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RESUMO

A populagdo mundial vem crescendo e com isso, a necessidade da producgéao de
maiores quantidades de alimentos. Os danos causados por estresses bioticos e
abidticos nas plantagoes afetam gravemente a economia que gira em torno da
agricultura, limitando a produgao de alimentos, podendo levar milhdes de pessoas a
fome e a pobreza. O arroz € um dos grdos mais importantes, tanto economicamente,
sendo o principal alimento em muitos paises em desenvolvimento, quanto
cientificamente, por ser considerado a planta modelo para o estudo de
monocotiledénias. A caracterizagdo funcional de genes corresponde a uma etapa
importante para a descoberta de novos alvos potenciais para o melhoramento vegetal,
com objetivo de combater esses diferentes agentes estressores. Os genes da familia
VOZ (Vascular Plant One Zinc-Finger) se mostram promissores para a aplicagao em
estratégias de combates a estresses em plantas. Os genes VOZ foram identificados,
primeiramente em Arabidopsis thaliana como genes responsivos a diversos estresses
bidticos e abidticos. Apesar da importancia ja demonstrada dos genes VOZ em A.
thaliana, até o momento nenhum estudo relacionado a essa familia foi feito em arroz.
Nesse contexto, o presente trabalho teve por objetivo transformar plantas de arroz
(Oryza sativa) com o objetivo de superexpressar o gene OsVoz71. O plasmideo
pENTR/D-TOPO contendo a sequéncia codificadora do gene OsVoz1 foi
recombinado, via o sistema Gateway (Invitrogen), para o plasmideo binario
pH7FWG2. Em seguida, pH7FWG2-OsVoz1 foi introduzido em células de
Agrobacterium tumefaciens AGL1 para a transformacéo genética de O. sativa. Plantas
transgénicas foram regeneradas a partir de calos embriogénicos transformados e se
confirmou por PCR que elas s&o positivas para o transgene. Alguns fendtipos
possivelmente relacionados a superexpressdao de OsVoz1 ja foram observados. As
plantas transformadas apresentaram um tamanho menor, se comparado as selvagens
nao transformadas, e também apresentaram uma antecipacdo do tempo de
florescimento, havendo o surgimento de paniculas 10 dias antes nas plantas
transgénicas.



ABSTRACT

The world's population is growing. Along with this increases the need of producing
larger quantities of food. The damage caused by biotic and abiotic stresses on
plantations severely affects the economy that turn around agriculture, limiting food
production, which can lead millions of people to hunger and poverty. Rice is one of the
most important grains, both economically, being the main food in many developing
countries, and also scientifically, being considered a model plant for the study on
monocotyledons. The functional characterization of genes corresponds to an important
stage for the discovery of new potential targets for plant breeding, in order to combat
these different stressors. The members of the VOZ (Vascular Plant One Zinc-Finger)
gene family are promising for application in strategies to combat stresses in plants.
VOZ genes were first identified in Arabidopsis thaliana as responsive genes to various
biotic and abiotic stresses. Despite the already demonstrated importance of the VOZ
genes in A. thaliana, no studies related to this family have been made in rice. In this
context, the present work aimed to transform rice plants (Oryza sativa) to overexpress
the OsVoz1 gene. pENTR / D-TOPO plasmid containing the coding sequence of the
OsVoz1 gene was recombined, via Gateway system (Invitrogen), to the binary plasmid
pH7FWG2. Then, pH7FWG2-OsVoz1 was introduced into Agrobacterium tumefaciens
AGL1 cells for the genetic transformation of O. sativa. Transgenic plants were
regenerated from transformed embryogenic callus and it was confirmed by PCR as
positive for the transgene. Some phenotypes possibly related to the overexpression of
OsVoz1 have already been observed. The transformed plants presented a smaller
size, when compared to the non-transformed plants, and also presented an
anticipation of the time of flowering, with the appearance of panicles 10 days before
compared to non-transformed plants.
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1. Introducgao
1.1.  Arroz como planta modelo

A agricultura vem crescendo a cada ano, tanto em nivel nacional quanto
mundial. Apesar desse aumento, estima-se que a produgdo de alimento,
principalmente de gréos e cereais, precisara ser dobrada nos préoximos 30 anos. O
arroz é um dos graos mais importantes em termos de valor econédmico. Anualmente,
€ produzido um total de cerca de 590 milhdes de toneladas de arroz. Esse cereal €
considerado também o principal alimento em muitos paises em desenvolvimento,
principalmente na Asia e na Oceania. O Brasil se encontra entre os 10 maiores
produtores de arroz mundial, com cerca de 11 milhdes de toneladas de producéo
anual, com destaque, principalmente, para a regiao sul, que € responsavel por cerca
de 60% da produgéo desse cereal no pais (1,2). Entretanto, nos ultimos seis anos, a
producdo mundial aumentou cerca de 1,09% ao ano, enquanto a populagao cresceu
1,32% e o consumo 1,27%, justificando uma grande preocupagdo com a demanda

desse produto no futuro (1).

Além de sua importancia econémica, o arroz também tem grande destaque do
campo da ciéncia, sendo considerado a planta modelo para estudos de
monocotiledbneas, por possuir o menor genoma entre elas, de aproximadamente 430
MB e ja sequenciado (3,4). Os dados disponibilizados com o sequenciamento do
genoma do arroz possibilitaram avangos nos estudos gendmicos e moleculares,
visando o melhoramento vegetal de cereais. Além de ja ter o seu genoma
completamente sequenciado e anotado, o arroz também se destaca como modelo por
possuir um protocolo de transformacédo genética eficiente, o que permite a
manipulagdo de genes visando o estudo funcional dos mesmos (5,6).

1.2.  Transformagéo genética de plantas

Desde que comecou a domesticar as plantas, ha milhares de anos atras, o
homem vem buscando sempre formas de poder melhora-las cada vez mais. Aumentar
seu rendimento, melhorar qualidade nutricional, resisténcia a pragas e estresses

abidticos, entre outros, sdo caracteristicas buscadas para otimizar cada vez mais a
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producao das plantas. O cruzamento de plantas da mesma espécie em busca de unir
as melhores caracteristicas de cada uma delas foi muito utilizado, e foi o responsavel
pela grande variedade de plantas que temos hoje. Porém, esse processo apresenta
muitas limitagdes, como por exemplo, depender de um grande numero de
cruzamentos para que todas as caracteristicas desejadas possam ser mantidas, bem
como a limitacdo devido a incompatibilidade genética entre as espécies que néo

podem cruzar entre si (7).

Com os avangos no conhecimento da engenharia genética e da biotecnologia,
novas ferramentas foram desenvolvidas para o melhoramento genético. Com a
técnica de DNA recombinante, foi possivel abrir ainda mais o leque de oportunidades
de novas caracteristicas a serem introduzidas numa espécie, nao se limitando a
apenas caracteristicas que possam ser adquiridas através de cruzamentos. Assim, €
possivel introduzir em uma planta genes de qualquer origem, seja animal, vegetal ou
até microorganismo. A geragao das primeiras plantas transgénicas ocorreu na década
de 1980 (8-10).

A caracterizagéo funcional de genes corresponde a uma etapa importante para
a elucidagao de seu papel na planta e também para o descobrimento de novos
potenciais alvos para o melhoramento vegetal. Dentre as diversas técnicas de biologia
molecular para a caracterizagdo funcional de genes, o silenciamento e a
superexpressao de genes estdo entre as mais utilizadas. O silenciamento consiste na
reducédo drastica da expressao de um gene na planta, podendo ser até inexistente (ai
chamado de nocaute ou knockout), e tem como intuito o estudo dos efeitos fenotipicos
da auséncia daquela proteina. A superexpressao consiste em aumentar a quantidade
de uma determinada proteina e averiguar os efeitos produzidos no organismo (10—
12).

1.3. Transformacéao por Agrobacterium tumefaciens

Existem hoje diversas estratégias para a transformacé&o de plantas. Dentre elas,
pode-se citar a biobalistica, a eletroporagdo, a utilizagdo de polietilenoglicol e a

utilizacdo de um vetor como Agrobacterium tumefaciens ou A. rhizogenes.
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O método utilizando A. tumefaciens foi desenvolvido a partir de estudos de uma
doenga em plantas conhecida como galha-da-coroa, que é o aparecimento de um
tumor no tecido vegetal, e vem sendo utilizado por décadas para gerar plantas
transgénicas (13). Isso pelo fato da metodologia mediada por A. tumefaciens possuir
alta eficiéncia e introduzir um baixo numero de copias do transgene. A aparicdo das
galhas é resultado de um processo natural de transferéncia dos genes entre a bactéria
e as células vegetais. Um fragmento de DNA plasmidial, chamado de T-DNA
(transferred DNA) é integrado ao genoma das células (14). O T-DNA corresponde a
um segmento do plasmideo Ti (fumor-inducing), e € delimitado por uma sequéncia de
25 pb conhecidas como borda esquerda (LB — Left Border) e borda direita (RB — Right
Border) (14).

O processo de transferéncia dos genes presentes no T-DNA é bem complexo,
envolvendo diverso numero de genes. Dentro do cromossomo bacteriano, existem os
genes chv, enquanto no plasmideo Ti existem os genes vir, que Sao necessarios para

o processo de transferéncia (15).

Ao longo do tempo, esse mecanismo foi bastante modificado e optimizado, a
fim de viabilizar a utilizagdo da A. tumefaciens como método de transformacao de
plantas. Primeiro descobriu-se que para esse ser um processo eficiente, os genes
endogenos do T-DNA, que sdo os causadores do tumor da galha, deveriam ser
inativados. Foi descoberto, também, que a unica regido que importa para a
transferéncia do T-DNA s&o as bordas esquerda e direita, podendo os genes
exdgenos, entdo, serem inseridos entre essas regides para a utilizagdo desse
mecanismo de transferéncia. Foi visto, também, que o plasmideo Ti € muito grande e
dificil de ser manipulado. Para isso, foram criados os vetores binarios, onde o T-DNA
se encontraria em um segundo plasmideo, deixando o plasmideo Ti apenas com os
genes vir, importantes para a transferéncia, tornando-os mais faceis de serem
manipulados (14,16). A interac&o entre a planta e a bactéria envolve uma série de
sinalizadores quimicos. Para isso, compostos como acetoseringona sao utilizados

para mimetizar essas sinaliza¢des, aumentando a eficiéncia do processo (17).
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14. Estresses bidticos e abidticos

Por se tratarem de organismos sésseis, as plantas sado bastante vulneraveis a
diversos tipos de estresse, que tém efeito adversos no crescimento vegetal e na
produtividade da plantacdo. Esses estresses podem ser divididos em dois tipos:
bidticos, como por exemplo, ataque de insetos e fungos; e abidticos, relacionados a
fatores ambientais como seca, falta de nutrientes e déficit hidrico, entre outros. Como
resposta a essas varias adversidades, ao longo da evolugdo, as plantas
desenvolveram muitas formas de defesas fisicas, como a presenca de cuticulas, e
quimicas, como hormdnios e proteinas, que podem resultar na tolerancia a esses
estresses. Essas respostas envolvem mecanismos que controlam as respostas das
plantas as mudancas do ambiente através da expressao de uma variedade de genes,
produzindo uma rede de sinalizacdo que permite a planta perceber e responder aos
estresses ambientais (11,18).

Os hormdnios vegetais, por exemplo, constituem uma classe muito importante
de substancias quimicas responsaveis pelo desenvolvimento da planta e também ao
combate aos diferentes tipos de estresses. Eles s&o responsaveis pela percepgao e
regulagdo de uma cascata de sinalizagado envolvendo genes de resposta a diferentes
adversidades. O acido abscisico (ABA) € um fitohormdnio importante para a tolerancia
da planta aos estresses abidbticos de seca e altas quantidades de sal, sendo produzido
sob condigbes de déficit hidrico (19,20). Os hormdnios acido Salicilico e acido
Jasmodnico estdo diretamente relacionados com a resposta da planta a ataques de
patogenos (21,22). Além dos hormdnios, outra classe que pode ser citada, por
exemplo, € a das peroxidades, que sdo enzimas responsaveis pelo controle da
quantidade de espécies reativas de oxigénio, que, em baixas quantidades, também
atuam como moléculas sinalizadoras de estresses bibticos e abidticos, mas em altas

concentragdes podem levar a morte celular (23,24).

Dentre as diversas classes de hormdnios, enzimas e proteinas responsaveis
pela resposta a estresses, uma das mais importantes sao os fatores de transcricéo.
Eles sdo os grandes responsaveis pela regulagao das diversas respostas ao estresse,
através do controle da expresséo dos diversos genes, tornando as respostas bastante
eficientes (18,25).
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1.5. Osgenes VOZ

A familia de proteinas VOZ (Vascular Plant One Zinc-Finger) compreende
fatores de transcricdo exclusivos de plantas. Foram identificados, primeiramente em
Arabidopsis thaliana, dois membros dessa familia génica, AtVOZ1 e AtVOZ2 (11).
Homologos desses genes ja foram encontrados em diversas plantas vasculares, e
estdo inseridas no grupo de fatores de transcricdo NAC. Foi demonstrado que AtVOZ1
é especificamente expresso no floema e AtVOZ2 na raiz (11). Estas proteinas
apresentam 53% de similaridade de sequéncia de aminoacidos e um motivo “dedo de
zinco” de ligagdo ao DNA (11). Foram identificadas duas regides conservadas,
denominadas dominio A e dominio B a partir do alinhamento da sequéncia da proteina
de A. thaliana e seus homologos em arroz e em Physcomitrella patens (11). AtVOZ2
liga-se como dimero através do dominio B, a uma sequéncia palindrbmica especifica,
GCGTNx7ACGC, tendo também a funcdo de ligacdo ao DNA. Devido a sua dupla
funcdo de dimerizagao e ligagdo ao DNA, o dominio B também é conhecido como
dominio VOZ (11).

Ja foi demonstrado em A. thaliana, que os genes VOZ respondem a diversos
estresses bioticos e abidticos. O knockout desses genes resultou em plantas com
aumento da tolerancia ao congelamento e a seca. Por outro lado, a resisténcia ao
fungo Colletotrichum higginsianum e a bactéria Pseudomonas syringae foi reduzida
drasticamente (25). Por outro lado, a superexpressdao do gene VOZ2 reduziu a
toleréncia a estresses abioticos e aumentau a resisténcia aos patogenos (26). Além
do seu papel na regulagéo da resposta da planta ao estresses, foi demonstrado que
os genes VOZ desempenham um papel fundamental na regulagdo do tempo de
florescimento em A. thaliana (27). VOZ1 e VOZ2 interagem com o fitocromo B,
proteina fotorreceptora de luz vermelha. Esse fotorreceptor tem a fungao de reprimir
genes de resposta ao florescimento. Os autores demonstraram que os genes VOZ,
quando no nucleo, atuam na ativagao da transcricdo de genes, como o Flowering
Locus T (FT), promovendo o florescimento. Esse efeito &, entdo, regulado pela
interagao phyB-VOZ, inibindo a transcrigdo desses genes (28).

Recentemente, nosso grupo de pesquisa demonstrou que as enzimas glutationa
peroxidades codificadas pelos genes OsGPX2 e OsGPX5, que tem papel importante

no controle da producéo de espécies reativas de oxigénio, interagem com a proteina
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OsVOZ1 (Machado et al, resultados n&do publicados). A importancia funcional dessa
interagdo depende da caracterizagdo detalhada das duas proteinas envolvidas.
Apesar da importancia ja demonstrada dos genes VOZ em A. thaliana, até o momento

nenhum estudo relacionado a essa familia foi feito em arroz.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

O presente trabalho tem como objetivo gerar plantas transgénicas de arroz (Oryza
sativa) superexpressando o gene OsVoz1 para posterior caracterizagdo funcional
desse gene.

2.2.  Objetivos Especificos

2.2.1. Amplificagdo do gene OsVoz1 de arroz;

2.2.2. Obtengao de vetor de expressdo em planta contendo o gene de interesse;

2.2.3. Transformacao de calos embriogénicos de arroz contendo a construgéo
obtida;

2.2.4. Regeneracgdo de plantas transformadas;

2.2.5. Realizacao de analises moleculares preliminares para confirmacgao da
transgenia.
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3. Materiais e Métodos

3.1.  Amplificagdo e Clonagem do Gene OsVoz1

3.1.1. Vetores Utilizados

Foram utilizados dois vetores: um vetor de entrada, pENTR/D-TOPO da
Invitrogen (Figura 1) e um vetor de expressao em plantas, pH7FWG2 (29) (Figura 2).

O pENTR/D-TOPO utiliza a propriedade da topoisomerase de ligar duas fitas
de DNA para inserir o gene de interesse no plasmideo. O plasmideo também possui
duas regides de recombinagado para a utilizagdo do sistema Gateway da Invitrogen.

Possui também um gene de resisténcia ao antibiético Canamicina.

O vetor de expressdo pH7FWG2 possui um gene de resisténcia ao antibiotico
spectinomicina para a selecédo da bactéria transformada. Para a selegcédo das plantas
transformadas, o vetor expressa o gene hpt que confere resisténcia a higromicina.
Esse plasmideo foi modificado pelo nosso grupo de pesquisa: O promotor original 35S
foi substituido pelo promotor da ubiquitina do milho, uma vez que este ultimo € mais
eficiente em plantas monocotiledéneas. O plasmideo também possui duas regides de
recombinacgdo para a utilizagao do sistema de recombinacdo Gateway.
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3.1.2. Amplificagdo do Gene

Oligonucleotideos (primers) especificos foram projetados para o gene OsVoz1
(LOC_0Os01g54930.1) visando a amplificacdo da regido codificante do gene através
da Reac&o em Cadeia da Polimerase (Polimerase Chain Reaction, PCR), a partir de
cDNA obtido através de RNA extraido de folha seguindo o método TRIzol®
(Invitrogen) e posterior agédo de transcriptase reversa. Essa sequéncia foi inserida no
vetor de entrada pENTR/D-TOPO, para posterior recombinagao no vetor de expressao
em plantas pH7FWG2.

3.1.3. Recombinacéo dos Vetores

Para a obtencdo do vetor de expressao, foi utilizado o sistema de recombinacao
Gateway, com protocolo da Invitrogen. Para isso, 150 ng do vetor de entrada
(PENTR/D-TOPO) foram adicionados, bem como 150 ng do vetor de expressao
pH7FWG2. O volume foi completado com agua para 10 pL. Foi adicionado, entéo, 2
pML da LR Clonase. A reagéo foi entdo incubada a 25°C por 1 h. Em seguida, foi
adicionado 1 pL de proteinase K para terminar a reacido. Bactérias competentes foram
transformadas com o produto da recombinacdo e crescidas em meio de selegao
contendo o antibidtico adequado, conforme descrito no item 2.1.1.

3.2. Transformacgao de bactérias

3.2.1. Transformacao de Escherichia coli

Foram utilizadas células de E. coli omnimax termocompetentes, para a
multiplicagdo dos plasmideos, utilizando protocolo de choque térmico da
ThermoFisher. Para a transformagéo, aproximadamente 2 yL de DNA (10 pg - 100 ng)
foram adicionados a 50 pL de células competentes. A mistura foi incubada por
aproximadamente 30 min no gelo e em seguida incubada a 42°C por 60 s. A
suspensao bacteriana foi, entdo, incubada em gelo por mais 2 min. A seguir, 1 mL de
meio LB liquido foi adicionado as células e foi incubado por 1h a 37°C, sob agitagcéo
constante de 180 rpm. Por ultimo, as bactérias foram inoculadas em meio LB sdlido
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contendo o antibidtico de selecdo adequado para cada plasmideo e mantidas a 37°C
por 24h.

3.2.2. Transformacao de Agrobacterium tumefaciens

Visando obter células de A. tumefaciens cepa AGL1 competentes para
eletroporagao, uma preé-cultura de 5 mL de meio LB liquido contendo 100 ug/mL de
rifampicina foi inoculada com uma colbénia isolada da bactéria. Depois de 24h de
incubacgéo a 28°C sob agitagdo constante de 180 rpm, 500 uL da pré-cultura foram
inoculados em 100 mL de LB liquido contendo rifampicina. O indculo foi mantido a
28°C sob agitagdo constante até atingir a D.O de 0,6 a 600 nm, quando foi
centrifugado a 4000 rpm por 15 min. O sobrenadante foi removido e o sedimento foi
lavado com agua estéril e centrifugado por mais 2 vezes. As células foram
ressuspendidas no final em uma solug&o contendo 10% de glicerol estéril, aliquotadas
em volume de 100 pyL e estocadas a -80°C. As aliquotas eram descongeladas
somente para transformacao (30).

Para a transformacao, aproximadamente 2 pyL do plasmideo obtido no item 1.3
foram adicionados a 100 pL de células AGL1 competentes. A mistura foi mantida no
gelo por 2 min. Apds esse periodo, a suspensao contendo DNA e célula foi transferida
para uma cubeta e submetida a um pulso elétrico de 2500 volts. A seguir, 1 mL de LB
liquido foi adicionado as células e a suspensao foi incubada por 2h a 28°C sob
agitacdo de 180 rpm. Por ultimo, as bactérias foram inoculadas em meio LB sdlido
contendo 100 pg/mL de spectinomicina (antibidtico de resisténcia do plasmideo
pH7FWG2) e mantidas a 28°C por 48h (30).

3.3. Transformacédo de Calos e Regeneragao de Plantas

3.3.1. Obtencéo de Calos de Arroz

A cultivar de arroz japébnica, variedade Nipponbare, foi utilizada na
transformacdo. Essa variedade foi escolhida por possuir um protocolo de

transformacao genética bem estabelecido.
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Foram utilizados calos embriogénicos de arroz como tecido alvo para a
transformacdo. Os calos foram induzidos a partir de sementes de arroz n&o
transformados. As sementes tiveram suas cascas retiradas e foram esterilizadas por
1 min em etanol 70%, 30 min em hipoclorito de sédio 2%, sob agitacao e posteriores
lavagens com agua destilada estéril. As sementes foram plaqueadas em meio de
inducao de calos N6D (Tabela 1) e mantidos a 25°C em fotoperiodo de 12h.

3.3.2. Transformacao de Calos Embriogénicos

A transformagao de calos embriogénicos de arroz mediada por Agrobacterium
tumefaciens foi realizada conforme protocolo adaptado de Upadhyaya e
colaboradores (6). Calos embriogénicos foram selecionados e repicados em meio de
cultura NB (Tabela 1) para proliferagao.

A. Tumefaciens contendo o vetor pH7FWG2-OsVoz1 foram cultivadas
previamente em um pré-inéculo de meio LB por 24h a 28°C sob agitagdo de 180 rpm
e depois em um inéculo de 100 mL onde foram adicionados 500 pL do pré-indculo e

mantido sob as mesmas condigdes (6).

As bactérias cultivadas foram centrifugadas a 4000 rpm por 15 min e foram
transferidas para 100 mL de meio NB liquido suplementado com 100 uM de
acetoseringona (NBA). Os calos foram adicionados a este meio e incubados durante
30 min a temperatura ambiente. Os calos foram transferidos para placas contendo
NBA sélido e mantidos por trés dias a 28°C no escuro. Apds esse periodo, os calos
passaram por cinco lavagens de 10 min com agua destilada estéril contendo timentina
(150 uM), sendo transferidos, posteriormente para meio de selegdo HTC (Meio NB
contendo higromicina 50 pg/mL, timentina 100 yg/mL e cefotaxima 200 ug/mL) e
mantidos no escuro por 30 dias a 28°C. Os calos ndo transformados nao cresceram
no meio de selecdo e foram eliminados. Calos transformados cresceram e foram

repicados para novo meio HTC para proliferagéo (6).
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3.3.3. Regeneracgéo de Plantas

Apos a fase de selegcdo, os calos foram transferidos para o meio de
regeneracao descrito por Ozawa e colaboradores (31). Os calos foram incubados a
28°C sob fotoperiodo de 12h por 30 dias. Em seguida, os calos que apresentaram
parte aérea verde e raizes foram transferidos para meio 2MS acrescido de
higromicina (50 pg/mL) (32). As plantas transformadas foram transferidas para
substrato vermiculita, inicialmente protegidas por saco plastico para aclimatacéo,
sendo este removido aos poucos durante duas semanas. Apds a aclimatacao, as
plantas foram transferidas para vasos com solo, submergidas em agua e colocadas
sob fotoperiodo de 12h. Todo o procedimento resumido de transformacao e

regeneragao de plantas pode ser encontrado na Figura 3.
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Figura 3. Esquema resumido da transformacao e regeneragao de plantas.
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N6D — Indugéo de calos 1 litro NB — Sub cultura 1 litro
Macro elementos N6 (10x) 100ml Macro elementos N6 (10x) 100ml
Micro elementos N6 (1000x) 1 ml Micro elementos B5 (100x) 10 ml
Vitaminas N6 (100x) 10 ml Vitaminas B5 (100x) 10ml
FeEDTA (100X) 10ml FeEDTA (20mM) 10ml
Mio-inositol 0,1g 2,4-D (1mg/ml) 2 ml
Caseina hidrolisada 0,3g Sacarose 309
Prolina 2,99 Prolina 0,5¢g
2,4-D (1mg/ml)* 2ml Glutamina 0,59
Sacarose 30g Caseina hidrolisada 0,3g
Ajustar pH para 5,8 com KOH 1M Ajustar pH para 5,8-5,85 com KOH 1M
Fitagel 39 Fitagel 3g
H>O até 1 litro Autoclavar H,O até 1 litro Autoclavar
HTC — Seleco 1litro NBA — Co-cultivo 1litro
Meio NB 1litro Meio NB T litro
Hi ici 0 |
'gromicina (S0mg/mi) imi Acetosseringona (1000x) 1ml

Timentina (300mg/ml) 500ul
Cefotaxina (200mg/ml) 500ul

Ozawa - Regeneragao 1 litro

MS basal medium 4,4¢g

Caseina Hidrolisada 2g

Sacarose 30g

Sorbitol 20g

KINETIN (100 mg/I) 25ml

ANA (200mg/1) 500ul

Ajustar pH para 5,8-5,85 com KOH 1M

Fitagel 4g

H,0 até 1 litro Autoclavar

Tabela 1. Composicdo dos meios utilizados para transformagao e regeneragao de plantas.

3.4. Analises Moleculares

3.4.1. Extragdo de DNA

Foi utilizado protocolo adaptado de Murray e colaboradores (33). Material foliar

de arroz foi pulverizado em nitrogénio liquido dentro de tubos de microcentrifuga
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utilizando pistilos. A cada tubo foiram adicionados 0,6 mL de tampao de extracéo
(Tris/HCL 10 mM pH8, EDTA 1 mM, SDS 1%) e a mistura foi agitada em um vortex
por 30 s. Apds uma incubacgao a 65°C por 1 h, foram adicionados 3 pL de solugao de

RNAse a 5 mg/mL e a mistura foi incubada durante 30 min a 37°C.

Apos centrifugagéo a 16.000 xg por 3 min, foi adicionado a fase aquosa 200 L
de acetato de aménia a 6 M e a mistura foi agitada em vortex por 30 s e centrifugada
por 5 minutos a 13.000 xg. Apds centrifugagéo, o sobrenadante foi transferido para
um tubo novo. Em seguida, foi adicionado 1 volume de fenol:cloroférmio:alcool
isoamilico (25:24:1) sendo a mistura agitada em um vortex por 30 s e centrifugada por

10 min.

A fase aquosa foi recuperada em outro tubo e misturada a 600 uL de
isopropanol, por inversao. Apés a centrifugagéo por 5 min a 13.000 xg, o sobrenadante
foi descartado e o precipitado lavado 3x com etanol 70%. O precipitado foi seco em
estufa a 37°C por 15 min e solubilizado em agua ultrapura estéril e estocado a -20°C.

3.4.2. Reacdo em Cadeira da Polimerase (PCR)

As reagdes de amplificagdo dos DNAs genémico e plasmidial foram realizadas
usando primers especificos para o gene OsVoz1 e para o gene hpt de resisténcia a
higromicina (Tabela 2). Para a reagao, foram adicionados 2 yL de DNA, 0,5 uL de
dNTP a 10 mM, 2 uL de tampé&o de PCR 10x concentrato (Tris/HCl a 100 mM pHS8,
KCl a 500 mM), 1 uL de MgCl2 a 10 mM, 1 pL de cada primer a 10 mM (forward e
reverse), 0,2 yL de Taq DNA-polimerase (5 U/ yL) e 12,3 uL de agua ultrapura estéril.
As condic¢des utilizadas na amplificagdo foram: 94°C por 5 min, seguido de 30 ciclos
de desnaturagao (94°C por 1 min), anelamento (60°C por 1 min) e extensao (72°C por
1 min). O dultimo ciclo foi seguido de uma extensdo final de 5 min a 72°C. A
amplificagdo e tamanho dos fragmentos de DNA foram confirmados por eletroforese

em gel de agarose.



Primer hpt Sequéncia Temperatura de
Anelamento
Primer senso 5" GAGCCTGACCTATTGCATCTCC3’
60 °C
Primer antissenso 5'GGCCTCCAGAAGAAGATGTTGG3’
- |
Primer OsVozl Sequéncia Temperatura de
Anelamento
Primer senso 5’CACCCGAGGTCCCAAGTAGCTTCT3’
60 °C
Primer antissenso 5’ATGGCGGCTACAACTACAAG?3’

Tabela 2. Sequéncias dos primers projetados para o gene OsVoz1 e hpt.

24
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4. Resultados e Discussao

4.1. Clonagem de OsVoz1 no plasmideo binario pH7FWG2

A primeira etapa do presente trabalho consistiu na recombinag¢ao do gene OsVoz1
do vetor de entrada pENTR/D-TOPO para o vetor de expressao pH7FWG2. O
plasmideo pENTR/D-TOPO contendo o gene OsVoz?1 ja havia sido obtido
previamente em nosso laboratério (Machado 2017, resultados ndo publicados). O
primeiro passo foi a confirmagdo da presenga do gene OsVoz71 no plasmideo
pENTR/D-TOPO através de uma reacao de PCR utilizando primers especificos,
conforme descrito no item 2.4.2 da metodologia. A amplificagdo por PCR resultou em

uma banda de aproximadamente 1259 pb, conforme esperado (Figura 4).

O Sistema Gateway da Invitrogen é um sistema de clonagem de sequéncias de
DNA que utiliza as propriedades de recombinagdo do bacteriéfago Lambda. As
sequéncias de DNA podem ser facilmente transferidas entre diferentes vetores
utilizando os sitios especificos aftL1/aftL2 presente no vetor de entrada pENTR/D-
TOPO e aftR1/attR2 presente no vetor de destino pH7FWG2 (29). Comparado ao
método de clonagem baseado no uso de enzimas de restricdo, o sistema Gateway
tem uma maior eficiéncia, podendo até se tornar escalonavel para a geragdo de

bibliotecas de expressao, por exemplo (34,35).
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Figura 4. Eletroforese em gel de agarose do produto de PCR visando confirmar a presenga do
gene OsVoz1 no plasmideo pENTR/D-TOPO. Primers especificos ao fragmento de 1259 pb do gene
OsVoz1 foram utilizados na reacgao. A presenga da banda permitiu confirmar a clonagem do gene no
plasmideo pENTR/D-TOPO. 1-4 amostras de minipreparagao de plasmideos pENTR/D-TOPO-VOZ1 a
partir de colbnias de E. coli OmniMAX. 5 controle positivo, ou seja, pENTR/D-TOPO purificado. C-
controle negativo, ou seja, mistura de reacdo sem adigdo de DNA. M marcador de tamanho molecular
de DNA de 100 pb (Ludwig).

Uma vez confirmada a clonagem do gene OsVOz1 no plasmideo de entrada, o
proximo passo foi a transferéncia do inserto para o plasmideo pH7FWG2 de
expressao em plantas. A transferéncia foi feita por recombinacgao utilizando o sistema
Gateway (Invitrogen) com o uso da recombinase LR Clonase (Invitrogen), conforme
descrito no item 3.1.3 da metodologia. Células termocompetentes de Escherichia coli
OmniMAX foram transformadas com os produtos da reagdo de recombinacao, o que
resultou em colbnias selecionadas com o antibiético espectinomicina, marca de
selecao do plasmideo pH7FWG2. Trés dessas colbnias foram inoculadas para
extracao de plasmideos pelo método de lise alcalina para posterior confirmacao da
insercao do gene por PCR (Figura 5). Todas as 3 col6nias analisadas resultaram em
amplificagao do gene de tamanho esperado (1259 pb), confirmando a clonagem. Além
disso, a insergao do gene no plasmideo foi ainda verificada por clivagem utilizando a
enzima Apal. O plasmideo pH7FWG2-OsVoz1 apresenta 2 sitios de clivagem para
essa enzima. Conforme esperado, foi observada a presenca das duas bandas
resultantes da clivagem com Apal, diferente do resultado da clivagem da enzima com
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o plasmideo pENTR D-TOPO (Figura 6). Uma das colbnias positivas foi utilizada para
a transformacgéo de Agrobacterium tumefaciens AGL1.

A utilizacdo de enzimas de restricao como uma forma de verificar um plasmideo
€ uma metodologia bastante eficiente. Neste trabalho, a utilizagdo de enzimas de
restricdo, bem como a utilizacdo do antibidtico de selecdo foram eficientes para

diferenciar o plasmideo de entrada e o plasmideo de expressdao pH7FWG2.

Figura 5. Eletroforese em gel de agarose do produto de PCR visando confirmar a presenga do
gene OsVoz1 no plasmideo pH7FWG2. Primers especificos para o gene OsVoz1 foram utilizados na
reagdo. A presenca da banda de 1259 pb permitiu confirmar a presenga do gene no plasmideo
PH7FWG2. 1-3 amostras de minipreparacdo de plasmideos pH7FWG2 a partir de colénias de E. coli
OmniMAX. C+ controle positivo, ou seja, produto da PCR utilizando pENTR/D-TOPO-OsVoz1
purificado como molde da reagdo. C- controle negativo, mistura de reagao sem adicdo de DNA. M
marcador de tamanho molecular de DNA de 100 pb (Ludwig).
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Figura 6. Eletroforese em gel de agarose do produto da clivagem do plasmideo pH7FWG2-
OsVoz1. Plasmideos pH7FWG2-OsVoz1 minipreparados a partir das colénias foram clivadas com a
enzima de restricdo Apal. Concomitantemente, o plasmideo pENTR-OsVoz1 também foi clivado com
essa enzima para comparagdo, mostrando a diferenga dos plasmideos. 1-2 minipreparagéo de
plasmideos pH7FWG2 a partir de colénias de E. coli OmniMAX clivado. 3 plasmideo pH7FWG2-
OsVoz1 néo clivado. 4 pENTR-OsVoz1 clivado. 5 pENTR-OsVoz1 n&o clivado. M marcador de tamanho
molecular de DNA de 1 kb (Ludwig).

4.2. Transformacao de A. tumefaciens AGL1 com pH7FWG2-OsVoz1

A transformacado de A. tumefaciens com o vetor de expressdo em plantas
pH7FWG2-0OsVoz1, pelo método de eletroporagéo, foi realizado conforme descrito no
item 3.2.2. Foram obtidas col6nias selecionadas com os antibidticos espectinomicina
(para a selegao do plasmideo) e Rifampcina (para a selegdo da A. tumefaciens AGL1).
Oito colbénias foram utilizadas para extragdo de plasmideo para a confirmagao por
PCR utilizando primers especificos do gene OsVoz1. Todas as colbnias analisadas
foram consideradas positivas para o gene e, consequentemente, para o plasmideo
pH7FWG2-OsVoz1 (Figura 7).
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Figura 7. Eletroforese em gel de agarose do produto de PCR visando confirmar a introdugao do
plasmideo pH7FWG2-OsVoz1 em A. tumefaciens. Primers especificos para o gene OsVoz1 foram
utilizados na reagdo. A presenga da banda de 1259 pb permitiu confirmar a presenca plasmideo
pPH7FWG2-OsVoz1 na A. tumefaciens. 1-8 amostras de minipreparacdo de plasmideos pH7FWG2 a
partir de colénias de A. tumefaciens AGL1. C+ controle positivo, ou seja, produto da PCR utilizando
pH7FWG2-OsVoz1 purificado como molde da reagdo. C- controle negativo, mistura de reagdo sem
adicdo de DNA. M marcador de tamanho molecular de DNA de 1 kb (Ludwig).

4.3. Transformagéo de Oryza sativa via A. tumefaciens contendo pH7FWG2-
OsVoz1

A transformacéo foi realizada utilizando calos embriogénicos de arroz (Figura 8),
conforme descrito no item 3.3. Aproximadamente 5 semanas apos a co-cultura com
A. tumefaciens, surgiram os primeiros calos resistentes. Calos potencialmente
transformados foram transferidos para um novo meio HTC para uma nova rodada de
selecdo (Figura 9). ApOs duas rodadas de selecdo em meio HTC, 4 eventos
independentes de calos resistentes a higromicina seguiram para regeneragdo de

plantas de arroz.
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Figura 8. Calos embriogénicos de arroz em meio NB de proliferagao.

Figura 9. Calos embriogénicos de arroz co-cultivados com A. tumefaciens contendo pH7FWG2-
OsVoz1 em meio de selegdo HTC. A. Calos ndo transformados em meio de selegdo HTC ndo
conseguem proliferar devido a presengca da Higromicina. B. Calos transformados selecionados,
proliferam em meio de selegdo devido a presencga do gene hpt.
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4.4. Regeneragao de plantas de O. sativa transformadas

Para a regeneracéo, foi utilizado protocolo adaptado de Ozawa e colaboradores,
conforme descrito no item 2.3.3. Os calos selecionados, bem como calos nao
transformados, foram incubados a 28 °C sob fotoperiodo de 12h por 30 dias (Figura
10). As plantulas regeneradas que apresentaram parte aérea verde e raizes foram
transferidas para meio MS contendo higromicina para continuar a selegao por mais 10
dias (Figura 11). Dos 4 eventos de calos selecionados (L1, L14, L20 e L21), 2 deles
nao regeneraram plantas saudaveis (L14 e L20), pois as mesmas eram cloroéticas e
sem o crescimento das raizes. Esses eventos podem ser frutos da interrupsao de
genes importantes pela inser¢gao do transgene em locais indevidos do genoma. Ou
até mesmo devido a variagdes somaclonais, que sdo mutagdes ao acaso que ocorrem
no genoma durante a regeneracgdo, gerando linhagens inviaveis (36,37). As 2
linhagens restantes produziram plantas saudaveis(L1 e L21), que seguiram para
aclimatacéo e posterior desenvolvimento em plantas adultas (Figura 12).

As duas linhagens de plantas regeneradas apresentaram alguns fendtipos
alterados: i) tamanho menor que as selvagens nédo transformadas, mesmo sendo
plantadas no mesmo periodo; ii) tempo de florescimento adiantado. As plantas
transformadas tiveram o aparecimento de paniculas 10 dias antes das nao
transformadas (Figura 12). Fendtipo semelhante foi observado em A. thaliana, onde
plantas superexpressando o gene ortdlogo AtVoz1 tiveram seu florescimento
antecipado, se comparado as plantas ndo transformadas. Ja se mostrou que os genes

VOZ tem papel na regulagdo do tempo de florescimento das plantas (27,28,38).
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Figura 10. Plantas em regeneragao potencialmente superexpressando OsVoz1. A. Plantulas em
meio de regeneragéo desenvolvendo parte aérea verde e raizes. B. Eventos que regeneraram plantas
anormais.

Figura 11. Plantas saudaveis regeneradas cultivadas em meio de MS.
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Figura 12. Plantas regeneradas com 12 semanas de crescimento. A. Plantas completamente
regeneradas in vitro, a esquerda s&o as plantas nao transformadas e a direita as plantas transgenicas.
B. Paniculas nas plantas néo transformadas. C. Paniculas nas plantas transformadas da linhagem L1.
As paniculas entre as duas plantas se apresentaram semelhantes, a ndo ser pelo fato das plantas
transformadas terem florescido 10 dias antes das ndo transformadas.
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4.5. Confirmacéo da presenca de OsVoz1 em O. sativa

A extracdo de DNA foi feita conforme descrita no item 2.4.1, utilizando folhas
jovens das plantas regeneradas, tanto das transformadas quanto da nao
transformada. A eletroforese em gel de agarose foi feita para avaliar a qualidade da
do DNA extraido, e mostrou que a extracdo de DNA foi bem sucedida, produzindo

DNA gendmico integro (dado n&o mostrado).

A confirmacdo da transformacgao foi realizada utilizando-se primers especificos
para o gene hpt, que confere resisténcia a higromicina. Conforme esperado, houve a
amplificagdo de um fragmento de 526 pb nas reagcbes de PCR utilizando DNA de
folhas de plantas regeneradas. N&o houve amplificagdo no controle nao transformado
(Figura 14). Este resultado mostra que as plantas regeneradas contem pelo menos

uma copia do transgene.

Foi utilizado um protocolo hibrido de transformacédo, adaptado de Upadhyaya e
colaboradores e Ozawa e colaboradores(6,31). A principal diferenga entre esses
protocolos é a presenga de uma etapa de pré-regeneragao no primeiro, enquanto no
segundo, os calos selecionados vao diretamente para uma etapa de regeneragéo. O
protocolo descrito por Upadhyaya era utilizado pelo nosso grupo de pesquisa,
entretanto esse método comegou a apresentar problemas, levando a dificuldades em
gerar plantas adultas. Ambas as metodologias foram testadas (dados nao publicados)
e um hibrido entre as duas metodologia se mostrou mais eficiente e também mais

rapido, uma vez que a etapa de pré-regeneragao nao € mais utilizada.
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Figura 13. Eletroforese em gel de agarose do produto da PCR das plantas regeneradas,
comprovando o transgene. Primers especificos para o gene hpt foram utilizados na reagdo. A
presenca da banda de 526v pb permitiu confirmar a integragéo do transgene nas plantas. 1-3 Produto
de PCR de DNA de plantas da linhagem L1. 4-6 Produto de PCR de DNA de plantas da linhagem L21.
WT Produto de PCR de DNA de plantas selvagens ndo transformadas. M marcador de tamanho
molecular de DNA de 100 pb (Ludwig).
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5. Conclusoes e Perspectivas

A técnica de superexpressao € muito eficiente para a caracterizagao funcional de
genes. A superexpressao de uma proteina na célula é uma das formas mais utilizadas
para comegar a elucidar o papel da mesma no organismo. Nesse trabalho, foi aplicado
um protocolo de transformacao de plantas de arroz que permitiu a obtencédo de duas
linhagens transgénicas independentes, as quais logo na primeira geragédo ja
apresentaram alguns fendtipos alterados. O protocolo utilizado se demonstrou
bastante rapido, mesmo que a eficiéncia do mesmo nio tenha sido possivel ser
medida devido a diversas perdas de transformagéo ao longo do processo, estima-se
que o processo todo levou cerca de 8 meses. Essas perdas foram devidas

principalmente a contaminagdes.

Ao longo do trabalho foi possivel obter mais de uma linhagem independente.
Analisar linhagens diferentes de um mesmo transgene & de extrema importancia no
estudo funcional de genes, pois € a partir disso que se pode analisar quais sao os
verdadeiros efeitos que o gene estudado esta causando no organismo. Algumas
vezes, a inser¢ao do transgene acaba interrompendo algum outro gene importante,
gerando fendtipos diferentes do que realmente se espera para a proteina estudada.
Esse tipo de problema pode ser contornado quando se obtém mais de uma linhagem,
permitindo verificar quais fendtipos sao realmente referentes ao gene em estudo, e

quais podem ter sido devido a localizacao da inserg¢ao durante a transformacao.

Para a continuidade do projeto, os préximos passos consistirdo na analise da
expressao do gene OsVoz1 em nivel de mRNA, por RT-gPCR, e em nivel de proteina
por Western Blot. Alem disso, sera necessario avangar as geragdes das linhagens
obtidas a fim de obter o transgene em homozigose, para ndo correr o risco de se
perder as linhagens transgénicas ao longo do tempo. Finalmente, sera necessario
realizar ensaios nos quais as plantas serdo confrontadas contra estresses bidticos e

abidticos a fim de averiguar os efeitos desse gene nas respostas de defesa do arroz.
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