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RESUMO

O género Eucalyptus pertence a familia Myrtaceae e € composto em sua maioria por arboreas
florestais. Dentre outras aplicacdes, as espécies de Eucalyptus apresentam destaque na
producdo de papel e pastas de celulose. Entretanto, as baixas temperaturas registradas no
inverno da regido sul do Brasil e a auséncia de tolerancia ao frio e/ou ao congelamento na
maioria das espécies de Eucalyptus limitam o crescimento e o desenvolvimento de plantas
deste género. O desenvolvimento de linhagens hibridas como E. urophylla x E. globulus,
combinando espécies de clima temperado e de clima tropical, tem resultado em sucesso no
plantio de Eucalyptus em regides subtropicais. Contudo, as baixas temperaturas e 0S
recorrentes e irregulares eventos de geadas continuam a causar severos danos nas arvores e
perdas na produtividade de madeira. Desta maneira, 0 objetivo proposto é testar a capacidade
de genes sintéticos em conferir tolerncia ao congelamento em plantas-modelo de Arabidopsis
thaliana para que, futuramente, os mesmos possam ser empregados na obtencdo de plantas
transgénicas de Eucalyptus tolerantes as geadas. Baseados em trabalhos recentes publicados
na literatura cientifica, foram selecionadas sequéncias promotoras responsivas ao frio e
sequéncias codificadoras de proteinas potencialmente capazes de conferir tolerdncia ao
congelamento. As sequéncias promotoras e codificadoras de proteinas, em conjunto com o
terminador do gene codificador da enzima nopalina sintase de Agrobacterium tumefaciens,
foram agrupadas em dois cassetes génicos nomeados de Pcorisg-DalRIP1-Tnos € Pppbect-
AnAFP-Tnos. As sequéncias nucleotidicas foram enviadas a empresa GenScript (EUA) onde
foram sintetizadas e ligadas ao vetor plasmidial pUC57. Ambos os cassetes génicos foram
isolados do vetor pUC57 com o uso de enzimas de restricdo. Posteriormente, os cassetes
génicos foram ligados ao plasmideo pCAMBIA2300. As versdes recombinantes de
pCAMBIA2300 foram utilizadas para a transformacgdo de plantas de A. thaliana via A.
tumefaciens. Plantas transgénicas foram selecionadas por meio de resisténcia frente a
canamicina e o estado de transgenia foi confirmado via Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR). Por fim, as linhagens obtidas foram avaliadas quanto a tolerancia ao congelamento.
Em paralelo, um método alternativo baseado em plasmideos derivados de virus foi avaliado
para a obtencdo de plantas de Eucalyptus expressando o gene repoérter gfp. Futuramente, o
método empregado poderd ser utilizado para a aquisi¢do de plantas de Eucalyptus contendo

genes de interesse.

Palavras-chave: Eucalyptus, Tolerancia, Frio, Geada, Congelamento, Plantas Transgénicas,

Estresse Abiotico
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ABSTRACT

The genus Eucalyptus belongs to the Myrtaceae family and most of its species are forest trees.
Some Eucalyptus species have key importance for the industries of cellulose and paper
besides other applications. The low temperatures in South Brazil during winter limit
considerably the growth and exploitation of the genus in Southern states. The development of
hybrid lineages like E. urophylla x E. globulus, combining a temperate and a tropical species,
has proven great success in the forestry of subtropical regions. Nevertheless, erratic and
repetitive frost events critically damage trees and determine great losses in timber production.
In an attempt to improve frost tolerance in Eucalyptus, we are testing the capacity of synthetic
genes to confer cold or freezing tolerance in plants. Arabidopsis thaliana is being employed
as model plant to evaluable the potential of genes to render the required tolerance. Based on
recent research works available in the scientific literature, we searched for potential protein
coding sequences reported to confer cold or freezing tolerance, besides cold responsive
promoters and terminator regions. Gene sequences were combined with the terminator region
of the nopaline synthase gene from Agrobacterium tumefaciens in two different synthetic
genes called Pcorisg-DalRIP1-Tnos and Ppppeci-ANAFP-Thos. Nucleotide sequences were
synthesized and cloned into pUC57 by GenScript (USA). Both genes were digested from
pUC57 by restriction enzymes and cloned into pCAMBIA2300 binary vector. A. thaliana
plants were genetically transformed with the synthetic genes by A. tumefaciens. Transgenic
lines were selected by antibiotic resistance and then confirmed by PCR. Later, freezing assays
were carried out to check the ability of either gene to confer plant freezing tolerance. In
parallel, an alternative method based on designed plasmids from viral genome sequences was
performed to obtain Eucalyptus plants expressing the gfp gene. This method may be applied

to obtain Eucalyptus plants with the interest traits.

Keywords: Eucalyptus, Tolerance, Cold, Frost, Freezing, Transgenic Plants, Abiotic Stress.
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1. INTRODUCAO

1.1. Eucalyptus

O género Eucalyptus pertence a familia Myrtaceae e € composto em sua maioria por
arboreas florestais (TSUCHIHIRA et al., 2010; Figura 1). Atualmente, mais de 700 espécies
e em torno de 2.000 hibridos de Eucalyptus ja foram registrados, sendo que a maior parte
destes é oriundo da regido da Australia e/ou de ilhas localizadas nas suas proximidades. As
interessantes propriedades silviculturais do eucalipto como, por exemplo, o alto teor de
celulose (43,8 - 54,4%) e o relativo baixo teor de lignina (24,5 - 28,6%), associados com a
vasta adaptabilidade e crescimento rapido em diversas condicGes edafoclimaéticas,
despertaram interesse para o plantio de Eucalyptus no mundo inteiro. As espécies do género
Eucalyptus sdo as arboreas mais dispersadas no mundo, possuindo cerca de 20 milhdes de
hectares (ha), sendo a Africa do Sul, a Australia, o Brasil, o Chile, a China, a Espanha, a
india, Portugal, Uruguai e Vietnd os paises detentores das maiores areas de cultivo
(MAGATON et al., 2006; GIT Forest Consulting, 2008 — dados disponiveis em http://git-
forestry.com/download_git_eucalyptus_map_PT.htm; MYBURG et al., 2014).

E. grandis E. globulus E. dunni E. nitens E. viminalis

.. g

.....

E. saligna E. urphlla = “E. angustissim E. deglupta " E. camaldulensis

Figura 1: Diversidade fenotipica de espécies pertencentes ao género Eucalyptus.
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1.2.  Eucalyptus no Brasil

O Brasil possui posicdo de destaque no plantio de Eucalyptus. Segundo dados
publicados pela Industria Brasileira de Arvores (IBA) relativos ao ano de 2016, o territdrio
brasileiro possui 7,84 milhdes de ha de florestas plantadas, sendo que 5,7 milhdes sdo
referentes a Eucalyptus. Conforme pode ser visualizado na Figura 2, os estados de Minas
Gerais (24%), Sdo Paulo (17%), Mato Grosso do Sul (15%), Bahia (11%), Rio Grande do Sul
(6%), Parana (5%) e Santa Catarina (3,4%) detém as maiores éareas de cultivo (IBA, 2017 -
http://iba.org/images/shared/Biblioteca/IBA_RelatorioAnual2017.pdf). Dentre as espécies
cultivadas, de acordo com o Centro de Inteligéncia de Florestas (CIF), destacam-se, pela
abundancia e pela importancia na economia brasileira, E. grandis, E. urophylla, E. dunni, E.
saligna, E. viminallis, E. citriodora, E. camaldulensis e hibridos destes (dados disponiveis em

http://www.ciflorestas.com.br/texto.php?p=eucalipto).

AREAS DE ARVORES PLANTADAS NO BRASIL POR ESTADO E POR GENERD, 2016
AREA OF TREES PLANTED IN BRAZIL BY STATE AND SPECIES (2016)
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Figura 2: Areas de arvores plantadas nos estados brasileiros: As cores relativas as arvores de Eucalyptus,
Pinus e outras estdo representadas na legenda da imagem. Os tamanhos dos circulos apresentados sdo relativos
as proporgdes das areas de plantio em relagdo a totalidade de Eucalyptus no Brasil [Imagem extraida de IBA
(2017)].
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Dentre as diversas aplicacfes da madeira de Eucalyptus, a principal esti na producéao
de celulose e papel, sendo que as industrias destes produtos concentram as maiores areas de
floresta plantada no Brasil (34%). Entretanto, outros segmentos também apresentam destaque
como, por exemplo, os produtores independentes e fomentados (26,8%) e a industria
siderurgica que utiliza carvdo vegetal (15,2%). O restante pertence aos investidores
financeiros (10,2%), industria de paineis reconstituidos (6,8%) e, em menor escala, nos
segmentos de madeira serrada, moveis e outros produtos solidos (3,6%) e outros usos (3,4%),
conforme  estatisticas de 2014 (IBA, 2015 - dados disponiveis em
http://iba.org/images/shared/iba_2015.pdf.). Tais indicadores evidenciam que 0 maior
detentor e consumidor de florestas plantadas no Brasil € o segmento de celulose e papel, o
gual se encontra em expansdo sustentada por novos investimentos e projetos industriais
(Associacdo Catarinense de Empresas Florestais, 2016 - dados disponiveis em
http://www.acr.org.br/download/biblioteca/ACR_2016.pdf). Neste cenéario de expansdo, o
Brasil encontra-se em evidéncia, sendo o quarto e nono maior produtor de celulose e papel,

respectivamente (Tabela 1).

Tabela 1: Paises maiores produtores de celulose e papel (ACR 2016)

R e N

1.EUA 26 % 1. China 26%
2. China 10% 2.EUA 18%
3.Canada 9% 3.Japao 7%
3. Brasil 9% 4.Alemanha 6 %
5.Suécia 6 % 9. Brasil 2,6%

Apesar da lideranga tecnologica do setor brasileiro de arvores plantadas, observou-se
nos ultimos 14 anos um significativo aumento dos custos de producdo de madeira no pais.
Igualmente, a estagnacdo da produtividade dos plantios nacionais, como resultado da reducgéo
de investimentos governamentais no setor, a diminuicdo nas taxas de crescimento de producéo
de papel e celulose, 0 aumento de consumo de madeira e, por fim, as ameacas trazidas pelas
mudancas climéticas, criaram a necessidade de buscar novas espécies, variedades, linhagens e

hibridos de Eucalyptus (CAPO, 2015). Além disto, a expansdo das areas de cultivo e plantio
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também se faz necesséria, incluindo as regiGes denominadas ndo-6timas para o crescimento
das espécies comercialmente disponiveis como, por exemplo, regies com baixas

temperaturas e geadas.

1.3. Geadas e Baixas Temperaturas

Apesar da grande adaptabilidade as diferentes regides (tropical e subtropical), baixas
temperaturas ocorrentes no inverno limitam consideravelmente o crescimento e a exploracéo
de espécies do género Eucalyptus em regides temperadas. O desenvolvimento de linhagens
hibridas como E. urophylla x E. globulus, combinando espécies de climas tropical e
temperado, tem demonstrado ser bastante efetivo na silvicultura em regides subtropicais.
Entretanto, os eventos irregulares e repetitivos de geadas acarretam severos danos as plantas e
prejuizos na producdo de madeira. Tipicamente, geadas ocasionam danos nas copas das
arvores (Figura 3), promovendo taxas de reducBes de até 50% de biomassa de plantas de
Eucalyptus no ano seguinte e, inclusive, a morte das mesmas (FILHO & DOS SANTOS,
2005; ELOY et al., 2013). Segundo dados publicados por HIGA et al. (1995), eventos de
geadas registrados no ano de 1972 promoveram perdas de até 100% em talhdes de espécies de

Eucalyptus.

Figura 3: Danos promovidos por geadas em plantas de E. grandis. A: plantas de E. grandis antes da
ocorréncia de geadas; B: plantas de E. grandis apresentando queimaduras na parte vegetativa apds a ocorréncia
de geadas. (Fonte: ELOY et al., 2013).
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Além disto, geadas comumente ocasionam danos no meristema apical das plantas,
originando o crescimento ramificado das partes areas e inviabilizando a utilizacdo comercial
do Eucalyptus (KOZLOWSKI et al., 1992; FREITAS & BERTI FILHO, 1994; HIGA et al.,
1997; DOS SANTOS et al., 2001). HIGA et al. (1997), avaliando o comportamento de
espécies de Eucalyptus em Campo do Tenente - Parang, revelaram que as espécies de clima
temperado E. dunnii Maiden e E. camaldulensis Dehnh apresentaram taxas de sobrevivéncia
acima de 70%, porém 27% das arvores remanescentes apresentaram bifurcacfes apos eventos
de geadas, demonstrando a sensibilidade do meristema apical das espécies do género as
baixas temperaturas (CARON et al., 2011).

Geadas e temperaturas abaixo de 0 °C promovem a formacéo de cristais de gelo no
meio extracelular dos tecidos vegetais. Os cristais de gelo podem ocasionar a ruptura das
membranas celulares e a desidratacdo das células vegetais devido ao aumento da
osmolaridade no meio extracelular, além de impedir o fluxo de moléculas e metabdlitos entre
o citosol e 0 meio no qual as células se encontram (CAPICCIOTTI et al., 2013). Plantas de
clima temperado desenvolveram uma série de mecanismos em niveis fisioldgicos,
moleculares e bioguimicos para tolerar as baixas temperaturas. Dentre estes mecanismos,
destacam-se: a troca na composicao de lipideos de membrana; o acimulo de osmolitos de
baixo peso molecular, tais como aclcares e aminoacidos; o remodelamento da cromatina; a
ativacdo de canais ibnicos; as alteracGes nos padrdes de modificacdes pos-transcricionais e
pos-traducionais; a sintese de proteinas em respostas ao frio como, por exemplo, os fatores de
transcrigdo, as enzimas antioxidantes, as desidrinas, as chaperonas moleculares e as proteinas
e glicoproteinas anticongelantes (AFPs/AFGPs, do inglés, antifreezing proteins/antifreezing
glycoproteins; KNIGHT & KNIGHT, 2012; MEGHA et al.,2014).

1.4. Proteinas e Glicoproteinas Anticongelantes

As AFPs e AFGPs sdo proteinas que possuem a propriedade de se ligar aos cristais de
gelo e, portanto, podem ser classificadas como proteinas da classe IBP (do inglés, ice-binding
proteins; BREDOW et al., 2017b). Desde sua descoberta, em peixes teledsteos na regido
Artica por SCHOLANDER et al. (1957), diversos tipos de AFPS/AFGPs ja foram
identificadas em espécies de bactérias, fungos, insetos e plantas, sendo a distribuicdo destas
proteinas limitada as espécies expostas aos ambientes com baixas temperaturas (EWART et
al., 1999). As AFPs/AFGPs possuem afinidade por cristais de gelo devido a
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complementaridade estrutural encontrada entre os dominios proteicos e as superficies das
estruturas cristalinas. A adsorcdo das proteinas nestas superficies torna as adi¢cGes de novas
moléculas de agua aos cristais de gelo em formacdo energicamente desfavoraveis sob
temperaturas proximas a 0 °C. Em consequéncia disso, as interaces entre AFPs/AFGPs e
cristais de gelo apresentam dois efeitos praticos: a histerese térmica (TH, do inglés, thermal
hysteresis) e a inibicdo da recristalizacdo (IRI, do inglés, ice recrystallization inhibition).
Devido a esta atividade, estas proteinas também podem ser chamadas de IRIPs (do inglés, ice
recrystallization inhibition proteins). Ambos os efeitos sdo extremamente importantes para a
sobrevivéncia e a manutencdo das atividades metabolicas de organismos que possuem a

capacidade de sobreviver em condigdes de baixas temperaturas (JOHN et al., 2009).

1.4.1. Histerese térmica (TH)

Os cristais de gelo contém dois planos distintos em suas estruturas, denominados de
plano basal e plano prisma. O crescimento e a expansdo dos cristais de gelo devem-se a
associacdo de novas moléculas de dgua nestes planos e podem acontecer em dire¢do aos eixos
denominados de A (sentido horizontal) e C (sentido vertical). Na auséncia de AFPs/AFGPs, o
crescimento e a expansao dos cristais ocorrem mais rapidamente no plano prisma (em direcao
ao eixo A), formando uma estrutura cristalina mais larga e em forma de disco (Figura 4B;
GUPTA & DESWAL, 2014).

Contudo, na presenca dos agentes anticongelantes, algumas alteragdes na dindmica de
crescimento dos cristais podem ser visualizadas. As AFPS/AFGPs ligam-se a regides
especificas nas superficies cristalinas. Preferencialmente, a adsor¢do ocorre no plano prisma
e, assim, impede a associacdo das demais moléculas de &gua neste plano e, logo, o
crescimento e a expanséo dos cristais ao longo do eixo A sdo interrompidos (Figura 4). Como
consequéncia imediata desta ligacdo, ocorre uma diminui¢do na temperatura de solidificacdo
de solugbes que contém AFPs/AFGPs e, decorrente disto, ha também uma diminuig¢do na
temperatura de crescimento e na expansao dos cristais por meio de um mecanismo nao
coligativo, isto é, um efeito que ndo depende da reducdo do ponto de congelamento da agua
pela presenga de solutos. Apesar disto, como pode ser visualizado na Figura 4B, os cristais de
gelo podem continuar crescendo e se expandindo caso a temperatura da solugdo alcance um

valor abaixo da nova temperatura de solidificacdo, embora aconteca apenas ao longo do eixo

22



C, alterando as caracteristicas morfologicas dos cristais de circular e achatado para hexagono-
bipiramidal (CAPICCIOTT] et al., 2013).
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Figura 4. Crescimento e efeito na morfologia de cristais de gelo quando incubados com AFPs/AFGPs. (A):

As AFPs/AFGPs impedem o crescimento e a expansdo dos cristais de gelo ao longo do eixo A. (B): O cristal de
gelo ndo incubado com AFPs/AFGPs apresenta uma estrutura circular e achatada (1); o cristal de gelo incubado
com AFPs/AFGPs (2-6) apresenta transicGes morfoldgicas na estrutura de circular e achatado para hexagono-
bipiramidal. Barras de amplicacdo = 10 um™. (Fonte: adaptado de MOFFATT et al., 2006; adaptado de
CAPICCIOTTlI et al., 2013).

Entretanto, nessas situagdes, o ponto de fusdo (passagem do estado sélido para o
liquido) permanece inalterado. Este fenbmeno é conhecido como TH e as suas taxas sdo
medidas como a diferenca entre as temperaturas de fusao e solidificacdo (Figura 5; ATICI et
al., 2003; MOFFATT et al., 2006; CAPICCIOTTI et al., 2013).
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Figura 5. Gréfico representativo do processo de histerese térmica. Em amostras contendo somente agua, o
ponto de fusdo (Tm, do inglés, melting temperature) e solidificagdo ou congelamento (Tf, do inglés, freezing
temperature) € o mesmo, ou seja, 0 °C (linha preta). Em solucGes contendo &gua e cloreto de sédio (NaCl),
ocorre uma diminuicdo nas Tm e Tf. Entretanto, ambas as temperaturas alteradas permanecem equidistantes
(linha azul). Em solugdes contendo AFPs/AFGPs, ocorre uma diminuicdo na Tf. Entretanto, a Tm permanece
inalterada (linha vermelha). Sendo assim, como demonstrado na Figura, ocorre um espagamento no gréfico entre
os pontos devido a diferencas entre a Tm e Tf. De acordo com a Figura, também é possivel identificar as
transicGes de morfologias dos cristais de gelo: em temperaturas de 0 °C na amostra contendo apenas &gua, a
morfologia apresentada é circular e achatada; em temperaturas iguais a Tf em solugdes contendo AFPs, a
morfologia apresentada é hexagono-bipiramidal; em temperaturas abaixo da Tf em solu¢des contendo AFPs, a

morfologia apresentada € hexadgono-bipiramidal alongada. (Fonte: Adaptado de CAPICCIOTTI et al., 2013).

1.4.2. Inibicdo da recristalizacao de cristais de gelo (IRI)

As AFPs/AFGPs apresentam um segundo tipo de atividade, além de impedir o
crescimento e a expansdo de cristais de gelo individualizados. As ligacbes de AFPs/AFGPs
impedem a associacao entre pequenos cristais de gelo, evitando a formacdo de grandes cristais
nos ambientes celulares e extracelulares e 0s danos que estes causam na estrutura das células
(CAPICCIOTTI et al., 2013). Este fendbmeno é conhecido como IRl (Figura 6) e a
manutencdo de pequenos cristais em condi¢fes de congelamento é a principal atividade
responsavel pela qual as AFPs/AFGPs de plantas promovem a tolerancia em ambientes com
baixas temperaturas (ATICI et al., 2003; JINYAO et al., 2005; HASSAS-ROUDSARI et al.,
2012; GUPTA & DESWAL, 2014; USTUN et al., 2015)
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15 um

Figura 6. Demonstracdo do processo de IRI. Em solugdes contendo AFPsS/AFGPs, é possivel
observar a auséncia de grandes cristais de gelo. (A): solugdo sem AFPs/AFGPs. (B): solugdo com
AFPs/AFGPs. (Fonte: adaptado de CAPICCIOTTI et al., 2013).

1.4.3. Diversidade estrutural e funcional de AFPs/AFGPs

Como citado anteriormente, AFPs/AFGPs sdo encontradas em diversos organismos.
Diversos tipos de estruturas ja foram identificados em AFPS/AFGPs. Em peixes, estas
proteinas variam em massa molecular (3 a 33 kDa) e estruturas secundérias, podendo adquirir
conformagdes com predominancia de a-hélices, folhas-p e estruturas desordenadas (random
coils). As AFPs/AFGPs de peixes sdo classificadas em cinco tipos, nomeados de AFGPs,
AFP-1, AFP-1I, AFP-1ll e AFP-1V (MIDDLETON et al., 2012; CAPICCIOTTI et al., 2013).
As AFGPs contém 4 a 50 sequéncias repetidas em tandem dos residuos de aminoacidos
alanina-alanina-treonina, com um dissacarideo ligado em cada extremidade hidroxila dos
residuos de treonina. As AFPs-1 sdo caracterizadas por conter regiGes ricas em residuos de
alanina e predominancia de estruturas secundarias do tipo a-hélices. As AFPs-11 sdo proteinas
ricas em pontes de dissulfeto e contém regides mistas entre as estruturas secundarias de a-
hélices e folhas-p. Além disto, as AFPs desta classe sdo estruturalmente globulares. As AFPs-
Il sdo ricas em curtas estruturas de folhas-p e as AFPs-IV s@o proteinas com feixes
helicoidais e ricas em residuos de alanina (GRAETHER et al., 2000; KANDASWAMY et al.,
2011; CAPICCIOTTI et al., 2013).

Em detrimento dessa vasta diversidade estrutural, as propriedades das AFPS/AFGPs
sdo extremamente variaveis dentre os organismos, sendo que algumas séo classificadas como

hiperativas e outras como moderadamente ativas. As AFPs/AFGPs hiperativas, via de regra,
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sdo aquelas que, além de possuirem a capacidade de se ligar ao plano prisma (Figura 4),
possuem habilidade de se ligar também ao plano basal dos cristais. Sendo assim, a associa¢éo
de AFPS/AFGPs em mais de um unico plano promove um acentuado retardamento do
crescimento dos cristais de gelo e, portanto, aumenta a atividade de TH destas proteinas.
Normalmente, esta classe de proteinas é encontrada em espécies denominadas ndo como
tolerantes, mas sim como resistentes ao frio, e sdo capazes de diminuir a temperatura de
congelamento na faixa de 2 a 13 °C, embora a atividade IRl das mesmas seja extremamente
baixa. Contrariamente, as AFPs/AFGPs moderadamente ativas sao aquelas que,
exclusivamente, sdo capazes de se ligar apenas ao plano prisma e estdo presentes em
organismos tanto denominados resistentes quanto naqueles denominados tolerantes ao
congelamento. Tipicamente, apresentam uma atividade TH mais reduzida (até 2 °C), sendo
todas as AFPs vegetais classificadas neste grupo, com raras exce¢des (MIDDLETON et al.,
2012; BREDOW et al., 2017b). Dentre todas as AFPS/AFGPs, incluindo as hiperativas e
moderadamente ativas, as proteinas derivadas de plantas possuem as menores taxas de TH
(0,1 - 0,5 °C) e as maiores atividades de IRl (GRIFFITH &YAISH, 2004; GUPTA &
DESWAL, 2014; BREDOW et al., 2017b).

1.4.4. AFP/AFPGs em plantas

As AFPs/AFGPs foram identificadas em diversas espécies de plantas, como pode ser
visualizado na Tabela 2. De acordo com DENG et al. (2014), as inibicdes do crescimento e a
recristalizacdo dos cristais de gelo, preferencialmente, ocorrem no espacgo extracelular. Além
disto, diversas AFPs/AFGPs foram localizadas na regido do apoplasto das células vegetais
(GRIFFITH et al., 1992; MARENTES et al., 1993; HON et al., 1994; ANTIKAINEN et al.,
1997; ATICI et al., 2003). Devido a alta concentracdo de solutos no interior das células, a Tf
da regido do apoplasto € maior do que a Tf do citosol. Sendo assim, as formagfes dos cristais
de gelo iniciam-se no exterior das células e, portanto, as AFPs/AFGPs teriam a funcdo de
impedir a formacdo de gelo extracelularmente (Figura 7). Contudo, em alguns tipos de
AFPs/AFGPs, ndo foram identificadas sequéncias de aminoacidos referentes aos peptideos-
sinais de exportacdo ao apoplasto, sugerindo que estas proteinas sdo secretadas por vias
designadas ndo classicas ou, ainda, podem também desempenhar suas atividades de
anticongelamento no citosol (DENG et al., 2014; BREDOW et al., 2017b).
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Tabela 2: Proteinas anticongelantes identificadas em espécies de plantas

Proteina Planta de origem Atividade anticongelante Similaridade Referéncia

STHP-64 Solanum dulcamara TH=~0,3°Ca>30 mg/mL; Fator de transcrigdo WRKY DUMAN, 1994;
Altos niveis de IRI HUANG & DUMAN, 2002

LpAFP, LpIRI2/3 Lolium perenne TH=~0,3°Ca1,5mg/mL; Receptor quinase de SIDEBOTTOM et al., 2000;
Altos niveis de IRI fitossulfoquina BREDOW et al., 2016a

FSAFP Forsythia suspensa Atividade IRI identificada sob baixas Proteinasdo tipo desidrinas SIMPSON et al., 2005
concentragdes de proteina (6 pg/mL)

BiCHT-1 Bromus inermis TH e IRl ndo informadas ou Quitinase NAKAMURA et al. 2008

identificadas

PaAFP Picea abies TH=2,19°Ca 400 pg/mL Quitinase JARZABEK et al., 2009
AnAFP Ammopiptanthus nanus TH=0,46°Ca 20 mg/mL Proteina dependente de K~ YUet al., 2009;
transportadora de Na’/(:a"2 LU et al., 2010

LIAFP1-3 Ligustrum lucidum TH=0,38-0,68°Ca 5 mg/mL N&o reportado CAletal., 2011

BaAFP-1 Hordeum vulgare L. TH=1,04°Ca 18 mg/mL Proteinainibidora de a-amilase  DING et al., 2015
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Figura 7. Danos causados pela formacdo de cristais de gelo no meio extracelular, vias de secrecéo,
modificagdes pos-traducionais e mecanismo de acdo de AFPS/AFGPs para promover tolerancia ao
congelamento em plantas. (A; esquerda): Na auséncia de AFPs/AFGPs, grandes cristais de gelo formados no
apoplasto das células vegetais podem causar severos danos as membranas celulares (1). Conforme as moléculas
de é&gua migram em direcdo aos cristais de gelo, o gradiente osmdtico é formado devido a falta de
disponibilidade de 4gua no estado liquido no meio extracelular (2). O estresse osmotico promove a migragao de
moléculas de agua de dentro para fora da célula, promovendo a desidratacdo celular (3). A diminuigdo do
volume celular pode promover a ruptura ou o colapso das células (4). (A; direita): O processo de aclimatagdo ao
frio induz a expressdo de AFPs/AFGPs (1). Esta classe de proteinas € secretada ao apoplasto e, uma vez no meio
extracelular, sdo capazes de se ligar aos pequenos cristais de gelo formados e impedir o crescimento e a
expansdo dos mesmos (2). Além disto, algumas AFPs/AFGPs também sdo capazes de evitar o congelamento
associando-se com proteinas que promovem a formacdo de cristais de gelo (INPs, do inglés, ice nucleation

proteins) derivadas de micro-organismos presentes em tecidos vegetais (3). (B): A grande maioria das
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AFPs/AFGPs contém peptideos-sinais de enderecamento ao apoplasto via reticulo endoplasmatico e aparato de
Golgi. Dentre estas, LpIRI3 e BAdIRI1-7 sdo hidrolisadas na sua por¢do N-terminal, liberando a repeticdo rica em
leucinas (LRR, do inglés, leucine rich repeat) do dominio de ligacdo aos cristais de gelo. LpIRI2 é um caso
particular e ndo possui peptideo-sinal de exportacdo ao apoplasto. Portanto, ela é provavelmente secretada ao
exterior da célula por meio de vias denominadas ndo classicas. Diferentemente das demais proteinas, AmAFP,
STHP-64 e FSAFP aparentemente localizam-se intracelularmente e desempenham suas fungdes dentro das
células. Na Figura, proteinas glicosiladas estdo indicadas em vermelho e proteinas ndo glicosiladas estdo
indicadas em azul. A nomenclatura das proteinas estd de acordo com a Tabela 2. (Fonte: BREDOW et al.,
2017h).

Em plantas, pouco se conhece a respeito das estruturas de AFPS/AFGPs. Segundo
KANDASWAMY et al. (2011), nenhuma AFPs/AFGPs de plantas havia sido cristalizada até
0 ano de 2010. MIDDLETON et al. (2012), por meio de cristalografia de raios-X, obtiveram a
primeira estrutura tridimensional de uma AFP vegetal. Derivada da espécie Lolium perenne, a
proteina LpIRI apresenta a estrutura secundéria rica em folhas-p e, além disto, uma
conformacao tridimensional denominada de hélice-p na qual esta localizado* o dominio de
ligacdo aos cristais de gelo. Embora poucos dados estejam disponiveis em relacdo a estrutura
tridimensional de AFPs/AFGPs de plantas, de acordo com a sequéncia primaria de
aminoacidos e com o uso de ferramentas de bioinformatica, diversas predicdes de estruturas
secundarias foram realizadas. De acordo com MUTHUKUMARAN et al. (2011), 27
AFPs/AFGPs de plantas foram analisadas quanto as suas estruturas secundarias. Destas, em
15 foram identificadas estruturas em folhas-B, em 7 foram identificadas estruturas em o-
hélices e em 5 foram identificadas ambas as estruturas. Segundo GUPTA & DESWAL
(2014), as AFPs/AFGPs de plantas sdo ricas em estruturas secundérias do tipo folhas-B mas,
apesar disto, estas proteinas, a principio, ndo compartilham homologia entre si e podem ter

evoluido independentemente ao longo do processo de evolugdo das plantas superiores.

O conhecimento das classes e funcdes de proteinas AFPs/AFGPs, bem como de outras
classes de proteinas capazes de conferir a tolerancia ao estresse por frio, abre um horizonte
promissor para a geracdo de plantas tolerantes. Neste contexto, a introducdo em plantas dos
genes que as codificam, por meio da engenharia genética, € uma das possibilidades de

obtencdo de plantas mais tolerantes as geadas.
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1.5. Engenharia Genética e Biotecnologia Vegetal

A biotecnologia, associada as técnicas convencionais de melhoramento genético, vem
destacando-se como importante instrumento para 0 aumento da produtividade, uma vez que
podera ser usada para a obtencdo de arvores com caracteristicas especificas como a resisténcia
a insetos e doencas; a melhoria na capacidade fotossintética e, consequentemente, no
crescimento das plantas; a melhor forma, maior densidade ou maior quantidade de fibras; a
tolerancia a herbicidas e ao estresse abiotico incluindo baixas temperaturas e geadas (CAPO,
2015). Entretanto, segundo o Servico Internacional para a Aquisicdo de Aplicacdes de
Agrobiotecnologia (2018; ISAAA, do inglés, International Service for the Acquisition of
Agri-biotech Applications), ndo existem plantas transgénicas comercialmente disponiveis
tolerantes as baixas temperaturas. Portanto, a busca por novos genes-alvo que possam conferir
a tolerancia desejada é de extrema valia. Segundo DUMAN & WISNIEWSKI, (2014), a
utilizacdo de AFPs/AFGPs é uma alternativa interessante para a obtencdo de cultivares de
valor agronémico. Além disto, o emprego desta classe de proteinas em arbdreas com
aplicacbes comerciais € uma abordagem promissora, incluindo plantas de Eucalyptus

sensiveis as geadas.

1.5.1. Métodos Alternativos para a Obtencdo de Plantas Expressando Genes de

Interesse

Dentre as abordagens convencionais de transformacéo genética de plantas, os métodos
mediados por agrobactérias e biobalistica apresentam destaque pelo recorrente uso em
diversas espécies vegetais. Entretanto, esses métodos empregados sdo, muitas vezes,
ineficientes para algumas cultivares de interesse agronémico e arbdreas florestais. A
instabilidade de transgenes, os baixos titulos de DNA entregues as células vegetais via
agrobacteérias, a limitada precisdo do bombardeamento de DNA aos explantes vegetais e as
longas etapas de cultivo e regeneracao de tecidos vegetais sdo alguns exemplos dos problemas
e limitacOes destas técnicas (ALTPETER et al., 2016). Neste contexto, a transformacgéo
genética de plantas de Eucalyputus vem encontrando diversos desafios. Tecidos derivados de
plantas adultas sdo recalcitrantes ao processo de micropropagacdo in vitro. Além disto, a
vitrificacdo, caracterizada pelo material com aparéncia transltcida, folhas espessas e reduzida

diferenciacéo tecidual, € frequentemente observada (CHAUHAN et al., 2014). Desta maneira,
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0 emprego das técnicas convencionais de transformacéo genética é limitado a apenas algumas
espécies e genotipos de Eucalyptus (GIRIJASHANKAR, 2011).

Sendo assim, devido ao nimero bastante reduzido de protocolos de transformacao
genética e de regeneracdo de plantas transgénicas de Eucalyptus disponiveis na literatura
cientifica, métodos alternativos, eficazes em todas as espécies e genoétipos, para promover a
expressao de genes de interesse sdo extremamente importantes. Dessa forma, justamente por
ndo necessitar de etapas de cultivo in vitro de tecidos vegetais, vetores plasmidiais contendo
sequéncias derivadas de virus, como por exemplo, aqueles da série IL-60, tornam-se uma

alternativa interessante para este proposito.

O Sistema IL-60 é derivado do genoma do virus do frisado amarelo do tomateiro, ou
TYLCV (do inglés, Tomato Yellow Leaf Curl Virus), geminivirus de ssDNA monopartido
(PERETZ et al., 2007). IL-60 é baseado em um virus modificado que pode ser
mecanicamente administrado nas raizes ou nos caules das plantas. Por meio da delecdo e
mutacdo de sequéncias génicas do virus relacionadas aos sintomas da doenca, a administracao
do plasmideo nos tecidos vegetais é indcua para as plantas. O vetor é capaz de se replicar e
permanecer de maneira epissomal nas células vegetais. Além disto, as regides essenciais para
expressao génica e para 0 movimento, por meio dos tecidos vasculares das plantas, foram
mantidas. Portanto, utilizando as propriedades mencionadas, genes de interesse
biotecnolégico podem ser diretamente introduzidos nos tecidos vegetais e, eventualmente,
serdo expressos sistematicamente e de maneira estavel durante o ciclo de vida das plantas. Em
trabalhos mais recentes, o sistema tem sido aperfeicoado e somente as regides minimas do
genoma de TYLCV, essenciais para a funcionalidade do plasmideo, foram mantidas,
resultando em duas versdes plasmidiais nomeadas de pIR e p1470. O vetor p1470 funciona
como auxiliar (helper plasmid) e é o responsavel pela manutencdo, replicacdo e
movimentacdo de pIR, assim permitindo a expressao de genes de interesse em locais distantes
do sitio de inoculagdo, ao passo que o segundo vetor, intitulado pIR, é o portador do(s)
gene(s) de interesse (GOVER et al., 2014).

O p1470 contém a regido intergénica (IR), a qual funciona como origem de replicagéo
e promotor bidirecional, e as ORFs V1 e V2, cujas proteinas codificadas sdo necessarias para
a movimentacdo do vetor pIR. O pIR, por sua vez, também possui a regido IR, a jusante da
qual ¢ introduzido o gene de interesse (Figura 8). Por apresentar a funcionalidade como

promotor, a IR permite a expressao de genes exdgenos, mas essa ocorre apenas de modo
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basal, nas primeiras células na qual o vetor foi introduzido. Do mesmo modo, por sua agao
como origem de replicagdo, permite 0 aumento do nimero de copias do vetor, de modo local.
Para que o pIR seja propagado para outras células e para que o gene de interesse seja expresso
em locais distantes do sitio de inoculacdo, é necessaria a presenca das proteinas V1 e V2,
produzidas a partir do vetor auxiliar (PERETZ et al., 2007; GOVER et al., 2014; BIANCHIN,
2018 — dados n&o publicados).

A)
|R‘1b {v2[  vier) |4
7 SP6 p1470
pOrive
B)
L h :bspo pIR
pOrive

Figura 8. Vetores pIR e p1470 da plataforma IL-60. Os vetores apresentam apenas as regides minimas do
genoma do TYLCV que sdo essenciais para 0 movimento, replicacdo e expressdo de genes de interesse. *C4:
versdo do gene C4 (associado com aparecimento do sintomas da infec¢do do TYLCV em plantas) contendo
apenas a sequéncia codificadora da porcdo N-terminal da proteina; IR: origem de replicagdo e promotor
bidirecional; V1 e V2: genes codificadores de proteinas associadas ao DNA relacionadas com a estabilidade e
movimentacdo do plasmideo nos tecidos vegetais; *V2: versdo do gene V2 contendo apenas a sequéncia

codificadora da porcao N-terminal da proteina (Fonte: adaptado de GOVER et al., 2014).

A tecnologia foi patenteada e € de propriedade da empresa israelense Morflora
(http://www.moreflora.com/) sob o nome TraitUp™. Embora a tecnologia tenha sido testada
com sucesso em diver€sas familias boténicas, incluindo espécies lenhosas como videiras,
oliveiras e citros, ndo existem relatos sobre o emprego destes plasmideos em plantas de

Eucalyptus.
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2. JUSTIFICATIVA

Atualmente, € escasso 0 numero de genes que potencialmente podem conferir
tolerancia em plantas as condicdes de baixas temperaturas. Deste modo, devido a auséncia da
tolerancia referida e os danos que este estresse causa em plantas do género Eucalyptus, ha
uma enorme necessidade do desenvolvimento de linhagens de Eucalyptus com potenciais
genes que possam conferir tolerancia as geadas. Neste contexto, plantas de A. thaliana
poderiam ser utilizadas como modelos para avaliar o potencial dos genes em conferir a

tolerancia pretendida.

Além disto, a aplicacdo de metodologias alternativas aos meios convencionais de
transformacdo genética, baseada em agrobactérias e biobalistica, como por exemplo 0s
vetores plasmidiais contendo elementos derivados de virus, sdo de grande valia, uma vez que
permitem a expressdao de sequéncias de interesse de maneira facilitada, rapida e epissomal,
sem haver a necessidade de etapas de cultivo in vitro de tecidos vegetais. Desta maneira, 0
emprego do método podera potencialmente auxiliar na obtencdo de variedades de Eucalyptus

tolerantes as geadas.
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3. OBJETIVOS

O objetivo principal que norteou o desenvolvimento do presente estudo foi avaliar a

capacidade de genes sintéticos em conferir a tolerancia as geadas/congelamento em plantas.

3.1. Objetivos Especificos

3.1.1. Revisar a literatura cientifica e selecionar sequéncias codificadoras de proteinas
potencialmente capazes de conferir a tolerancia ao congelamento em plantas, bem como de

sequéncias promotoras responsivas as baixas temperaturas.

3.1.2. Projetar cassetes génicos sintéticos constituidos de regides promotora-codificadora-

termi433cfnadora e encaminhar a sintese das sequéncias nucleotidicas.

3.1.3. Adaptar os genes sintéticos a plasmideos binarios e transformar A. tumefaciens com os

mesmaos.

3.1.4. Adaptar as sequéncias codificadoras das proteinas DalRIP1, AnAFP e GFP ao

plasmideo “vegetal” derivado de virus p28 35S Gateway.

3.1.5. Transformar geneticamente plantas de A. thaliana via A. tumefaciens contendo 0s genes
de interesse e inocular as versdes recombinantes de p28_35S_Gateway em Eucalyptus.

3.1.6. Realizar analises moleculares de PCR, RT-qPCR e western blot em plantas transgénicas

de A. thaliana e Eucalyptus inoculadas com versdes recombinantes de p28 35S_Gateway.

3.1.8. Realizar ensaios de tolerancia ao congelamento em plantas transgénicas de A. thaliana e

Eucalyptus inoculadas com as versdes recombinantes de p28_35S_Gateway.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Revisdo Bibliogréfica e Busca na Literatura Cientifica por Sequéncias

Génicas de Interesse

Com base em trabalhos recentes publicados na literatura cientifica, realizamos buscas
nas plataformas PubMed e Google Scholar por sequéncias promotoras responsivas ao frio e
sequéncias codificadoras de proteinas potencialmente capazes de conferir a tolerdncia as
geadas ou ao congelamento em plantas. As sequéncias promotoras foram analisadas e
selecionadas com base em artigos cientificos que demonstraram que as mesmas foram
capazes de induzir a transcricdo de genes reporteres somente em condi¢des de baixas
temperaturas. As sequéncias codificadoras de proteinas foram analisadas e selecionadas de
acordo com trabalhos que comprovaram, por meio da superexpressdo de genes-alvo, 0
aumento de tolerancia ao congelamento em plantas-modelo ou com base em dados de
transcritoma e proteémica, evidenciando o aumento nos niveis de mMRNA e proteinas relativas
a um determinado gene candidato em plantas tolerantes as baixas temperaturas quando

submetidas ao estresse.

As sequéncias promotoras e codificadoras definidas foram agrupadas em dois
diferentes genes sintéticos, juntamente com a sequéncia terminadora do gene codificador da
enzima nopalina sintase (nos) de A. tumefaciens. Para a realizacdo de futuras etapas de
rearranjo entre as sequéncias promotoras e codificadoras de ambos os genes, sitios de
reconhecimento e hidrélise pelas enzimas de restricdo Ncol e BamHI foram inseridos a
montante da sequéncia ATG do sitio de inicio de traducdo e apds o codon de término da
traducdo, respectivamente. O restante dos sitios de restricdo Ncol e BamHI enddgenos
presentes nos genes sintéticos foram alterados pela modificacdo do ultimo nucleotideo do sitio
de restricdo. As sequéncias definidas foram enviadas para a empresa GenScript (EUA) onde

foram sintetizadas e ligadas ao vetor plasmidial pUC57.

4.2. Analises in Silico

Os mapas representativos dos vetores plasmidiais foram projetados com o0 uso da

ferramenta SnapGene 2.8 (disponivel em http://www.snapgene.com/). As analises e buscas
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por elementos cis-atuantes de DNA em potenciais sequéncias promotoras foram realizadas
pela ferramenta online SOGO (https://sogo.dna.affrc.go.jp/cgi-
bin/sogo.cgi?lang=en&pj=640&action=page&page=newplace). As ferramentas SnapGene 2.8
e de busca de alinhamento local basico (BLAST, do inglés, Basic Local Alignment Search
Tool-

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE_TYPE=BlastSearch&PROG_DEF=blastn&BL
AST_PROG_DEF=megaBlast&BLAST_SPEC=blast2seq) foram utilizadas para 0s
alinhamentos aos pares entre os produtos resultantes das reacdes de sequenciamento de DNA

e as sequéncias originais dos genes sintéticos.

4.3. Etapas de Clonagem Molecular

4.3.1. Confirmacéo da presenca dos genes Pcoriss-DalRIP1-Thos € Ppbeci-ANAFP-Thos
no vetor puUC57

Os cassetes génicos sintéticos provenientes da empresa GenScript e ligados ao vetor
pUC57 foram entregues na forma de plasmideos purificados e absorvidos em papel-filtro (4
ug). Os &cidos nucleicos foram eluidos com 200 pL de tampdo Tris-HCl a 10 mM e EDTA a
1 mM, pH 8 (TE) em microtubos do tipo Eppendorf e permaneceram overnight (o/n) a 4 °C.
Um pL de cada aliquota dos plasmideos recombinantes eluidos foi utilizado para a
transformacdo genética de células termocompetentes de E. coli OmniMax2. As células de E.
coli foram preparadas essencialmente conforme protocolo descrito em INOUE et al. (1990).
O procedimento de transformacdo genética foi realizado por choque térmico como descrito
em GREEN & SAMBROOK (2012).

Apbs a transformacdo, 20 pL e 200 pL das suspensdes bacterianas foram distribuidos
com al¢a de Drigalski em placas de Petri com meio de cultura Luria-Bertani (L-B) sélido

contendo 100 mg/L de ampicilina. As placas permaneceram em estufa a 37 °C o/n.

As colbnias resultantes das transformacGes foram inoculadas com palitos estéreis em
tubos de ensaio com 1,5 mL de meio L-B liquido contendo 100 mg/L de ampicilina. As
culturas foram mantidas o/n a 37 °C e a 180 rotacGes por minuto (rpm) em agitador rotacional
(New Brunswick Scientific). A seguir, as preparagdes de plasmideos foram realizadas
utilizando-se 0 método de lise alcalina descrito por BIMBOIM & DOYLE (1979) com
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alteragBes propostas por STEPHEN et al. (1990). Os acidos nucleicos foram ressuspendidos
em 20 pL de TE e posteriormente quantificados no equipamento NanoDrop 2000c (Thermo

Scientific) segundo orienta¢des do fabricante.

Para a constatacdo de que os plasmideos preparados continham os genes de interesse,
foram realizadas reagdes de hidrolise com o uso da enzima de restricdo BamHI (New England
Biolabs) seguindo-se instrucdes do fabricante. As reacdes permaneceram a 37 °C durante 1,5
hora (h). Os produtos totais das reacdes foram aplicados em gel de agarose a 0,8% e corado
com brometo de etidio (EtBr) a 0,01 pg/mL. O gel foi submetido a eletroforese em cuba
horizontal (Bio-Rad) com tamp&o Tris-HCI a 40 mM, éacido acético a 20 mM e EDTA a 1
mM, pH 8 (TAE) a 70 volts (V) e 110 mA durante 1,5 h. Posteriormente, os fragmentos de
DNA foram visualizados sob luz ultravioleta (UV) e a imagem digital foi obtida pelo emprego

do sistema Gel-Doc (Bio-Rad) conforme parametros padrfes recomendados pelo fabricante.

A confirmagdo da integridade dos genes sintéticos foi feita por sequenciamento de
DNA plasmidial. Primers especificos foram projetados baseados nas sequéncias promotoras e
codificadoras de proteinas descritas por TITTARELLI et al. (2009), CHEW et al. (2012), LI
et al. (2013), DENG et al. (2014) e com o uso da ferramenta online OligoAnalyzer 3.1
(https://www.idtdna.com/calc/analyzer). Na Tabela 3 estdo indicados todos os primers
utilizados no presente estudo. As sequéncias projetadas foram sintetizadas pela empresa
Integrated DNA Technologies (EUA). O sequenciamento das amostras foi realizado pela
empresa ACTGene Andlises Moleculares Ltda. (Centro de Biotecnologia, UFRGS, Porto
Alegre, RS).

37



Tabela 3: Primers utilizados neste trabalho para PCRs e sequenciamentos de DNA

Nome Sequéncia (5’-3’) Tamanho Temperatura média de anelamento
(bp) (Tm; °C)

Poriss-Forward CACCTCCAAGCTTTAAATAATGAGTAATTATAAG 34 50,7
Ppgbecr-Forward CACCATCTCTATTTACTAGAAGTC cC 31 50,7
T..s-Reverse CCCGATCTAGTAACATAGATGA 22 50,7
Poriss-aes/204 Reverse AGTGGATCAATGTTGATTACAA 22 50,0
Pcor1s5-933/954-Forward CATAGAAATGGTTACACGTAAC 22 49,2
Proect-23¢/209-Reverse CTTACTTCTTTGTTTTATTCTTGTCA 26 50,2
Ppobect-s70/588-Forward TTTGAGAAGGGTCATGCTA 19 50,7
DalRIP1-229/213-Reverse GTAGCTGCAACGTAGTG 17 50,3
DalRIP1-446/469-Forward TAATTGGGAGTGACAATATCATAA 24 49,7
DalRIP1-p28-Forward CACCATGGCGCTGAAATGCGG 21 56,8
DalRIP1-p28-Reverse TTAACCTCCTGTCACGACTTTGT 23 56,1
AnAFP-p28-Forward CACCATGGCAGGTATCATCAACA 23 51,2
AnAFP-p28-Reverse CTAGTCACTGTCACTGCTG 19 52,4
AnAFP-259/241-Reverse CATCACCCTTGTAATCACC 19 50,5
AnAFP-380/399-Forward ATTACAAGGGTGAAAACACG 20 50,8
T 0 30/48-Forward AAGATTGAATCCTGTTGCC 19 50,4
M13 (-21)-Forward TGTAAAACGACGGCCAGT 18 54,4
M13-Reverse CAGGAAACAGCTATGACC 18 50,1

4.3.2. lIsolamento dos cassetes génicos do vetor pUC57

Os cassetes génicos sintéticos foram isolados do vetor plasmidial pUCS57 via reagdo de
hidrélise com o uso da enzima de restricdo HindIIl (Promega) e a combinacdo entre as
enzimas HindIIl e EcoRI (Promega), respectivamente, utilizando-se as condig¢des ideais
recomendadas pelo fabricante. As amostras permaneceram incubadas a 37 °C durante 3 h e os
volumes totais das reacdes foram aplicados em gel de agarose a 0,8% e corado com EtBr a

0,01 pg/mL. O gel foi submetido a eletroforese conforme descrito no Item 4.3.1.
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Os fragmentos referentes aos genes de interesse foram purificados do gel de agarose
com o uso do kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega) seguindo as instrucoes
do fabricante. Um pL da solugéo de cada fragmento purificado foi aplicado em gel de agarose
a 0.8% e corado com EtBr a 0,01 pg/mL. O gel foi submetido a eletroforese por 1,5 h a 65
mA conforme citado em 4.3.1. Os fragmentos purificados foram quantificados no
equipamento NanoDrop 2000c.

4.3.3. Insercao dos genes sintéticos no plasmideo binario pPCAMBIA2300

Para o recebimento dos genes de interesse, o plasmideo bindrio pCAMBIA2300 (2
pg/ul; CAMBIA) foi também hidrolisado com a enzima de restrigdo HindIIl ou com a
combinac¢do entre as enzimas HindIIl e EcoRI (Promega). Posteriormente, as extremidades
hidrolisadas do plasmideo pCAMBIA2300 foram desfosforiladas utilizando-se a enzima
fosfatase alcalina de intestinos de bezerros (CIAP, do inglés, Calf Intestine Alkaline
Phosphatase; Promega) seguindo as instru¢des do fabricante. Um pL de cada produto das
reagdes de desfosforilacdo foi aplicado em gel de agarose a 0.8% e corado com EtBr a 0,01
pg/mL. O gel foi submetido a eletroforese por 1,5 h a 110 mA conforme citado no Item 4.3.1.
Por fim, as versOes linearizadas e desfosforiladas do plasmideo pCAMBIA2300 foram
quantificados em NanoDrop 2000c.

Posteriormente, os fragmentos referentes aos cassetes génicos sintéticos (50 ng/uL)
foram ligados ao plasmideo binario pPCAMBIA2300 (100 ng/uL) previamente hidrolisado e
com as extremidades desfosforiladas utilizando-se a enzima T4 DNA-Ligase (Promega) e
seguindo as instrucdes informadas pelo fabricante. Na Figura 9A esta demonstrado o mapa
do plasmideo pCAMBIA2300. Células de E. coli OmniMax2 foram transformadas
geneticamente, conforme descrito previamente, com 10 pL dos produtos resultantes das
reacOes de ligacdo. A seguir, 100 pL e 200 pL das suspens@es de células foram distribuidas
em meio L-B sélido contendo 50 mg/L de canamicina. As coldnias obtidas foram inoculadas
em 1,5 mL de meio L-B liquido contendo 50 mg/L de canamicina e as culturas foram
mantidas o/n a 37 °C e a 180 rpm em agitador rotacional. Posteriormente, como descrito no

Item 4.3.1, foram realizadas preparagdes plasmidiais.

Para averiguar a natureza dos plasmideos recombinantes, as amostras de DNA

plasmidial do plasmideo pCAMBIA2300 contendo os genes de interesse foram submetidas a
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reacOes de hidrdlise utilizando-se a enzima de restricdo Hindlll e a combinagdo entre as
enzimas Hindlll e EcoRl, respectivamente, seguida de eletroforese em gel de agarose (ltem

4.3.1)).
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Figura 9. Mapa dos plasmideos binarios pCAMBIA2300 e pCAMBIA2301. Nas imagens, é possivel
identificar os elementos dos plasmideos esquematizados: a origem de replicagdo (ori); o gene de resisténcia a
canamicina (KanR); a regido operadora do gene lac (lac operator); ao regido promotora de lac (lac promoter); o
gene que codifica a proteina [-galactosidade (lacZa); a origem de replicagdo referente ao organismo mutante
Pseudomonas aeruginosa resistente a vanadio (pVS1 RepA); a regido de estabilidade do genoma do organismo
mutante P. aeruginosa resistente a vanadio (pVS1 StaA); a regido responsavel pela mobilizacdo do plasmideo
entre as células (BOM, do inglés, basis of mobility); as bordas direita (RB, do inglés, right border) e esquerda
(LB, do inglés, left border) flanqueando o T-DNA também estdo representadas. O T-DNA dos plasmideos é
composto pelo gene de resisténcia a neomicina e derivados, como a canamicina, em plantas (NeoR/KanR) sob
regulacdo do promotor 35S CaMV; o sitio de multiclonagem (MCS); o sinal de poliadenilagdo do CaMV [CaMV
poly(A) signal]. Além destes elementos, o vetor pPCAMBIA2301 (Imagem B) contém no T-DNA o gene repdrter
codificador da proteina p-glicuronidase (gusA); o intron-1 do gene codificador da proteina catalase de Ricinus
communis (catl intron); a cauda (tag) contendo 6 residuos do aminodcido histidina (6xHis). As setas em preto
(Imagem A) referem-se aos sitios de restricdo das enzimas EcoRI e Hindlll utilizadas nas etapas de clonagem

molecular.

A seguir, para a confirmacdo da integridade dos cassetes génicos ligados aos vetores

pCAMBIA, as amostras de DNA plasmidiais foram sequenciadas utilizando os primers M13
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forward e M13 reverse especificos para os vetores da série pCAMBIA (Tabela 3). O
sequenciamento das amostras foi realizado pela empresa ACTGene conforme citado no Item
4.3.1.

4.3.4. lIsolamento das sequéncias codificadoras das proteinas DalRIP1 e AnAFP do

plasmideo pUC57

As sequéncias codificadoras DalRIP1 e AnAFP foram isoladas do plasmideo pUC57
por meio de PCR com o uso do termociclador LGC (XP Cycler). Os programas das reacoes
estdo representados nas Tabelas 4 e 5. Os componentes e quantidades da PCR foram: agua
ultrapura (37,5 pL); 10x Pfu Buffer acrescido de MgSOs (5 pL; Promega); 5 mM de dNTP’s,
do inglés, deoxyribonucleotide triphosphates (2 pL); 10 mM de primer Forward (1,5 pL;
DalRIP1-Forward-p28 ou AnAFP-Forward-p28); 10 mM de primer Reverse (1,5 pL;
DalRIP1-Reverse-p28 ou AnAFP-Reverse-p28); 2,5 U/uL de Pfu DNA polimerase (0,5 pL;
Promega); 20 ng/uL de DNA plasmidial (1 pL; pUC57-Pcoriss-DalRIP1-Tnos OU Pppbect-
ANAFP-Tos). Foram aplicados 5 puL dos amplicons resultantes em gel de agarose a 0,8% e
corado com EtBr a 0,01 pg/mL. O gel foi submetido a eletroforese por 1,5 h a 65 mA
conforme citado em 4.3.1.

Tabela 4. Programa do termociclador para PCR com vistas a amplificar a sequéncia

codificadora de DalRIP1

Etapa Temperatura Tempo Numero de ciclos
(°c)

Desnaturacgdo inicial 95 2 min 1
Desnaturagao 95 30s 30
Anelamento 55 1 min 30

Extensdo 72 1 min 30
Extensao final 72 15 min 1
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Tabela 5. Programa do termociclador para PCR com vistas a amplificar a sequéncia

codificadora de AnAFP

Etapa Temperatura Tempo Ndmero de ciclos
(°c)

Desnaturagao inicial 95 2 min 1
Desnaturagao 95 30s 30
Anelamento 51 1 min 30

Extensdo 72 1 min 30
Extensdo final 72 15 min 1

4.3.5. Insercdo das sequéncias codificadoras das proteinas DalRIP1, AnNAFP e GFP

no plasmideo p28 35S_Gateway

Os amplicons referentes as sequéncias DalRIP1 e AnAFP foram inseridas no
plasmideo pENTR/D-TOPO com o auxilio da enzima topoisomerase utilizando-se o kit de
clonagem molecular pENTR™/D-TOPO™ (ThermoFisher Scientific) e seguindo as
instrucGes sugeridas pelo fabricante. Os componentes e quantidades das reacfes foram: dgua
ultrapura (3,5 pL); solucdo salina (1 pL); 10 ng/pL de amplicon (0,5 pL; DalRIP1 ou
ANAFP); 20 ng/uL de pENTR/D-TOPO (1 pL). As reacbes permaneceram incubadas 5 min a
temperatura ambiente. Células de E. coli OmniMax2 foram transformadas geneticamente,
conforme descrito no Item 4.3.1, com 2 pL dos produtos resultantes das reagoes de ligagdo. A
seguir, as células foram centrifugadas e o excesso de sobrenadante foi descartado. As
suspensdes de células concentradas foram distribuidas em meio L-B sélido contendo 50 mg/L
de canamicina. As coldnias obtidas foram inoculadas em 1,5 mL de meio L-B liquido
contendo 50 mg/L de canamicina e as culturas foram mantidas o/n a 37 °C e a 180 rpm em
agitador rotacional. Posteriormente, como descrito previamente, foram realizadas preparacoes
plasmidiais. Para a confirmacdo da insercdo das sequéncias codificadoras de DalRIP1 e
ANnAFP em pENTR/D-TOPO, as amostras de DNA plasmidial foram submetidas a reacGes de

hidrolise utilizando-se a enzima de restri¢cdo Ncol.

Por fim, por meio de uso do kit de clonagem molecular Gateway™ LR Clonasse™ 11

Enzyme Mix (ThermoFisher Scientific), os plasmideos recombinantes pENTR/D-TOPO-
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DalRIP1, pENTR/D-TOPO-AnAFP e pENTR3c-gfp foram recombinados com o plasmideo
p28_35S_Gateway via enzima LR clonase e seguindo as especificacdes do fabricante. Os
componentes e quantidades das reacdes foram: 150 ng/uL de pENTR/D-TOPO-DalRIP1 ou
PENTR/D-TOPO-AnAFP ou pENTR3c-GFP (1 pL); 150 ng/uL de p28 35S Gateway (1
pL); TE (6 pL); 2 L do mix de LR clonase. As amostras permaneceram incubadas a 25 °C
o/n. Por fim, as reacGes foram tratadas com proteinase K a 2,5 pg/puL (1uL) e incubadas a 37
°C por 10 min. Células de E. coli OmniMax2 foram transformadas geneticamente com 3 pL
dos produtos resultantes das reacGes de recombinacdo. A seguir, as células foram
centrifugadas e o excesso de sobrenadante foi descartado. As suspensGes de células
concentradas foram distribuidas em meio L-B solido contendo 100 mg/L de ampicilina. As
col6nias obtidas foram inoculadas em 1,5 mL de meio L-B liquido contendo 100 mg/L de
ampicilina e as culturas foram mantidas o/n a 37 °C e a 180 rpm em agitador rotacional.
Posteriormente, como descrito no ltem 4.3.1, foram realizadas preparagdes plasmidiais. Para a
confirmagdo da insercdo das sequéncias codificadoras de DalRIP1, AnAFP e GFP em
p28 35S Gateway, as amostras de DNA plasmidial foram submetidas a reacGes de hidrolise

utilizando-se as enzimas de restri¢cdo Hindlll ou Xhol (Promega).

O vetor p28_35S_Gateway é uma versdo do plasmideo vegetal pIR (da série IL-60;
GOVER et al., 2014) derivado do genoma do TYLCV. A versdo p28 35S Gateway foi
adaptada a tecnologia Gateway (ThermoFisher Scientific) por pesquisadores da Embrapa Uva
& Vinho de Bento Goncalves, RS (Dr. Luis Fernando Revers, comunicacdo pessoal). Do
mesmo modo como pIR, a versdo Gateway do plasmideo apresenta os elementos IR e AmpR®
(gene de selecdo de resisténcia frente a ampicilina em bactérias). Contudo, a regido na qual 0s
fragmentos de DNA sédo inseridos permanece sob controle do promotor 35S do virus do
mosaico da couve-flor (35S CaMV) e do terminador nos. Deste modo, 0s genes de interesse

s80 expressos de maneira constitutiva.

4.4. Transformacdo Genética de Agrobacterium tumefaciens EHA105

Linhagens desarmadas de A. tumefaciens EHA105 foram transformadas geneticamente
via choque térmico com o plasmideo pCAMBIA2300 contendo 0s genes de interesse.
Paralelamente, as células de A. tumefaciens EHA105 também foram transformadas com o
plasmideo binario pPCAMBIA2301 (Figura 9B), na qual as plantas transformadas com as
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versdes de agrobactérias contendo este plasmideo foram utilizadas como grupos de controle
positivo e negativo nas etapas de transformacdo genética de plantas e ensaios de
congelamento, respectivamente. As transformacdes genéticas foram realizadas seguindo o
protocolo e as orientacbes publicadas por BRASILEIRO & CARNEIRO (1998). As
suspensdes de células transformadas foram distribuidas em meio L-B sélido contendo 50
mg/L de rifampicina e 50 mg/L de canamicina com alga de Drigalski e permaneceram a 28 °C
durante 48 h. As placas foram armazenadas a 4 °C até as etapas de transformacéo genética de

plantas.

4.5. Cultivo e Transformacao de Arabidopsis thaliana

Sementes de A. thaliana do ecotipo Columbia-0 (Col-0) foram estratificadas em
microtubos de 1,5 mL com a adicdo de 1 mL de solucdo de agarose a 0,1% autoclavada. Os
microtubos foram protegidos da luz, embrulhando-os em papel aluminio, e mantidos por 4
dias a 4 °C. Posteriormente, aliquotas de 10 pL da suspensdo de sementes foram depositadas
no centro e nas regides laterais de copos plasticos de 300 mL contendo terra vegetal Humus
(Golden Garden). Os copos foram cobertos com filme PVC por 48 h e mantidos em sala de
cultivo vegetal sob condi¢des de dias longos (16 h com incidéncia de luz; 22 °C) para
germinacdo das sementes. Ap0s a germinacao, as trés mudas mais viaveis de cada copo foram
selecionadas e o restante foi descartado, com auxilio de uma pinga. Os copos com as plantas
foram mantidos na sala de cultivo vegetal com rega frequente para o crescimento e 0

desenvolvimento das plantas.

Cerca de um més e meio apds o plantio, as plantas foram transformadas geneticamente
pelo método de imersdo de inflorescéncias (floral-dip) em suspensdes de células de A.
tumefaciens EHA105::pCAMBIA2300-Pcorisp-DalRIP1-Tos, A. tumefaciens
EHAI05::pCAMBIA2300-Ppppeci-AnAFP-Thos. € A. tumefaciens EHA105::pCAMBIA2301.
Como controle das etapas de transformagdo genética, suspensdes de A. tumefaciens
EHA105::pCAMBIA2301 foram também utilizadas na transformagdo genética de A. thaliana.
Para cada construgdo génica, foram transformadas aproximadamente 45 plantas. A realizagao
do procedimento foi realizada conforme descrita em ZHANG et al. (2006). Apds o
procedimento, as plantas foram mantidas com rega frequente e permaneceram assim até a

maturacao das siliquas e producao de sementes.
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Os procedimentos de coleta e antissepsia de sementes foram realizados um més apos a
transformagdo genética e foram conduzidos conforme descrito em ZHANG et al. (2006). Por
fim, as sementes foram distribuidas em placas de Petri com meio MS contendo 50 mg/L de
canamicina ¢ 100 mg/L de cefotaxima para a sele¢do de sementes transgénicas T1. Em
seguida, para o processo de estratificacdo das sementes, as placas foram mantidas no escuro a
4 °C durante 72 h e posteriormente transferidas para a sala de cultivo vegetal sob condigdes
normais de crescimento. Tanto sementes transgénicas quanto nao-transgénicas foram capazes
de germinar em meio seletivo contendo canamicina. Porém, as plantulas nao transformadas
ndo foram capazes de manter seu desenvolvimento e crescimento apds 14 dias de cultivo in
vitro e apresentaram sintomas de clorose. Em contrapartida, plantulas transgénicas foram
capazes de se desenvolver normalmente em meio seletivo, apresentando a coloragdo verde
intensa, além do desenvolvimento de raizes e de folhas verdadeiras. Plantulas com fenotipos
de resisténcia a canamicina foram transplantadas para recipientes plasticos de 300 mL
contendo terra vegetal Humus e vermiculita em propor¢do de 2:1. Os procedimentos de
selecdo in vitro de sementes transgénicas e posterior transferéncia e cultivo em solo foram
mantidas até as linhagens vegetais transgénicas atingirem o estado de homozigose para os

genes de interesse (geracdes T3 ou T4).

4.6. Cultivo e Inoculacdo das Versdes Recombinantes de p28 35S _Gateway
em Eucalyptus globulus

Sementes de E. globulus Labill. foram gentilmente cedidas pelo Dr. Ricardo Luis
Mayer Weber (Klabin S.A., Telémaco Borba, PR). Sementes individuais de E. globulus foram
plantadas em copos plasticos de 300 mL contendo terra vegetal Humus e vermiculita em
proporcao 2:1. Aproximadamente, 50 plantas foram mantidas em crescimento (60 dias) na
camara de cultura de plantas sob 16 h luz e a 22 °C para os ensaios de infiltragdo com as
versoes recombinantes de p28 35S Gateway. Caules de 12 plantas de E. globulus foram
inoculadas com a combinagdo de pl470 (100 pL de solucdo contendo 1 pg) e
p28 35S Gateway-gfp (100 pL de solugdo contendo 1 pg; GOVER et al., 2014;
MALABARBA et al., 2018). Os procedimentos de preparacdo de plasmideos e infiltracao
com o uso de seringa hipodérmica e agulha foram realizados essencialmente conforme
descrito por MALABARBA et al. (2018). Apds 5 dias, as plantas tratadas foram analisadas
em microscopio estereoscopico de fluorescéncia Leica M165 FC (Prof. Dr. Jorge E.A.

Mariath, Laboratério de Anatomia Vegetal, Instituto de Biociéncias, UFRGS) e as fotografias
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foram relizadas com o uso do software LAS V4.5. Os pardmetros utilizados em cada uma das
imagens estdo identificados na legenda da Figura 20. Um grupo de plantas de mesma idade e

nao inoculadas com os plasmideos foi utilizado como controle negativo do experimento.

4.7. Extracdo de DNA de A. thaliana

As extracdes de DNA de folhas de A. thaliana foram realizadas utilizando-se o método
do brometo de cetiltrimetilamonio ou CTAB (DOYLE & DOYLE, 1987). Dois pL de cada
amostra de DNA purificada foram aplicados em gel de agarose a 0,8% e corado com EtBr a
0,01 pg/mL. O gel foi submetido a eletroforese por 1,5 h a 65 mA conforme citado em 4.3.1

para confirmagdo da quantidade e integridade do DNA.

4.8. Confirmacdo da Presenca dos Genes Pcorisg-DalRIP1-Thos € Pppbect-
ANAFP-Tnhoes € GUS em A. thaliana

As PCRs para a confirmagdo da integracdo dos genes Pcoriss-DalRIP1-Thos € Pppbect-
AnAFP-Tnos N0 genoma de plantas de A. thaliana foram realizadas utilizando-se termociclador
LGC (XP Cycler). O programa da reacdo esta representado na Tabela 6. Os componentes e
guantidades da PCR utilizados foram: agua ultrapura (36 pL); 5x Green GoTaq Flexi Buffer
(5 pL; Promega); 50 mM de MgCl. (2 pL); 5 mM de ANTP’s (2 pL); 10 mM de primer M13
(-21) Forward (2 pL); 10 mM primer M13 Reverse (2 pL); 5 U/uL de GoTaq Start DNA
Polymerase (0,5 pL; Promega); 50 ng/uL de DNA extraido de amostras de folhas (0,5 pL);
20 ng/pL de DNA plasmidial. Foram aplicados 5 pL dos amplicons resultantes em gel de

agarose a 0,8% e corado com EtBr a 0,01 pug/mL. O gel foi submetido a eletroforese por 1,5 h

Tabela 6. Programa do termociclador para as PCRs de confirmagdo da presenca dos
genes Poopysg-DalRIP1-T, . € Pp,p..;-ANAFP-T . no genoma de plantas de A. thaliana

Etapa Temperatura Tempo Numero de ciclos
(°c)

Desnaturagdo inicial 95 2 min 1
Desnaturagdo 95 30s 30
Anelamento 55 1 min 30

Extensdo 72 1 min 30

Extensao final 72 15 min 1 46




a 65 mA conforme citado em no Item 4.3.1.

A confirmacdo do estado de transgenia de plantas transformadas com o plasmideo
controle (p)CAMBIA2301) foi realizada por ensaio histoquimico da enzima B-glicoronidase
(GUS). Plantulas de A. thaliana com fenotipos de resisténcia frente a canamicina foram
imersas em uma solucdo contendo o reagente 5-bromo-4-cloro-3-indol glicuronideo (X-
GLUC). Os materiais vegetais permaneceram incubados por 2 h e, posteriormente, a solucéo
foi retirada. Etanol a 70% foi adicionado aos materiais para a manutencdo da hidratacdo e
conservacao dos mesmos (BRASILEIRO & CARNEIRO, 1998).

4.9. Andlises Fenotipicas de Plantas Transgénicas de A. thaliana

Plantas de A. thaliana contendo duas ou quatro semanas de vida foram analisadas
fenotipicamente. O comprimento de raizes bem como as regides vegetativas como folhas,
caules e siliquas foram analisadas visualmente. Além disso, o conteGdo de sementes nas
siliquas foi observado em microscopio estereoscopico de fluorescéncia Leica M165 FC e as
fotografias foram relizadas com o uso do software LAS V4.5. Os parametros utilizados em
cada uma das imagens estdo identificados na legenda da Figura 17D.

4.10. Ensaios de Tolerancia ao Congelamento

Os ensaios de tolerancia ao congelamento foram realizados como descrito por DING
et al. (2015) com algumas modificacBes. Plantulas de A. thaliana foram cultivadas em placas
de Petri contendo meio MS acrescido de 0,6% de agar por 14 dias a 22 °C. Posteriormente, as
plantas foram transplantadas para recipientes plasticos de 200 mL contendo terra vegetal
(Humus) e vermiculita seguindo a proporg¢éo de 2:1 ou mantidas in vitro. Os ensaios em solo
e in vitro foram precedidos pelo processo de aclimatagdo ao frio no qual as plantulas foram
mantidas a 4 °C durante 4 h. As plantulas aclimatadas ao frio foram incubadas imediatamente
a -1 °C durante 1 h e posteriormente a temperatura foi reduzida em 1,5 °C/h até o alcance da
temperatura de -6 °C ou -8 °C. Por fim, as plantas foram incubadas a 4 °C o/n e, finalmente,
transferidas para as condi¢cbes normais de crescimento e desenvolvimento. Ambos o0s
processos de aclimatacdo e os ensaios de tolerdncia ao congelamento foram realizados em

condic@es de auséncia de luz. Todos os tratamentos sob baixas temperaturas foram realizados
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em freezer vertical Electrolux F21 regulado pelo controlador de temperatura Full Galge
MT512E 2HP.
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5. RESULTADOS

5.1. Definicdo das Sequéncias Génicas e Projecéo dos Genes Sintéticos

Com a finalidade de projetar genes sintéticos potencialmente capazes de conferir
tolerancia ao congelamento, as sequéncias promotoras e codificadoras de proteinas foram
analisadas de acordo com dados de trabalhos publicados recentemente na literatura cientifica.
As sequéncias génicas mais promissoras, de acordo com os critérios estabelecidos no item
4.1, foram agrupadas nas Tabelas 7 e 8. Dentre estas sequéncias, os promotores derivados dos
genes codificadores da endoquitinase de Prunus persica (Ppbecl, do inglés, Prunus persica
L. batch endochitinase 1; TITTARELLI et al., 2009) e da proteina regulada pelo frio de A.
thaliana (COR15B, do inglés, cold-regulated protein 15; LI et al., 2013) foram escolhidos
para a composicdo dos genes de interesse, devido as acentudadas inducdes da expressao
génica visualizadas por meio de genes reporteres em condi¢cdes de baixas temperaturas em
diferentes tecidos e sistemas vegetais em comparacdo com os demais promotores analisados
Além disto, as sequéncias génicas codificadoras da proteina que confere a inibicdo da
recristalizacdo de cristais de gelo de Deschampsia antarctica (DalRIP1, do inglés,
Deschampsia antarctica ice recrystalization inhibition protein 1; JOHN et al., 2009; CHEW
et al., 2012) e da proteina anticongelante derivada de Ammopiptanthus nanus (AnAFP, do
inglés, Ammopiptanthus nanus antifreeze protein), foram elegidos para a composi¢do dos
genes de interesse. Genes que codificam AFPs estdo diretamente relacionadas com a
tolerancia ao congelamento em espécies extremdfilas. Sendo assim, a utilizacdo destes genes
de origem vegetal para conferir tolerancia em plantas sensiveis as geadas é uma alternativa
promissora devido as fungdes bioldgicas destas proteinas em minizar os danos causados pelos

cristais de gelo nos tecidos vegetais.
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Tabela 7. Sequéncias promotoras analisadas neste trabalho

Gene

OsDREBIB
(Dehydration-responsive element-
binding)

Ppbecl
(Prunus persica L batch endochitinase 1)

CORI5B
(Cold-regulated protein 15B)

Organismo

Oryza sativa

Prunus persicaL
batch.

Arabidopsis thaliana

Padriio de expressio génica

Expressio do gene OsDREBIB foi
induzida sob condicdes de baixas
temperaturas em plantas de O. sativa WT.
Além disto, a expressdo do gene reporter
gusd sob regulacdo do  promotor
OsDREBI B foi induzida em folhas e raizes
em condi¢des de baixas temperaturas.

Frutos de péssego foram capazes de
expressar 0 gene reporter gusd sob
controle do promotor do gene Ppbecl
apenas em condicdes de  Dbaixas
temperaturas. Além disto, a expressdo do
gene reporter gusA em  plantulas
transgénicas de 4. thaliana foi induzida
em caules e folhas.

Expressdo do gene reporter gusd sob
controle do promotor CORI5B foi
induzida em folhas, caules, raizes e
tubércul em dicd de Dbaixas
temperaturas em plantas de Dbatata
transgénicas, embora a expressdo do gene
reporter sido detectada nos
mesmos tecidos em condi¢des normais de
temperatura e crescimento. Além disto,
amostras tissulares totais de plantas
transgénicas de tabaco demonstram uma
inducdo da expressdo do gene gusd em
condi¢des de baixas temperaturas.
Entretanto, caules e folhas demonstraram
significativa expressdo do gene reporter
em condigdes normais de temperatura e
crescimento.

Referencia

Gutha et al., 2008

Tittarelli ef al., 2009

Lietal., 2013

Cédigo de acesso
GenBank

EF556551.1

NC_003071.7




Tabela 8. Sequéncias codificadoras de proteinas analisadas neste trabalho

Gene Organismo Fungdo Referencia Cédigo de acesso
GenBank

Cn-AFP Chaetoceros neogracile Diminui¢do da temperatura de Gwaketal., 2010 FI595233.1

1 i

(Chaetoceros neogracile antifreeze protein) c da 4gua e impedi >

dos processos de recristalizagdo e
crescimento dos cristais de gelo nos

tecidos vegetais

DalRIP1 Triticum aestivum L. Diminuigdo da temperatura de Chewetal., 2012 F663038.1

v

(Deschampsia antarctica ice recrystalization 1to da dguae imp

inhibition protein 1) dos processos de recristalizagdo e
crescimento dos cristais de gelo nos

tecidos vegetais

PR10 Pinus monticola N3o conhecida Liuetal., 2013 AY064202.1
(Pathogen-related protein 10)




As sequéncias génicas promotoras e codificadoras de proteinas, em conjunto com o
terminador nos de A tumefaciens, foram agrupadas em dois cassetes génicos nomeados de
Pcorisa-DalRIP1-Thos € Pppbeci-ANAFP-Thos (Figura 10). Como citado no Item 4.1, sitios de
reconhecimento e hidrolise das enzimas de restricdo Ncol e BamHI foram adicionados nas
extreminadas 5’ e 3’ das sequéncias codificadoras de proteinas, respectivamente. Além disto,
embora ndo indicado na Figura abaixo, os sitios enddgenos de reconhecimento e hidrdlise das
enzimas de restricdio Ncol e BamH foram removidos dos genes sintéticos por meio da
alteracdo da ultima base do sitio de restricdo, para permitir a correta identificacdo, purificacdo

e clonagem dos fragmentos com o uso das citadas endonucleases.

Hindlll Ncol BamHI EcoRl

I>Ppbec1 -AnA FP'Tnos I l I I
F,Ppbecl -

PCOR15B-DaIRIP1 -Tnas

Hindlll Neol BamHI Hindlll

| | | I
P DalRIP1

200 bp
[

Figura 10: Projecdo dos genes sintéticos Pepoeci-ANAFP-Tnos € Pcorise-DalRIP1-Tnes. Sitios de
reconhecimento e hidrélise das enzimas de restricdo Ncol e BamHI inseridos a montante do cddon de inicio
e a jusante do codon de término de tradugdo estdo indicados na figura. Além disto, os sitios de
reconhecimento e hidrolise das enzimas Hindlll e EcoRI utilizados nas etapas de clonagem molecular estdo

representados nas regides 5’ e 3’.

5.2.  Analises in Silico das Sequéncias Promotoras

As analises e buscas por elementos cis-atuantes de DNA nas sequéncias promotoras de
Ppbecl e COR15B foram realizadas por meio da plataforma online SOGO, como descrito no
Item 4.2. Por meio das andlises in silico, diversos elementos regulatorios responsivos aos
estresses abioticos foram identificados (Figura 11) como, por exemplo, o elemento
responsivo ao &cido abscisico (ABRE, do inglés, abscisic acid response element); a
sequéncia de reconhecimento da proteina MYB (MYBRS, do inglés, MYB recognition

sequence); a sequéncia de reconhecimento da proteina MYC (MYBRS, do inglés, MYC
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recognition sequence); a sequéncia repetida em citosina/elemento responsivo a desidratagdo
(CRT/DRE, do inglés, C-repeat/dehydration responsive element); o elemento responsivo a
hiposmolaridade (PRE, do inglés, Pro- or hypoosmolarity-responsive element); e a regido de
reconhecimento dos fatores de transcricdo WRKY (W-BOX, do inglés, WRKY-BOX). Sendo
assim, a presenca de elementos cis-atuantes de DNA responsivos aos estresses abioticos em
conjunto com dados publicados na literatura (TITTARELLI et al., 2009; LI et al., 2013),
sugerem que os promotores de COR15B e Ppbecl sdo induziveis pelo frio. Além disto,
sequéncias de DNA pdlen-especificos foram identificadas em Pcorise como, por exemplo, a
regido POLLENILELATS52 (do inglés, pollen 1 Lycopersicon esculentum LAT52 gene)
derivada do promotor do gene LAT52 de Lycopersicon esculentum e o motivo GTGA
(GTGA-motif; Figura 11B).

A)

PPpbecl

MYBRS ABIRE
I

-795 ATCTCTATTTACTAGAAGTCTTTTTCCTCTTATTGATAAAGAAATCCCTTTTGCAAGCTTGTGATTTCAAACAGTTCCCGTTACCCCACGTAAACTGA

-697 TATATCCTCTGATA CCTTTTCCTGTAGGCAGACATA ACATAGACAAAATAAAAAGTTTCAAATACATAGAGAGTTCTGTGTGAGCGAA
W-BOX W-BOX

-600 AGATAAGAATCTATGACAAGAATAAAACAAAGAAGTAAGAAATAGTAAGAAAATTATACTACTGGGGTAACTTTGATCAGTCACATTCACCTTG
MYBRS

-506 ATTTCTATAGACTTGGTTAAAAGAAGAGATATTCAAAGCACGACTAAGTCTCTAGTTCTAGGTCTGCACTATTCCTGCCCTTATCCTTCAA GA
CRT/II)RE W-?OX AIBRE W-BOX

-409 GATTTCAATCGACTGACGTGTTCTGAGGCGAGCTATTCAATCCGTACGCAAACTTTTCAGATA CCAGCAGCCTGTCCAAATACACCGTCACT

-313  AAAAATAACCCTCTTGTGCAATTTCCACAACTAAACAAACTTAGAAGAAAAAAGCAAATACAATTAATGGGGTGGGTACTTTGCCAATTTGAGAA
W-BOX W-BOX

-218 GGGTCATGCTAGGGAGACCAACTTTAGATACCAACTCTCTAATAGAGGTGAAGCCCACCAATACAATGGGTCCCACACTCTATTAGAGAGTTGA
MYCRS W-BOX

-124  CACACAAATTGGTATCTAAAATTGTTCTCCCTAGCA CCATTTGAGAAAGGAATAGTCAAACAAAAACGCTCCTCGCTAAGCIAYAYAWIACAC

3'
-28 ATCCCCACGAAACCCAATCCACAGATCC
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B
) Pcoriss

5 p|IqE M\iBRS GTIGA-motif MYCRS
-1178 TCCAAGCTTTAAATAATGAGTAATTATAAGTAACATCGCCGTCTAGAGTCTTTCAACGGTGAAAGGATGAGAGCATATGGGAGATCGATAGCCT
W-BOX/GTGA-motif POLLEN1LELAT52 w-iaox

-1085 TGTCTC GTGACGAACCAATAAAAGAGGAACTGC TTTCTTCGCATGTCCACTATTTACTGTTTGGTATGACATCGAATTGGTATGATACA
GTGA-motif

-988 TTGTTGTACCAAAAACTTCAAAATTTGGTGGCTTGTAATCAACATTGATCCACTTAGCCATTCCAAGCAGTGAATTACAATCCGTGGAAGGAAAA
GTGA-motif w-Box/IGTGA-motif CRT/[I)RE/LTR

-893 ATTATGGTCCGGCACCAACAAATTATCACCTCATCTCCCGTCACAAACATATCATCTAGAAGTCGGTATGCCACACCACATAATTAAGGAGCACAT
GTGA-motif

797 TACTCACATACCCAACCAATGTGGGACATATCTAATAAGCTCATTCTTGGCTGGTACATGCTCTATTTCATATTTATCAAAAAAAAAAATATTAGGC
MYBRS GTGA-motif

-700 ATTGTAAATAGCG GCTGTTGAGCAAAATAGTTATATTTGAAAGTAACATTGGTATTTATAATTATAGTATAACAATTAGGCATTGAAGTGT
POLLENI1LELAT52

-604 GAGTTTTTGTTTTTGTTTATTTAACATTGGAGTATTAGGTTCTTAGAAATATATCTATATACTATTAGTAGTTTAACTACAGTTTGTACTTAATTGAA
W- IIBOX
-506 AAAATGTTAAAAGTTGTTTTAACCTAGCTAATTGCTAAAAATGACTAAATAGACATACACAAAGACTTGTACATTTTCAGCTTAACGACTAATACA
POLLENI1LELAT52

-410 CCTTTATATATATATCTCTATCGAGTCTAGTTATTAATGTTGAAAGTTGCAAATAAAACAGAAATGCTAACATGTAAATATCGTAGCCAAAA
MYCRS MYBRS MYBRS CRT/DRE/LTR POLLENllLELATsz MYBRS POLLEN1LELAT52 MYBRS ABRE
I | |

-313 ATGCTAACATGTGTATAACGGTTATAACCACAACTTGATGGCCGACCTCTTTITTCTTTTGGTAACCATAGAAATGGTTACACGTAACTAGTACG
GTGA-mIOtif IViYCRS

-218 AACCAACGAAAACTCTTCTTATTCGATAGTTAAAGATAATAGCAATGCGCAAAAATATCTAGCACTCACACGTGTAG GGATTCTCATTGGTC
POLLENlLiELATSZ GTGA-motif/POLLEN1LELAT52 POiLENlLELATSZ

-122  GAGAGATALMYYIACGATACTATTGGAGGTTAGATTTITTCTCATCTCACTTTCTCCATCTTAAAACTCTTTCTTGTATTTA CCTCCCAAAAAA

3 ’
-24 CATCTTTAAGAGTCCGGATCTCCC

Figura 11. Elementos cis-atuantes de DNA identificados nas sequéncias Pcoriss € Pepbeci. OS elementos
regulatdrios responsivos aos estresses abioticos e a sequéncia TATA box estdo destacados em cinza e preto,
respectivamente. Além disto, elementos cis-atuantes polen-especificos foram incluidos na analise do
promotor Pcoris € estdo sublinhados na Figura. Os significados das abreviaturas dos elementos cis indicados

estdo descritos no texto e na “Lista de Abreviaturas e Siglas” desta Dissertagdo (pag. 10).

5.3. Confirmacéo da Integridade dos Genes Sintéticos em pUC57

As amostras plasmidiais de pUC57-Pcorise-DalRIP1-Tnos € pUC57-Pppheci-ANAFP-
Thos enviadas pela empresa GenScrip foram utilizadas para a transformacdo genética de
células de E. coli OmniMax2, conforme citado no Item 4.3.1. As coldnias resultantes da etapa
de transformacdo genética foram submetidas a preparacdo plasmidial e posterior hidrélise

com a enzima de restricdo BamHI para averiguar a natureza recombinante do plasmideo
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solicitado. Foi possivel visualizar, de acordo com a Figura 12, padrdes de fragmentos de
DNA hidrolisados de 2,9 e 1,4 kb semelhantes aos padrdes de bandas teoricos esperados
referentes a pUC57-Pppbec1-ANAFP-Thos € 4,9 kb referente & pUC57-Pcorisg-DalRIP1-Thes. A
confirmacdo da integridade dos genes foi realizada por sequenciamento de DNA (dados néo

mostrados) com o uso de primers especificos (Tabela 3).

0 a0
o ae”

A) ‘,« R ek ¥ B)

V"n

5
\3 \3 £0 0 pe? 4. l"“os < n°5 '&,‘os
N\P* N\P s N‘ta 3¢ oo\g\v 00\3\9100“\\?0 \\9\\?300\?‘\‘;1 0\‘1\? \R\? 0 O\R\V o0 g\?o \R\?l
4R 0% 1 > 9 o0 51 ?pv“s—l ?99“ \~\P~ R oR® "9 ot ? 05°, N2 0 Rt 9 oRs? v o?"’\: o
N N CT W v SRR 1"°°«,1 ok N R 51" SR R 9
oo 9 QO 7 07 T T O PN >

Figura 12. Imagens resultantes das eletroforeses em gel de agarose dos plasmideos pUC57 contendo os
genes de interesse. Amostras de pUC57-Pcorise-DalRIP1-Tnes (A) € Pppoeci-ANAFP-Tros (B) hidrolisadas e néo
hidrolisados com a enzima de restricdo BamHI. Os retangulos em vermelho referem-se aos fragmentos
esperados: 2,9 e 1,4 kb (A); 4,9 kb (B). O marcador de tamanhos de fragmentos de DNA (1 kb DNA Ladder,
Ludwig Biotec) esta indicado nas imagens.

5.3. Isolamento dos Genes de Interesse do Vetor Plasmidial puC57

Os cassetes génicos Pcorise-DalRIP1-Tnos € Pppbeci-ANAFP-Thos foram isolados do
plasmideo pUC57 por meio de reagdes de hidrélise com o uso das enzimas de restricao
Hindlll e a combinacdo entre Hindlll e EcoRl, respectivamente. Os produtos das reacfes de
hidrolise foram resolvidos por eletroforese em gel de agarose e os fragmentos de DNA
referentes aos genes de interesse foram excisados do gel e, posteriormente, purificados do
mesmo. Como indicado na Figura 13A, foi possivel visualizar fragmentos de DNA
purificados com os exatos tamanhos dos genes sintéticos (2,1 e 1,6 kb). Paralelamente, o
plasmideo bindrio pCAMBIA2300 foi hidrolisado com as mesmas enzimas de restricao
citadas acima e submetido aos tratamentos com a enzima fosfatase alcalina para impedir a

religacéo de suas extremidades.
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Figura 13. Imagens resultantes das eletroforeses em gel de agarose dos genes Pcorise-DalRIP1-Tnos €
Pprpbect-ANAFP-Tnos € das versdes recombinantes e ndo recombinantes de pPCAMBIA2300 hidrolisados com
as enzimas de restricdo Hindlll e EcoRI. (A): Os retangulos em vermelho referem-se aos fragmentos
esperados (pCAMBIA2300 hidrolisado com a enzima Hindlll: 87 kb; pCAMBIA2300 hidrolisado com a
enzimas Hindlll e EcoRI: 8,7 bp; Pcorise-DalRIP1-Thes: 2,1 Kb; Ppppeci-ANAFP-Tros: 1,6 kb; (B): Os retangulos
em vermelho referem-se aos fragmentos esperados de 2,1 e 1,6 kb referentes as versées pPCAMBIA2300-Pcoriss-
DalRIP1-Tnes € pPCAMBIA2300-Pppheci-ANAFP-T s hidrolisados com as enzimas Hindlll e EcoRIl. O marcador
de tamanhos de fragmentos de DNA (1 kb DNA Ladder, Ludwig Biotec) esta indicado nas imagens.

Os genes sintéticos foram ligados ao plasmideo binario pPCAMBIA2300 linearizado e
defosforilado com o uso da enzima T4 DNA-ligase (Item 4.3.3). Os produtos das reacdes de
ligacdo foram utilizados para a transformacao genética de células termocompetentes de E. coli
OmniMax2. Seis colonias para cada linhagem foram obtidas e as mesmas foram submetidas
ao processo de preparacdao plasmidial e hidrélise com as enzimas de restricdo Hindlll ou a
combinagdo entre Hindlll e EcoRI. Conforme ilustrado na Figura 13B por meio de uma
eletroforese em gel de agarose, foi possivel visualizar os fragmentos de interesse relativos aos
genes Pcorisg-DalRIP1-Tnes (2,1 kb) na amostra pCAMBIA2300-Pcorise-DalRIP1-Thos 4 €
também  Pppbeci-ANAFP-Tnos nas amostras pCAMBIA2300-Pppheci-ANAFP-Thes 1-6. AS
amostras pCAMBIA2300-Pcorise-DalRIP1-Tres 4 € pCAMBIA2300-Pppbeci-ANAFP-Thos 1
foram sequenciadas para a confirmagdo da natureza recombinante das amostras (dados nédo

mostrados).
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5.5. Isolamento das Sequéncias Codificadoras das Proteinas DalRIP1 e AnAFP
de pUC57

Com vistas a expressar as regides codificadoras das potenciais proteinas
anticongelantes via vetor plasmidal p28_35S_Gateway em plantas jovens de E. globulus, as
sequéncias DalRIP1 e AnAFP foram isoladas dos respectivos plasmideos pUC57 por meio de
PCR com os primers especificos listados na Tabela 2 (Item 4.3.1). Como visualizado na
Figura 14, por meio de eletroforese em gel de agarose, ambas as sequéncias DalRIP1 (669

bp) e AnAFP (612 bp) foram amplificadas com sucesso.

Figura 14. Imagem resultante da eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR referentes as
sequéncias codificadoras das proteinas DalRIP1 e AnAFP. Os retangulos em vermelho referem-se aos
fragmentos esperados de 669 e 612 bp de DalRIP1 e AnAFP, respectivamente. O marcador de tamanhos de

fragmentos de DNA (1 kb DNA Ladder, Ludwig Biotec) esta indicado nas imagens.

5.6. Insergdo das Sequéncias Codificadoras das Proteinas DalRIP1, AnAFP e
GFP no Plasmideo p28_35S

Os produtos de DalRIP1 e AnAFP amplificados pelas PCRs foram ligados ao vetor de
entrada plasmidial pENTR/D-TOPO via enzima topoisomerase, como descrito no Item 4.3.5.

As colonias resultantes da etapa de transformacdo genética de E. col/i OminiMax2 foram
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submetidas a preparagdo plasmidial e posterior hidrélise com a enzima de restrigdo Ncol para
averiguar a natureza recombinante dos plasmideos. Foi possivel visualizar, de acordo com a
Figura 15A, fragmentos com os tamanhos aproximados ao esperado (pENTR/D-TOPO-
DalRIP1: 3.249 bp; pENTR/D-TOPO-4AnAFP: 3.192 bp), sugerindo a perfeita ligacdo das
sequéncias de interesse em pENTR/D-TOPO. A seguir, por meio de uma etapa de
recombinagdo via enzima LR clonase (Item 4.3.5), os genes DalRIPI e AnAFP foram
inseridos no vetor plasmidial p28 35S Gateway. Em paralelo, com vistas a testar a eficiéncia
do método de inoculagao de plasmideos “vegetais”, a sequéncia codificadora de GFP foi
também inserido no vetor plasmidial p28 35S Gateway. De acordo com a Figura 15 (B, C e
D) e por meio de reagdes de hidrolise com enzimas de restri¢ao seguidas de eletroforese em
gel de agarose, foi possivel visualizar os fragmentos esperados de 5,3 kb para
p28 35 Gateway-DalRIPI, 5,2 kb para p28 35 Gateway-AnAFP e 3 e 2,4 kb para
p28 35S Gateway-gfp. Sendo assim, foi possivel confirmar o sucesso das reagdes de ligagao

das sequéncias DalRIP1, AnAFP ¢ gfp no plasmideo p28 35S Gateway.
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C) D)

Figura 15. Imagens resultantes das eletroforeses em gel de agarose dos plasmideos pENTR/D-TOPO-
DalRIP1, pENTR/D-TOPO-AnAFP, p28 35S Gateway-DalRIP1 e p28 35S Gateway-AnAFP
hidrolisados com enzimas de restricdo. Os retdngulos em vermelho referem-se aos fragmentos esperados (A:
3.249 e 3.192 bp em relagdo aos plasmideos pENTR/D-TOPO-DalRIP1, pENTR/D-TOPO-AnAFP,
respectivamente; B: 5.297 bp em relacdo ao p28_35S Gateway-DalRIP1; C: 5.240 bp em relacdo ao
p28 35S_Gateway-AnAFP. O marcador de tamanhos de fragmentos de DNA (1 kb DNA Ladder, Ludwig
Biotec) esta indicado nas imagens.

5.7.  Transformacdo Genética de Células de A. tumefaciens EHA105 com
pPCAMBIA2300 Contendo os Genes Pcorise-DalRIP1-Thos € Prpoeci-ANAFP-T nos

Células termocompetentes de A. tumefaciens EHAL105 foram transformadas
geneticamente com as versdes recombinantes de pPCAMBIA2300 contendo o0s genes sintéticos
(Item 4.4) e diversas col6nias oriundas do processo de transformacdo foram obtidas. Além
destas, foram obtidas também col6nias de A. tumefaciens EHA105::pCAMBIA2301 para
emprego como controle positivo da etapa de transformacéo genética de plantas. Uma Unica
colénia de cada linhagem transformada foi selecionada para as posteriores etapas de
transformacéo genética de plantas (resultados ndo apresentados).
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5.8. Transformacdo Genética de A thaliana com Linhagens de A. tumefaciens
EHAL05

Plantas de A. thaliana foram transformadas com versdes de A. tumefaciens EHA105
contendo os  plasmideos  recombinantes = pCAMBIA2300-Pcorise-DalRIP1-Thes,
pCAMBIA2300-Pppbeci-AnAFP-Trhos 0u pCAMBIA2301 (controle). As sementes de A.
thaliana coletadas foram descontaminadas e selecionadas por meio do antibiotico de selecdo
canamicina (Item 4.6). Dentre as plantas resistentes a canamicina e sobreviventes ao processo
de transferéncia do meio de cultura in vitro para o solo, o estado de transgenia foi confirmado
para quatro diferentes linhagens contendo cada um dos genes Pcorise-DalRIP1-Thes €
pCAMBIA2300-Pppheci-ANAFP-Thos. Conforme pode ser visto na Figura 16 (A e B) por meio
de eletroforeses em gel de agarose, as amostras de DNA derivadas das plantas e submetidas a
PCR apresentaram os fragmentos esperados (2,1: Pcoriss-DalRIP1-Tnes; 1,6 kb: Pppoeci-
ANAFP-Tnos). Trés das quatro linhagens de cada um dos genes de interesse em homozigose
foram avaliadas no restante do estudo. O estado de transgenia para plantas de A.

thaliana::pCAMBIA2301 (controle) foi confirmado por ensaio histoquimico de GUS (Figura
16C).
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Figura 16. Imagens resultantes das eletroforeses em gel de agarose dos produtos de PCR de DNA
derivado de plantas de A. thaliana::pCAMBIA2300-Pcorise-DalRIP1-Tres € A. thaliana::pCAMBIA2300-
Pppoec1-ANAFP-Thos (A € B) e do ensaio histoquimico da enzima B-glicoronidase (GUS) em plantas de A.
thaliana::pCAMBIA2301 (C). Os retangulos em vermelho referem-se aos fragmentos esperados de 2,1 e 1,6 kb
em relacdo as plantas de A. thaliana::;pCAMBIA2300-Pcoriss-DalRIP1-Thes € A. thaliana::pCAMBIA2300-
Pppbeci-ANAFP-Thes, respectivamente. O marcador de tamanhos de fragmentos de DNA (1 kb DNA Ladder,

Ludwig Biotec) esta indicado nas imagens.

5.9. Anadlises Fenotipicas de Plantas Transgénicas de A. thaliana

Plantas transgénicas de A. thaliana foram avaliadas fenotipicamente em condi¢bes
normais de crescimento para averiguar se 0s genes sintéticos poderiam promover algum tipo
de alteragdo no desenvolvimento das mesmas. Nenhuma das trés linhagens transgénicas e
homozigotas contendo 0 gene Pppneci-ANAFP-Thos apresentou alteragGes fenotipicas como
tempo de florescimento ou reducao de tamanho em relacdo as plantas selvagens (WT; dados
ndo mostrados). Em contrapartida, todas as trés linhagens transgénicas e homozigotas
contendo 0 gene Pcorise-DalRIP1-Thos apresentaram comprometimento nos seus
desenvolvimentos no estadio adulto (Figura 17), embora nenhum efeito do gene tenha sido
detectado em plantas heterozigotas. Dentre as alteracdes observadas, destacaram-se
fragilidade e ramificacdo das partes areas (Figura 17A), deficiéncia na formacdo de siliquas
(17C), além da auséncia de sementes (17D). Curiosamente, no estagio juvenil (plantulas com
duas semanas de vida), ndo houve diferencas entre as plantas transgénicas contendo o gene
Pcorise-DalRIP1-Trese WT (17B).
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Figura 17. Fendtipos de plantas de A. thaliana WT e contendo 0 gene Pcoriss-DalRIP1-Tnos mantidas a 22
°C. Por meio das imagens, é possivel comparar plantas transformadas e ndo transformadas em relacdo a
ramificagdo das partes aéreas (A), estagio juvenil (B), tamanho das siliquas (C) e producéo de sementes (D). Nas
imagens de microscopia (D), 0 aumento em numero de vezes utilizado para cada uma das imagens foi: WT: 3,26
X; Pcoris-DalRIP1-Tnes # 1: 10,10 X; Pcorise-DalRIP1-Tnes # 2: 5,06 X; Pcorise-DalRIP1-Thes # 3: 5,02 X;
Pcorise-DalRIP1-Thes# 4: 3,26 X.

5.10. Ensaios de Tolerancia ao Congelamento

Plantas de A. thaliana WT e contendo o gene sintético Pppbeci-ANAFP-Thos foram
submetidas aos ensaios de congelamento in vitro. Em razdo do comprometimento quase que
total da producdo de sementes, plantas transgénicas contendo 0 gene Pcorise-DalRIP1-Thos
ndo foram utilizadas nestes ensaios. Inicialmente, as plantulas de A. thaliana utilizadas nos
ensaios foram incubadas até a temperatura de -6 °C por 1 h. Como pode ser visualizado na
Figura 18A, tanto plantas transgénicas quanto plantas WT foram capazes de sobreviver sem
quaisquer danos observaveis visualmente ou comprometimento nos seus desenvolvimentos
apos a realizacdo do experimento. Sendo assim, com a finalidade de averiguar diferencas na
tolerdncia ao congelamento entre plantas WT e transgénicas, novos ensaios foram realizados

estabelecendo-se o valor de -8 °C como a temperatura limite dos experimentos in vitro e em
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solo. Além disto, plantulas de A. thaliana transformadas com o plasmideo controle
pCAMBIA2301 foram utilizadas também como um segundo grupo controle nos experimentos

realizados.

by

Entretanto, apesar das incubacbes das plantas a menor temperatura, ndo houve
diferencas in vitro entre plantulas contendo o gene Pppheci-ANAFP-Thos € WT, apesar de que as
plantulas transformadas contendo o cassete génico de pPCAMBIA2301 nédo foram capazes de

sobreviver ap0s o experimento (Figura 18B).

A)

ANTES 7 dias depois 10 dias depois

B) 1h;-8°C
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Antes

14 dias depois
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Figura 18: Ensaios de tolerancia ao congelamento in vitro com plantas de A. thaliana controle e contendo o
gene Prpbeci-ANAFP-Thos. (A): plantas de A. thaliana antes e depois das incubaces até a temperatura limite de -

6 °C por 1 h. (B): plantas de A. thaliana antes e depois das incubacgdes até a temperatura limite de -8 °C por 1 h.

Nos experimentos em solo (Figura 19), utilizando-se -8 °C como temperatura limite,
todas as 15 plantas de A. thaliana WT utilizadas neste ensaio morreram. Contrariamente, as
linhagens de A. thaliana::Pppbeci-ANAFP-Tros #1, #2, e #3 apresentaram taxas de
sobrevivéncia de 6,7%, 27,3% e 40%, respectivamente. Contudo, as plantas-controle A.

thaliana::pCAMBIA2301 também apresentaram taxa de sobrevivéncia de 40%.

1h;-8°C

A) PCAMBIA2301 c) Prysec-ANAFP-T,, # 1

Antes
Antes

16 dias depois 16 dias depois

B) wr D) PopbectANAFP-T, #2

Antes Antes

16 dias depois 16 dias depois

E) ProsecsADAFP-T,  #3

Antes

16 dias depois

Figura 19: Ensaios de tolerancia ao congelamento em solo com plantas de A. thaliana controle e contendo
0 gene Pepreci-ANAFP-Tnos. As imagens foram registradas antes e 16 dias ap6s a incubacdo até a

temperatura limite de -8 °C. (A): Plantas de A. thaliana transformadas com o plasmideo controle
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pCAMBIA2301; (B): Plantas de A. thaliana WT; (C): Plantas de A. thaliana::Ppppeci-ANAFP-Tnes #1; (D):
Plantas de A. thaliana::Ppppeci-ANAFP-Tnos #2; (E): Plantas de A. thaliana: :Pppbeci-ANAFP-Tnos #3.

5.11. Avaliacdo da Expressdo de gfp em Plantas de Eucalyptus Inoculadas com
p28 35S Gateway-gfp e p1470

Como descrito no Item 4.6, 12 plantas de E. globulus foram inoculadas com
p28 35S Gateway-gfp e pl1470. Cinco dias apds o experimento, plantas tratadas e nao
inoculadas (controle negativo) foram visualizadas por microscopia de fluorescéncia. Dentre as
plantas analisadas, trés apresentaram intensidades de fluorescéncia mais acentuadas que o
grupo controle (Figura 20). Portanto, pode-se inferir que o0 método de injecdo de plasmideos

“vegetais” empregados foi capaz de promover a expressdo de genes exdgenos em E. globulus.

E)
A) Controle p28_355_Gateway-

C) Controle p28_355_Gateway-
negativo gfp-Planta # 2

negativo ofp-Planta # 6

Controle
negativo

F)

B)

B p28_35S_Gateway-
gfp—Planta#2

G)

p28_355_Gateway-
gfp—-Planta # 6

p28_355_Gateway-
gfp-Planta# 7

Figura 20: Microscopia de fluorescéncia de folhas de plantas de E. globulus controle e infiltradas com os
plasmideos p28_35S_Gateway-GFP e p1470. As imagens foram registradas 5 dias ap6s o tratamento. (A e C):
fotografia em campo claro de folhas de plantas de E. globulus inoculadas (plantas 2 e 6) e ndo inoculadas
(controle negativo) com os plasmideos de interesse. (B e D): fotografia de plantas E. globulus inoculadas
(plantas 2 e 6) e ndo inoculadas com os plasmideos de interesse excitadas com luz azul monocromaética. (E):
Aproximagdo da imagem referente as folhas de plantas de E. globulus ndo inoculadas e excitadas com luz azul
monocromatica. (F-H): Aproximagdo da imagem referente as folhas de plantas de E. globulus inoculadas

(plantas 2, 6 e 7) e excitadas com luz azul monocromatica. Os parametros utilizados (tempo de exposicéo a luz
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azul monocromatica e aumento em nimero de vezes) nas imagens foram: (A e C): 12 mse 1,25 X; (B e D): 12, 2
sel25X;(E):48Se8,11X;(F):48Se12,1X;(G):6,8Se 3,26 X;(H):6,15Se 8,06 X.
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6. DISCUSSAO

Com vistas a promover a tolerancia as geadas (congelamento) em plantas de
Eucalyptus, potenciais genes sintéticos foram projetados neste trabalho. Inicialmente,
sequéncias génicas habeis em induzir a transcricdo sob baixas temperaturas foram
selecionadas de acordo com trabalhos recentes disponiveis na literatura cientifica. Dados
publicados por TITTARELLI et al. (2009) demonstram que, por meio de ensaios de expressao
transiente, frutos de péssego foram capazes de expressar 0 gene reporter gusA sob controle do
promotor do gene Ppbecl apenas ap0s a exposicdo a 4 °C. Além disto, plantulas transgénicas
de A. thaliana, contendo o cassete génico Ppphec1:gusA e mantidas a 24 °C apresentaram niveis
basais de expressdao do gene repérter. Todavia, as mesmas plantas aclimatadas a 4 °C durante
uma semana apresentaram um aumento significativo da expressao do gene repérter. De forma
analoga, LI et al. (2013) demonstraram que plantas transgénicas de batata e tabaco, contendo
0 promotor do gene COR15B fusionado ao gene gusA, apresentaram aumento da expresséo do
gene reporter em folhas, tubérculos, raizes, caules primérios e secundérios sob condi¢des de 4

°C, embora niveis significativos de expressao génica a 20 °C também tenham sido detectados.

De acordo com TITTARELLI et al. (2009), alguns elementos cis-atuantes de DNA
responsivos aos estresses abioticos foram encontrados em Ppphec: COMO, por exemplo, ABRE
(posicdo -709 bp), MYBRS (posicles -718, -492, e aproximadamente -295 bp) e MYCRS (-
82 bp). De acordo com as andlises realizadas neste estudo, todos os elementos citados acima
foram identificados a excecdo do elemento MYBRS na regido proxima aos - 295 bp. Além
disto, andlises in silico permitiram a identificacdo de outros elementos ndo descritos
previamente como, por exemplo, ABRE (posi¢édo -393 bp), CRT/DRE (posicao -401 bp) e W-
BOX (posicdes -586, -521, -396, -318, -216, -127 e -66 bp). Similarmente, LI et al. (2013)
identificaram os elementos CTR/DRE (posicéo -272 bp) e ABRE (posigdes -234 e -150 bp).
Por meio das nossas analises, os elementos citados foram identificados, exceto o ABRE na
posicdo -150 bp. Contudo, uma série de outros elementos foram encontrados, destacando-se
0S responsivos aos estresses abidticos (CRT/DRE: -831 pb; MYBRS: -1125, -680, -296, -288,
-250 e -238 bp; MYCRS: -1105, -305 e -149 bp; PRE: -1163 bp; W-BOX: -1075; -1010, -
853, -464 e 715 bp) e outros pdlen-especificos (POLLEN1LELAT52: -1043, -559, -345, -260,
-243, - 84, -71 e -52 bp; GTGA-motif: -1074, -918, -867, -852, -793, -605, -152 e -75 bp).

Devido ao fato de que estresses causados por baixas temperaturas e seca compartilham

similaridades e diversos aspectos em comum, elementos cis-atuantes de DNA responsivos a
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seca e regulados pelo fitormonio ABA sdo comumente encontrados em promotores induziveis
por frio. ABRE e CRT/DRE s&o reconhecidos pelo fator de ligacdo responsivo ao ABA
(ABF, do inglés, abscisic acid binding factor) e pelos fatores de ligacdo as sequéncias
repetidas em citosina/fatores de ligacdo aos elementos responsivos a desidratacéo
(CBF/DREBL, do inglés, C-repeat binding factor/dehydration responsive element binding 1),
respectivamente, e desempenham um papel-chave na ativacdo da expressdo génica em
resposta as baixas temperaturas (SIMPSON et al., 2003; NAKASHIMA et al., 2006;
KIDOKORO et al., 2015; PARK et al., 2015). MYBRS e MYCRS sdo sequéncias de DNA
reconhecidas pelos fatores de transcricdo MYB e MYC e ambos fatores sdo induziveis por
ABA e participam da ativacdo da expressdo de genes em resposta aos estresses abioticos
(URAO et al., 1993; ABE et al., 2003; AGARWAL & JHA, 2010). As sequéncias de DNA
denominadas W-BOX sdo reconhecidas pelos fatores de transcricdo denominados WRKY.
Em condi¢des normais de crescimento, as proteinas WRKY regulam funcgdes relacionadas ao
desenvolvimento vegetal. Contudo, sob condi¢fes de estresses bidticos e abidticos, os fatores
de transcricdo WRKY desempenham papel de destaque na reprogramacao da transcricdo nas
células vegetais (SUN et al, 2003; ZHANG et al, 2004, BANERJEE &
ROYCHOUDHURY, 2015).

As sequéncias codificadoras de AnAFP e DalRIP1 descritas por YU et al. (2009) e
JOHN et al. (2009) e derivadas de A. nanus e D. antarctica, respectivamente, foram
selecionadas para compor 0s genes sintéticos. De acordo com DENG et al. (2014), a
expressao heterdloga do gene AnAFP em E. coli foi capaz de aumentar a taxa de
sobrevivéncia das bactérias em condicGes de cultivo a 0 °C. Além disto, ainda de acordo com
DENG et al. (2014), a expressdo constitutiva de AnAFP sob regulacdo do promotor viral
CaMV 35S em tabaco tornou as plantas transgénicas tolerantes ao congelamento. Além disto,
as plantas ndo apresentaram quaisquer danos tissulares nas condi¢des de incubacdo a -3 °C
durante 3 h de exposicdo. Segundo CHEW et al. (2012), o gene DalRIP1 esta envolvido com
0 processo de aclimatacdo ao frio nas plantas de D. antarctica, promovendo atividades
anticongelantes diretamente relacionadas com a obtencdo da tolerancia ao frio e/ou ao
congelamento. Extratos proteicos de folhas de plantas transgénicas de A. thaliana contendo o
gene DalRIP4 demonstraram atividade IRI, embora dados a respeito de ganho de tolerancia
ao congelamento ndo tenham sido reportados (JOHN et al., 2009). Recentemente, BREDOW
et al. (2017a) demonstraram que plantas de A. thaliana superexpressando genes IRIPs da

especie vegetal Lolium perene (LpIRIS) apresentaram taxas de sobrevivéncia
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significativamente maiores em relagdo as plantas WT sob -6 e -7 °C. Contudo, nenhum dos
estudos mencionados evidenciou o efeito e a obtengdo de toleréncia ao congelamento em

plantas transgénicas expressando o gene DalRIP1.

Neste estudo, quatro linhagens de plantas transgénicas de A. thaliana contendo os
genes sintéticos de interesse foram geradas. Plantas de A. thaliana Pppbec1-ANAFP-Tyos foram
avaliadas quanto a tolerancia ao congelamento. Entretanto, nas condicGes testadas neste
estudo, ndo foi possivel visualizar diferencas na tolerdncia ao congelamento entre plantas
transgénicas e WT. Segundo os protocolos disponiveis na literatura cientifica, plantas de A.
thaliana WT apresentam um decréscimo significativo nas taxas de sobrevivéncia entre -6 e -8
°C (HU et al., 2013; DING et al., 2015 JIANG et al., 2017; LIU et al., 2017). Entretanto, em
nenhum dos experimentos realizados in vitro foi possivel estabelecer uma temperatura critica,
capaz de promover um decréscimo significativo nas taxas de sobrevivéncia das plantas WT.
Sendo assim, os ensaios de congelamento in vitro deverdo ser otimizados. Como uma
alternativa a ser testada, plantas aclimatadas por periodos de tempo maiores poderdo ser
incubadas diretamente a -6, -8 e -10 °C sem o decréscimo gradual da temperatura. Alteracdes
bruscas na temperatura causam danos mais acentuados as plantas e, assim, poderdo permitir o
estabelecimento de condicbes limitrofes para a distincdo de tolerancia, se houver, entre as

plantas transgénicas e controle.

Por meio dos ensaios de tolerancia ao congelamento em solo, houve diferengas entre
as taxas de sobrevivéncia das linhagens de plantas transgénicas contendo 0 gene Pppbeci-
ANAFP-Tos (6,7%, 27,3% e 40% em relacdo as linhagens de #1, #2 e #3, respectivamente) e
WT. Todavia, plantas de A. thaliana::pCAMBIA2301, sem quaisquer dos genes sintéticos,
também apresentaram taxas de sobrevivéncia de 40%. Contudo, de maneira geral, as plantas
de A. thaliana::pCAMBIA2301 utilizadas no experimento demonstravam estagio de
desenvolvimento mais avancado em relacdo as plantas pertencentes aos demais grupos com,
por exemplo, tamanhos maiores e maior nimero de folhas. Sendo assim, este fator pode ter
sido relevante para este grupo-controle ter apresentado uma taxa de sobrevivéncia elevada.
Deste modo, para a obtencdo da confirmagdo da capacidade de Pppoeci-ANAFP-Thos €m
conferir tolerancia ao congelamento, novos ensaios deverdo ser repetidos com 0s mesmos
pardmetros e condicOes utilizadas anteriormente, exceto pelo maior nimero de amostras e

com todas as plantas rigorosamente no mesmo estagio de desenvolvimento.

Além disto, um fator importante para a averiguagdo de tolerancia ao congelamento em

plantas é o periodo de aclimatacdo realizado antes do experimento. Comumente, as plantas
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sdo aclimatadas entre 1 semana e 10 dias a 4 °C, mantendo-se fotoperiodo de 16 h luz.
Entretanto, por ndo condizer com as condicdes reais de campo, as plantas foram aclimatadas
sob intervalos curtos de 4 h antes dos experimentos. Portanto, como o promotor de Ppbecl é
induzivel ao frio (TITTARELLI et al., 2009), o encurtamento do periodo de aclimatacdo pode

ter sido um fator relevante nos resultados apresentados.

Diferentemente de Pppbeci-ANAFP-Thos, 0 gene sintético Pcoris-DalRIP1-Thes
promoveu alteracGes severas no desenvolvimento das plantas como, por exemplo, a reducao
em aproximadamente 50% do tamanho das siliquas e a inibicdo da producdo de sementes,
inviabilizando as posteriores analises com estas plantas. De acordo com a Figura 16D, a
fecundacdo dos oOvulos de plantas homozigotas foi interrompida enquanto plantas
heterozigotas ndo apresentaram qualquer alteracdo em relagdo as plantas WT. De acordo com
SANDVE et al. (2008), os peptideos da classe IRIP sdo semelhantes a diversas familias
proteicas, incluindo taumatina, endoquitinase, endo-B-1,3-glicanase e proteinas contendo
LRRs na regido N-terminal. Dentre as IRIPs contendo LRR, proteinas significativamente
similares (55-68%) a DalRIP1 como, por exemplo, LpIRI1 (codigo de acesso GenBank:
ACG63781.1), LpIRI3 (cédigo de acesso GenBank: ACG63783.1) e LplRI4 (codigo de
acesso GenBank: ACG63784.1) apresentam altos indices de homologia com a regido proteica
LRR relativa ao receptor do tipo quinase do horménio peptidico vegetal fitossulfoquina (PSR,

do inglés, phytosulfokine receptor).

Por meio de andlises de filogenia molecular, acredita-se que os genes IRIP surgiram
evolutivamente a partir de PSR apds a divergéncia entre as espécies de arroz e as gramineas
da familia das Poaceas. Sendo assim, ao longo do processo evolutivo, pequenos eventos de
duplicacdo ocorreram na regido do coédon 5 do gene. As duplicacdes, inicialmente,
promoveram a troca de fase na sequéncia codificadora do dominio responsavel pela atividade
de quinase da proteina ancestral e consequente inativacdo da mesma. Posteriormente, 0
dominio quinase foi perdido e os recorrentes eventos de duplicacdo promoveram o surgimento
do motivo IRIP (SANDVE et al., 2010). Assim, como visualizado em relagdo as proteinas
LpIRIs, alinhamentos usando a ferramenta blast demonstraram um grau de similaridade
relevante (41-72%; dados ndo mostrados) entre DalRIP1 e 0s receptores vegetais de
fitossulfoquina de diversas espécies de plantas. Exclusivamente, as regies homologas entre

ambas as proteinas sdo referentes as porgoes LRR.

O hormonio peptidico fitossulfoquina esta relacionado com a resposta a patdgenos, o

crescimento vegetal por meio da acentuada expansdo celular, comunicagdo celular,
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diferenciacdo de células do mesdfilo, formacgdo de raizes adventicias, além do processo de
desenvolvimento do tubo polinico (MATSUBAYASHI et al., 2006; HARTMANN et al.,
2015; SAUTER, 2015). Em plantas de tabaco, a adi¢do de fitossulfoquina promoveu taxas de
germinacdo dose-dependentes (CHEN et al., 2000). Neste contexto, STUHRWOHLD et al.
(2015) analisaram o efeito do nocaute génico de PSR1, PSR2 e do gene codificador da
proteina tirosil-sulfotranferase (TPST, responsavel pela adicdo do grupo sulfénico ao
horménio peptidico) no fenotipo de plantas de A. thaliana. Similarmente ao visualizado neste
estudo, o0 nocaute de todos 0s genes promoveu a reducdo no tamanho das siliquas e também
no numero de sementes (até 25%), embora o efeito do gene Pcoriss-DalRIP1-Tnes Visualizado
neste trabalho tenha sido mais drastico nas plantas. Ainda segundo STUHRWOHLD et al.
(2015), a sinalizacdo mediada por fitossulfoquina € essencial para guiar o tubo polinico ao
funiculo do 6vulo e, ainda que em menor escala, na posterior fecundacdo para a producédo de

sementes.

Devido a similaridade encontrada, é possivel que DalRIP1 esteja competindo com
PSKs pela ligacdo do hormonio peptidico. A competicdo atenuaria as respostas mediadas pelo
fitormdnio e, em consequéncia disto, seria responsavel pela reducdo drastica do tamanho das
siliquas e do nuimero de sementes em plantas de A. thaliana contendo 0 gene Pcorise-
DalRIP1-Tnes. Outros elementos importantes corroboram com esta hipotese. Por exemplo, o
processamento da fitossulfoquina ocorre no apoplasto das células vegetais. Como DalRIP1
contém um peptideo-sinal de exportacdo ao apoplasto, a proteina e o fitormdnio estariam
disponiveis para a ocorréncia de uma interacdo antes mesmo da fitossulfoquina ser
apresentada ao seu receptor PSR. Além disto, a regido LRR, presente em PSK e DalRIP1, é
um motivo proteico conhecido por promover interacfes entre proteinas e peptideos. Por fim,
como citado anteriormente, a expressao génica sob controle do promotor de COR15B ocorre,
ainda que em niveis reduzidos em comparagdo a inducéo a 4 °C, em temperatura ambiente.
Portanto, em virtude da presenca de elementos cis-atuantes de DNA pdlen-especificos,
DalRIP1 poderia estar sendo expresso na auséncia de frio em tecidos reprodutivos. De acordo
com FILICHKIN et al. (2004), o elemento POLLEN1LELAT52, encontrado ao longo da
sequéncia promotora do gene LAT52, foi fundamental para promover a expressao génica nos
gréos de polen e no tubo polinico de plantas transgénicas de A. thaliana. De forma anéloga, a
sequéncia GTGA oriunda do gene gl10 de plantas de tabaco foi essencial para a expressao

polen-especifica do gene reporter gusA em plantas transgénicas (ROGERS et al., 2001).
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Contudo, para a confirmagdo desta hipdtese, ensaios de coimunoprecipitacdo deverdo ser
realizados para averiguar a ocorréncia de interacdo in vivo entre DalRIP1 e fitossulfoquina.

O ciclo reprodutivo de D. antarctica varia de acordo com as estacGes do ano. Durante
a transicdo entre a primavera e o verao, os 6rgdos reprodutivos sdo formados e a planta torna-
se apta a reprodugdo sexuada. Todavia, durante a transi¢do entre o outono e o inverno, a
planta permanece apenas com o0s tecidos vegetativos. Sendo assim, sob condi¢bes de
temperaturas extremas, a reproducdo assexuada € o modo dominante de dispersdo da espécie
(SANDVE et al., 2010). Regimes de baixas temperaturas durante o periodo de florescimento
sdo um dos principais fatores responsaveis pela baixa qualidade do pélen em D. antarctica.
Em regides de climas extremos como as llhas de Galinzes e King George, altos indices de
polen estéril foram observados (80,9-95,6%; YUDAKOVA et al., 2012). Efetivos processos
de fertilizacdo e reproducdo em condi¢des acentuadas de degeneracdo do pdlen podem ser
alcancados se as plantas produzirem excessivas quantidades de polen. Entretanto, a producao
de poélen em demasia requer um alto custo energético para as plantas. Além disto, para as
espécies de plantas habitantes de regifes congelantes como o continente da Antartida, a
economia energética por meio da reducdo das taxas de polinizagdo é a solu¢do mais viavel em
condicBes de frio e deficiéncias de agua no estado liquido, matéria organica e minerais
(YUDAKOVA et al., 2016). Portanto, a expressdo dos genes DalRIPs poderia, além de
conferir o efeito protetivo de anticongelamento nos tecidos vegetais, promover a regulacdo do
estado reprodutivo, inviabilizando a fecundacdo por meio da atenuacdo da resposta via
fitossulfoquina em plantas de D. antarctica sob baixas temperaturas. Todavia, novos estudos

deverdo ser realizados para a confirmacdo desta hipotese.

Por meio de experimentos de microscopia de fluorescéncia, LADWIG et al. (2015)
demonstraram que PSR é capaz de interagir com as proteinas ATPases bombeadoras de
préton 1 e 2 (H+-ATPases; AHAL e AHA2) e com o receptor de brassinoesteréide (BAK1, do
inglés, brassinosteroid insensitive 1-associated receptor kinase 1), formando um complexo
proteico receptor. Além disto, o complexo formado interege com o canal idnico regulado por
nucleotideos ciclicos (CNGC17, do inglés, cyclic nucleotide-gated cation channel 17),
embora PSK ndo seja capaz de ligar-se diretamente a CNGC17. Canais idnicos exercem
papel-chave na reproducdo sexuada de plantas. Os gradientes de concentragio de Ca* na
extremidade do tubo polinico sdo fundamentais para o crescimento e direcionamento do
mesmo ao dvulo, uma vez que alteracio espacial dos gradientes de concentragdo de Ca*? in

vitro promovem a reorientacdo do crescimento do tubo polinico (GAO et al., 2016). A
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proteina CNGC18 distribui-se assimetricamente nas membranas celulares apresentando a
localizacdo mais predominante nas laterais da extremidade do tubo polinico. Além disto, o
nocaute génico de CNGC18 em A thaliana promoveu o crescimento anormal do tubo
polinico, promovendo o fendtipo de esterilidade nas plantas (Frietsch et al., 2007; Ladwig et
al., 2015), embora a interacdo da proteina CNGC18 ndo tenha sido ainda reportada com o
complexo PSR-AH1-AHA2-BAK1-CNGC17. Portanto, como hipdtese alternativa, DalRIP1
poderia interagir com ligantes associados a PSK, como por exemplo, proteinas da classe
CNGC. Deste modo, esta interacédo estaria impedindo a formacao do complexo proteico e, por

fim, o estado reprodutivo das plantas transgénicas.
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7. PERSPECTIVAS E CONSIDERACOES FINAIS

Plantas de A. thaliana controle e transgénicas contendo 0 gene de interesse Pppbect-
ANnAFP-Tqos deverdo ser reavaliadas em relacdo a tolerancia ao congelamento por meio de
novos ensaios utilizando plantas no mesmo estagio de desenvolvimento e com maiores de
tempos de exposicao as temperaturas minimas estabelicidas. Além disto, experimentos de RT-
gPCR e western blot serdo realizados a partir de amostras tissulares de plantas induzidas ou
ndo pelo frio. Sendo assim, sera possivel avaliar se 0 gene Ppppeci-ANAFP-Thos estd sendo

expresso e se é induzivel por baixas temperaturas.

Em paralelo, plantas de Eucalyptus deverdo ser infiltradas com as versdes
recombinantes do plasmideo p28 35S _Gateway contendo as sequéncias DalRIP1 e AnAFP.
Posteriormente, ensaios de RT-qPCR e western blot também deverdo ser realizados em
Eucalyptus. Por fim, as plantas tratadas e ndo tratadas com as versdes recombinantes de

p28_35S serdo avaliadas quanto a obtencdo de tolerancia ao congelamento.

Além da efetividade das proteinas DalRIP1 e AnAFP em promover (ou ndo) a
tolerancia ao frio e ao congelamento em plantas, as atividades promotoras das sequéncias
Pppoect € Pcorise poderdo ser comprovadas pela fuséo destas a genes repdrteres como gfp ou
gusA. A transformacdo e a regeneracdo de A. thaliana e, finalmente, a avaliacdo das
atividades génicas e proteicas codificadas em resposta a exposicdo ao frio deverdo ser
realizadas para atingir tal objetivo.
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