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RESUMO

A diversificacdo da matriz energética visando a redugao de emissdes de gases
de efeito estufa (GEE) através da substituicdo dos combustiveis fosseis € um
objetivo mundial. Os biocombustiveis surgem como uma alternativa para substituir
os derivados de petrdleo, principalmente no que se refere aos combustiveis liquidos.
Gramineas com metabolismo fotossintético C4, como a cana-de-agucar, ocupam
papel de destaque para a produgcdo de biocombustiveis. Contudo, diversos fatores
limitam o aumento de produtividade desta cultura, que é a principal cultura
energética do Brasil, com destaque para a disponibilidade de recursos hidricos. Uma
maneira de aumentar a tolerancia ao estresse hidrico destas plantas de interesse
energético é por meio de abordagens biotecnoldgicas, através da insergao de genes
que promovam o acumulo de metabdlitos osmoprotetores, como os polidis. Os
polidis atuam nas respostas contra estresses bibticos e abidticos, sendo solutos
osmoticamente ativos, que acumulam-se em altos niveis dentro da célula para
compensar o potencial hidrico reduzido. O mio-inositol € um poliol derivado de
glicose-6-fosfato (G6P) que atua como precursor para diversos metabdlitos
relacionados com sintese da membrana e protegcdo a estresse. A L-galactose
1-fosfato fosfatase (VTC4, EC 3.1.3.B9) é uma enzima bifuncional, que afeta as vias
de sintese de mio-inositol e do ascorbato. Esta enzima catalisa a sintese de novo de
mio-inositol hidrolisando o L-mio-inositol-1-fosfato e também atua na sintese de
ascorbato, hidrolisando a L-Galactose-1-fosfato. Assim, o presente trabalho pretende
aumentar a tolerancia a estresses abidticos na planta modelo de metabolismo
fotossintético C4 em gramineas, Setaria viridis, através da superexpressao do gene
VTC4. As analises indicaram que a superexpressdo do gene CsVTC4 resultou em
plantulas de Setaria viridis com maior tolerancia ao estresse salino. Portanto, a
insercdo de genes da via do mio-inositol pode ser um caminho para a criagao de

linhagens resistentes a estresses osmoticos em plantas C4 de interesse energético.

Palavras-chave: Biocombustiveis. Melhoramento genético. Mio-inositol.
Setaria viridis. VTCA4.



ABSTRACT

Diversification of the energy matrix aimed at reducing greenhouse gasses
(GHG) emissions through fossil fuels substitution is a global objective. Biofuels
emerge as an alternative to replace petroleum derivatives, especially regarding liquid
fuels. C4 metabolism grasses, such as sugarcane, have a prominent role in
agriculture for biofuels production. However, several factors limit sugarcane
productivity, which is the main energy crop in Brazil, on top of them the availability of
water resources. One way to increase tolerance to hydric stress is inserting genes
that promote accumulation of osmoprotective metabolites, such as polyols. Polyols
act in responses against biotic and abiotic stresses and as osmotically active solutes,
accumulating at high levels within the cell to compensate the reduced water potential.
Myo-inositol is a polyol derived from glucose-6-phosphate (G6P) that acts as a
precursor for several metabolites related to membrane synthesis and stress
protection. L-galactose 1-phosphate phosphatase (VTC4, EC 3.1.3.B9) is a
bifunctional enzyme that affects the myo-inositol and ascorbate synthesis pathways.
This enzyme catalyzes de novo synthesis of myo-inositol by hydrolyzing
L-myo-inositol-1-phosphate and also acts on ascorbate synthesis by hydrolyzing
L-Galactose-1-phosphate. Thus, the present work intends to increase tolerance to
abiotic stresses of the C4 photosynthetic metabolism model plant in grasses, Setaria
viridis,  promoting overexpression of the VTC4 gene. Analyzes indicated that
overexpression of the CsVTC4 gene resulted in Setaria viridis seedlings with greater
tolerance to salt/osmotic stress. Therefore, the insertion of myo-inositol pathway

genes may be an approach to create strains resistant to osmotic stress in C4 plants.

Keywords: Biofuels. Genetic improvement. Myo-inositol. Setaria Viridis. VTCA4.
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1. INTRODUGAO
1.1 Contextualizagao

O uso de combustiveis fésseis responde por 78% do aumento da emissao de
Gases de efeito estufa (GEE) entre 1970 e 2011 (EPA, 2021) e é considerado o
maior responsavel pelas emissdes antropogénicas destes gases (Quadrelli e
Peterson, 2007). As emissdes futuras de CO, estimadas apenas para a
infraestrutura ja existente de combustiveis fosseis ultrapassam a emissdao maxima
que limita o aquecimento global em 1,5 °C comparado ao nivel pré-industrial (IPCC,
2022), limite estabelecido no acordo de Paris.

A presencga excessiva desses gases na atmosfera resulta em consequéncias
adversas para o meio ambiente e para a saude e bem-estar da populagdo em geral,
como por exemplo, maior incidéncia de doengas cognitivas, pulmonares e cardiacas
(Karnauskas et al., 2016) além de aumento da temperatura média global e das areas
inundadas (IPCC, 2022). Isso pode levar a perda de areas agricultaveis, alteragao
da disponibilidade de chuvas, impactando diretamente a produgao agricola.

Logo, a reducédo dessa infraestrutura e o uso de combustiveis alternativos,
como o etanol, contribuem para alinhar as emissdes do setor energético com o limite
definido para mitigar os efeitos das mudancgas climaticas (IPCC, 2022). Uma das
possibilidades para atingir esse objetivo € a produgao de biocombustiveis, como o
etanol, cuja redugcédo de emissdo de GEE em relagdo a gasolina ja € confirmada e &
esperado que com o desenvolvimento de novas tecnologias se torne cada vez mais
vantajoso frente ao uso de combustiveis fésseis (Wang et al., 2014).

Nas ultimas décadas, gramineas de metabolismo C4, como o milho e a
cana-de-agucar, que ja tinham papel importante na alimentagdo mundial vém
ganhando atencéo para a produg¢do de biocombustiveis, como o etanol. O etanol
junto com os produtos de cana-de-agucar apresenta a participagdo notavel de 19,1%
na matriz energética brasileira (MME, 2021). A producdo de etanol possui balango
energético e de emissdo de GEE favoravel (Sousa et al., 2011) e é de grande
importancia econdmica para o Brasil, que é o maior produtor de cana-de-acucar e
segundo maior produtor de etanol mundial (SAA SP, 2020).

O investimento massivo na produgao de biocombustiveis no pais data desde a

década de 70, com o langamento do programa nacional do alcool (Proalcool). Em
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1975, impulsionado pela crise do petréleo e por problemas na balanca de
pagamentos, o Brasil buscou aumentar sua independéncia energética langando o
Proalcool (Tavora, 2011). Esse programa incentivou a produgdao de bioetanol,
levando o pais ao pioneirismo referente a producéo e uso deste biocombustivel.

Estima-se que somente entre 2000 e 2011 o uso de biocombustiveis no Brasil
tenha evitado a emissao de 310 milhdes de toneladas de CO, quando comparado ao
uso de gasolina e diesel, sendo que 94% das emissbes evitadas estdo ligadas
diretamente ao uso de etanol (35%). Além disso, a emissao de gases nocCivos
provindos da queima de aditivos da gasolina, como compostos sulfuricos, compostos
aromaticos, monoxido de carbono e matérias particuladas s&o significativamente
maiores quando comparado com o uso de etanol (Goldemberg et al., 2008).

Como os biocombustiveis apresentam diversas vantagens frente aos
combustiveis fésseis, espera-se que sua demanda global cresga 41 bilhées de litros,
ou 28%, entre 2021-2026, segundo estudo realizado pela agéncia internacional de
energia (IEA, 2021).

Portanto, a produgdo de biocombustiveis seguira aumentando. Mas, desmatar
a vegetacao nativa para cultivar biomassa ndo € uma opgéo viavel, ja que esta acéo
pode emitir de 17 a 420 vezes mais CO, do que seria evitado substituindo o uso de
combustiveis fésseis por biocombustiveis. Por outro lado, o cultivo em terras
abandonadas ou degradadas gera pouca ou nenhuma divida de carbono (Fargione
et al., 2008).

No Brasil, somente na regido Nordeste, ha uma area equivalente a 155 milhdes
de hectares afetados pela salinidade (Vieira et al., 2016). Os solos salinos sédo areas
degradadas, onde a troca de agua e nutrientes € limitada entre o solo e a planta, o
que afeta negativamente a produtividade agricola (FAO, 2020).

Além disso, a disponibilidade de agua esta profundamente envolvida no
crescimento vegetativo e reprodutivo das plantas, modulando o suprimento de
energia e sua demanda na célula. Eventos de seca, que causam déficit hidrico nos
vegetais (Gilbert e Medina, 2016), tém sido agravados pelo fendmeno de mudancgas
climaticas (Dai, 2013) e estdo associados a perdas significativas na produtividade
das culturas, com potencial para desestabilizar os sistemas de producgéo (Lesk et al.,
2016).

A disponibilidade de agua é o principal fator limitante do rendimento da cana

(Dias e Sentelhas, 2019). No Brasil a irrigacado dessas plantagdes ndo € uma pratica
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comum (Macedo et al., 2005), o que restringe o cultivo as regides em que o regime
de chuvas seja adequado ao cultivo ao longo de todo o ano e sujeita o desempenho
da industria canavieira as condi¢des climaticas.

Percebe-se que os fatores climaticos sao relevantes quando ao analisar os
dados de produtividade do setor canavieiro brasileiro € possivel notar que em 2021 a
producao foi amplamente atingida pela seca e por geadas, sendo que a moagem de
cana encerrou o ciclo com retragéo de 13,6% frente ao ano anterior apos sucessivos
anos de crescimento (UNICA, 2022).

Levando em conta o cenario de alteracdo das condi¢cbes climaticas, a
crescente demanda de energia, 0 espaco limitado para a agricultura e a necessidade
de diminuir o uso de combustiveis fésseis e de recursos hidricos, é preciso buscar
solugbes inovadoras que permitam o aumento da produtividade dos cultivos de
interesse energético sem que isso implique em maior uso de recursos naturais.

Desta maneira, com a previsdo de aumento da producdo, da demanda e da
exportagcao de etanol brasileiro nos préximos anos (MME, 2019), uma alternativa
para evitar a insergdo de cultivos de biomassa nas areas de vegetagdo nativa e
mitigar a perda de produgdo seria o uso de ferramentas biotecnolégicas com
finalidade de aumentar a produtividade e tolerancia dessas culturas frente a
diferentes tipos de estresse (Datta, 2013) ou de obter plantas que sejam capazes de
se desenvolver em terras inadequadas para outros cultivos, como por exemplo, em
solos salinos.

O melhoramento tradicional € baseado na variagdo genética natural limitada
(Rodriguez et al., 2017), dependendo de longos tempos de geragcdo dos
cruzamentos (Hickey et al., 2019). As estratégias baseadas em engenharia genética
ampliam o pool génico disponivel para o melhoramento genético com melhor
controle da transferéncia genética (Boehm e Bock, 2019), mantendo caracteristicas
ja adquiridas e desejadas nos individuos geneticamente transformados.

Um exemplo do uso dessas tecnologias de recombinagdo genética é a
superexpressdo de genes relacionados com a sintese de polidis com objetivo de
conferir a planta tolerancia ao estresse abiotico, ja que esses compostos participam
da adaptagédo ao estresse em plantas e algas e agem como reguladores osmoticos
(Li et al., 2020). Desse modo, o melhoramento genético através da insergcdo de
genes relacionados com a sintese de mio-inositol pode possibilitar a expanséo das

areas propicias ao cultivo de culturas energéticas sem aumentar a demanda de
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recursos hidricos, pois permitiria a criacéo de cultivares que demandam menos agua

para o seu desenvolvimento e que toleram condi¢des de estresse abidtico.

1.2 Mio-inositol

Superexpressar genes que participam da producdo de moléculas
osmoprotetoras como os polidis, pode conferir tolerancia a estresses abidticos em
plantas, como o estresse hidrico ou salino. Os polidis estao presentes em diferentes
formas de vida e sdo relacionados a diversas fungdes nos organismos. Em plantas,
sdo moléculas cruciais na sinalizagao para adaptacao a diferentes tipos de estresse
(Noiraud et al., 2001) e atuam como scavengers de espécies reativas de oxigénio
(ROS), crioprotetores, regulam o transporte e absorgéo de sodio e tem papel central
no crescimento e desenvolvimento das plantas (Smirnoff e Cumbes, 1989; Hu et al.,
2020; Nelson et al., 1999).

Os polidis atuam na translocacao e armazenamento de produtos fotossintéticos
e nas respostas contra estresses bidticos e abidticos nas plantas (Kanayama,
2009). Estes compostos sdao moléculas organicas que possuem grupos funcionais
hidroxila e atuam como solutos osmoticamente ativos, acumulando-se em altos
niveis dentro da célula para compensar o potencial hidrico reduzido. Seus grupos
hidroxila podem efetivamente substituir a agua no estabelecimento de ligagdes de
hidrogénio, protegendo as membranas e mantendo a atividade enzimatica (Noiraud
et al., 2001). Além disso, estao relacionados a eliminagdo de espécies reativas de
oxigénio (Nishizawa-Yokoi et al., 2008).

O mio-inositol (MI) é um poliol ciclico importante, presente em plantas, animais,
leveduras e microrganismos. Mais de 37 metabdlitos derivados do mio-inositol foram
identificados em sistemas bioldgicos. Esses metabdlitos exibem fungdes
diversificadas em respostas ao estresse e sinalizagao celular (Valluru e Van Den
Ende, 2011).

O MI e seus metabdlitos sdo osmoprotetores e crioprotetores, regulam o
transporte e absorcdo de sodio e tem papel central no crescimento e
desenvolvimento das plantas (Smirnoff e Cumbes, 1989; Hu et al., 2020; Nelson et
al., 1999).

As principais funcionalidades do mio-inositol no metabolismo vegetal estéo

descritas na Figura 1, destacado em rosa observa-se as funcionalidades
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relacionadas com a sintese de membrana, parede celular, crescimento e sinalizagao,

em roxo as relacionadas com armazenamento de fosfato e em azul as relacionadas

com adaptacgao a estresse e produgao de osmalitos.

Figura 1 — Funcionalidades do mio-inositol no metabolismo vegetal
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Loewus e Murthy, 2000.

Em algas das espécies Trebouxia sp. e Coccomyxa expostas a ciclos de

dessecacao e reidratacdo (D/R), diversos polidis sdo acumulados, demonstrando

papel crucial desses compostos na tolerancia a seca. Acido ascérbico e

oligossacarideos da familia da rafinose (RFOs) também foram acumulados nessas

espécies durante o estresse hidrico (Centeno et al., 2016). Em estudo do mesmo

grupo de pesquisa com essas algas, identificou-se maior expressdo de genes

relacionados com a via do M| e dos RFOs durante os ciclos D/R, incluindo o gene da

mio-inositol-1-fosfato sintase (MIPS) (Hell et al., 2021), enzima limitante da

biossintese de MI.

O metabolismo deste poliol produz moléculas sinalizadoras que atuam em

varios processos, como sintese de solutos, tolerancia ao estresse e regulagao da
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morte celular (Valluru e Van Den Ende, 2011). Além disso, outros produtos da via do
Ml tém papel na sintese de pectina da parede celular e de compostos nao
celulésicos. O metabolismo deste poliol envolve a produgdo de outras moléculas
osmoprotetoras, tais como RFOs, pinitol e ononitol (Loewus e Murthy, 2000), além
disso o MI se liga as auxinas, como o acido indolacético (IAA), para transporte no
floema. O IAA é um hormdnio de crescimento vegetal e a conjugagdo com o inositol
previne a atividade desses horménios, permitindo que sejam transportados por
longas distancias dentro da planta (Cohen e Bandurski, 1982).

A tolerancia a salinidade do ambiente também ¢é frequentemente associada a
plantas sintetizadoras de polidis (Noiraud et al., 2001). O MI atua na sinalizagéao
entre a folha e a raiz promovendo a absor¢ao de sodio e a adaptagao ao estresse
salino (Nelson et al., 1999).

As pléantulas de Mesembryanthemum crystallinum sao susceptiveis ao sal,
enquanto as plantas maduras da mesma espécie sdo tolerantes a salinidade.
Contudo, quando as plantulas foram expostas ao estresse salino e suplementadas
com adicdo de M| exdgeno, estas apresentaram padroes de expressédo génica e de
acumulo de poliol iguais aos observados em plantas maduras, aumentando a
adaptacao ao estresse. Notou-se que a absorcéo e o transporte de sodio através do
xilema das plantulas foram aumentados na presenca de MI, indicando dependéncia
da captacao de sddio e na distribuicao do MI (Nelson et al., 1999).

A aplicagdo exdégena de MI em Agrostis demonstrou que as plantas tratadas
apresentaram maior eficiéncia no uso de agua e maior expressao de enzimas
antioxidantes do que as plantas controle (Li et al., 2020).

Uma das enzimas chaves na biossintese de mio-inositol € a MIPS, que atua na
etapa limitante da sintese deste poliol (Yu et al., 2017). Estudos verificaram o
aumento da expressdo de MIPS em condicbes de estresse salino e hidrico em
plantas (Nelson et al., 1998; Khurana et al., 2012). Em batata, eventos
superexpressando MIPS exibiram crescimento e bom enraizamento em meio
suplementado com NaCl, em contraste com os eventos selvagens que mostraram
baixo crescimento (Zhai et al., 2016).

A superexpressdo de MIPS em macga resultou em plantas mais tolerantes a
seca, que apresentaram maior recuperacao ao estresse e maior conteudo relativo de
agua (Ling-Yu et al., 2022).
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Portanto, espera-se que a superexpressao de genes envolvidos no metabolismo
do MI possa conferir protecdo as condicbes de estresse osmoético, como déficit
hidrico e salinidade, causando desvios metabdlicos e fornecendo mecanismos mais
robustos para aumentar a resiliéncia das plantas frente as condicbes ambientais

extremas.

1.3 A L-galactose 1-fosfato fosfatase (VTC4)

A proteina VTC4 é uma enzima bifuncional que afeta as vias de sintese de
mio-inositol e do ascorbato (Torabinejad et al., 2009). Esta enzima catalisa a sintese
de novo de mio-inositol hidrolisando L-mio-inositol-1-fosfato e também atua na
sintese de ascorbato, hidrolisando a L-Galactose-1-fosfato. A sequéncia génica
utilizada neste estudo é proveniente de Coccomyxa subellipsoidea e codifica a
enzima CsVTC4, cuja atuagcado na via metabdlica do mio-inositol e do ascorbato esta

ilustrada na Figura 2.

Figura 2 — Vias envolvidas na biossintese e regeneragéo do ascorbato em plantas.
Etapas catalisadas pela VTC4 destacadas em vermelho.
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O acido ascorbico é um composto que age como antioxidante e também como
doador de elétrons para diferentes reagdes enzimaticas e ndo enzimaticas. Além
disso, atua como um cofator para diversos sistemas enzimaticos (Carr e Maggini,
2017). Nas plantas, o acido L-ascorbico é um potencial antioxidante nao enzimatico
que atua na protecao ao estresse abidtico (Mittler, 2002).

Linhagens de Arabdopsis mutantes apresentando perda de fun¢do da enzima
VTC4 mostraram que o knockout da enzima leva a menor acumulo de mio-inositol e
de ascorbato nas plantas, as quais apresentaram perturbagao nas respostas contra
o frio e estresse salino. Os mutantes VTC4 tiveram germinagdo e crescimento
radicular mais lentos no frio e menor germinagdo no meio salino, indicando um

aumento geral na sensibilidade a estresses abidticos (Torabinejad et al., 2009).

1.4 Setaria viridis

Estudos utilizando eventos transgénicos de Setaria viridis proporcionaram
resultados que reforcam a utilizagdo dessa espécie como prova-de-conceito para
avaliacdo de estudos funcionais relacionados as caracteristicas de interesse
agrondmico de gramineas com metabolismo C4, que podem ser posteriormente
transferidas para espécies de interesse econbémico. Essa espécie apresenta
caracteristicas que viabilizam estudos funcionais, como protocolos de transformacgao
genética eficientes e bem estabelecidos, ciclo de vida curto, genoma pequeno e
sequenciado e geragao profilica de sementes (Martins et al., 2015).

O género Setaria conta com mais de 100 espécies, onde duas se destacam: a
Setaria italica e a Setaria viridis. As duas espécies sao filogeneticamente proximas,
sendo que a segunda espécie é considerada ancestral (Kellogg, 2017). Atualmente
Setaria viridis ganhou notoriedade sendo usada como planta modelo para pesquisas
basicas e aplicadas em Poaceae, pois pertence ao mesmo grupo filogenético de
culturas como o milho, sorgo e a cana-de-agucar, que possuem grande importancia
econdmica, alimentar e energética (Bennetzen et al., 2012; Brutnell et al., 2010;
Doust et al., 2009).

S. viridis possui metabolismo fotossintético C4, sendo assim possui vantagens
adaptativas aos estresses abidticos como: seca, calor e frio, resultando em possiveis
rendimentos elevados em comparagao com as plantas de metabolismo C3, devido a

diferencas anatdmicas e bioquimicas, em que o diéxido de carbono concentra-se em
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torno da ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase oxigenase (RubisCO) (Coelho et al.,
2017).

Com o sucesso e as limitagdes gerados apds anos de utilizacdo de Arabidopsis
thaliana como planta modelo, uma nova demanda levou ao estudo aprofundado de
Setaria viridis como um sistema modelo alternativo para culturas de metabolismo C4
(Bennetzen et al., 2012; Brutnell et al., 2010; Doust et al., 2009).

2. OBJETIVOS

O presente TCC tem como principal objetivo avaliar eventos de Setaria viridis
superexpressando o gene envolvido na sintese de polidis (CsVTC4) quanto a
tolerancia a estresses abioticos e seus objetivos especificos sao:

- Identificar a sequéncia do gene alvo em Coccomyxa subellipsoidea e inseri-la
em um vetor de expressao;

- Obter eventos transgénicos homozigotos de Setaria viridis superexpressando
0 gene CsVTC4, responsavel pela sintese de mio-inositol;

- Avaliar a tolerancia das plantas transgénicas submetidas a estresses
abioticos em comparacédo as plantas selvagens;

- Identificar alteragdes metabdlicas e biométricas nas plantas transformadas em

relacédo as plantas selvagens.
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3. METODOLOGIA

3.1 Analises in silico e construgao do vetor

Foram identificados os genes superexpressos em um experimento de RNAseq
realizado em Coccomyxa simplex, submetido a dessecagdo completa, em
colaboragdo com a Universidade de Alcala de Henares, Espanha. Com base neste
estudo, foram selecionados e investigados os genes putativos envolvidos na sintese
de polidis durante a perda severa de agua (Hell et al., 2021).

As sequéncias foram comparadas usando o BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool), com a sequéncia de referéncia de Coccomyxa subellipsoidea C-169
v2.0 no banco de dados Phytozome v12.1.6 (http://www.phytozome.net/) (Goodstein
etal., 2012).

O codigo PFAMO00459 foi identificado para a familia de enzimas mio-inositol
monofosfatase (IMP) e usado para buscar sequéncias ortélogas das seguintes
espécies a fim de construir uma arvore filogenética: (i) Volvox carteri v2.1 — Vocar;
(i) Chlamydomonas reinhardtii v5.5 — Cre; (iii) Coccomyxa subelipsoidea C169 v2.0;
(iv) Physcomitrella patens v3.3 — Pp; (v) Arabidopsis thaliana TAIR10 — ATG; (vi)
Brachypodium distachyon v3.1 — Bradi; (vii) Sorghum bicolor v3.1.1 —Sobic; (viii)
Setaria viridis v2.1 — Sevir; (ix) Setaria italica v2.2 — Seita; (x) Zea mays Ensembl-18
— GRMZM,; (xi) Oryza sativa v7_JGI — LOC_Os.

As sequéncias foram alinhadas usando o software MUSCLE (Edgar, 2004) e a
arvore foi construida no software PhyML (Guindon et al., 2003; Anisimova et al.,
2006) com base em sequéncias de aminoacidos usando o software Phylogeny
(http://www.phylogeny.fr/simple_phylogeny.cgi) (Dereeper et al., 2008) através do
método de maxima verossimilhanga e foi visualizada através do TreeDyn (Chevenet
et al., 2006).

A sequéncia utilizada teve seus codons verificados e ajustados para
monocotiledéneas. A clonagem foi realizada pela DNA Cloning Service (Hamburgo,
Alemanha). O gene foi clonado sob o controle do promotor constitutivo de ubiquitina

de milho (ZmUB11) contendo um gene de resisténcia a higromicina (hptll) (Figura 3).
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Figura 3 - Mapa do vetor binario utilizado para transformacéao de plantas de Setaria viridis
mediada por Agrobacterium.
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(LB) Borda Esquerda, (RB) Borda Direita, (pAct) Promotor constitutivo de actina, (hptll) Gene
de resisténcia a higromicina, (ZmUBI) Promotor constitutivo de ubiquitina de milho, (VTC4) Gene da
L-galactose-1-fosfato fosfatase de Coccomyxa subelipsoidea e (T-NOS) Terminador da nopalina
sintetase.

Fonte: Elaboragao propria

O vetor foi inserido em Escherichia coli cepa MACH1T1 por choque térmico. O
DNA plasmidial foi extraido e a presenga do vetor foi confirmada por PCR utilizando
o] primer para higromicina (F:CTCGTGCTTTCAGCTTCGATGT e
R:CGAAATTGCCGTCAACCAAGCT). O mesmo processo foi realizado com
Agrobacterium tumefaciens estirpe EHA105a utilizada para a transformacéao

genética de S. viridis.

3.2 Transformacgao Genética

Sementes maduras de Setaria viridis selvagem linhagem A10.1 foram usadas
para inducdo de calos embriogénicos. As sementes tiveram as lemas e paleas
removidas com auxilio de uma lixa e posteriormente foram desinfestadas com
solugao de hipoclorito de sédio a 10% e Tween 20 a 0,1% por 5 min, seguido de 5
lavagens em agua destilada estéril.

Depois as sementes foram colocadas em um papel de filtro estéril para secar
e em seguida foram transferidas para o meio de indugdo de calo (CIM) [ 4,3 g/L de
sais de MS, 1 mg/L d-biotina, 0,5 mg/L de piridoxina HCI, 0,5 mg/L de acido
nicotinico, 0,1 mg/L tiamina-HCI, 100 mg/L de mio-inositol, 0,6 mg/L CuSO,, 30 g/L
sacarose, 2 mg/L de acido 2,4-diclorofenoxiacético, 0,5 mg/L de kinetina e 4 g/L
Phytagel™]. O pH do meio foi ajustado para 5,8.

Apods 3 a 5 semanas de incubagao no escuro a 25 °C, os calos embriogénicos
foram isolados e subcultivados em meio CIM. Apds aproximadamente uma semana,
os explantes foram utilizados para a transformacgéo.

A cultura primaria de A. tumefaciens (EHA 105a) previamente transformada
com o plasmideo de interesse foi preparada inoculando uma colénia em 5 mL de LB

contendo 100 mg/L de espectinomicina e 50 mg/L de rifampicina.
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A cultura bacteriana foi incubada por 16 h em um agitador orbital a 180 rpm a
28 °C. A cultura secundaria foi iniciada pela transferéncia de 2 mL de cultura
primaria em 20 mL de meio LB suplementado com 200 uM de acetoseringona, 100
mg/L de espectinomicina e 50 mg/L de rifampicina e foi cultivada até até atingir
ODgy = 0,6. A suspenséo bacteriana foi centrifugada e o pellet foi ressuspenso em
meio CIM liquido.

Os calos embriogénicos foram incubados por 5 min em suspensao de A.
tumefaciens contendo 200 mM de acetoseringona e 10 uL de Solugdo Synperonic
10% PE/F68 (Sigma—Aldrich) a cada 1 mL de suspensao.

Os calos foram co-cultivados em meio CIM suplementado com 200 uM de
acetoseringona por 3 dias no escuro a 22 °C. Seguindo co-cultivo, os calos foram
transferidos para meio CIM suplementado com 150 mg/L Timentin por uma semana
no escuro em 25 °C e transferidos para meio seletivo CIM contendo 30 mg/L de
higromicina B e 150 mg/L de Timentin seguindo as mesmas condi¢des de cultivo.

Uma semana depois, os explantes foram transferidos para um meio de
regeneragao (MRS) [4,3 g/L sais MS, 1 mg/L d- biotina, 0,5 mg/L de piridoxina HCI,
0,5 mg/L de acido nicotinico, 100 mg/L mio-inositol, 0,1 mg/L de tiamina HCI, 20 g/L
de sacarose, 2 mg/L de cinetina, 150 mg/L Timentin, 30 mg/L de higromicina B, 4 g/L
Phytagel™] com pH ajustado para 5,8.

Os calos em meio de MRS foram transferidos para luz branca fria (75 mmol
m™2s™") seguindo as condi¢des de fotoperiodo e temperatura descritos acima. As
plantulas regeneradas foram transferidas para Magenta™ contendo meio basal MS
150 mg/L Timentin, 30 mg/L de higromicina B, por aproximadamente 15 dias para
promover o enraizamento. Apds o enraizamento as plantulas foram aclimatadas
utilizando Substrato+vermiculita (3:1), e as plantas foram cultivadas sob 16/8 horas
(luz/escuro) com intensidade de luz de 500 ymol m™=s™, temperatura de 26 °C e
umidade relativa de 65%, até senescéncia da planta (Martins et al., 2015). As

principais etapas do protocolo de transformacéao estao ilustradas na Figura 4.
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Figura 4 - Etapas do protocolo de transformagéo genética de S. viridis.

(A) obtencao de calos embriogénicos a partir de sementes viaveis (B) Regeneragao de explantes
apos transformacao (C) selegéo e enraizamento dos potenciais eventos independentes de
transformagéao (D) plantas adultas transformadas geneticamente.

Fonte: Elaboragao propria.

Ao final do ciclo, as sementes foram coletadas e utilizadas para obtencao de

linhagens homozigotas.

3.3 Analises Moleculares

As plantas regeneradas que se mostraram resistentes a higromicina foram
utilizadas para extracdo de DNA, utilizando o método CTAB modificado (Doyle e
Doyle, 1987). A insercao do gene foi confirmada por meio de PCR.

A analise de PCR para a detec¢do do transgene nas plantas foi realizada
usando o par de primers especifico da higromicina que deve gerar um fragmento de
244 pares de bases nas plantas transformantes (F:CTCGTGCTTTCAGCTTCGATGT
e R:CGAAATTGCCGTCAACCAAGCT). A amplificagao foi separada por eletroforese
em gel de agarose a 1% (p/v).

Para a analise de expressao relativa o RNA total de folhas foi isolado
utilizando Trizol® (Thermo Fischer Sci.)). O RNA total foi tratado com RQ1
RNase-free DNase (Promega), para eliminagédo de residuos de DNA e posterior
sintese reversa da primeira fita do DNA complementar (cDNA) com o kit RevertAid
First Strand cDNA Synthesis (Thermo Fisher Sci.). Todos os processos acima
listados foram realizados de acordo com as instrugdes do fabricante.

As andlises de RT-gPCR foram realizadas utilizando Platinum® SYBR®
Green, e as aliquotas de cDNA obtidas foram utilizadas como template da reagao.
O protocolo utilizado foi o recomendado por Step One Plus Real Time PCR System
(Applied Biosystems).

Os niveis de expressao relativa foram calculados utilizando g-Gene (Muller,
2002). Os pares de primers SvCUL (Culina, Sevir.3G038900, F:
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TCTCATCACGAGGGACTACTT e R: CTTGCCAACAACCACCAATC) e SvSUI (
translation factor SUI1, Sevir.2G348300, F: CCAGAGCTTGGACAGGTCATTC e R:
ACAATGCCAGCCTGGACAA) foram usados como genes de referéncia (Martins et
al., 2016) e as médias geométricas das quantidades relativas (RQs) foram
calculadas utilizando o software BestKeeper (Pfaffl et al., 2004). A eficiéncia
individual de amplificagdo foi estabelecida por meio do LinRegPCR v.2013.0 na

janela de linearidade (Ramakers et al., 2003).

3.4 Aplicagao de estresse

O meio utilizado para aplicacdo do estresse salino foi o meio de
desenvolvimento para Setaria viridis que consiste em 2,15 g/L de sais de MS, 0,5
mg/L de piridoxina HCI, 0,5 mg/L de acido nicotinico, 0,1 mg/L tiamina-HCI, 100
mg/L de mio-inositol e 4 g/L Phytagel™. O pH do meio foi ajustado para 5,8 antes de
autoclavar e foi feita a suplementagao com diferentes concentragdes de NaCl (30, 90
e 150 mmol) apds a esterilizagdo. O meio utilizado para as plantas transformadas foi
acrescido do agente de selegcdo (higromicina 60 mg/L). Em cada placa foram
adicionados 30 ml do meio de desenvolvimento para Setaria viridis.

As sementes dos eventos em homozigose foram desinfestadas como descrito
na secao de transformacdo antes de serem transferidas para as placas. Foram
transferidas 50 sementes para cada placa.

Usou-se uma placa de cada tratamento (0, 30, 90 e 150 mmol NaCl) para

cada evento. Apos 8 a 10 dias, ocorreu a germinagao das plantulas.

3.5 Analises Biométricas
3.5.1 Taxa de Germinagao

Apos o periodo de germinagdo das plantulas, as placas foram observadas e
ocorreu a contagem das sementes germinadas em cada placa. Para o calculo da
taxa de germinagdo em cada nivel de estresse e para cada evento, foi utilizado a

formula abaixo.

% sementes germinadas na condicdo de estresse
% sementes germinadas sem estresse

Taxa germ =
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3.5.2 Crescimento Radicular

Plantulas ao final do periodo de submissao ao estresse salino foram utilizadas
e a raiz principal foi medida, esse procedimento foi realizado com o auxilio de um

paquimetro ou régua e os valores obtidos foram tabulados.

3.5.3 Biomassa das plantulas

Apés 10 dias as plantulas foram retiradas do meio de cultura, secas em papel

toalha e pesadas em balanca analitica.

3.6 Metabolomica

Os tecidos frescos das plantulas foram coletados e preparados para analise
por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC/MS).

Aproximadamente 60 mg de material foram submetidos a extragdo em 500 pl
de metanol:cloroférmio:agua (MCA) na proporgédo de 12:5:1 e agitado em vértex. A
mistura foi aquecida (65 °C, 30 min, sob agitacdo) e centrifugada (13000 rpm, 5
min). A fase polar foi transferida e a ela foram adicionados 350 pl de agua, apds a
agitacao foi novamente centrifugada a 13000 rpm por 5 min. 300 ul da fase polar
foram coletados, secos a vacuo, e posteriormente foi realizado o processo de
sililagéao.

Ao material seco foram adicionados 150 ul de piridina e 50 ul de BSTFA, a
mistura foi submetida a agitacdo e aquecida a 75 °C durante 1 hora. Amostras de 1
gl foram injetadas em um sistema GC/MS composto por um cromatégrafo a gas
acoplado a um espectrémetro de massas modelo GCMS QP-2010 SE Shimadzu.

A GC foi executada em uma coluna de 30 m HP5 com espessura de 0,25 mm.
A temperatura de injecéo foi de 230°C, a interface a 250°C, e a fonte de ions foi
ajustada para 150°C. Hélio foi usado como gas de arraste a uma taxa de 1 ml min-1.
A analise foi executada utilizando-se o seguinte programa: 5 min de aquecimento
isotérmico a 70°C, seguido de aumento da temperatura a 5 °C min™ até 310°C, e um
minuto final de aquecimento a 310°C.

O sistema foi entdo equilibrado por 6 min a 70°C antes da injegao da proxima
amostra. O espectro de massas foi gravado a 2 scan s™ na faixa entre 50 e 650 m/z.

Ambos cromatogramas e espectros de massas foram avaliados e integrados usando
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o programa GCMSolution verséo 2.72 (Shimadzu Corporation) e comparados a NIST
08 Mass Spectral Library.

O perfil metabdlico foi realizado para comparar o acumulo de metabdlitos
polares e ndo polares entre plantas de tipo selvagem e transgénicas expostas a
condi¢gdes de estresse ou controle. A analise foi feita com tecido de plantulas com 10
dias de idade germinadas em meio MS suplementado com 30, 90 ou 150 mM de

NaCl e controle (sem sal).

3.7 Analise Estatistica

Os dados referentes aos parametros de crescimento e bioquimicos foram
submetidos a teste de médias (teste t student) em nivel de 5% de probabilidade (p <
0,05), usando Software RStudio 1.4.1717, Boston, MA, www.rstudio.com.
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4. RESULTADOS
4.1 Analises in silico

Analises in silico foram realizadas para que os principais genes da via de
sintese de mio-inositol fossem identificados e o gene de interesse fosse selecionado.
Para isso, a sequéncia de aminoacidos dos potenciais alvos foram analisadas em
uma arvore filogenética juntamente com as sequéncias génicas de outras espécies.

Para a busca, o PFAM correspondente a este dominio foi identificado.
Utilizando a base de dados publica Phytozome, as sequéncias foram obtidas por
meio de busca de palavra chave utilizando o PFAMO00459 (Inositol
monophosphatase family) para diferentes espécies: (i) Volvox carteri v2.1 — Vocar;
(i) Chlamydomonas reinhardtii v5.5 — Cre; (iii) Coccomyxa subellipsoidea C169 v2.0;
(iv) Physcomitrella patens v3.3 — Pp; (v) Arabidopsis thaliana TAIR10 — ATG; (vi)
Brachypodium distachyon v3.1 — Bradi; (vii) Sorghum bicolor v3.1.1 — Sobic; (viii)
Setaria viridis v2.1 — Sevir; (ix) Setaria italica v2.2 — Seita; (xX) Zea mays Ensembl-18
— GRMZM,; (xi) Oryza sativa vi_JGl — LOC_Os.

Para esclarecer como se estabeleceria a relacéo filogenética entre todas
estas classes pertencentes ao PFAMO00459 foi feita uma arvore filogenética global,
com as classes segundo a anotacdo do Phytozome: | - Inositol-1,4-bisphosphate
1-phosphatase, Il - Histidinol-phosphatase, [l - myo-inositol-1(or
4)-monophosphatase, IV- L-galactose 1-phosphate phosphatase (VTC4) e V -
3'(2"),5'-bisphosphate nucleotidase.

Apds buscas na literatura sobre as classes de enzimas pertencentes ao
PFAMO00459 as enzimas pertencentes a classe L-galactose 1-phosphate
phosphatase (VTC4) destacadas no colchete cinza na Figura 5 foram escolhidas.

E possivel identificar que as sequéncias provenientes de plantas apresentam
relagdes filogenéticas mais estreitas, o que ocorre de maneira similar em algas.

A sequéncia dos genes da familia IV sdo completas, caracteristica necessaria
para realizar os estudos funcionais.

O gene CsVTC4 de Coccomyxa subellipsoidea C-169 que possui 54,17% de
similaridade com o mesmo gene de Setaria viridis foi selecionado para

prosseguimento do estudo.



Figura 5 - Arvore filogenética do PFAM00459 (Inositol monophosphatase family).
Grupo | 3'(2"),5'-bisphosphate nucleotidase, grupo Il PAP specific phosphatase, grupo Ili
Histidinol-phosphatase, grupo IV Inositol Phosphate phosphatase, grupo V myo-inositol-1(or
4)-monophosphatase
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Em Arabidopsis o gene anotado como VTC4 (At3g02870) pertence a um
grupo de polipeptideos com um dominio conservado definido pelo HomoloGene do
NCBI (cd01639). Este dominio conservado inclui primeiramente membros da familia
inositol monofosfatase (IMP) (Conklin et al., 2006). Arabidopsis possui ainda dois
outros genes At1g31190 e At4g39120 que foram classificados como IMP-like (IMPL)
por causa da homologia com proteinas IMPs de procariotos. Laing et al. (2004)
isolaram L-Gal 1-P phosphatase necessaria para a sintese de ascorbato em plantas
e observaram que em kiwi (Actinidia deliciosa) e em Arabidopsis a VTC4 promove a
hidrolise de L-Gal 1-P.

Este fato levou a proposta de que VTC4 funcione principalmente para
hidrolizar L-Gal-1-P durante a sintese de ascorbato e outras enzimas né&o
identificadas que podem ser responsaveis pela sintese de novo de M|l em plantas.
Esta ideia foi evidenciada pelo fato de que mutantes com perda de fungdo para o
gene VTC4 contém baixos niveis de ascorbato (Conklin et al., 2006).

Uma vez determinada a sequéncia alvo, um vetor binario de transformacao foi
obtido por meio da empresa DNA Cloning Service. O vetor é composto pelas
sequéncias: (i) pVS1 como origem de replicagao (ii) Sm/Sp que confere resisténcia a
espectinomicina, dentro da regido do T-DNA é limitado pelas bordas direita e
esquerda (LB e RB respectivamente), possuindo ainda gene hptll que confere
resisténcia a higromicina sob o controle do promotor da actina de arroz (Os_Act), o
gene alvo encontra-se sob o controle do promotor de ubiquitina-1 de milho (UbiZm) e
uma regido terminadora T-NOS. O vetor do gene L-galactose 1-phosphate
phosphatase (CsVTC4) possui ~14kb.

4.2 Transformacgao Genética

A partir do protocolo de transformagao descrito no item 3.2 foram obtidos 11
eventos transgénicos oriundos de calos embriogénicos independentes. Apds a
extragdo do DNA, foi realizada a confirmagdo da integracdo do transgene no
genoma das plantas regeneradas em meio seletivo, com a técnica de PCR.

Foi testada a integracdo do gene alvo da L-galactose 1-phosphate
phosphatase (CsVTC4), possibilitando a confirmagdo da sua insergdo por meio da

presencga do amplicon esperado de 244 pb (Figura 6).
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Figura 6 - Eletroforese em gel de agarose 1%, corado com brometo de etideo do produto de PCR
para confirmagéao da insercao do T-DNA em plantas transformadas.

!

1- NT, 2- plasmideo, 3-13 eventos TO de transformagao o gene L-galactose 1-phosphate phosphatase
(CsVTC4) em Setaria viridis
Fonte: Elaboracao prépria

4.3 Analises Moleculares

Apos a confirmagdo dos eventos transformados, procedeu-se com a
segregacao dos eventos, os que apresentaram padrdo de segregacado 3:1 foram
selecionados e cultivados até a geracdo T2 onde avaliou-se a presenca de 5
eventos em homozigose.

Com estes 5 eventos, procedeu-se com a analise da expressao génica da
CsVTCA4. Os niveis de expressao do gene CsVTC4 variaram de 3 — 30 vezes mais
expresso em relagdo aos genes de referéncia.

O evento 3 apresentou o maior nivel de superexpressio, o evento 4 e 5 uma
superexpressao intermediaria e os eventos 1 e 2 uma superexpressao menor, Como
indicado na Figura 7. O gradiente de expressao génica encontrado nas plantas pode

ser justificado pelo sitio de inser¢cao do T-DNA.

Figura 7 - Expresséo relativa usando RT-qgPCR para eventos transgénicos superexpressando o gene
CsVTC4 em Setaria viridis
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Fonte: Elaboragéao prépria
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4.4 Aplicagao de estresse

Os eventos previamente selecionados por meio das analises moleculares
foram submetidos a estresse salino. Os experimentos foram conduzidos em placas
de petri contendo meio de cultura suplementado com diferentes concentragbes de
NaCl (0, 30, 90 e 150 mM) a fim de analisar as respostas biométricas/fisiologicas das
plantulas e o impacto do estresse para cada concentracdo. Para isso, foram
analisados diferentes parametros: taxa de germinagdo, crescimento radicular,
biomassa e perfil metabdlico. No geral, os eventos transformados demonstraram
maior resisténcia as condi¢cdes de estresse comparado as plantas selvagens, como
descrito no item 4.5.

4.5 Analises biométricas
4.5.1 Taxa de Germinagao

Apods 10 dias em meio de cultura suplementado com NaCl foi observado a taxa
de germinacgao dos eventos transgénicos e selvagem e o calculo realizado como
descrito no item 3.5.1.

Foi possivel observar um melhor desempenho das plantas transformadas em
relacdo a selvagem. As plantas transformadas apresentaram taxa de germinacéo
que foi entre 9 a 55% maior que a taxa de germinacao das plantas selvagens nas
diferentes concentracbes de NaCl (Figuras 8 e 9). As taxas superiores de
germinagdao dos eventos transgénicos é um indicio de que essas plantas

apresentam uma maior tolerdncia ao sal independentemente da concentracao

utilizada.

Figura 8 — Taxa de germinagdo das plantulas WT e eventos transgénicos em diferentes
concentragdes de NaCl. * p valor menor que 0,05.

30mM 90mM 150mM

4
®
1

*

BE000N
Germination rate (%)
Germination rate (%)

Fonte: Elaboragao propria



Figura 9 - Germinagéao de Setaria viridis em meio de cultura suplementado com NaCl

0 mM NaCl 30 mM Nacl 90 mM NaCl 150 mM NaCl

Fonte: Elaboragao propria
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4.5.2 Crescimento Radicular

Os eventos foram germinados em placas de petri contendo diferentes
concentragdes de cloreto de sadio (0, 30, 90 e 150 mM). As plantas transformadas
tiveram maior crescimento radicular (Figura 10 e 11), com diferenga estatisticamente
significativa nas condi¢des de estresse de 90 mM de NaCl para os eventos 1, 2, 3 e

4 e para todos os eventos em 150 mM de NacCl.

Figura 10 - Raizes das plantulas de S. viridis selvagem e eventos superexpressando o gene da
proteina CsVTC4 germinados em meio suplementado com 0, 30, 90 e 150 mmol/L de NaCl.
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Fonte: Elaboragéo prépria
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Figura 11 - Comprimento da raiz das plantulas WT e eventos CsVTC4 em diferentes concentragdes
de NaCl. * pvalor menor que 0,05.
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Fonte: Elaboragao propria

4.5.3 Biomassa das plantulas

Todos os eventos transgénicos tiveram biomassa significativamente maior
quando comparados as plantulas selvagens quando germinados em meio
suplementado com 90 e 150 mM de NaCl. Os Eventos 1 e 3 apresentaram biomassa
significativamente maior quando germinados no meio suplementado com 30 mM de
NaCl.



Figura 12 - Peso das plantulas WT e CsVTC4 em diferentes concentracdes de NaCl.
* pvalor menor que 0,05.
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Fonte: Elaboracao prépria

4.6 Metabolomica

O perfil metabdlico das plantas submetidas ao estresse salino de 90 e
150mM se distingue de maneira acentuada da condi¢do de controle do que o
perfil das plantas submetidas ao estresse menos severo, de 30mM. Apenas nas
condigdes mais extremas o metabolismo da planta foi afetado, possivelmente
porque a S. viridis € conhecida por ser uma espécie tolerante ao estresse
osmotico (Kim et al., 2004).

Por meio da analise de componentes principais (PCA) nota-se que entre 0
e 30 mM nao ha mudancgas metabdlicas significativas, enquanto a comparagao
entre os tratamentos 0, 90, 150 mM ocorre uma modulagdo maior do perfil
metabdlico. No tratamento 150 mM NaCl é possivel realizar uma separagao
entre o perfil metabdlico das plantulas wild-type, eventos 1 e 2 (elipse tracejada)
e os eventos 3, 4 e 5 (elipse continua) demonstrando que os ultimos trés

eventos apresentam perfis metabdlicos mais distintos de wild-type (Figura 13).
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Figura 13 - Analise de componentes principais do perfil metabodlico das plantulas
transformadas e selvagens em diferentes concentragdes de NaCl.
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Fonte: Elaboragao propria

A analise por GC/MS permitiu a identificacdo de aproximadamente 90
metabdlitos para as condicdes de estresse. Alguns metabdlitos sao
significativamente acumulados em comparagéo as plantas selvagens em certas
linhagens transgénicas mas ndao em todas, os resultados sdo apresentados
usando a razao entre a concentragao de metabdlitos na linhagem transgénica e
selvagem.

Para plantas transgénicas sob condi¢des de controle observa-se um
maior acumulo de acido citrico, 1-propanamina[(trimetilsilil)oxi]propil], sorbitol e
alanina e menor acumulo de glutamina, ornitina, acido pantoténico e RFOs em
comparagao com plantas selvagens. Em maiores concentragdes de sal, o perfil
metaboalico foi diferente.

Em 90mM de NaCl foi observado maior numero de metabdlitos
diferencialmente acumulados. Os aminoacidos foram a classe de metabdlitos

mais representativa acumulada nessa concentragdo, mas outras classes
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também estdo presentes, como agucares, agucares alcoois e acidos organicos
(Figura 14).

Figura 14 - Perfil metabdlico de plantulas de cinco linhagens transgénicas de Setaria viridis
comparado a linhagem selvagem com 10 dias de idade germinadas em meio suplementado com
90 mM de NaCl. Os valores representam a razéo de cada evento dividido pelo valor da linhagem

selvagem na respectiva condi¢do de estresse. (*) p<0,05 no teste ¢
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Quando submetidas a 150mM de NaCl, o acumulo de metabdlitos nas
plantulas foi mais homogéneo entre as linhagens transgénicas, havendo
acumulo de  1-Propanamina](trimetilsilil)oxilpropil], metil fosfato e glicerol

1-fosfato e diminuigao nos niveis de glicina (Figura 15).

Figura 15 - Perfil metabdlico de plantulas de cinco linhagens transgénicas de Setaria
viridis comparado a linhagem selvagem com 10 dias de idade germinadas em meio
suplementado com 150 mM de NaCl. Os valores representam a razdo de cada evento dividido

pelo valor da linhagem selvagem na respectiva condigdo de estresse. (*) p<0,05 no teste ¢
0
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5. CONSIDERAGOES FINAIS

Por meio das analises in silico o gene da CsVTC4 foi avaliado e sua
sequéncia foi identificada. Concluiu-se que a sequéncia proveniente da alga
Coccomyxa apresenta distancia filogenética em relagdo ao mesmo gene de
Setaria viridis, tendo identidade de 54,17%.

Onze eventos transgénicos superexpressando o gene de interesse foram
confirmados por PCR, dos quais cinco que apresentavam inser¢cao unica do
gene foram cultivados até atingir a homozigose. Estes eventos apresentaram

diferentes niveis de expressao relativa da CsVTC4.

As pléntulas transgénicas de Setaria viridis superexpressando o gene
CsVTC4 apresentaram uma melhora nos parametros de germinagéo,
crescimento radicular e acumulo de biomassa quando submetidas a condi¢des

de estresse salino.

O melhor desempenho dessas plantulas pode estar relacionado a
alteragcbes do metabolismo, considerando o acumulo de aminoacidos, acidos
organicos e acgucares alcoois visto nos eventos transformados. O acumulo
desses metabdlitos reforca a capacidade de osmoprotecao e leva a menor dano

celular.
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6. CONCLUSAO

Os resultados analisados até 0 momento sugerem que a superexpressao
do gene CsVTC4 gera plantulas que possuem como caracteristica maior

tolerancia ao estresse salino em Setaria viridis.

Sendo assim, a insergcdo de genes relacionados com a sintese de
mio-inositol pode ser uma alternativa promissora para a criagdo de linhagens
resistentes a estresses osmoticos em plantas com metabolismo C4, que séo de

interesse energeético.

A fim de corroborar com os dados obtidos, os mesmos eventos deste
estudo serdo analisados em plantas adultas. Ademais, visando elucidar os
possiveis mecanismos de ativagdo que promovam tal tolerancia, novos

experimentos serdo conduzidos.
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APENDICE A

>D949 p60oAct-UbiZm-CsVTC4

ATGGGCGCCACCGAGGGTCCCGGAGACAAGCCTATCGATAACGGCACTCGCGGGA
TGGAGGACTACCTCAGGGTCGCTCTGCTCGCCGCGAAGCAGGCCGGCATTGTGGA
TTTGGTCACCGAGACCGACAAGAAGTGCGAGGAGATCATCTTCTCCAGCATTCGT
GACGCTTTCCCAGATCACAAGTTCATCGGGGAGGAGGACTCTGCAGCCCAGGGCT
TCACAGCTGATCTGACCGACAACCCGACCTGGATGGTGGACCCCGTTGATGGAAC
TACCAACTTCGTCCATCGCTTCCCTTTCGTGTGCGTCTGCATCGGGCTCGCCATAGA
CAAGAAAGTGGCCGTCGGCGTAGTGTACAATCCCATCCTTGATGAGCTGTACACGG
CCATGAGGGGTAAGGGCGCGTTCCTCAACGGCCAGCCAATTAACGTCTCCGGATG
CACCGACCTCGGTAGCGCCCTGATCATCACCGAGATCGGGGTTACTCGTGATGACG
CCACCCTCGACGCTCTGTTCGGCCGGATTTCCGCAATCGTCAAGGGCGCCCGCAG
CGTGCGTTGCATGGGTTCCTGCGCTTTGGATATGTGCTCGGTCGCCTGCGGCAGGG
CCGAAGTGAGTTATGAAGTCGGATTCGGCGGTCCGTGGGACGTGGCGGCTGCCTC
CCTCATCGTCGAGGAGGCCGGTGGCCACGTTGCTGATCCCGCCGGAGGCCCTTTC
GACATTATGGGGCGCAGGGTGCTTGCAGCTAGCAACGCCGGTCTGGTCGAGCAGG
TGGCGGCTCTCATCGCTCCCCTGCCACTCGGCCCGAAGGAGCCTCAGCCCTCAGC
CGTCAGCTAA



