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RESUMO

A cana-de-agucar tem um papel fundamental na economia do Brasil,
pois contribui para o setor agucareiro e biocombustivel. O bagago da cana € uma
rica fonte para a producdo de bioetanol, um processo ainda invidvel, em nivel
comercial, pelo custo beneficio. Mas, com o desenvolvimento de alternativas
viaveis para a degradacdo da parede celular da cana-de-acicar sem a
necessidade de altas temperaturas e acidos fortes, poderia viabilizar
economicamente a produg¢do deste biocombustivel, sem a necessidade de
aumento da area de plantio. Uma das alternativas em estudo ¢ a engenharia
genética de plantas com a degradagdo controlada da parede celular, ao final do
ciclo de producdo. Desta forma, a identificagdo de promotores com indugio
regulada em plantas é extremamente desejavel para serem utilizados na geragdo
de plantas transgénicas com expressdo controlada. Desta forma, o objetivo deste
trabalho foi avaliar a eficiéncia do promotor do gene atrC, isolado do fungo
Aspergillus nidulans, em controlar a expressdo do gene uidA (GUS), na planta
modelo Setaria viridis. Esse promotor foi escolhido devido & indugdo em
presenca de baixas concentra¢des de etanol, identificada em estudos anteriores
(ANDRADE, 2000). Uma andlise in silico inicial da sequéncia do promotor a#C
foi realizada utilizando o programa PlantCare, com o objetivo de se identificar
elementos cis, elementos esses presentes em promotores regulados, resultando
na identificacdo de varios elementos na sequéncia do promotor. Posteriormente,
foram realizados ensaios de transformagdo genética com a construgdo contendo
o promotor patrC:uidA na planta modelo S. viridis via Agrobacterium
tumefaciens. Apds comprovacdo das plantas transformadas, ensaios foram
montados para testes histoquimicos, e verificando-se atividade enddgena de
GUS em S. viridis. Andlises para otimizagdo dos ensaios histoquimicos foram
realizados, constatando-se uma alta atividade endégena em solugdes de pH mais
acido. Estabelecidas as condigdes ideais, foram realizados testes histoquimicos
com a finalidade de verificar a eficiéncia do promotor em controlar a expressdo
do gene uidA, na presenga de diferentes compostos quimicos. Os resultados
confirmaram a indugdo do promotor afrC em raizes, por etanol e ciclo-
hexamida. Essa indu¢@o por etanol também foi confirmada em experimentos de
qPCR.

Palavras-chave: Promotor atrC. Cana-de-agtcar. Setaria viridis.



ABSTRACT

The sugarcane is an important crop in the Brazil's economy, because
plays an essential role for the sugar sector and biofuel. The cane bagasse is a rich
source for the bioethanol obtention, an even infeasible process on the
commercial level, if it considers the cost-benefit analysis. The development of
viable alternatives for the cell-wall degradation in sugarcane, with no need of
high temperatures and strong acids, could make economically viable the
obtention of this biofuel without the need of increase of planting area. One of
alternatives is the plant genetic engineering, with the controlled degradation of
cell-wall at the end of the production cycle. Thus, the identification of promoters
with regulated induction in plants is highly desirable for the obtention of
transgenic plants containing controlled expression. This work was performed
aiming to assess the efficiency of the atrC gene promoter in controlling the
expression of the uidA gene (GUS) in a model plant, Setaria viridis. The
promoter was isolated from the fungus Aspergillus nidulans, and was chosen due
to its induction ability under low ethanol concentration, previously found in
Andrade (2000). An initial in-silico gene expression analysis of the sequence of
the atrC gene was carried out using the PlantCare program for identifying cis
elements, which are present on regulated promoters, resulting in the
identification of several elements in the promoter sequence. Subsequently were
performed genetic transformation tests using a design containing the patrC: uidA
promoter in Setaria viridis via Agrobacterium tumefaciens. After verification of
transformed plants, experiments were performed for histochemical tests, and
endogenous GUS activity in Setaria viridis. Experiments for optimization of
these histochemical testings were also performed, from which was found a high
endogenous activity under solution of the most acid pH. Once established
optimal conditions, histochemical tests were performed for assessing the
efficiency of the promoter in controlling the gene uidA expression in the
presence of different chemical compounds. According to results, we found the
effect of ethanol and cycloheximide in the induction of the atrC promoter on
roots. Induction using ethanol was also found in the qPCR experiments.

Key-words: The atrC promoter. Sugarcane. Sefaria viridis.



Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

LISATA DE FIGURAS

Representacdo da parede celular da cana-de-agucar: celulose,
hemicelulose, pectina e lignina, importantes na producdo de
etanol de segunda Zeracao..........ccouevierieriieieeie e

Representacdo do glucuronoarabinoxilano, que possui ligacdo o e

Northern blot: Nivel de expressdo dos gene atrC, atrD e actina
em A. nidulans cultivado na presenca de diferentes compostos
toxicos: 1 controle (DMSO 0,1%), 2 reserpina (100 ug ml"), 3
sulfometuron metil (30 pg ml"), 4 controle (etanol 0,1%), 5
imazalil (10 pg ml™), 6 fenarimol (20 pg ml™), 7 pisatin (15 pg
ml™), 8 ciclo-hexXimida (19%6) .......ovvveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e,
Vetor p6N-oGUSi com os promotores: A) atrC full; B) atrC
short. hptll: agente de sele¢do para higromicina, Sm/Sp: agente
de sele¢do para estreptomicina/spectinomicina, oGUSi: gene
reporter GUS com intron. Tnos: regido terminadora.........c..c.cceueee.
1 Vetor de clonagem p6N-oGUSi. hptll: gene que confere
resisténcia a higromicina; Sm/Sp: gene que confere resisténcia a
estreptomicina/spectinomicina; GUS: gene repdrter. Tnos:
Regido terminadora. 2 Representacdo esquematica do vetor de
clonagem com os promotores fusionados a0 GUS............ccccuvene.ne.
Vetor p7UG-AB, que foi utilizado como controle positivo.
Sm/Sp: agente seletivo para estreptomicina/spectinomicina; Gus:

e TS (] 0 10) 4 1<) SRR



Figura 7

Figura 8

Figura 9

Figura 10

Figura 11

Sequéncia do promotor afrC full analisada no programa
PlantCare. Em laranja sequéncia retirada para atrC-short
(1162pb), em marrom elemento cis em resposta a luz, rosa:
elemento cis em resposta a baixa temperatura, amarelo: elemento
cis em resposta ao acido salicilico, azul: elemento cis regulador
da expressdo do endosperma, vermelho: elemento cis regulador

da expressdo do endosperma, verde: TATA Box, cinza: CAAT

Gel de agarose 0,8%, PCR para confirmar transformag@o dos
vetores em E. coli. M: marcador de baixo peso molecular;
C+:vetor original atrC, 309-1: vetor com promotor atrC full;
309-2: vetor com promotor afrC full; 309-3: vetor com promotor
atrC full; 310-1: vetor com promotor atrC short; 310-2: vetor
com promotor a#rC short; 310-3: vetor com promotor a#rC short ...
Gel de agarose 8%. Resultado de digestdo enzimatica com a
enzima de restricdo Pvull. Verde: Digestdo DNA do vetor a#rC
full em bandas de 666pb, 3800pb, 9949pb. Azul: Digestao DNA
do vetor atrC short em bandas de 666pb, 3519pb, 9949pb..............
Gel de agarose 0,8%. PCR de colonia para confirmar
transformag¢do de Agrobacterium  tumefaciens com  as
construgdes dos promotores atrC e atrD. C-: agua; C+: vetor
original atrC; 309: vetor com promotor a#+C full; 310: vetor com
Promotor @trC SOTt.......ccuieieiieeiieeee e
Esquema do processo de cultura de tecidos e transformacdo via
Agrobacterium tumefaciens utilizado em Setaria viridis. O
processo compreende desde a indugdo de calos até a aclimatag@o

das plantas regeneradas ..........ocveeveeierierieie e

46



Figura 12

Figura 13

Figura 14

Figura 15

Figura 16

Figura 17

[lustragdo esquematica das etapas do processo de aclimatacdo de
plantas transgénicas de S. ViFidis ..........ccccceevirinininieiininininee.
Gel de agarose 0,8%. PCR com par de primer oGUSi de
amplicon 424 pb dos perfilhos do primeiro evento. M: Marcador
de alto peso molecular; 1-20 DNA de perfilhos transformados
com o promotor atrC full. C+: DNA de planta Setaria viridis
transformada com GUS intron; P: plasmideo com promotor atrC
full; C-: planta ndo transformada............cccceeevrierienienieiee e,
Folhas transformadas com atrC full::oGUSi pulverizadas com
etanol 10% e coletadas e imersas em solugdo GUS por 24 horas.

As coletas foram realizadas nos tempos de 0, 1, 3, 6, 12 ¢ 24

Teste histoquimico de plantas ndo transformadas induzidas com
etanol 0,1% por 12 horas. Coletas da ponta, meio e base da folha,
caule apical, caule basal e raiz foram colocadas por 24 horas em
solugdo X-gluc com pH 4,5, 6,0 € 7,0 c.eeeeieiieieiieieeeeee e
Raizes de Setaria viridis induzidas com agua, ciclo-hexamida
1%, etanol 0,1%, etanol 1,0%, etanol 2,5% em tempos de 0, 6,
12, 24 € 36 NOTAS ..eeeeiiieeeee et
Resultado qPCR de Setaria viridis em presenga de compostos
quimicos (par primer oGUSi F1/R1): S 1 zero hora, S 3 ciclo-
hexamida 1%, S 4 etanol 0,1%, S 5 etanol 1%, S 7 agua, S 8
ciclo-hexamida 1%, S 9 etanol 0,1%, S 10 etanol 1%, S 11 etanol
2,5%0, WT WaY tYPC.ceveiitieiieiteie ettt



2.1
2.1.1
2.1.2
2.1.3
2.2
2.2.1
2.3
24

3.1

4.1
4.2
4.2.1
4.2.2
4.2.3
4.2.4
4.2.5
4.2.6
4.3
4.3.1
4.3.2
4.3.3
4.4
44.1
4.4.2
4.4.3
4.4.4
4.5
4.6
4.7
4.7.1
4.7.2
4.7.3
4.8
4.9
4.10

SUMARIO

INTRODUGCAO ...t 12
REFERENCIAL TEORICO ..........cooooiiiiiirinriinneeneeinseeeeseennns 14
A CaANA-AE-ACUCAT .........ocoovviiieiiiieeiiee ettt e e ree et e e e eareeeeeaee s 14
Parede celular de cana-de-aguicar ..................cc..oooviiiiiiiiiiiieeee, 15
Etanol de segunda geracao...............cocceeeviiiiiiiiiiinie e 17
Transformacio genética em cana-de-acuiicar................coceeeenennnn. 19
A TeZiA0 PromMOtOra ........oocvvieiiiiiiieiieeiie et 20
Promotor atrC (ABC transporter) ............ccccoevveenieenieenieeieeieeennenn 22
Planta modelo: Setaria viridis ..............ccoccoiviiniiiiii, 23
Transformacio genética de plantas com A. tumefaciens................ 24
OBJETIVO GERAL ..ottt 26
ODbjetivos especificos............ocoovviiiiiiiiiiiiiiiieee e 26
MATERIAL E METODOS ..........oooiviiviioieeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeean. 27
Desenho e construcao dos vetores ..............c.cccoevveeveiieeeiieeeeeiie e 27
Transformacao em Escherichia coli.....................cccccooviiiiniiiinn, 30
Crescimento de bactérias ...............c.coooeeviiiiiieniiiieececeeeen 30
Células competentes de Escherichia coli..........................c.ccueeueen.... 31
Transformacao de Escherichia coli.....................cc...cccoveevvvuveeecnnnnn. 32
Isolamento plasmidial em pequena escala........................cocoevinnn. 32
Reacao de PCR ...........oooviiiiiiceeee e 33
Digestao enzimatica ..............cccooiiiiiiiiiiie e 34
Transfec¢do em A. tumefaciens...................cccoecueeveeeioiiiiinnicnneennnen, 34
Células competentes de A. tumefaciens..................c.cccoccecuececncnennnn. 34
Transfeccio de A. tumefaciens por choque térmico .......................... 35
PCR de COlOMia...........c.ocoueiiiiiiiieiieie e 35
Transformacio de plantas via A. tumefaciens.................................... 36
Explante de S. viridis ...............ccccoooiiiiiiiniiiiii 36
Transformacio de S. viridis via A. tumefaciens................................. 36
Cultura de tecidos............cocoooiiiiiiiiiiiii e 37
Processo de cultura de tecidos S. Viridis...............ccccocevievininnnnnn. 38
Extracao de DINA .........oooiiiiioiieeeeee et 38
Reacdo de PCR .........ccoooiiiiieeee et 39
Ensaios para atividade GUS .................coooiiiiiiiiee, 40
Pulverizacio e alta concentracdo de etanol ........................................ 40
ACAO ENAOZENA ..ot 40
Diferentes COMPOSTOS............ccueviiiiriiiiiiieiieeiie e 40
Teste histoquimico ..............oocooeviiiiiiiii e 41
Extracao de RNA total ...............ccooooiiiiiiiiicceceee e, 41
Tratamento com DNASE..............ccooviiiiiiii e 42



4.11
4.12

5.1
5.2
5.3
5.4
5.5
5.6

5.6.1
5.7

Transcriptase reversa (CDNA).........ccoocoiiiiiiiiniiieeeeeeeeen 42
QPR ..o 43
RESULTADOS ..ottt 44
Desenho e construcao de vetores ...............ccceeeevieeniiieeeiiieeeiee e, 44
Transformacao em Escherichia coli.......................c.cccovvveveuviencnnnan, 46
Transfeccao em A. tUMefaciens...................cccooveeeevceeioiesiiniiiaeennnen, 47
Transformacio de plantas via A.tumefaciens......................c............. 48
Bioensaio com pulverizacio e alta concentracio de etanol............... 51
Bioensaio com adicdo de etanol em meio liquido e baixa

concentraco de etanol ....................ccooiiiiiiiiiii e 54
Bioensaio de atividade endégena de GUS em S. viridis ..................... 54
Bioensaios com imersio das raizes dos perfilhos em meio liquido

e adiciio de compostos qUIMICOS ..........c..coceririeiiniinininiiieiccce 57
QPR .o 58
CONCLUSOES........ootiiiriiiintieee s 61



12

1 INTRODUCAO

A cana-de-agticar ¢ uma monocotiledonea que pertence ao género
Saccharum. Teve origem no Sudeste Asiatico hé cerca de 6000 a.C. A partir de
entdo, a cana-de-agucar vem se dispersando pelo mundo, principalmente nas
regides tropicais e subtropicais (BRANDAO, 2010).

O Brasil, além de ser o maior produtor de cana-de-agtcar, é também o
maior produtor de aglicar e etanol e se mantém em expansao no mercado externo
devido a utilizacdo do biocombustivel como alternativa energética (BRASIL,
2014).

A cultura da cana-de-agucar ¢ direcionada principalmente para a
producdo de etanol e agucar, sendo o bagaco utilizado na geracdo de energia
elétrica  (GOLDEMBERG, 2008). Como a cana-de-agicar tem como
caracteristica acumular sacarose em seus colmos, esta é uma matéria prima
importante na produ¢do de etanol. Mas o bagaco esta tendo destaque no setor
energético, pois ¢ uma fonte de energia fermentavel, o que possibilita a produgio
de bioetanol (BRANDAO, 2010).

Atualmente a producdo de etanol lignocelulosico ¢ inviavel por
necessitar de acidos para degradar a parede celular da cana-de-agucar. O
desenvolvimento de métodos alternativos para aumentar a eficiéncia dessa
degradacédo ¢ meta prioritaria de pesquisas atuais neste tema. Com tal finalidade,
enzimas sdo alvos de pesquisa, pois converteriam a celulose e a hemicelulose em
acucares fermentaveis (ARRUDA, 2012). Outro método seria por meio de
engenharia genética de plantas, objetivando o controle do processo de
degrada¢do da parede celular da cana. Neste sentido, a identificagdo de
promotores com inducdo regulada em plantas ¢ extremamente desejavel para

serem utilizadas neste processo.
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O promotor tem como caracteristica controlar a expressdo génica por
meio de ligagdes entre a RNA polimerase Il e sequéncias especificas de DNA.
Desta forma, o promotor pode ser constitutivo ou regulado, em fungdo dos
elementos presentes na sua sequéncia nucleotidica. O promotor constitutivo
resulta na expressdo génica controlando determinada caracteristica em toda a
planta e de maneira continua, o que é indesejavel em alguns casos de plantas
geneticamente modificadas, como por exemplo, em caracteristicas que devam
ser manifestadas somente em momentos especificos, como no caso da
degradacdo da parede celular da cana-de-agtcar.

Andrade (2000) verificou que o promotor afrC apresenta um aumento na
expressdo génica em presenca de diferentes compostos, inclusive em presenca
de uma baixa concentracdo de etanol. Esse promotor foi isolado do fungo
Aspergillus nidulans e o gene atrC codifica uma proteina (ATRC) pertencente a
familia de transportadores de membrana do tipo ABC (ATP-Bilding-Cassete
transportes), envolvidas no sistema de resisténcia multipla a drogas.

Assim, este trabalho teve como objetivo verificar a funcionalidade do
promotor atrC em Setaria viridis, uma planta modelo para a cana-de-actcar por
ser também uma graminea, além de apresentar ciclo de vida rapido, grande

producdo de sementes e boa regeneragio in vitro.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 A cana-de-acgucar

A cana-de-agucar pertence a familia Poaceae, tribo Andropogoneae,
grupo Saccharastrae, género Saccharum. O género Saccharum contém seis
espécies: S. officinarum, S. spontaneum, S. robustum, S. sinense, S. barberi ¢ S.
edule. As espécies S. spontaneum ¢ S. robustum s3o consideradas silvestres,
enquanto as quatro outras, cultivadas. O alto nivel de ploidia e de numero de
cromossomos caracteriza o género Saccharum e dificulta a sua classificagdo
taxondmica (RAO, 1987).

A cultura da cana-de-agucar teve origem no sudeste da Asia e foi
introduzida no Brasil, em 1532, na capitania de Sao Vicente, onde foi construido
o primeiro engenho para produgdo de agucar. No entanto, foi na regido Nordeste
que a economia do agticar se desenvolveu (MACHADO, 2005). Inicialmente a
cana-de-agucar era utilizada na alimentacdo, fabricagdo de vinhos e
medicamentos. Hoje em dia, além da producdo do agucar e de eletricidade, a
cana ¢ empregada na fabricagdo de alcool combustivel (UNIAO DA
INDUSTRIA DE CANA-DE-ACUCAR - UNICA, 2014b).

O Brasil é o maior produtor mundial de agtcar e o segundo de etanol
(UNICA, 2013). A produgdo de cana-de-agticar teve aumento de 0,66% na safra
2013/2014 e 18,97% de aumento na producdo de etanol até o presente momento
(UNICA, 2014a).

A instabilidade no fornecimento de petroleo estimula a busca pelo uso
de fontes renovaveis para a produgdo de energia. Nesse contexto, o Brasil ¢
beneficiado por apresentar condigdes favoraveis para o cultivo de espécies

vegetais que podem ser utilizadas para a produgdo de energia renovavel, com
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destaque para a cana-de-aciicar (BOLSA DE VALORES DE SAO PAULO -
BOVESPA, 2011).

A utilizagdo dessa graminea em tal processo ¢ extremamente
interessante j& que toda a planta pode ser aproveitada. O caldo € fermentado para
producdo de etanol o bagaco ¢ utilizado para produ¢@o de energia elétrica e a
palhada ¢ usada para recuperar a fertilidade do solo (CNI-IEL, 2008).

A cana-de-agucar ¢ a principal fonte para a produgdo de etanol
lignocelulésico o que pode aumentar significativamente, e de forma sustentavel,
a producdo de bioetanol, pois ndo ha necessidade do aumento da area de plantio.
Para isso, esfor¢os tém sido direcionados para a producdo de etanol de segunda

geracdo a partir de cana-de-agucar (SOCCOL et al., 2010).

2.1.1 Parede celular de cana-de-acgticar

Para melhor compreender a produgdo de etanol de segunda geracdo é
importante conhecer a parede celular da cana-de-agucar (Figura 1). A parede
celular ¢ composta por polissacarideos, proteinas, compostos fenolicos e sais
minerais. Os polissacarideos consistem em celulose, hemicelulose e pectinas.
Eles sdo formados por pelo menos 14 monossacarideos diferentes ¢ consistem na
maior fonte de reserva de carbono fixado na fotossintese. Assim, o0s
polissacarideos sdo uma rica fonte de biomassa para a produgdo de bioetanol
(BUCKERIDGE; SANTOS; SOUZA, 2010).
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Parede celular m
. Parede Celular
Pectina - Primaria
Hemicelulose Membrana
¢ T Plasmatica

Celulose

Fonte: Internet

Figural Representagdo da parede celular da cana-de-agtcar: celulose,
hemicelulose, pectina e lignina, importantes na producio de etanol de
segunda geragdo

Fonte: Rehagro (2014)

As moléculas de celulose se alinham paralelamente formando uma fibra,
que consequentemente expulsa as moléculas de agua. As hemiceluloses
envolvem as microfibrilas formando o dominio celulose-hemicelulose. Esse
dominio ndo impede a interacdo entre as fibras, compondo uma rede. As
pectinas s3o agucares ramificados que estabelecem a porosidade da parede. No
dominio formado pelas pectinas, encontra-se imerso o dominio celulose-
hemicelulose (BUCKERIDGE; SANTOS; SOUZA, 2010).

A cana-de-agiicar apresenta como principal hemicelulose os
glucuronoarabinoxilanos (GAXs), diferente da maioria dos vegetais que
possuem o xiloglucano. No entanto, a cana possui xiloglucanos ¢ mananos em
menor quantidade. Os B-glucanos sdo encontrados em alta propor¢do em todos
os tecidos de cana (BUCKERIDGE; SANTOS; SOUZA, 2010; SILVA, 2005).

A lignina ¢ o ultimo componente a ser incorporado na parede, quando
ocorre o desenvolvimento das células. Ela penetra nas fibrilas causando rigidez,

impermeabilidade e resisténcia a ataques microbioldgicos. As ligacdes sdo
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responsaveis pela forte e rigida natureza da molécula da celulose na estrutura da
fibra vegetal (FENGEL; WEGENER, 1991; MESHITSUKA; LSOGALI, 1996).

Segundo Soccol et al. (2010), criar uma etapa bioldgica na qual a
expressdo de genes induza a degradacdo da parede celular da propria planta
facilitaria a manipula¢do na industria para a producdo de etanol. Dessa forma, a
biomassa estaria disponivel para posteriores processos de producdo, o que
levaria a uma reduc¢do de custo.

Com o proposito de utilizar material lignoceluldsico e aumentar a
disponibiliza¢do de biomassa, técnicas e processos para facilitar a separagdo da

lignina estdo sendo criados a partir de utilizagdo de acidos (LONG et al., 2013).

2.1.2 Etanol de segunda geracio

O caldo armazena apenas 1/3 do potencial energético da cana-de-agucar,
sendo que os outros 2/3 estdo na biomassa. O bagaco, que ¢ obtido a partir da
extragdo do caldo, tem sido utilizado para gerar eletricidade em usinas. Mas,
atualmente, o objetivo maior ¢ utilizd-lo para produzir etanol lignoceluldsico
(SOCCOL et al., 2010).

A produgio de etanol de segunda geracdo baseia-se na solubilizagdo da
parede celular e disponibilizacdo dos seus polissacarideos constituintes. Para
tanto ¢ utilizado um processo de hidrdlise acida constituido das seguintes etapas:
pré-tratamento com 4acidos, hidrolise enzimatica e fermentacdo. O que torna o
processo economicamente inviavel para a produgdo comercial de etanol, pois a
utilizagdo de acidos ¢ um método caro (BUCKERIDGE; SANTOS; SOUZA,
2010).

No pré-tratamento, ocorre a quebra da estrutura da lignina, o
rompimento da estrutura da celulose ¢ aumento da porosidade do material

lignocelulésico. Para isso sdo utilizados acidos fortes como: acido sulfurico,
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acido cloridrico e acido trifluoroacético. Como consequéncia os constituintes da
parede celular ficam mais disponiveis para quebra enzimatica e fermentacdo. Os
acidos sulftirico e cloridrico agem sobre a celulose ¢ a hemicelulose, ja o 4cido
trifluoroacético rompe principalmente as ligacdes alfa nas ramificagdes das
hemiceluloses (BUCKERIDGE; SANTOS; SOUZA, 2010).

Na  hidrdlise enzimatica, as ligagdes do tipo a dos
glucuronoarabinoxilanos sdo as primeiras a serem quebradas seguidas das
ligagdes B (FIGURA 2). A celulose ¢ a ultima a ser quebrada, pois apresenta
forte interacdo intermolecular, auséncia de dgua e as fibrilas estdo envolvidas
por hemicelulose. O problema da hidrélise de polissacarideos com ligacdes o e B
¢ a diferenca de tempo para a quebra, pois os monossacarideos que foram
gerados inicialmente podem levar a formagdo de furfurais, substancias toxicas

para a fermentacdo (BUCKERIDGE; SANTOS; SOUZA, 2010).

Glucuronoarabinoxilano

Figura 2 Representacdo do glucuronoarabinoxilano, que possui liga¢do a e B
Fonte: EBAH (2014)

A hidrdlise enzimatica produz hexoses e pentoses que serdo fermentadas
por Saccharomyces cerevisiae, unico fungo utilizado para o processo de
fermentacdo na producdo de etanol, mas esse ¢ capaz de fermentar apenas
substratos que contém hexoses. Para aprimorar o processo de fermentagio,
pesquisas estdo sendo desenvolvidas para se gerar microrganismos aptos a

fermentar ambos os compostos (SOCCOL et al., 2010).
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Outra maneira de se reduzir gastos na produgdo de etanol
lignoceluldsico seria induzir a propria planta a degradar a parede celular
disponibilizando os polissacarideos antes do processamento pela industria
(SOCCOL et al., 2010).

2.1.3 Transformacao genética em cana-de-agticar

A engenharia genética possibilita obter organismos com fragmentos de
DNA exdgenos de interesse, sendo que estes podem ser oriundos de espécies
relacionadas ou de organismos de outros reinos (GANDER; MARCELLINO,
1997; SANTAREM, 2000). A transformac¢io genética de plantas tem como
principais objetivos executar estudos funcionais de genes e auxiliar o
melhoramento genético de espécies cultivadas. Varias culturas apresentam
resultado positivo para essa tecnologia, inclusive a cana-de-agucar (ARRUDA,
2012).

A cana-de-agticar tem sido fortemente estudada para desenvolver
cultivares que apresentem maior produtividade com a finalidade de garantir a
sustentabilidade da produ¢ao mundial de agticar e etanol (WACLAWSKY et al.,
2010).

Varios centros de pesquisas estdo trabalhando para aprimorar a
utilizacdo da cana-de-a¢tcar na producdo de etanol de segunda geracdo. Genes
que codificam enzimas que catalisam a conversdo de sacarose em polimeros de
agucar ou dissacarideos, aumentando assim o teor de aglicar na cana, ja sdo
estudados. Plantas de cana modificadas geneticamente para produzir mais
enzimas que degradam a celulose também sdo alvos para a produgdo de etanol
lignocelulésico (CASTRO; PEREIRA, 2010).

Enzimas eficientes para degradar os polimeros da parede celular da cana

em agucares fermentdveis s3o necessarias para a producdo de etanol
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lignocelulésico, portanto, o desenvolvimento de novas rotas de bioconversdo
para a planta como matéria-prima em agucares simples, juntamente com
estratégias para a producdo de enzimas de alto rendimento, sdo os principais
focos na area de pesquisa de biocombustiveis atualmente (GONCALVES et al.,
2012).

A introducdo de genes que induza a planta a produzir enzimas que
desmontam a parede celular em um estagio especifico de desenvolvimento ¢
vantajosa, pois o crescimento da planta transgénica requer menos energia do que
a produgo dessas enzimas em microrganismos, como por exemplo, as xilanases

de Aspergillus (ESCOBAR, 2010; RIZZATI et al., 2008).

2.2 A regiio promotora

Um gene ¢ constituido por uma regido promotora, regido codificadora e
terminadora. O promotor ¢ o processador central da regulacdo de um gene,
contém os sitios para a ligacdo de fatores de transcricdo (TFs) e da RNA
polimerase II, responsaveis pela transcricdo génica (BRANDALISE, 2007;
LEWIN, 2009). O promotor possui uma regido denominada “nucleo promotor”
que se localiza proxima ao sitio da transcrigdo.

O ntcleo promotor tem como caracteristica ser a regido minima de DNA
necessaria para o inicio da transcrigdo. Nele se encontram elementos
conservados como o TATA Box, o Inr (iniciador), o elemento de
reconhecimento ao TFIIB, o CAAT Box e GC Box (BUTLER; KADONAGA,
2002; JUVEN-GERSHON; KADONAGA, 2010). Além desses sitios de ligacdo,
0s promotores apresentam varios outros sitios para transcritos especificos que
sdo ativados por estimulos enddgenos ou exdgenos proporcionando a ativacio
ou a repressio da expressdo génica ¢ sdo chamados de elementos cis

(BRANDALISE, 2007).
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A relacdo do nucleo promotor e dos elementos cis define um alto grau
de controle transcricional e deve ser estudada em conjunto, para se analisar sua
especificidade (BUTLER; KADONAGA, 2002; JUVEN-GERSHON;
KADONAGA, 2010).

Na maioria das vezes em que a transcricdo ocorre somente por
embasamento no nucleo promotor, o resultado é a baixa taxa de expressdo.
Assim, para se alcangar altas taxas transcricionais ha a necessidade de ligagdo de
sequéncias especificas de DNA a sitios dos elementos cis (BRANDALISE,
2007).

O promotor de um gene ¢ fundamental na biotecnologia e engenharia
genética, pois € esta sequencia de DNA que determina se a expressdo génica de
interesse € constitutiva ou regulada. Atualmente os promotores constitutivos
mais utilizados em plantas transgénicas (dicotiledoneas) sdo o 35S do virus do
mosaico da couve-flor, os promotores dos genes da nopalina sintase e octopina
sintase de Agrobacterium tumefaciens e o promotor do gene que codifica a
ubiquitina (Ubi-1) de milho (monocotiledoneas) (GREEN et al., 2002; ZHENG;
MURAL 1997).

O uso de promotores constitutivos na engenharia de plantas nem sempre
¢ desejado, pois ha caracteristicas que devem ser expressas em momentos
especificos. Neste caso, promotores regulados sdo mais eficientes. E de
conhecimento, que regides promotoras de genes induzidos apresentam cis
elementos regulatorios, relacionados a expressdo em resposta a varios fatores
endogenos e exdgenos. Assim, pesquisas precisas de cis elementos regulatérios e
seus fatores de transcricdo podem oferecer conhecimento dos sistemas
regulatdrios de genes que respondem a diferentes estimulos (ROSADO, 2012).
A pesquisa por promotores induziveis é fundamental para o melhoramento
genético, podendo este ser utilizado em grandes culturas e para varias

caracteristicas, inclusive no caso dos genes relacionados a degradag@o da parede
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celular da cana, o que diminuiria o gasto na producdo de etanol de segunda

geracao.

2.2.1 Promotor atrC (ABC transporter)

Estudos pioneiros da fun¢do dos transportes ABC (ATP-Bilding-
Cassete) foram realizados com o fungo A. nidulans (ANDRADE, 2000),
concluindo-se que essas proteinas compdem um mecanismo de protecdo celular
a compostos toxicos. Isso também se aplica aos patogenos de planta (DE
WAARD et al., 2006; YAZAKI, 2006).

Os dois primeiros genes isolados e relacionados ao transporte ABC em
fungos filamentosos foram o atrA ¢ atrB (ABC transporter), ambos
apresentando similaridade com proteinas relacionadas a transportadores ABC
em S. cerevisiae. Dois outros genes também foram identificados, atrC e atrD
(ANGERMAYR et al., 1999; ANDRADE et al., 2000).

Em estudos anteriores, Andrade (2000) verificou que o gene atrC
apresentava um nivel de expressdo basal, mas essa era aumentada com a
presenca de compostos quimicos, ¢ até mesmo na presenca de uma baixa

concentra¢do de etanol (Figura 3).
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atrC
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Figura 3 Northern blot: Nivel de expressdo dos gene atrC, atrD ¢ actina em A.
nidulans cultivado na presenca de diferentes compostos toxicos: 1
controle (DMSO 0,1%), 2 reserpina (100 pg ml™), 3 sulfometuron
metil (30 pg ml™), 4 controle (etanol 0,1%), 5 imazalil (10 pg ml™), 6
fenarimol (20 pg ml™), 7 pisatin (15 pg ml™), 8 ciclo-heximida (1%)

Fonte: Andrade (2000).

Neste trabalho, foi selecionado o promotor do gene atrC, pois este
apresentou inducdo por etanol, mesmo a uma baixa concentra¢do (Figura 3)

como observado por Andrade (2000).
2.3 Planta modelo: Setaria viridis

Plantas modelo sdo extremamente Uteis para a avaliagdo de transgenes
de interesse antes de introduzi-los em culturas alvo. Isso se da principalmente
devido ao tempo de geracdo, eficiéncia dos protocolos de transformagdo e
espaco requerido para a reproducdo de plantas transgénicas cultivadas.

S. viridis ¢ uma Paniceae, diploide, graminea de metabolismo C4 com

genoma de 510 Mb, baixa estatura, ciclo de vida rapido, prolifica producdo de
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sementes e pode ser transformada via A. fumefaciens. Além disso, apresenta
morfologia semelhante a maioria das gramineas Andropogoneae, incluindo as
principais matérias-primas para biocombustiveis (LI; BRUTNELL, 2011),
inclusive a cana-de-agucar.

As plantas de metabolismo C4 de maior interesse agronomico incluem o
milho, sorgo e cana-de-agucar, porém sdo de grande estatura, € possuem tempos
relativamente longos de geragdo, muitas vezes de varios meses. Assim, existe a
necessidade da utilizagdo de uma planta modelo para agilizar a andlise de
transgenes de interesse antes de iniciar um processo de transformagdo em cana-
de-agucar, uma vez que a planta modelo possui um ciclo de vida rapido,
pequeno porte, entre outras caracteristicas desejaveis (BROWN; PARSLEY;
HIBBERD, 2005).

2.4 Transformacio genética de plantas com A. tumefaciens

Uma técnica utilizada na engenharia genética de plantas ¢ a
transformagdo por Agrobacterium. Ela apresenta melhor resultado em
dicotiledoneas, mas ja ha resultados positivos em transforma¢des com
monocotiledoneas (CARNEIRO et al., 2009). Ho e Vasil (1983) obtiveram cana-
de-acucar transformada via 4. fumefaciens resistente a herbicida, certificando a
eficiéncia do método de transferéncia génica em monocotiledoneas.

A A. tumefaciens possui um plasmideo chamado de plasmideo Ti
(indutor de tumor), que confere a capacidade natural de transferir uma parte de
seu DNA para a célula vegetal que esta infectando, induzindo a formag¢ao de um
tumor conhecido como galha-da-coroa (CHILTON et al., 1982).

A manipulagdo genética do plasmideo Ti possibilitou a substituicdo das
sequéncias nativas na regido de transferéncia do plasmideo (T-DNA) por genes

de interesse. Assim, quando a Agrobacterium contendo um plasmideo Ti
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manipulado infecta uma célula vegetal, esta transfere o gene de interesse para
dentro da célula transformada e que se insere posteriormente ao DNA da planta
(CHILTON et al., 1982; HERRERA-ESTRELLA et al., 1993).

Antioxidantes s3o adicionados ao meio de co-cultivo, assim como 0 uso
de calos embriogénicos ou os ferimentos do tecido-alvo sdo fatores que
aumentam a infec¢do por Agrobacterium, pois diminuem barreiras para a
insercdio do T-DNA (GODWIN; FORD-LLOYD; NEWBURY, 1992;
SONGSTAD; SOMERS; GRIESBACH, 1995).

Um fator importante para a transformac@o genética ¢ a capacidade de
regeneracdo do tecido transformado. Apds o processo de transformaglo, a

caracteristica pode ser transferida convencionalmente (DRAPER et al., 1988).
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3 OBJETIVO GERAL

Avaliar a funcionalidade do promotor do gene AnatrC de A. nidulans na

planta modelo S.viridis

3.1 Objetivos especificos

a)

b)

Estabelecer calos embriogénicos de S. viridis para a etapa de
transformagao genética;

Gerar eventos transgénicos de S. viridis via A. tumefaciens com o
cassete de expressdo contendo o promotor do gene atrC;

Regenerar eventos transgénicos de S. viridis para as ctapas de
caracterizagdo molecular;

Verificar a integracdo do T-DNA nos individuos regenerados via
PCR;

Avaliar via teste histoquimico a expressio do gene reporter uidA sob

controle do promotor a#7C em plantas transformadas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Desenho e construcio dos vetores

Para o presente trabalho, as sequéncias dos promotores atrC full e atrC
short (Figura 4) foram sintetizados pela DNA CloningService, na Alemanha e
introduzidos no vetor de clonagem p6N-GUSi (Figura 5). Esse vetor possui dois
pontos de origem de replicagdo, podendo ser clonado em E.coli e
Agrobacterium. Além disso, ele possui um gene que confere resisténcia a
higromicina, sendo esse, o antibiotico que foi usado na cultura de tecidos como
agente seletivo para plantas; um gene que confere resisténcia a estreptomicina e
spectinomicina, antibidticos utilizados para selecdo bacteriana. Todos os
promotores foram fusionados ao gene GUSi. O vetor de clonagem p6N-oGUSi
(GUS otimizado) foi utilizado como controle negativo no experimento de

transformag@o genética em S. viridis.
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Figura4 Vetor p6N-oGUSi com os promotores: A) atrC full; B) arrC short.
hptll: agente de sele¢do para higromicina, Sm/Sp: agente de selegio
para estreptomicina/spectinomicina, oGUSi: gene reporter GUS com
intron. Tnos: regido terminadora

A sequéncia do promotor atrC full foi analisada e uma parte menor da
sequéncia foi selecionada, formando-se a sequéncia a#rC short. A sequéncia foi
analisada com base na regido que potencialmente contém os elementos cis

regulatdrios, resultando em dois vetores de andlise, atrC full e atrC short (Figura
6).
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Figura5 1 Vetor de clonagem p6N-oGUSi. hptll: gene que confere resisténcia
a higromicina; Sm/Sp: gene que confere resisténcia a
estreptomicina/spectinomicina; GUS: gene repdrter. Tnos: Regido
terminadora. 2 Representacdo esquematica do vetor de clonagem com
os promotores fusionados ao GUS

O controle positivo foi o p7UG-AB (FIGURA 6). Esse ¢ um controle
constitutivo devido a presenga do gene GUS sob regulacdo do promotor da
ubiquitina de milho. Nesse vetor, o agente seletivo € o antibiotico glufosinato de
amoénio para cultura de tecidos e estreptomicina/spectinomicina para bactérias.
Como o experimento necessitava de um controle positivo e ndo havia um
promotor constitutivo no mesmo vetor que os promotores € o controle negativo,

0 p7UG-AB foi utilizado.
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Figura 6 Vetor p7UG-AB, que foi utilizado como controle positivo. Sm/Sp:
agente seletivo para estreptomicina/spectinomicina; Gus: gene
reporter

4.2 Transformacido em Escherichia coli

Com o objetivo de multiplicar o DNA das construgcdes em estudo,
inseriram-se os vetores afrC full e atrC short em E. coli. Para isso, foi essencial
a producdo de células competentes de E. coli, transfeccdo em E. coli ¢
averiguacdo da integridade do material transformado, todas essas etapas foram

realizadas conforme protocolos descritos abaixo.

4.2.1 Crescimento de bactérias

O meio de cultura utilizado para crescimento bacteriano de E.coli foi o
LB (Luria Broth) que ¢ constituido de cloreto de sédio (10 g/L), triptona (10
g/L) e extrato de levedura (5 g/L). O agar 1,6% (p/v) foi utilizado para

solidifica¢do do meio LB. Este ¢é aferido ao pH de 7,5 antes de ser autoclavado
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por 20 minutos a 121 °C. Como agente seletivo, utilizou-se o antibidtico
estreptomicina em uma concentragdo de 12,5 mg/mL.

O meio de cultura para crescimento da A. tumefacientes foi o YEB que ¢
composto de extrato de carne (5 g/L), extrato de levedura (1 g/L), peptona (5
g/L), sacarose (5 g/L) e MgSO4 (240 mg/L). Para solidificagio do meio,
acrescentou-se 1,6% de agar (p/v). A faixa de pH o6timo para um bom

crescimento da bactéria € de 6,8.

4.2.2 Células competentes de Escherichia coli

No processo de producdo de células quimiocompetentes de E. coli,
utilizou-se 0 meio SOB que leva triptona (20 g/L), extrato de levedura (5 g/L),
cloreto de sodio (0,6 g/L), cloreto de magnésio (10 mL/L) e sulfato de magnésio
(10 mL/L) em um pH 6timo de 7,0. O tampao 1 ¢ cloreto de sodio (14,7 g/L) e o
tampdo 2 tem a mesma constitui¢do do tampao 1 acrescido de glicerol 15%.

A cepa bacteriana, XL.10 Gold, foi estriada com o auxilio de uma al¢a de
platina em placa contendo meio LB e incubada por 16 horas, a 37 °C. Uma
colonia foi transferida para 10 mL de meio LB liquido com estreptomicina (12,5
mg/mL) e incubada por 16 horas, a 37 °C, sob agitagdo de 300 rpm em agitador
orbital (Tecnal TE-421). Apos a incubagdo, uma aliquota de 5 mL foi transferida
para 250 mL de meio SOB e incubado novamente a 37 °C, sob agitagdo de 300
rpm até atingir ODgoy de 0,4. A cultura foi resfriada em gelo por 15 minutos,
transferida para tubo de 50 mL (congelado) e centrifugada a 3.300 g por 5
minutos a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas em 5
mL do tampéo 1. Em seguida, os volumes de dois tubos fa/con foram unidos e o
volume final foi acertado para 16 mL com tampao 1. A cultura foi incubada em
gelo por 15 minutos e, em seguida, centrifugada a 3.300 g/5 minutos/4 °C.

Novamente, o sobrenadante foi descartado e a cultura ressuspendida em 2 mL do
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tampdo 2. O volume final foi distribuido em aliquotas de 100 puL em tubos de

1,5 mL ¢ armazenadas a -80 °C.

4.2.3 Transformacao de Escherichia coli

Para a transformagao de Escherichia coli, foi utilizado o meio SOC para
crescimento bacteriano durante o processo de transformag¢do. Esse ¢ composto
de triptona (20 g/L), extrato de levedura (5 g/L), cloreto de sodio (500 mg/L),
KCI (250 mM), MgCl, (2 M), MgSO,4 (2 M) e glicose (1 M) em pH 7,0.

Uma aliquota de células competentes anteriormente preparadas foi
utilizada para cada transformag@o. As células competentes foram retiradas do
ultrafreezer e deixadas no gelo por 10 minutos para descongelar. Cerca de 10 mg
de DNA plasmidial foi adicionado e a cultura incubada em gelo por 30 minutos.
Apds este periodo, as células foram submetidas a choque térmico por 1 minuto a
42 °C logo depois, por 2 minutos no gelo. Foram adicionados 800 uL de meio
SOC e as células foram incubadas por 1 hora a 37 °C sob agitacdo de 300 rpm.
Uma aliquota de 50 pL da suspensdo foi plaqueada em meio LB so6lido contendo

12,5 mg/mL de estreptomicina. As placas foram incubadas a 37 °C por 16 horas.

4.2.4 Isolamento plasmidial em pequena escala

Na extragdo plasmidial foram utilizadas trés solu¢des, a solucdo I
apresenta glicose (50 mM), tris-HCI (1 M, pH 8,0), EDTA (500 mM, pH 8,0). A
solucdo II foi preparada no dia em que foi realizada a extragcdo e ¢ composta por
NaOH (2 N) e SDS (10%). A solugéo III composta por acetato de potassio 3 M e
acido acético 2 M, pH 5,0.

Uma colonia bacteriana foi inoculada em 2,5 mL de meio LB com 12,5

mg/mL de estreptomicina e incubada por 16 horas a 37 °C sob agitacdo de 300
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rpm. Cerca de 1,5 mL da cultura foi transferido para eppendorf de 1,5 mL e
centrifugado a 16.100 g por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e cerca
de 100 pL da solugdo I foram adicionados ao pellet. A ressuspensdo foi
realizada em vortex e 1 uL de RNAseA adicionado a suspensdo que foi incubada
a temperatura ambiente por 10 minutos.

Em seguida, 250 pL da solugdo II foram adicionados, misturados por
inversdo. Apos a mistura, adicionou-se 200 pL da solugdo III, a suspensdo foi
novamente misturada por inversdo e incubada em gelo por 10 minutos. Apos
esse tempo, a cultura foi novamente centrifugada a 16.100 g por 10 minutos a 4
°C. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo e 1 mL de isopropanol foi
adicionado. A mistura foi centrifugada novamente a 16.100 g por 10 minutos a 4
°C. O sobrenadante novamente foi descartado. O pellet foi lavado em etanol
70%, incubado em banho seco por 10 minutos, e apds seco, ressuspendido em 50

uL de agua.

4.2.5 Reacao de PCR

Reacgdes de PCR utilizando-se um par de primers que amplificam o gene
GUS: GUS-F GCACTAGCGGGACTTTGCAA e GUS-R
CGCGAAGCGGGTAGATATCA com amplicon esperado de 120 pb, foram
realizadas. A rea¢do composta de DNA femplate (0,2 ng), primer GUS F/R (1
uM cada), dNTP (200 uM), MgCl, (1 mM), 10x Taq buffer, Taqg DNA pol (5
u/pL), H,O miliQ. As condi¢des de ciclagem foram: 4 minutos a 95 °C,
seguidos de 30 ciclos de 45 segundos a 95 °C, 45 segundos a 55 °C e 1 minuto a
72 °C. A extensdo final foi realizada por 5 minutos. Os produtos das reacdes

foram avaliados em gel de agarose 1%.
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4.2.6 Digestao enzimatica

A digestdo com a enzima Pvull também foi utilizada como estratégia
para confirmar a identidade das sequéncias clonadas. Para as rea¢des de digestao
enzimatica foram utilizados 1 U de enzima Pvull, tampao (10 x), BSA, template
(1 pg) e H,O. A reagdo foi incubada a 37 °C overnight. Apos a reagéo, aliquotas

foram analisadas em gel de agarose 1%.

4.3 Transfec¢do em A. tumefaciens

A transfeccdo em Agrobacterium é importante, pois ¢ a via de transporte
do DNA de interesse para a planta, na transformacgdo genética. Para isso, foram

seguidos os passos descritos abaixo.

4.3.1 Células competentes de 4. tumefaciens

As células competentes foram produzidas a partir do tratamento das
células com CaCl, 20 mM (200 pL da solugao CaCl, 1 M foi diluido em 10 mL
de 4gua destilada).

A cepa de Agrobacterium, EHA105, foi estriada em meio YEB e
incubada a 28 °C por 16 horas. Uma colonia isolada foi inoculada em 3 mL de
meio YEB contendo 100 mg/L de rifampicina e incubada a 28 °C por 16 horas
sob agitacdo de 150 rpm. Em seguida, 2 mL da cultura foram transferidos para
50 mL de meio YEB com 100 mg/L de rifampicina e incubadas novamente a 28
°C sob agitacdo (150 rpm) até atingir ODggo 0,5-1,0. Atingindo a ODy, ideal, a
suspensdo foi incubada no gelo por 15 minutos, transferida para tubo falcon de
50 mL e centrifugada a 4.000 rpm/10 minutos/4 °C. Novamente, o sobrenadante

foi descartado e a cultura ressuspendida em 1 mL de CaCl, 20 mM contendo
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glicerol 10%. O volume final foi distribuido em aliquotas de 100 uL em tubos de

1,5 mL ¢ armazenadas a -80 °C.

4.3.2 Transfeccio de A. tumefaciens por choque térmico

Para a transformacdo estdvel das construcdes p6N-GUSi, foram
produzidas células competentes da linhagem EHA105 de A. tumefaciens. Essa
linhagem tem genes de resisténcia a estreptomicina (origem plasmidial) e
rifampicina (origem cromossomica) como agentes de sele¢do. Uma aliquota de
célula anteriormente preparada foi utilizada para cada transfeccdo.
Aproximadamente 1 ug de DNA plasmidial foi adicionado a uma aliquota de
células e incubada em gelo por 30 minutos. Apds este periodo, as células foram
transferidas para nitrogénio liquido até apresentarem uma coloragdo branca. Para
ocorrer o choque térmico, as células foram submetidas a temperatura de 37 °C
por 5 minutos. Foi adicionado 1 mL de YEB e as células foram incubadas por 2
horas a 28 °C. Uma aliquota de 100 pL foi plaqueada em meio YEB contendo
300 mg/mL de estreptomicina e 50 mg/mL de rifampicina. Para concentrar as
células, 800 pL foi descartado apds centrifugagdo de meio minuto. O pellet foi
ressuspendido e uma aliquota de 100 pL plaqueada novamente em meio YEB

com 300 mg/mL de estreptomicina e 50 mg/mL de rifampicina.

4.3.3 PCR de colonia

Com o objetivo de se confirmar a transformacéo, foi realizada uma PCR
a partir de colonias bacterianas. A partir das estrias, uma pequena aliquota foi
utilizada como DNA template, primers GUS F/R (1 uM), dNTP (200 puM),
MgCl, (1 mM), 10 x Taq buffer, Tag DNA pol (5 u/puL), H,O miliQ. As

condig¢des de ciclagem foram as mesmas descritas acima no item 4.2.5.
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4.4 Transformacao de plantas via A. tumefaciens

Para os ensaios de transformacdo de plantas é essencial a obtencdo de
calos competentes. Os processos necessarios a transformacgao via Agrobacterium

estdo descritos abaixo.

4.4.1 Explante de S. viridis

As sementes foram retiradas da palha e da casca. Estas foram
desinfestadas com hipoclorito 10% e Tween 20 por 3 minutos e enxaguadas com
dgua destilada autoclavada para serem inseridas em meio CIM para indugdo de
calo e mantidas no escuro por 3 a 4 semanas. Apos esse periodo, os calos
embriogénicos foram selecionados, repicados em meio fresco e transformados

apos trés dias.

4.4.2 Transformacao de S. viridis via A. tumefaciens

Para cada construgdo, foi realizado um pré-indculo, sendo que uma
colonia de Agrobacterium transfectada foi transferida para 5 mL de YEB
contendo 300 mg/mL de estreptomicina e 50 mg/mL de rifampicina e mantida a
28 °C por 16 horas. Apos esse periodo, uma aliquota de 5 mL foi utilizada como
inéculo em 20 mL de YEB contendo 300 mg/mL de estreptomicina e 50 mg/mL
de rifampicina e mantida a 28 °C sob agita¢do de 150 rpm até atingir ODg de
0,6-0,7. Apos esse periodo, as células foram centrifugadas por 15 minutos. O
sobrenadante descartado e o pellet ressuspendido com meio de infecgdo
acrescido de acetoseringona 200 pM. Os calos foram transferidos para um novo
falcon e imersos em 10 mL de meio de infeccdo, no qual foi adicionado

synperonic na propor¢do 1:1. Os calos ficaram em contato com o meio de
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infeccdo por 5 minutos sob lenta agitagdo. Apds esse periodo, o meio de
infec¢do foi retirado com o auxilio da pipeta e os calos foram vertidos em papel
filtro estéril e transferidos para meio de co-cultivo. O armazenamento dos calos

foi a 22 °C no escuro por trés dias.
4.4.3 Cultura de tecidos

O meio utilizado na cultura de tecidos foi basicamente o MS (1.650 mg
1" NH,NO;, 1.900 mg 1" KNO;, 440 mg 1" CaCl,.2H,0, 370 mg 1"
MgS0,.7H,0, 170 mg 1" KH,PO,, 8,6 mg 1"' ZnSO,, 6,2 mg 1" H;BO;, 22,3 mg
1"" MnS0,.4H,0, 0,025 mg 1" CuSO45H,0, 0,83 mg 1" KL, 0,25 mg 1"
Na,Mo0,.2H,0, 0,025 mg 1" CoCl,.6H,0, 0,1 mg 1" tiamina-HCI, 0,5 mg 1"
acido nicotinico, 0,5 mg 1" piridoxina-HCI, 2 mg 1" glicina, 100 mg 1" mio-
inositol, 27,80 mg 1" FeS0,.7H,0, 37,3 mg 1! Na,EDTA.2H,0), variando-se o
antibiotico, a concentragdo ¢ a presenga de complemento do meio, todos foram
aferidos para pH 5,7. Para a indug@o de calo, o meio MS foi acrescido de acido
nicotinico (0,5 mg/L), HCI piridoxina (0,5 mg/L), HCI tiamina (0,1 mg/L), d-
biotina (I mg/L), sacarose (30 g/L), myo-inositol (100 mg/L), CuSO, (0,6
mg/L), kinetina (0,5 mg/L), 2,4- acido diclorofenoxiacético (2 mg/L) e phytagel
(4 g/L). O meio de infecgdo ndo contém CuSO, (0,6 mg/L) e phytagel (4 g/L).

O meio de co-cultivo apresentava a mesma composi¢do que o meio de
indugdo de calo, porém acrescido da acetosseringona (200 uM). O meio para
eliminacdo da bactéria variava apenas na presenca do antibidtico timentin (150
mg/L). O meio de selecdo também era formado pelos mesmos reagentes, além
de timentin (150 mg/L) e higromicina (30 mg/L). O meio de regeneragdo
possuia uma concentracdo menor de sacarose (20 g/L) e phytagel (2 g/L), maior

concentra¢do de kinetina (2 mg/L) e auséncia de CuSO, e 2,4 de acido



38

diclorofenoxiacético, mas mantendo os antibidticos timentin (150 mg/L) e
higromicina (30 mg/L).

O meio MS, que foi utilizado para maior enraizamento antes de
aclimatar, foi basicamente formado por &4cido nicotinico (0,5 mg/L), HCI
piridoxina (0,5 mg/L), HCI tiamina (0,1 mg/L), sacarose (30 g/L), myo-inositol
(100 mg/L), phytagel (2 g/L), timentin (150 mg/L) e higromicina (30 mg/L).
Todos os meios foram diluidos em agua destilada e autoclavados a 121 °C por

20 minutos.

4.4.4 Processo de cultura de tecidos S. viridis

Apds trés dias em que os calos estiveram no meio de co-cultivo, eles
foram transferidos para o meio para elimina¢do de bactérias e armazenados a 25
°C, no escuro. Ap6s uma semana os calos foram transferidos para o meio de
selecdo e mantidos no escuro a 25 °C. Ao passar uma semana, os calos foram
transferidos para o meio de regenerag@o, sob foto-periodo de 16 horas a 25 °C.
Depois de aproximadamente 20-30 dias, os calos foram transferidos para o meio
MS para melhor enraizamento, sendo que aqueles que regeneraram foram
aclimatados com unimix e vermiculita. As plantas foram cobertas com plastico
transparente e, passados trés dias, cortou-se uma extremidade do plastico, no
quarto dia a outra extremidade também foi cortada, no quinto dia o plastico foi

totalmente aberto em sua parte inferior, sendo retirado no sétimo dia.

4.5 Extracido de DNA

Para se certificar que as plantas foram transformadas, foi realizado a
extragdo de DNA das plantas regeneradas com CTAB. Amostras de 200 mg de

tecido foliar foram pulverizadas em nitrogénio liquido e transferidas para
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eppendorf de 1,5 mL. Um volume com 750 pL de CTAB ¢ 3 pL de B-
mercaptoetanol foi adicionado ao pulverizado e vortexado. Incubou-se em
banho-maria por 60 minutos a 65 °C, sendo vortexado a cada dez minutos. Apds
esse periodo, centrifugou-se por 10 minutos a 16.900 g. O sobrenadante foi
transferido para um novo eppendorf. Acrescentou-se 753 uL de
cloroférmio:alcool isoamilico 24:1 (v/v) e vortexado por 30 segundos. O
material foi novamente centrifugado por 10 minutos a 16.900 g. O sobrenadante
foi transferido para um novo eppendorf ¢ 3 pL de RNAse foi adicionado e
incubado a 37 °C por 30 minutos. Passado esse tempo 450 pL de alcool
isopropilico foi adicionado, vortexado e incubado a temperatura ambiente por
uma hora. Apos esse periodo, centrifugou-se por 20 minutos a 16.900 g ¢ o
sobrenadante foi descartado. O pellet foi lavado com 500 pL de etanol 75%
gelado. Centrifugou-se por 3 minutos a 16.900 g e descartou-se o sobrenadante.
O material foi colocado em banho-seco a 37 °C por 10 minutos para secar e,

apds esse periodo, foi ressuspendido com 50 pL de 4gua miliQ autoclavada.

4.6 Reacdo de PCR

A PCR foi utilizada para confirmar que as plantas estavam realmente
transformadas e, para isso, o par de primers especifico (otimizado) foi o oGUSi:
oGUSi-F TTTGTTGATGTGCAGGTGGT e oGUSI-R
CTGCCCAATCCAACATCTCT com amplicon esperado de 424 pb. Para
realizar a reagfo, foi utilizado template (20 mg), primer oGUSi F/R (1 uM),
dNTP (200 uM), MgCl, (1 mM), 10x Taq buffer, Taq DNA pol (5 u/uL), H,O
miliQ. As condi¢des de ciclagem foram: 2 minutos a 95 °C, seguidos de 35
ciclos de 30 segundos a 95 °C, 30 segundos a 56 °C, 1 minuto a 72 °C. A

extensdo final foi realizada por 5 minutos.
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4.7 Ensaios para atividade GUS

Para avaliar se os promotores fungicos testados eram funcionais em
planta, dois ensaios foram montados, além de um ensaio para averiguar o melhor

pH da solucdo de GUS, uma vez que foi observada agao enddégena de GUS.

4.7.1 Pulverizacio e alta concentracio de etanol

A primeira maneira de inducdo foi a pulverizagdo das plantas com etanol
10% e a coleta de folha nos tempos de 0, 1, 3, 6, 12 e 24 horas apos a
pulverizacdo para teste histoquimico. A folha foi dividida em ponta, meio e base

em cada tempo de coleta.

4.7.2 Acdo endogena

Para tentar anular a a¢do enddgena de GUS, plantas ndo transformadas
foram induzidas com etanol 0,1% por meio direto com a raiz, uma vez que o
etanol foi colocado no meio in vitro e mantido por um periodo de 12 horas.
Passado esse tempo, foram coletados a folha, caule e raiz e testados em
diferentes faixas de pH da solu¢do de GUS (4,5; 6,0 e 7,0). A folha apical foi

dividida em ponta, meio, base ¢ o caule em caule apical e caule basal.

4.7.3 Diferentes compostos

Plantas transformadas foram induzidas por contato direto da raiz em MS
acrescido de dgua, ciclo-hexamida 0,1%, 0,1% de etanol, 1,0% de etanol e 2,5%
de etanol. A coleta para GUS foi nos periodos de 0, 6, 12, 24 e 36 horas apds o

tratamento.
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4.8 Teste histoquimico

O ensaio histoquimico permite identificar quais plantas realmente foram
transformadas devido a clivagem do X-gluc resultando em coloragdo azul.
Diferentes pontos azuis e a intensidade da coloracdo determinam o nivel de
expressdo dos promotores.

A folha, caule e raiz foram incubados no tampdo de reagdo, em um
volume de 200 pL. Para que ocorra eficiéncia, o material foi incubado no escuro
a uma temperatura de 37 °C por 24 horas. Apoés o periodo de incubagdo, o
tampao de reacdo foi retirado e adicionado etanol 70% para interromper a reagio
e retirar a clorofila, permitindo melhor visualizagdo da coloragdo azul. Passada
uma semana do procedimento, as amostras foram lavadas em 1 mL de agua
destilada e transferidas para glicerol 50%. Os tecidos foram fotografados em

microscopio ZEISS PlanApo 10x.

4.9 Extraciao de RNA total

Para a extragdo de RNA, foi utilizado o tecido radicular da planta e o
protocolo usado foi com o cloreto de litio. Sendo 2,5 mL de material macerado e
colocado em tubo falcon de 15 mL. Adicionou-se 0 mesmo volume de tampao
de guanidina e também de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1),
armazenando as amostras em gelo. O material foi centrifugado a 11.000 g a 4 °C
durante 30 minutos. Apos este periodo, a fase aquosa foi coletada e transferida
para um novo tubo, adicionando 1/10 do volume inicial de acetato de sodio 3M e
2,5 vezes o volume inicial de etanol 100% gelado. Assim, as amostras foram
incubadas a -20 °C por 2 horas. Novamente centrifugou-se a 11.000 g a 4 °C por
30 minutos. Posteriormente o sobrenadante foi descartado e o pellet posto para

secagem. Sendo ressuspendido em 1 mL de dgua miliQ. Este foi transferido para
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um eppendorf de 1,5 mL e centrifugado 8.000g a 4 °C durante 3 minutos. O
sobrenadante foi transferido para novo tubo eppendorf e adicionou-se 0 mesmo
volume de cloreto de litio 4M e incubado a 4 °C overnight. Apds este periodo,
centrifugou-se a 16.900 g a 4 °C por 20 minutos. O sobrenadante foi descartado
e o pellet ressuspendido em 0,5 mL de agua miliQ. Adicionou-se 1/10 do
volume inicial de acetato de sdédio 3M e 2,5 vezes o volume inicial de etanol
100%. Novamente incubaram-se as amostras por 2 horas a -20 °C e centrifugou-
se a 16.900 g a 4 °C por 20 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet
lavado com 500 mL de etanol 70% gelado. Nova centrifugacdo a 16.900 g a 4
°C por 20 minutos foi realizada e o sobrenadante descartado. O pellet apos secar,

foi ressuspendido a 100 pL com agua miliQ. O armazenamento foi a -20 °C.

4.10 Tratamento com DNAse

Para cada amostra de RNA, foram utilizados 1,5 pL de RNA, 1 pL de
tampao, 6,5 pL de dgua e 1 pL. de DNAse.As amostras foram submetidas a 37
°C por 30 segundos e posteriormente adicionado 1 pL de stop solution, em cada,

condicionando-as a 65 °C por 10 segundos.

4.11 Transcriptase reversa (cDNA)

Para cada amostra, foram utilizados: 4 pL de RNA, 6,6 uL de agua, 1
uL de oligo-DT e submetido a desnaturag@o (10 minutos a 70 °C, seguido de 5
minutos no gelo). Adicionou-se 4 pL de buffer 5x, 2,4 pL de MgCl,, 1 uL de
dNTP e 1 pL de RT. Incubou-se a 42 °C por 1 hora e 70 °C por 15 minutos.
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4.12 qPCR

Para confirmar a transcricdo e a funcionalidade do promotor, foi
realizada uma reagdo de PCR quantitativo em tempo real (q-PCR). O primer
utilizado foi 0 oGUSi F1/R1 (F1: 5> TTCACGATCATGCCCTCATG 3’/ R1: 5’
CCGTGTTCATCTGCCCAATC 3’). A g-PCR é uma analise quantitativa e
qualitativa do material em tempo real. Para a transcri¢do, utilizou-se o SYBR
Green Master Mix 2x (que incluiu corante SYBR Green, Taq polimerase, ROX e
dNTP), Primers F/R (5uM) e 4gua. Na q-PCR, o gene de referéncia incluido
para  controle foi o succinato  desidrogenase (Succ-F: 5’
ACAGTTCAGCGCTACGTTCT 3’/ Succ-R: 5 GTGGCTAGAGGGACGGAT
3”). A gPCR foi realizada com 1 pL cDNA diluido 1:10.
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5 RESULTADOS

5.1 Desenho e construcio de vetores

A sequéncia do promotor fungico atrC foi analisada no programa
PlantCare (CIS-ACTING REGULATORY ELEMENT - CARE, 2014) quanto a
presenca de sitios de elementos cis. O programa analisa sequéncias de planta. O
promotor afrC apresenta um elemento cis em resposta a baixa temperatura
(5"CCGAAA3’), um elemento cis em resposta a luz (5"CAGACCTGGCA3’),
um elemento cis em resposta ao acido salicilico (5'"GAGGAGAATA3’) e dois
elemento cis em resposta a expressio do endosperma (5'GTCAT3’;
5'TGAGTCAZ3’), além de apresentar os sitios TATA Box e CAAT Box do

nucleo promotor (Figura 7).
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Figura7 Sequéncia do promotor a##C full analisada no programa PlantCare.

Em laranja sequéncia retirada para atrC-short (1162pb), em marrom
elemento cis em resposta a luz, rosa: elemento cis em resposta a baixa
temperatura, amarelo: elemento cis em resposta ao acido salicilico,
azul: elemento cis regulador da expressdo do endosperma, vermelho:
elemento cis regulador da expressdo do endosperma, verde: TATA
Box, cinza: CAAT Box

Os elementos cis, encontrados pela analise da sequéncia, nfo tém

semelhanca ao processo de indugdo pelo promotor afrC, podendo este nio ser

funcional em plantas.

O promotor atrC foi sintetizado pela empresa DNA CloningService e

inserido em um vetor bindrio, a partir do uso de enzimas de restrigdo.

Estreptomicina/spectinomicina é o antibidtico responsavel pela selecdo

bacteriana e higromicina fusionada a actina, o antibidtico de selecdo de

transformacdo. O promotor estd fusionado ao GUS que apresenta um intron com

0 objetivo de eliminar falsos positivos, uma vez que apenas seres eucariotos t€ém

a capacidade de splicing.
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5.2 Transformacdo em Escherichia coli

Para verificar a preseng¢a do vetor em E. coli, foi realizada reagdo de
PCR com o par de primers GUS e a digestdo enzimatica com a enzima de
restricdio Pvull. O resultado de PCR, apoés andlise em gel de agarose,
apresentado na Figura 8, nos permite concluir que foi observado um amplicon de
120 pb, conforme esperado. O resultado de digestdo enzimatica, apos analise em
gel de agarose, apresentado na Figura 9, também corresponde com o perfil de

bandas esperado para o vetor.

A309-2
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A310-2
A310-3

n
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o
<
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120pb

Figura 8 Gel de agarose 0,8%, PCR para confirmar transformacéo dos vetores
em E. coli. M: marcador de baixo peso molecular; C+:vetor original
atrC, 309-1: vetor com promotor atrC full; 309-2: vetor com
promotor atrC full; 309-3: vetor com promotor afrC full; 310-1: vetor
com promotor atrC short; 310-2: vetor com promotor atrC short;
310-3: vetor com promotor atrC short
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Figura9 Gel de agarose 8%. Resultado de digestdo enzimatica com a enzima
de restricdo Pvull. Verde: Digestdio DNA do vetor arC full em
bandas de 666pb, 3800pb, 9949pb. Azul: Digestio DNA do vetor
atrC short em bandas de 666pb, 3519pb, 9949pb

Como a técnica de digestdo enzimatica baseia-se em uma endonuclease
de restricdo para cortar enzimaticamente o DNA em uma sequéncia especifica
de reconhecimento de nucleotideos, o nimero e¢ o tamanho dos fragmentos
gerados refletem a sequéncia e a distribui¢do destes sitios de restrigdo

(MASLOW et al., 1993).

5.3 Transfeccdo em A. tumefaciens

Com o propdsito de utilizar a técnica de transformagdo de plantas por
Agrobacterium, ha a necessidade de primeiro, inserir o vetor de interesse nesta
bactéria. Assim ap0s a transfec¢do, foi realizada uma PCR de coldnia com o par
de primers GUS gerando um amplicon de 120 pb (Figura 10), confirmando a

presenga do vetor.
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Figura 10 Gel de agarose 0,8%. PCR de colonia para confirmar transformacao
de Agrobacterium tumefaciens com as construgdes dos promotores
atrC e atrD. C-: éagua; C+: vetor original a#rC; 309: vetor com
promotor atrC full; 310: vetor com promotor a#rC short

5.4 Transformacio de plantas via A.tumefaciens

Com a confirmagdo da integridade das construgdes, foram realizados os
ensaios de transformacdo de S. viridis via Agrobacterium, conforme esquema
apresentado na Figura 11. Eventos positivos foram observados para a construgio
do atrC full, com uma porcentagem de 7,5% de transformantes, sendo que em
um total de quarenta calos, trés se desenvolveram. Entretanto, para a outra
construgdo (atrC short), ndo foram obtidas plantas regeneradas, pois nenhum

calo se desenvolveu.
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Indugdo Calo incubado
de calo em suspensdo
embriogé- com A.
nico tumefaciens
contendo
atr::oGUSI Calo no
antibidtico
seletivo
higromicina

&=

Plantas TO
atr::oGUSI

Figura 11 Esquema do processo de cultura de tecidos e transformacgdo via
Agrobacterium tumefaciens utilizado em Setaria viridis. O processo
compreende desde a indugdo de calos até a aclimatagdo das plantas
regeneradas

As trés plantulas que foram selecionadas no meio na presenca do
antibidtico higromicina foram aclimatadas para andlises posteriores. Sendo 230
perfilhos de um unico evento, seis perfilhos de um segundo evento e trés

perfilhos do terceiro evento, sendo todos TO (Figura 12).
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Figura 12 Ilustragdo esquematica das etapas do processo de aclimatagdo de
plantas transgénicas de S. viridis

Apds o processo de aclimatagdo, amostras foliares foram utilizadas para
extragio de DNA e confirmag¢do da presenca do transgene. A Figura 13
apresenta os resultados de reagdes de PCR, analisadas em gel de agarose,
confirmando que o DNA de todos os perfilhos analisados resultou na

amplificagdo de um fragmento de 424pb, conforme esperado.
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Figura 13 Gel de agarose 0,8%. PCR com par de primer oGUSi de amplicon
424 pb dos perfilhos do primeiro evento. M: Marcador de alto peso
molecular; 1-20 DNA de perfilhos transformados com o promotor
atrC full. C+: DNA de planta Setaria viridis transformada com GUS
intron; P: plasmideo com promotor afrC full; C-: planta ndo
transformada

5.5 Bioensaio com pulverizacgio e alta concentracio de etanol

Com a comprovagdo molecular dos perfilhos transformados, um
primeiro experimento para teste histoquimico foi montado. As plantas foram
pulverizadas com etanol 10%. Nos periodos de 0, 1, 3, 6, 12 e 24 horas, folhas
foram coletadas e¢ colocadas em solucdo X-gluc para teste GUS. Os resultados

mostraram que houve uma coloragdo azul restrita as bordas da ponta das folhas
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nos tempos de 3 e 6 horas apds a pulverizagdo (Figura 14). O controle positivo

apresentou coloracdo em toda a sua extensdo.

I Ui hora (vacuo) I

I Trés horas (vacuo) I

Figura 14 Folhas transformadas com a##C full::oGUSi pulverizadas com etanol
10% e coletadas e imersas em solugdo GUS por 24 horas. As coletas
foram realizadas nos tempos de 0, 1, 3, 6, 12 ¢ 24 horas

(...continua...)
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“Figura 14, conclusdo”

[ Vinte ¢ quatro horas (vacuo) I

Na literatura, ndo ha resultados semelhantes de expressdo restrita a
borda da folha. Mesmo assim, a restricdo da expressdo pode ser devido ao
método de indugdo, a pulverizagdo nas folhas, concluindo como nao eficaz para
este experimento. Além disso, ja descrito na literatura que pequenas
concentragdes sdo mais favoraveis a indugfio, ao invés de altas concentragdes de
etanol, fator esse que ajuda a baixa expressio (SALTER et al, 1998;
VREUGDENHIL et al., 2006).
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5.6 Bioensaio com adicdo de etanol em meio liquido e baixa concentracio de

etanol

Como os resultados de bioensaio com pulverizagdo de etanol 10% néo
foram satisfatérios, pois a expressdo se restringiu a borda da folha, outro ensaio
foi desenhado com a imersdo dos perfilhos em tubos de ensaio contendo meio de
cultivo e adi¢@o de etanol e outros compostos. Entretanto, os resultados iniciais
mostraram uma alta atividade de GUS nos controles negativos (plantas nao
transformadas) indicando haver atividade endogena de GUS em Setaria viridis.
Desta forma, foi realizado outro bioensaio, nas mesmas condi¢des (imersdo de
perfilhos), porém, variando-se o pH da solu¢do X-gluc, com o objetivo de se

identificar a melhor condigéo para suprimir a atividade endogena observada.

5.6.1 Bioensaio de atividade endogena de GUS em S. viridis

Com o objetivo de se avaliar diferentes condi¢cdes de analises
histoquimicas visando-se eliminar as atividades endogenas de GUS, previamente
observadas, foi desenhado um bioensaio com plantas ndo transformadas.

Diferentes pHs da solucdo de GUS (pH 4,5; 6,0 e 7,0) e plantas néo
transformadas foram coletadas apds 12 horas ¢ imersas em meio MS acrescido
de etanol 0,1%, concentra¢do observada por Andrade (2000). Nas condi¢des de
pH 4,5, a coloragdo azul é predominante em todos os tecidos (Figura 15, painel a
esquerda). J& nas condi¢des de pH 6,0, a coloragdo se restringe a borda dos
tecidos (Figura 15, painel central) e no pH 7,0, a coloragdo azul nio foi
observada em nenhum dos tecidos (Figura 15, painel a direita). Os resultados
apresentados na Figura 15, comprovam que existe alta influéncia do pH da
solugdo X-gluc nas analises histoquimicas de GUS, em Setaria viridis, conforme

observado para tabaco (ROSADO, 2012; SOLIS-RAMOS et al., 2010). Os



55

resultados também demonstram que em condi¢des de pH neutro (pH = 7,0) ndo
foi possivel observar essa atividade enddgena de GUS. Desta forma, essas

condi¢des foram utilizadas nos ensaios posteriores.
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pH4.,5 pH 6,0 pH7,0

-
-

Ponta da folha
apical

Meio da folha
apical

Base da folha
apical

Caule apical

Caule basal

—————

Raiz
—_—

Figura 15 Teste histoquimico de plantas ndo transformadas induzidas com
etanol 0,1% por 12 horas. Coletas da ponta, meio e base da folha,
caule apical, caule basal e raiz foram colocadas por 24 horas em
solugdo X-gluc com pH 4,5, 6,0 ¢ 7,0




57

5.7 Bioensaios com imersao das raizes dos perfilhos em meio liquido e

adicdo de compostos quimicos

Com a certificagdo do pH 7,0 como 6timo, outro ensaio foi montado
para se avaliar a inducdo do promotor afrC full::GUSI. O teste histoquimico foi
baseado em diferentes concentra¢des de etanol: 0,1%, 1,0% e 2,5%, ciclo-
hexamida 1% e controles (dgua). Foram avaliados também, diferentes tempos de
tratamentos: 0, 6, 12, 24 ¢ 36 horas ap6s o tratamento.

Apds os tratamentos, foi avaliada a atividade enzimatica de GUS
somente nas raizes (Figura 16). Os dados mostram que ndo houve atividade
enzimatica de GUS no tempo de 0 hora, indicando que nenhuma atividade
endogena foi detectada nestas condi¢des. Da mesma forma, o tratamento
controle com agua ndo apresentou colora¢do em nenhum dos tempos avaliados,
indicando que o promotor afrC ndo apresenta expressdo basal em S. viridis. Foi
observada atividade de GUS apds 24 horas do tratamento com ciclo-hexamida
1% (Figura 16). Ja com o tratamento de 0,1% de etanol, verificou-se atividade
de GUS nos tempos de 6 e 36 horas, apds a adicdo do composto. Entretanto na
concentra¢do de 1,0%, ndo foi observada coloragdo em nenhum dos tempos
testados. Ao contrario do tratamento com 2,5% de etanol, em que foi observada
atividade de GUS apods 24 horas (Figura 16). Esses resultados confirmam os
dados obtidos por Andrade (2000), indicando que o promotor atrC pode ser

induzido por etanol e ciclo-hexamida 0,1%. e 1% respectivamente.
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0 hora

6 horas 12 horas 24 horas 36 horas
——

Agua

Ciclo
hexamida

2,5%
ETOH

Figura 16 Raizes de Setaria viridis induzidas com agua, ciclo-hexamida 1%,
etanol 0,1%, etanol 1,0%, etanol 2,5% em tempos de 0, 6, 12, 24 ¢ 36
horas

5.8 qPCR

Os resultados de gqPCR apresentaram expressdo diferencial. Os

tratamentos com indugdo de etanol 0,1% e 1,0%, representadas como 4 e 5,
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respectivamente, exibiram um aumento expressivo em comparagdo aos outros

tratamentos realizados, ciclo-hexamida 1% e etanol 2,5% (Figura 17).

950
200
850
800

750 4

650

600 -

550

RQ

350
300

250

200
150 -

100

500 -

RQ vs Sample

Figura 17 Resultado qPCR de Setaria viridis em presenca de compostos

quimicos (par primer oGUSi F1/R1): S 1 zero hora, S 3 ciclo-
hexamida 1%, S 4 etanol 0,1%, S 5 etanol 1%, S 7 agua, S 8 ciclo-
hexamida 1%, S 9 etanol 0,1%, S 10 etanol 1%, S 11 etanol 2,5%,
WT way type
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A gPCR confirmou a funcionalidade do promotor af#C em plantas,
mesmo este sendo um promotor fingico. E mostrou ainda que este promotor tem
uma melhor indutibilidade em pequenas concentragdes de etanol, conforme
observado por Andrade (2000). Foi comprovado ainda, que a expressdo foi
favorecida nas seis primeiras horas de indu¢fo, sendo a expressdo negativa no

tempo de doze horas.
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6 CONCLUSOES

a)

b)

c)

d)

e)

Foram obtidas plantas transgénicas atrC full::uid4 a partir de trés
eventos independentes de transformagéo;

Foi detectada atividade enddgena de GUS em S. viridis, nas
condi¢des dos bioensaios realizados neste estudo (0,1% etanol), em
condi¢des de pH acido do tampao X-gluc;

Baixa atividade de GUS foi detectada nos bioensaios com
pulverizagdo de 10% etanol em plantas transformadas de S. viridis
com o promotor fungico atrC;

Bioensaios com a imersdo dos perfilhos de S. viridis em meio liquido
e adigdo de ciclo-hexamida 1% e etanol (0,1% e 2,5%) resultaram na
deteccdo de atividade GUS em raizes de plantas transformadas,
confirmando a indug¢do do promotor atrC por esses compostos,
também em S.viridis;

A ¢PCR confirmou a diferenca de expressdo em concentragdes mais
baixas de etanol, comprovando a indutibilidade do promotor a#+C em

S.viridis.
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