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RESUMO

Plantas modelo s&o usadas para estudos de caracterizagdo de genes e promotores,
pois tem seus protocolos de transformacdo e regeneragdo definidos. Nicotiana
tabacum e Populus sp. sdo exemplos de plantas modelo que sao transformadas
facilmente e eficientemente com um DNA exdgeno. Neste trabalho foram usadas
plantas de Nicotiana tabacum para validar o promotor G02172 fusionado ao gene
gus e plantas de Populus tremula x P. alba clone 717-1B4 foram transformadas para
validar o fator de transcrigdo CaHB12. Em trabalhos anteriores, o promotor G02172
foi isolado de Eucalyptus grandis e o gene deste promotor foi definido com
expressao especifica em raizes. Assim, plantas de tabaco transformadas com este
promotor foram estudadas a fim de validar a expressao especifica nas raizes. Dez
eventos com o promotor G02172 e um com o promotor CaMV35S, ambos
fusionados ao gene gus e ao gene gfp, foram analisados via PCR. Em seguida, foi
realizado o teste histoquimico e de quantificagdo do gene gus para a visualizagédo da
atividade da enzima B-glucuronidase. A presenca da proteina néo foi especifica nas
raizes do tabaco, no entanto houve maior expressao do gene gus nas raizes e nos
caules. Portanto, o promotor G02172 foi considerado um promotor preferencialmente
expresso em caules e raizes em Nicotiana tabacum. Um segundo estudo de
validagao foi realizado usando o fator de transcricado CaHB12 da familia HD-Zip-l em
plantas de Populus tremula x P. alba clone 717-1B4. Este fator de transcrigao foi
isolado de Coffea arabica e esta envolvido na resposta a tolerancia a seca. Foram
verificados via PCR oito eventos contendo o gene CaHB12. Em seguida, foi
realizado o Southern Blot que permitiu estabelecer que quatro dos oito eventos eram
0 mesmo evento e que tinham duas copias do gene CaHB12. O evento 1 e plantas
nao transformadas foram submetidos ao estresse osmotico in vitro. Estas plantas
foram mantidas em meio de cultura MS suplementado com 300 mM de manitol, 30 g
L' de sacarose e 7 g L' de agar. Apdés 60 dias, observou-se o melhor
desenvolvimento dos eventos do que as plantas controle. Estas plantas foram
usadas para extracado e quantificacdo de prolina. Nao houve diferencga estatistica na
quantidade de prolina entre o evento e o controle. Trés eventos foram aclimatizados
e avaliados morfologicamente, e apdés 60 dias, ndo houve diferencas estatisticas
entre eles mostrando que o fendtipo das plantas se manteve inalterado. Dois
regimes de estresse hidrico foram aplicados aos trés eventos aclimatizados e aos
controles. No primeiro regime, houve um estresse severo onde foi cessada a rega
por 15 dias e todas as plantas morreram. No segundo, foi realizado um estresse
moderado com uma rega semanal. Apos 15 dias, estas plantas foram avaliadas para
numero de folhas, comprimento e largura de folhas. Houve diferengas estatisticas
entre os resultados, sendo que as plantas controle sempre obtiveram as médias
menores. Assim, pode-se concluir que o fator de transcricao CaHB12 teve influéncia
positiva na tolerancia a seca de plantas de Populus tremula x P. alba clone 717-1B4.

Palavras-chave: HD-Zip-I, tolerancia a seca, promotor raiz-especifico.



ABSTRACT

Model plants are used for characterization studies of genes and promoters, as they
have their transformation and regeneration protocols well defined. Nicotiana tabacum
and Populus sp. are examples of model plants that are easily and efficiently with an
exogenous DNA transformed. In this study, Nicotiana tabacum plants were used to
validate the G02172 promoter fused to the gus gene and plants of Populus tremula x
P. alba clone 717-1B4 were transformed to validate the transcription factor CaHB12.
In a previous study, the G02172 promoter was isolated from Eucalyptus grandis and
it was shown that the promotor gene was specifically expressed in roots Thus,
tobacco plants transformed with this promoter were studied in order to validate the
specific expression in the roots. Ten events with the G02172 promoter and one with
the CaMV35S promoter, both fused to the gus gene and the gfp gene, were analyzed
via PCR. Next, the histochemical and quantification test of the gus gene was
performed to visualize the activity of the enzyme [(-glucuronidase. The presence of
the protein was not specific in the tobacco roots; however there was a greater
expression of the gus gene in the roots and stems. Therefore, the G02172 promoter
was considered a promoter preferentially expressed in stems and roots in Nicotiana
tabacum. A second validation study was performed using the CaHB12 transcription
factor of the HD-Zip-l family in plants of Populus tremula x P. alba clone 717-1B4.
This transcription factor was isolated from Coffea arabica and is involved in the
response to drought tolerance. Eight events containing the CaHB12 gene were
verified via PCR. Southern Blot was then performed to establish that four of the eight
events were the same event and had two copies of the CaHB12 gene. Event 1 and
untransformed plants were submitted to osmotic stress in vitro. These plants were
maintained in MS culture medium supplemented with 300 mM mannitol, 30 g L
sucrose and 7 g L™ agar. After 60 days, the events had a better development than
the control plants. These plants were used for extraction and quantification of proline.
There was no statistical difference in the amount of proline between the event and
the control. Three events were acclimatized and evaluated morphologically and, after
60 days, there were no statistical differences between them showing that the plant
phenotype remained unchanged. Two water stress regimes were applied to the three
acclimatized events and control plants. In the first regime wher a severe stress was
applied, with watering stopped for 15 days,all the plants died. In the second regime, a
moderate stress was carried out with a weekly irrigation. After 15 days, these plants
were evaluated for leaf number, length and width. There were statistical differences
between the results, and the control plants always obtained the smaller means. Thus,
it can be concluded that the transcription factor CaHB12 had a positive influence on
the drought tolerance of plants of Populus tremula x P. alba clone 717-1B4.

Key words: HD-Zip-I, drought tolerance, root-specific promoter.
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1 INTRODUCAO GERAL

A obtencdo de espécies perenes com caracteristicas desejaveis através da
producdo de plantas geneticamente modificadas tem sido apontada como um
complemento ao melhoramento classico. A identificagao e a validacdo de genes que
conferem resisténcia a fatores bidticos e abidticos tém ampliado as possibilidades de
manipulagbes por processos biotecnologicos (BRANDALISE, 2009). No entanto,
ainda nao é possivel transformar algumas espécies importantes economicamente
sendo necessario 0 uso de plantas modelo para as pesquisas de transgenia
(FOSTER; TAYLOR, 1998). Ainda de acordo com esses autores, plantas modelo
sdo definidas como plantas que sdo transformadas geneticamente de maneira
simples e eficientemente com um DNA exdgeno.

Nicotiana tabacum e Populus sp. sdo exemplos de plantas modelo utilizadas
para estudos de caracterizagdo de genes e promotores. Ambas tem protocolos de
transformacao e regeneragao in vitro bem definidos. O tabaco tem um ciclo de vida
curto e produz um grande numero de sementes, além de ter seu genoma totalmente
sequenciado. O Populus é utilizado como planta modelo de espécies florestais, pois
apresenta um genoma pequeno e totalmente sequenciado, além de facilidade na
manipulagéo in vitro. Populus foi a primeira arvore transgénica obtida (FILLATTI et
al., 1987).

A escolha das sequéncias promotoras para a modulagido da expressao de
genes em plantas € um fator essencial na determinagéo da especificidade de tecido,
da regulagdo temporal e do nivel de acumulo de proteinas recombinantes em uma
planta (MAIZEL; WEIGEL, 2004). O conhecimento desses promotores € importante
ja que se espera que, a0 menos em parte, semelhangas nas regides envolvidas na
regulagcédo da transcricdo determinem padrdes similares de expressdo em diferentes
espécies (OHLER e NIEMANN, 2001).

Os promotores podem ser classificados em constitutivos, induziveis e
tecido/érgao especifico. Os promotores constitutivos promovem a expressao do
gene em toda a planta e durante toda sua vida; os promotores induziveis regulam a
expressado quando ocorre um estimulo ambiental ou enddégeno, como na presenga
de hormdnios ou ferimentos; os promotores tecido/6rgado especificos dirigem a

expressao do gene somente em um tecido ou em um 6rgao da planta. O uso de
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promotores 6rgaos especificos em detrimento de promotores constitutivos para
expressar transgenes restringe sua expressdo espacial, aumentando a
biosseguranca e estabilidade do sistema, além da economia de energia da planta
(SANTANA, 2012). Os cassetes de expressdao empregados atualmente para a
producao de plantas geneticamente modificadas sdo baseados, na sua maioria, em
promotores constitutivos que determinam a expresséo generalizada do transgene na
planta, o que muitas vezes ndo é necessario nem desejado.

O promotor G02172 foi isolado do gene Eucgr.G02172 de Eucalyptus grandis
(GRUNENNVALDT, 2014). A expressao desse gene foi encontrada somente nas
raizes do eucalipto, enquanto que nao foi identificada no xilema, floema e folhas
jovens e maduras de eucalipto, sugerindo uma expressao raiz especifica. Este gene
apresenta um dominio proteico caracteristico de proteinas relacionadas a
patogénese (Pathogenesis-related protein Bet v | family) (RADAUER; LACKNER,;
BREITENEDER, 2008). Assim, o promotor G02172 seria uma opg¢ao viavel como
promotor raiz-especifico dirigindo genes de resisténcia a patégenos ou a estresse
hidrico, por exemplo. Para tanto, € necessario valida-lo a fim de comprovar sua
especificidade. Assim, neste trabalho foram estudadas plantas de N. tabacum
transformadas com o promotor G02172 dirigindo o gene gus e o gene gfp.

O estudo da funcionalidade dos genes de interesse em plantas modelo auxilia
na compreensao de suas fungdes, fazendo com que se escolham os genes
adequados para a producgao de plantas transgénicas importantes economicamente.
Uma das caracteristicas nas quais mais se tem interesse é a tolerancia ao estresse
hidrico, devido a atual e futura escassez de agua. Sabe-se que essa caracteristica é
poligénica, ou seja, varios genes precisam ser expressos para que a planta tenha
tolerancia a seca. Assim, atualmente, os estudos de fatores de transcricdo tém
aumentado, ja que estes dao inicio a transcrigdo de uma cascata de genes.

O fator de transcrigdo CaHB12, isolado de Coffea arabica, tem seu padréao de
expressdo modulado pela condigdo de déficit hidrico (CRUZ et al., 2007). A
expressao deste gene foi baixa quando as plantas de café estavam em condi¢des
normais de cultivo em casa de vegetagcdo, sendo induzida gradativamente em
condigbes de déficit hidrico (EMBRAPA, 2012). Em estudos com Arabidopsis
thaliana transformado com esse gene, houve aumento da sua expressdo quando as
plantas passaram por estresse hidrico (EMBRAPA, 2012). O gene CaHB12 é

homologo ao gene AtHB12, isolado de A. thaliana, o qual foi alvo de estudos de
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estresse hidrico. A expressdo de AtHB12 aumentou quando as plantas de A.
thaliana foram submetidas a estresse hidrico e quando foi adicionado ABA (acido
abscisico) no meio de cultura, mostrando que este gene esta envolvido na resposta
ao déficit hidrico (LEE; CHUN, 1998). Plantas de N. tabacum foram transformadas
com o promotor do gene AtHB12 dirigindo o gene gus e houve presenga da proteina
GUS nas regides dos tecidos vasculares em desenvolvimento, sugerindo que
AtHB12 é um ativador transcricional importante na regulagao de certos processos de
desenvolvimento das plantas, bem como na resposta ao estresse hidrico, sendo
essa expressdao mediada por ABA (LEE et al., 2001). Portanto, sendo o gene
CaHB12 homologo ao AtHB12, ha muito interesse na sua utilizagdo para resposta
ao estresse hidrico e, para isso, neste trabalho, este gene foi inserido em Populus
tremula x P. alba e estudado nesta planta modelo.

O objetivo deste trabalho foi estudar plantas de N. tabacum transformadas
com o promotor G02172 a fim de valida-lo e transformar plantas de Populus tremula
x P. alba clone 717-1B4 com o fator de transcricdo CaHB12 e comprovar sua

influéncia na tolerancia a seca dessas plantas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Transformacao Genética de Plantas Modelo

Dificuldades na transformagao genética utilizando Agrobacterium tumefaciens
tém sido reportadas em muitas espécies, principalmente em espécies florestais. Os
principais problemas s&o encontrados no cultivo de tecidos in vitro, como a
recalcitrancia de varias espécies florestais ao cultivo in vitro e a contaminagao por
micro-organismos (tanto exdgena quanto endégena), representando limitagdes ao
estabelecimento das culturas em condig¢des in vitro (XAVIER; WENDLING; SILVA,
2013). Assim, o estudo de genes e promotores de interesse é facilitado com o uso
de plantas modelo, que ndo apresentam problemas de regeneragao in vitro, para
futura insercdo em plantas de interesse. Ha uma correlagao positiva entre a resposta
observada nas plantas modelo e na espécie alvo em diversos aspectos na maioria
das vezes (MEINKE et al., 1998).

As plantas modelo sao muito utilizadas para estudos fisioldgicos e genéticos,
ja que permitem o entendimento dos processos biolégicos, a determinagdo da
funcdo génica e a analise de genes e promotores (FERRARI, 2012). Para tanto,
estas plantas possuem caracteristicas adequadas, como curto tempo de geragao,
eficiéncia dos protocolos de transformacgdo, pouco espaco requerido para a
reprodugao de plantas transgénicas cultivadas, além de informagdes disponiveis
acerca do seu genoma. A. thaliana (L.) Heynh e Nicotiana tabacum s&o as plantas
modelo mais utilizadas para pesquisas basicas (SIERRO et al., 2014). Além destas,
Populus sp. tem sido utilizado como uma planta modelo para estudo de espécie
florestais.

O tabaco oferece inumeras vantagens como planta modelo, como o seu curto
ciclo de vida (4-5 meses), dados do seu genoma completo (4,4 Gb) ja disponiveis
(Tobacco Genome Initiative of the North Carolina State University -
http://www.tobaccogenome.org), facilidades no protocolo de transformacdo, na
obtencdo de transformantes e grande quantidade de sementes por capsula
(BRASILEIRO, 1998; PEREIRA, 2014).

Populus sp. é conhecido como a Arabidopsis das espécies florestais, por ter
maior facilidade na regeneracéo in vitro (TAYLOR, 2002). Além disso, o genoma do

Populus € pequeno (450-550 Mb), quando comparado ao de outras espécies
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florestais, como Pinus, por exemplo, que possui 20.000 Mb. Outra vantagem do uso
do Populus como planta modelo é a facilidade de aclimatizacao, etapa fundamental
para validacdo de genes e promotores. Por todas essas caracteristicas, Populus foi
a primeira arvore transformada, sendo introduzido o gene aroA que confere
resisténcia ao herbicida glifosato (FILLATI et al., 1987).

Além de plantas com facilidade de transformacao, para validagcdo de genes e
promotores é importante o uso de genes repoérter que sdo genes que tem sua
expressado facilmente visualizada. Os genes repérter mais usados sdo O gus
(também conhecido como uidA) e gfp. O gene gfp codifica a proteina GFP (Green
Fluorescent Protein) que, quando iluminada por uma luz UV, produz uma coloragao
verde brilhante nas células transformadas. Ja o gene gus codifica a enzima [3-
glucuronidase (GUS) que, em contato com 5-bromo-4-cloro-3-indol-3-D-glucuronideo
(x-Gluc), produz precipitados azuis (JEFFERSON; KAVANAGH; BEVAN, 1987).

2.2 Promotores

O gene é constituido basicamente por uma regido promotora, uma regiao
codificadora e uma terminadora (Figura 1). A regido promotora € o processador
central da regulagcdo génica, que contém os sitios para a ligagdo de fatores de
transcricdo e para a RNA polimerase Il, responsaveis pela transcricdo génica
(BRANDALISE et al.,, 2002). Além disso, o promotor de um gene eucarioto
compreende a regido 5 da sequéncia transcrita e uma sequéncia conservada
denominada TATA-box (FERRARI, 2012). O promotor possui também uma regido de
elementos regulatorios cis que determina a especificidade para um complexo
transcricional distinto e para outros elementos regulatérios mais distais, como os
enhancers (BUTLER; KADONAGA, 2002), que podem gerar diferentes respostas de
transcricdo em diferentes plantas. Portanto, o promotor ndo pode ser considerado
um elemento passivo tendo como unica funcao direcionar o acoplamento correto da
maquinaria de transcricdo da RNA polimerase Il (SASSAKI, 2008). Assim, os
promotores sao uma ferramenta importante na transformacédo genética para que a
expressado de um gene de interesse seja efetiva e regulada.

Dentre os promotores usualmente empregados na produgdo de plantas
transgénicas destacam-se o promotor 35S do Virus do Mosaico da Couve Flor

(CaMV 35S) e os promotores dos genes que codificam a nopalina sintetase (NOS) e
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octopina sintetase (OCS) de Agrobacterium tumefaciens (BRANDALISE, 2007).
Estes promotores sdo conhecidos como constitutivos ja que promovem expressao
em todas as partes da planta e durante toda sua vida. Os promotores constitutivos
sdo amplamente utilizados visando uma super-expressdo dos genes de interesse
nas plantas transgénicas. Estes promotores sdo uteis quando niveis elevados de
expressao do transgene sao necessarios de uma forma continua durante toda a vida
da planta (HERNANDEZ-GARCIA; FINER, 2014).

Fatores
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Figura 1. Estrutura basica de um gene eucarioto. Fonte: Modificado de Alberts et al.,
2006.

A expressao do gene dirigido por um promotor constitutivo ocorre, na maioria
dos tecidos, sem regulacdo temporal ou espacial, 0 que pode provocar um
crescimento anormal da planta (LU; ZHAO; JIANG, 2004). Diversos autores
mostraram que a expressao constitutiva de um gene pode ser prejudicial para a
planta hospedeira causando esterilidade, desenvolvimento retardado, morfologia
anormal, diminuicdo na produtividade, alteragbes na composicdo de graos e
silenciamento do transgene (KUREK et al., 2002; CHEON et al., 2004; XU et al.,
2006).

H4, ainda, os promotores tecido/6rgao especificos e os induziveis por sinais
bidticos ou abidticos. Os promotores induziveis permitem a expressao do gene
dirigido na presengca ou na auséncia de estimulos fisicos ou quimicos, como
ferimentos ou invasdo por patogenos (BOETTI et al., 1999). Um exemplo de
promotor induzivel foi descrito por Preiszner et al. (2001), o promotor do gene da
enzima alcool desidrogenase Adh2, capaz de gerar a expressao de genes reporteres

em raizes de soja submetidas a andxia ou seja, na auséncia de oxigénio.
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Ja os promotores tecido/érgao-especificos sao opgdes viaveis para a
regulacéo espaco-temporal dos transgenes inseridos, pois dirigem a expressao a
somente um tecido ou 6rgdo. Assim, o uso destes promotores diminui o gasto
energético desnecessario e aumenta a biosseguranga, ja que se pode direcionar a
expressao para 6rgaos que nao serao usados no consumo humano ou animal e para
orgaos nao-reprodutores. Promotores de expressao especifica tém sido estudados
intensivamente nos ultimos anos devido a sua importancia na expressao de genes,
desenvolvimento e crescimento de plantas transgénicas. Embora um grande numero
de promotores tecidos especificos tenha sido identificado, promotores com uma forte
expressao especifica em tecido ou 6rgdo que podem ser usados para o
desenvolvimento das culturas sdo limitados (LU; ZHAO; JIANG, 2004). Um exemplo
classico de uso de promotores tecido/orgao especificos € a expressao de proteinas
antimicrobianas e inseticidas somente nos o6rgaos atingidos pela infecgdo ou
infestacdo, evitando assim que os o6rgaos utilizados para consumo humano ou
animal tenham tais proteinas (VIJAYBHASKAR et al., 2008).

2.2.1 Promotores raiz-especificos

Promotores raiz-especificos direcionam a expressao génica apenas as raizes
das plantas, as quais podem ser usadas para biorremediacdo de solos
contaminados, resisténcia a patdogenos de raizes, protegcéo contra o estresse hidrico,
aumento da toleradncia a solos salinos, entre outros usos (POTENZA; ALEMAN;
SENGUPTA-GOPALAN, 2004). O uso desses promotores podera diminuir os
problemas causados pela expressdo constitutiva de transgenes que podem gerar,
por exemplo, efeitos pleiotropicos indesejados (SASSAKI, 2008).

Exemplos de promotores raiz-especificos ja existem em diversos trabalhos.
Yamamoto et al. (1991) analisaram o promotor TobRB7 isolado de raizes de N.
tabacum. Através da deteccdo do RNA por hibridizagdo, estes autores néao
encontraram mMRNA em folhas expandidas, apice caulinar e no caule. Para
comprovar a especificidade do promotor, eles transformaram plantas de tabaco com
esse promotor dirigindo o gene gus e a expressdo deste gene foi identificada
somente no meristema radicular e regides do cilindro central imaturo das raizes
(YAMAMOTO et al., 1991).
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Leach e Aoyagi (1991) isolaram o promotor do gene rolD de Agrobacterium
rhizogenes responsavel pela inducdo das raizes em cabeleira e transformaram N.
tabacum com este promotor dirigindo o gene gus. Estes autores obtiveram, pelo
teste histoquimico, alta expressao nas raizes e pouca expressao nas folhas dos
tabacos transformados. Quando este promotor dirigindo o gene GS15 da glutamina
sintase foi usado para transformar ervilhas, houve maior expressdo do gene em
raizes usando o promotor rolD do que os promotores CaMV35S e LBC; (FEI et al.,
2003). Houve também alta expressdo do gene NpNRT2.1 em raizes usando o
promotor rolD (FRAISIER et al., 2000). Elmayan e Tepfer (1995) transformaram
tabaco com o promotor rolD dirigindo o gene gus, obtendo uma forte expressao do
gene na zona de alongamento da raiz e no tecido vascular e uma expressdo mais
fraca no apice da raiz. Outro promotor que ndo tem sua origem em plantas, é o
Dominio A (290 pb upstream) do promotor viral CaMV35S (BENFEY; CHUA, 1989
apud POTENZA; ALEMAN; SENGUPTA, 2004). O promotor Dominio A dirigindo o
gene gus em plantas de tabaco transformadas provocou expressdo do gene gus em
pontas de raizes (ELMAYAN; TEPFER, 1995).

Nitz et al. (2001) descreveram o gene pyk1l0 de Arabidopsis thaliana e seu
promotor como especificos de raiz. Inicialmente, estes autores utilizaram a técnica
de Northern Blot e identificaram a presenga da enzima produzida pelo gene pyk10
somente nas raizes de A. thaliana. Em seguida, construiram cassetes de expresséo
usando diferentes tamanhos do promotor pky10 dirigindo o gene gus e inseriram em
A. thaliana. Os elementos CIS que regulam a expressao especifica em raizes foram
encontrados em dois fragmentos do promotor.

Os promotores MtPT1 e MtPT2 foram isolados de genes transportadores de
fosfato de Medicago truncatula (CHIOU et al.,, 2001; XIAO et al.,, 2006). Estes
promotores foram usados para transformar N. benthamiana com o gene gfp, onde foi
observada a presenca da fluorescéncia verde somente nas raizes das plantas.

O promotor SIREO isolado de tomate (Solanum lycopersicum L.), apresenta
uma expressao especifica nas raizes (JONES et al., 2008). Quando foi utilizado este
promotor dirigindo o gene gus, foi obtida uma alta expressao no cértex das raizes de
tomate transformadas, tanto in vitro quanto in vivo. O promotor RCc3, isolado de
Oryza sativa, apresenta uma expressao especifica em raizes de plantas de arroz
transformadas (JEONG et al., 2010).
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O promotor do gene CaPrx, que codifica a peroxidase Il em Coffea arabica,
dirigindo 0 gene gus, promoveu a expressao desse gene somente em raizes de
tabaco transgénicas. Além da expressao 6rgao especifica, este promotor se mostrou
induzivel, ja que aumentou a expressdo do gene gus quando as plantas de tabaco
transformadas foram atacadas por nematoides (SEVERINO et al., 2012).

Os genes 0s03g01700 e 0s02g37190, isolados de arroz (Oryza sativa L.),
foram analisados através da técnica de RT-PCR (reverse transcription polymerase
chain reaction) e apresentaram altos niveis de expressdo nas raizes de arroz
quando comparados com outros quatro genes constitutivos (LI et al., 2013). Estes
mesmos autores utilizaram, entdo, os promotores destes genes dirigindo o gene gus
para transformar arroz e obtiveram altas taxas de expressao nas raizes.

O promotor GmPRP2, isolado de soja, dirige sua expressao
preferencialmente para as raizes. Além da expressdo nas raizes, ele aumentou a
expressao do gene gus em plantas de Arabidopsis transformadas submetidas a
tratamentos com NaCl, PEG (polietilenoglicol), AIA (acido 3-indol-acético) e
jasmonato (CHEN et al., 2014). O promotor GmTIP também foi isolado de soja e
inserido em A. thaliana com o gene gus. Este promotor foi isolado de um gene de
proteina do tonoplasto (tonoplast intrinsic protein ou TIP), teve uma expressao
especifica nas raizes das plantas transformadas, além de um aumento desta
expressao na presencga de jasmonato, acido salicilico, ABA, GA (acido giberélico),
AlA, NaCl e PEG6000 (CHEN; JIANG; WU, 2015).

Outros exemplos de promotores raiz especificos sdo os promotores rRSP1,
rRSP3 e rRSP5 que foram isolados de arroz (HUANG et al., 2015). Estes autores
inseriram estes promotores dirigindo 0 gene gus em arroz e obtiveram maior
expressao nas raizes das plantas transformadas.

O promotor OSNAC2 também foi isolado de arroz e apresentou expressao raiz
especifica além de um aumento da expressdao quando as plantas de arroz
transformadas com o gene gus foram submetidas a estresse osmdético e a ABA
(SHEN et al., 2017).

Lv e Zhang (2016) isolaram dois genes de macieira (Malus domestica) e,
usando ferramentas de bioinformatica, clonaram, sequenciaram e analisaram seus
promotores. Os autores transformaram A. thaliana usando os promotores dirigindo o
gene gus e obtiveram raizes expressando esse gene usando o promotor MdHMGRA4.

Assim, o promotor MAHMGRA4 foi validado como promotor especifico de raizes.
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O promotor AtDRO1, isolado do gene DROL1 de A. thaliana, foi fusionado com
0 gene gus e inserido em plantas de A. thaliana, as quais foram submetidas ao teste
histoquimico onde somente as raizes das plantas transformadas apresentaram
coloragéao azul (GUSEMAN et al., 2016).

Alguns promotores especificos de raizes isolados de espécies florestais
também ja foram estudados. Através da RT-PCR, a expressdo do gene PmPR10-
1.14 foi detectada somente em raizes laterais de pinus (Pinus monticola Dougl. ex.
D. Don) (LIU; EKRAMODDOULLAH, 2003). Esses autores isolaram o promotor do
gene PmPR10-1.14 e cortaram a sequéncia em diferentes tamanhos a fim de
identificar o nucleo do promotor e investigar se, cortando-o, mantinha-se a
expresséo especifica nas raizes de tabaco transformado com o promotor dirigindo o
gene gus. Estes autores identificaram as regidées que agem como enhancers e as
regides que agem como silenciadores. Além disso, concluiram que a regidao mais
préoxima do nucleo do promotor € a que promove a expressao especifica nas raizes;
no entanto, nas regides mais distantes esta expressao aumentou.

Rodrigues et al. (2013) investigaram o promotor EgTIP2 que foi isolado de
Eucalyptus grandis. Um cassete de expressao contendo o promotor EgTIP2 dirigindo
o gene gus foi inserido em plantas de N. tabacum e houve maior expressao nas
pontas das raizes (RODRIGUES et al.,, 2013). Além deste resultado, os mesmos
autores demonstraram que o promotor EgTIP2 aumentou a expressdo do gus
quando as plantas foram tratadas com manitol.

O promotor do gene ET304, isolado de Populus trichocarpa e foi inserido em
Populus e em A. thaliana fusionado com o gene gus. Houve expressdo nos
primordios das raizes laterais, no meristema apical, na zona de alongamento e no
cortex das raizes (FILICHKIN et al., 2006). Este promotor também foi usado para
dirigir o gene PtaNAC1 em plantas de Populus transgénicas, onde manteve a
expressédo especifica do gene nas raizes (WEI et al., 2013) .

Vaughan et al. (2006), buscando promotores especificos de raiz com o
objetivo de conferir resisténcia a patdgenos de raizes, caracterizaram o promotor
FaRB7 de morango (Fragaria x ananassa Duch.). Este promotor foi inserido em
morango e em tabaco com o gene gus, onde manteve a expressao especifica nos
morangos transgénicos, no entanto para o tabaco a expressao foi constitutiva. Este
relato mostra que os mecanismos de regulagdo enddégenos das plantas interferem

diretamente na atividade do promotor. Os promotores apresentam inumeros sitios de
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ligacdo para fatores de transcricdo especificos; sendo assim, € possivel que
algumas plantas possuam os fatores de transcricdo que se ligarao no promotor
inserido e outras plantas nao.

A caracterizagao de promotores érgao/tecido especificos representa, portanto,
um tema relevante de pesquisa visando disponibilizar novas ferramentas para a

manipulagcao génica (WEBER, 2011).

2.4 Fatores de Transcricao

A regulacdo da expressao génica é essencial a todos os organismos, pois
fornece um mecanismo de controle complexo pelo qual as plantas respondem a
estresses abidticos e bidticos e modulam processos de desenvolvimento (AOYAGI,
2013). A maioria dos processos de controle da expressao génica é realizada no
inicio da transcricao e envolve trés elementos: os promotores, (local onde a RNA
polimerase e os fatores de transcricdo (FT) basais se associam), elementos
proximais a promotores que contém sitios para ligagado de fatores de transcrigao
induziveis (auxiliam a ligagdo da RNA polimerase ao promotor) e regides enhancer e
silencers (aumentam ou reprimem a transcrigao) (ALBERTS et al., 2006). Cerca de
3,5 a 5,9% do genoma de plantas e alguns eucariotos s&o codificadores de fatores
reguladores de transcrigdo (RIECHMANN et al., 2000).

Portanto, os fatores de transcricdo constituem elementos importantes que
controlam a regulagcdo génica. Sao definidos como proteinas que contém um
dominio de ligagdo que reconhece uma sequéncia especifica de DNA (Figura 2).
Assim, os FTs controlam o passo mais importante da regulagdo génica, a
transcricdo, uma vez que este controle assegura que sO O necessario seja
sintetizado (MITSUDA e TAKAGI, 2009). Os FTs se ligam a sequéncias especificas
presentes na regido promotora do gene e/ou pela interagdo com outros reguladores
transcricionais, promovendo o remodelamento da cromatina e modificagcdes de
proteinas, visando liberar ou bloquear o acesso da RNA polimerase (enzima
responsavel pela sintese de mRNA) a determinadas regides do DNA (UDVARDI et
al., 2007; GROTEWOLD, 2008)

Os FTs dos eucariotos s&o divididos em dois grupos, os fatores gerais de
transcricdo e os fatores especificos. Os fatores gerais, ou fatores basais, auxiliam na

iniciacdo da transcricdo e ajudam no posicionamento da RNA polimerase Il no
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promotor, na abertura da dupla fita de DNA e na liberagao da polimerase para iniciar
a extensdo do transcrito (AOYAGI, 2013). Assim, os fatores basais sao proteinas
que se associam a qualquer promotor utilizado pela RNA polimerase e estdo
presentes em todas as células. Ja o segundo grupo dos FTs, é constituido de fatores
que distinguem, de forma especifica, as sequéncias reguladoras, sendo capazes de
aumentar ou diminuir a frequéncia com a qual os genes sob o controle destas séo
expressos (ALBERTS et al., 2006).

Fatores de transcri¢ao
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X 8 4 ¥ P -

— | —_— —

L J ~— ~—

-~

Promotor

Figura 2. Fatores de transcricdo fazendo a regulacéo do inicio da transcricdo. Fonte:
Modificado de Boundless, 2016.

Os FTs possuem uma estrutura modular, que compreende um dominio de
ligacdo ao DNA junto de um dominio regulador (ativador ou repressor), sendo
capazes de reconhecer o DNA de uma forma especifica e regular a frequéncia de
iniciacdo da transcricdo apos a ligacdo a estes sitios especificos da regiao
promotora dos genes alvos (STRACKE; WERBER; WEISSHAAR, 2001). Este
dominio de ligacdo ao DNA apresenta sequéncias de aminoacidos tipicos,
permitindo, com base na similaridade desta sequéncia, classificar os fatores de
transcricdo em diferentes familias (STRACKE; WERBER; WEISSHAAR, 2001).

2.5 A tolerancia ao estresse hidrico e o gene CaHB12

O estresse € definido como um desvio significativo das condi¢des 6timas para
a vida, o que induz mudancas e respostas em todos os niveis funcionais do
organismo (LARCHER, 2003). De acordo com Taiz e Zeiger (2004), o estresse é um
fator externo que exerce uma influéncia desvantajosa sobre a planta. Os estresses
afetam de maneira negativa o crescimento, o metabolismo e a produtividade das
plantas. As plantas estdo diariamente expostas a diversos tipos de estresses,

bidticos e abidticos. Seca, salinidade, baixas e altas temperaturas s&o os principais
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fatores de estresse abidticos que mais limitam a produtividade das culturas
(LAWLOR, 2002).

O estresse hidrico se destaca ja que é o principal limitante a obtencao de
rendimentos mais préximos ao maximo potencial produtivo. A tolerancia a falta de
agua pode ocorrer em maior ou menor intensidade dependendo da espécie, do
genotipo, de sua duracao e severidade, da idade e estagio de desenvolvimento da
planta, do érgéo e tipo de célula e do comportamento sub-celular. Assim, as plantas
podem apresentar tolerancia, quando sobrevivem ao estresse, ou suscetibilidade,
quando sofrem redugdo do crescimento, podendo chegar a morte (CAMBRAIA,
2005).

Quando submetidas a condigbes de estresse hidrico, as plantas disparam
uma complexa cascata de sinalizagdo (dependente ou ndo do acido abscisico —
ABA) que culmina com a ativagdo de uma série de mecanismos de resposta
responsaveis por conferir tolerancia ao estresse (LIMA, 2013). O acumulo de acido
abscisico sob a percepg¢ao da seca serve como um sinal inicial para reacdes de
aclimatacédo de longo prazo, que eventualmente envolvem a expressao diferencial
de genes levando a mudangas nos padrdes de transcrigao (VALDES et al., 2013).

A prolina € um aminoacido presente nas proteinas de todos os organismos
vivos (CHERIAN et al., 2006). Este aminoacido funciona como um osmalito protetor,
protegendo a membrana celular e as proteinas contra os efeitos adversos causados
por altas concentragdes de ions inorganicos e temperaturas extremas (SRINIVAS e
BALASUBRAMANIAN, 1995). A sintese de prolina esta envolvida na geragcédo de
ATP para a recuperacédo e consequente reparo de danos causados pelo estresse
(HARE; CRESS; VAN STADEN, 1999). Em plantas do porta-enxerto citrange
Carrizo, transformadas com o gene mutante p5csfl29a, houve acumulo de altas
concentragbes de prolina nas folhas e, consequentemente, estas apresentaram
maior tolerancia ao estresse hidrico (MOLINARI et al., 2004). O ajustamento
osmotico permite a manutengdo do turgor celular e dos processos que dependem
deste turgor, tal como, expansao e crescimento celulares, abertura dos estdmatos e
fotossintese, além de manter um gradiente de potencial de agua favoravel a
absorgao de agua pelas raizes das plantas (CHINNUSAMY et al., 2006).

Assim, alguns processos fisioldgicos sao alterados, como a transpiracgéo,

fotossintese, abertura estomatica e ajuste osmaético (BORGES, 2013). Todas as
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alteracdes fisioldgicas, morfolégicas e de desenvolvimento em plantas tém uma
base molecular e genética (CASAGRANDE et al., 2001).

A identificacdo e a compreensao destes mecanismos de tolerancia a seca
sao cruciais para o desenvolvimento de plantas mais resistentes ao déficit hidrico.
Uma resposta fisioldégica especifica a esse déficit hidrico representa na verdade
combinagdes de eventos moleculares que sao ativados ou desativados pela
percepcado do estresse (BRAY, 1993). A expressao diferencial de genes ainda nao
identificados em gendtipos tolerantes pode ser usada para o estudo desses
mecanismos de tolerancia (SHINOZAKI; YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 1997).

O gene CaHB12 é um fator de transcricdo da familia homeobox leucina zipper
I (HD-Zip-l) e foi identificado em Coffea arabica, aparentemente envolvido com a
resposta a seca (CRUZ et al., 2007). Ja ha relatos de que varios genes da familia
HDZip-lI podem estar envolvidos na resposta da planta a seca como o0s genes de A.
thaliana AthB5, -6, -7 e -12 (HENRIKSSON et al., 2005). Os membros da subfamilia |
estdo envolvidos na resposta adaptativa ao estresse abiotico (ARIEL et al., 2007). A
expressado destes genes é regulada, além de seca, por fatores como sal, ABA,
etileno, acido jasménico, congelamento e outras condicbes externas e por
horménios em diferentes tecidos e 6rgaos (LECHNER et al., 2011).

O gene CaHB12 € homolégo do gene AtHB12 de A. thaliana, o qual regula
uma série de genes que codificam proteinas receptoras de ABA (LEE et al., 2001;
OLSSON; ENGSTROM; SODERMAN, 2004; VALDES et al., 2012). O gene AtHB12
também foi descrito como envolvido na homeostase idnica de A. thaliana (SHIN et
al., 2004). Olsson et al. (2004) relataram que apoOs estresse osmotico ou hidrico
houve um aumento da expressdo de AtHB12 em meristemas, pontas das raizes e
flores de A. thaliana. Além disso, estes autores mostraram aumento da expressao do
gene em plantulas com 14 dias tratadas com ABA ou cloreto de sédio (NaCl)
(OLSSON; ENGSTROM; SODERMAN, 2004). Quando submetidas a estresse
osmotico com manitol, as plantas de A. thaliana tiveram um aumento de 8 vezes da
expressdo do AtHB12 com relacdo as plantas ndo estressadas (RE et al., 2014).
Estes mesmos autores demonstraram um aumento de 30 vezes na expressao de
AtHB12 em plantas que passaram por estresse hidrico moderado. Assim, como ha
homologia entre o gene AtHB12 e o gene CaHB12, buscou-se, neste trabalho,
aprofundar a compreensédo sobre a tolerancia ao estresse hidrico que este gene

causa através da transformagao da planta modelo Populus tremula x P. alba.
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CAPITULO 1

3 VALIDACAO DO PROMOTOR DO GENE G02172 DE Eucalyptus grandis EM

Nicotiana tabacum

RESUMO

O uso de promotores com expressao tecido-especifica € uma alternativa viavel para
a substituicdo dos promotores com expressao constitutiva, geralmente utilizados em
transgenia. Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo estudar plantas
de Nicotiana tabacum transformadas com o promotor G02172 isolado de Eucalyptus
grandis, onde apresenta expressao especifica em raiz. Para isso, utilizou-se plantas
de tabaco transformadas com o plasmideo pCAMBIA 1303 com promotor G02172
dirigindo o gene marcador gus, o gene marcador gfp e o gene de selecdo HygR,
renomeado para pCAMBIA 1303 B21. Inicialmente, realizou-se uma PCR para
analisar as plantas crescidas na presencga de higromicina. Apos a eletroforese dos
produtos da PCR, esta foi positiva para o gene gus e para o promotor G02172 em 10
eventos e em um evento com o promotor CaMV35S, utilizado, neste caso, como um
controle positivo. Em seguida, foi realizado o teste histoquimico e de quantificagéo
da atividade da enzima B-glucuronidase. A atividade da enzima nao foi especifica
nas raizes do tabaco, porém houve maior expressao do gene gus nas raizes e nos
caules, quando comparados a folhas. As plantas foram aclimatizadas e suas
sementes coletadas. Nao houve modificagdes morfolégicas nas plantas
transformadas. As sementes foram germinadas na presenga de higromicina para
verificacdo da transferéncia do gene de resisténcia a geracdo T1. Foi extraido o
DNA das pléntulas que cresceram na presengca de higromicina as quais foram
analisadas via PCR, o qual foi positivo para o promotor. Portanto, o promotor
G02172 foi considerado preferencialmente expresso em raizes e caules em
Nicotiana tabacum.

Palavras-chave: Familia Beta V 1; promotor tecido especifico; gene gus.
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CHAPTER 1

3 VALIDATION OF A ROOT-SPECIFIC PROMOTER OF Eucalyptus grandis IN
Nicotiana tabacum

ABSTRACT

The use of promoters with tissue-specific expression is a viable alternative for the
substitution of constitutive expression promoters, generally used in transgenic plants.
In this context, the present study aimed to evaluate Nicotiana tabacum plants
transformed with the G02172 promoter isolated from Eucalyptus grandis, where it
presents a root-specific expression. For this, tobacco plants were transformed with a
pCAMBIA 1303 plasmid carrying G02172 promoter directing the gus marker gene,
the gfp marker gene and the HygR selection gene, renamed pCAMBIA 1303 B21.
Initially, a PCR was performed to analyze the plants grown in the presence of
hygromycin. The electrophoresis of the PCR products was positive for the gus gene
and for the G02172 promoter in 10 events and in an event with the CaMV35S
promoter, used, in this case, as a positive control. Then, the histochemical test and
quantification of B-glucuronidase enzyme activity were performed. The activity of the
enzyme was not specific in the roots of the tobacco, but there was a greater
expression of the gus gene in the roots and stems, when compared to leaves. The
plants were acclimatized and their seeds collected. There were no morphological
changes in the transformed plants. Seeds were germinated in the presence of
hygromycin and the transfer of resistance gene to T1 generation was verified. DNA
was extracted from seedlings grown in the presence of hygromycin which were
analyzed via PCR, which was positive for the promoter. Therefore, the G02172
promoter was considered preferentially expressed in roots and stems in Nicotiana
tabacum.

Keywords: Beta V 1 family; specific-tissue promoter; gene gus.
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3.1 INTRODUCAO

A transformacdo genética € uma técnica usada mundialmente para a
introdugdo de um transgene em uma planta de interesse. Para tanto, € necessaria
uma construgdo génica complexa, onde sera inserido o gene de interesse, com a
possibilidade de carregar também gene marcador e/ou de selegcdo, além de seus
respectivos promotores. Embora o transgene seja claramente importante, um
promotor adequado desempenha um papel chave no controle da expressao
transgénica (espacial e temporalmente) (DE LA TORRE et al., 2014).

Os promotores podem ser classificados em constitutivos, induziveis e 6rgao
e/ou tecido-especificos. Os promotores considerados constitutivos sdo aqueles que
promovem a expressdao do gene em todos os tecidos e durante toda a vida da
planta. Os promotores induziveis induzem a expressao do gene na presenga ou na
auséncia de estimulos fisicos ou quimicos. Ja os promotores 6rgaos ou tecidos
especificos promovem a expressdo do gene em somente um 6rgdo ou tecido e n&o
em toda a planta.

O promotor constitutivo mais frequentemente usado em estudos de
transformacao é o CaMV35S (35S do Virus do Mosaico da Couve Flor). Entretanto,
varios autores recomendam o uso de promotores especificos e ndao de promotores
constitutivos para evitar efeitos colaterais indesejaveis e obter maior eficiéncia (DE
LA TORRE et al., 2014).

O promotor utilizado neste trabalho € o G02172, o qual promove a expressao
do gene Eucgr.G02172. Este gene foi isolado em raizes de Eucalyptus grandis com
dois anos (GRUNENNVALDT, 2014). Em pesquisas anteriores, a expressao deste
gene nao foi identificada em xilema imaturo, folhas maduras, floema, xilema e em
folhas jovens, somente em raizes de eucalipto. Além disso, sabe-se que o gene
Eucgr.G02172 possui um dominio proteico caracteristico da familia Beta V |,
relacionado a patogéneses.

Nicotiana tabacum €& uma conhecida planta modelo de facil regeneragéao e
transformacao. Além dessas caracteristicas, o tabaco possui um ciclo de vida curto e
produz grande quantidade de sementes. Tendo em vista estas qualidades, o tabaco

foi escolhido para a validacdo do promotor em estudo.



34

Assim, tomando como base essas pesquisas, foram avaliadas plantas
transgénicas de tabaco transformadas com o promotor G02172 dirigindo a

expressao do gene gus a fim de validar sua expresséo em raiz.
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3.2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Cultura de Tecidos e
Transformacgéo e no Laboratério de Biologia Molecular (CQB 302/10) pertencentes a
Embrapa Florestas — CNPF, localizada em Colombo, Parana, e na Casa de
Vegetagao (CQB 114/99) do Setor de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do

Parana, localizada em Curitiba, Parana.

3.2.1 Transformacgao de Nicotiana tabacum com o promotor G02172

Neste trabalho foram utilizados 10 eventos de Nicotiana tabacum cv. Petit
Havana SR1 transformados com o promotor G02172 e um evento transformado com
o promotor CaMV35S (virus do Mosaico da Couve-Flor) obtidos por Grunennvaldt
(2014) e mantidos in vitro. Estas plantas foram transformadas por essa autora
mediante co-cultura com Agrobacterium tumefaciens, cepa EHA105, carregando o
plasmideo pCAMBIA1303 B21 (Figura 3) que contém o gene de selegdo HygR
conferindo resisténcia a higromicina, o gene gus e o gene gfp (GRUNENNVALDT,
2014).

LB RB

-------- H 355-P X HygrR H 355-3'

LB

-------- { 355-P > HygR H 3553 @ Gus H Grp HNOS-3 Hewoe

Figura 3 - T-DNA do plasmideo pCAMBIA1303 B21 utilizado na transformagao
genética de Nicotiana tabacum (GRUNENNVALDT, 2014). LB: Borda esquerda do
T-DNA; 35S-P: Promotor CaMV35S (virus do Mosaico da Couve-Flor); HygR: gene
que confere resisténcia ao antibiético higromicina; 35S-3’: Terminador do CaMV35S;
2172-P: Promotor G02172; GUS: gene repoérter que codifica a enzima -
glucuronidase; GFP: gene repodrter que codifica a proteina verde fluorescente; NOS-
3’: Terminador da nopalina sintetase; RB: Borda direita do T-DNA.

GUS H GFP H NOS-3' Heweeees
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3.2.2 Material vegetal e condigdes gerais de cultura

A cada 30 dias, os brotos de Nicotiana tabacum resistentes ao antibiotico
higromicina obtidos por Grunennvaldt (2014) foram subcultivados em meio de cultura
MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) contendo 30 g L™ de sacarose e 7 g L' de agar
(Meio de Multiplicagdo).

As culturas in vitro foram mantidas em sala de crescimento, sob luz
fluorescente branca fria com fluxo de fétons de 46,8 mmol m™ s, fotoperiodo de 16
h e temperatura de 23+ 2°C, em frascos de vidro com 9 cm de altura e 6 cm de
diametro, vedados com tampa de polipropileno, contendo aproximadamente 40 mL

de meio de cultura.
3.2.3 Extracdo de DNA e analise de integracao do transgene

Foram coletadas as folhas dos 10 eventos, do controle negativo (tabaco nao
transformado) e do controle positivo (tabaco transformado com o gene gus sob
controle do promotor CaMV35S) apds 4 meses de cultivo em meio de multiplicagao.
A extracado do DNA foi realizada pelo método CTAB (brometo de cetiltrimetilamonio)
descrito por Doyle e Doyle (1987).

A analise das plantas transformadas foi realizada por reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) para detectar a presenca do promotor G02172 e do gene gus.
Para as reagdes de amplificagdo foram utilizados: 0,5 pg/uL de DNA; 2,5 uL de
tampao (50 mM KCI; 0,1% Triton® X-100; 10 mM Tris-HCI pH 8,8); 1 uL MgCl, (50
mM); 2,5 yL de dNTPs (10 mM); 1 pyL de cada primer forward e reverse (10 M
cada) e 1 uL de Taq polimerase, para um volume final de 25 pL. Foram utilizados
primers especificos para o] promotor G02172 (F: 5
GAATTCCGCCTGACAACCGATGAGCCACCTA 3 e R: 5
AGATCTACCATTCCCCCCCTTTTTTTCTGAGTGATAATTGTG 3’) e para o gene
gus (F: 5 CAGCGCGAAGTCTTTATACCG 3 e R: 5’
ATGCGTCACCACGGTGATATCG 3)).

As reagbes foram amplificadas em termociclador com as seguintes
programagdes: pré-ciclo a 95°C por 5 minutos, 30 ciclos a 95°C por 1 minuto, 55°C

por 1 minuto, 72°C por 2 minutos e ciclo final de 72°C por 7 minutos para o promotor
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G02172; para o gene gus foi realizado pré-ciclo a 95°C por 5 minutos, 30 ciclos a
95°C por 1 minuto, 60°C por 1 minuto, 72°C por 2 minutos e ciclo final de 72°C por 7
minutos.

Os produtos da PCR foram separados por eletroforese em gel de agarose 1%
contendo 0,1% de brometo de etidio e visualizados em transluminador, de maneira a

avaliar a amplificagcao dos fragmentos.
3.2.4 Avaliagao da expressao do gene gus pelo teste histoquimico

A avaliacdo da expressdo do gene gus foi realizada por meio da reacao
histoquimica catalisada pela enzima B-glucuronidase na presenga do tamp&o X-gluc
(JEFFERSON et al., 1987). Ap6s 60 dias de cultivo in vitro em meio de multiplicagéo,
as plantas foram imersas na solucdo tampido composta por 10 mM de
Na;EDTA.H;0, 0,1% de Triton X-100, 0,1 mM de NaH;PQO4, 0,5 mM de K4Fe(CN)s e
50 mg mL" de 5-bromo-4-cloro-3-indolil- R-D-glucuronideo e incubados a 37°C por
18 h. Em seguida, as plantas foram lavadas com etanol 70% para total eliminagéo
da clorofila.

A determinacao da expressao do gene gus foi visual e considerou-se como

gus positivo o tecido que apresentou uma ou mais regides com a coloragao azul.
3.2.5 Determinagao quantitativa da atividade da enzima R3-glucuronidase (GUS)

Para quantificar a enzima GUS foi realizado um ensaio fluorimétrico de acordo
com Jefferson et al. (1987) onde 100 mg de raiz, folhas ou caule de cada evento,
além do controle negativo, foram macerados em 500 pL de tampé&o de extragao (50
mL de tampao fosfato de sddio 0,2M, pH 7,0; 2 mL de EDTA 500 mM, pH 8,0; 330
ML de Sarcosil 30%; 100 pyL de Triton® X-100; 70 yL de B-mercaptoetanol; q.s.p 100
mL de &agua) contendo 1 mM 4-metil-umbeliferil-B-D-glucuronideo (MUG). Em
seguida, os extratos foram centrifugados a 12000 rpm por 10 minutos. Retirou-se o
sobrenadante e foram adicionados 150 uL do tampéo de reacao (22 mg de MUG em
25 mL de tampao de extragao). Os tubos foram incubados a 37 °C por 10 min. Apos
este periodo, foi adicionado 50 pL de cada extrato no tampé&o de reacdo. Apds 15
minutos, foi retirada uma aliquota de 20 uL da mistura e adicionado em 1,98 mL de

tampao de parada (21,2 g de Na,CO3; em q.s.p. 1L de agua destilada autoclava) e,
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em seguida, a fluorescéncia das amostras foi medida com uma excitacdo de 365
nm, emissao de 455 nm em espectrofluorimetro (RF-5301PC Shimadzu®).

Cada evento foi analisado isoladamente, a fim de definir qual parte da planta
(folha, caule ou raiz) obteve maior atividade da enzima GUS. Foram utilizadas partes
de trés plantas. A leitura no espectrofluorimetro foi realizada em ftriplicata. Os
resultados foram expressos em nmol de MU/mg de proteina/min. Foram
quantificadas as proteinas totais de cada parte da planta. A extracédo e quantificagao
das proteinas foram baseadas no método desenvolvido por Bradford (1976).

Para a analise estatistica dos dados foi aplicado o teste de Bartlett para
verificar a homogeneidade de variancias, em seguida foi realizada a analise de
variancia ANOVA e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade, utilizando o programa computacional ASSISTAT® (SILVA e
AZEVEDO, 2009).

3.2.6 Aclimatizagao

Os brotos dos eventos e do controle obtidos in vitro foram enraizados em
meio MS contendo 30 g L™ de sacarose e 7 g L™ de agar. As plantas foram pré-
aclimatizadas em sala de crescimento por um periodo de 48 horas. A pré-
aclimatizagdo consistiu no afrouxamento da tampa dos frascos de cultura e na
adicdo de 10 mL de agua destilada (CAUDURO, 2013). As raizes foram entéo
lavadas para retirada do meio de cultura e as plantas transferidas para vasos
plasticos contendo solo e vermiculita (1:1).

Cinco plantas de cada um dos 11 eventos (10 eventos com o promotor
G02172 e 1 com o promotor CaMV35S) e do controle negativo foram aclimatizadas
e mantidas em casa de vegetacao para posterior avaliagdo morfolégica e coleta das

sementes.
3.2.7 Analises morfologicas

As plantas aclimatizadas foram avaliadas aos 60 dias para as seguintes
variaveis morfolégicas: numero de folhas do tergo médio das plantas, comprimento
médio das folhas (cm), largura média das folhas (cm), tamanho dos entrends,

numero de flores e de botdes e altura da planta (cm).
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Para a andlise estatistica dos dados foi aplicado o teste de Bartlett para
verificar a homogeneidade de variancias, foi realizada a analise de variancia ANOVA
e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, utilizando o
programa computacional ASSISTAT® (SILVA e AZEVEDO, 2009).

Apods a frutificacdo e maturagao das capsulas, as sementes foram coletadas

para posterior analise.
3.2.8 Germinagao das sementes T1 na presenca de higromicina

As sementes T1 dos 11 eventos (10 eventos com o promotor G02172 e 1 com
o promotor CaMV35S) e do controle negativo foram desinfestadas no fluxo laminar
com hipoclorito de sédio 10% por 20 min seguido de alcool 70% por 1 min e trés
lavagens com agua destilada autoclava. Em seguida, foram semeadas em meio MS
contendo 40 mg L' de higromicina. As placas foram mantidas em sala de
crescimento, sob luz fluorescente branca fria com fluxo de fétons de 46,8 pmol m? s~
! fotoperiodo de 16 h e temperatura de 23 + 2°C, sendo a germinagao avaliada apos
30 dias da semeadura. Cada repeticdo foi composta por uma placa contendo 15
sementes, totalizando 10 repeticdes por evento, mais o controle.

Quando as plantulas germinadas atingiram 2 cm, foram transferidas para
frascos de vidro com 9 cm de altura e 6 cm de didmetro, vedados com tampa de
polipropileno, contendo aproximadamente 40 mL de meio de multiplicacdo e
mantidas na sala de crescimento para posterior analise. A cada 30 dias, as plantas
foram subcultivadas no mesmo meio de cultura.

Para a analise estatistica dos dados foi aplicado o teste de Bartlett para
verificar a homogeneidade de variancias, foi realizada a analise de varidancia ANOVA
e as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade, utilizando
o programa computacional ASSISTAT® (SILVA e AZEVEDO, 2009).

3.2.9 Extracao de DNA e analise de integragao do transgene da geragéao T1

Foram coletadas folhas de quatro plantulas germinadas em higromicina a fim
de se verificar a insercdo do promotor G02172 no genoma da geracdo T1. A
extragcdo do DNA foi realizada pelo método CTAB (brometo de cetiltrimetilamonio)

descrito por Doyle e Doyle (1987).
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A andlise das plantas transformadas foi realizada por reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) para detectar a presencga do promotor G02172. Para as reacgdes
de amplificagdo foram utilizados: 0,5 pg/uL de DNA; 2,5 pL de tampéao (50 mM KCI;
0,1% Triton X-100; 10 mM Tris-HCI pH 8,8); 1 uL MgCl, (50 mM); 2,5 yL de dNTPs
(10 mM); 1 uL de cada primer forward e reverse (10 yM cada) e 1 uL de Taq
polimerase, para um volume final de 25 uL. Foram utilizados primers especificos
para o promotor G02172 (F: 5 GAATTCCGCCTGACAACCGATGAGCCACCTA 3’ e
R: 5 AGATCTACCATTCCCCCCCTTTTTTTCTGAGTGATAATTGTG 3)).

As reagbes foram amplificadas em termociclador com as seguintes
programagcdes: pré-ciclo a 95°C por 5 minutos, 30 ciclos a 95°C por 1 minuto, 55°C
por 1 minuto, 72°C por 2 minutos e ciclo final de 72°C por 7 minutos para o promotor
G02172.

Os produtos da PCR foram separados por eletroforese em gel de agarose 1%
contendo 0,1% de brometo de etidio e visualizados em transluminador, de maneira a

avaliar a amplificagao dos fragmentos.
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Com o intuito de caracterizar funcionalmente o promotor de um gene de
eucalipto com expresséo especifica em raiz, este foi clonado e fusionado ao gene
gus (que codifica a B-glucuronidase) e inserido em plantas de tabaco
(GRUNENNVALDT, 2014). A comprovagéao da insergédo do gene gus e do promotor
G02172 foi feita através da técnica de PCR. Foram obtidos 10 eventos
transformados com o promotor G02172 e um evento transformado com o promotor
CaMV35S (Figura 4). Como controle positivo utilizou-se o DNA plasmidial contendo
o plasmideo pCAMBIA 1303 com o promotor G02172 e como controle negativo,
utilizou-se o DNA de um tabaco nao transformado. Como pode ser observado na
Figura 4, houve a amplificacdo de um fragmento correspondente ao promotor
G02172, com 1kb de pares de base (Figura 4-A) e de um fragmento correspondente

ao gene gus, com 400pb (Figura 4-B).

1kb
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Figura 4: Eletroforese dos produtos de PCR realizados com o DNA de Nicotiana
tabacum com os primers do promotor G02172 (A) e do gene gus (B). M: Marcador
de peso molecular com 10 kb MassRuler DNA Ladder Mix (Fermentas); 1A — 11:
Eventos confirmados. P: Controle positivo; N: Controle negativo. Os produtos
esperados de 1 kb (promotor G02172) e de 400 pb (gus) foram observados em
todas as amostras analisadas (com excegao do tabaco nao transformado).
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Os eventos positivos apdés a PCR foram submetidos ao ensaio histoquimico
de GUS para averiguar se a expressao do gene gus estava ocorrendo apenas nas
raizes. Na Figura 5 é possivel observar, em todos os eventos, a presenca de
coloracéo azul relativa a reagdo da enzima [3-glucuronidase com o substrato X-Gluc.
Como controle positivo, utilizou-se evento transformado com o promotor CaMV35S,
o0 qual apresentou a expressao constitutiva, como esperado (Figura 5-L). Como
controle negativo foi utilizada uma planta de tabaco ndo transformada, a qual n&o
apresentou a coloragdo azul (Figura 5-M). Esses resultados comprovam que o
fragmento do promotor utilizado € funcional e dotado de atividade transcricional, no
entanto, ndo apresenta especificidade em raizes de tabaco (Figura 5).

Como pode ser visto na Figura 5, cada evento apresentou uma expressao
diferente e ndo houve especificidade na expressdo. Nossos resultados corroboram
os de Santana (2012) que afirmou que a expressao do transgene nao € uniforme em
todas as plantas geradas sob as mesmas condi¢des, pois ela esta sujeita a varios
mecanismos de regulagdo endégena da planta. E possivel que a insercdo do
promotor G02172 fusionado ao gene gus em diferentes locais do genoma de cada
evento tenha proporcionado a diferenca na atividade da enzima GUS.

Rodrigues et al. (2013) obtiveram resultados parecidos quando estudaram o
gene EgTIP2, também isolado de E. grandis. O gene EgTIP2 foi expresso somente
nas raizes de E. grandis; no entanto, quando o promotor deste gene foi fusionado
com o0 gene gus e inserido em tabaco, a expressdo se mostrou constitutiva. O
promotor 5B isolado de E. grandis por Ribeiro (2009) apresentou o mesmo padrao
do promotor G02172, com especificidade em raizes e, quando inserido em tabaco, a
expressao foi em folhas e raizes das plantas transgénicas (COSTA, 2011).

Em outras espécies este fato também aconteceu, como no caso do promotor
FaRB7 isolado de morango e inserido em plantas de morango e em tabaco. Nas
plantas de morango, o promotor manteve a expressao especifica enquanto que no
tabaco a expresséo foi constitutiva (VAUGHAN et al., 2006). Além desses autores
citados, outros obtiveram resultados parecidos quando utilizaram promotores raiz-
especificos em hospedeiros heterdlogos (SHIRSAT et al., 1991; VAN DER HOEVEN
et al.,, 1994; GITTINS et al., 2001).
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Figura 5 — Eventos de Nicotiana tabacum transformados com o promotor G02172 (A-
K) e com o promotor CaMV35S (L), ambos dirigindo o gene gus. M: Tabaco nao
transformado (controle negativo). Barra = 5 cm.

Van der Hoeven et al. (1994) fusionaram o promotor par, isolado de
Parasponia andersonii, com o gene gus e inseriram em N. tabacum. Este promotor
foi especifico nas raizes de P. andersonii, no entanto, em tabaco apresentou
expressao em folhas e raizes. Gittins et al. (2001) isolaram o promotor 940ext do
gene extensina A de Brassica napus, o qual é altamente expresso apenas nas
raizes dessa planta. No entanto, quando este promotor foi fusionado ao gene gus e
inserido em macieira (Malus pumila Mill cv. Greensleeves) a expressao foi maior no
caule e nao houve expressao nas raizes. Estes autores concluiram que a sequéncia
usada (940 pb) ndo tinha os elementos que proporcionam a expressado especifica
nas raizes de Brassica. O mesmo pode ter acontecido com o promotor G02172 que
possui 1000 pb e pode ndo conter os elementos do promotor que conduziriam a
expressao especifica em raizes do tabaco.

Para avaliar a expressdo em cada 6rgao das plantas transformadas, foi
quantificada a atividade da enzima B-glucuronidase produzida pelo gene gus. Cada
evento apresentou um padrao de expressao diferente, sendo que em alguns houve

maior expressao no caule e em outros maior expressdao nas raizes. Os eventos
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1A,1B, 2 e 7 apresentaram maior atividade da enzima em raizes e os valores
diferiram estatisticamente quando comparados com os das folhas e caule (Figura 6).
Para os eventos 4, 5, 10 e 11 a atividade foi maior nos caules do que nas raizes e
nas folhas, diferindo estatisticamente. Assim, o promotor G02172 pode ser

considerado preferencialmente expresso em raizes e caules em N. tabacum.
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Figura 6. Atividade da enzima GUS nas raizes, caule e folhas dos eventos de
Nicotiana tabacum transformados com o gene gus sob controle do promotor G02172
(1A1B, 2,4, 5,6, 7, 10 e 11) e do promotor CaMV35S. Letras diferem entre si em
cada evento pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

A inexisténcia de elementos CIS que podem estar presentes somente no
Eucalyptus grandis, espécie onde o promotor G02172 foi identificado, e ndo no
tabaco, também seria uma hipdtese para a expressao constitutiva desse promotor. A
regulacdo espacgo-temporal da expressdao de um gene requer a ligacdo dos fatores
de transcrigdo em sequéncias que estao localizadas na regido proximal ou a certa
distancia do promotor core (WEINZIERL, 1999).

Outras explicagbes para essa expressao nos tabacos transformados seria o
tamanho do promotor clonado bem como a auséncia no tabaco de elementos
regulatorios que seriam necessarios para regular a expressao tecido-especifica, tais

como os enhancers e outros elementos distais (COSTA, 2011). A auséncia dos
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enhancers pode determinar um padrdo de expressao inesperado. Um enhancer
pode exercer sua fungdo em locais proximos ou a longas distancias do gene a ser
regulado (SINGER et al., 2011). West e Fraser (2005) afirmaram que os enhancers
podem estar localizados a mais de 10 kb de disténcia do gene alvo. Portanto, se, no
caso do promotor G02172, enhancers que promovem a especificidade na raiz do
eucalipto estiverem longe da regidao promotora, pode-se ter perdido tal regulagao,
causando a nao especificidade nos tabacos transformados.

A transcricdo pela RNA polimerase |l requer fatores gerais de transcrigdo
associados ao promotor e, assim, se ao utilizar as enzimas de restricdo para a
clivagem do promotor, perdeu-se os nucleotideos que seriam responsaveis pela
ligacdo destes fatores de transcricdo, perde-se também a especificidade do
promotor. O promotor G02172 clonado apresenta 1000 pb, mas podem-se ter
perdido elementos necessarios para a especificidade em raiz ou a auséncia dos
elementos regulatorios, como ja dito anteriormente. Além disso, o numero de cépias
do transgene e a posicdo no genoma pode influenciar a atividade do promotor
(VAUGHAN et al., 2006).

Outro fator que ainda precisa ser estudado € a inducdo da expressdo
especifica em raizes por estresse, ja que o promotor G02172 apresenta um dominio
proteico caracteristico de proteinas que respondem a estresses, pertencentes a
familia de proteinas relacionadas a patéogenos Beta V 1 (Pathogenesis-related
protein Bet v | family) (RADAUER et al., 2008). As proteinas dessa familia tem sua
expressao induzida em situagdes de infecgao por patdgenos, ferimentos e estresses
abidticos (KITAJIMA e SATO, 1999).

A fim de verificar se houve diferengas morfolégicas causadas pela presenca
do promotor G02172 e pela expressao do gene gus, foi realizada a analise
morfolégica dos eventos aclimatizados (Tabela 1). Nao houve diferenca estatistica
em nenhum dos paréametros analisados, mostrando, assim, que a morfologia das
plantas de tabaco transgénicas nao € diferente dos controles (Anexo 1, 2, 3,4, 5,6 e
7) Portanto, apesar do promotor G02172 apresentar uma expressao constitutiva, ele

nao causou problemas morfoldgicos nos tabacos.
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Tabela 1. Morfologia de Nicotiana tabacum nado transformado (controle),
transformados com o promotor G02172 (1A, 1B, 2, 4, 5, 6, 7, 10 e 11) e
transformado com o promotor CaMV35S apds 60 dias da aclimatizagcéo. Valores das
meédias das quatro repetigdes.

Compri

(o] o

N° folhas ento Largura N ’ o NP Altura

Evento por folhas entrends . . % .

. folhas * . flores botdes (cm)
planta * (cm)
(cm)

Controle 4,00 10,40 4,12 1,64 3,0 1,5 39,5
1A 3,80 9,01 3,37 1,30 2,0 1,0 27,2
1B 4,75 10,10 3,16 1,25 1,0 1,0 24,0
2 3,00 9,00 2,66 1,25 3,0 2,2 23,0
4 4,20 9,95 3,13 1,81 1,2 0,8 27,2
5 4,40 10,80 3,74 1,90 3,2 0,4 32,4
6 4,00 9,85 4,69 1,80 2,4 1,4 28,0
7 4,60 9,44 4,12 1,50 3,0 0,4 28,0
10 4,20 9,78 3,55 1,90 1,8 1,6 31,8
11 6,00 11,20 4,25 1,33 2,0 4,0 44,0
35S 6,00 10,58 5,06 1,76 4,0 0,0 29,0

CV% 25,26 27,09 28,02 42,98 13,03 38,22 37,20

*: N&o significativo pelo teste F.

As sementes dos eventos aclimatizados foram coletadas assim que as
capsulas amadureceram e foram germinadas na presencga de higromicina. Como
esperado, as plantulas do controle nao transformado n&do germinaram no meio com
o antibidtico, enquanto que as sementes oriundas dos eventos transformados
germinaram entre 34,00 a 60,95% (Tabela 2 — Anexo 8). Assim, pode-se confirmar a
presenca estavel do gene de resisténcia a higromicina na geragao seguinte as

plantas transformadas.
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Tabela 2. Germinagdo in vitro das sementes de Nicotiana tabacum néao
transformado (controle), transformado com o promotor G02172 e transformado com
o promotor CaMV35S cultivados em meio de cultura MS com 30 g L' de sacarose, 7
g L™ de agar e 40 mg L™ de higromicina, avaliadas apés 30 dias.

Evento % Germinagao
Controle 0,00d
1A 58,00 a
1B 51,30 b
2 34,00 c
4 41,90 b
5 67,33 a
6 58,09 a
7 60,95 b
10 44,76 c
11 42,85 ¢
35s 40,00 c
CV% 30,54

Figura 7. Teste histoquimico de GUS nas folhas da geragdo T1 de Nicotiana
tabacum transformado com promotor G02172 fusionado ao gene qus cultivadas em
meio de cultura MS suplementado com 30 g L™ de sacarose, 7 g L™ de agar e 40 mg
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L™ de higromicina. A: T1 do evento 2; B: T1 do evento 4; C: T1 do evento 7. Barra =
1cm.

1 kb

Figura 8: Eletroforese dos produtos de PCR realizados com o DNA da geragao T1
de Nicotiana tabacum com os primers do promotor G02172. M: Marcador de peso
molecular com 10 kb MassRuler DNA Ladder Mix (Fermentas); 2, 4, 7 e 10: Eventos
confirmados; P: Controle positivo.

A seguir, foi realizado o teste histoquimico de GUS para comprovar a
estabilidade do gene gus na geragao T1 (Figura 7). Houve formagao de precipitados
azuis comprovando a expressao da enzima B-glucuronidase e, portanto, do gene
gus. As plantulas germinadas foram transferidas para meio de multiplicagdo para
multiplica-las e manté-las in vitro. Assim que houve material vegetal suficiente, foi
extraido DNA das plantas T1 e realizada a PCR, para comprovar a inser¢ao do
promotor G02172 (Figura 8). Foram usados os DNAs das plantas T1 dos eventos 2,
4,7 e 10 e todos apresentaram a banda correspondente ao fragmento do promotor
G02172 (1 kb).
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3.4 CONCLUSAO

Foi possivel validar o promotor G02172 de Eucalyptus grandis em Nicotiana
tabacum. O promotor G02172 ¢é funcional e possui atividade transcricional em
tabaco. Este promotor é preferencialmente expresso em raizes e caules de plantas

de Nicotiana tabacum.



50

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

CAUDURQO, Y. O. Organogénese indireta em Eucalyptus benthamii x
Eucalyptus dunnii e Transformacéo genética de Eucalyptus saligha e Nicotiana
tabacum. Tese (Doutorado em Agronomia) - Setor de Ciéncias Agrarias,
Universidade Federal do Parana, Curitiba, 2013.

COSTA, C. S. Caracterizacdo de promotores de Eucalipto com expressao
tecido-especifica: raiz e folha. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias Bioldgicas) -
Instituto de Biociéncias, Universidade Estadual Paulista, Botucatu, 2011.

DE LA TORRE, F. et al. Genetic transformation of Eucalyptus globulus using
the vascular-specific EQCCR as an alternative to the constitutive CaMV35S promoter.
Plant Cell, Tissue and Organ Culture, v. 117, p. 77-84, 2014.

DOYLE, J.; DOYLE, L. A rapid DNA isolation procedure for small quantities of
fresh leaf tissue. Phytochemical Bulletin, v. 19, p. 11-15, 1987.

GITTINS, J.R. et al. The Brassica napus extA promoter: a novel alternative
promoter to CaMV35S for directing transgene expression to young stem tissues and
load bearing regions of transgenic apple trees (Malus pumila Mill.) Molecular
Breeding, v. 7, p. 51-62, 2001.

GRUNENNVALDT, R. L. Clonagem de promotores raiz-especificos de
Eucalyptus grandis e validagcdo em Nicotiana tabacum. Dissertagdo (Mestrado
em Agronomia) - Setor de Ciéncias Agrarias, Universidade Federal do Parana,
Curitiba, 2014.

JEFFERSON, R. A. Assaying chimeric genes in plants: the GUS gene fusion
system. Plant Molecular Biology Reporter, v. 5, p. 387-405, 1987.

KITAJIMA, S.; SATO, F. Plant pathogenesis-related proteins: molecular
mechanisms of gene expression and protein function. The Journal of Biochemistry,
v. 125, p.1- 8, 1999.

MURASHIGE, T.; SKOOG, F. A revised medium for rapid growth and
bioassays with tobacco tissue culture. Physiologia Plantarum, v. 15, p. 473-497,
1962.

RADAUER, C.; LACKNER, P.; BREITENEDER, H. The Bet v 1 fold: an
ancient, versatile scaffold for biding of large, hydrophobic ligands. BMC
Evolutionary Biology, v. 8, p.1-19, 2008.

RIBEIRO, C. L. Caracterizacdo molecular de um promotor raiz-especifico
de eucalipto. Trabalho de Graduagao (Bacharelado em Ciéncias Biologicas) -
Instituto de Biociéncias, Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho,
Botucatu, 2009.

RODRIGUES, M. I. et al. The tonoplast intrinsic aquaporin (TIP) subfamily of



51

Eucalyptus grandis: Characterization of EgTIP2, a root-specific and osmotic stress-
responsive gene. Plant Science, v. 213, p. 106-113, 2013.

SANTANA, R. H. Isolamento e caracterizacdo de promotores Orgéo-
especificos de plantas de soja (Glycine max). Dissertagdo (Mestrado em Biologia
Molecular) - Instituto de Biologia, Universidade de Brasilia, Brasilia, 2012.

SHIRSAT, A. H. et al. Expression of a Brassica napus extensin gene in the
vascular system of transgenic tobacco and rape plants. Plant Molecular Biology, v.
17, p. 701-709, 1991.

SILVA, F. A. S.; AZEVEDO, C. A. V. ASSISTAT Software Statistical
Assistence In: Sixth International Conference on Computers in Agriculture, 2009,
Cancun, México. Anais...Cancun: Society of Agricultural and Biological Engineers,
20009.

SINGER, S. D.; COX, K. D.; LIU, Z. Enhancer-promoter interference and its
prevention in transgenic plants. Plant Cell Reporter, v.30, p. 723-731, 2011.

VAN DER HOEVEN, C.; DIETZ, A.; LANDSMANN, J. Variability of organ-
specific gene expression in transgenic tobacco plants. Transgenic Research, v. 3,
p. 159-165, 1994.

VAUGHAN, S. P. et al. Characterization of FaRB7, a near root-specific gene
from strawberry (Fragaria x ananassa Duch.) and promoter activity analysis in
homologous and heterologous hosts. Journal of Experimental Botany, v. 57, p.
3901-3910, 2006.

WEINZIERL, R. O. J. Mechanisms of gene expression: structure, function
and evolution of the base transcription machinery. Londres: Imperial College
Press, 1999.

WEST, A.G.; FRASER, P. Remote control of gene transcription. Molecular
Genetics, v.14, p.101-111, 2005.



52

CAPITULO 2

4 TRANSFORMAGCAO DE Populus tremula x P. alba CLONE 717-1B4
COM O FATOR DE TRANSCRICAO CaHB12 DE TOLERANCIA A SECA

RESUMO

CaHB12, isolado de Coffea arabica, é um fator de transcricdo da familia HD-ZIP-I
que esta relacionado a tolerancia a estresse hidrico. CaHB12 foi estudado neste
trabalho a fim de se comprovar essa relagdo com a tolerdncia a seca. Explantes
foliares de Populus tremula x P. alba clone 717-1B4 foram transformados via
Agrobacterium tumefaciens com o plasmideo pUCECaHB12 contendo o gene do
fator de transcricdo CaHB12. Foram confirmados via PCR oito eventos
transformados com o gene CaHB12. Assim que foi comprovada a insergdo do gene
via PCR, realizou-se a analise de Southern Blot e, pelo padrao das bandas, foi
possivel concluir que quatro eventos eram o mesmo evento, visto que vieram do
mesmo explante, e tinham duas cdpias do gene CaHB12. Com o evento 1 foi
realizado teste de estresse osmotico in vitro com 300 mM de manitol adicionado em
meio de cultura MS suplementado com 30 g L™ de sacarose e 7 g L™ de agar. Nesse
experimento, observou-se melhor desenvolvimento dos eventos do que das plantas
controle, apds 60 dias do inicio do estresse. Para as variaveis altura média, numero
médio de brotos, numero médio de folhas e entrends, as plantas transformadas
tiveram maiores médias diferindo estatisticamente das plantas controle. Apés 60
dias de estresse, as plantas foram usadas para a extragdo e quantificacdo de
prolina, mas ndo houve diferenga estatistica entre as plantas transformadas e as
controle. Assim que se obteve material vegetal suficiente, trés eventos foram
aclimatizados e, apos 60 dias, avaliados morfologicamente. Nao houve diferenca
estatistica entre os eventos e as plantas controle, mostrando que as plantas nao
apresentaram fendétipo diferente da planta selvagem devido a presenca do gene
CaHB12. Os eventos e as plantas controle passaram por estresse hidrico severo
com suspensdo das regas por 15 dias. Neste experimento nenhuma planta
sobreviveu. Assim, foi realizado novo experimento com estresse hidrico moderado.
Apods 15 dias, as variaveis numero de folhas, comprimento de folhas e largura de
folhas, diferiram estatisticamente, sendo que médias dos eventos foram maiores
que as plantas controle. Assim, pode-se concluir que as plantas de Populus tremula
x P. alba clone 717-1B4 transformadas com o fator de transcricdo CaHB12 foram
tolerantes a seca moderada e ao estresse osmoético in vitro.

Palavras-chave: estresse hidrico, HD-Zip-I, AtHB12.
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CHAPTER 2

4 GENETIC TRANSFORMATION OF Populus tremula x P. alba WITH FACTOR
TRANSCRIPTION CaHB12 TOLERANCE TO DROUGHT

ABSTRACT

CaHB12, isolated from Coffea arabica, is a transcription factor of the HD-ZIP-I family
related to water stress tolerance. CaHB12 was studied in order to prove this
relationship with drought tolerance. Leaf explants from Populus tremula x P. alba
clone 717-1B4 were transformed via Agrobacterium tumefaciens with the plasmid
pUCECaHB12 containing the transcription factor gene CaHB12. Eight events
transformed with the CaHB12 gene were confirmed via PCR. Once the gene was
inserted via PCR, Southern blot analysis was performed and, by the band pattern, it
was possible to conclude that four events were the same event, since they came
from the same explant, and contained two copies of the gene CaHB12. An in vitro
osmotic stress test was applied to event 1, consisting of 300 mM mannitol added in
MS culture medium supplemented with 30 g L™ sucrose and 7 g L™ agar. In this
experiment, a better development of the events than of the control plants was
observed 60 days after the beginning of the stress. For the variables mean height,
mean number of shoots, average number of leaves and internodes, the transformed
plants had higher mean values differing statistically from the control plants. After 60
days of stress, the plants were used for the extraction and quantification of proline,
but there was no statistical difference between the transformed and control plants. As
soon as enough plant material was obtained, three events were acclimatized and,
after 60 days, evaluated morphologically. There was no statistical difference between
the events and the control plants, showing that the plants did not present a
phenotype different from the wild plant due to the presence of the CaHB12 gene.
Furthermore, the events and the control plants underwent a severe water stress with
watering suspension for 15 days. In this experiment no plant survived. Thus, a new
experiment with moderate water stress was carried out. After 15 days, the number of
leaves, leaf length and width differed statistically, and the mean values of the events
were higher than those of the control plants. Thus, it can be concluded that the plants
of Populus tremula x P. alba clone 717-1B4 transformed with the transcription factor
CaHB12 were tolerant to moderate drought and to osmotic stress in vitro.

Key words: water stress, HD-Zip-I, AtHB12.
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4.1 INTRODUCAO

O estresse hidrico € o maior fator limitante na sobrevivéncia, no crescimento e
na produtividade das plantas. O suprimento de agua do mundo esta cada vez mais
limitado, aumentando a necessidade da redugao da irrigagdo das areas plantadas. A
tolerancia das plantas a estresses abioticos € uma caracteristica poligénica e dificil
de ser trabalhada no melhoramento genético classico (BEEVER, 2000).

Estudos mostram que a regulagdo transcricional em estresses de seca e
salinidade, tanto pelas vias dependentes quanto pelas vias independentes de ABA
(acido abcisico), sdo mediadas por fatores de transcricdo (FTs) (ZANDALINAS et al.,
2017). Fatores de transcricdo sao proteinas que se ligam em sequéncias
especificas de DNA e induzem o inicio da transcrigio de novos genes,
desencadeando uma reagao em cadeia. A identificagao e caracterizagao de FTs que
causam resisténcia ou tolerancia a seca tém ampliado ainda mais as possibilidades
de manipulag¢des por processos biotecnologicos.

O gene do fator de transcrigdo CaHB12 foi isolado de Coffea arabica e esta
relacionado ao estresse hidrico. Em estudos com o café, sua expressao foi
aumentada quando as plantas foram submetidas ao déficit hidrico (CRUZ et al.,
2007). O FT CaHB12 é membro da familia homeobox leucina zipper | (HD-Zip-I) e
estudos revelaram que fatores pertencentes a esta familia podem estar envolvidos
na modulacdo de respostas das plantas a seca, controlando o desenvolvimento
vegetal em tais condigbes (EMBRAPA, 2012). Plantas de Arabidopsis thaliana
transformadas com o FT CaHB12 mostraram maior tolerancia ao estresse hidrico do
que as plantas controle (EMBRAPA, 2012).

Além disso, este gene tem homologia ao AtHB12, o qual foi alvo de varios
estudos de resisténcia a seca. O gene AtHB12 foi isolado de A. thaliana e, em
experimentos in vitro com essa planta, houve aumento dos niveis de expresséo do
gene quando foi adicionado ABA no meio de cultura, enquanto que nao houve
aumento da expressao de AtHB12 quando adicionados outros horménios, como AlA
(acido 3-indol-acético) (LEE; CHUN, 1998). Quando plantas de Nicotiana tabacum
foram transformadas com AtHB12 e submetidas ao estresse hidrico, houve aumento
da expressao deste gene (LEE et al., 2001). Esses autores também sugerem que a
expressao de AtHB12 é induzida pelo estresse hidrico mediado por ABA, além de

ser um ativador transcricional importante na resposta ao estresse hidrico. Em outro
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trabalho, quando as plantas de A. thaliana transformadas com o gene AtHB12 foram
submetidas ao estresse hidrico houve um aumento de niveis de acido abscisico e,
aparentemente por consequéncia, aumento da expressdo do FT (OLSSON;
ENGSTROM; SODERMAN, 2004).

Assim, o objetivo deste trabalho foi transformar Populus tremula x P. alba
clone 717-1B4 com o fator de transcricdo CaHB12 e testar as plantas transformadas

para tolerancia ao estresse hidrico.
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4.2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Cultura de Tecidos e
Transformacgéo e no Laboratério de Biologia Molecular (CQB 302/10) pertencentes a

Embrapa Florestas — CNPF, localizada em Colombo, Parana.
4.2.1 Material Vegetal e condi¢gbes gerais de cultura

Neste trabalho foram utilizadas plantas de Populus tremula x P. alba clone
717-1B4 gentilmente cedidas pelo Dr. Gilles Pilate, INRA, Franga. As plantas foram
mantidas em meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) suplementado com
30 g L de sacarose e 7 g L' de agar e repicadas a cada 30 dias, sendo transferidas
para meio fresco.

As culturas in vitro foram mantidas em sala de crescimento, sob luz
fluorescente branca fria com fluxo de fétons de 46,8 umol m? s™, fotoperiodo de 16 h
e temperatura de 23 £ 2°C. As culturas foram realizadas em frascos de vidro com 9
cm de altura e 6 cm de didmetro, vedados com tampa de polipropileno, contendo

aproximadamente 40 mL de meio de cultura.

4.2.3 Transformacgao de Populus tremula x P. alba via Agrobacterium tumefaciens

4.2.3.1 Cepa bacteriana e vetor binario

Para transformacgao genética das plantas foi utilizada a cepa EHA105 de
Agrobacterium tumefaciens, pertencente ao grupo de opina succinamopina (HOOD
et al., 1993), contendo o vetor binario pUCECaHB12. Este vetor contém o gene de
selecdo ahas que confere resisténcia ao herbicida imazapir e o gene CaHB12,
ambos sob o controle do promotor CaMV35S (Figura 8). O plasmideo pUCECaHB12
foi gentilmente cedido pelo Dr. Eduardo Romano, Embrapa Cernagen (Brasilia, DF).
Este plasmideo foi patenteado sob o numero de publicacdo WO 2012061911 A2
pela Embrapa (2012).
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Figura 9 - T-DNA do plasmideo pUCECaHB12 utilizado na transformacao genética
de Populus tremula x P. alba. LB: Borda esquerda do T-DNA; 35S-P: Promotor
CaMV35S (virus do Mosaico da Couve-Flor); CaHB12: fator de transcricdo de
resisténcia a seca; AHAS: gene que confere resisténcia ao herbicida imazapir; 35S-
3’: Terminador do CaMV35S; RB: Borda direita do T-DNA.

4.2.3.2 Condigdes de cultura da bactéria, inoculagéo e co-cultura

Os explantes usados na transformacao foram folhas saudaveis de brotacdes
micropropagadas de Populus tremula x P. alba clone 717-1B4 e em cada
transformacao foram utilizados 300 explantes. As transformacgdes foram repetidas
semanalmente durante trés meses. Foram realizadas 16 repeticbes deste protocolo
de transformacgao. As folhas foram cortadas, mantendo-se o peciolo e retirando a
ponta da folha. Apds o corte, os explantes foram pré-cultivados por trés dias no
escuro a 23°C em meio de cultura MSA (MS modificado) contendo sais e vitaminas
do meio MS, 0,1 mg L de &cido félico, 0,1 mg L de biotina, 0,269 pM de ANA
(acido naftaleno acético), 2,22 uM de BAP (benzilamino purina), 30 g L™ de sacarose
e 7 gL' de agar.

A bactéria foi cultivada overnight em meio LB liquido contendo 25 uM de
espectinomicina, sob agitacdo de 220 rpm a 28°C, na noite anterior ao dia da
transformacdo. No dia seguinte, foi medida a concentracdo da bactéria em
espectrofotdmetro, e a suspensao com ODgoonm €ntre 0,5 e 1,0, foi utilizada. Apds a
determinacdo da absorbancia, a suspensdo da bactéria crescida em meio LB foi
centrifugada a 6000 rpm por 20 min. O sobrenadante foi descartado e o pellet
dissolvido em 50 mL de meio MS liquido, contendo apenas 30 g L™ de sacarose.

Apos os trés dias de pré-cultivo, os explantes ficaram em contato com a
suspensao bacteriana sob agitagdo de 50 rpm em temperatura ambiente por 30
minutos. Em seguida, os explantes foram transferidos para o Meio MSA e mantidos
por trés dias no escuro a 23°C (co-cultivo). Apds o co-cultivo, os explantes foram
transferidos para o meio de cultura de selecdo, meio MSA contendo 25 uM de

imazapir e 250 mg L™ de amoxicilina.
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Quinze dias, depois os explantes foram transferidos para luz e para meio de
cultura fresco, mantendo-se as concentracdes do antibidtico e do herbicida.

Assim que os explantes produziram brotos com + 2 cm de altura, estes foram
transferidos para o meio de multiplicagdo, meio MS suplementado com 30 g L' de
sacarose, 7 g L™ de agar, 250 mg L™ de amoxicilina e 25 uM de imazapir a fim de
multiplicar os explantes putativos. A cada 30 dias, os explantes foram repicados para

meio de multiplicacao fresco.
4.3.4 Extracdo de DNA e analise de integragcao do transgene

Assim que os brotos de Populus tremula x P. alba clone 717-1B4 cultivados
em meio de multiplicacdo cresceram cerca de 2 cm, folhas foram retiradas para a
extragcdo do DNA total pelo método CTAB (brometo de cetiltrimetilaménio) descrito
por Doyle e Doyle (1987). Foram coletadas 150 mg de folhas dos eventos putativos
obtidos e do controle negativo (Populus nao transformado) cultivados in vitro.

A analise das plantas transformadas foi realizada por reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) para detectar a presenga do gene CaHB12. Para as reagdes de
amplificagdo foram utilizados: 0,5 pg/uL de DNA; 2,5 yL de tampao (50 mM KCI;
0,1% Triton X-100; 10 mM Tris-HCI pH 8,8); 1 uL MgCl, (50 mM); 2,5 uL de dNTPs
(10 mM); 1 pL de cada primer forward e reverse (10 yM cada) e 1 pL de Taq
polimerase, para um volume final de 25 uL. Foram utilizados primers especificos F:
5 CGTATCGTCCCTCCCATGG 3’ e R: 5 CATCTCGCATGCACTAGTTTAGC 3..

As reagbes foram amplificadas em termociclador (Applied Biosystems),
sendo: pré-ciclo a 95°C por 5 minutos, 30 ciclos a 95°C por 1 minuto, 55°C por 1
minuto e 72°C por 2 minutos e, ciclo final de 72°C por 7 minutos.

Os produtos do PCR foram separados por eletroforese em gel de agarose 1%
contendo 0,1% de brometo de etidio e visualizados em transiluminador, de maneira

a avaliar a amplificagcdo dos fragmentos.
4.3.5 Analise de Southern Blot
Para a realizagcdo do protocolo foi utilizado o kit DIG-High Prime DNA Labeling

and Detection (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany). Aproximadamente 20 ug

de DNA de cada evento foram utilizados para a realizagdo do Southern Blot. As
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amostras de DNA foram digeridas utilizando a enzima EcoRI e foram incubadas
overnight a 37°C. Em seguida, o DNA foi precipitado adicionando 150 uL de 7,5 M
de acetato de aménio e 800 pL de etanol absoluto. A mistura foi centrifugada por 30
min a 13000 rpm. Os pellets foram lavados com 500 pL de etanol 70% e o DNA
dissolvido em tampéo TE.

As amostras foram separadas por eletroforese em gel de agarose a 1% (p/v)
numa corrida a 20 V overnight. O gel foi lavado com HCI 0,25M por 10 min e
enxaguado 3 vezes com agua destilada, em seguida ficou mergulhado no tampéao de
desnaturacao (1.5 M de NaCl e 0.5 M de NaOH) por 30 min, enxaguado em agua
destilada e mergulhado no tampéao de neutralizacéo (1 M de Tris-HCl e 3 M de NaCl
— pH 5,5) por 30 min. O DNA foi transferido para membrana de nylon por
capilaridade na presencga do tampé&o 20x SSC (3 M de NaCl e 300 mM de citrato de
sbédio) overnight. Depois da transferéncia, o DNA foi fixado na membrana por
incubacao a 80°C por 2h.

Na pré-hibridizagdo, a membrana foi colocada no tubo de hibridizagdo com
DIG Easy Hyp (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) por 2h a 42°C. Apos
decorrido o tempo, foi adicionada a sonda para hibridizar e deixado overnight a 42°C
para hibridizacdo. A membrana foi lavada 2 vezes por 5 min com tampéao de baixa
estringéncia (2x de SSC e 0,1% de SDS) a 42°C e uma vez por 15 min com tamp&o
de alta estringéncia ( 0.1x de SSC e 0,1% de SDS) a 65°C.

Para evitar a hibridizacido nao especifica, a membrana foi incubada por 2h
com Blocking Solution (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany). Em seguida, a
membrana foi lavada duas vezes por 15 min com tampao de lavagem (tamp&o de
acido maleico [0.1 M de acido maleico e 0.15 M de NaCl — pH 7.5] e 0,3% de Tween
20°).

Para visualizagdo das bandas, a membrana de nylon foi exposta ao filme de
raio-x por 24h e, em seguida, o filme foi imerso em solugdo reveladora e em solugao

fixadora por alguns segundos.

4.3.5.1 Preparo da Sonda

A sonda foi preparada usando o kit PCR Dig Probe Synthesis Kit (Roche
Diagnostics, Mannheim, Germany) com os primers do gene CaHB12, F: 5°
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CGTATCGTCCCTCCCATGG 3 e R: 5 CATCTCGCATGCACTAGTTTAGC 3'. As
reacdes foram amplificadas em termociclador, sendo: pré-ciclo a 95°C por 5 minutos,
30 ciclos a 95°C por 1 minuto, 55°C por 1 minuto e 72°C por 2 minutos e, ciclo final
de 72°C por 7 minutos.

Os produtos da PCR foram separados por eletroforese em gel de agarose 1%
contendo 0,1% de brometo de etidio e visualizados em transiluminador, de maneira

a avaliar a amplificagcado dos fragmentos.
4.3.6 Estresse osmotico in vitro

Brotagcbes de P. alba x P. tremula clone 717-1B4 n&o transformado e do
evento 1 transformado, com 1,5 cm de comprimento, foram cultivadas em meio de
cultura MS suplementado com 30 g L™ de sacarose, 7 g L de &gar e 300 mM de
manitol. O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado com
11 repeti¢gdes por tratamento, onde cada repeticdo foi constituida de um frasco com
trés brotagdes. Apds 30 dias, foram avaliados a porcentagem de sobrevivéncia,

altura média em cm, o numero médio de brotos, de folhas e entrends por explante.
4.3.7 Determinacgéo do teor de prolina

A quantificacdo da concentracdo de prolina foi realizada conforme protocolo
descrito por Bates et al. (1973). Quinhentos miligramas do material estressado in
vitro foram macerados com 10 mL de acido sulfosalicilico a 3%. Em seguida, o
macerado foi filtrado e transferido para um tubo de ensaio contendo 1 mL de acido
sulfosalicilico, 2 mL de ninidrina acida e 2 mL de acido acético. Os tubos de ensaio
foram mantidos em banho-maria por uma hora e, em seguida, resfriados no gelo. A
leitura da concentragdo foi realizada em espectrofotometro em 520 nm. Além disso,
foi realizada a curva padrdo de prolina com padrao conhecido para determinar a
concentracdo de prolina nas amostras. A concentracdo da prolina foi expressa em

MM de prolina por grama de massa fresca.
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4.3.8 Aclimatizagao

As plantas foram enraizadas em meio MS contendo 30 g L™ de sacarose e 7 g
L' de agar e pré-aclimatizadas em sala de crescimento por um periodo de 48 horas.
A pré-aclimatizagao consistiu no afrouxamento da tampa dos frascos de cultura e na
adicao de 10 mL de agua destilada (CAUDURO, 2013). As plantas foram retiradas
dos frascos, as raizes lavadas para eliminacdo do meio de cultura e as plantas
transferidas para vasos plasticos contendo solo e vermiculita (1:1). Quatro plantas
dos eventos 1, 2A, 3 e o controle negativo foram aclimatizadas e mantidas em
camara climatica para crescimento de plantas (Fitotron®) sob luz fluorescente branca

1

fria com fluxo de fotons de 46,8 pmol m? s’ com fotoperiodo de 16 horas,

temperatura de 23°C * 2°C e umidade de 85% com regas diarias.
4.3.9 Analise morfoldgica

As plantas aclimatizadas foram avaliadas aos 60 dias para as seguintes
variaveis morfolégicas: numero total de folhas, comprimento médio das folhas (cm),
largura média das folhas (cm) e altura da planta (cm). Foi calculada a média das

quatro repeticoes.
4.3.10 Estresse Hidrico Severo

Apos trés semanas de aclimatizagdo, as quatro plantas (repeticbes) dos trés
eventos e o controle receberam a ultima rega com 200 mL de agua e pararam de
receber agua por 15 dias. As seguintes variaveis morfolégicas foram analisadas:
numero total de folhas, comprimento médio das folhas (cm), largura média das

folhas (cm) e altura da planta (cm).
4.3.11 Estresse Hidrico Moderado

Apos trés semanas de aclimatizagdo, as plantas foram regadas apenas uma
vez na semana (100 mL de agua) e as seguintes variaveis morfolégicas foram
analisadas apés 15 dias: numero de folhas, comprimento médio das folhas (cm),

largura média das folhas (cm) e altura da planta (cm).
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4.3.12 Analise Estatistica

Todos os experimentos foram realizados em delineamento inteiramente
casualizado. Para a analise estatistica dos dados foi aplicado o teste de Bartlett para
verificar a homogeneidade de variancias, foi realizada a analise de varidncia ANOVA
e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, utilizando o
programa computacional ASSISTAT® (SILVA e AZEVEDO, 2009).
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4.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Apos trés meses do inicio dos experimentos de transformacgao, foram obtidos
28 brotos regenerados em meio de selegdo. No entanto, apdés 30 dias em meio de
selecdo com imazapir, 20 brotos morreram, sugerindo que nao estavam
transformados. Seis brotos foram obtidos de um mesmo explante ndo sendo
possivel distinguir se eram 0 mesmo evento ou eventos separados. As oito plantas
putativas regeneradas em meio de selegdo foram mantidas em meio de
multiplicagdo para sua clonagem, a fim de se obter material vegetal suficiente para a
realizagc&do das analises moleculares.

Assim que os brotos putativos de Populus cresceram cerca de 2 cm, folhas
foram retiradas para a extracdo do DNA total a fim de confirmar, via PCR, a
integracdo do transgene. Os oito brotos putativos foram confirmados por PCR, no
entanto, devido a seis brotos serem oriundos do mesmo explante, estes foram
nomeados como eventos 2A, 2B, 2C, 2D, 2E e 2F (Figura 10). Pode-se concluir que
a eficiéncia de selecdo do imazapir foi de 100%, ja que todos os brotos

sobreviventes eram eventos transformados.

M ZATZBRiER)

Figura 10: Resultados das eletroforeses dos produtos de PCR realizadas com o
DNA de Populus tremula x P. alba clone 717-1B4 transformados com o gene
CaHB12. M: Marcador de peso molecular com 10kb MassRuler DNA Ladder Mix
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(Fermentas); 1, 2A, 2B, 2C, 2D e 3: Eventos confirmados. P: Controle positivo; N:
Controle negativo. Setas indicam a banda do gene CaHB12.

Todos os eventos confirmados foram utilizados no Southern Blot a fim de
comprovar a estabilidade do gene no genoma e identificar o numero de cépias em
cada evento. Além disso, com este teste € possivel diferenciar os eventos 2, pelo
numero de cépias e padrdao das bandas no gel. Para a realizagao desta técnica foi
necessario preparar a sonda marcada que se ligou ao DNA das amostras. Para o
preparo desta sonda foi realizada uma PCR e esta foi visualizada em um gel de
agarose por eletroforese. Para fins de comparagédo, ao lado da sonda esta um
produto de PCR sem a sonda marcada (Figura 11-C), assim a PCR com a sonda
marcada (Figura 11-S) ficard mais acima na corrida do gel por ser mais pesada e

correr mais devagar (Figura 11).

Figura 11. Gel de eletroforese com a sonda marcada e o fragmento do plasmideo
pUCECaHB12. M: Marcador Ladder com 1kpb; S: PCR com a sonda; C: PCR sem
sonda como controle.

Assim que foi obtida a sonda marcada, foi realizado o Southern Blot. Pelo
padrdo das bandas concluiu-se que os eventos 2A, 2B, 2C e 2D sdo o mesmo
evento (Figura 12). Além da diferenciagdo dos eventos, foi comprovada a insergéo
de duas cdépias do gene CaHB12 no evento, agora chamado 2A (Figura 12). Assim,
foram utilizados trés eventos para os testes morfolégicos chamados de evento 1,

evento 2A e evento 3.
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- 2A 2C 2D

Figura 12. Analise de Southern Blot do DNA dos eventos 2A, 2B, 2C e 2D de
Populus tremula x P. alba clone 717-1B4 transformados com o gene CaHB12.

CaHB12 sendo homdlogo a AtHB12, foi realizado teste de cultura de
segmentos nodais in vitro sob estresse osmaético com manitol. Para as variaveis
numero de brotos, numero de folhas, entrends e altura houve diferenga estatistica,
entre as médias o evento 1 obteve as maiores médias, mostrando que o evento se
desenvolveu melhor do que o controle ndo transformado (Figura 13 — Tabela 3 —
Anexos 9, 10, 11, 12 e 13). Assim, pode-se afirmar que o gene CaHB12 teve
influéncia no desenvolvimento dos brotos do evento 1 de P. alba x P. tremula clone
71-1B4.

O fator de transcrigdo CaHB12 tem homologia com o gene AtHB12, isolado
de A. thaliana, o qual esta envolvido no inicio da transcricdo de uma série de genes
que codificam proteinas receptoras de acido abscisico (LEE et al., 2001). Plantas de
A. thaliana transformadas com AtHB12 foram submetidas a estresse osmatico in
vitro com manitol € houve um aumento de oito vezes na expressdo de AtHB12
quantificado por gPCR (RE et al., 2014). Para estudar os efeitos do estresse hidrico
em plantas, experimentos in vitro sdo frequentemente usados como uma possivel
representacdo dos complexos ambientes de campo em que as plantas sao
submetidas ao estresse (CLAEYS et al., 2014). A seca é geralmente simulada pela
adicdo de compostos osmoticos, como o manitol, que reduz o potencial hidrico do
meio de cultura, tornando mais dificil a extracdo de agua pelas plantas, simulando o
que acontece na seca do solo (VERSLUES et al., 2006).

Quando plantas de A. thaliana foram submetidas ao estresse hidrico
moderado em casa de vegetagdo, houve um aumento dos niveis de expresséo de
AtHB12, assim como no experimento de estresse osmético induzido por manitol (RE
et al., 2014). Além do gene AtHB12, o gene HaHB4 também tem certa homologia ao
CaHB12, o qual foi isolado de girassol, Helianthus annuus (GAGO et al., 2002).
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Plantas de girassol também foram submetidas ao estresse hidrico in vitro com
manitol e ao estresse hidrico em casa de vegetacao a fim de investigar a expressao
do gene HaHB4 (GAGO et al., 2002). Em ambos os experimentos houve um
aumento da expressdo do gene HaHB4, no entanto houve maior expressdo nas
plantas submetidas ao estresse hidrico em casa de vegetagao do que nas plantas in
vitro (GAGO et al., 2002).

CaHB12 é um fator de transcricdo da familia homeobox leucina zipper | (HD-
Zip-1), a qual esta relacionada ao desenvolvimento da planta e é regulada por fatores
ambientais, como seca, altas temperaturas e estresse osmotico (AGALOU et al.,
2008), o que explicaria o melhor desenvolvimento dos explantes do evento 1 do que
o controle. Membros da superfamilia HD-Zip tém diversas fungdes regulatorias no
desenvolvimento de embrides, polaridade de dérgéos, desenvolvimento vascular e
atividade de meristemas (SON et al., 2010).

Tabela 3. Avaliacdo do evento 1 de Populus tremula x P. alba clone 717-1B4
transformado com o gene CaHB12 e do controle ndo transformado apds cultivo in
vitro em meio de cultura MS suplementado com 300 mM de manitol 30 g L™ de
sacarose e 7 g L' de agar.

Sobre:)//ivéncia N° de brotos N°de folhas  Entrenods Altura
0 cm
Evento 1 93,9 a 1,54 a 5.38 a 210a 6,6a
Controle 84,8 a 1,14 b 3.53b 0,98 b 3,7b
CV% 17,46 29,89 29,50 43,31 31,36

Analise estatistica a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

A B C

<, N -~

|
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Figura 13. Brotos de Populus tremula x P. alba clone 717-1B4 cultivos in vitro em
meio de cultura MS suplementado com 30 g L™ de sacarose, 7 g L de agar e 300
mM de manitol. A: Inicio do experimento, foram utilizados segmentos nodais com
duas gemas como explante inicial; B: Broto controle ndo transformado com 60 dias
em meio contendo manitol; C: Evento 1 transformado com o gene CaHB12 com 60
dias em meio contendo manitol. Barra = 1 cm.

Foi investigado se houve maior aumento da concentragdo de prolina nas
plantas transformadas submetidas a estresse do que nas n&o transformadas
igualmente estressadas. Na planta n&o transformada o teor de prolina foi de 201,3
enquanto que na transformada foi 226 pmol de prolina/g de massa fresca e nao
houve diferenca estatistica entre estes resultados. Além disso, ndo ha relatos de
avaliacdo de prolina em outros trabalhos com o gene CaHB12 ou com seus
homdlogos, AthB12 e HaHB4. Sob estresse abidtico, a acumulacdo de
osmoprotetores € uma resposta comum da planta visando estabilizar proteinas e
membranas e contribuir para a pressao osmotica celular (ZANDALINAS et al., 2017).

Logo que se obteve material vegetal suficiente, as plantas
transformadas foram aclimatizadas e, apos 60 dias, analisadas morfologicamente.
Nenhum dos eventos diferiu estatisticamente das plantas nao transformadas para as
variaveis morfologicas analisadas (numero de folhas, comprimento médio das folhas,
largura meédia das folhas, entrends e altura da planta) (Tabela 4 — Anexos 14, 15, 16
e 17). Este resultado mostra que a presenga do gene CaHB12 no genoma do
Populus tremula x P. alba clone 717-1B4 né&o alterou o fendétipo dos eventos. Uma
grande variedade de plantas transgénicas tolerantes ao estresse hidrico apresenta
retardo no crescimento e modificagcdes morfolégicas (YAMAGUCHI-SHINOZAKI e
SHINOZAKI, 2006). Esta foi a primeira vez que este gene isolado do café, ou dos
seus homologos isolados de A. thaliana ou de girassol, foi inserido em uma espécie
florestal. O fato das plantas terem a sua morfologia inalterada € um resultado muito
promissor para que este gene seja usado em espécies comerciais. A presenca do
gene AtHB12 também nao alterou morfologicamente as plantas transformadas em
outros trabalhos (LEE et al., 2001; OLSSON; ENGSTROM; SODERMAN, 2004;RE
et al., 2014).

Tabela 4. Avaliacdo morfolégica dos eventos 1, 2A e 3 transformados com o gene
CaHB12 e do controle nao transformado de Populus tremula x P. alba clone 717-1B4
avaliados ap6s 60 dias de aclimatizagéo.
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o * Comprimento  Largura folhas Altura da

N° folhas * * *

folhas (cm) (cm) planta (cm)
Controle 10,25 9,00 5,00 26,75
Evento 1 11,50 9,50 4,25 25,00
Evento 2A 11,25 8,75 4,50 26,00
Evento 3 12,00 10,25 575 27,00
%CV 17,16 19,60 17,57 9,19

*: N&o significativo a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

Apos 60 dias aclimatizados, os eventos passaram pelo experimento de
estresse hidrico em Fitotron®, com luminosidade, temperatura e umidade
controladas. No primeiro experimento, foi realizado um estresse severo onde todas
as plantas morreram aos 14 dias (Figura 14). Nao foi possivel identificar diferengas
entre os eventos e as plantas controles. Experimento semelhante foi realizado com
este gene em plantas de café, onde houve a suspenséo total da rega com plantas
em casa de vegetagdo (CRUZ et al., 2007). Estes autores avaliaram a expressao
génica e concluiram que houve aumento da expressdo do gene com 10 dias de
estresse, no entanto ndo houve avaliagdo morfolégica para fins de comparagao.
Estes mesmo autores concluiram ainda que houve maior expressao do gene em

folhas de café, quando comparado com caule e raiz.
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Figura 14. Plantas de Populus tremula x P. alba clone 717-1B4 sob estresse hidrico
severo, com 15 dias sem rega. 1, 2A, 3: Eventos transformados com o gene
CaHB12. C: Controle ndo transformado. A: Plantas no inicio do experimento; B:
Plantas sob estresse hidrico apos 15 dias. Barra = 5 cm.
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Assim, um experimento de seca moderada foi realizado com novas plantas
aclimatizadas a fim de perceber diferengas entre os eventos e as plantas controle.
Neste experimento, houve rega semanal para todas as plantas e, ao fim de 15 dias,
estas foram avaliadas. Uma resposta rapida ao estresse hidrico € a inibicdo da
expansao foliar, ja que com menos agua as células tem menor pressao de turgor.
Essa inibicdo da expansao foliar pode ter acontecido neste experimento com as
plantas controle, ja que tiveram as menores médias de comprimento e na largura
das folhas (Tabela 5, Figura 15). Assim, pode-se afirmar que as plantas controle
sofreram mais por causa do estresse que as transformadas, as quais tiveram
maiores medias para todas as variaveis analisadas, principalmente em relagéo ao
comprimento da folha. Para esta variavel todos os eventos diferiram do controle,
enquanto que para largura das folhas os eventos 1 e 2A nao diferiram
estatisticamente do controle.

Além da inibicao foliar, o déficit hidrico aumenta a producédo do etileno,
horménio que estimula a abscisao foliar. Este efeito pode ser visualizado no numero
de folhas que se mantiveram nas plantas, onde as controle tiveram uma média de 4
folhas que permaneceram apods os 15 dias de estresse hidrico. Ja as plantas
transformadas, mantiveram de 5 a 7 folhas em média, mostrando que apesar de ter
havido um estimulo para a abscisdo foliar, elas conseguiram manter um numero
maior de folhas que as controle. As médias das plantas controle diferiram
estatisticamente das médias dos eventos 2A e 3, mas nao diferiram do evento 1
(Tabela 5 — Anexos 18, 19, 20 e 21). Plantas de A. thaliana transformadas com o
gene CaHB12 também mostraram maior tolerancia ao estresse hidrico do que as
plantas ndo transformadas (EMBRAPA, 2012). Assim, o gene CaHB12 influenciou
positivamente a tolerdncia a seca das plantas de Populus tremula x P. alba clone
717-1B4.

Tabela 5. Avaliacdo morfolégica dos eventos 1, 2A e 3 transformados com o gene
CaHB12 e do controle nao transformado de Populus tremula x P. alba clone 717-1B4
sob estresse hidrico moderado por 15 dias.
NC folhas Comprimento Largura Folhas
Folhas (cm) (cm)

Controle 40Db 40c 26b 48,0 a

Altura (cm)

Evento 1 5,6 ab 6,4b 3,8b 423 a
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Evento 2A 6,3 a 8,3a 4,0 ab 43,6 a
Evento 3 70a 8,6 a 5,6 a 47,0 a
%CV 11,68 7,24 15,31 12,04

Andlise estatistica a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

Figura 15. Plantas de Populus tremula x P. alba clone 717-1B4 sob estresse hidrico
moderado. 1, 2A, 3: Eventos transformados com o gene CaHB12. C: Controle ndo
transformado. A: Plantas no inicio do experimento; B: Plantas sob estresse hidrico

apo6s 15 dias. Barra =5 cm.
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4.5 CONCLUSAO

Plantas de Populus tremula x P. alba clone 717-1B4, transformadas com o
fator de transcricdo CaHB12, s&do mais tolerantes ao estresse hidrico moderado e ao

estresse osmatico in vitro com manitol que plantas controle.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

As plantas de tabaco transformadas com o promotor G02172 apresentaram
expressao do gene gus em todas as suas partes (folha, caule e raiz), no entanto
houve maior expressdo nos caules e raizes destas plantas. E possivel que o
tamanho do promotor tenha influenciado esta expressdo, sendo importante,
portanto, testar outros tamanhos com mais nucleotideos para uma
expressao mais especifica. Outro caminho a seguir seria estressar as plantas de
tabaco adultas, ja que o gene do promotor G02172 possui um dominio proteico
caracteristico de proteinas que respondem a estresses.

As plantas de Populus transformadas com o fator de transcricio CaHB12
foram mais tolerantes a seca moderada do que as nao transformadas. Contudo,
testes fisioldgicos devem ser realizados com essas plantas a fim de se analisar as
mudangas fisiolégicas que levaram a essa tolerancia. Além disso, amostras das
plantas foram coletadas para, futuramente, ser realizada anatomia e PCR em tempo

real dessas plantas.
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6 ANEXOS

CAPITULO 1

ANEXO 1 — Resumo da analise de variancia da variavel numero de folhas da
avaliacdo morfolégica de Nicotiana tabacum controle, transformadas com o promotor
G02172 e transformadas com o promotor CaMV35S:

Fonte de Variagdo GL Soma de quadrados Quadrado médio F

Tratamentos 9 14.80833 1.64537 1.4447
Residuos 30 34.16667 1.13889
Total 39 48.97500

ANEXO 2 — Resumo da analise de variancia da variavel comprimento de folhas da
avaliacdo morfolégica de Nicotiana tabacum controle, transformadas com o promotor
G02172 e transformadas com o promotor CaMV35S:

Fonte de Variagdo GL Soma de quadrados Quadrado médio F

Tratamentos 9 13.59615 1.51068 0.2093
Residuos 30 216.57718 7.21924
Total 39 230.17333

ANEXO 3 — Resumo da analise de variancia da variavel largura de folhas da
avaliagao morfolégica de Nicotiana tabacum controle, transformadas com o promotor
G02172 e transformadas com o promotor CaMV35S:

Fonte de Variaggo GL Soma de quadrados Quadrado médio F

Tratamentos 9 12.41747 1.37972 1.2823
Residuos 30 32.27895 1.07597
Total 39 44.69643

ANEXO 4 — Resumo da analise de variancia da variavel entrends da avaliagao
morfoldgica de Nicotiana tabacum controle, transformadas com o promotor G02172
e transformadas com o promotor CaMV35S:

Fonte de Variagdo GL Soma de quadrados Quadrado médio F

Tratamentos 9 2.53635 0.28182 0.5719
Residuos 30 14.78375 0.49279
Total 39 17.32010

ANEXO 5 — Resumo da analise de variancia da variavel numero de flores da
avaliacdo morfolégica de Nicotiana tabacum controle, transformadas com o promotor
G02172 e transformadas com o promotor CaMV35S:

Fonte de Variagdo GL Soma de quadrados Quadrado médio F

Tratamentos 9 2.5335 0.28182 0.5719
Residuos 30 14.78375 0.49279
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Total 39 17.32010

ANEXO 6 — Resumo da analise de variancia da variavel numero de botdes da
avaliacdo morfolégica de Nicotiana tabacum controle, transformadas com o promotor
G02172 e transformadas com o promotor CaMV35S:

Fonte de Variagdo GL Soma de quadrados Quadrado médio F

Tratamentos 9 30.58333 3.39815 1.9983
Residuos 30 51.01667 1.70056
Total 39 81.60000

ANEXO 7 — Resumo da analise de variancia da variavel altura das plantas da
avaliagcao morfolégica de Nicotiana tabacum controle, transformadas com o promotor
G02172 e transformadas com o promotor CaMV35S:

Fonte de Variaggo GL Soma de quadrados Quadrado médio F

Tratamentos 9  1099.850000 122.20556 1.0285
Residuos 30 3564.550000 118.81833
Total 39 4664.40000

ANEXO 8 — Resumo da analise de variancia da variavel germinagao das plantulas
de Nicotiana tabacum controle, transformadas com o promotor G02172 e
transformadas com o promotor CaMV35S germinadas em higromicina (Geracao T1):

Fonte de Variagdo GL Soma de quadrados Quadrado médio F

Tratamentos 11 766.89574 69.71779 18.3023
Residuos 102 388.54286 3.80924

Total 113 1155.43860

CAPITULO 2

ANEXO 9 — Resumo da analise de variancia da variavel sobrevivéncia da avaliagao
morfolégica de Populus tremula x P. alba clone 71-1B4 sob estresse osmatico in
Vitro:

Fonte de Variaggo GL Soma de quadrados Quadrado médio F

Tratamentos 1 456.36545 456.36545 1.8750
Residuos 20 4867.89818 243.39491
Total 21 5324.26364

ANEXO 10 — Resumo da analise de variancia da variavel nimero de folhas da
avaliacao morfolégica de Populus tremula x P. alba clone 71-1B4 sob estresse
osmotico in vitro:

Fonte de Variagdo GL Soma de quadrados Quadrado médio F

Tratamentos 1 0.84829 0.84829 5.2535
Residuos 20 3.22945 0.16147

Total 21 4.07775




ANEXO 11 — Resumo da analise de variancia da variavel numero de brotos da
avaliagcao morfolégica de Populus tremula x P. alba clone 71-1B4 sob estresse
osmotico in vitro:

Fonte de Variaggo GL Soma de quadrados Quadrado médio F

Tratamentos 1 18.78677 18.78677 10.8361
Residuos 20 34.67431 1.73372
Total 21 53.46108

ANEXO 12 — Resumo da analise de variancia da variavel entrends da avaliacéo
morfolégica de Populus tremula x P. alba clone 71-1B4 sob estresse osmatico in
Vitro:

Fonte de Variagdo GL Soma de quadrados Quadrado médio F

Tratamentos 1 6.91040 6.91040 15.4911
Residuos 20 8.92178 0.44609
Total 21 15.83219

ANEXO 13 — Resumo da analise de variancia da variavel altura da avaliacao
morfologica de Populus tremula x P. alba clone 71-1B4 sob estresse osmatico in
vitro:

Fonte de Variagdo GL Soma de quadrados Quadrado médio F

Tratamentos 1 0.45965 0.45965 17.1008
Residuos 20 0.53758 0.02688
Total 21 0.99724

ANEXO 14 — Resumo da analise de variancia da variavel numero de folhas da
avaliagao morfolégica de Populus tremula x P. alba clone 71-1B4:

Fonte de Variaggo GL Soma de quadrados Quadrado médio F

Tratamentos 3 2.68750 0.89583 0.2275
Residuos 12  47.25000 3.93750
Total 15 49.93750
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ANEXO 15 — Resumo da analise de variancia da variavel comprimento de folhas da

avaliacdo morfolégica de Populus tremula x P. alba clone 71-1B4:

Fonte de Variaggo GL Soma de quadrados Quadrado médio F

Tratamentos 3 5.25000 1.75000 0.5185
Residuos 12 40.50000 3.37500
Total 15

ANEXO 16 — Resumo da analise de variancia da variavel largura de folhas da
avaliacdo morfolégica de Populus tremula x P. alba clone 71-1B4:

Fonte de Variagdo GL Soma de quadrados Quadrado médio F

Tratamentos 3 0.50000 0.16667 0.2667
Residuos 12 7.50000 0.62500

Total 15 8.00000
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ANEXO 17 — Resumo da analise de variancia da variavel altura das plantas da
avaliagao morfolégica de Populus tremula x P. alba clone 71-1B4:

Fonte de Variagdo GL Soma de quadrados Quadrado médio F

Tratamentos 3 0.50000 0.16667 0.2076
Residuos 12  72.5000 6.04167
Total 15 73.0000

ANEXO 18 — Resumo da analise de variancia da variavel nimero de folhas da
avaliacédo morfologica de Populus tremula x P. alba clone 71-1B4 sob estresse
hidrico moderado:

Fonte de Variagdo GL Soma de quadrados Quadrado médio F

Tratamentos 3 11.57576 3.85859 8.1030
Residuos 7 3.33333 0.47619
Total 10 14.90909

ANEXO 19 — Resumo da analise de variancia da variavel comprimento de folhas da
avaliagao morfolégica de Populus tremula x P. alba clone 71-1B4 sob estresse
hidrico moderado:

Fonte de Variaggo GL Soma de quadrados Quadrado médio F

Tratamentos 3 32.47636 10.82545 40.7410
Residuos 7 1.86000 0.26571
Total 10

ANEXO 20 — Resumo da analise de variancia da variavel largura de folhas da
avaliacao morfolégica de Populus tremula x P. alba clone 71-1B4 sob estresse
hidrico moderado:

Fonte de Variagdo GL Soma de quadrados Quadrado médio F

Tratamentos 3 12.07394 4.02465 0.9432
Residuos 7 2.83333 0.4047
Total 10 14.90727

ANEXO 21 — Resumo da analise de variancia da variavel altura da avaliagao
morfolégica de Populus tremula x P. alba clone 71-1B4 sob estresse hidrico
moderado:

Fonte de Variagdo GL Soma de quadrados Quadrado médio F

Tratamentos 3 56.66667 18.88889 0.6439
Residuos 7 205.33333 29.33333

Total 10 262.00000




