 

concentrações de seus componentes celulares, como o aumento da produção de açúcares, 

que servem como osmólitos para as células não perderem água e, dessa maneira, se 

conservarem íntegras (Vinocur and Altman, 2005). No presente estudo, as sete linhagens 

transgênicas de A. thaliana avaliadas quanto ao seu teor de açúcar, mostraram níveis de 

açúcares iguais ao do controle não-transgênico, tanto em condição controle quanto no 

tratamento com frio. Esses resultados sugerem que a superexpressão de AdDHN não altera os 

teores de açúcares solúveis totais em condições controle, que, portanto, a expressão 

constitutiva de AdDHN não interfere nas vias de biossíntese de açúcares solúveis totais. A 

superexpressão de uma Dehidrina do tipo SK3 mostrou também esse mesmo resultado, com os 

níveis de açúcares solúveis da planta não transformada e das linhagens não variando em 

condição controle, porém, houve o aumento desses níveis nas linhagens quando submetidas a 

condições de frio (Puhakainen et al., 2004). Durante o tratamento com frio, geralmente há o 

aumento dos níveis de açúcares solúveis, mesmo nas plantas não-transformadas 

(Janmohammadi et al., 2015), mas no presente estudo não foi observado isso. Esse fato indica 

que, embora a temperatura tenha sido ideal para o experimento, pode-se pensar que o tempo 

de exposição ao estresse pode ter sido baixo. 
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       No ensaio com alta temperatura, a planta não-transformada mostrou significativo aumento 

no teor de açúcares solúveis totais, indicando que a planta estava passando por estresse 

osmótico, e aumentou seus níveis de açúcares para tentar manter seu teor celular de água, 

assim como descrito em Hideno et al. (2012) e Shao et al. (2012). Esse resultado sugere que 

sob estresse de alta temperatura, as plantas que superexpressam AdDHN não estão 

respondendo no sentido de aumentar o teor de seus açúcares solúveis. Pode ser que o 

transgene esteja interferindo em algum passo da via de biossíntese desses açúcares, fazendo 

com que seus níveis se mantenham constantes, não importando o estresse a que a planta é 

submetida. 

        

8.4. Efeito da superexpressão de AdDHN na resposta ao déficit hídrico 

       Durante o ensaio de déficit hídrico gradual, observou-se que as linhagens transgênicas e 

as plantas não-transformadas tornaram-se arroxeadas, indicando o acúmulo de antocianina 

nas folhas. Antocianinas são pigmentos solúveis em água, derivados de flavonoides, que por 

sua vez são antioxidantes (Chalker-Scott, 1999) e sua produção pode ser induzida em resposta 

ao tratamento de frio (Li et al., 2015), ao estresse osmótico (Meng et al., 2014), ao estresse por 

alta salinidade (Van Oosten et al., 2013) e a estresse bióticos (Park et al., 2015). Assim como 

no presente estudo, Tattini et al. (2004) também verificou o acúmulo de flavonoides em plantas 

submetidas ao déficit hídrico e atribuiu esse acúmulo à função de proteção antioxidante dos 

flavonoides. Esse resultado era esperado, visto que vários compostos do metabolismo 

secundário (fenilpropanóides, terpenóides e flavonoides) são acumulados quando a planta está 

sofrendo algum tipo de estresse, agindo como eficientes antioxidantes (Treutter, 2006). Após a 

reidratação houve a retomada da cor verde das plantas, tanto nas linhagens testadas quando 

nas plantas não-transformadas, indicando a normalização da produção de antocianina e a 

possível sinalização de que a planta não estava mais sob estresse de seca. 

       A área foliar das linhagens transgênicas e do controle negativo não-transgênico também 

foi medida para avaliar o desenvolvimento das plantas uma semana após o início do estresse. 

Massonnet et al. (2015) sugerem que, o tamanho da área da roseta varia menos sob condições 

de déficit hídrico em rosetas que naturalmente já são pequenas. De acordo com a Figura 18 é 

possível obsevar que a média das áreas foliares das rosetas não variavam significativamente 

antes do estresse, fato que, portanto, não influenciou nos resultados futuros em relação a área 

foliar. Os resultados obtidos indicaram um maior desenvolvimento, embora não significativo, da 

área foliar em uma das linhagens transgênicas avaliadas (L 32.5) em relação ao controle não-

transgênico após o estresse, assim como já foi visto em plantas transgênicas de A. thaliana 

superexpressando uma DHN5 de trigo (Saibi et al., 2015) e uma Dehidrina do tipo SK2 de oliva 

(Chiappetta et al., 2015). Uma maior taxa de crescimento foliar na linhagem transgênica 32.5 

(em média 1,32 vezes maior que no controle) submetida a um déficit hídrico sugere que a 

superexpressão de AdDHN não está interferindo na diminuição do desenvolvimento foliar das 

plantas transgênicas, e as células estão se expandindo como se não houvesse estresse, pois, 
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sob estresse há o ajuste da área foliar, no intuito de diminuir a área de transpiração e perder 

menos água para o ambiente externo (Lawlor, 2013). 

        O teor relativo de água (TRA) das linhagens transgênicas e do controle não-transgênico, 

após 15 dias de estresse de seca, 2 dias após a reidratação e sob condições de irrigação 

regular, também foi medido para avaliar se havia diferença entre a capacidade de retenção de 

água de cada indivíduo, na condição de controle da irrigação e sob tratamento de seca. Os 

resultados obtidos revelaram que, em uma visão geral, sob déficit hídrico, tanto as linhagens 

quanto a planta não-transformada diminuíram seu teor relativo de água. O TRA indica a 

porcentagem de água presente no exato momento de coleta do material em relação à sua 

máxima capacidade de conteúdo de água e à sua capacidade mínima. A maioria das plantas 

possui, em condições normais de irrigação, uma média de teor de água entre 80 e 90% em 

suas partes verdes (Guimarães e Stone, 2008). No nosso ensaio, três linhagens transgênicas 

(L 11.3, L 30.5 e L 32.5) de A. thaliana expressando AdDHN exibiram maior teor relativo de 

água quando comparado ao controle não-transgênico em condições de irrigação regular. Após 

15 dias de estresse de seca duas dessas três linhagens mantiveram teores relativos de água 

maiores que o da planta não-transgênica. E após 2 dias decorridos da reidratação, os teores de 

controle e o anteriormente estressado voltaram a se igualar estatisticamente. Em particular, a 

linhagem 32.5 apresentou significativa diferença no teor relativo de água de suas plantas 

estressadas comparadas às plantas não-transgênicas estressadas, mostrando mais uma vez a 

variação entre as linhagens. 

       Geralmente, uma das mais evidentes respostas fisiológicas das plantas tolerantes a 

condições de seca é o acúmulo de açúcares, ácidos orgânicos e íons no citosol para diminuir o 

potencial osmótico e, com isso, manter o potencial hídrico e o turgor de suas células (Bray, 

1997). Em folhas jovens o TRA é alto e vai decaindo com a idade ou quando a planta está sob 

estresse, isso reflete a atividade metabólica do tecido, quanto maior o conteúdo relativo de 

água, maior a atividade metabólica (Anjum et al., 2011). Em cana de açúcar, observou-se que 

a cultivar tolerante à seca (RB867515) manteve seu TRA maior quando comparada a cultivar 

sensível sob condições de déficit hídrico (Vital, 2014) assim como em outros trabalhos 

envolvendo plantas transgênicas de A. thaliana, híbrido de Populus e tabaco mais tolerantes à 

seca (Brini et al., 2007; Wang et al., 2011; Li et al., 2013) que mantiveram seu TRA alto mesmo 

após o estresse. Os dados obtidos no presente trabalho confirmam esses estudos ao mostrar 

que, mesmo em condições de irrigação regular, linhagens transgênicas de A. thaliana 

expressando AdDHN, em particular a linhagem 32.5, exibiram maior TRA quando comparado 

ao controle não-transgênico, ficando evidente que a expressão do transgene AdDHN está 

influenciando a capacidade de retenção de água das plantas transgênicas mesmo sem as 

mesmas estarem sob efeito do estresse.  

       É interessante observar que a linhagem 32.5 que possui o maior TRA é também a 

linhagem que apresenta a maior taxa de crescimento foliar. Esses resultados demonstram que 

houve maior retenção de água nas linhagens transgênicas, indicando que, nessas plantas, 

pode ter havido melhor aproveitamento da água do solo pelas raízes ou menor perda por 
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transpiração, com maior eficiência no controle de abertura estomática. A Dehidrina é uma 

proteína que é capaz de mudar sua conformação e se ligar, por meio de ligações hidrofílicas, a 

moléculas de água e a íons, o que pode ser uma das explicações para o maior teor de água 

nas plantas que estão expressando constitutivamente o AdDHN, pois ao mesmo tempo que a 

Dehidrina se liga em moléculas de água ela pode fazer ligações com íons que aumentarão o 

potencial osmótico das células, fazendo com que elas percam menos água (Rorat, 2006; Patil 

and Sujit Kumar, 2014; Banerjee and Roychoudhury, 2015). Assim, a superexpressão da 

Dehidrina SK2 de A. duranensis em plantas transgênicas pode ter aumentado a pressão de 

turgor dentro de suas células, tornando plantas mais vigorosas e com maior taxa de 

crescimento. Além disso, é comum que plantas superexpressando genes responsivos a ABA 

(ácido abscísico), como a dehidrina, respondam ao déficit hídrico com o maior controle na 

abertura estomática para reduzir a transpiração e dessa maneira diminuam sua perda de água 

(Yao et al., 2012).  

 

8.5. Análise da expressão de ascorbato peroxidase, galactinol sintase e DREB em 

plantas transgênicas superexpressando AdDHN        

       É de amplo conhecimento que a resposta das plantas à seca é uma resposta multigênica 

complexa, envolvendo a regulação da expressão de vários genes, desencadeando cascatas de 

respostas (Vinocur e Altman, 2005). No presente estudo, três genes conhecidamente induzidos 

pela seca (APx; GolS1 e DREB) foram selecionados para avaliar os mecanismos moleculares 

desencadeados pela superexpressão de uma Dehidrina. As análises da expressão relativa de 

APx; GolS1 e DREB foram feitas com o objetivo de observar o efeito da superexpressão 

constitutiva de AdDHN na expressão dos genes selecionados, em condições de irrigação 

regular e em condições de estresse por déficit hídrico. 

       Analisando os níveis de expressão relativa de APx, evidenciou-se que a superexpressão 

AdDHN induziu a sua expressão. A indução de APx pode ter acontecido porque a Dehidrina 

atua como chaperona, interagindo com outras proteínas e enzimas, protegendo-as de 

possíveis degradações, em condições de estresse. A APx é uma proteína que atua como 

enzima, utilizando ascorbato como substrato para catalisar a reação de peróxido de hidrogênio 

(Espécie Reativa de Oxigênio) em água, ou seja, a APx tem o papel de limpar os radicais livres 

que são produzidos em maior quantidade em células que sofreram estresse. A possível ligação 

entre Dehidrina e APx seria por meio das ligações anfipáticas que a Dehidrina é capaz de fazer 

para proteger, no caso, outra proteína, e assim contribuir para que a integridade de APx seja 

mantida durante o estresse e ela consiga desempenhar seu papel de antioxidante. 

       A análise dos dados de expressão gênica de GolS1 revela que sua expressão não é 

influenciada pela superexpressão de AdDHN quando em condições controle, mas sim quando 

sob estresse. Esperava-se que a expressão de AtGolS1 aumentasse durante o estresse 

hídrico, porém, em plantas não-transgênicas os níveis se mantiveram iguais aos do controle 

não estressado. Assim, a superexpressão de AdDHN influencia a expressão de GolS1 somente 

quando a planta está sob estresse, sugerindo que a expressão constitutiva de AdDHN induz 
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vias de biossíntese de GolS1 que durante condições controle não são ativadas mas a junção 

dos dois fatores, transgene e estresse, é a condição mínima necessária para que seja 

sinalizada a maior produção de GolS1. A GolS1 é uma proteína que possui função catalítica, 

atuando na primeira etapa da síntese de rafinose, carboidrato solúvel, que serve como 

osmoprotetor. Segundo Taji et al. (2002), dos sete genes que codificam uma GolS1 em A. 

thaliana três são estresse-responsivos, enquando os outros quatro são expressos 

constitutivamente. Assim, tendo em vista que a superexpressão de AdDHN influencia a 

expressão de GolS1 somente quando a planta está sob estresse, é possível que a expressão 

constitutiva de AdDHN induz vias de biossíntese de GolS1 que durante condições controle não 

são ativadas mas a junção dos dois fatores, transgene e estresse, é a condição mínima para 

que seja sinalizada a maior produção de GolS1. Além disso, outro estudo mostrou o perfil do 

transcriptoma durante o déficit hídrico, e, além de outros genes, o dehidrina e o GolS1 são 

expressos simultaneamente (Collett et al., 2004).   

       Com relação ao gene DREB, observou-se que sua expressão é aumentada em situação 

de estresse, tanto em plantas não-transgênicas como nas transgênicas. Esse resultado 

corrobora trabalhos anteriores (Yamaguchi-shinozaki e Shinozaki, 2006; Lata e Prasad, 2011) 

que elucidam o papel de DREB como fator de transcrição que regula a expressão de genes 

responsivos ao estresse de desidratação, por meio de ligações em seus promotores. No 

presente estudo, mostrou-se que a expressão de DREB não só aumenta sob condições de 

estresse, como também quando a planta está superexpressando de maneira constitutiva a 

AdDHN. É possível que a superexpressão constitutiva de AdDHN sinalize para a maquinaria 

fisiológica da planta que a mesma está sob estresse, mesmo quando a mesma está em 

condições de normais de não-estresse. Assim, há o aumento do nível de expressão de DREB e 

de tantos outros genes responsivos à seca. 
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9. CONCLUSÃO 

- A superexpressão de AdDHN fez com que as plantas transgênicas submetidas ao déficit 

hídrico tivessem maiores áreas foliares quando comparadas às plantas não-transgênicas; 

- A superexpressão de AdDHN alterou o ajuste osmótico das plantas submetidas ao frio e 

ao calor; 

- A superexpressão de AdDHN alterou a expressão de ascorbato peroxidase, galactinol 

sintase e DREB, tanto em condições controle quanto em condições de déficit hídrico. 
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10. PERSPECTIVAS 

       Tendo em vista os resultados obtidos nesse trabalho, abaixo são listadas algumas 

perspectivas de uso desses dados pela equipe Arachis. 

 

- Serão feitos ensaios de seca com o restante das linhagens que não foram testadas para a 

esse tipo de estresse. 

- Os teores de açúcares solúveis totais e de aminoácidos totais das plantas que sofreram 

estresse hídrico serão analisados. 

- Os teores de aminoácidos totais das plantas que sofreram estresse de calor e frio serão 

determinados. 

- O presente trabalho servirá como exemplo de otimização de protocolos para o grupo testar 

novos genes-candidatos, vindos de espécies silvestres de Arachis, na tolerância aos estresse 

abióticos e bióticos. 
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12. APÊNDICES 

Tabela 1. Etapas do processo de seleção de plantas transgênicas. A primeira coluna são 
os eventos obtidos em T0 (1 a 56). A segunda coluna são as linhagens na geração T1 
que cada evento T0 deu origem. A terceira coluna são os eventos obtidos em 
homozigose (não-s segregantes). As células sombreadas significam evento/linhagem 
que não seguiram para as próximas gerações ou linhagem T2 (terceira coluna) que não 
foi obtida linhagem em homozigose. 

Evento T0 
(ID Planta) 

Linhagem T1  
(ID Planta) 

Linhagem T2 em 
homozigose (ID Planta) 

E 1   

E 2 2.1, 2.2, 2.3, 2.4, 2.5 e 2.6 2.1 

E 3   

E 4   

E 5 5.1 e 5.2  

E 6 6.1  

E 7 7.1  

E 8 8.1  

E 9 9.1, 9.2, 9.3, 9.4, 9.5, 9.6, 9.7 e 9.8 9.2 

E 10   

E 11 4.1, 4.2, 4.3 e 4.4 11.3 

E 12   

E 13   

E 14   

E 15 15.1, 15.2, 15.3, 15.4, 15.5, 15.6 e 15.7 15.2 e 15.3 

E 16   

E 17   

E 18 18.1, 18.2, 18.3, 18.4 e 18.5 18.3 

E 19 19.1, 19.2, 19.3, 19.4, 19.5 e 19.6  

E 20 2.1  

E 21   

E 22   

E 23   

E 24 24.1, 24.2, 24.3, 24.4, 24.5 e 24.6 24.7 

E 25 25.1, 25.2, 25.3, 25.4, 25.5, 25.6, 25.7, 25.8, 25.9, 
25.10, 25.11, 25.12, 25.13, 25.14 e 25.15 

25.8 e 25.15 

E 26   

E 27 27.1, 27.2, 27.3, 27.4 e 27.5  

E 28 28.1, 28.2, 28.3, 28.4, 28.5 e 28.6  

E 29 29.1, 29.2, 29.3 e 29.4 29.2 

E 30 30.1, 30.2, 30.3, 30.4, 30.5, 30.6, 30.7 e 30.8 30.4 e 30.5 

E 31 31.1, 31.2, 31.3, 31.4, 31.5, 31.6, 31.7, 31.8 e 31.9  

E 32 3.1, 3.2, 3.3, 3.4, 3.5, 3.6, 3.7 e 3.8 32.4 e 32.5 

E 33   

E 34   

E 35   

E 36 36.1, 36.2, 36.3, 36.4, 36.5, 36.6, 36.7, 36.8, 36.9, 
36.10, 36.11 e 36.12 

36.7 

E 37 37.1, 37.2, 37.3 e 37.4  
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E 38 38.1 e 38.2  

E 39 39.1 e 39.2  

E 40 40.1, 40.2, 40.3, 40.4 e 40.5 40.2 e 40.7 

E 41 41.1, 41.2, 41.3, 41.4, 41.5, 41.6, 41.7, 41.8, 41.9, 
41.10 e 41.11 

 

E 42 42.1, 42.2, 42.3, 42.4, 42.5, 42.6, 42.7, 42.8, 42.9, 
42.10, 42.11 e 42.12 

42.8 e 42.9 

E 43 43.1, 43.2, 43.3 e 44.4 43.4 

E 44 44.1, 44.2, 44.3, 44.4, 44.5, 44.6, 44.7 e 44.8 44.2 

E 45   

E 46   

E 47   

E 48   

E 49   

E 50   

E 51   

E 52   

E 53   

E 54   

E 55   

E 56   
 


