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RESUMO

O cafeeiro € um dos mais valiosos produtos primarios no comércio
mundial. Em raz&o dessa importancia econdmica, o cafeeiro vem sendo alvo de
programas de melhoramento genético visando a introducdo de novos caracteres
para obtencdo de plantas com caracteristicas agrondmicas superiores, por
exemplo, com uma maior tolerdncia a seca. Porém, como melhoramento
convencional do cafeeiro é demorado, 0 uso das Ultimas técnicas de genémica
estd sendo desenvolvido para acelerar a criacdo de novas plantas. Assim, o
sequenciamento do genoma e, também, o sequenciamento em larga escala de
genes expressos (RNAseq) torna-se algo necessario para analisar o
determinismo genético da tolerancia a seca e identificar genes candidatos (GCs)
atuantes neste determinismo. No cafeeiro, mas também em outras plantas como
Arabidopsis thaliana, Oryza sativa e microrganismos, pelas analises dos
projetos de sequenciamento demostra-se uma alta porcentagem (cerca de 20-
30%) de genes considerados no hits, ou seja, genes para 0s quais nenhuma
similaridade com as sequéncias depositadas nos bancos de dados é encontrada.
Em Coffea canephora e Coffea arabica foram identificados e caracterizados
alguns genes no hits. Alguns desses genes possuem um perfil de expressdo onde
se observa in silico uma distribuicdo heterogénia quanto a tecidos e tratamentos
utilizados, como é o caso do no hit 33656. Infere-se que no hits possam ter se
originado de processos de especiacdo, portanto poderiam estar interligados a
vias de resposta Unicas de organismos tolerantes ou susceptiveis a uma dada
condicdo. Pelos dados de gPCR mostra-se que o no hit CcUNK8 apresentou
maior expressdo em folhas estressadas quando comparado a folhas controle de
C. canephora sendo um gene canditado a tolerancia a seca e foi, entdo,
selecionado para transformacdo genética utilizando Setaria viridis como planta
modelo.O T-DNA contendo o gene CcUNKS foi inserido em plantas de Setaria
viridis via Agrobacterium tumefaciens e a expressdo deste gene foi quantificada
por meio de gPCR nos eventos primarios de transformacdo. Em alguns eventos
foi observado um acimulo de biomassa maior de parte aérea e radicular que
individuos ndo transformados. Foram observadas, ainda, diferencas no acimulo
de biomassa entre 0 mesmo evento quando submetido ao tratamento irrigado e
néo-irrigado.

Palavras-chave: Coffea. Expressdo génica. Genes oOrfdos. Seca. Setaria viridis.
Transformacdo genética.



ABSTRACT

The coffee tree is one of the most valuable crops in the world economy,
the reason why it has been the target of genetic improvement programmes
performed aiming to insert new characters in the obtainment of plants containing
superior agronomic characteristics such as greater drought tolerance. Because
the conventional genetic improvement of coffee tree is time consuming, the use
of the latest techniques in genomics is being developed to speed up the process
of creating novel plants. Thus, the genome sequencing, and the large-scale
sequencing of expressed genes becomes necessary for analyzing the genetic
determinism of drought tolerance, and to identify candidate genes for this
determinism. By analysing sequencing projects for crops such as Coffee spp.,
Arabidopsis thaliana and Oryza sativa was found a percentage of about 20-30%
of no-hit genes, for which there is no similarity with sequences deposited in the
GenBank. For Coffea canephora e Coffea arabica were identified and
characterized several no-hit genes, such as the no-hit 33656, some of them have
a expression profile on which it finds, in-silico, a heterogeneous distribution in
relation to tissues and treatments. These no-hits may have originated from the
processes of speciation, which could be linked to single response pathways of
tolerant or susceptible organisms for a given condition. The no-hit CcUNK8
showed greater expression for material obtained from water-stressed leaves than
from leaves of C. canephora. This no-hit is, thus, a candidate gene to drought
tolerance, and was selected for genetic transformation using Setaria viridis as
the model plant, in which was inserted the T-DNA containing this gene via
Agrobacterium tumefaciens, and its expression was quantified by qPCR in the
primary transformation events. In some of these events was found greater
biomass accumulation for leaves and roots than for non-transformed individuals.
Yet, by comparing the irrigated with the non-irrigated treatment, was found
differences in the biomass accumulation within the same transformation event.

Key-words: Coffea. Gene expression. Orphan genes. Drought tolerance. Setaria
viridis. Genetic transformation.
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1 INTRODUCAO

O cafeeiro teve o inicio do seu plantio na provincia etiope de Kaffa. A
partir de entdo seu cultivo e 0 apreco pela bebida obtiveram altas projecoes,
fazendo dele um dos mais valiosos produtos primarios no comércio mundial
(INTERNATIONAL COFFEE ORGANIZATION- ICO, 2014). O cafeeiro é o
principal meio de subsisténcia para mais de 125 milhdes de pessoas, sendo
produzido em mais de 60 paises. Enquanto 126 espécies dos géneros Coffea L. e
Psilanthus Hook. f s&o conhecidas atualmente (DAVIS et al., 2011), a produgao
de café comercial baseia-se, principalmente, em duas espécies: Coffea arabica
L. e Coffea canephora Pierre. Estas espécies representam, aproximadamente,
65% e 35% da produgdo mundial, respectivamente. O Brasil detém a lideranca
internacional em producéo e exportacdo desse produto.

Segundo a Companhia Nacional de Abastecimento - CONAB (2014), o
1° levantamento da safra de café de 2014 mostra uma reducdo de até 5,4% de
producdo se comparado com a safra anterior. A diminuicdo pode ser um reflexo
de uma menor area plantada, entretanto pode serem razdo de adversidades
climaticas como fortes estiagens e geadas ocorridas nas areas produtoras.

O perfil da agricultura no Brasil tende a se modificar segundo Assad et
al. (2004). Contudo, com o aquecimento global, espera-se um cenario de climas
mais extremos com secas, inundag6es e ondas de calor mais frequentes. Caso se
confirmem o0s cenarios atuais preconizados pelos modelos do Painel
Intergovernamental sobre Mudancas Climéticas, IPCC, o cultivo do café arabica
nos estados de Minas Gerais, Goias, Sdo Paulo, Parana, entre outros, sera
drasticamente reduzido nos proximos 100 anos. Os programas de melhoramento
de cafeeiro tm como principais objetivos criar novos cultivares com maior
produtividade e baixa susceptibilidade a pragas (LASHERMES et al., 2008). No

entanto, o langamento de uma nova cultivar, por meio do melhoramento



20

genético convencional, pode demorar entre 20 e 35 anos. Por isso, novas
técnicas de engenharia genética, como a sele¢do assistida por marcadores, pode
ser aplicada sem gue haja um ciclo de selecdo como na selecdo fenotipica. A
aplicacdo da técnica ocorre em individuos ainda jovens, ja que as caracteristicas
sdo seguidas por meio de marcas presentes no DNA (MISHRA et al., 2012).

Um requisito primordial, para a aplicacdo destas novas técnicas, é a
identificacdo e a caracterizagdo funcional de genes com potencial utilizagdo
nestes processos (HORANet al., 2008). Com o intuito de implantar ferramentas
Uteis para a descoberta de genes, promover a analise da genética funcional em
café e espécies afins e para auxiliar no avanco do conhecimento sobre os genes
expressos, foi realizado o Projeto Genoma Café Brasileiro (PGCB). Assim,
foram gerados dados de sequenciamento de Expressed Sequence Tags (ESTSs)
provenientes de varias bibliotecas de cDNA das espécies de Coffea arabica,
C. canephora e C. racemosa (MONDEGO et al., 2011; VIEIRA et al., 2006).

O sequenciamento de ESTs é um método para a obtengdo de dados de
gendmica que tem uma relacdo custo-beneficio positiva. Em plantas modelo, tais
como a Arabidopsis thaliana e Oryza sativa, 0 sequenciamento de ESTs tem
contribuido para a rapida identificacdo de genes responsaveis por caracteristicas
de interesse agrondmico, permitindo, assim, a manipulacdo destes genes por
meio de ferramentas biotecnoldgicas (SILVA et al., 2013).

O sequenciamento realizado por meio da iniciativa do PGCB revela que
22% dos dados analisados, via Basic Local Alignment Search Tool - BLAST
(ALTSCHUL et al., 1990), ndo possuem similaridades nos bancos de dados. Por
essa razao, estas sequéncias sdo denominadas No hits. Em estudos realizados no
nosso laboratério foram identificados 1.568 sequéncias No hits utilizando
variadas bibliotecas de cafeeiro. Dados in silico de expressdo destes genes

inferem que eles sdo amplamente distribuidos pelos tecidos da planta, sob
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condi¢bes de estresse abidtico e bidtico possuem seus niveis de expressdo
alterados (VIEIRA, 2013).

A expressdo de varios No hits foi testada em folhas de clones (tolerantes
e sensivel a seca) de C. canephora Conilon submetidos a diferentes condicdes de
irrigacdo (MARRACCINI et al., 2012; VIEIRA et al., 2013). Esses estudos
permitiram selecionar, por exemplo, o0 gene CcCUNK8 que apresentou uma maior
expressao nas folhas dos clones tolerantes a seca, quando estes estavam sob o
tratamento de déficit hidrico, se comparados com o nivel de expressao obtido em
folhas do clone sensivel no mesmo tratamento. Em decorréncia do perfil de
expressdo peculiar deste gene CcUNKS, foi decidido avaliar a funcéo dele por
meio da expressdo constitutiva do seu cDNA correspondente, em plantas

transformadas de Setaria viridis.
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2 OBJETIVO GERAL

Avaliar via fisiologia, fenologia e analises moleculares a funcéo do gene

No hit CcUNK8 em plantas transgénicas de Setaria viridis.

2.1 Obijetivos especificos

a)

b)

d)

Caracterizacdo molecular (PCR e testes de segregacao) das plantas
de Setaria viridis transformadas com o T-DNA contendo o
CcUNKS;

Analisar os niveis de expressdao (qQPCR) de CcUNKS8 nas plantas
transformadas de Setaria viridis;

Analisar fenologicamente as plantas de Setaria viridis expressando
CcUNKS;

Analisar fisiologicamente as plantas de Setaria viridis expressando
CcUNKS.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Aspectos historicos, econdmicos e sociais do cafeeiro

A histéria da propagacdo do cultivo e uso do cafeeiro pelo mundo
comeca ha Provincia de Kaffa - Etiopia onde o cafeeiro tem sua origem. Em
1616, o café chega a Europa por meio dos Holandeses (1CO, 2014).

Foram os holandeses que comecaram a difundir o café pela América
Central e do Sul, onde hoje seu cultivo comercial tem supremacia absoluta. O
café chegou pela primeira vez a col6nia holandesa do Suriname em 1718.
Posteriormente, cafezais foram formados na Guiana Francesa e no Brasil (no
Pard). Em 1730, os britanicos introduziram o café na Jamaica, onde hoje se
cultiva o famoso café mais caro do mundo, o “Blue Mountain”. Em 1825, as
Ameéricas do Sul e Central estavam a caminho de realizar seu destino cafeeiro.

O café tem uma importancia relevante na sociedade humana. Esta,
economicamente, entre os produtos agricolas mais importantes no comércio
internacional. Representa a principal fonte de renda para milhdes de pessoas em
todo o mundo (PENDERGRAST, 2009). O café enche, aproximadamente, 400
bilhdes de xicaras por ano e € estimado para ser regularmente consumido por
mais de 40% da populacdo mundial. Seu consumo generalizado é em razdo,
principalmente, das caracteristicas sensoriais obtidas, seguido por uma variedade
de fatores tanto de natureza social e econémica. Investigacfes recentes sugerem
cada vez mais que o consumo de café, cerca de 2-4 xicaras por dia, estdo
associados com risco mais baixo de mortalidade, de desenvolvimento do cancer
colo retal, lesdo hepadtica e cirrose, bem como doengas cronicas (incluindo a
doenca de Alzheimer e de Parkinson, diabetes tipo 2 e doenca cardiaca
coronéria) (ALVES et al., 2009; HIGDON et al., 2007).
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Hoje o Brasil, o Vietnd e a Colémbia sdo responsaveis por mais de 50%
da producdo mundial desta cultura, sendo o Brasil com 35%, o maior produtor
(ICO, 2014).

O café no Brasil destaca-se econémica e socialmente desde a chegada
das primeiras mudas vindas da Guiana Francesa, em meados do século XVIII.
Diante de sua rapida adaptacdo ao solo e clima, o produto adquiriu importancia
no mercado, transformando-se em um dos principais itens de exportacdo, desde
0 Império até os dias atuais (BRASIL, 2014).

O Brasil é o maior produtor e exportador mundial de café e segundo
maior consumidor do produto. Apresenta, atualmente, um parque cafeeiro
estimado em 2,3 milhdes de hectares para as duas espécies C. arabica e C.
canephora.

A cadeia produtiva do café se preocupa em garantir que as questdes
sociais, econdmicas e ambientais sejam preservadas, proporcionando, assim,
renda a cerca de 287 mil produtores, que direta ou indiretamente geram 8
milhdes de empregos no pais, proporcionando renda, acesso a saude e a
educacdo para os trabalhadores e suas familias. Os produtores brasileiros, ainda,
preservam florestas e fauna nativa, controlando a eroséo e protegendo as fontes
de agua. A busca do equilibrio ambiental entre flora, fauna e o café é constante e
assegura a preservacdo de uma das maiores biodiversidades do mundo
(BRASIL, 2014).

3.2 Taxonomia do cafeeiro

O cafeeiro é uma planta perene, pertencente a familia Rubiaceae,
subfamilia Ixoroideae, tribo Coffea, que é composta por dois géneros: Coffea L.e
Psilanthus Hook f., estes juntos abrangem mais de 100 espécies. O género

Coffea L., que teve seu centro de origem na Africa, contém as trés espécies
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utilizadas na producéo do café: C. arabica, C. canephora e C. liberica (DAVIS
et al.,, 2011). Coffea L. é caracterizado por plantas dicotileddneas, de folhas
persistentes e flores hermafroditas, porte arbustivo ou arboéreo e caule lenhoso
(FAZUOLLI et al., 2000). Evolutivamente, o inicio da diversificacdo deste género
ocorreu entre 5 e 25 milhdes de anos atras (CUBRY et al., 2008).

As duas espécies de café que possuem maior importancia econdmica no
mundo sdo C. arabica L. e C. canephora Pierre, conhecidas, comercialmente,
como arabica e robusta, respectivamente. As duas espécies apresentam
propriedades organolépticas diferenciadas, o que altera o seu valor de mercado,
e as propriedades das bebidas geradas resultam em mdltiplos aromas (ALONSO-
ALCES et al., 2009; LEROY et al., 2006, 2011).

O C. canephora é uma espécie diploide 2n = 22, albgama e a mais
polimérfica das espécies de Coffea. Adaptado a climas quentes e Umidos, possui
flores hermafroditas podendo florescer uma ou mais vezes ao ano. Esta espécie
se adapta ao cultivo entre baixas e médias altitudes (CUBRY et al., 2012;
MONTAGNON et al., 2012). C. canephora tem sido caracterizado como um
café neutro, de fraco sabor e, ocasionalmente, com um amargor forte e
pronunciado, possuindo um maior teor de cafeina quando comparado ao C.
arabica (LEROY et al., 2006).

Adiversidade genética de plantas de C. canephora foi analisada por
meio de marcadores moleculares (mais recentemente de tipo microsatélites
“SSR”) e mostraram a existéncias de dois grupos distintos (Figura 1),
estabelecidos em funcdo da sua origem geografica denominados: Guineano e

Congolés.
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Guinée

Cote
d'lvoire

Figural Origem geografica na Africa dos principais grupos genéticos de C.
canephora

Legenda: Vermelho: origem geogréafica do grupo Guineano, verde: origem geogréafica
do grupo genético Congolés; circulos com o nome dos grupos e subgrupos
(SG) genéticos: Origem geografica de cada grupo; éareas hachuradas:
reflgios do dltimo méximo glacial (20.000 anos atras).

Fonte: Montagnon et al. (2012).

Os representantes do grupo Congolés apresentam internédios longos,
frutos grandes, maturacdo média a tardia dos frutos, sementes grandes, peso das
sementes maiores do que as do grupo Guineano, peneira média alta, menores
teores de cafeina (em torno de 2,5%), bebida superior ao Grupo Guineano e
coloragdo das folhas novas bronze ou marrom (CUBRY et al., 2008;
MONTAGNON et al., 2012).

O grupo Guineano é constituido por populacfes selvagens da Costa do
Marfim na Africa ocidental, cujas principais caracteristicas sdo: internddios,

sementes e frutos pequenos com maturacdo precoce e altos teores de cafeina (em
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torno de 2,7%), na maior parte das plantas, suscetibilidade a ferrugem, tolerancia
a seca, bebida inferior ao grupo Congolés e coloracdo dos brotos novos
frequentemente bronze (CUBRY et al., 2008; MONTAGNON et al., 2012).

Ja, o grupo Congolés apresenta dois subgrupos de maior importancia: o
subgrupo 1-(SG1) (tolerante a seca), formado pelos tipos de café Robusta ou
Hibridos entre os dois grupos (Kouillou x Robusta) e o subgrupo 2-(SG2)
sensivel a seca que corresponde ao café Robusta propriamente dito
(MONTAGNON et al., 2003).

C. arabica é uma espécie alotetraploide 2n = 4x = 44 cromossomos com
sua origem, aproximadamente, 1 milhdo de anos, procedente de uma
hibridizagdo natural entre as duas espécies diploides C. canephora e C.
eugenoides (Figura 2). A diversidade estreita observada em C. arabica é a
consequéncia de sua biologia reprodutiva, origem e evolucdo. Em contraste com
0s seus progenitores, C. arabica é uma espécie autdgama. Além disso, a maioria
C. arabica sdo cultivares comercial, incluindo Caturra, Mundo Novo e Catuali,
foram selecionados com base em apenas duas populagdes-base: Bourbon e
Typica (VIDAL et al., 2010).
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5-25 m.aa

Café selvagem do
sudoeste da Etiopia

N —ertan

¥
Espécies C. eugenioides Lémen
pertencentes ao O eSprecies A
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Figura2 Histéria evolutiva do alotetraploide C. arabica. (A) Origem de C.
arabica. Os genomas dos progenitores estdo representados pelos
diploides C. eugenioides e C. canephora. C. arabica surgiu entre 1 e
2 milhdes de anos atrds com base no cruzamento de C. canephora (ou
espécies relacionadas) e C. eugenioides. (B) Origem das principais
cultivares de C. arabica

Fonte: adaptado de Vidal et al. (2010).

3.3 Projeto Genoma Café

O Projeto Genoma Café Brasileiro - PGCB foi desenvolvido com o
objetivo de disponibilizar os modernos recursos da genémica a comunidade
cientifica e aos diferentes segmentos da cadeia produtiva do café. Para isso,
foram sequenciados 214.964 clones escolhidos aleatoriamente de 37 bibliotecas
de DNA complementar (cDNA) de C. arabica, C. canephora e C. racemosa
representando estagios especificos do desenvolvimento de células e de tecidos
do cafeeiro (VIEIRA et al., 2006).
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A comparacdo destas sequéncias pelo programa Basic Local Alignment
Search Tool - BLAST (ALTSCHUL et al., 1990) revelou que 22 % ndo tiveram
similaridade significativa as sequéncias no banco de dados do National Center
for Biotechnology Information - NCBI de fungdo conhecida ou desconhecida,
correspondendo a definicdo de No hits. A base de dados de ESTs do cafeeiro
resultou na identificacdo de cerca de 33.000 unigenes diferentes (VIEIRA et al.,
2006).

No entanto, outros bancos de dados de cafeeiro estdo disponiveis, como
no caso da iniciativa da Nestlé e da Universidade de Cornell, constituido por
ESTs com base em sequéncias de, aproximadamente, 47.000 clones de cDNA e
com um foco especial em sementes em desenvolvimento de C. canephora (LIN
et al., 2005; MUELLER et al., 2005). Neste caso foram sequenciadas ESTSs,
provenientes de C. canephora crescidos no leste de Java -Indonésia, gerando um
total de 13.175 unigenes. Este grupo de pesquisa comparou, também, os dados
de ESTs de C. canephora, Solanum lycopersicum (tomate) e Arabidopsis
thaliana.

O grupo de pesquisa do National Center for Coffee Research-
CENICAFE, por sua vez, produziu sequéncias de ESTs de trés tecidos
diferentes: folhas, frutos e flores de C. arabica (cv. Caturra) montadas em
10.799 unigenes (MONTOYA et al., 2006). O Institut de recherche pour le
développement - IRD produziu 5.534 unigenes potenciais com base em
bibliotecas de cDNA de frutos e folhas (PONCET et al., 2006). O total de
55.694 sequéncias tornou-se disponivel formando uma das principais fontes de
pesquisa para a comunidade cientifica.

O ntmero de sequéncias de cafeeiro disponibilizado nas bases de dados
auxilia nos estudos de rotas metabdlicas, produtos de expressdo génica,

agregando maior valor e conhecimento a pesquisa do melhoramento do cafeeiro.
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3.4 Estresse Biotico e Abiodtico

As plantas respondem e se adaptam as condi¢Bes de estresses com uma
série de alteracbes morfologicas, fisioldgicas e moleculares. Ao nivel molecular,
a expressao diferencial de genes, para tolerar as condices adversas, € um bom
indicativo da resposta da planta ao meio ambiente. Encontrar a funcdo destes
genes facilitard o entendimento da relacdo planta-ambiente e planta-patégeno.

No inicio do século XX, o Brasil teve uma acentuada reducdo da area
cafeicola em funcdo de diversos fatores que tém determinado oscilagfes na sua
producdo total, dentre estes, fatores abidticos como seca, alto teor de sal e
mudancas de temperatura e bidticos como pragas e doengas (GONCALVES,
1999).

O estresse ambiental apresenta um grande desafio na busca de uma
producdo sustentavel de alimentos, pois reduz os rendimentos potenciais em até
70% das plantas cultivadas (AGARWAL et al., 2006). O estresse hidrico,
ocasionado pela seca e severidade de temperatura, € o estresse abidtico mais
prevalecente, que limita o crescimento das plantas e produtividade. O
fechamento dos estdbmatos € uma das respostas a secagem do solo,
consequentemente, limitando a perda de agua e a assimilacdo do carbono pela
fotossintese (FLEXAS et al., 2002). Geralmente, além da seca, as plantas no
campo enfrentam indmeros estresses coletivamente, sejam eles bi6ticos ou
abidticos. Alguns relatérios recentes puseram em evidéncia a ligagdo entre a
resisténcia a doencas e tolerancia a seca (AGARWAL et al., 2006).

Analises fisiolégicas sugerem que a tolerdncia a seca pode ser uma
consequéncia direta de um melhor desenvolvimento da raiz (PINHEIRO et al.,
2005). Em outro estudo, Lima et al. (2002) sugeriram que a atividade aumentada
de enzimas antioxidantes, também, pode estar envolvida no mecanismo de

tolerancia a seca.
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3.5 Origem de No hits

A origem dos genes o6rfédos (ou No hits) foram, inicialmente, discutidas
no projeto genoma de levedura, que sugeriu que, aproximadamente, um terco
dos genes identificados se classificavam nessa categoria (DUJON, 1996).

Guo et al. (2007), utilizaram, Oryza sativa para determinar a
porcentagem de genes conhecidos e genes Grfdos que estdo presentes no
genoma, sendo possivel observar vasta distribuicdo destes genes em diferentes

tecidos (Figura 3).

Germinating %
[

Callus 7 %

o Z//////////////////////////////////////////////////////////////J
Hower Z///////////////////////////////////////////ﬁ

Organ, tissue or treatment

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Percentage of expressed genes

%77 Orphan
¥Z7) Nonorphan

Figura 3 Distribuicdo de genes 6rféos e ndo 6rfaos em diferentes tecidos de
Oryza sativa

Fonte: (GUO et al., 2007).
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Como os genes Orfaos representam uma fracdo substancial de cada
genoma existente, o numero total de 6rfaos, em todas as linhagens evolutivas,
excede em muito o ndmero de familias de genes conhecidos. Por isso, é
importante o estudo de como tais genes foram originados (TAUTZ et al., 2011).

Os genes orfaos ndo possuem similaridade com sequéncia presentes nos
genomas de outros organismos. De acordo com a definicdo mais estrita, estes
sdo genes que ndo codificam para dominios de proteinas identificadas.
Geralmente as proteinas que ndo mostram qualquer similaridade de sequéncia
em BLASTP com valores de corte (E = e-value) E < 10° ou E <10 sdo
classificadas como "orfas". Ha evidéncias crescentes com base em dados
genbmicos, de sequenciamento e de transcriptoma, que 0s genes Orfaos
apresentam uma restrita distribuicao filogenética (KHALTURIN et al., 2009).

A comparacdo de sequéncias de DNA de um novo gene com a sequéncia
correspondente em outra espécie que nao apresenta tal gene pode indicar o
mecanismo que levou a sua divergéncia. O processo mais comum que da origem
para novos genes é a duplicacdo que pode ocorrer seja por DNA ou mecanismos
baseados em RNA. O primeiro envolve tipicamente um crossing-over desigual,
0 que pode levar a expansdo em numero de coOpias de genes em familias de
genes pré-existentes (Figura 4). Cruzamentos, também, podem ocorrer entre
elementos repetitivos intercalados, tais como elementos transponiveis, levando a
duplicagdo de genes de cdpia Unica e inser¢do de genes nos cromossomos nédo-
homologos (RANZ et al., 2012).

O segundo caso é a duplicagdo baseada em RNA, ocorre quando o
MRNA de um gene existente é transcrito de forma reversa (RT) e inserido em
um novo local no genoma. O terceiro mecanismo ocorre quando um novo gene é
criado por meio da fuséo de dois genes distintos para formar um gene quimérico,

ou pela adi¢do ou rearranjo de exons que codificam proteina com base em um
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gene pré-existente. O quarto mecanismo é a formacdo de uma nova proteina
baseada em DNA néo codificante (RANZ et al., 2012).

|. DNA-based duplication

Gene A duplication Gene A Gene B
duplicate gene
Il. RNA-based retrotransposition
Gene A transcription mRNA integration Gene A Gene B
Ill. Gene Fusion
*M GeneA %P ' Genep ® ONAdeleion =" Gene A/B o

IV. de novo formation

8 5 de novo gene
gain of coding
Gene A Gene B potential Gene A Gene C Gene B

II. non-coding DNA Il. I Il. Il. II.

Figura4 Mecanismos de formacdo de novos genes, que podem ocorrer por
guatro processos distintos

Fonte: (RANZ et al., 2012).

A alta quantidade de dados de sequéncias de DNA e o desenvolvimento
de ferramentas in silico para analisar e comparar 0s genomas permitiram a
identificacdo de novos genes que sdo Unicos para uma espécie ou uma linhagem
filogenética.

O conceito de genes, taxonomicamente restritos (TRGs: Taxonomically-
restricted genes), é discutido por Khalturin et al. (2009). Assim, quando ocorre
especiacdo ou a mesma espécie é submetida a fatores ambientais diferentes, o
seu gendtipo ao longo da escala evolutiva pode sofrer alteragdes (Figura 5), que
sd0 0s mecanismos moleculares, ainda, ndo descritos que criam TRG’s que
permanecem a espécie. Com base neste processo, pode ocorrer a formacao de
genes orfdos como mostrado na Figura 4, como também evidenciar o

aparecimento de linhagens tolerantes a seca pela presenca destes genes.




34

Changes in > Changes in > Mutations in protein
gene regulation - gene content < coding sequences

* de novo gene formation
* Gene duplications

Y

Emergence of TRGs

Y

Emergence of
evolutionary novelties

TRENDS in Genetics

Figura5 Fatores pelos quais pode ocorrer surgimento de novidades evolutivas
Fonte: (KHALTURIN et al., 2009).

Até o momento, estudos de caso tém-se centrado, principalmente, sobre
a estrutura, o padrdo de evolucdo da sequéncia e a caracterizagdo preliminar da
funcdo dos genes recém evoluidos. Os estudos estdo apenas comecgando a
explorar as aplicabilidades dos genes. Os estudos tém-se focado em avaliar as
alteracOes da fungdo génica associados com fen6tipos aberrantes, e estudos mais
detalhados de como as proteinas codificadas sdo integradas as redes de interacdo
proteina-proteina e quais fungdes irdo desempenhar. O papel na determinacgdo
funcional de novos genes relacionando-os com a adaptacdo e divergéncia de
espécies. Estes questionamentos deverdo ser aprofundados em estudos
envolvendo tais genes, podendo desta forma desvendar as suas reais

contribui¢des no fendtipo dos organismos (RANZ et al., 2012).

3.6 Ferramentas para identificacdo de No hits

Entre as diferentes ferramentas de bioinformatica, uma das mais
relevantes na anotacdo de ESTs recém sequenciados € o programa BLAST
(KOONIN, 2005). Essa ferramenta permite determinar a possivel funcdo de um

gene ou da proteina que ele codifica pela busca de similaridade com sequéncias
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nucleicas ou proteicas conhecidas e descritas em bancos de dados publicos (ex:
NCBI)".

Algumas vezes, mesmo fazendo todas essas andlises, ndo é facil
encontrar alguma informacao que permita associar a sequéncia EST em estudo
com algum gene j& descrito ou com alguma proteina. De fato, € comum
encontrar nos bancos de dados proteinas de funcdo desconhecida e chamadas,
por exemplo, “hypothetical protein”, “putative protein”, “predicted protein” e
“protein with unknown function”.

No entanto, apesar de ndo haver uma definicdo clara desses termos,
assume-se “hypothetical protein” como a uma sequéncia de aminoécidos que
ndo se tem certeza que origina uma proteina; “putative” e “predicted protein”
correspondem a proteinas cuja funcdo necessita de comprovacao experimental, e
“protein  with unknown function” corresponderia a uma sequéncia de
aminoacidos que, comprovadamente, constitui-se em uma proteina, no entanto,
sua funcdo é desconhecida (FIGUEIREDO et al., 2010).

A atribuicdo de uma provavel funcdo a uma sequéncia nucleica do tipo
EST s6 é possivel gracas a existéncia de genes ortdlogos correspondentes a
genes descritos em diferentes espécies, que se originam de um gene ancestral
comum por especiacdo. Dessa forma, pode-se atribuir uma possivel fungdo a
uma sequéncia EST pelo grau de similaridade entre sequéncias provenientes de
organismos distintos. Uma caracteristica comum de genes ort6logos é de que
eles realizam a mesma fungdo (KOONIN, 2005).

Em complemento a utilizacdo do BLAST, é possivel o uso do Ortholog
Groups Of Protein Sequences (OrthoMCL) (FISHER et al., 2011) que permite a
comparagdo entre clusters de proteinas aonde s&o realizadas buscas incluindo
métodos baseados na filogenia, métricas evolutivas, distancia e similaridade de

sequéncia.

! http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Apesar do OrthoMCI, a busca se torna mais refinada ao utilizar em sua
base de dados o algoritmo BLAST, ja que o algoritmo realiza busca
clusterizando o grupo de genes ortélogos, co-ortdlogos, paralogos e No hits
(Figura 6).

o
OrthoMCL-compatible FASTA fies
Remove low quality
sequences
Allversus-all BLASTP
with 1e-5 cutoff

Filter by percent
match length

5 e 6 .
Find potential ortholog pairs Find potential in-paralog pairs
(reciprocal best hits) (reciprocal better hits)

- - -
Find potential co-ortholog pairs
(pairs connected by orthology and in-paralogy)

OrthoMCL groups
Figura6 Visdo geral do algoritmo OrthoMCL

Legenda: (1) os proteomas devem estar em formato FASTA. (2) Os arquivos de
proteoma sdo filtrados para remover as sequéncias de baixa qualidade. (3)
Os proteomas sdo todos comparados uns com os outros usando BLASTP. (4)
Para cada par de sequéncias correspondentes, é contada a pontuagdo
“porcentagem do comprimento”. (5) Para todos os pares de proteomas,
devem-se encontrar todos os pares de proteinas, por meio dos quais possuem
hits tdo bons ou melhores do que quaisquer outros sucessos entre estas
proteinas e proteinas de outras espécies. (6) Encontre todos os pares de
proteinas dentro de uma espécie que ter e- value reciprocos que sdo
melhores do que ou igual a todos os acessos dessas proteinas de proteinas
em outras espécies. (7) Encontre todos os pares de proteinas por meio de
duas espécies que estdo conectados por meio de ortologia e em - paralogia.
(8) Normalizar em paralogo (9) Conferir todos sobre ortélogo, paralogo e
pares co- ortélogos, com seus e- value normalizados, ao programa MCL para
clusterizar.

Fonte: (FISHER et al., 2011).
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3.7 No Hits em Café

As andlises de expressdao de genes, previamente, realizadas no
laboratdrio, para identificar genes candidatos para tolerancia a seca, foram feitas
em folhas dos clones 14, 73 e 120 (tolerantes a seca) e do clone 22 (sensivel a
seca) C. canephora Conilon cultivados em diferentes regimes hidricos (irrigado
vs. ndo-irrigado) (MARRACCINI et al.,, 2012; VIEIRA et al., 2013). Vale
ressaltar que plantas de C. canephora Conilon sdo aparentados ao grupo SG1
(LAMBOT et al., 2006) e, também, estudadas no nosso laboratério para um
projeto de selecdo gendmica (CARNEIRO et al., 2013).

Utilizando os dados do Consoércio Internacional de Sequenciamento do
Genoma de C. canephora juntamente com bibliotecas de C. arabica (folhas,
calos, fruto, embrides, flores) disponiveis na literatura, as buscas por
similaridade (fixando um E-value de 1e™). Identificou-se um nimero de 25.574
sequéncias proteicas que contra o banco de dados do GenBank geraram 24.006
sequéncias homologas (hits) e 1.568 sequéncias que ndao possuiram nenhuma
similaridade. Estes No hits estdo distribuidos em todos os cromossomos do
cafeeiro (VIEIRA, 2013).

A representatividade destes No hits percorre todos os tecidos sob
condicdo de déficit hidrico e controle das plantas.

Os genes No hits foram identificados in silico de acordo com o tecido
em que foram expressos nas espécies C. arabica e C. canephora. Assim, foi
possivel identificar e caracterizar No hits que se expressam de forma
significativa em fungdo das condigdes de estresse hidrico aplicadas as plantas,
assim como no hits que tém a expressdo altamente modificada nas plantas
submetidas a estresses bioticos ou lesdes. As andlises in silico apontam,
também, No hits que s&o expressos, diferencialmente, em funcdo dos tecidos

(regulacdo espacial), mas também, por exemplo, em funcdo do estadio de
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desenvolvimento do fruto de C. canephora (regulagéo temporal). Alguns No hits
que foram especificos para as bibliotecas de CA-Plantulas, CA-Calos, CA-
Frutos, CC-Calos e CC-Frutos, podendo indicar possiveis promotores para

novos processos biotecnoldgicos com tecido-especificidade (Figura 7).
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Figura7 Expressdo génica in silico dos genes No hits nas bibliotecas de cDNA de C. canephora (CC) obtidas com base
no tecido total (CC-TEC TOTAL), de callus (CC- CALLUS), de frutos (CC- FRUTO), de folhas (CC-
FOLHA) e (parte direita da figura) de folhas de plantas irrigadas (CC-FOLHA CONTROLE) ou de plantas
ndo irrigadas (CC- FOLHA ESTRESSA) (VIEIRA, 2013). A posicdo do gene CcUNKS8 nos Northern
eletronicos é indicada por uma seta

6¢
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Alguns No hits foram identificados como em estudos recentes que
relataram genes candidatos, potencialmente, envolvidos na tolerancia ao déficit
hidrico em cafeeiro, por meio de analises da expressdo génica em folhas de
clones tolerantes (14, 73 e 120) e sensivel (22) de C. canephora Conillon
(MARRACCINI et al., 2012; VIEIRA et al., 2013). Dentre eles, os No hits
CcUNK1, CcUNK8 e CcUNK10 apresentaram perfis de expressao diferencial tal
como o gene CcUNK10 que apresenta um aumento de expressdo sob a condicdo
de déficit hidrico em todos os clones (Figura 8). Ao nivel quantitativo, a
expressao desse gene apareceu maior no clone sensivel que nos clones tolerantes
ao déficit hidrico. O perfil de expressdo do gene CcCUNK1 é semelhante ao perfil
de expressdo do gene CcUNK10 mas os niveis de expressdo sdo, ainda, maiores
na condicdo de déficit hidrico no clone sensivel (22), quando comparado aos
niveis dos clones tolerantes (14, 73 e 120). Ao contrario desses dois genes e,
para todos os clones analisados, a expressdo do gene CcCUNK8 sempre foi maior
na condicdo de déficit hidrico que nas plantas irrigadas, particularmente, nos
clones tolerantes (14 e 73) que no clone sensivel 22. Sugerindo que o produto

desse gene poderia julgar um papel importante na tolerancia a seca do cafeeiro.
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Figura8 Quantificacdo relativa avaliada por PCR quantitativa (qPCR) da
expressdo dos genes CcCUNK8, CcUNK1 e CcUNK10, nas folhas dos
clones tolerantes (14, 73 e 120) e sensivel (clone 22) de C. canephora
Conilon cultivadas com (1) ou sem (NI) irrigacdo. O gene CcUBQ10
foi utilizado como controle endgeno

Fonte: Dados adaptados de Marraccini et al. (2012) e Vieira et al. (2013).

A expresséo diferencial destes genes No Hits do cafeeiro e a auséncia de
homologia dos mesmos nos bancos de dados justifica o inicio de uma anéalise
detalhada da funcdo deles, por exemplo, por meio de estudos fenoldgicos e
fisioldgicos utilizando plantas transformadas de S. viridis expressando de

maneira constitutiva o gene CCUNKaS.
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4 Setaria viridis

A planta Setaria viridis pertence a subfamilia Panicoideae que inclui
culturas de grande interesse para a agricultura mundial tais como o milho, o
sorgo e a cana-de-aguUcar que sdo utilizadas como fonte de energia renovavel e
alimento.

Dentro dessa familia, as duas espécies Setaria italica e Setaria viridis
proximas filogeneticamente, sendo a segunda espécie considerada ancestral.
Recentemente, o genoma de Setaria italica foi totalmente sequenciado tendo-se
um genoma de referéncia de ~400Mb, possibilitando aprofundar os estudos
utilizando a comparagdo do seu genoma com outras espécies de interesse
agronémico (DEVOS et al., 2012).

Setaria viridis possui caracteristicas como pequeno porte (10 — 15 cm),
um curto ciclo de vida (6 — 9 semanas), alta produgéo de sementes (~13.000 por
planta) e um sistema reprodutivo que ocorre por meio de autofecundacdo. Em
diversos trabalhos foi relatada a necessidade de estudar melhora bioldgica dessa
planta (DOUST et al., 2009). Com um protocolo eficiente de transformacéo
genética de S. viridis, foi decidida a utilizacdo dessa espécie para analisar em
plantas transgénicas os efeitos da expressdo constitutiva do gene de cafeeiro
CcUNKS.
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5 MATERIAL E METODOS

Os experimentos de geracdo dos eventos transgénicos e demais analises
moleculares, fenoldgicas e fisiologicas foram realizadas no Laboratério de
Genética Molecular da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (Brasilia-
DF) e Laboratério de Genética e Biotecnologia da Embrapa Agroenergia
(Brasilia-DF). Esses dois laboratérios sdo devidamente credenciados pela
CTNBio para desenvolver trabalhos de pesquisa com organismos geneticamente

modificados.

5.1 Vetor de transformacéo

As plantas foram transformadas com o vetor pUBI:CcUNKS8 (Figura 9)
usando a origem de replicacdo do vetor plasmideo pVS1 (YOSHIFUMI et al.,
1985). O T-DNA desse vetor é delimitado pela borda direita (right border - RB)
e pela borda esquerda (left border — LB), contém:

a) gene de resisténcia a higromicina (hptll) sob o controle do promotor
35S duplicado (2x35S) do virus da mosaica do couve-flor
(GUILLEY etal., 1982);

b) c¢cDNA com o comprimento total de CcUNKS8 proveniente de C.
canephora sob o controle do promotor constitutivo do gene de milho
codificando para a ubiquitina (CHRISTENSEN et al., 1992).

Fora da regido do T-DNA, o vetor apresenta o gene aadA que confere &
resisténcia aos antibidticos spectinomicina e streptomicina usados para selegdo

das bactérias transformadas com os vetores recombinantes.


http://link.springer.com/search?facet-author=%22Alan+H.+Christensen%22

44

50 1,000
paxass " Mot cpg |

. %"
Ky oY
&
" .
2 Ubi::CcUnk8
12,158 bp

Figura9 Mapa do vetor pUBI:CcUNKS utilizado na transformacgéo de plantas
de S. viridis. O T-DNA delimitado pelas bordas direita (RB) e
esquerda (LB), contém os promotores p2x35S e ZmuUbi-1 que
controlam a expressdo do gene hptll e do cDNA CcUNKS,
respectivamente. O plasmideo utilizado para clonagem ¢é o pVS1. O
gene aadA (Sm/Sp), por conferir a resisténcia aos antibioticos
espectinomicina e streptomicina é usado para a selecdo das bactérias
(E. coli e A.tumefaciens) recombinantes veiculando o vetor
pUBI:CcUNKS8

5.2 Transformagao genética de Setaria viridis via Agrobacterium

tumefaciens

A transformacdo genética de Setaria viridis via Agrobacterium
tumefaciens possui um protocolo estabelecido que se subdivide em obteng&o dos
explantes, insercdo do T-DNA e cultura de tecidos, para a obtencdo do

individuos transformados.
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5.2.1 Obtengéo dos explantes

Sementes maduras de S. viridis foram descascadas e esterilizadas com
uma solucdo de 10% (v/v) de hipoclorito de sddio, adicionado de 0,1% de
Tween-20 por trés minutos e lavadas trés vezes com agua estéril. As sementes
foram colocadas em placas de petri, contendo 25 mL de meio CIM (4,4 g.L™
MS, 30 g.L"de sacarose, 100 mg.L™, 4 mg.L™ de phytagel) (BRUTNELL et al.,
2010) e incubadas no escuro a 25°C por 4 semanas. Apos este periodo, os calos
embiogénicos ja podem ser identificados, separados e propagados em placa

contendo meio CIM nas mesmas condicdes.
5.2.2 Transformacao via Agrobacterium tumefaciens

a) Pré-indculo

Uma colonia de A. tumefaciens, transformada com o vetor
pUBI:CcUNKS, foi inoculada em 5 mL de meio YEB (5 g.L™ triptona, 1 g.L™*
extrato de levedura, 5 gL solugdo nutritiva, 5 gL sacarose e
0.49 gL' MgSO,7H,0), contendo 300 mg.mL™ de estreptomicina e
50 mg.mL™ de rifampicina e mantida a 28°C por 16 h.

b) Indculo

Adicionou-se ao pré- indculo, o meio YEB, contendo 300 mg.mL™ de
estreptomicina e 50 mg.mL™ de rifampicina até que se atingisse um volume final
de 20 mL e mantido a 28°C sob agitacdo de 150 rpm até atingir ODgg de 0,6-
0,7.
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c) Transformacgéo

Centrifugou-se por 15 min o inoculo. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado ressuspendido em meio CIM ndo contendo CuSO, acrescido de
200 uM de acetoseringona (Phyto Technology Laboratories). Os calos foram
transferidos para um novo tubo e imersos em 10 mL de meio de infec¢do, foi
adicionado Synperonic (Sigma) na proporcdo 1:1 (100 pL). Os calos
mantiveram em contato com o meio de infec¢do por 5 min sob agitagdo lenta.
Apds esse periodo os calos foram vertidos em papel filtro estéril e transferidos
para CIM.

5.2.3 Regeneracdo dos explantes

Apbs um periodo de 3 dias de co-cultura, os calos foram transferidos
para meio CIM contendo 150 mg.L™ de timentin (Glaxo Smith Kline, Research
Triangle Park) e mantidos no escuro. Apés 7 dias, os calos foram transferidos
para meio CIM seletivo, que continha 30 mg.L™ de higromicina e 150 mg.L™
timentin, ambos adicionados apés a autoclavagem e mantidos novamente no
escuro. Depois de uma semana, os calos foram transferidos para um meio de
regeneracdo seletivo, que continha meio MS (BRUTNELL et al., 2010)
suplementado com 30 mg.L™ de higromicina e 2 g.L™ de phytagel. O pH do
meio foi ajustado para 5,8. As culturas foram mantidas a 25°C, com 16 h luz e

8 h de escuro.
5.3 Aclimatacgéo das plantas
Apo6s 0 crescimento e enraizamento em Magenta, as plantas foram

transferidas para recipientes plasticos contendo vermiculita, solo adubado-

corrigido e substrato comercial Plantmax®, respectivamente, na proporcao
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1:2:3. A aclimatacdo ocorreu mantendo o ambiente imido durante trés dias.
Apobs este periodo, as plantas foram parcialmente expostas ao ambiente e
irrigadas com &gua por mais trés dias e logo apds totalmente expostas ao
ambiente mantendo a irrigagdo continua.

As plantas aclimatadas foram mantidas na sala de crescimento sob

temperatura de 27°C, 65% de umidade relativa e fotoperiodo de 16 horas de luz.

5.4 Extracdo de RNA

Todos os materiais utilizados para extragdo (cadinhos, pistilos de
porcelana, microtubos, ponteiras e &gua destilada) foram autoclavados para
limitar a auséncia de atividade da RNAse e garantir a qualidade dos RNAs
extraidos. Para a extracdo, utilizou-se o protocolo de Trizol, onde 1 mL de trizol
foi adicionado a 100 mg de tecido pulverizado e ambos foram agitados em
vortexe mantidos 5 min a temperatura ambiente. Apos este tempo, 200 uL de
cloroférmio foram adicionados. Agitou-se e foram mantidos em repouso por
10 min a temperatura ambiente, os tubos foram centrifugados a 12000g por
15 min a 4°C. A fase aquosa foi transferida para um novo tubo, 750 uL de
isopropanol foram adicionados e a mistura foi mantida 10 min a temperatura
ambiente, posterior este periodo foi centrifugado a 8000 g por 8 min a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e adicionados 500 pL de etanol 75%, agitados em
vortex e centrifugado a 8000 g por 5 min a 4°C, o sobrenadante foi descartado, a

amostra foi levada a 37°C até secar e ressuspendida em agua.

5.5 Tratamento com DNAse

O RNA total extraido das amostras de S. viridis foram tratadas com o

Kit RQ1 RNase-Free DNase (Promega), de acordo com o protocolo do
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fabricante, para retirada de possiveis fragmentos de DNA gendmico que
poderiam ser extraidos junto comas amostras de RNA. As reacGes foram
realizadas utilizando o termociclador modelo T-100 (BioRad). Ao microtubo,
contendo 8 pug de RNA total, foram adicionados 1 uL de tampdo Reaction
bufferlOx e 1 uL da enzima RQ1 RNase Free. Essa rea¢do foi incubada a 37°C
por 30 min. Para inativar a enzima, 1 uL de RQ1 RNase Stop Solution (EGTA
20 mM pH 8) foi adicionado e a reacdo foi incubada a 65°C por 10 min. Para a
avaliagdo da integridade e da qualidade das amostras, 0s RNAs assim tratados
foram submetidos a eletroforese em gel de agarose e as amostras foram

guantificadas em Nanovue plus (GE Healthcare Life Sciences).
5.6 Transcriptase reversa (RT)

Depois de verificara auséncia de DNAg nas amostras, foi realizada a
sintese reversa da primeira fita do DNA complementar (cDNA) com base nos
RNAm, utilizando o primer oligo dTs, o kit ImProm™ Reverse Transcriptase
(Promega) e o termociclador modelo T-100 (BioRad). Em microtubos,
adicionaram-se 1 pug de RNA total, 1 uL de oligo- dTs concentragdo final de 10
uM. A reagédo foi incubada a 70°C for 5 min para desnaturacdo das estruturas
secundarias e, rapidamente, levada a 4°C por 5 min, para o anelamento dos
primers aos RNAm. Apos essa incubagdo, acrescentaram-se a0 mesmo tubo
4 L do tampdo ImProm™ 5x Reaction Buffer, 1 uL de RNase Out (40U. pL™),
2,4 puL de MgCl, na concentragdo de 25 puM, 1 pL do mix de dNTP na
concentracgdo final de 0,5 mM cada dNTP e 1 uL da enzima ImProm™ Reverse
Transcriptase e adgua Milli-Q para se completar o volume final de 20 pL. Os
tubos foram incubados no termociclador, a 25°C, durante 5 min para a fase de

anelamento. A reacéo foi incubada (42°C, 60 min) para sintetizar a primeira fita
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dos cDNAse, posteriormente, a 70°C durante 15 min para inativar a enzima. As
amostras de cDNA foram armazenadas a -20°C.

5.7 Analises da expressdo por PCR quantitativo em tempo real

Para cada reagéo, foi utilizadol pL das diluicbes adequadas de cDNA,
0,2 pL do primer foward, 0,2 puL do primer reverse a 10 UM cada e 5 puL de
Platinum® SYBR® Green gPCR SuperMix-UDG with ROX (Invitrogen), este
fluor6foro tem a capacidade de intercalar nas fitas duplas de cDNA. A reacéo foi
completada com 3,6 puL de 4gua Milli-Q para um volume final de 10 pL por
reacdo. Para cada condicédo foi feita a mesma reacdo trés vezes para sobrepor e
confirmar os resultados no aparelho. Os dados foram analisados no programa
7500 Fast Software (software v 2.0.1). As amostras foram processadas em
triplicatas, sempre acompanhadas dos controles negativo (NTC: “no template
control”) que ndo contém cDNA. O controle negativo nas rea¢Ges é usado para
verificar a auséncia de contaminacdo de cDNA ex6geno nos mixes contendo
SYBR, primers e agua. Com o objetivo de verificar a especificidade de
anelamento dos primers aos fragmentos alvos de interesse, foi realizada a analise
das curvas de dissociacdo dos fragmentos amplificados ao final dos ensaios de
gPCR, para cada par de primers utilizado. A expressdo dos genes alvo foi
normalizada com a expressdo o gene SiUBC (Tabela 1) que codifica a ubiquitina
e considerado como um controle enddgeno eficiente para Setaria viridis
(MOLINARI et al., 2013). A normalizacéo foi realizada, utilizando-se a equagéo
ACt = Ct (gene alvo) - Cy (controle enddgeno). A calibragdo foi determinada
pela formula AACr = ACr (amostra) - ACy (calibrador). O calibrador é uma
amostra usada como base para resultados de expressdo comparativa. A
quantificacio relativa foi obtida pela formula 2°%°T. Os resultados foram

normalizados usando “"s (Ciclo Threshold) obtidos para controles enddgenos
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presentes na mesma reagdo. O Cy foi determinado pelo nimero de ciclos no qual
a fluorescéncia gerada dentro de uma reagdo cruza o limiar (“Threshold”). O

método usado foi 0 Cr comparativo (quantificacdo relativa).

Tabela 1 Pares de primers utilizados para caracterizacdo molecular e gPCR. O
par de primer SiDH F;/R; foi utilizado para caracterizagdo molecular.
Os primers SiSDH F,/R, e SiUBC18 F;i/R;; foram utilizados na
andlise de expressdo por qPCR por apresentarem um melting curve
com caracteristicas melhores. O par de primer CcUNKS8 foi utilizado
na caracterizagdo molecular e gPCR. Os pares de primers séo
desenhados com base nas sequéncias de Setaria italica (Si)

Primer Sequéncia Amplicon
Succinato TGTCGGCTCCTGTTGCAAAACAT F; 95pb
desidrogenase TCTCGATCTCCCACCG R;

(SiSDH)

Succinato ACAGTTCAGCGCTACGTTCT Fs 112pb
desidrogenase GGTGGCTAGAGGGACGGAT R,

(SiSDH)

Ubiquitina CCGGCGAAACCTACCAGTT Fu  57pb
(SiUBC18) GAGCCTCCATGGGATAATGC Ri1

CcUNKS GGCTGAAGCCAAATCTGCTA F 170pb

TCACATTTCCACGTGAATCC
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5.8 Extracdo de DNA

A 200 mg de tecido foliar vegetal pulverizado, adicionaram-se 750 pL
de cetyltrimethylammonium bromide CTAB (SAGHAI-MAROOF et al., 1984)
mais 3 pL de S-mercaptoetanol, agitou-se e incubou-se por uma hora agitando
por inversdo a cada 10 minutos.

Adicionou-se ao tubo 1 volume de cloroférmio:alcoolisoamilico (2 4:1),
agitou e centrifugou-se a 8600 g por 10 min a 4°C, o sobrenadante foi
transferido para um novo tubo, adicionaram-se 3 uL de RNAse (10 mg.mL™),
agitou por inversao e o tubo foi incubado em 37°C por 30 min.

Adicionou-se 0,6 Volume de isopropanol e agitou-se por inversao, 0
tubo foi levado para precipitar a -20°C por 1 h, posterior a este tempo o tubo foi
centrifugado a 15000 g por 20 min a 4°C e descartou-se o sobrenadante. O pellet
foi lavado com 500 pL de etanol 70% e centrifugado a 15000 g por 3 min a 4°C,
0s tubos foram levados para termobloco a 37°C para secar 0 excesso de etanol e

ressuspendidos em &gua.

5.9 Anélise da integracdo do T-DNA

Plantas T, de S. viridis transformadas com a construgdo contendo o
cDNA CcUNKS8 geraram, no final do seu ciclo bioldgico, inflorescéncias
contendo sementes que foram, entdo, utilizadas para o teste de segregacdo
mendeliana.

As sementes foras colhidas, descascadas e esterilizadas em solucéo
contendo 10 % (v/v) de hipoclorito de sodio e 0,1 % de Tween-20, durante
3 min e lavadas 3 vezes com &gua estéril. Apds o processo de desinfestacdo, as
sementes foram colocadas em placa de petri, contendo meio MS (MURASHIGE

et al., 1962), suplementado com 30 g.L'de sacarose, 30 mg.L™ de higromicina e
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solidificado com 2,5 g.L™* de phytagel e mantidos em sala de crescimento sob as
condicOes descritas em 5.2.

Os dados obtidos, ap6s o periodo de 10 dias de crescimento, foram
analisados utilizando teste »°, para verificagdo da hipotese de que houve a
insercdo de um gene dominante. O teste foi padronizando com 95 % de

confiabilidade e 1 grau de liberdade.
5.10 Avaliacdes fenologicas

Uma triplicata biol6gica de plantas T, foi aclimatada baseada em plantas
geradas pelo processo de segregacdo mendeliana para, apos o encerramento do
seu ciclo biolégico, as sementes pudessem ser novamente submetidas ao
processo de avaliagdo de insercdo génica por meio da segregacdo mendeliana.

Um segundo bloco de 10 plantas de cada evento foi transferido para tubo
de ensaio contendo meio MS suplementado com 30 mg.L™ de higromicina para
que esta geracdo de plantas T; fosse analisada por meio de avaliacGes
fenoldgicas. Deste bloco, 5 plantas foram selecionadas aleatoriamente e
mantidas in vitro como matrizes. Com base nelas, foram retirados perfilhos que,
subsequentemente, foram aclimatados para as medigdes fenoldgicas.

As avaliacdes fenoldgicas as quais as plantas foram submetidas sao:

a) altura da parte aérea, considerando a base da planta para a insercao
da Gltima folha (em cm);

b) comprimento da l&mina foliar, considerando a insercdo da bainha
para o apice (em cm);

c) alargura da lamina de folha na sua média seccéo (em cm);

d) ndamero de perfilhos e nimero de inflorescéncias.
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Estas medidas foram realizadas uma vez por semana durantes 6 semanas
consecutivas desde a germinagdo até o desenvolvimento das inflorescéncias
(Figura 10).

4 /«

Figura 10 Medigdes realizadas nas plantas T; de S. viridis para andlises de
fenologia. Os pardmetros observados e representados na figura foram
altura (1), comprimento da lamina foliar (2) e largura da lamina foliar
(3), numero de inflorescéncias (4)

5.11 Razao parte aérea/ raiz

Plantas T, avaliadas fenologicamente passaram por analise de razédo
massa fresca e seca de parte aérea/raiz. Na 62 semana de avaliacdo, 0s pesos
frescos (medidos com uma balanga de precisdo) da parte area e do sistema
radicular foram avaliados para as plantas T,. Os pesos secos das amostras foram
medidos ap6s secagem em estufa a 65°C por 24 h das amostras usadas para

medir os pesos frescos.
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5.12 Experimento de déficit hidrico

Da placa de segregacdo mendeliana de cada evento mencionada na
Tabela 2, foram selecionados 10 individuos da geracdo T,. O experimento nao
foi realizado com clones, mas, sim, com individuos que poderiam possuir
gendtipos diferentes podendo ser homozigotos ou heterozigotos para a insercao
do cDNA CcUNKS. Os individuos selecionados foram aclimatados, conforme o
item 6.3 com 200 g de substrato em cada vaso e mantidas em uma bancada com
as seguintes condicgdes: Luz 357 + 93, umidade relativa 48 + 10 %, temperatura
23+3°C

As condic¢des de crescimento foram as mais uniformes possiveis para
minimizar os seus efeitos sobre o resultado final do experimento.

Para o teste de déficit hidrico, as plantas (transformadas e controle ndo
transformado) com 32 dias de idade, que cresceram durante este periodo sem
falta de irrigacdo, foram submetidas (NI, 5 plantas) ou ndo (I, 5 plantas) um
periodo adicional de 7 dias de déficit hidrico.

Durante o periodo de sete dias de déficit hidrico, os dois tratamentos
foram analisados diariamente. O indice de concentracdo de clorofila foi medido,
utilizando o aparelho CCM-PLUS (Opti-Sciences) e o0s parametros de
fluorescéncia de clorofila, por meio da abordagem de Curva de luz, utilizando
um fluorémetro tipo Mini-PAM (Walz).

No ultimo dia do experimento, as plantas foram submetidas ao teste
destrutivo, durante o qual pesos frescos de raiz e de parte aérea foram realizados
enguanto 0s pesos secos das mesmas amostras foram obtidos ap6s secagem em
estufa (72 h, 65°C). As raizes frescas foram, também, scaneadas (scanner
EPSON Expression 10000XL 1.8 V1.0 2.00) e analisadas pelo software
XLRhizo V2007a.
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6 RESULTADOS

6.1 Caracteriza¢cdo molecular das plantas transgénicas de S. viridis

O DNAg das plantas T, de S. viridis transformadas com o vetor
pUBI:CcUNKS foi extraido e testado por PCR. Foi utilizado o par de primer
especifico do gene enddgeno de S. italica SiSDH codificando para a succinato
desidrogenase F,/R; e o par de primer para 0 CcUNKS8. Para os 13 eventos T, de
S. viridis e controle ndo transformado (WT), a reagdo visando caracterizar a
presenca do gene SiSDH, permitiu a amplificagdo de um fragmento de PCR de
95pb correspondendo ao tamanho do fragmento esperado para esse gene (Figura
11A). O DNAg das mesmas plantas foi, também, testado com o par de primers
especifico do cDNA CcUNKS8 presente no T-DNA do vetor pUBI:CcUNK8
(Figura 11B). Com exce¢do do DNAg WT (planta ndo transformada), foi
possivel identificar a presenca do cDNA CcUNKS8 de cafeeiro nos 13 eventos
primarios e independentes de transformacao de S. viridis, o que sugere que o T-

DNA do vetor pUBI:CcUNKS foi corretamente inserido nas plantas T,.
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Figura 11 Caracterizagdo molecular das plantas T, de S. viridis por PCR
convencional

Legenda: Os DNAg de folhas de plantas T, de S. viridis transformadas com o vetor
pUBI:CcUNKS e do controle ndo transformado (WT) foram testados por PCR
com (A) o par de primer do gene enddgeno de S. italica SiSDH F,/R;
codificando para a succinato desidrogenase e (B) o par de primer especifico
do cDNA CcUNKS8. As amostras sdo definidas como: 1: agua (controle
negativo de PCR); 2: DNAg extraido de planta ndo transformada; 3:
plasmideo pUBI:CcUNKS8 (controle positivo); 4: evento 53; 5: evento 54; 6:
evento 56; 7: evento 58; 8: evento 59; 10: evento 60; 11: evento 62; 12:
evento 64; 13: evento 65; 14: evento 66; 15: evento 67; 16: evento 70.0s
amplicons foram separados com um gel de agarose 0,8% corado com brometo
de etidio. M: marcador molecular.

A mesma verificacdo foi realizada para as plantas T, analisando para
cada evento primario (To) de transformacdo 3 plantas T;. Isso permitiu confirmar

de novo a presenca do gene SiSDH em todas as plantas de S. viridis (Figura
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12A) e a presenga do cDNA CcUNK8 somente nas plantas de S. viridis
transformadas com o vetor pUBI:CcUNKS (Figura 12B).

N 3 RB #B

2 3456 7 8 9101112 13 141516 17 18 19 2021 22 23 24 M 25 26 27 28 2930 31 32 33 K35

Figura 12 Caracterizacdo molecular das plantas T, de S. viridis por PCR
convencional

Legenda: Os DNAg de folhas de plantas T, de S. viridis transformadas com o vetor
pUBI:CcUNKS e do controle ndo transformado (WT) foram testados por PCR
com (A) o par de primer do gene enddgeno de S. it&lica SiSDH Fi/R;
codificando para a succinato desidrogenase e (B) o par de primer especifico
do cDNA CcUNKS8. M: marcador molecular; canaletas e suas respectivas
amostras 1: &gua; 2: controle ndo transformado; 3: controle positivo
(plasmideo); evento 53 (4-6); evento 54 (7-9); evento 56 (10); evento 58 (11-
12); evento 59 (13-14); evento 60 (15-16); evento 62 (17-19); evento 63 (20-
21); evento 64 (22-23); evento 65 (24-26); evento 66 (27-29); evento 67 (30-
32). Evento 70 (33-35). Os amplicons foram separados com um gel de
agarose 0,8% corado com brometo de etidio.

6.2 Expressdo génica de CCUNK8

A expressdo do cDNA CcUNKS foi testada, por meio da técnica de PCR
quantitativa (qPCR), nas folhas das 13 plantas (eventos primérios) T, de S.
viridis transformadas com o vetor pUBI:CcUNKS (Figura 13A e 13B).
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A auséncia na literatura de genes de referéncia para gPCR em S. viridis
levou a usar dois genes endogenos diferentes (SiSDH e SiUBC18), do genoma
de referéncia de S. italica.

Independentemente do gene enddgeno utilizado, e como esperado,
nenhuma expressdo do cDNA CcUNKS foi observada nas folhas da planta ndo
transformada (WT) que foi usada como controle negativo nesse teste. Ao
contrério, foi possivel detectar a expressao do cDNA CcUNK8 em todas as
plantas transformadas T, de S. viridis, mas com niveis de expressdo variaveis
entre 0s eventos. Assim, a expressdo mais baixa foi observada nas folhas do
evento n°59, para os dois genes enddgenos testados. Em razdo dessa resposta,
essa amostra foi usada nesse experimento como calibre interno do experimento
(Quantificacdo Relativa [RQ] = 1). Do outro lado, a expressdo mais elevada
variou nas plantas T, em funcdo do gene enddgeno usado para padronizar 0s
resultados. Assim, a expressdao maior foi detectada no evento n® 62, ao usar o
gene enddgeno SiUBC18 (Figura 13A). Enquanto a expressdao maior foi
detectada no evento n° 60 usando o gene enddgeno SiSDH como mais expresso
(Figura 13B). Para os outros eventos, observa- se, também, um gradiente de

expressao do gene CcUNKS.
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Expressdo do cDNA CcUNKS analisado por RT-gPCR em folhas das
plantas Tode S. viridis transformadas com o vetor pUBI:CcUNKS

A expressdo (medida em unidades arbitrarias) foi obtida utilizando os treze
eventos primarios T, transformados (53, 54, 56, 59, 60, 62, 63, 64, 65, 66,
67, 70) e na planta ndo transformada (WT, controle negativo). Os transcritos
foram estandardizados utilizando a expressdo do gene de referéncia
SiUBC18 F11/Ry; (Figura 13A). Na figura 13 B apresentam-se 0s resultados
de expressdo estandardizados com o gene SiSDH F,/R, para 0s mesmos
eventos. Os valores de expressdo relativa (foram realizados em trés
repeticdes técnicas. Os resultados foram expressos utilizando o evento n® 59
como calibrador interno (expressdo relativa =1). WT: individuos néo
transformados. * individuos selecionados para o experimento de déficit
hidrico.
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Em funcdo da ampla presenca na literatura e de estudos utilizando o
gene da ubiquitina em S. italica como gene enddgeno, para 0s ensaios de PCR
quantitativas, as andlises posteriores se basearam nos resultados gerados
utilizado o gene SiUBC18 como controle enddgeno. A utilizacdo da ubiquitina
proporciona uma maior reprodutibilidade dos resultados gerados quando
comparados aos resultados utilizando o gene SiSDH, possuindo, ainda, menores
desvios padréo.

Esses resultados de expressdo permitiram pré-selecionar quatro eventos
de transformag&o (n° 54, 56, 60 e 62) que serdo analisados por meio de déficit
hidrico. Esses eventos foram escolhidos porque eles representam plantas com
diferentes niveis de expressdo do cDNA CcUNKS, os eventos [54/56] e [60/62]
caracterizando baixa e alta expressdo desse gene, respectivamente.

Para determinar se a expressdo de cada evento é mantida na préxima
geracdo sem ser alterada, a expressaio CcUNKS8 foi, também, verificada nas
folhas de plantas T, para cada um dos eventos pré -selecionados. Neste caso, a
expressdo desse gene foi analisada nas folhas das plantas n° 54, 56, 60 e 62

cultivadas com (1) ou sem (NI) irrigagéo (Figura 14).
6.3 Andlise da integragdo do T-DNA

As sementes provenientes de autofecundacéo das plantas transformadas
Tode S. viridis foram analisadas para a capacidade de germinar e crescer in vitro
em meio MS adicionado de higromicina. Assim, em caso de inser¢do do T-DNA
do vetor pUBI:CcUNK8 em um locus tnico no DNAg das plantas transformadas
T, de S. viridis, espera-se uma segregacdo de resisténcia a higromicina das
plantas T, que seguisse a Lei de Mendel para um gene dominante com 75% das
plantas Higro' e 25% das plantas Higro® na geracdo T;. Neste caso, as

frequéncias de plantas Higro™ e Higro® podem ser validadas pelo teste estatistico
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x> permitindo de selecionar para 0s experimentos futuros as plantas

transformadas T; contendo o T-DNA inserido em um locus Unico.

Nesta avaliacdo, os 13 eventos T, previamente testados por PCR
contendo o cDNA CcUNKS, foram analisados.

As andlises de x* mostram que as plantas T; oriundas dos eventos T,
n°53 e 65 apresentaram uma proporcdo de plantas Higro® maior do que
esperada. Possivelmente na analise das plantas, oriundas dos eventos n° 53 e 65,
houve uma superestimacdo na quantidade de plantas Higro®, ocorrendo por
causa de sementes que ndo iriam germinar por causa da sua viabilidade e,
mesmo assim, foram incluidas no grupo de Higro®. Entretanto,para os 11 outros
eventos, os valores de x*> menores que 3,84 comprovam a insercdo do T-DNA

em um locus (Tabela 2).

Tabela2 Analise de segregacdo do gene hptll na progénie T, das plantas
transgénicas de S. viridis transformadas com pUBI:CcUNKS8

Eventos Sementes germinadas Higro® Higro® X?
53 96 52 44 22,21
54* 115 82 33 0,84
56* 82 62 20 0,016
58 133 93 40 1,82
59 46 31 15 1,41
60 45 36 9 0,6
62 146 118 28 2,64
63 121 96 25 1,21
64 147 112 35 0,1
65 120 75 45 10
66 111 77 34 1,87
67 136 99 37 0,34
70 94 73 21 0,34

Nota: Os valores de x* menores que 3,84 foram utilizados para a avaliagdo estatistica
com o grau de liberdade de 1 considerando uma probabilidade de 0.05. Os eventos
destacados em vermelho apresentaram valores de x’superiores as taxas tedricas. (*)
eventos T selecionados para o experimento de déficit hidrico.
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Com esse teste mostrou-se 0s quatro eventos (n° 54, 56, 62 e 60)
previamente escolhidos com base nos niveis variaveis de expressdo do cDNA
CcUNKS8. Apresentam uma insercdo do T-DNA em um locus, estes eventos
foram cultivados por mais uma geracdo afim de identificar individuos
homozigotos (Higro'/Higro) na geracdo T, por meio da andlise da progénie T,
(Tabela 3).

Tabela 3 Analise de segregacdo do gene hptll na progénie T, das plantas
transgénicas de S. viridis transformadas com pUBI:CcUNKS

Evento Sementes germinadas Higro® Higro® X?
54 P1 57 33 24 8,89
54 P2 * 72 57 15 0,66
54 P3 84 73 11 6,34
56 P2* 23 18 5 0,12
60 P1* 20 16 4 0,266
60 P3 46 38 8 1,41
62 P1 61 52 9 3,41
62 P2* 27 18 9 1

Nota: Os valores de x* menores que 3,84 foram utilizados para a avaliagdo estatistica
com o grau de liberdade de 1 considerando uma probabilidade de 0.05. Os eventos
destacados em vermelho apresentaram valores de x’superiores as taxas tedricas. (*)
eventos T, selecionados para o experimento de déficit hidrico.

Na anélise quanto a toleréncia, a higromicina ocorreu no evento 54 uma
subestimacdo de plantas Higro®, fazendo com que os valores tedricos fossem
acima do aceito.

Como plantas Higro® foram observadas na geracéo T,, essa nova anélise
de segregacdo mostrou que nenhum dos 4 eventos pré-selecionados estavam em
homozigose na geracdo T;. Mesmo assim, foi decidido realizar um ensaio
preliminar de déficit hidrico com os 4 eventos selecionados, com plantas T,

assinalados na tabela 3.
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6.4 Avaliagdes fenoldgicas

Baseado nos resultados do teste de X° realizado na progénie T, analises
de fenologia foram realizadas utilizando as plantas T, selecionadas com base no
teste da analise de integracdo do T-DNA (Tabela 2). Como o evento n° 59
apresentou problemas de enraizamento o que dificultou o seu cultivo, essas
analises de fenologia foram realizadas com 10 eventos. Para as plantas ndo

transformadas (WT) e cada evento, triplicatas bioldgicas foram utilizadas.
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Figura 14 Variacdo média de altura (cm) de plantas T, de S. viridis
transformadas com o vetor pUBI:CcUNK8 e as plantas ndo
transformadas (WT). As medidas foram realizadas durante o periodo
de 6 semanas, com um ponto de coleta de dados semanal

O primeiro parametro avaliado foi o crescimento das plantas, medido
durante 6 semanas, com ponto semanal de coleta. Como na retirada de perfilhos,

eles nem sempre apresentavam a mesma altura, a anélise foi feita pela variacéo
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de altura A(As-A;) entre o ponto final (As) e ponto inicial (A;) (Figura 14). Por
esta avaliacdo, foi possivel identificar 4 eventos (n° 54, 62, 64 e 67) para 0s
quais a variacdo de altura foi maior que nas plantas ndo-transformadas (WT). O
evento n® 62 destaca-se por possuir uma altura média, aproximadamente, 2,5X

maior que as plantas WT.

Numero de perfilhos

N W 1Y N

_——
=

|

Figura 15 Namero médio de perfilhos das plantas T, de S.viridis transformadas
com o vetor pUBI:CcUNKS e individuos ndo transformados (WT).
Dados obtidos na 6% semana de andlise dos eventos transformados e
controle ndo transformado
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A analise do numero de perfilhos foi baseada somente nos dados
coletados da ultima semana por possuirem na primeira semana de dados somente
um perfilho por planta. Esses resultados mostram que os eventos n° 58, 62 e 70
possuem numero médio de perfilhos inferior ao controle (Figura 15). Ao
contrario, os eventos n° 54, 56, 60, 63, 64 e 66, possuem um namero superior de

perfilhos do controle.
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Como a diferenca entre crescimento em altura e no nimero de perfilhos
ndo revela diretamente a biomassa acumulada em cada evento, um teste
destrutivo foi realizado na 62 semana para quantificacdo de biomassa da porgado
aérea e radicular dessas plantas.
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Figura 16 Peso fresco médio (g) da parte aérea de plantas T, de S. viridis
transformadas com o vetor pUBI:CcUNK8 e individuos néo
transformados (WT). Dados obtidos na 62 semana de coleta de dados
dos individuos transformados e néo transformados

O acumulo de biomassa revela que somente o evento n° 64 possui
biomassa superior as plantas ndo-transformadas (WT) (Figura 16). N&o existe
uma correlagdo clara se 0 acumulo de biomassa esta relacionado com altura e/ou
numero de perfilhos.
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6.5 Condicbes das plantas previamentea suspensdo de agua

O experimento de déficit hidrico de &gua foi realizado para avaliar as
respostas das plantas expressando o cDNA CcUNKS8. Neste caso, os individuos
Higro™ T, utilizados para este teste foram selecionados durante a analise de
integracdo (Tabela 3). As plantas, que iniciaram o experimento, apesar de
possuirem 0 mesmo tempo inicial, portanto, tinham a mesma idade 32 dias,
encontravam-se em estadios de desenvolvimento completamente diferentes
(Figura 17).

No geral, as plantas T, possuiam aspectos morfolégicos visuais
diferenciados (maior n° de perfilhos e altura) quando comparados aos individuos
ndo transformados. Mesmo sido cultivadas nas mesmas condigdes de substrato,
recipiente e local, constatou-se uma forte heterogeneidade entre as plantas de

mesmo evento.

Figura 17 Aspecto visual das plantas T, de S. viridis ndo transformadas (WT) e
transformadas com o vetor pUBI:CcUNKS8. ApGs germinar in vitro,
as plantas Higro" foram cultivadas em condicdes controladas (RH,
fotoperiodo, T°C durante 32 dias com irrigacéo
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6.5.1 Condigdes das plantas posteriormente a suspensao de dgua

Durante os 3 dias apds a suspensao de &gua, o aspecto visual das plantas
de S. viridis foi semelhante aos respectivos controles. Os sintomas classicos de
estresse por déficit hidrico (murcha e enrolamento foliar, crescimento reduzido)
tornaram-se evidentes por volta do 5% dia ap6s a suspensdo da irrigacdo, sendo

mais pronunciados para os eventos T, n° 54, 62 e 56 (Figura 18).

Figura 18 Aspecto visual das plantas T, de S. viridis ndo transformadas (WT) e
transformadas com o vetor pUBI:CcUNK8 aos 39 dias apds a
germinacdo. Grupos de plantas de cada gendétipo foram submetidos a
irrigacdo (I) ou a suspensdo da irrigacdo (NI) considerando 32 dias
apos a germinagao

6.5.2 Potencial hidrico

Para avaliar o potencial hidrico foliar das plantas sem que houvesse
comprometimento das analises de biomassa, os potencias foram medidos
somente com uma folha de cada individuo, selecionado aleatoriamente entre as 5

plantas de cada evento submetidas aos dois tratamentos (I e NI). Para a analise
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foram utilizadas duas por¢des de uma mesma folha selecionada aleatoriamente
em cada individuo.

Os valores dos potencias hidricos medidos nas folhas das plantas de S.
viridis irrigadas encontram-se entre -0,15 e -0,77 Mpa. Foram compativeis com
plantas ndo estressadas (Tabela 4). Com excecdo do evento n° 60, houve uma
gueda dos potenciais hidricos ap6s a suspensdo da irrigacdo para todos 0s
eventos. No entanto, essa queda de potencial hidrico foi varidvel entre os
eventos, com uma forte queda para o evento n° 62 e quedas menores para 0S

eventos n° 54 e 56.

Tabela 4 Potencial hidrico (MPa) em folhas de plantas T, de S. viridis ndo
transformadas (WT) e transformadas com o vetor pUBI:CcUNKS8

Gendtipo
Tratamento —— G ——c1p7 6202 60P1 562
Irrigado -0,77 -0,56 -0,15 -0,73 -0,53
Nao
. . -0,91 -1,61 -2,72 -0,50 -1,50
irrigado

Nota: Os potencias foram medidos aos 39 dias ap0s a germinacao. Grupos de plantas de
cada genotipo foram submetidos (1) ou ndo (NI) a irrigacdo considerando 32 dias apos a
germinacéo.

6.5.3 Expresséo relativa do cDNA CcUNKS8 em S. viridis

Os niveis de expressao relativa variam entre 0,5 - 5,0 na condicéo I. Se
comparados os niveis de expressdo obtidos anteriormente em plantas Ty,
observa-se uma redugé@o em todos os eventos transformados. Na condi¢do NI os

niveis de expressdo variam entre 0,5 - 3,0 (Figura 19).
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Figura 19 Expressdo do cDNA CcUNKS analisado por RT-qPCR em folhas das
plantas T, de S. viridis transformadas com o vetor pUBI:CcUNK8. A
expressao foi obtida utilizando quatro eventos transformados (54, 56,
60, 62) e controle ndo transformado (WT) na condigdo de irrigacéo
() e ndo irrigagdo (NI). Os transcritos foram estandardizados
utilizando a expressdo do gene de referéncia SiUBC F,/R, que
codifica para a proteina ubiquitina. Os valores de expressdo relativa
(expressos em unidades arbitrarias) foram realizados em trés
repeticbes técnicas. Os resultados foram expressos utilizando o
evento n° 54 | como calibrador interno (expressdo relativa =1)

O cDNA de CcUNKS8 encontra-se sob o controle de um promotor
constitutivo ZmUBI entre os diferentes regimes hidricos, constata-se de fato que
ndo ha diferencas dos niveis de expressdao do tratamento irrigado (I) e ndo
irrigado (NI) entre 0 mesmo evento de transformacao.

Houve, no entanto, uma inversdo do evento que possui maior expressao.
Em Toeraoden®62eemT,éoden°60 utilizando o par de primer SiUBC18.

Entretanto, os eventos que possuiam menor nivel de expressdo (n° 56 e 54),
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mantiveram-se com nivel de expressdo baixo. Os n® 62 e 60 que possuiam maior

nivel de expressdo permanecem com o nivel alto.

6.5.4 Indice de concentragao de clorofila (ICC)

O ICC foi determinado nas folhas das plantas dos diferentes gendtipos
de S. viridis, durante sete dias, com base na suspensao da irrigacdo, comparando-
se plantas irrigadas (I) e ndo-irrigadas (NI) (Figura 20).

Para cada evento e, até o terceiro dia ap0s a suspenséo da irrigagdo, 0s
valores de ICC, ndo apresentaram diferencas significativas em funcéo do regime
hidrico (I e NI). A partir do 4° dia, o ICC das plantas NI dos eventos n° 60, 54 e
WT, aumentaram em relacdo as plantas irrigadas dos mesmos eventos. Ao
contrério, o ICC das plantas NI dos eventos n° 62 e 56 diminuiram nesse mesmo
periodo. Para todas as plantas | e NI, houve uma leve queda dos valores de ICC
nos 2 ultimos dias. No final do periodo de avaliagdo, o ICC das plantas NI ou
foram inferiores (como no caso dos eventos n° 54, 62, 56) ou nédo diferiram em

comparacdo as plantas | (como foi o caso do evento n® 60 e nas plantas WT).
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Figura 20 Indice de concentragdo de clorofila (ICC) em folhas das plantas T, de
S. viridis ndo transformadas (WT) e transformadas com o vetor
pUBI:CcUNKS

Legenda: Grupos de plantas de cada evento foram submetidos a irrigacdo (simbolo
verde) ou a suspensdo da irrigacdo (simbolo vermelho) considerando 32 dias apés a
germinacdo. A seta indica o Gltimo dia em que as plantas foram irrigadas.

6.5.5 Variaveis que definem a arquitetura radicular

No 6° dia ap6s a suspensao da irrigacdo, as plantas T, dos eventos de S.
viridis, submetidas ou ndo a suspensdo de agua, foram colhidas para recolher o
sistema radicular que foi escaneado para a determinacdo de varidveis que

definem a arquitetura radicular (Tabela 5).
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Tabela5 Varidveis componentes da arquitetura do sistema radicular de plantas
de S. viridis ndo transformadas (WT) e transformadas com o cDNA
CcUNKS, aos 39 dias apds a germinacéo

Varidvel componente da arquitetura do sistema radicular

Genotipo

Comprimento Area Valume Didmetro

| NI ] NI ] NI | NI
wild- 192,5Ab 261,143 10,5Ab 161Ab 244b 3,5Ab  0,8A 0,9A
type (33,7) (62,8) {0,8) (3.9) {0,9) {0,5) {0,05)  (0,08)
56 405,5Ab 272,343 225A4b 153A4b  51Bb 6 Aab 0,8 A 1A
{51,9) (28,7) (2,1) (2.3) i2) (2) {0,05) (0,1)

54 167,1Aa 250,9Ba 644Aa 154Aa 2,3Aa 57 Ba 1,7 A 1A
(64,4) (41,7) (9,4) (2.4) (2,3) {1,5) (1) (0,1)
62 435,9Aa 332,7Aa 24,7ha 19,6Bb 10,7Ab  SAb 1B 1,1A
(62,4) (48) (1,4) (2,2) {4,8) (1.1) (0,2) (0,1)
60 362,2Aa 254,4Ba 21,1Aa 156Bb 4Ab  3,9aab 0,78 1,1A
{163,9) (69,3) (6,1} (4,7) (3,7) (0,9) (0,1) {0,9)

Nota: Grupos de plantas de cada evento foram submetidos a (1) ou ndo (NI) irrigacdo
considerando 32 dias apds a germinacdo. Andlises estatisticas realizadas, medias
seguidas pelas mesmas letras maidsculas na horizontal e mindsculas na vertical, ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Com excecdo do evento 54, os valores de comprimento, da area e do
volume do sistema radicular dos eventos transgénicos T, irrigados sempre foram
maiores do que o das plantas WT. Para 0s outros eventos vale ressaltar que o
evento n® 62 sempre apresentou raizes mais compridas, com maior area e
volume que o evento n° 56, enquanto o0 evento n® 60 sempre apresentou valores
mais baixos para esses parametros. O diametro das raizes ndo apresentou
diferencas nem entre 0s eventos e nem entre estes e as plantas néo
transformadas/WT.

Para as plantas submetidas a suspensdo da irrigacdo (NI), houve
aumento no comprimento e na area do sistema radicular das plantas WT e para o
evento n® 54. O contrario aconteceu para 0s demais eventos, ou seja, as plantas
apresentaram uma reducdo nos valores dessas varidveis, comparando-se com as

plantas irrigadas. O volume radicular, por sua vez, apresentou aumento nas
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plantas selvagens e nos eventos n° 56 e 54, diminuiu no evento n° 62 e manteve-
se no mesmo patamar no evento n° 60.

Apesar de terem mostrado maiores reducBes percentuais nas variaveis
que definem a arquitetura do sistema radicular em razdo da suspensdo da
irrigacdo, os eventos n° 56 e 62, ainda, apresentaram sistema radicular maior do

gue 0 WT e dos demais eventos.

6.5.6 Acumulo de biomassa fresca

A PF Raiz B PF parte aérea

Peso (g)
£
Peso (g)
o

calten oy Gl

°
WTI WTNI 561 56NI 541 54Nl 621 62Nl 601 6ONI WTI WTNI 561 56NI 541 54Nl 621 62Nl 601 60NI

Figura 21 Média dos pesos frescos (PF em gr.) de raiz (A) e parte aérea (B) de
plantas de S. viridis ndo transformadas (WT) e transformadas com o
vetor pUBI:CcUNKS8

Nota: As analises foram feitas com 39 dias de idade. Plantas irrigadas (isobarras
brancas) e plantas ndo-irrigadas (isobarras pretas) durante os 7 dias de tratamento. Os
nomes dos eventos sdo indicados abaixo de cada isobarra.

O actmulo de biomassa fresca nas raizes (Figura 21A) e parte aérea
(Figura 21B) das plantas irrigadas T, de S. viridis foi maior em todos 0s eventos
em relacdo ao WT. Para as plantas NI, a quantidade de biomassa fresca aérea e
radicular apresentou variagdes em funcgdo do evento analisado. Assim, houve um
aumento da biomassa radicular nas plantas WT e no evento n° 54, enquanto 0s
demais genotipos apresentaram uma leve reducdo dessa biomassa, a qual foi
mais acentuada para o evento n° 62. Na parte aérea, houve reducéo da biomassa

acumulada em todos os eventos. A reducdo na biomassa acumulada (tanto nas
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raizes quanto na parte aérea) observada com a suspensdo da irrigacdo foi mais

acentuada no evento n° 62.

6.5.7 Discussdo do experimento de déficit hidrico

Uma vez que o ICC estd relacionado a molécula de clorofila, cuja
sintese/degradacdo é regulada por fatores intrinsecos e extrinsecos, é natural que
0s seus valores mostrassem variagdo ao longo da vida da folha e do ciclo da
planta. Consequentemente, uma analise mais criteriosa dessa variavel deve levar
em consideracdo as tendéncias, durante o periodo de avaliacdo, em vez de se
considerar apenas os valores diarios de forma isolada. Além disso, para o estudo
em questdo, é preciso relacionar o ICC a taxa de crescimento, bem como ao
potencial hidrico das plantas, uma vez que o Unico fator extrinseco que houve
variacdo foi a disponibilidade de &gua no substrato.

As mudangcas nos valores de ICC, bem como na taxa de crescimento nas
plantas dos diferentes eventos T, de S. viridis em estudo, que tiveram a irrigacdo
suspensa, sdo uma consequéncia da disponibilidade de dgua no substrato, que se
refletiu no potencial hidrico foliar. Observa-se que, normalmente, ocorre numa
situacdo de déficit hidrico em plantas em razdo dos seguintes eventos:
fechamento estomatico, aumento da temperatura foliar, diminui¢do do contetdo
relativo de agua e, concomitantemente, do potencial hidrico, reducdo da taxa de
crescimento, diminuicdo da concentracdo de clorofila e, por Gltimo, mudancas
em variaveis relacionadas ao aparato fotoquimico.

Os eventos T, n° 62, 56 e 54 de S. viridis sdo 0s quais apresentaram
maior taxa de crescimento e, consequentemente, maior taxa de transpiracao,
tanto em condicGes | e NI. Isso explica porque eles exauriram a &gua disponivel
no substrato neste Gltimo caso. Como consequéncia, esses mesmos eventos

tiveram maior reducdo no potencial hidrico foliar e de taxa de crescimento, além
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de aumento na degradacdo de clorofila, que culminou com baixo ICC, em
relacdo as plantas irrigadas. Diferentemente, as plantas WT e do evento n° 60,
cujas taxas de crescimento foram menores, ndo exauriram a &gua retida no
substrato e, portanto, o potencial hidrico foliar ndo diminuiu consideravelmente
no periodo em estudo. Consequentemente, essas plantas apresentaram menor
reducdo na taxa de crescimento em virtude da seca em relacdo aos demais
gendtipos. O ICC dessas plantas NI apresentou um aumento inicial,
provavelmente, em decorréncia da combinacdo da reducdo na taxa de
crescimento, sem alteracdo na taxa de sintese/degradacdo de clorofila, o que
culminou com um aumento na quantidade de clorofila por area. A medida que o
déficit hidrico se intensificou, a taxa de degradacdo de clorofila finalmente
tornou-se maior do que a sintese, o que pode ser inferido pela queda abrupta no
ICC entre 0 5° e 0 6° dia nas plantas nédo irrigadas. Provavelmente, se essas
plantas tivessem sido mantidas por mais algum tempo em condi¢fes néo
irrigadas, o ICC delas teria caido abaixo do ICC das plantas irrigadas, da mesma

forma que ocorreu com os demais genétipos.

6.5.8 Analise do numero de perfilhos

Outra andlise realizada anteriormente ao teste destrutivo foi o nimero de
perfilhos que os individuos apresentavam (Figura 22). Um nimero médio
superior de perfilhos € observado nas plantas irrigadas. Como a agua é um fator
determinante para a taxa de crescimento, neste caso ndo sé em altura quanto na
expansdo lateral de perfilhos que futuramente serdo responsaveis pelo
lancamento de inflorescéncias. O processo de expansdo de biomassa nos
individuos NI é afetado e a &gua disponivel é utilizada para manutencdo da

homeostase e ndo para expansdo celular.
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Numero de Perfilhos

Talalallahi

WTI WTNI 561 56NI 541 54NI 621 62NI 601 60NI

25
20
15
1
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Figura22 Namero médio de perfilhos das plantas T, de S. Viridis néo
transformadas (WT) e transformadas com o vetor pUBI:CcUNKS8 aos
39 dias apds a germinacdo. Os eventos transformados (54, 56, 60 e
62) com CcUNK8 e ndo transformado (WT), sob 7 dias dos
tratamentos irrigado (I) [isobarras brancas] e ndo-irrigado (NI)
[isobarras pretas].
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7 CONCLUSOES

a)

b)

d)

f)

9)

O protocolo de transformagéo realizado (BRUTNELL et al., 2010)
utilizando S. viridis mostrou-se eficiente, pois permitiu o isolamento
de 13 eventos primarios (T,) de plantas que apresentaram a insercédo
do T-DNA do vetor pUBI:CcUNK8 do DNAg delas.

A insercdo do T-DNA vinculado ao cDNA CcUNKS8 de C.
canephora sobre o controle do promotor pUBI foi verificada por
PCR em todos os individuos transformados.

Com os testes de segregacdo, foi possivel confirmar a insergdo do T-
DNA em um locus na maior parte das plantas transformadas de S.
viridis.

A expressdo do cDNA CcUNKS8 ocorreu em niveis variados nos
individuos To. Essa variacdo pode ser explicada em razéo do efeito
de posicionamento do T-DNA inserido no DNAg de cada um dos
eventos.

As anélises de fenologia realizadas com individuos T, permitiram de
adquirir mais conhecimentos sobre o ciclo de vida da S. viridis e as
modificagdes ocorridas em cada fase do ciclo.

Nas condicbes em que ocorreram as analises de fenologia, foi
possivel observar um acimulo de biomassa maior nos eventos T,
gue nas plantas WT (ndo transformadas). N&do foi possivel
correlacionar as alteracdes fenologicas observadas com os niveis de
expressdao do cDNA CcUNKS.

Os individuos T, selecionados para 0 experimento de seca,
apresentavam uma alta heterogeneidade. Por causa deste fato, nédo
foi possivel determinar a expressdo do cONA CcUNK8 como Unico

fator para as variagdes fenoldgicas observadas.
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Os individuos T,, que foram utilizados para amostragem do potencial
hidrico no ultimo dia de seca, mostraram que nem todos se
encontravam estressados. O déficit hidrico severo foi observado em
individuos que possuiam maior biomassa, portanto, possuiam uma
demanda hidrica maior para manter o seu metabolismo. As plantas
T, do evento n°0 ndo se encontravam em déficit hidrico o que
poderia estar relacionado a sua menor biomassa.

Demonstrou-se que o indice de concentracdo de clorofila (ICC)
possui niveis diferentes em plantas irrigadas e ndo-irrigadas. A
queda dos niveis no ultimo dia de seca mostra uma concentragdo de
clorofila nas folhas para a maioria dos eventos, possivelmente, em
funcdo da auséncia de agua.

Observou-se uma redugéo do ICC em plantas submetidas ao estresse
hidrico, quando comparadas a plantas irrigadas. O déficit hidrico
afeta a concentracdo de pigmentos, reduzindo a capacidade
fotossintética. A deficiéncia de agua no solo, provavelmente, afetou
o0 desenvolvimento da cultura, promovendo diminuigdo da area foliar
e do ICC.

Aumento de biomassa radicular e aérea foram obtidos na maior parte
dos eventos quando comparados as plantas ndo-transformadas. O
aumento de biomassa pode ser reflexo (1) da prépria expressao do
cDNA CcUNKS8 ou (2) a uma mutacdo do genoma de S. viridis
provocada pela propria inser¢do do T-DNA do vetor pUBI:CcUNKS.
O acUmulo de bhiomassa dos individuos T, ndo se correlaciona
diretamente com o0s niveis de expressdo do cDNA CcUNKS. Apesar
do evento n® 62 apresentar maior expressdo desse gene e maior
biomassa, a correlacdo ndo pode ser estabelecida para os demais

eventos T, de S. viridis.
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8 PERSPECTIVAS

a)

b)

d)

A expressdo do cDNA CcUNKS deve ser verificada nos individuos
T, para confirmar se os niveis de expressdo se alteram com as
geracBes. Mesmo controlado por um promotor constitutivo.

A busca de individuos homozigotos (Higro'/Higro’) necessérios
para avaliar corretamente os efeitos do transgene pUBI:CcUNKS
sera refeita com base em nova anélise de segregacdo de T,/T; para
todos os eventos. As plantas selecionadas, durante este teste, serdo
utilizadas para langar um novo ensaio de estresse hidrico,
padronizando as condigbes de crescimento das plantas o que
permitira reduzira heterogeneidade das plantas que deverdo ser
analisadas.

Como néo se pode descartar a possibilidade que o T-DNA do vetor
pUBI:CcUNKS se inseriu em tandemno DNAg dos eventos de S.
viridis, experimento de gPCR serdo realizados para determinar o
numero de T-DNA inseridos.

Mesmo se foi mostrado que o cDNA CcUNKS8 foi transcrito em
folhas dos eventos Ty e T, de S. viridis, ndo se verifica se a sintese da
proteina  CcUNK8 ocorreu. Assim, a geis SDS-PAGE serdo
realizados para observar a presenca da proteina CcCUNKS. Essas
analises poderdo ser completadas pelo uso da espectrometria de
massa para caracterizar a presenca desta proteina.

A expressdo do cDNA CcUNKS8 podera ser, também, testada nas
raizes das plantas transformadas de S. viridis e comparada aos niveis
de expressdo observados nas folhas e, também, aos dados dos

sistemas radiculares observados entre 0s eventos
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f) Visando diminuir os fatores que podem influenciar os resultados
durante 0 novo experimento de suspensdo de agua que devera ser
realizado com as plantas Ts;, € necessario seguiras seguintes
alteracdes:

- utilizar plantas homozigotas para estudar o efeito da expressdo do
transgene CcUNKS8 no contexto de um material mais homogéneo;

- germinaras plantas T; em substrato para ndo alterar o
desenvolvimento do sistema radicular das plantas;

- amostrar um nimero maior de plantas para realizar varias medidas
de potencial hidrico que permitam avaliar este parametro com

confiabilidade.
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