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Resumo

O Brasil é o maior produtor mundial de cana-de-agUcar e no cendrio atual, em que
o0 aumento na busca por energia renovavel é visivel, o aumento na produtividade da cana
é de extremo interesse para o setor sucroalcooleiro. Estresses abiodticos influenciam
grandemente a produtividade de espécies como a cana e, sendo assim, estudos
relacionados com a tentativa de diminuir esse impacto na produtividade sdo de grande
importancia. A seca é o estresse ambiental que mais causa prejuizos ao agronegdcio e por
esse motivo é muito desejdvel que se desenvolvam novas variedades de cana-de-agucar
que sejam mais tolerantes a esses estresses e com isso o setor sucroalcooleiro sera
largamente beneficiado. A transgenia é uma das ferramentas utilizadas na produc¢do de
novos cultivares comerciais com caracteristicas agronémicas interessantes e, para o seu
sucesso, a identificacdo de genes com potencial para melhorar essas caracteristicas faz-se
necessaria. Sendo assim, o maior objetivo desse trabalho foi a avaliacgdo do potencial
biotecnoldgico de seis genes de cana-de-agucar que sdao modulados por seca. Os genes
aqui estudados tiveram seu perfil de resposta a seca anteriormente avaliado por
microarranjos de DNA e foram selecionados como candidatos para a producdo de um
novo cultivar de cana-de-acglcar que seja mais tolerante a estresses abidticos. Esses genes
foram analisados em plantas transgénicas de tabaco, cana-de-agtcar e/ou Brachypodium.
A superexpressdo de dois genes de cana em tabaco conferiu maior tolerancia a seca e
salinidade das plantas transgénicas quando comparadas as selvagens e a protecdo de seus

usos na producdo de plantas tolerantes a estresses abioticos foi solicitada. Ha evidéncias



de que um terceiro gene de cana conferira tolerancia ao estresse oxidativo em plantas
transgéncias de cana. Além disso, outros trés genes de cana foram inseridos em
Brachypodium, mas os eventos gerados ainda nao foram avaliados.

Com o trabalho desevolvido foi, portanto, possivel gerar plantas transgénicas
tolerantes a estresses abidticos e com isso é possivel concluir que a selegdo de genes
candidatos para melhorias de caracteristicas agrondmicas de interesse através de
microarranjos é algo que deve ser explorado e pode-se concluir, ainda, que alguns dos
genes analisados estdo envolvidos na resposta a seca e/ou aos estresses ambientais em

geral.



Abstract

Brasil is the largest producer of sugarcane in the world and the seeking for
renewable energy is currently visible what makes the increase of sugarcane productivity
highly desirable. Abiotic stresses greatly influence the productivity of species such
sugarcane. Therefore, studies related to the reduction of these impacts on productivity
are highly important. Drought is the environmental stress that causes more damage to
agribusiness and because of it the development of new cultivars with higher tolerance to
abiotic stresses is desirable since the sugar and ethanol sector will be largely benefited.
Transgenic plants production is one of the tools that have been used in the development
of new cultivars with interesting agronomic traits and for its success identifying genes that
can improve these characteristics is necessary. Thus, the main objective of this study was
evaluating the biotechnological potential of six drought-modulated genes from sugarcane.
The genes studied here have their drought response profile previously showed by
microarray and were selected as candidates for the production of a new sugarcane
cultivar with higher tolerance to abiotic stresses. These genes were analyzed in transgenic
tobacco, sugarcane and/or Brachypodium plants. The overexpression of two sugarcane
genes in tobacco conferred higher drought and salinity tolerance in tobacco plants
compared to wild-type and the protection of their uses in the production of plants with
higher tolerance to abiotic stress was requested. There are evidences that a third

sugarcane gene confers tolerance to oxidative stress in transgenic sugarcane.



Furthermore, three other genes were inserted in Brachypodium but these transgenic
events were not yet analyzed.

With this work was possible to produce transgenic plants that are tolerant to
abiotic stresses what let us to conclude that the selection of candidate genes to improve
agronomic traits by microarrays is useful and that some of the analyzed genes are

involved into drought and/or abiotic stresses in general responses.



Introdugao Geral

A cana-de-agtcar no Brasil

Pertencente a familia Poaceae, a cana-de-agucar (Saccharum spp.) é uma
graminea originaria do Sudeste Asidtico, da regido central da Nova-Guiné e Indonésia
(Daniels and Roach, 1987). As variedades atualmente cultivadas s3ao resultado de
hibridizacdo entre as espécies S. officinarum L. (2n = 80 cromossomos), a qual contribui
com o alto conteudo de sacarose, e S. spontaneum L. (2n = 40 a 128 cromossomos), que é
responsavel pelo vigor vegetativo e tolerancia a estresses biéticos e abidticos (Ming et al.,
2001). O hibrido resultado desse cruzamento foi utilizado em sucessivos cruzamentos com
o parental S. officinarum L. até a obtencgao dos cultivares modernos e comerciais.

O Brasil é o principal produtor mundial de cana e a agroindustria canavieira é de
grande relevancia para a economia brasileira. A area cultivada com cana ocupa cerca de
8,36 milhdes de hectares de varios estados, sendo 52,2% deste total somente no estado
de S3o Paulo, o maior estado produtor. Minas Gerais possui 8,87% da area cultivada com
cana no Brasil, Goias 8,1%, Paranad 7,3%, Mato Grosso do Sul 5,7%, Alagoas 5,45%,
Pernambuco 3,89% e nos demais estados as dreas sdao menores, porém, com alta
produtividade.

A safra nacional de cana 2011/2012 estd estimada em aproximadamente 571
milhdes de toneladas, o que representaria uma queda de 8,4% em relacdo a safra passada
e implicaria em uma diminuicdo de 52 milhdes de toneladas no total de cana moida

(Conab, 2011). Do total de cana produzida, 97,6% (557,29 milhdes de toneladas) destina-



se a industria sucroalcooleira e o restante, 2,4% (13,70 milhdes de toneladas), a fabricacdo
de cachaca, alimentacdo animal, sementes, fabricacdo de rapadura, aclcar mascavo e
outros fins. Das 557,29 milhdes de toneladas de cana-de-aglcar, que estdo sendo
esmagadas pela industria sucroalcooleira, 47,3% (283,9 milhGes de toneladas) sdo para
fabricacdo de acucar e 50,3% (287,6 milhdes de toneladas) sdo para fabricacdo de alcool
(Conab, 2011). Assim, espera-se produzir cerca de 37 milhGes de toneladas de agucar e 23
bilhdes de litros de etanol.

A producdo de alcool merece especial atencdo devido a um aumento cada vez
maior em sua exportag¢dao para nagdes com interesse em reduzir a emissao de poluentes
na atmosfera e a dependéncia de combustiveis fésseis. A expansdo da drea cultivada de
cana, o aumento na produtividade bem como novas tecnologias relacionadas a conversao
de biomassa (etanol de segunda geracdo) sdo as principais alternativas para atingir os
niveis de produg¢ao necessarios neste novo cenario mundial no qual o alcool sera uma

commodity.

A tolerancia ao déficit hidrico

Os cultivos, dentre os quais esta o da cana-de-agUcar, estdo constantemente
expostos a diferentes estresses ambientais, tais como: elevada temperatura, frio,
salinidade, metais pesados e seca. As mudancas climaticas e a perspectiva de um aumento
nos estresses ambientais desestabilizam a produtividade tanto quanto aumentam o
desafio de aumenta-la. A relagdao entre os estresses ambientais e a produtividade é

especialmente importante para culturas com grande importancia econémica (Habash et



al.,, 2009). Estima-se que tais condi¢cdes de estresse podem, potencialmente, reduzir a
produtividade de uma cultura em até 70% (Boyer, 1982; Maybank et al., 1995). Entre os
efeitos dos estresses abidticos sobre as plantas estdo a reducdo nas taxas de assimilacao
de CO,, no tamanho das células foliares, na taxa de transpiracdo, no potencial de dgua na
planta, na taxa de crescimento e na abertura estomatica (Schulze et al., 1980; Biddington,
1986; Taiz and Zeiger, 2004).

A agua é um recurso cada vez mais escasso dado as necessidades atuais e futuras
da sociedade humana, o que faz com que uma grande énfase ao seu uso sustentavel seja
atribuida (Rosegrant and Cai, 2003). O estresse por seca é considerado, isoladamente, o
maior estresse abiético com impacto na produgdo agricola (Ergen and Budak, 2009). Dessa
maneira, o entendimento do estresse hidrico e do uso da dgua no crescimento das
culturas vegetais é muito importante para uma agricultura sustentavel.

Em linhas gerais, a tolerancia a seca esta envolvida com a habilidade de uma planta
viver, crescer e se reproduzir satisfatoriamente em condi¢des limitantes de dagua
disponivel. Passioura (1996) diz que, para a agricultura, tolerancia a seca deve ser definida
em termos de produtividade em relacdo a escassez de agua. Estratégias de tolerancia
podem ser divididas em mecanismos de resisténcia, que permitem que as plantas
sobrevivam a desidratacdo, e mecanismos de protecdo, onde as plantas desenvolvem
habitos que previnem sua exposicao a desidratacdo, como maior profundidade das raizes
ou diminuicdo da parte aérea. A capacidade da planta para tolerar a seca depende muito
de adaptagbes presentes em seu genoma e como ativar essas adaptagSes eficientemente

(Kantar et al., 2011). As culturas modernas e domesticadas possuem uma reducdo drastica



na variabilidade genética de cultivares elite e é possivel que tenham acumulado mutacdes
deletérias em seus mecanismos de resposta aos estresses (Tang et al., 2010).

A resposta ao déficit hidrico em plantas tem inicio a partir de uma complexa via
de respostas, logo apds a percepcdo do estresse, o qual desencadeia uma cascata de
eventos moleculares, sendo finalizada em varios niveis de respostas fisioldgicas,
metabdlicas e de desenvolvimento. Uma mudan¢a no potencial osmético, através da
membrana plasmatica, pode ser a maior causa de respostas ao estresse hidrico em nivel
molecular (Bray, 1993). Altera¢des na conformacdo da membrana celular provocam
mudancas em canais de transporte ativados por pressdao, modificam a conformacado ou a
justaposicdo de proteinas sensoriais embebidas nas membranas celulares e alteram a
continuidade entre a parede e a membrana celular (Shinozaki and Yamaguchi-Shinozaki,
1999, 2000). A percepcdo do déficit hidrico celular precisa ser traduzida em compostos
bioquimicos e metabdlitos, gerando uma resposta fisioldgica ao estresse (Ingram and
Bartels, 1996). A busca do entendimento das diferentes respostas das plantas aos
estresses ambientais tem levado aos estudos integrados de ecofisiologia, bioquimica,
genética e areas correlatas, visando entender os efeitos da deficiéncia hidrica sobre o

processo fotossintético e reacdes enzimaticas.

A cana e sua relagao com o déficit hidrico

Em cana-de-aglcar, o estresse por seca influencia de maneira direta o
crescimento dos perfilhos, a altura final dos colmos e, consequentemente, a produgao de

acucar (Sugiharto, 2004). Plantas de cana-de-agucar necessitam de umidade disponivel no



solo durante todo o periodo de crescimento. Porém, durante a maturacdo, o ideal é que
haja reducdo na disponibilidade de agua, ndo drasticamente, mas o suficiente para reduzir
o crescimento e induzir a maior concentragdo de agucar nos colmos (Bull, 2000).

Os efeitos gerais do déficit hidrico no crescimento das plantas sdo razoavelmente
bem conhecidos, porém, o mesmo nao pode ser dito para os efeitos primarios da seca em
niveis bioquimicos e moleculares (Zhu, 2002; Chaves et al., 2003; Yamaguchi-Shinozaki
and Shinozaki, 2005).

A identificacdo de caracteristicas morfofisioldgicas, bioquimicas e moleculares,
observadas durante o processo de adaptacao das plantas aos estresses, tem auxiliado na
producdo de plantas mais tolerantes, seja através do melhoramento genético
convencional ou da engenharia genética (Tester and Bacic, 2005; Cherian et al., 2006;
Bhatnagar-Mathur et al., 2008). Para tolerancia ao estresse hidrico, isto tem acontecido
com relativo sucesso, porém com a grande maioria dos eventos, ainda restritos ao campo
experimental (Gao et al., 2009; Wu et al., 2009; Ahn et al., 2011).

Neste contexto, membros da RIDESA (Rede Interuniversitdria para o
Desenvolvimento Sucroalcooleiro), vém desde 2004 conduzindo experimentos sob
condicGes de campo e de casa-de-vegetacdo para estudar os mecanismos de tolerancia a
seca em cana-de-aglcar. Ja foram realizadas as analises agronomicas, fisioldgicas e
bioquimicas da cultura, além da quantificacdo instrumental de taxas fotossintética e
trocas gasosas instantaneas, potencial hidrico foliar, teores e fluorescéncia das clorofilas e
da discriminacdo dos isétopos estdveis de carbono. Até o presente momento, os

resultados obtidos mostram que as variedades de cana-de-agucar possuem mecanismos



distintos de tolerdncia a seca, com destaque para o controle estomdtico e enrolamento
foliar e o tamanho e distribuicdo do sistema radicular, de maneira que cada variedade
responde de forma diferenciada ao estresse hidrico, fatos estes que estdo de acordo com
os verificados por outros pesquisadores que também trabalharam com cana-de-agulcar
(Inman-Bamber and Smith, 2005).

J4 com relagdo aos estudos moleculares em cana-de-aglcar, diversos grupos do
Estado de Sdo Paulo formaram o projeto SUCEST-FUN (http://sucest-fun.org), cuja
finalidade foi associar fung¢Ges aos genes seqiienciados pelo projeto genoma da cana —
SUCEST. Dentre os 238 mil cDNAs, que compdem o banco de dados SUCEST-FUN, foram
identificados genes envolvidos em sinalizacao, resisténcia a pragas, resposta a estresses
bidticos e abidticos, metabolismo de carboidratos e armazenamento de acucares,
desenvolvimento floral, absorcao de nutrientes, regulacao do ciclo celular, assimilacao de
nitrogénio e tolerancia a aluminio e metais (Vettore et al., 2003). Esses ESTs sdo um
excelente recurso para a descoberta de novos genes para o melhoramento da cana. A
partir do SUCEST também foi desenvolvido o banco SUCAST, base de informacdes sobre
genes envolvidos em transducdo de sinal na cana-de-agucar (Souza et al.,, 2001; Papini-

Terzi et al., 2005).

Os microarranjos de DNA na selecaio de genes candidatos para
biotecnologia

As analises do transcriptoma utilizando a técnica de microarranjos de DNA é uma

importante ferramenta nos estudos de resposta a estresses, pois permitem a descoberta

10



de genes que sdo ativados ou reprimidos durante a resposta da planta. Estudos de
resposta a estresses pela técnica de microarranjos permitiram a identificacdo de genes
gue codificam proteinas funcionais, regulatdrias e com func¢des ainda desconhecidas em
Arabidopsis, arroz, cana-de-aglcar e outras culturas (Ludwikow et al., 2004; Rocha et al.,
2007; Goodwin and Sutter, 2009; Kumari et al., 2009).

A partir dos dados do SUCEST e SUCEST-FUN foi iniciado o projeto “Transcriptoma
da Cana-de-agucar”, que produziu microarranjos em laminas de vidro contendo 6139
elementos. Nesse projeto foram realizados os primeiros experimentos de analise de
expressao génica em larga escala de plantas de cana, com experimentos de interagdo com
bactérias endofiticas, teor de sacarose, ABA, metil jasmonato, seca, ataque de insetos e
resposta a alto CO, (Papini-Terzi et al., 2005; Rocha et al., 2007; De Souza et al., 2008).
Nesse projeto também foi avaliada a resposta a estresses bidticos e abidticos: seca,
deficiéncia em fosfato e herbivoria (Rocha et al., 2007). No caso da resposta a seca, foram
obtidos dados em casa de vegetacdo para uma variedade de cana-de-acucar susceptivel a
seca, SP90-1638 (CTC, 2002), submetida a suspensao de rega por 24, 72 e 120 horas. Este
tratamento foi o que causou maiores alteracdes no transcritoma da cana, 93 genes
diferencialmente expressos, entre todos os tratamentos avaliados (Rocha et al., 2007).

A transgenia é uma alternativa para complementar os programas de
melhoramento e tem como grande vantagem sobre o melhoramento cldssico a
possibilidade de transferéncia apenas dos genes desejados de uma espécie para outra.

Potencialmente, isso permite, por exemplo, que apenas os genes ligados a tolerancia a

11



seca sejam transferidos de uma planta tolerante para uma sensivel sem que isso
comprometa a produtividade.

A partir da identificacdo de genes modulados por estresses, muitos trabalhos
mostraram que esses genes possuem um grande potencial biotecnoldgico em plantas
modelo ou de interesse agron6mico (Agarwal et al., 2008; Agarwal et al., 2010; Gao et al.,
2011). Em geral, as plantas transgénicas produzidas nesses trabalhos, superexpressando
genes modulados por estresses abidticos, apresentam maior tolerancia a estresses, o que
suporta a idéia de que a selecdo de genes candidatos através de microarranjos de DNA
possui um alto potencial biotecnolégico. Dessa maneira, a biotecnologia possui um papel
imprescindivel na atual Revolu¢do Verde que deve desenvolver variedades de plantas com
alta produtividade mesmo sob condi¢des de estresses ambientais como a seca (Kantar et

al., 2011).

O uso de Agrobacterium tumefaciens na produgao de plantas transgénicas

A infeccdo de uma planta por Agrobacterium inicia-se pela fixacdo da bactéria no
tecido vegetal. Uma lesdo no tecido libera moléculas sinais que atraem as bactérias e que,
por sua vez, produzem microfibrilas de celulose que propiciam a sua fixacdo as células
vegetais. As mesmas moléculas sinalizadoras que atraem as bactérias também ativam
seus genes de viruléncia (regido vir) localizados no plasmideo Ti, que é presente em todas
as linhagens patogénicas de Agrobacterium. A regido vir é um regulon composto de seis a
oito operons, contendo aproximadamente 25 genes. As diversas proteinas codificadas

pelos genes vir promovem a transferéncia de uma regiao do plasmideo Ti da bactéria para

12



o genoma da planta. A regido transferida é denominada de T-DNA (“transferred DNA”) e é
delimitada por duas sequéncias repetidas de 25 pares de bases conhecidas como bordas
de transferéncia direita e esquerda (Stachel et al., 1985; Horsch and Klee, 1986). O sistema
de infeccdo de plantas pelas agrobactérias representa uma estratégia eficiente na
transferéncia de material genético para plantas alvo, sendo amplamente utilizado na
producdo de plantas transgénicas que possam agregar valor comercial por possuirem
caracteristicas agrondmicas desejaveis.

Plantas monocotiledéneas ndo sao consideradas hospedeiros naturais de
agrobactéria, entretanto tém sido descritos eficientes protocolos de transformacdo
genética por agroinfeccdo em plantas de arroz (Ozawa and Takaiwa, 2010; Ignacimuthu
and Raveendar, 2011; Karthikeyan et al., 2011), milho (Vega et al., 2008; Kim et al., 2009)
e cana (Arencibia et al., 1998; Manickavasagam et al., 2004; Zhangsun et al., 2007; Khanna
et al., 2008).

Wei et al. (2003) mostraram que a expressao de GUS em arroz transformado por
A. tumefaciens era alta tanto em calos quanto na planta regenerada. Entretanto, os
mesmos autores verificaram que a expressdo de GUS em cana transformada por
bombardeamento era alta em calos e decaia muito nas plantas jovens e adultas mantidas
na casa de vegetacdo e depois no campo, sendo que esta queda de expressdo era
resultado de silenciamento génico pds-transcricional (PTGS). A sugestdo é de que eventos
provenientes de agrotransformacdo nao apresentam diminuicdo da expressdo do

transgene.
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O uso preferencial da agrotransformagao em cana em comparagao ao mecanismo
de bombardeamento é devido a maior estabilidade do transgene no genoma da planta,
bem como a possibilidade de insercdo de poucas cépias (Hiei et al., 1994). A inser¢do de
poucas coOpias génicas diminui grandemente a possibilidade de que regides de alta
atividade transcricional sejam interrompidas pelo transgene o que facilitaria na producao
de novas variedades de cana que possuam valor agronémico promissor.

Os principais requisitos para o sucesso na obtencdo de plantas transgénicas sdo o
estabelecimento de uma metodologia eficiente de cultura de tecidos e regeneragdo da
espécie alvo. Nesse contexto, o explante selecionado tem uma relevancia primordial, pois
deve possuir a capacidade de regeneracdo das plantas transformadas além de sua
suceptibilidade a agrobactéria. Muitos trabalhos de agrotransformacao de cana-de-agucar
apontam o uso de material juvenil e a producdo “in vitro” de calos embriogénicos para os
experimentos de transformacdo (Arencibia et al., 1998; Nandakumar et al.,, 2010;

Basnayake et al., 2011)

O uso da biolistica na produgao de plantas transgénicas de cana-de-agtcar

Apesar do uso preferencial da agrobactéria em monocotiledéneas, pelos motivos
acima citados, o uso da biolistica é mais difundido (Wang et al., 2006; Yao et al., 2006;
Petrillo et al., 2008; Zuraida et al., 2010). A biolistica utiliza microprojéteis em alta
velocidade para introduzir dacidos nucléicos em células e tecidos “in vivo”. Foi
demonstrado que essas microparticulas (ouro ou tungsténio) penetram a parede e a

membrana celular de maneira ndo-letal, alojando-se aleatoriamente em compartimentos
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celulares. Posteriormente o DNA é dissociado das microparticulas pela acdo do liquido
celular e integrado no genoma nuclear do organismo receptor (Sanford et al., 1987; Rech
et al., 1991).

O bombardeamento de particulas para producdo de plantas transgénicas a partir
de um cultivar comercial de cana-de-agucar tem sido explorado (Franks and Birch, 1991).
Bower et al. (1996) publicaram um protocolo para transformacdo genética de cana com
alta eficiéncia, Arvinth et al. (2010) e Zhu et al. (2011) produziram plantas de cana
resistentes a pragas pelo método de biolistica. Os trabalhos citados mostram que o uso da

biolistica na transformacado genética de cana tem obtido grande sucesso.

Plantas modelo para estudo de genes associados a seca

As plantas modelo, dentre as quais se destacam Arabidopsis thaliana e Nicotiana
tabacum, tem sido importantes em muitos aspectos no estudo da biologia dos vegetais,
incluindo a patologia, fisiologia e os diferentes estresses, permitindo o entendimento de
muitos processos biolégicos que podem ser aplicados em espécies alvo.

Para prova de conceito e analise de genes envolvidos na resposta a estresses
abidticos é fundamental a obtencdo de plantas transformadas com construcdes
quiméricas constituidas de sequéncias regulatérias e um gene seletivo que permite a
diferenciacdo de plantas transformadas de selvagem (Xiong et al., 1999). Por sua
excelente resposta a diversos sistemas de transformacdo, Nicotiana tabacum tem sido
usada como planta modelo para muitos dos estudos dos mecanismos de respostas aos

estresses (Cameron et al., 2006; Vanderlei, 2006), principalmente o estresse hidrico
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(Huang et al., 2010; Ji et al.,, 2010; Begcy et al., 2011), inclusive envolvendo anélises
fisioldgicas (Kishor et al., 1995; Brasileiro and Carneiro, 1998; Muller et al., 2010).

Nos ultimos anos, foram produzidas muitas plantas transgénicas de tabaco
superexpressando diversos genes relacionados a resposta a estresses abioticos (Kishor et
al., 1995; Brandalise et al., 2003; Chen et al., 2011; Huang et al., 2011; Wang et al., 2011).
No mesmo contexto, plantas transgénicas de tabaco, superexpressando um gene de soja
ou um de Arabidopsis, possuem sua tolerancia a seca aumentada (Rodrigues et al., 2006;
Begcy et al., 2011). Outros trabalhos com tabaco envolveram a superexpressao de genes
que ajudam a manter niveis altos de acido abscisico (ABA) e pouca perda de dgua por
transpiracao (Qin and Zeevaart, 2002), reducdo na transpiracdao e maior tolerancia a seca
(Kang et al., 2002), maior crescimento sob condi¢cOes de estresses hidricos e de salinidade
(Kishor et al., 1995), assim como recobrar rapidamente a fotossintese depois de suportar
estresse hidrico severo (Sheveleva et al., 1997).

Apesar do sucesso da transformacdo de plantas de tabaco e da obtencdo de
plantas tolerantes a estresses abidticos, existem outras plantas modelo que podem ser
utilizadas em estudos de cana-de-aglUcar. Além disso, a utilizacdo de uma
monocotiledénea, como Brachypodium distachyon (Brachypodium) é mais adequado.
Brachypodium é uma graminea temperada e tem sido indicada como novo sistema
modelo para pesquisas com culturas monocotiledoneas devido as suas caracteristicas
morfolégicas, genGmicas e requisitos de crescimento simples (Garvin, 2007; Bevan et al.,
2010). Brachypodium possui todas as principais caracteristicas encontradas nas atuais

plantas modelo: auto-fecundagao obrigatdria, baixa estatura, ciclo de vida curto e genoma
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pequeno. A linhagem Bd-21 teve seu genoma completamente sequenciado (Vogel et al.,
2010) e protocolos com alta eficiéncia de transformacgdo foram estabelecidos e publicados
(Vogel et al., 2006; Vain et al., 2008; Alves et al., 2009).

Apesar dos estudos em plantas modelos ndo garantirem a boa performance dos
transgenes na cultura alvo, hd uma correlacdo positiva entre a resposta observada em
plantas modelo e cultura alvo em diversos casos. Molinari et al. (2007), por exemplo,
mostrou que a superexpressao de delta-pyrroline-5-carboxylate synthetase, uma enzima
chave envolvida na biosintese de prolina, confere tolerancia a estresse oxidativo em
plantas transgénicas de cana-de-agucar, o que ja havia sido demonstrado por Kishor et al.
(1995) em plantas transgénicas de tabaco. O mesmo resultado foi obtido em plantas de
trigo (Vendruscolo et al., 2007). Esses dados demonstram que o uso de plantas modelos é
uma estratégia eficaz no estudo de genes envolvidos em respostas a estresses abidticos

visando o melhoramento genético de culturas de importancia comercial.
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Objetivos

Objetivo Geral

O objetivo maior do projeto desenvolvido foi avaliar o potencial

biotecnoldgico de genes de cana-de-agucar que sdao modulados por déficit hidrico.

Objetivos Especificos

Selecdo e clonagem de genes regulados por seca a partir de dados de
microarranjos de DNA;

Avaliar funcionalmente o papel dos genes selecionados nos mecanismos de
protecdo contra a seca empregando plantas transgéncias de tabaco, cana-de-
acucar e Brachypodium dystachion;

Elaboracdo de pedidos de patentes para proteger o uso dos genes para produgao
de plantas tolerantes a estresses ambientais.

Disponibilizar ferramentas que permitam iniciar o processo de producdao de um

novo cultivar de cana tolerante a estresses abidticos e sua protecao.
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Apresentacao do trabalho

No presente trabalho avaliou-se o potencial biotecnolédgico de alguns genes de
cana-de-agucar diferencialmente expressos sob condi¢des de seca. Os Capitulos 1 e 2
correspondem aos textos dos pedidos de patentes depositados no INPI (Instituto Nacional
de Propriedade Industrial), nos quais é solicitada a protecdo do uso de dois genes de cana-
de-aclcar que conferem tolerancia a estresses abidticos em tabaco. As patentes foram
escritas com base num modelo de pedido de patentes utilizado pelo Laboratério de
Genoma Funcional e que foi desenvolvido com o auxilio da INOVA (Agéncia de Inovagao
da Unicamp). O Capitulo 3 apresenta resultados obtidos com a superexpressdao de um
gene desconhecido em plantas transgénicas de cana-de-aglcar, enquanto o Capitulo 4
envolve o uso de Brachypodium como modelo para estudos de biotecnologia de

monocotiledoneas.
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POLINUCLEOTIDEO DE CANA-DE-ACUCAR
QUE CONFERE TOLERANCIA A ESTRESSES

ABIOTICOS

César Bueno de Souza, Andréa Akemi Hoshino, Eder Bedani Ruis Chagas, Glaucia M. de

Souza e Marcelo Menossi Teixeira

Texto do pedido de patente depositado no INPI (Instituto Nacional de Propriedade
Industrial)
Data de depdsito: 22/12/2011

Numero de Protocolo: 018110051091
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POLINUCLEOTIDEO DE CANA-DE-AGUCAR QUE CONFERE TOLERANCIA A ESTRESSES

ABIOTICOS

CAMPO DA INVENCAO

As plantas sdo influenciadas por um grande nimero de fatores ambientais e
recorrentemente estresses abidticos como seca, salinidade, temperatura, e radiacdo, sao
mais graves e afetam todas as fung¢des da planta, resultando em reduc¢do do crescimento e
da produtividade. Estima-se que esse tipo de estresse reduza a produtividade em 50% e
em alguns casos até 70%. Isso tem levado a esforgos para a identificagdo e a compreensao
dos mecanismos de tolerdncia a estresses abidticos, visando o desenvolvimento de novas
cultivares mais tolerantes. Dessa forma, a presente invencdao descreve um método para
producdo de plantas transgénicas tolerantes a estresses ambientais gracas a introducao
de um vetor que contém sequéncia de um polinucleotideo de cana-de-agucar que codifica
um polipeptideo com alta identidade com subunidade B de ATP sintases, além da

construgdo de vetor e seus usos.

FUNDAMENTOS DA INVENCAO

Um dos principais problemas na agricultura é a seca, que de longe é o estresse
ambiental mais importante. Muitos esforcos tém sido feitos para melhorar a
produtividade das plantas sob condi¢des limitantes de agua. Nas ultimas décadas tem-se
investido fortemente na produgdo de plantas transgénicas tolerantes a estresses, dentre

0s quais se destacam a seca e o estresse salino. Isso tem permitido compreender melhor
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as respostas fisiolégicas e moleculares das plantas aos estresses, abrindo perspectivas de
aumentar o rendimento em condic¢des de estresses.

Dentre as tecnologias para producdo de plantas tolerantes, a transformacao por
Agrobacterium (Hooykaas PJ, Schilperoort RA (1992) Agrobacterium and plant genetic
engineering. Plant Mol Biol 19: 15-38; Barton KA, Chilton MD (1983) Agrobacterium Ti
plasmids as vectors for plant genetic engineering. Methods Enzymol 101: 527-539), a
transferéncia direta de genes em protoplastos (Gharti-Chhetri GB, Cherdshewasart W,
Dewulf J, Paszkowski J, Jacobs M, et al. (1990) Hybrid genes in the analysis of
transformation conditions. 3. Temporal/spatial fate of NPTIl gene integration, its
inheritance and factors affecting these processes in Nicotiana plumbaginifolia. Plant Mol
Biol 14: 687-696; Lyznik LA, Peng JY, Hodges TK (1991) Simplified procedure for transient
transformation of plant protoplasts using polyethylene glycol treatment. Biotechniques
10: 294-300; Rodenburg KW, de Groot MJ, Schilperoort RA, Hooykaas PJ (1989) Single-
stranded DNA used as an efficient new vehicle for transformation of plant protoplasts.
Plant Mol Biol 13: 711-719 e Ballas N, Zakai N, Loyter A (1987) Transient expression of
the plasmid pCaMVCAT in plant protoplasts following transformation with
polyethyleneglycol. Exp Cell Res 170: 228-234) e o bombardeamento de particulas (Klein
TM, Wolf ED, Sanford JC (1987) High-velocity microprojectiles for delivering nucleic acids
into living cells. Nature 327: 70-73) sdo as mais utilizadas.

Nos dultimos anos tem-se obtido grande avan¢co nas tecnologias para a
transformagdao de plantas e as pesquisas tém se voltado para a necessidade de

desenvolver eficazes métodos de transformacdo genética das principais espécies de
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interesse experimental e econdmico. A agrotransformacao tem ganhado grande aceitacdo
pela facilidade do método de transformacao e a alta taxa de plantas transgénicas geradas
a partir desse método. Por outro lado, o tabaco tem sido utilizado amplamente como
modelo para estudos envolvendo transformacdo génica pela facilidade de transformacao
e rapida obtencao de geracdes transformadas. Desta forma, genes de diferentes espécies
podem ser avaliados inicialmente em tabaco, pela facilidade e rapidez na producgao e
andlise das plantas transgénicas. Isso tem ocorrido com genes de cereais, produtos
horticolas, plantas ornamentais, medicinais, arvores frutiferas, pastagens, dentre outros.
Assim, embora o tabaco seja uma planta dicotiledénea, ele oferece evidéncia clara que
genes de monocotiledéneas, como cana-de-agucar, milho, trigo e arroz, possam conferir
tolerancia a estresses abidticos tanto em plantas monocotiledéneas como dicotiled6neas.

Nos ultimos anos, com a chegada de novas tecnologias como o sequenciamento
gendbmico, microarrays e outras tecnologias (Mardis ER (2008) Next-generation DNA
sequencing methods. Annu Rev Genomics Hum Genet 9: 387-402) tém aumentado as
informacdes sobre os genes, até o ponto do patenteamento de genomas completos (Stix
G (2006) Owning the stuff of life. Sci Am 294: 76-83 e Stott M, Valentine J (2003) Impact
of gene patenting on R&D and commerce. Nat Biotechnol 21: 729-731; author reply
731). A partir dessas novas abordagens, um grande numero de genes vem sendo
identificado. Dessa forma, tem-se buscado cada vez mais o patenteamento de plantas
ricas em alguns nutrientes e vitaminas, que apresentem aumento na produc¢do ou na

tolerancia a estresses, entre outros.
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Dentro dos estresses, os de tipo abidtico tém tido um interesse particular para
aplicagdo na agricultura devido ao efeito negativo sobre o desenvolvimento e a
produtividade em geral, bem como pelo temor as mudancas climdticas. Um dos tipos de
estresses mais estudados e consequentemente com alto nimero de patentes é a seca,
que é a principal causa de déficit hidrico ou estresse osmodtico nas plantas (Cattivelli L,
Rizza F, Badeck FW, Mazzucotelli E, Mastrangelo AM, et al. (2008) Drought tolerance
improvement in crop plants: An integrated view from breeding to genomics. Field Crops
Research 105: 1-14).

Uma das mais recentes técnicas denominada microarrays ou chips de DNA tem
permitido associar funcdo a genes até entdo desconhecidos. Essa técnica permite
conhecer a expressao de sequéncias de DNA de centenas de milhares de genes distintos
usando tags moleculares fluorescentes que se acendem quando se liga uma fita
complementar derivada de moléculas de RNA obtidas dos tecidos vegetais em estudo.
Desta forma os chips tém permitido conhecer e identificar genes envolvidos em diferentes
processos da planta, como resposta a estresses abidticos, regulacdo génica, acimulo de
sacarose, além de resisténcia a pragas, tolerancia a escassez de agua, interacdo planta-
patdgeno e etc.

Dentre os diversos polinucleotideos identificados por nosso grupo como
diferencialmente expressos sob condicGes de seca, o que codifica um polipeptideo com
similaridade a polipeptideos relacionados a subunidade B da ATP sintase foi selecionado e
0 seu papel na protecdo contra estresses abidticos é revelado nesta invencdo. As ATP

sintases sao importantes enzimas que fornecem energia para as células e foram muito
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conservadas durante a evolugdo. As enzimas bacterianas possuem essencialmente a
mesma estrutura daquelas encontradas nas mitocondrias de animais, plantas e fungos e
também nos cloroplastos das plantas. Na maioria dos sistemas as ATP sintases sdo
localizadas nas membranas e catalisam a sintese de ATP a partir de ADP e fosfato
direcionado pelo fluxo de prétons entre a membrana e gerados pela transferéncia de
elétrons. O fluxo parte do lado fotoquimico positivo (alto potencial eletroquimico) para o
lado fotoquimico negativo. A reacdo catalizada pela ATP sintase é completamente
reversivel.

A estrutura das ATP sintases é formada por duas por¢ées: uma porg¢do soluvel Fy
que contém 5 subunidades (a, B, y, 6, €). Trés sitios de ligagdo a substratos sdo
encontrados nas subunidades B. Um sitio adicional de ligagdo ao nucleotideo adenina é
localizado na subunidade a. A subunidade F; cataliza a hidrolise do ATP. Na parte interna
da célula encontra-se a porc¢do Fo que é consistida de 3 subunidades (a, b, c) (Mccarty RE
(1992) A plant biochemist’'s view of H+-ATPases and ATP SYNTHASE. Journal of
Experimental Biology 172: 431 — 441).

Os mecanismos de tolerancia a seca em plantas tém semelhangcas com outros
tipos de estresses (Yamaguchi-Shinozaki K, Shinozaki K (2006) Transcriptional regulatory
networks in cellular responses and tolerance to dehydration and cold stresses. Annual
Review of Plant Biology 57: 781-803), uma vez queas mesmas proteinas e
osmoprotetores estdo envolvidos em respostas moleculares para diferentes tipos de
estresse. Adicionalmente, a maioria dos estresses abidticos comega com um tipo de

estresse, por exemplo, osmético que logo desencadeia os outros. Isto implica que um
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gene ou via de transducdo de sinais identificados como resposta a um estresse especifico
pode estar envolvido nas respostas de varios outros tipos de estresses (Yamaguchi-
Shinozaki K, Shinozaki K (2006) e Zhu JK (2002) Salt and drought stress signal
transduction in plants. Annu Rev Plant Biol 53: 247-273).

Ao nivel celular, as membranas celulares servem como uma barreira permeavel
para a perda de agua e de algumas moléculas importantes. Porém, durante o estresse
osmotico, a disponibilidade de agua intercelular é restrita, o que altera as concentragdes
extracelulares de solutos, levando a um desequilibrio osmético. Desta forma ocorre um
fluxo de 4dgua para fora das células, causando uma diminui¢do na turgéncia da célula e um
aumento nas concentragdes intracelulares de solutos. As espécies reativas de oxigénio
e toxinas geradas durante esse processo também podem causar um dano extensivo para a
célula.

Muitas sdo as patentes que descrevem diferentes proteinas capazes de conferir
tolerancia a fatores abidticos como seca e estresse salino, tais como os elementos de
ligacdo a DNA ativados em resposta a desidratacdo (DREB/CBF), os quais compdem uma
importante familia com um papel chave na regulacdo de transducdo de sinal induzida pelo
estresse (Oh S, Song S, Kim Y, Jang H, Kim S, Kim M, Kim Y, Nahm B, Kim J. (2005).
Arabidopsis CBF3/DREB1A and abf3 in transgenic Rrice increased tolerance to abiotic
stress without stunting growth. Plant Physiology. 138:341-351; Stockinger E, Gilmour S,
Thomashow M. (1997). Arabidopsis Thaliana CBF1 Encodes An AP2 Domain-Containing
Transcription Activator That Binds To The C-Repeat/DRE, A Cis-Acting DNA Regulatory

Element That Stimulates Transcription In Response To Low Temperature And Water
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Deficit. Proceedings of the National Academy of Sciences. 94:1035-1040). Proteinas
CBF/DREB possuem diferentes dominios e foram identificadas em diferentes espécies. Os
documentos US7368630, US7259297 e US7253000 utilizam estes importantes reguladores
da transcricdo para a producdo de plantas transgénicas tolerantes ao estresse hidrico.

A patente US7368630 descreve um método para usar o gene DREBI1A para
produzir uma linha de células vegetais, tecidos ou plantas com este fator de transcricdo,
assim como os genes induzidos por desidratagdo a partir de estudos de microarrays. Por
sua vez, o documento US7259297, descreve plantas transgénicas criadas pela introducgado
de um gene que codifica um fator de transcricdo DREB que se liga ao elemento de
resposta a seca DRE/CRT (Drought Response Element/Crepeat) e ativa a transcricdo de
genes localizados em promotores com o referido motivo DRE. Segundo essa patente, a
superexpressao do fator de transcriciao DREB ativa os genes Rd29A, Rd29B, Rd17, Rd22,
DREBI1A, Cor6, Corl5a, Erd1 e Kinl1, induzindo uma resposta rdpida na planta quando esta
submetida ao estresse.

Da mesma forma, a patente US7253000 compreende uma sequéncia de acido
nucléico que utiliza um dos genes pertencentes ao grupo CBF (C-repeat/dehydration-
responsive element binding factor, que é outro nome dado aos fatores DREB).

Outras patentes descrevem o uso de varios fatores de transcricao envolvidos na
tolerancia ao estresse em plantas como, por exemplo, a W02005024028 e JP2006158402,
que empregam fatores de transcricdo tipo dedo de zinco (Zinc finger) para conferir
tolerancia a estresse hidrico nas plantas. Por sua vez, o documento US2008163397,

utilizou o fator de transcrigdo CAAT-binding, conferindo tolerancia a seca e ao estresse por
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frio, utilizando o dominio B do fator de transcricio. Da mesma forma, na patente
US2009265813 utiliza-se o fator de transcricdo AP2, para obtencdo de plantas
transgénicas relacionadas com multiplas caracteristicas, incluindo o crescimento
reforcado da raiz e obtendo tolerancia a seca como resultado final.

As patentes aqui mencionadas sdo reflexo do potencial biotecnoldgico dos genes
que codificam fatores de transcricao, proteinas quinases e outras proteinas envolvidas nas
respostas das plantas a seca. Essas proteinas atuam protegendo diretamente
componentes celulares durante a desidratagdo, bem como amplificando o sinal molecular
da percepgao do estresse hidrico, permitindo a planta antecipar e acelerar os mecanismos
de defesa. Nenhum documento apresenta protecdo sobre sequéncias de polinucleotideos
que codifiguem sequéncias de polipetideos com alta similaridade a proteinas
correspondentes a subunidade B da ATP sintase, como é o caso da presente invencao.

Apesar do crescimento em pesquisas com cana-de-agucar, s30 poucos O0s
exemplos de invencGes que utilizam genes de cana para producdo de plantas com maior
tolerancia a estresses abidticos (Affenzeller MJ, Darehshouri A, Andosch A, Lutz C, Lutz-
Meindl U (2009) Salt stress-induced cell death in the unicellular green alga Micrasterias
denticulata. J Exp Bot 60: 939-954 e Molinari HBC, Marur CJ, Daros E, de Campos MKF,
de Carvalho JFRP, et al. (2007) Evaluation of the stress-inducible production of proline in
transgenic sugarcane (Saccharum spp.): osmotic adjustment, chlorophyll fluorescence
and oxidative stress. Physiologia Plantarum 130: 218-229). Além dos trabalhos acima
citados recentemente dois pedidos de patente foram solicitados pelo nosso grupo

(documentos PCT/BR2011/000201 e PCT/BR2011/000202) onde reivindica-se a protecdo
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do uso de dois genes de cana-de-aguUcar (Scdrl e Scdr2) que codificam proteinas de
funcdes desconhecidas que conferem tolerancia a seca e sal em plantas transgénicas de
tabaco. O uso de genes de cana que dao tolerancia a estresses abidticos, em contraponto
a genes de outras espécies, permite a producdo de plantas transgénicas da cana contendo
genes da prépria cana, os quais tém maior aceitacdo pelos consumidores. De fato, 70%
dos consumidores ddo suporte a modificagbes genéticas envolvendo genes da prdpria
espécie, em contraste com o suporte de 26% quando se tratam de genes de outras
espécies (Rommens CM (2010) Barriers and paths to market for genetically engineered
crops. Plant Biotechnology Journal 8: 101-111).

Portanto, esta invengao relaciona-se com a direta manipulacdo de uma sequéncia
de DNA que codifica um polipetideo de cana-de-aglcar com similaridade a subunidade B
de ATP sintases. Esta invencao descreve também a construcdao de vetores que contém a
sequéncia do polipetideo de cana-de-agucar, bem como um processo de producdo de
plantas transgénicas de forma a produzir um fenétipo de tolerancia a estresse hidrico e

salino, maior biomassa e maior fotossintese, dentre outros possiveis.

BREVE DESCRICAO DA INVENCAO

A presente invencdo descreve um método de producdo de plantas que contém
em suas células uma sequéncia de polinucleotideos de cana-de-acucar e a superexpressao
dessa sequéncia leva a maior tolerancia a estresses abidticos a planta em questao.

Em uma forma mais ampla, o polinucleotideo de cana-de-aglcar é expresso por

um promotor e um terminador que funcionam em plantas. Mais especificamente, a
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presente invencdo proporciona um polinucleotideo de DNA recombinante no sentido 5'
para 3', que compreende um promotor que funciona em plantas, operacionalmente ligado
a um segundo polinucleotideo que codifica um polipeptideo de cana, operavelmente
ligado ao terminador que finaliza a transcri¢cdao do polinucleotideo de DNA fornecendo um
sitio de poliadenilacdo.

A invenc¢do também descreve uma sequéncia de DNA recombinante em que o
promotor é selecionado do grupo constituido por promotores induziveis, promotores
constitutivos, promotores regulados temporalmente, promotores com preferéncia por
tecidos, promotores de estresses especificos, promotores induziveis por seca, promotores
induziveis pelo déficit de agua, e os promotores tecido-especificos.

Também s3o descritas células vegetais e plantas que contém em seu genoma
moléculas de DNA recombinante, tal como descrito e os propagulos e descendentes delas
produzidas. As plantas incluem, mas ndo estdo limitadas a plantas de cultivo,
monocotiledéneas ou dicotiledoneas e dentre elas podem-se incluir cana-de-agucar, soja,
milho, canola, arroz, algodao, cevada, aveia, grama, trigo, pinhdo manso, mangueira,
goiabeira, limoeiro, abacateiro, laranjeira, ameixeira, pitagueira, jabuticabeira, macieira,
pessegueira, batateira, ervilheira, tomateiro, roseira, girassol, feijdo, eucalipto, abacate,
morango, péra, macd, goiaba, cacau, limdo, maracuja, palma forrageira, mamona,
mandioca, seringueira, mate, jacaranda, café, abdbora, melancia, péssego, pitanga e caju.

A invencdo também descreve um método para producdo de plantas tolerantes
aos estresses abidticos, gragas a transformagdo genética com uma molécula de DNA

recombinante que expressa um polipeptideo de cana, bem como as plantas e suas células
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e propagulos, como sementes, contiverem em seu genoma moléculas desse DNA
recombinante.

Tais plantas apresentam uma ou mais das seguintes propriedades: uma maior
taxa de crescimento em condi¢des onde a seca e/ou o estresse salino seriam limitantes
para o crescimento de uma planta ndo-transformada da mesma espécie, uma maior taxa
de crescimento em condi¢cdes onde a agua seria limitante para o crescimento de uma
planta ndo-transformada da mesma espécie, uma maior taxa de crescimento, sob
condicdes em que o aumento de sais ou ions no solo e / ou agua seria limitante para o
crescimento de uma planta nao-transformada da mesma espécie, maior porcentagem de
plantas sobreviventes apds um periodo prolongado de seca ou sob estresse salino do que
uma planta nao-transformada da mesma espécie, um rendimento maior quando
comparado a uma planta ndo-transformada da mesma espécie, ou maior tolerancia a seca
em comparagao com uma planta nao-transformada da mesma espécie.

A presente invengao compreende a propaga¢dao das plantas geneticamente
modificadas, com a finalidade de gerar sementes, plantar tais sementes no solo, ou
brotacdo, como é o caso de uso de toletes em cana-de-aclcar, e que permite o
crescimento das plantas sob condicGes de estresse. Mais especificamente, esta invencdo
fornece um método para produzir uma planta que tem como uma das caracteristicas, tais
como tolerancia a estresses abidticos, aumento ou incremento no rendimento da massa
de raizes. A invencdo compreende as etapas de inserir no genoma de uma célula de
planta, a construcdo de uma molécula de DNA recombinante compreendendo um

polinucleotideo de cana-de-agucar, a obtengao de uma célula de planta transformada ou
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células transformadas, a regeneracdo de plantas transformadas de células vegetais e a
selecdo de plantas que apresentam melhores caracteristicas agronémicas. Uma das
caracteristicas da invencdo é o fato das plantas selecionadas apresentarem maior
tolerancia a estresses abidticos selecionado do grupo consistindo de tolerdncia ao
estresse salino, tolerdncia a seca e sobrevivéncia apds o a combinacdo de estresses

abidticos.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS E ANEXOS

Figura 1: Sequéncias utilizadas na transformacdo genética de tabaco. (A) Sequéncia de
polinucleotideo (SEQ ID NO: 1) e sequéncia do polipeptideo deduzido (B) (SEQ ID NO: 2).
Figura 2: Andlise por PCR em tempo real da expressdao do gene que codifica a subunidade
B da ATP sintase em amostras de duas variedades de cana-de-acglcar. Entre as variedades
utilizadas a RB867515 é considerada tolerante a seca enquanto a RB855536 é considerada
sensivel. Os dados mostram que gene estudado é induzido por seca na variedade
RB855536. As barras correspondem a expressao relativa do gene utilizando a condicdo de
irrigacdo como controle. Tl: variedade tolerante RB867515 irrigada; TS: variedade
tolerante RB867515 sequeiro; Sl: variedade sensivel RB855536 irrigada; SS: variedade
sensivel RB855536 sequeiro.

Figura 3: Vetor binario, pCAMBIA2301::C10, utilizado na agrotransformacdo de plantas de
tabaco. Os cassetes de selecdo, repdrter e de expressao do polipeptideo codificado pela
SEQ ID:1 foram clonados sob controle do promotor do virus do mosaico da couve-flor

CamV35S e o terminador do gene da Nopalina sintase (NOS) de agrobactéria. Para a
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selecdo foi utilizado o gene nptll que confere resisténcia ao antibidtico canamicina e como
repérter o gene uidA que codifica a proteina B-glucuronidase (GUS).

Anexo 1: Fases da transformacdo genética de tabaco. (A) Producdo de explantes que
serdo utilizados na transformacdo de tabaco. Sementes de tabaco selvagem germinadas
em placas de petri contendo meio Murashige-Skoog (MS) com 0,28% (w/v) de phytagel. As
plantas foram crescidas em camara de crescimento com fotoperiodo de 16/8h luz/escuro
(300-400 umol fotons m?2s™) a 25°C e umidade relativa de 75-80%. (B) Discos foliares de
tabaco apds a infeccdo com agrobactérias e mantidas em placa contendo meio MS
(suplementado com 1 mg/L de benzilaminopurina, 0.1 mg/L de acido naftalenocetico e
0,0059g/L de acetoseringona) por 3 dias. (C) Os discos infectados em meio seletivo (sais
MS, 1 mg/L de benzilaminopurina e 100 mg/L de canamicina). (D) Regeneragdo de plantas
tolerantes ao antibidtico canamicina em placas contendo meio MS com 200 mg/L de
canamicina. (E) Transferéncia das plantulas para fracos contendo meio MS para o
alongamento e enraizamento.

Anexo 2: O produto da reacdo de PCR visualizado em gel de agarose 0,8% em TAE
contendo brometo de etideo, sob iluminacdo de luz ultra-violeta. Dentre as 9 amostras de
plantas que apresentaram a coloracdo azul para o ensaio histoquimico de GUS, a presenca
do gene nptll foi confirmada em todas. A coluna identificada com Br equivale a auséncia
de amplificacdo em uma planta ndo transformada.

Anexo 3: Andlise fenotipica de plantas selvagens (ndo modificadas geneticamente) e
transgénicas que possuem a SEQ ID NO: 1 apds estresse hidrico. (A) Porcentagem de

plantas sobreviventes apds o estresse por seca. Plantas de dois meses de idade foram
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privadas de agua por 15 dias e rehidratadas por 3 dias. O experimento foi realizado com 6
réplicas bioldgicas e o numero de plantas sobreviventes foi contado. (B) Planta
sobrevivente na esquerda e planta morta na direita. As plantas foram mantidas em
condi¢cbes normais até o florescimento.

Anexo 4: Efeitos de diferentes concentracdes de NaCl em discos foliares de tabaco
transgénico contendo a SEQ ID NO.1 e selvagem. Discos foliares de plantas transformadas
com vetor contendo a SEQ ID NO:1 e selvagens foram tratados com 1 mL de meio MS
liguido meia forca com 0 a 400 mM de NaCl por 5 dias. (A) Discos foliares utilizados como
padrdo para avaliar os efeitos do estresse salino. Os fenétipos visuais foram escalonados
de 1 a 4 de acordo com a intensidade da cor verde e o tamanho. (B) 6 discos de cada
planta foram coletados e inoculados em meio MS contendo NaCl e apds 5 dias os efeitos
do estresse salinos foram avaliados e escalonados de acordo com os padrdes mostrados
em (A). (C) Conteudo total de clorofila das linhagens transgénicas e selvagem apds

estresse salino. O experimento foi realizado com 4 réplicas bioldgicas.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

A presente invencdo descreve um método para producdo de plantas transgénicas
tolerantes a estresses ambientais gracas a introducdo de um polinucleotideo de cana-de-
agucar que codifica um polipetideo com similiridade a subunidade 3 de ATP sintase. A
sequéncia do polinucleotideo é descrita na sequéncia SEQ ID NO: 1 (Figura 1A), e o
polipeptideo deduzido a partir dessa sequéncia de DNA esta indicado na SEQ ID NO: 2

(Figura 1B).
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O invento descrito neste documento refere-se a um vetor de DNA recombinante
compreendendo a sequéncia de nucleotideos SEQ ID NO: 1, util para produzir plantas
transgénicas e um método para producdo de plantas geneticamente modificadas que
superexpressam uma molécula de acido nucléico da SEQ ID NO: 1, envolvida na resposta
das plantas a estresses abidticos, e cuja superexpressao produz uma melhora significativa
na resposta da planta a esses estresses. Assim, determina-se que o polinucleotideo
indicado na SEQ ID NO: 1 controla direta ou indiretamente a resposta de plantas contra
esses estresses.

Como tal, as aplica¢Ges da invenc¢do incluem, mas ndo estdo limitadas, a melhoria
da producdo de plantas que sejam tolerantes a esses estresses abidticos. Da mesma
forma, a invengao compreende as sequéncias com identidade igual ou superior a 60% a
SEQ ID NO: 1, mas nao limitantes a somente elas.

A sequéncia de DNA descrita em SEQ ID NO: 1, da qual se deduz o polipeptideo
SEQ ID NO: 2, é usada como parte de um DNA quimérico capaz de produzir uma elevada
expressao em células vegetais.

O vetor de transformacdo de plantas usado para introduzir o acido nucléico na
célula vegetal pode ser um plasmideo, em que o DNA SEQ ID NO:1 é inserido em sitios de
clivagem de endonucleases de restricao ou por recombinacdo mediada por outros tipos de
enzimas. O DNA é inserido no vetor de clonagem utilizando procedimentos padrdo
amplamente conhecidos. Isso geralmente envolve o uso de enzimas de restri¢cdo e ligases
do DNA, conforme descrito, por exemplo, por Sambrook et al. (Wood EJ (1983)

Molecular-Cloning - a Laboratory Manual - Maniatis,T, Fritsch,EF, Sambrook,J.
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Biochemical Education 11: 82-82). O plasmidio resultante, que inclui a SEQ ID NO:1 pode
entdo ser usado para transformar uma célula vegetal, plantas ou partes de plantas por
métodos convencionais de transformacgao.

Para a transformacdo de plantas, o plasmideo de preferéncia também inclui um
gene marcador de selecdo, embora existam métodos que prescindam do uso desse tipo
de gene marcador. Marcadores sele¢dao de vegetais comumente usados incluem o gene de
resisténcia a canamicina, (neomicina fosfotransferase Il ou nptll), o gene de resisténcia a
higromicina (higromicina fosfotransferase ou HPT), o gene de fosfinotricina acetil
transferase (bar), o gene 5-enolpiruvilshiquimato-3-fosfato sintase (EPSPS), ou gene da
acetolactato sintase (ALS). Na presente invenc¢do, o marcador de selecao é o gene Nptll,
gue permite a selecdo dos transformantes com o antibidtico canamicina.

O plasmideo também pode incluir um gene repdrter que fornece uma indicagao
clara de que a transformacdo genética foi efetuada através da deteccdo da atividade da
proteina codificada pelo gene repérter. Os genes repdrtereses mais comumente utilizados
sdo os que codificam a beta-glucuronidase (GUS), a luciferase e a proteina verde
fluorescente (GFP). Genes repdrteres sao muitas vezes colocados nas proximidades do
gene de interesse para assegurar que elas sao expressas em conjunto e ndo separadas por
eventos do crossing-over.

O plasmideo, de preferéncia, também inclui os promotores adequados para a
expressao do acido nucléico indicado na SEQ ID NO: 1 e também para a expressdo do gene
marcador de selecdo, assim como do gene repdrter. O promotor do virus do mosaico da

couve-flor 35S (CaMV 35S) é comumente utilizado na transformacdo de plantas, bem
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como o do gene da actina 1 de arroz (Actl), da ubiquitina 1 (Ubil), o promotor do gene da
alfa-amilase, e promotores de genes induzidos por estresse. Na presente invencdo, o
promotor utilizado é o promotor CaMV 35S, mas outros promotores também podem ser
utilizados.

No plasmideo, o DNA descrito em SEQ ID NO:1 pode estar sob o controle de um
promotor constitutivo ou pode estar sob o controle do seu préprio promotor nativo ou de
um promotor diferente. Para a transformacdo de plantas, o plasmideo, de preferéncia,
inclui também uma molécula de acido nucléico que compreende o terminador, como a
regidao 3’ ndo traduzida dos genes que codificam um inibidor de protease de actina, do
virus do mosaico da couve-flor, ou da nopalina sintase (NOS). Na presente invencao, o
plasmideo inclui o terminador da nopalina sintase (NOS).

O plasmideo é de preferéncia um vetor de transformacao de plantas binario em
gue os polinucleotideos de interesse sdo inseridos dentro das bordas do T-DNA
(“Transferred-DNA”). Exemplos de tais vetores de transformacdo de plantas que podem
ser usados na presente invencdo sdo vetores obtidos a partir de fontes comerciais, tais
como a serie pCAMBIA, pBI121 ou pGreenll que contém uma origem RK2 de baixa
replicacdo, o gene marcador da neomicina-fosfotransferase (nptl/l), o terminador da
nopalina sintase (NOS), promotor constitutivo e um sinal 3’ NOS de poliadenilacdo.

Para a producdo de plantas transgénicas, qualquer método adequado para a
transformacdo de monocotiledoneas ou dicotiledéneas pode ser usado, como, por
exemplo, a transformagao mediada por Agrobacterium ou bombardeamento de particulas

(também conhecida como transformagdo de biolistica ou biolistica). Na transformagdo
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mediada por Agrobacterium, as células vegetais sdo colocadas em contato com um
indculo de bactérias transformadas com o plasmideo contendo o DNA indicado na
SEQ ID NO: 1 da invencdo. Bactérias do género Agrobacterium que podem ser utilizados
para transformar células vegetais incluem espécies de Agrobacterium rhizogenes ou
Agrobacterium tumefaciens, preferencialmente as cepas A. tumefaciens LBA4404, EHA105
ou GV301. Agrobacterium spp.sao transformadas com o plasmideo por métodos
convencionais conhecidos.

Por sua vez, utilizando-se um protocolo de transformac¢ao de discos foliares,
bactérias de A. tumefaciens com o DNA indicado na SEQ ID NO: 1 clonado em vetor
bindrio sdo cultivadas em um meio de crescimento na presenca de antibidticos, como por
exemplo, canamicina, para selecionar as células bacterianas que possuem o plasmideo
binario. Em seguida, folhas de tabaco selvagem s3ao esterilizadas superficialmente,
cortadas em pequenos discos e incubadas numa suspensdo de A. tumefaciens por um
tempo adequado. Diferentes tecidos podem ser utilizados para a transformacdo, tais
como folhas, talo, flor dentre outros. Apds a incubacdo com A. tumefaciens as folhas
infetadas sdo transferidas ao meio de cultura “in vitro” por determinado periodo de
tempo. A selecdo das plantas transgénicas € iniciada colocando-se as plantas infetadas no
meio de selecdo “in vitro” com antibidtico. Apds o desenvolvimento de plantulas com
raizes ocorre a transferéncia para solo e o crescimento em camara de crescimento.

Adicionalmente, a presente invencao refere-se a producdo de plantas

transgénicas transformadas com plasmideos contendo a sequéncia indicada em
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SEQID NO: 1, aumentando sua tolerancia a estresses abidticos, como seca e alta
salinidade.

Outra abordagem para se aumentar os niveis de expressao de SEQ ID NO: 1 pode
ser a producdo de plantas geneticamente modificadas que superexpressem genes que
induzam a atividade do promotor do gene endégeno, como é o caso de genes que
codificam fatores de transcrigao.

Assim, a invengao descreve o método para producdo de plantas transgénicas que
contém em suas células um gene quimérico com capacidade de expressdao em células
vegetais, assim como as subsequentes geracdes compreendendo uma sequéncia de DNA
de SEQ ID NO: 1 e sequéncias de DNA que permitam a expressdo do polipetideo
SEQ ID NO: 2 em células vegetais.

Plantas transgénicas, de acordo com a invencdo, incluem, sem limitacdao, os
cereais, como trigo, cevada, milho, arroz, aveia, gramineas forrageiras, turfa, outras
monocotiledéneas como cana-de-agucar, miscanthus, ou qualquer espécie de cultura de
outros alimentos como o feijdo, a soja, ervilha, tomate, colza, bem como outras espécies

de interesse econémico, como o tabaco, a laranja, etc.

EXEMPLOS
Exemplo 1: AVALIAGAO DO NIVEL DE EXPRESSAO DA SEQ ID NO: 1 DE CANA-DE-AGUCAR
Para avaliar o padrao de expressdao do polinucleotideo SEQ ID NO: 1 sob seca foi
feito um Real time-PCR quantitativo conforme descrito por Rocha et al (Rocha FR, Papini-

Terzi FS, Nishiyama MY, Vencio RZN, Vicentini R, et al. (2007) Signal transduction-related
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responses to phytohormones and environmental challenges in sugarcane. Bmc
Genomics 8) utilizando folhas de uma variedade de cana com maior tolerancia a seca
(RB867515) e de outra com maior sensibilidade a seca (RB855536) mantidas sob irrigacdo
ou em sequeiro (com suspensdo de rega, equivalente a estresse por seca). Como gene de
referéncia foi utilizado o gene da poliubiquitina de cana.

A expressdo sob seca (sequeiro) foi determinada a partir do método 2-AACT
(Livak KJ, Schmittgen TD (2001) Analysis of relative gene expression data using real-time
quantitative PCR and the 2(-Delta Delta C(T)) Method. Methods 25: 402-408), utilizando
amostras ndao submetidas ao estresse (irrigadas) como controle. A interpretacdo dos
resultados baseou-se na premissa de que o gene seja pelo menos duas vezes mais
expresso no tratamento sequeiro comparando-se com o controle irrigado.

O resultado da analise por PCR em tempo real mostrou a indugdo do gene que
codifica a subunidade B da ATP sintase é induzido por estresse por déficit hidrico na

variedade mais sensivel a seca (RB855536) e é mostrado na Figura 2.

Exemplo2: CLONAGEM DA SEQ ID NO: 1 DE CANA-DE-AGUCAR E PRODUGAO DE UM
CASSETE RECOMBINANTE.

Um clone com sequéncia de polinucleotideos de cana-de-agucar com similaridade
a genes que codificam a subunidade B da proteina ATP sintase foi obtido do “Brazilian
Clone Collection Center” (BCCCENTER, Jaboticabal, Brasil). A partir desse DNA a sequéncia
codificante, indicada na SEQ ID NO: 1 (Figura 1), foi amplificada por PCR utilizando

oligonucleotideos especificos 5- CCATGGTGGCGCTGGACAAG-3-’ e 5'-
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GGTCACCTCAGGCGGATGGG -3°, e clonada no vetor pGEMT-Easy (Promega, EUA).
Posteriormente, um fragmento contendo a SEQ ID NO: 1 foi retirada do vetor pGEMT-Easy
com a enzima EcoR | e inserido no vetor pRT104 digerido com a mesma enzima. O cassete
de expressao foi liberado pela digestdo com Hind lll e clonado no vetor de expressao
pCAMBIA2301 (Cambia, Austrdlia), também digerido com a mesma enzima. A construcado
recombinante final resultante, pCAMBIA2301::C10 (Figura 3) foi introduzida em

Agrobacterium tumefaciens cepa LBA4404 .

Exemplo 3: PRODUGAO DE PLANTAS GENETICAMENTE MODIFICADAS

Sementes selvagens de tabaco (Nicotiana tabacum, var. SR1) foram germinadas
em placas de Petri contendo meio Murashige-Skoog (MS) com 0,28% (w/v) de phytagel. As
plantas foram crescidas em camara de crescimento com fotoperiodo de 16/8h luz/escuro
(300-400 pmol fétons m2s™) a 25°C e umidade relativa de 75-80%.

Folhas de tabaco foram cortadas em discos pequenos e incubadas com
suspensdes de A. tumefaciens por 5 a 10 min. Apds isto, as folhas infetadas foram
transferidas ao meio MS (suplementado com 1 mg/L de benzilaminopurina, 0.1 mg/L de
acido naftalenocetico e 0,0059g/L de acetoseringona) por 3 dias. Os discos infectados
foram transferidos para meio seletivo (sais MS, 1 mg/L de benzilaminopurina e 100 mg/L
de canamicina). As plantas que comecaram a se desenvolver foram transferidas para meio
MS com 200 mg/L de canamicina (Anexo 1). As plantas enraizadas foram transferidas para
o substrato Flores e Folhagens (BIOMIX) e mantidas em casa-de-vegetacao sob condigdes

normais até o florescimento e coleta de sementes.
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Exemplo 4: ANALISES DA PRESENCA DA SEQ ID NO: 1 EM PLANTAS GENETICAMENTE
MODIFICADAS

A caracterizacdo inicial das plantas enraizadas e transferidas para solo foi feita
pelo ensaio histoquimico de GUS utilizando-se o substrato X-Gluc para a deteccdo do gene
que codifica a proteina B-glucuronidase, também inserido no cassete de expressao.

Observou-se que um grande numero de plantas apresentou forte coloragao azul,
as quais foram utilizadas para confirmar a integracdo do transgene contendo a
SEQ ID NO: 1 por PCR, utilizando-se DNA genémico como molde.

Em seguida foi extraido DNA total de amostras de folha de plantas selvagens e
plantas transgénicas. Para tal, coletaram-se cerca de 50 — 150 mg de folha, que foram
macerados em microtubos de centrifuga com nitrogénio liquido até a obten¢dao de um pé
bastante fino, ao qual acrescentaram-se 500 pL de tampdo de extracdo (Tris 100 mM
pH=8.0, EDTA 50 mM pH=8.0, NaCl 500 mM, B-mercaptoetanol 10mM) seguidos das da
adicdo de 35 pL de SDS 20%. As amostras foram, entdo, mantidas em banho-maria a 65°C,
por 10 minutos e 130 L de Acetato de Potassio 5M foram adicionados e, entdo, os tubos
foram mantidos em gelo por 5 minutos.

Em seguida, os tubos foram centrifugados numa microcentrifuga a 15.000 g
durante 10 minutos. O sobrenadante foi, entdo, transferido para um novo tubo plastico de
1,5 mL contendo 640 pL de dlcool isopropilico e 60 pL de acetato de sédio 3M, misturado
por inversao e incubado a -20°C por 10 minutos. Em sequéncia, os tubos foram

centrifugados numa a 15.000 g durante 10 minutos e o sobrenadante foi descartado. O
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DNA precipitado foi lavado nos préprios tubos com alcool 70%, por trés vezes e foram
adicionados 100 plL de &agua ultra pura acrescida de RNase A 100 mg/mL e, entdo,
incubada a 37°C por 30 minutos. O DNA genomico foi armazenado a 4°C.

A presenca de SEQ ID NO: 1 no DNA genO6mico extraido de plantas transgénicas
de tabaco foi confirmada pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para a amplificacdo
do gene nptll (Anexo 2). Inicialmente foram utilizados 1.0 uL de DNA, 0,5 uL dNTP
(10 mM), 1.0 pL MgCl, (25 mM), 0,75 pL de "primer”direto (10 uM), 0.75 pL "primer”
reverso (10 uM), 2,5 uL Tampao Taq 10x, 0,3 uL Tag DNA Polimerase (Fermentas), 18,2 pL
de agua Milli-Q e essa reacao foi submetida ao seguinte programa de amplificacdo: 10
minutos a 95°C, mais 35 ciclos de 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 65°C, 1 minuto a 72°C e
uma extensao final de 7 minutos a 72°C.

O produto dessa reagao foi visualizado em gel de agarose 0,8% em TAE contendo
brometo de etideo, sob iluminacdo de luz ultra-violeta. Dentre as 9 amostras de plantas
gue apresentaram a coloracdo azul para o ensaio histoquimico de GUS, a presenca do
gene nptll foi confirmada em todas. Essas plantas foram utilizadas nos ensaios posteriores
para observar os efeitos da SEQ ID NO: 1 nas caracteristicas das plantas de tabaco
transgeénicas.

Exemplo 5: ANALISE DOS EFEITOS DA SUSPENSAO DE REGA NAS PLANTAS
GENETICAMENTE MODIFICADAS CONTENDO A SEQ ID NO: 1

Para verificar a resposta a suspensdo de rega das plantas transgénicas em

comparacdo com as plantas selvagens foram utilizadas plantas de tabaco (T2) em que a

homozigose do transgene foi verificada. Para isso sementes das linhagens homozigotas
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foram germinadas e as plantas foram transferidas para potes com 300 g de substrato
Flores e Folhagens (BIOMIX) e mantidas sob condi¢cdes normais de rega até atingirem 2
meses de idade. Esse procedimento foi realizado com plantas do tipo selvagem e com
plantas transgénicas identificadas no Exemplo 4.

Plantas de dois meses de idade de trés eventos independentes (27.3, 21.1 e 20.5)
e selvagens foram expostas a suspensdo de rega por 15 dias e foram posteriormente
reidratadas por 3 dias. O experimento foi realizado com 6 réplicas bioldgicas de cada
linhagem (transgénicas e selvagem) e o numero de plantas sobreviventes foi contado
(Anexo 3A). A diferenca entre o numero de plantas que tiveram a capacidade de se
recuperarem apoés o periodo de seca foi significativamente diferente entre as linhagens
transgénicas e as plantas selvagens. As linhagens transgénicas 27.3, 21.1 e 20.5 que
contém a SEQ ID NO: 1 apresentaram as taxas de sobrevivéncia ao periodo de seca de
88,3%, 66,6% e 66,6% respectivamente, enquanto a linhagem ndo transformada
apresenta uma taxa de sobrevivéncia de 16,6%. O Anexo 3B mostra uma planta
sobrevivente (transgénica) e uma planta ndo sobrevivente (selvagem).

Estes dados mostram que a presenca de vetor contendo a SEQ ID NO: 1 aumenta

a tolerancia a seca.

Exemplo 6: AVALIAGAO DOS EFEITOS DO ESTRESSE SALINO EM DISCOS DE PLANTAS
TRANSGENICAS CONTENDO A SEQ ID NO: 1
Discos foliares de 3 eventos transgénicos independentes que possuem a

SEQ ID NO: 1 e de plantas selvagens foram tratados com 1mL de meio MS liquido meia
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forca com 0, 200, 300 e 400 mM de NacCl por 5 dias. Apds o periodo ao qual os discos
foram submetidos ao estresse salino, estes foram numerados, dispostos aleatoriamente e
guatro pessoas foram solicitadas para atribuir notas de 1 a 4 para os efeitos fenotipicos do
estresse baseando-se em 4 padrdes previamente estabelecidos (Anexo 4A). Nenhum
avaliador teve conhecimento prévio de quais discos correspondiam a linhagens
transgénicas ou selvagens bem como quais eram as réplicas do experimento. A média
entre as notas atribuidas pelos 4 avaliadores para cada uma das amostras foi calculada
para inferir a severidade do estresse (Anexo 4B). Dados mostram que as linhagens
transgénicas sdo mais tolerantes ao tratamento com 200 mM de NaCl do que as plantas
nao transformadas e que ndo existe diferenca significativa entre transgénicos e selvagens
nos outros tratamentos testados. Apds a avaliacdo do fendtipo visual, o conteudo de
clorofila foi quantificado como descrito por Arnon (1949) (Arnon, D.l. (1949). Plant
Physiology 24: 1-15) O NaCl causou uma redugao no teor de clorofila em todas as plantas.
No entanto, os dados confirmam que a retencdo da clorofila nos eventos transformados
com a SEQ ID NO: 1 é maior do que nas plantas ndo transformadas no tratamento com
200 mM de NaCl (Anexo 4C).

Os dados acima descritos permitem concluir que a presenca de vetor contendo a

SEQ ID NO: 1 proporciona uma melhoria na tolerdncia ao estresse salino.
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REIVINDICACOES

1. Método para producdo de plantas geneticamente modificadas, caracterizado por
compreender as seguintes etapas:

a) Producdo de um vetor que compreenda a sequéncia polinucleotidica de
interesse descrita em SEQ ID NO: 1;
b) Producdo de um vetor em que a sequéncia descrita em SEQ ID NO: 1 esteja
operacionalmente ligada a um promotor funcional em plantas;
c) Producdo de um vetor em que a sequéncia descrita em SEQ ID NO: 1 esteja
operacionalmente ligado a um terminador funcional em plantas;
d) Insergdo do dito vetor compreendendo a sequéncia descrita em SEQ ID NO: 1, o
promotor e o terminador no genoma de célula vegetal, planta ou partes de
plantas.

2. Método para producdo de plantas geneticamente modificadas, caracterizado por

compreender as seguintes etapas:

a) Producdo de um vetor que compreenda pelo menos 60% de identidade com a
sequéncia descrita em SEQ ID NO: 1;
b) Producdo de um vetor em que a sequéncia com pelo menos 60% de identidade
com a sequéncia descrita em SEQ ID NO: 1 esteja operacionalmente ligada a um
promotor funcional em plantas;
c) Produgdo de um vetor em que a sequéncia com pelo menos 60% de identidade
com a sequéncia descrita em SEQ ID NO: 1 esteja operacionalmente ligado a um

terminador funcional em plantas;
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10.

11.

d) Inser¢do do dito vetor compreendendo a sequéncia com pelo menos 60% de
identidade com a descrita em SEQ ID NO: 1, o promotor e o terminador no genoma
de célula vegetal, planta ou partes de plantas.
Método, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado pelas plantas geneticamente
modificadas apresentarem no seu genoma a sequéncia génica SEQ ID NO: 1.
Método, de acordo com a reivindicagdo 2, caracterizado pelas plantas geneticamente
modificadas apresentarem no seu genoma sequéncia génica com pelo menos 60% de
identidade com SEQ ID NO: 1.
Método, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado pela sequéncia génica
SEQ ID NO: 1 ser obtida de cana-de-agucar.
Método, de acordo com as reivindica¢des 1 e 2, caracterizado por poder ser aplicado
em monocotiledonias.
Método, de acordo com as reivindicacdes 1 e 2, caracterizado por poder ser aplicado
em dicotiledonias.
Método, de acordo com as reivindicacdes 1 e 2, caracterizado por ser aplicado em
tabaco.
Método, de acordo com as reivindicacdes 1 e 2, caracterizado por ser aplicado em
cana-de-acucar, soja, milho, arroz e trigo.
Método, de acordo com as reivindicagbes 1 e 2, caracterizado por permitir a
integracdo do vetor no genoma da célula vegetal.
Método, de acordo com as reivindicagdes 1 e 2, caracterizado por modular a

tolerancia da planta a estresses ambientais.
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12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Método, de acordo com a reivindicacdo 11, caracterizado pelo estresse ambiental ser
preferencialmente seca.

Método, de acordo com a reivindicacdo 11, caracterizado pelo estresse ambiental ser
preferencialmente salinidade.

Vetor de DNA recombinante, caracterizado por compreender a sequéncia
polinucleotidica descrita em SEQ ID NO: 1.

Vetor, de acordo com a reivindicagdo 14, caracterizado por compreender uma
sequéncia de polinucleotideos responsavel pela producdo de um polipeptideo descrito
na SEQ ID NO: 2.

Vetor de DNA recombinante, caracterizado por compreender uma sequéncia
polinucleotidica com pelo menos 60% de identidade com a sequéncia descrita em
SEQID NO: 1.

Vetor, de acordo a reivindicacdo 16, caracterizado por compreender uma sequéncia
de polinucleotideos responsavel pela producdo de um polipeptideo com pelo menos
60% de identidade com a SEQ ID NO: 2.

Vetor, de acordo com as reivindicacbes 14 e 16, caracterizado por ser vetor de
expressao ou vetor de clonagem.

Vetor, de acordo com as reivindicacbes 14 e 16, caracterizado por poder ser um
plasmideo.

Vetor, de acordo com as reivindicagbes 14 e 16, caracterizado pelas sequéncias
polinucleotidicas de interesse serem inseridas entre as bordas do T-DNA de um vetor

binario.
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21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

Vetor, de acordo com as reivindicacbes 14 e 16, caracterizado por conter um
promotor operacionalmente ligado a sequéncia polinucleotidica de interesse.

Vetor, de acordo com a reivindicagdo 21, caracterizado pelo promotor ser
preferencialmente o promotor CaMV 35 S do virus do mosaico do couve-flor.

Vetor, de acordo com as reivindicacbes 14 e 16, caracterizado por conter um
terminador operacionalmente ligado a sequéncia polinucleotidica de interesse.

Vetor, de acordo com a reivindicagdo 23, caracterizado pelo acido nucléico que
codifica o terminador ser, preferencialmente, o da nopalina sintase (NOS).

Vetor, de acordo com as reivindicagdes 14 e 16, caracterizado por poder conter um
gene marcador.

Vetor, de acordo com a reivindicacdo 25, caracterizado pelo gene marcador ser
preferencialmente o gene nptll.

Vetor, de acordo com as reivindicacdes 14 e 16, caracterizado por poder conter um
gene reporter.

Vetor, de acordo com as reivindicagdes 14 e 16, caracterizado por ser capaz de
permitir a transferéncia de DNA para célula vegetal, planta ou partes de plantas.

Uso do método descrito nas reivindicacdes de 1 a 13 caracterizado por ser aplicado
para producdo de célula vegetal, planta ou partes de planta.

Uso do método descrito nas reivindicacdes de 1 a 13 caracterizado por ser aplicado
para producdo de sementes a partir de plantas que contém a sequéncia de interesse

descrita em SEQ ID NO: 1.
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31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

Uso do método descrito nas reivindicacdes de 1 a 13 caracterizado por ser aplicado
para producdo de sementes a partir de plantas que contém sequéncia de interesse
com pelo menos 60% de identidade com a descrita em SEQ ID NO: 1.

Uso do método descrito nas reivindicacdes de 1 a 13 caracterizado por ser aplicado
para producdo de partes de plantas usadas com a finalidade de reproducdo assexuada
a partir de plantas que contém a sequéncia descrita em SEQ ID NO: 1.

Uso do método descrito nas reivindicacdes de 1 a 13 caracterizado por ser aplicado
para producdo de partes de plantas usadas com a finalidade de reprodugdo assexuada
a partir de plantas que contém sequéncia polinucleotidica com pelo menos 60% de
identidade com a descrita em SEQ ID NO: 1.

Uso do método descrito nas reivindicagdes de 1 a 13 caracterizado por ser aplicado
para producdo de progénie de plantas que contém a sequéncia descrita em
SEQID NO: 1.

Uso do método descrito nas reivindicacdes de 1 a 13 caracterizado por ser aplicado
para producdo de progénie de plantas que contém sequéncia polinucleotidica com
pelo menos 60% de identidade com a descrita em SEQ ID NO: 1.

Uso do vetor descrito nas reivindicacdes de 14 a 28 caracterizado por conter a
sequéncia polinucleotidica de interesse descrita em SEQ ID NO: 1.

Uso do vetor descrito nas reivindicacbes de 14 a 28 caracterizado por conter
sequéncia polinucleotidica com pelo menos 60% de identidade com a descrita em

SEQ ID NO: 1.
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38. Uso da sequéncia descrita em SEQ ID NO: 1 caracterizado por poder ser aplicado em
monocotiled6nias ou dicotileddnias.

39. Uso das sequéncias génicas que apresentam pelo menos 60% de identidade com a
sequéncia descrita em SEQ ID NO: 1, caracterizado por poder ser aplicado em

monocotiledonias ou dicotiledonias.
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GENE DE CANA-DE-ACUCAR QUE CONFERE TOLERANCIA A

ESTRESSES ABIOTICOS

Um dos principais problemas na agricultura é a seca, que de longe é o estresse
ambiental mais importante. Muitos esfor¢cos tém sido feitos para melhorar a
produtividade das plantas sob condi¢Ges limitantes de agua. Nas ultimas décadas tem-
se investido fortemente na producdo de plantas transgénicas tolerantes a estresses,
dentre os quais se destacam a seca e o estresse salino. Isso tem permitido
compreender melhor as respostas fisiolégicas e moleculares das plantas aos estresses,
abrindo perspectivas de aumentar o rendimento nestas condicdes.

Dentre as tecnologias para produgao de plantas tolerantes, a transformacao
por Agrobacterium (Hooykaas PJ, Schilperoort RA (1992) Agrobacterium and plant
genetic engineering. Plant Mol Biol 19: 15-38; Barton KA, Chilton MD (1983)
Agrobacterium Ti plasmids as vectors for plant genetic engineering. Methods
Enzymol 101: 527-539), a transferéncia direta de genes em protoplastos (Gharti-
Chhetri GB, Cherdshewasart W, Dewulf J, Paszkowski J, Jacobs M, et al. (1990) Hybrid
genes in the analysis of transformation conditions. 3. Temporal/spatial fate of NPTII
gene integration, its inheritance and factors affecting these processes in Nicotiana
plumbaginifolia. Plant Mol Biol 14: 687-696; Lyznik LA, Peng JY, Hodges TK (1991)
Simplified procedure for transient transformation of plant protoplasts using
polyethylene glycol treatment. Biotechniques 10: 294-300; Rodenburg KW, de Groot
MJ, Schilperoort RA, Hooykaas PJ (1989) Single-stranded DNA used as an efficient
new vehicle for transformation of plant protoplasts. Plant Mol Biol 13: 711-719 e

Ballas N, Zakai N, Loyter A (1987) Transient expression of the plasmid pCaMVCAT in
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plant protoplasts following transformation with polyethyleneglycol. Exp Cell Res 170:
228-234) e o bombardeamento de particulas (Klein TM, Wolf ED, Sanford JC (1987)
High-velocity microprojectiles for delivering nucleic acids into living cells. Nature 327:
70-73) sdo as mais utilizadas.

Nos ultimos anos, tem-se obtido grande avanco nas tecnologias para a
transformacdo de plantas e as pesquisas tem se voltado para a necessidade de
desenvolver métodos eficazes de transformagdao genética das principais espécies de
interesse experimental e econdmico. A agrotransformacdo tem ganhado grande
aceitacdo pela facilidade do método e a alta taxa de plantas transgénicas geradas. Por
outro lado, o tabaco tem sido amplamente utilizado como modelo para estudos
envolvendo transformacdo génica pela facilidade de transformacado e rdpida obtencao
de geragbes transformadas. Desta forma, genes de diferentes espécies podem ser
avaliados inicialmente em tabaco, pela facilidade e rapidez na producdo e andlise das
plantas transgénicas. Isso tem ocorrido com genes de cereais, produtos horticolas,
plantas ornamentais e medicinais, arvores frutiferas, pastagens, dentre outros. Assim,
embora o tabaco seja uma planta dicotileddnea, ele oferece evidéncias claras de que
genes de monocotiledéneas, como cana-de-acucar, milho, trigo e arroz, possam
conferir tolerancia a estresses abidticos tanto em plantas monocotiledéneas como
dicotileddneas.

Mais recentemente, com a chegada de novas tecnologias como o
sequenciamento genOmico e os microarranjos (Mardis ER (2008) Next-generation
DNA sequencing methods. Annu Rev Genomics Hum Genet 9: 387-402) tem
aumentado a quantidade de informacdo sobre os genes, até o ponto do

patenteamento de genomas completos (Stix G (2006) Owning the stuff of life. Sci Am
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294: 76-83 e Stott M, Valentine J (2003) Impact of gene patenting on R&D and
commerce. Nat Biotechnol 21: 729-731; author reply 731). A partir dessas novas
abordagens, um grande nimero de genes vem sendo identificado. Dessa forma, tem-
se buscado cada vez mais o patenteamento de plantas ricas em alguns nutrientes e
vitaminas, que apresentem aumento na produg¢do ou na tolerancia a estresses, entre
outros.

Dentre os tipos de estresse, os abidticos tem tido um interesse particular para
aplicacdo na agricultura devido ao efeito negativo sobre o desenvolvimento geral e a
produtividade, bem como pelo temor as mudancas climaticas. Um dos tipos de
estresse mais estudado e, consequentemente, com alto nimero de patentes é a seca,
que é a principal causa de déficit hidrico ou estresse osmético nas plantas (Cattivelli L,
Rizza F, Badeck FW, Mazzucotelli E, Mastrangelo AM, et al. (2008) Drought tolerance
improvement in crop plants: An integrated view from breeding to genomics. Field
Crops Research 105: 1-14).

Uma das mais recentes técnicas de andlise de expressao génica, denominada
microarranjos ou chips de DNA, tem permitido associar funcdo a genes até entdo
desconhecidos. Essa técnica permite conhecer a expressdo de centenas a milhares de
genes distintos usando “tags” moleculares e marcacdes fluorescentes, que se sdo
detectadas quando uma fita complementar derivada do RNA obtido dos tecidos
vegetais em estudo se liga a um “tag”. Desta forma, os chips tém permitido conhecer e
identificar genes envolvidos em diferentes processos da planta, como resposta a
estresses abidticos, regulacdo génica, acimulo de sacarose, além de resisténcia a

pragas, interacao planta-patdgeno e etc.
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Dentre os diversos genes e polinucleotideos identificados por nosso grupo
como diferencialmente expressos sob condicbes de seca, o que codifica uma proteina
com similaridade a ISP (”iron sulfur protein”), componente do complexo formador do
citocromo b6f, foi selecionado e o seu papel na protecdo contra estresses abioticos é
revelado nesta invengao.

O complexo citocromo b6f é encontrado nas membranas dos tilacéides de
plantas, cianobactérias e algas verdes (Greer, K. L. Golden, S. S. (1992) “Conserved
Relationship between Psbh and Petbd Genes - Presence of a Shared Upstream
Element in Prochlorothrix-Hollandica” Plant Mol Biol 19:355-365). Esse complexo
contém quatro grandes subunidades incluindo o citocromo f, citocromo b6, o Rieske
ISP e a subunidade IV, além de 4 pequenas subunidades hidrofébicas: PetG, PetL, PetM
e PetN. A subunidade Rieske ISP é uma das maiores encontradas no complexo e esta
envolvida na respiragao e na transferéncia de elétrons na fotossintese

Na fotossintese, o complexo citocromo b6f estd envolvido na transferéncia de
elétrons entre os dois centros de reacdes fotossintéticas, a partir do fotossistema I
para o fotossistema I. A atuacdo desse complexo ocorre durante a transferéncia de
prétons do estroma do cloroplasto através da membrana do tilacéide. O transporte de
elétrons via citocromo b6f é responsavel por criar um gradiente de prétons que
direciona a sintese de ATP nos cloroplastos (Kurisu, G.; Zhang, H.; Smith, JL.; Cramer,
WA. (2003). "Structure of the cytochrome b6f complex of oxygenic photosynthesis:
tuning the cavity." Science 302 (5647): 1009-14).

Os mecanismos de tolerancia a seca em plantas tém semelhangas com outros
tipos de estresses (Yamaguchi-Shinozaki K, Shinozaki K (2006) Transcriptional

regulatory networks in cellular responses and tolerance to dehydration and cold
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stresses. Annual Review of Plant Biology 57: 781-803), uma vez que as mesmas
proteinas e osmoprotetores estdo envolvidos em respostas moleculares para
diferentes tipos de estresse. Adicionalmente, a maioria dos estresses abidticos comeca
com um tipo de estresse, por exemplo, o osmético, que logo desencadeia os outros.
Isto implica que um gene ou via de transducdo de sinais identificada como de resposta
a um estresse especifico pode estar envolvido na resposta de varios outros tipos de
estresse (Yamaguchi-Shinozaki K, Shinozaki K (2006) e Zhu JK (2002) Salt and drought
stress signal transduction in plants. Annu Rev Plant Biol 53: 247-273).

Ao nivel celular, as membranas servem como uma barreira permeavel para a
perda de agua e de algumas moléculas importantes. Assim, durante o estresse
osmotico, a disponibilidade de d4gua intercelular é restrita e as concentragdes
extracelulares de solutos sdo altas. Desta forma, ocorre um fluxo de agua para fora das
células, causando uma diminuicdo na turgéncia da célula e um aumento nas
concentracdes intracelulares de solutos. As espécies reativas de oxigénio e toxinas
geradas durante esse processo também podem causar um dano extensivo para a
célula.

Muitas sdo as patentes que descrevem diferentes proteinas capazes de
conferir tolerancia a fatores abidticos como seca e estresse salino. Uma familia de
proteinas com papel chave na regulacdo da transducdo de sinal induzida pelo estresse
é a dos elementos de ligacdo a DNA ativados em resposta a desidratacdo (DREB —
“drought response element binding” ou CBF — “C-repeat/dehydration-responsive
element binding factor”), (Oh S, Song S, Kim Y, Jang H, Kim S, Kim M, Kim Y, Nahm B,
Kim J. (2005). Arabidopsis CBF3/DREB1A and abf3 in transgenic Rice increased

tolerance to abiotic stress without stunting growth. Plant Physiology. 138:341-351;
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Stockinger E, Gilmour S, Thomashow M. (1997). Arabidopsis Thaliana CBF1 Encodes
An AP2 Domain-Containing Transcription Activator That Binds To The C-Repeat/DRE,
A Cis-Acting DNA Regulatory Element That Stimulates Transcription In Response To
Low Temperature And Water Deficit. Proceedings of the National Academy of
Sciences. 94:1035-1040). Proteinas CBF/DREB possuem diferentes dominios e foram
identificadas em diferentes espécies. Os documentos US7368630, US7259297 e
US7253000 utilizam estes importantes reguladores da transcri¢ao para a produgao de
plantas transgénicas tolerantes ao estresse hidrico.

A patente US7368630 descreve um método para a utilizacdo do gene DREB1A
na producdo uma linhagem de células vegetais, tecidos ou plantas com este fator de
transcricdo, bem como os genes induzidos por desidratacdo identificados a partir de
estudos de microarranjos. Por sua vez, o documento US7259297, descreve a produc¢ao
de plantas transgénicas pela introducdo de um gene que codifica um fator de
transcricdo DREB, que se liga ao elemento de resposta a seca DRE/CRT (“Drought
Response Element/C repeat”) e ativa a transcricdo de genes localizados em
promotores com o referido motivo DRE. Segundo essa patente, a superexpressao do
fator de transcricdo DREB ativa os genes Rd29A, Rd29B, Rd17, Rd22, DREB1A, Cor6,
Corl5a, Erd1 e Kinl, induzindo uma resposta rapida da planta quando submetida ao
estresse hidrico. E A patente US7253000 descreve a utilizacdo de uma sequéncia de
acido nucléico de um dos genes pertencentes ao grupo CBF protegendo seu uso na
producdo de plantas transgénicas para aumento de tolerancia a estresses abioticos.

Outras patentes descrevem o uso de fatores de transcricdo envolvidos na
tolerancia ao estresse como, por exemplo, a W02005024028 e JP2006158402, que

empregam fatores de transcricao tipo “zinc finger” para conferir tolerancia a estresse
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hidrico nas plantas. Por sua vez, o documento US2008163397, descreve a utilizacdo do
dominio B do fator de transcricdo CAAT-binding, para obtencao de plantas tolerantes a
seca e ao estresse por frio. Da mesma forma, na patente US2009265813 os autores
descrevem a utilizacdo do fator de transcricdo AP2 para obtencdo de plantas
transgénicas relacionadas com multiplas caracteristicas, incluindo o crescimento
reforcado da raiz e tolerancia a seca como resultado final.

As patentes aqui mencionadas sdo reflexo do potencial biotecnolégico dos
genes que codificam fatores de transcricdo, proteinas quinases e outras proteinas
envolvidas nas respostas das plantas a seca. Essas proteinas atuam protegendo
diretamente componentes celulares durante a desidratacao, bem como amplificando o
sinal molecular da percepc¢do do estresse hidrico, permitindo a planta antecipar e
acelerar os mecanismos de defesa. Nenhum documento apresenta protecdo sobre
sequéncias génicas que codifiqguem proteinas com alta similaridade a proteinas
correspondentes a ISP (“iron sulfur protein”) que é componente do complexo
formador do citocromo b6f, como é o caso da presente invencao.

Apesar do crescimento em pesquisas com cana-de-agucar, sd0 poucos 0s
exemplos de invencdes que utilizam genes de cana para producdo de plantas com
maior tolerancia a estresses abidticos. Recentemente trés pedidos de patente foram
solicitados pelo Nosso grupo (documentos PCT/BR2011/000201 e
PCT/BR2011/000202 e protocolo de depdsito 018110051091) nos quais é reivindicado
a protecdo do uso de dois genes de cana-de-acgucar (Scdrl e Scdr2), que codificam
proteinas de fung¢des desconhecidas, capazes de conferir tolerdncia a seca e sal em

plantas transgénicas de tabaco e um polinucleotideo que codifica um polipeptideo
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com alta similaridade com a subunidade B da ATP sintase, que também confere
tolerancia a seca e salinidade em tabaco.

O uso de genes de cana que dado tolerancia a estresses abidticos, em
contraponto a genes de outras espécies, permite a producdo de plantas transgénicas
da cana contendo genes da prépria cana, os quais tém maior aceitacdo pelos
consumidores. De fato, 70% dos consumidores ddo suporte a modificacdes genéticas
envolvendo genes da prépria espécie, em contraste com o suporte de 26% quando se
tratam de genes de outras espécies (Rommens CM (2010) Barriers and paths to
market for genetically engineered crops. Plant Biotechnology Journal 8: 101-111).

Portanto, esta inven¢ao relaciona-se com a direta manipulacdo de uma
sequéncia de DNA de cana-de-agucar que codifica uma proteina com similaridade a ISP
(“iron sulfur protein”) que é componente do complexo formador do citocromo b6f de
diversas espécies. Esta invencdo descreve também a construcdo de um vetor para a
expressao do referido gene de cana-de-agulcar, bem como um processo de producao
de plantas transgénicas de forma a produzir um fendtipo de tolerancia a estresse

hidrico e salino, maior biomassa e maior fotossintese, dentre outros possiveis.

BREVE DESCRICAO DA INVENCAO

A presente invencdo descreve um método de producdo de plantas que
contém em suas células um gene de cana-de-aglcar e sua superexpressao leva a maior
tolerancia da planta a estresses abidticos.

Em uma forma mais ampla, a expressao do gene de cana-de-acucar é regulada
por um promotor e um terminador que funcionam em plantas. Mais especificamente,

a presente invenc¢do proporciona uma construcao de DNA recombinante no sentido 5'
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para 3', que compreende um promotor que funciona em plantas, operacionalmente
ligado a um gene que codifica uma proteina de cana, operacionalmente ligado ao
terminador que sinaliza o final da transcricdo do gene e fornece um sitio de
poliadenilagado.

A invencdo também descreve uma sequéncia de DNA recombinante em que o
promotor é selecionado do grupo constituido por promotores induziveis, promotores
constitutivos, promotores regulados temporalmente, promotores com preferéncia por
tecidos, promotores de estresses especificos, promotores induziveis por seca,
promotores induziveis pelo déficit de 4gua, e os promotores tecido-especificos.

Também sdo descritas células vegetais e plantas que contém em seu genoma
moléculas de DNA recombinante, tal como descrito e os propdagulos e descendentes
delas produzidas. As plantas incluem, mas ndo estdo limitadas a plantas de cultivo,
monocotiledéneas ou dicotiledéneas e dentre elas podem-se incluir cana-de-agucar,
soja, milho, canola, arroz, algoddo, cevada, aveia, grama, trigo, pinhdo manso,
mangueira, goiabeira, limoeiro, abacateiro, laranjeira, ameixeira, pitagueira,
jabuticabeira, macieira, pessegueira, batateira, ervilheira, tomateiro, roseira, girassol,
feijdo, eucalipto, abacate, morango, péra, maca, goiaba, cacau, limao, maracujd, palma
forrageira, mamona, mandioca, seringueira, mate, jacaranda, café, abdbora, melancia,
péssego, pitanga e caju.

A invencdo também descreve um método para producdo de plantas
tolerantes aos estresses abidticos, gracas a transformacao genética com uma molécula
de DNA recombinante que expressa um gene de cana, bem como as plantas e suas
células e propagulos, como sementes, que contenham em seu genoma moléculas

desse DNA recombinante.
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Tais plantas apresentam uma ou mais das seguintes propriedades: uma maior
taxa de crescimento em condi¢Ges nas quais a seca e/ou o estresse salino seriam
limitantes para o crescimento de uma planta n3o-transformada da mesma espécie,
uma maior taxa de crescimento em condi¢cdes onde a dgua seria limitante para o
crescimento de uma planta ndo-transformada da mesma espécie, uma maior taxa de
crescimento, sob condi¢cGes em que o0 aumento de sais ou ions no solo e/ou agua seria
limitante para o crescimento de uma planta ndo-transformada da mesma espécie,
maior porcentagem de plantas sobreviventes apds um periodo prolongado de seca ou
sob estresse salino do que uma planta ndo-transformada da mesma espécie, um
rendimento maior quando comparado a uma planta nao-transformada da mesma
espécie, ou maior tolerancia a seca em comparagao com uma planta nao-transformada
da mesma espécie.

A presente invengao compreende a propagac¢ao das plantas geneticamente
modificadas, com a finalidade de gerar sementes, plantar tais sementes no solo, ou
brotacdo, como é o caso de uso de toletes em cana-de-aclcar, e que permite o
crescimento das plantas sob condicbes de estresse. Mais especificamente, esta
invencao fornece um método para produzir uma planta que tem como uma das
caracteristicas, tais como tolerancia a estresses abidticos, aumento ou incremento no
rendimento da massa fresca da planta, aumento ou incremento no rendimento da
massa fresca de raizes. A invencdao compreende as etapas de construcdo de uma
molécula de DNA recombinante compreendendo um gene de cana-de-agucar, insergao
no genoma de uma célula de planta, obtencdo de uma célula de planta transformada
ou células transformadas, regeneracao de plantas transformadas de células vegetais e

selecdo de plantas que apresentam melhores caracteristicas agronémicas. Uma das
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caracteristicas da invengdo é o fato das plantas selecionadas apresentarem maior
tolerancia a estresses abidticos selecionado do grupo consistindo de tolerdncia ao
estresse salino, tolerdncia a seca e sobrevivéncia apds o a combinacdo de estresses

abidticos.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS E ANEXOS

Figura 1: Sequéncias utilizadas na transformac¢do genética de tabaco. Sequéncia da
regidao codificante (A) (SEQ ID NO: 1) e sequéncia de aminodcidos deduzidos (B)
(SEQ ID NO: 2).

Figura 2: Alinhamento da sequéncia de aminodcido da proteina ISP de cana-de-agucar
com proteinas de outras espécies. Para o alinhamento foi utilizado o programa
ClustalW2 nos parametros padrdes.

Figura 3: Andlise por PCR em tempo real da expressdo do gene que codifica uma
proteina de cana com similaridade a ISP (“iron sulfur protein”), que é componente do
complexo formador do citocromo b6f, em amostras de duas variedades de cana-de-
acucar. Entre as variedades utilizadas a RB867515 é considerada tolerante a seca (T)
enguanto a RB855536 é considerada sensivel (S). As plantas foram cultivadas em
campo com irrigacdo (l) ou sem (S) por 7 meses. As analises utilizaram duas réplicas
bioldgicas, triplicata técnica e o gene da poliubiquitina de cana como gene enddgeno.
As barras correspondem ao “fold change” da expressao relativa do gene utilizando os
dados da variedade sensivel na condicdo de irrigacdo (SI) como referéncia. O grafico
ilustra a maior expressao do gene estudado na variedade tolerante e a indugdo por

seca na variedade sensivel.
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Figura 4: Vetor bindrio pCAMBIA2301::HO5 utilizado na agrotransformagao de plantas
de tabaco. Os cassetes de selecdo, repérter e de expressao do polipeptideo codificado
pela SEQ ID: 1 foram clonados sob controle do promotor do virus do mosaico da
couve-flor CamV35S e utilizando o terminador do gene da nopalina sintase (NOS) de
agrobactéria. Para a selecdo foi utilizado o gene nptl/l que confere resisténcia ao
antibiodtico canamicina e como repoérter o gene uidA que codifica a proteina B-
glucuronidase (GUS). O vetor possui também a marca de selecdo em bactéria para o
antibidtico canamicina (Kana).

Anexo 1: Fases da transformacdo genética de tabaco. (A) Producdo de explantes
utilizados na transformacdao de tabaco. Sementes de tabaco selvagem foram
germinadas em placas de Petri contendo meio Murashige-Skoog (MS) com 0,28% (w/v)
de phytagel®. As plantas foram culivadas em camara de crescimento com fotoperiodo
de 16/8h luz/escuro (300-400 umol fétons m?s?) a 25°C e umidade relativa de 75—
80%. (B) Discos foliares de tabaco apds a infeccdo com agrobactérias e mantidas em
placa contendo meio MS (suplementado com 1 mg/L de benzilaminopurina, 0,1 mg/L
de acido naftalenocetico e 0,0059 g/L de acetoseringona) por 3 dias. (C) Os discos
infectados em meio seletivo (sais MS, 1 mg/L de benzilaminopurina e 100 mg/L de
canamicina). (D) Regeneracdo de plantas tolerantes ao antibiético canamicina em
placas contendo meio MS com 200 mg/L de canamicina. (E) Transferéncia das
plantulas para fracos contendo meio MS para o alongamento e enraizamento.

Anexo 2: Deteccdao do DNA recombinante inserido no genoma de plantas de tabaco.
Visualizagdo de eletroforese em gel de agarose 0,8% em TAE corado com brometo de
etideo, sob iluminagdo de luz ultra-violeta. Sdo observados os produtos da reacdo de

PCR do gene nptll em 6 amostras de plantas transgénicas de tabaco, previamente
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confirmadas pelo ensaio histoquimico de GUS (colunas de 1 a 6). Na coluna 7 foi
analisada a amostra de uma planta nao transgénica pelo teste histoquimico de GUS. A
coluna C- corresponde a amostras de plantas selvagens, usadas como controle
negativo. A coluna C+ a uma amostra do vetor pCAMBIA2301::HO5 utilizado na
transformacdo das plantas, como controle positivo.

Anexo 3: Anadlise fenotipica de plantas selvagens (ndo modificadas geneticamente) e
transgénicas que possuem a SEQ ID NO: 1 apds estresse hidrico. (A) Porcentagem de
plantas sobreviventes apds tratamento com suspensado de rega. Plantas de dois meses
de idade foram privadas de dgua por 9 dias, rehidratadas por 1 dia e novamente
expostas a suspensao de rega por 15 dias e rehidratacdo por 3 dias. O experimento foi
realizado com 6 réplicas bioldgicas e 3 linhagens transgénicas homozigotas e o nimero
de plantas sobreviventes foi contado apds a segunda rehidratacdo. (B) Aspecto das
plantas analisadas apds a segunda rehidratacdo. WT: plantas selvagens; 19.2, 13.5 e
4.5 indicam diferentes eventos de plantas transgénicas contendo a SEQ ID NO:1.
Anexo 4: Efeito de diferentes concentracdes de NaCl em discos foliares de linhagens
de tabaco transgénico contendo a SEQ ID NO: 1 e de plantas selvagens. Foram
analisadas plantas de tabaco de 3 linhagens contendo a SEQ ID NO: 1 e plantas
selvagens com dois meses de idade. Os discos foliares foram tratados com 1 mL de
meio MS liquido utilizando a metade dos reagentes recomendados suplementado com
0, 200, 300 ou 400 mM de NaCl por 4 dias. O experimento foi realizado com 4 réplicas
bioldgicas contendo trés discos de 0,5 cm de diametro por réplica. O conteludo total de
clorofila dos discos apds o estresse salino foi extraido em 1 mL de acetona e

quantificado. * indica a diferenca estatistica entre plantas transformadas e selvagens
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para P<0,05 e ** para P<0,01. WT: plantas selvagens; 19.2, 13.5 e 4.5 indicam
diferentes eventos de plantas transgénicas contendo a SEQ ID NO:1.

Anexo 5: Efeitos da suspensdo de rega sobre a fotossintese de plantas transgénicas
gue possuem a SEQ ID NO: 1 e de plantas selvagens. Plantas de dois meses de idade de
3 linhagens transgénicas e plantas selvagens foram expostas a privacdo de rega por 9
dias seguido de 1 dia de reidratacdao. O experimento foi realizado com 5 réplicas
biolégicas de cada linhagem e a fotossintese liquida foi medida a cada dois dias
utilizando o equipamento IRGA (LCpro+; ADC bioscientific, Reino Unido). * indica a
diferenca estatistica entre plantas transformadas e selvagens para P<0,05 e ** para
P<0,01. WT: plantas selvagens; 19.2, 13.5 e 4.5 indicam diferentes eventos de plantas
transgénicas contendo a SEQ ID NO:1.

Anexo 6: Efeito da suspensdo de rega sobre a condutancia estomatica de plantas
transgénicas que possuem a SEQ ID NO: 1 e de plantas selvagens. O delineamento
experimental realizado foi o mesmo descrito no anexo 5. WT: plantas selvagens; 19.2,
13.5 e 4.5 indicam diferentes eventos de plantas transgénicas contendo a SEQ ID NO:1.
Anexo 7: Efeito da suspensdo de rega sobre a taxa de transpiracdo de plantas
transgénicas que possuem a SEQ ID NO: 1 e de plantas selvagens. O delineamento
experimental realizado foi o mesmo descrito no anexo 5. WT: plantas selvagens; 19.2,
13.5 e 4.5 indicam diferentes eventos de plantas transgénicas contendo a
SEQID NO: 1.

Anexo 8: Efeito do estresse hidrico e salino sobre o desenvolvimento de plantas
transgénicas contendo a SEQ ID NO: 1 e de plantas selvagens. Dez sementes de 3
linhagens transgénicas foram germinadas em meio MS liquido suplementado ou nao

com 100 mM de NaCl ou 150 mM de manitol. O experimento foi realizado em triplicata
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e apds 20 dias sob agitacdo de 90 r.p.m., fotoperiodo de 16/8h de luz/escuro e
temperatura de 25+2°C, as plantas germinadas foram analisadas. (A) Peso fresco por
planta submetida ao estresse hidrico através da exposicdo a 150 mM de manitol. (B)
Peso fresco por planta crescida em meio MS ndo suplementado com manitol ou NaCl.
(C) Peso fresco por planta submetida ao estresse salino através da exposicdo a 100 mM
de NaClL.* indica diferenca estatistica entre plantas transformadas e selvagens com
P<0,05 e ** para P<0,01. WT: plantas selvagens; 19.2, 13.5 e 4.5 indicam diferentes
eventos de plantas transgénicas contendo a SEQ ID NO: 1.

Anexo 9: Fendtipo visual de linhagens de tabaco que possuem a SEQ ID NO: 1 e de
plantas selvagens expostas aos estresses hidrico e salino. (A) Duas plantas com
fendtipo representativo por evento independente de transformacdo e plantas
selvagens expostas a 150 mM de manitol. (B) Duas plantas por evento de
transformacdo e plantas selvagens expostas a 100 mM de NaCl. A escala estd em
centimetros e o delineamento experimental utilizado foi o mesmo descrito no anexo 8.
WT: plantas selvagens; 19.2, 13.5 e 4.5 indicam diferentes eventos de plantas

transgénicas contendo a SEQ ID NO: 1.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

A presente invencdo descreve um método para producdo de plantas
transgénicas tolerantes a estresses ambientais gracas a introducdao de um gene de
cana-de-acUcar que codifica uma proteina com similaridade a ISP (“iron sulfur
protein”), que é componente do complexo formador do citocromo b6f. A sequéncia de
nucleotideos do gene é descrita em SEQ ID NO: 1 (Figura 1A) e a sequéncia de

aminodcidos deduzidos estd indicada em SEQ ID NO: 2 (Figura 1B).
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O invento descrito neste documento refere-se a um vetor de DNA
recombinante compreendendo a sequéncia de nucleotideos SEQ ID NO: 1, atil para
produzir plantas transgénicas e um método para producdo de plantas geneticamente
modificadas que superexpressam a molécula de acido nucléico da SEQ ID NO: 1,
envolvida na resposta das plantas a estresses abidticos e cuja superexpressdo produz
uma melhora significativa na resposta da planta a esses estresses. Assim, determina-se
que o gene indicado na SEQ ID NO: 1 controla direta ou indiretamente a resposta de
plantas contra esses estresses.

Como tal, as aplicagbes da invengao incluem, mas nao estao limitadas, a
melhoria da producdo de plantas que sejam tolerantes a esses estresses abidticos. Da
mesma forma, a invencao compreende as sequéncias com identidade igual ou superior
a 50% a SEQ ID NO: 1, mas ndo limitantes a somente elas.

A sequéncia de DNA descrita em SEQ ID NO: 1, da qual se deduz a proteina
SEQ ID NO: 2, é usada como parte de um DNA quimérico capaz de produzir uma
elevada expressao em células vegetais.

O vetor de transformacédo de plantas usado para introduzir o dcido nucléico na
célula vegetal pode ser um plasmideo, em que o DNA SEQ ID NO: 1 é inserido em sitios
de clivagem de endonucleases de restricdo ou por recombinacdo mediada por outros
tipos de enzimas. O DNA é inserido no vetor de clonagem utilizando procedimentos
padrao amplamente conhecidos. Isso geralmente envolve o uso de enzimas de
restricdo e ligases de DNA, conforme descrito, por exemplo, por Sambrook et al.
(Wood EJ (1983) Molecular-Cloning - a Laboratory Manual - Maniatis,T, Fritsch,Ef,

Sambrook,). Biochemical Education 11: 82-82). O plasmideo resultante, que inclui a
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SEQ ID NO: 1 pode entao ser usado para transformar uma célula vegetal, plantas ou
partes de plantas por métodos convencionais de transformacao.

Para a transformacdo de plantas, o plasmideo de preferéncia também inclui
um gene marcador de selecdo, embora existam métodos que prescindam do uso desse
tipo de gene marcador. Marcadores de selegao de vegetais comumente usados
incluem o gene de resisténcia a canamicina (neomicina fosfotransferase Il ou nptll), o
gene de resisténcia a higromicina (higromicina fosfotransferase ou hpt), o gene de
fosfinotricina acetil transferase (bar), o gene 5-enolpiruvilshiqguimato-3-fosfato
sintase (epsps) eo gene da acetolactato sintase (als). Na presente invengdo, o
marcador de sele¢do é o gene nptll, que permite a sele¢ao dos transformantes com o
antibidtico canamicina.

O plasmideo também pode incluir um gene repdrter que fornece uma
indicacdo clara de que a transformacdo genética foi efetuada através da deteccdo da
atividade da proteina codificada pelo gene repdrter. Os genes repdrteres mais
comumente utilizados sdo os que codificam a beta-glucuronidase (GUS), a luciferase e
a proteina verde fluorescente (GFP). Genes repérteres sdo muitas vezes colocados nas
proximidades do gene de interesse para assegurar que elas sdo expressas em conjunto
e ndo separadas por eventos do “crossing-over”.

O plasmideo, de preferéncia, também inclui os promotores adequados para a
expressao do acido nucléico indicado na SEQ ID NO: 1 e também para a expressao do
gene marcador de selecdo, assim como do gene repdrter. O promotor do virus do
mosaico da couve-flor 35S (CaMV 35S) é comumente utilizado na transformacdo de
plantas, bem como o do gene da actina 1 de arroz (actl), da ubiquitina 1 (ubil), o

promotor do gene da alfa-amilase e promotores de genes induzidos por estresse. Na
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presente invengdo, o promotor utilizado é o promotor CaMV 35S, mas outros
promotores também podem ser utilizados.

No plasmideo, o DNA descrito em SEQ ID NO: 1 pode estar sob o controle de
um promotor constitutivo ou pode estar sob o controle do seu préprio promotor
nativo ou de um promotor diferente. Para a transformacao de plantas, o plasmideo, de
preferéncia, inclui também uma molécula de acido nucléico que compreende o
terminador, como a regidao 3’ nao traduzida dos genes que codificam um inibidor de
protease de actina, do virus do mosaico da couve-flor ou da nopalina sintase (NOS). Na
presente invengao, o plasmideo inclui o terminador da nopalina sintase (NOS).

O plasmideo é de preferéncia um vetor de transformacdo de plantas bindrio
em que os polinucleotideos de interesse sdo inseridos dentro das bordas do T-DNA
(“Transferred-DNA”). Exemplos de tais vetores de transformacdo de plantas que
podem ser usados na presente invencdo sdo vetores obtidos a partir de fontes
comerciais, tais como a série pCAMBIA, pBI121 ou pGreenll, que contem uma origem
RK2 de baixa replicacdo, promotor constitutivo, o gene marcador da neomicina-
fosfotransferase (nptll), o terminador da nopalina sintase (NOS), e um sinal 3’ NOS de
poliadenilagdo.

Para a producdo de plantas transgénicas, qualquer método adequado para a
transformacdo de monocotiledéneas ou dicotiledoneas pode ser usado, como, por
exemplo, a transformacdao mediada por Agrobacterium ou bombardeamento de
particulas (também conhecida como transformacdo de biolistica ou biolistica). Na
transformacdo mediada por Agrobacterium, as células vegetais sdao colocadas em
contato com um indculo de bactérias transformadas com o plasmideo contendo o DNA

indicado na SEQ ID NO: 1 da invenc¢ao. Bactérias do género Agrobacterium que podem
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ser utilizados para transformar células vegetais incluem espécies de Agrobacterium
rhizogenes ou Agrobacterium tumefaciens, preferencialmente as cepas A. tumefaciens
LBA4404, EHA105 ou GV301. Agrobacterium spp. sdo transformadas com o plasmideo
por métodos convencionais conhecidos.

Por sua vez, utilizando-se um protocolo de transformacdo de discos foliares,
bactérias de A. tumefaciens com o DNA indicado na SEQ ID NO: 1, clonado em vetor
bindrio, sdo cultivadas em um meio de crescimento na presenca de antibiéticos, como
por exemplo, canamicina, para selecionar as células bacterianas que possuem o
plasmideo binario. Em seguida, folhas de tabaco selvagem sdo esterilizadas
superficialmente, cortadas em pequenos discos e incubadas numa suspensdo de A.
tumefaciens por um tempo adequado. Diferentes tecidos podem ser utilizados para a
transformacao, tais como folhas, talo, flor dentre outros. Apds a incubagdo com A.
tumefaciens as folhas infetadas sdo transferidas para meio de cultura “in vitro” por
determinado periodo de tempo. A selecdo das plantas transgénicas é iniciada
colocando-se as plantas infetadas no meio de selecdo “in vitro” com antibidtico. Apds
o desenvolvimento de plantulas com raizes ocorre a transferéncia para solo e o
crescimento em camara de crescimento.

Adicionalmente, a presente invencdo refere-se a producdo de plantas
transgénicas transformadas com plasmideos contendo a sequéncia indicada em
SEQ ID NO: 1, aumentando a tolerancia da planta obtida a estresses abidticos, como
seca e alta salinidade.

Outra abordagem para se aumentar os niveis de expressao de SEQ ID NO: 1

pode ser a producdo de plantas geneticamente modificadas que superexpressem
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genes que induzam a atividade do promotor do gene enddgeno, como é o caso de
genes que codificam fatores de transcricado.

Assim, a invencao descreve o método para producdo de plantas transgénicas
gue contém em suas células um gene quimérico com capacidade de expressdao em
células vegetais, bem como as subsequentes geracdes compreendendo a sequéncia de
DNA de SEQ ID NO: 1 e sequéncias de DNA que permitam a expressdo do polipeptideo
SEQ ID NO: 2 em células vegetais.

Plantas transgénicas, de acordo com a invencgdo, incluem, sem limitacdo, os
cereais, como trigo, cevada, milho, arroz, aveia, gramineas forrageiras, turfa, outras
monocotiledéneas como cana-de-agucar, miscanthus, ou qualquer espécie de cultura
de outros alimentos como o feijdo, a soja, ervilha, tomate, colza, bem como outras

espécies de interesse econdmico, como o tabaco, a laranja, etc.

EXEMPLOS

Exemplo 1: ALINHAMENTO MULTIPLO ENTRE A SEQ ID NO: 1 E PROTEINAS DE
OUTRAS ESPECIES.

Para verificar se a proteina codificada pela SEQ ID NO: 1 é conservada em
outras espécies monocotiledéneas e dicotiledoneas utilizou-se o programa de
alinhamento multiplo ClustalW2 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2) nos
parametros padrdao recomendados. O resultado obtido mostrou que a proteina

codificada pela SEQ ID NO: 1 é altamente conservada entre as espécies (Figura 2).

79


http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2

Exemplo 2: AVALIACAO DO NIVEL DE EXPRESSAO DA SEQ ID NO: 1 DE CANA-DE-
ACUCAR

Para avaliar o padrdo de expressdo do polinucleotideo SEQ ID NO: 1 sob seca
foi realizada um andlise quantitativa por PCR em tempo real conforme descrito por
Rocha et al (Rocha FR, Papini-Terzi FS, Nishiyama MY, Vencio RZN, Vicentini R, et al.
(2007) Signal transduction-related responses to phytohormones and environmental
challenges in sugarcane. Bmc Genomics 8). Para tal foram utilizadas amostras de RNA
de folhas de uma variedade de cana com maior tolerancia a seca (RB867515) e de
outra com maior sensibilidade a seca (RB855536), cultivadas por 7 meses em campo,
numa regido de baixa pluviosidade, sob irrigacdo ou ndo (equivalente a estresse por
seca). A amplificacdo foi realizada em triplicata com duas réplicas bioldgicas por
variedade. Como gene de referéncia foi utilizado o gene da poliubiquitina de cana.

A expressao do polinucleotideo SEQ ID NO: 1 foi determinada utilizando o
programa qPCR (Pabinger S, Thallinger GG, Snajder R, Eichhorn H, Rader R, Trajanoski Z
(2009) QPCR: Application for real-time PCR data management and analysis. BMC
Bioinformatics 10: 268) e o método 2-AACT (Livak KJ, Schmittgen TD (2001) Analysis
of relative gene expression data using real-time quantitative PCR and the 2(-Delta
Delta C(T)) Method. Methods 25: 402-408), utilizando a amostra da variedade sensivel
sob irrigacdo como referéncia. A interpretacdo dos resultados baseou-se na premissa
de que a razdo da expressdo do gene entre duas amostras (“fold change”) deveria ser
de pelo menos dois para que o gene fosse considerado diferencialmente expresso
naquela comparagao.

O resultado da andlise por PCR em tempo real mostrou indu¢do na expressao

do gene que contém a SEQ ID NO: 1 em condicdo de estresse por déficit hidrico na
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variedade mais sensivel (SS), comparada com a condicdo irrigada (SI) (Figura 3). Além
disso, pode ser observado nesse grafico que a variedade tolerante possui maior
expressdo do gene analisado em ambas as condi¢des, quando comparado com a
variedade sensivel. Esses dados indicam que este gene pode estar relacionado a maior
tolerancia a seca da variedade RB867515 e que pode ser importante no mecanismo de
resposta ao estresse na variedade RB855536, fatos estes confirmados pela presente
invencao.
Exemplo 3: CLONAGEM DA SEQ ID NO: 1 DE CANA-DE-ACUCAR E PRODUCAO DE UM
CASSETE RECOMBINANTE.

Um plasmideo com a sequéncia codificante da proteina similar a proteinas ISP
(“iron sulfur protein”) de cana-de-aglcar foi obtido do “Brazilian Clone Collection
Center” (BCCCENTER, Jaboticabal, Brasil). A partir desse DNA a sequéncia codificante,
indicada na SEQ ID NO: 1 (Figura 1), foi amplificada por PCR utilizando
oligonucleotideos especificos, 5" CCATGGCGACCTCCGCGG 3’ e
5" GTGGAAGGCATGAGGTGACC 3” e entdo clonada no vetor pGEMT-Easy (Promega,
EUA). Posteriormente, um fragmento contendo a SEQ ID NO: 1 foi retirado do vetor
pPGEMT-Easy com a enzima EcoR | e inserido no vetor pRT104 digerido com a mesma
enzima. A orientacdo da clonagem foi verificada por digestdo enzimdtica e um clone
com a regido codificante clonada no sentido senso em relacdo ao promotor foi
escolhido e validado por sequenciamento. O cassete de expressao foi entdo liberado
pela digestdo com Hind lll e clonado no vetor de expressdo pCAMBIA2301 (Cambia,
Austrdlia), também digerido com a mesma enzima. A construcdo recombinante final
resultante, pCAMBIA2301::HO5 (Figura 4) foi introduzida em Agrobacterium

tumefaciens cepa LBA4404 .
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Exemplo 4: PRODUGAO DE PLANTAS GENETICAMENTE MODIFICADAS

Sementes selvagens de tabaco (Nicotiana tabacum, var. SR1) foram
germinadas em placas de Petri contendo meio Murashige-Skoog (MS) com 0,28% (w/v)
de phytagel (Sigma, EUA). As plantas foram transferidas para potes e cultivadas em
camara de crescimento com fotoperiodo de 16/8h luz/escuro (300-400 umol fotons
m s'l) a 251£2°C e umidade relativa de 75-80%.

Folhas de tabaco foram cortadas em discos pequenos e incubadas com
suspensdes de A. tumefaciens por 5 a 10 min. Apds isto, as folhas infetadas foram
transferidas ao meio MS (suplementado com 1 mg/L de benzilaminopurina, 0,1 mg/L
de acido naftalenoacético e 0,0059 g/L de acetoseringona) por 3 dias. Os discos
infectados foram transferidos para meio seletivo (sais MS, 1 mg/L de
benzilaminopurina e 100 mg/L de canamicina). As plantas que comegaram a se
desenvolver foram transferidas para meio MS com 200 mg/L de canamicina (Anexo 1).
As plantas enraizadas foram transferidas para o substrato Flores e Folhagens (BIOMIX)
e mantidas em casa de vegetacdo sob condi¢cdes normais até o florescimento e coleta

de sementes.

Exemplo 5: ANALISES DA PRESENGA DA SEQ ID NO: 1 EM PLANTAS GENETICAMENTE
MODIFICADAS

A caracterizac¢do inicial das plantas enraizadas e transferidas para solo foi feita
pelo ensaio histoquimico de GUS utilizando-se o substrato X-Gluc para a detecg¢do do
gene que codifica a proteina B-glucuronidase, presente no cassete de expressao

inserido na planta.
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Observou-se que um grande numero de plantas apresentou forte coloragao
azul, as quais foram selecionadas para confirmacdo da integracdo do cassete de
expressao contendo a SEQ ID NO: 1 por PCR, utilizando DNA gendmico como molde.

Em seguida foi extraido DNA total de amostras de folha de plantas selvagens e
plantas transgénicas. Para tal, coletaram-se cerca de 150 mg de folha, que foram
macerados em microtubos de centrifuga com nitrogénio liquido até a obtencdo de um
po bastante fino, ao qual acrescentaram-se 500 uL de tampao de extragdo (Tris 100
mM pH=8.0, EDTA 50 mM pH=8.0, NaCl 500 mM, B-mercaptoetanol 10 mM) seguido
da adi¢ao de 35 pL de SDS 20%. Em seguida as amostras foram mantidas em banho-
maria a 65°C por 10 minutos e 130 pL de acetato de potassio 5 M foram adicionados.
Os tubos foram mantidos em gelo por 5 minutos e entdo centrifugados numa
microcentrifuga a 15.000 x g durante 10 minutos. O sobrenadante foi transferido para
um novo tubo plastico de 1,5 mL contendo 640 uL de alcool isopropilico e 60 uL de
acetato de sddio 3 M, misturado por inversdo e incubado a -20°C por 10 minutos. Na
sequéncia, os tubos foram centrifugados a 15.000 g durante 10 minutos e o
sobrenadante foi descartado. O DNA precipitado foi lavado nos préprios tubos com 1
mL de alcool 70%, por trés vezes. Por ultimo, foram adicionados 100 uL de agua
ultrapura acrescida de RNase A 100 mg/mL seguido de incubacdo a 37°C por 30
minutos. O DNA gen6mico foi armazenado a 4°C.

A presenca da construcdo de DNA contendo a SEQ ID NO: 1 (descrita na Figura
3) no DNA genbmico extraido de plantas transgénicas de tabaco foi confirmada pela
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) através da amplificacdo do gene nptll.
Inicialmente foram utilizados 1,0 uL de DNA, 0,5 puL dNTP (10 mM), 1,0 uL MgCl, (25

mM), 0,75 pL de “primer” direto (10 uM), 0,75 pL “primer” reverso (10 uM), 2,5 uL
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tampdo Taq 10 x, 0,3 uL Taq polimerase (Fermentas, PAIS), 18,2 uL de 4gua Milli-Q.
Essa reacdo foi submetida ao seguinte programa de amplificacdo: 10 minutos a 95°C,
mais 35 ciclos de 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 65°C, 1 minuto a 72°C e uma extensao
final de 7 minutos a 72°C.

Os produtos dessa reacdo foram visualizados em gel de agarose 0,8% em TAE
contendo brometo de etideo, sob iluminagdo de luz ultra-violeta. Dentre as 6 amostras
de plantas que apresentaram a coloragao azul para o ensaio histoquimico de GUS, a
presenca do gene nptll foi confirmada em todas, sendo que uma planta negativa para
GUS foi utilizada como controle negativo da reacdao de PCR (Anexo 2). Essas plantas
foram utilizadas nos ensaios posteriores para observar os efeitos da SEQ ID NO: 1 nas

caracteristicas das plantas de tabaco transgénicas.

Exemplo 6: ANALISE DOS EFEITOS DA SUSPENSAO DE REGA NAS PLANTAS
GENETICAMENTE MODIFICADAS CONTENDO A SEQ ID NO: 1

Para verificar a resposta a suspensdo de rega das plantas transgénicas em
comparacdo com plantas selvagens foram utilizadas plantas de tabaco (geracdo T2) em
gue a homozigose do transgene foi verificada. Para isso sementes das linhagens
homozigotas foram germinadas em placas de Petri contendo meio MS e, depois de
cerca de 45 dias, as plantas foram transferidas para potes com 300 g de substrato
Flores e Folhagens (BIOMIX) e mantidas sob condi¢cdes normais de rega até atingirem 2
meses de idade. Esse procedimento foi realizado com plantas do tipo selvagem e com
3 linhagens de plantas transgénicas identificadas no Exemplo 5.

Plantas de dois meses de idade de trés eventos de transformacao

independentes (denominados 4.5, 13.5 e 19.2) e também plantas selvagens com a
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mesma idade foram expostas a 1 ciclo de suspensao de rega por 9 dias seguido de 1
dia de reidratacdo. Em seguida as plantas foram expostas a um novo ciclo de de
suspensdo de rega por 15 dias seguido por 3 dias de reidratacdao. O experimento foi
realizado com 5 réplicas bioldgicas de cada linhagem (transgénicas ou selvagem) e o
numero de plantas sobreviventes foi contado (Anexo 3A). A diferenca entre o nimero
de plantas que tiveram a capacidade de se recuperarem apds o periodo de seca foi
significativamente diferente entre as linhagens transgénicas e a selvagem. As linhagens
transgénicas 4.5, 13.5 e 19.2 que contém a SEQ ID NO: 1 apresentaram as taxas de
sobrevivéncia ao periodo de seca de 100%, 100% e 80%, respectivamente, enquanto a
linhagem ndo transformada apresenta uma taxa de sobrevivéncia nula. O Anexo 3B
mostra uma planta sobrevivente (transgénica) de cada evento e uma planta nao
sobrevivente (selvagem).

Estes dados mostram que a insercao de uma sequéncia quimérica que contém
a SEQ ID NO: 1 de cana-de-acucar em plantas de tabaco aumentou a tolerancia dessas

plantas a seca.

Exemplo 7: AVALIACAO DOS EFEITOS DO ESTRESSE SALINO EM DISCOS DE PLANTAS
TRANSGENICAS CONTENDO A SEQ ID NO: 1

Discos foliares de plantas de tabaco com 2 meses de idade e de 3 eventos
transgénicos independentes (4.5, 13.5 e 19.2) que possuem a SEQ ID NO: 1 e de
plantas selvagens foram tratados com 1 mL de meio MS liquido meia forca com 0, 200,
300 ou 400 mM de NaCl por 4 dias. O experimento foi realizado com 4 réplicas e apds
o periodo estresse salino procedeu-se a extracao de clorofila através da maceragao dos

discos na presenca de acetona seguida de sua quantificagdo como descrito por Arnon
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(1949) (Arnon, D.l. (1949). Plant Physiology 24: 1-15). O estresse por NaCl causou uma
reducdo no teor de clorofila em todas as plantas (Anexo 4). No entanto, os dados
mostraram que a retengdo da clorofila nos discos foliares dos eventos transformados
com a SEQ ID NO: 1 é significativamente maior do que nos discos originados de plantas
selvagens, quando tratados com 300 e 400 mM de NaCl e que ndo ha diferenca
significativa nos tratamentos sem estresse e com 200 mM de NaCl (Anexo 4). Para a
anadlise estatistica foi aplicado o teste t-Student, sendo considerados como diferentes
os valores que apresentaram um valor de P<0,05.

Os dados acima descritos permitem concluir que plantas que receberam a

insercao da SEQ ID NO: 1 apresentaram uma melhoria na tolerancia ao estresse salino.

Exemplo 8: AVALIACGAO DE PARAMETROS FOTOSSINTETICOS DE PLANTAS
TRANSGENICAS CONTENDO A SEQ ID NO: 1 SUBMETIDAS A ESTRESSE HIDRICO.

Para verificar os efeitos da suspensdo de rega sobre os parametros
fotossintéticos das plantas transgénicas em compara¢ao com as plantas selvagens
foram utilizadas plantas de tabaco (T2) em que a homozigose do transgene foi
verificada. Para isso, sementes das linhagens homozigotas foram germinadas e as
plantas foram transferidas para potes com 300 g de substrato Flores e Folhagens
(BIOMIX) e mantidas sob condi¢cGes normais de rega até atingirem 2 meses de idade.
Esse procedimento foi realizado com plantas do tipo selvagem e com plantas
transgénicas identificadas no Exemplo 5.

Plantas de dois meses de idade de trés eventos independentes (4.5, 13.5 e
19.2) e selvagens foram expostas a privacdo de rega por 9 dias seguido de 1 dia de

reidratacdo. O experimento foi realizado com 5 réplicas biolégicas de cada linhagem
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(transgénicas e selvagem) e os parametros fotossintéticos foram medidos a cada dois
dias utilizando o equipamento IRGA (LCpro+; ADC Bioscientific, Reino Unido), numa
concentragio de CO, de 360 pL L™, intensidade de luz de 1000 pumol m™s™, fluxo de
gds 200 mL min™* e temperatura dentro da cdmara de 25°C (Guo Q, Zhang J, Gao Q,
Xing S, Li F, et al. (2008) Drought tolerance through overexpression of monoubiquitin
in transgenic tobacco. Journal of Plant Physiology 165: 1745-1755).

Para estimar a condutancia estomatica de CO, (gs), taxa de transpiragao (E) e
fotossintese (A), sob condi¢cdes controle de estresse hidrico, foram utilizadas folhas
completamente expandidas de trés eventos independentes de plantas transgénicas
contendo a SEQ ID NO: 1 e de plantas selvagens. Os dados obtidos com as plantas
transgénicas foram comparados com aqueles obtidos com as plantas selvagens através
da analise estatistica pelo teste t-Student sendo considerado como diferentes os
valores que apresentaram um valor de P<0,05.

Todas as varidveis fisioldgicas analisadas foram negativamente afetadas pelo
estresse hidrico, tanto nas plantas selvagens como nas plantas transgénicas contendo
a SEQ ID NO: 1 (Anexos 5, 6 e 7). No entanto, as plantas transgénicas apresentaram
melhor desempenho nas andlises fisioldgicas realizadas.

A partir do terceiro dia de estresse, a taxa de fotossintese (A) nas plantas
transgénicas contendo SEQ ID NO: 1, submetidas a estresse hidrico, foi menos afetada
(Anexo 5). Da mesma forma, tanto a condutancia estomatica (gs) (Anexo 6) como a
taxa de transpira¢do (E) (Anexo 7) apresentaram um melhor desempenho a partir dos
dias 7 e 3, respectivamente. Em resumo, foi observada uma clara diferenca entre
plantas transgénicas e selvagens em todos os parametros fotossintéticos avaliados em

condicOes de seca.
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As culturas agricolas usualmente experimentam escassez de agua em algum
momento ao longo do seu ciclo de vida e, dependendo da duracdo e intensidade do
estresse hidrico, podem ocorrer perdas expressivas na produtividade. Parametros
importantes da fisiologia das plantas quando submetidas a estresse hidrico foram
menos afetados naquelas que continham a SEQ ID NO: 1, comparativamente as plantas
selvagens. Isto indica que a presente inven¢ao contribui para a produgao de plantas
geneticamente modificadas com melhor performance em condi¢des de escassez de

agua.

EXEMPLO 9: EFEITOS DOS ESTRESSES SALINOS E HIDRICOS SOBRE O

DESENVOLVIMENTO DAS PLANTAS QUE CONTEM A SEQ ID NO: 1

Sementes de trés eventos independentes de tabacos transgénicos que
contém a SEQ ID NO: 1 e selvagens foram esterilizadas com hipoclorito de sédio 10%
por 20 minutos seguidos de trés lavagens com agua Milli-Q autoclavada. Dez sementes
de cada gendtipo foram esterilizadas superficialmente e inoculadas em Erlenmeyers de
250 mL contendo meio liquido Murashige-Skoog (MS) suplementado ou ndo com 100
mM de NaCl ou 150 mM de manitol, mantidos sob agitacdo constante de 90 r.p.m em
camara de crescimento com fotoperiodo de 16/8h luz/escuro (300-400 umol fotons
m?2s!) a temperatura de 25+2°C. O experimento foi realizado em triplicata e apés 20
dias avaliou-se o desempenho das plantas sob os diferentes tratamentos, através da
analise visual e do peso fresco por planta. Eventos transgénicos portadores de SEQ ID
NO: 1, quando expostos ao estresse hidrico por manitol apresentaram maior peso

fresco por planta (Anexo 8A), o que é reflexo do seu melhor desenvolvimento das
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partes aérea e radicular (Anexo 9B). As plantas transgénicas que contém a SEQ ID NO:
1, quando expostas ao meio sem estresse mostraram peso fresco superior ao
observado na linhagem nao transformada (Anexo 8B), o que sugere que em condicdes
normais as plantas transgénicas possuem melhor desempenho em seu crescimento
comparando-se com as plantas selvagens. O tratamento com NaCl ndo apresentou
diferencga significativa no peso fresco entre transgénicos e selvagens (Anexo 8C). O
padrdao de desenvolvimento observado nas partes aéreas e radiculares das plantas de
tabaco sob condi¢des de estresse salino e manitol é apresentado nos Anexos 9A e 9B,
respectivamente. Os resultados descritos neste exemplo apresentam mais uma
evidéncia de que as plantas transgénicas portadoras da SEQ ID NO: 1 possuem maior

tolerancia a seca comparando-se com as plantas selvagens.
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REIVINDICACOES

1. Método para producdo de plantas geneticamente modificadas, caracterizado por
compreender as seguintes etapas:

a) Producdo de um vetor que compreenda a sequéncia de nucleotideos de
interesse descrita em SEQ ID NO: 1;
b) Produgcao de um vetor em que a sequéncia descrita em SEQ ID NO: 1 esteja
operacionalmente ligada a um promotor funcional em plantas;
c) Produgdo de um vetor em que a sequéncia descrita em SEQ ID NO: 1 esteja
operacionalmente ligado a um terminador funcional em plantas;
d) Insercdio do dito vetor compreendendo a sequéncia descrita em
SEQ ID NO: 1, o promotor e o terminador no genoma de célula vegetal, planta
ou partes de plantas.

2. Método para producdo de plantas geneticamente modificadas, caracterizado por

compreender as seguintes etapas:

a) Producdo de um vetor que compreenda pelo menos 60% de identidade com
a sequéncia descrita em SEQ ID NO: 1;
b) Producdo de um vetor em que a sequéncia com pelo menos 60% de
identidade com a sequéncia descrita em SEQ ID NO: 1 esteja operacionalmente
ligada a um promotor funcional em plantas;
c) Produgdo de um vetor em que a sequéncia com pelo menos 60% de
identidade com a sequéncia descrita em SEQ ID NO: 1 esteja operacionalmente

ligado a um terminador funcional em plantas;
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10.

11.

d) Insercdo do dito vetor compreendendo a sequéncia com pelo menos 60% de
identidade com a descrita em SEQ ID NO: 1, o promotor e o terminador no
genoma de célula vegetal, planta ou partes de plantas.
Método, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado pelas plantas
geneticamente modificadas apresentarem no seu genoma a sequéncia génica SEQ
ID NO: 1.
Método, de acordo com a reivindicagdo 2, caracterizado pelas plantas
geneticamente modificadas apresentarem no seu genoma sequéncia génica com
pelo menos 60% de identidade com SEQ ID NO: 1.
Método, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pela sequéncia génica SEQ
ID NO: 1 ser obtida de cana-de-agucar.
Método, de acordo com as reivindicagbes 1 e 2, caracterizado por poder ser
aplicado em monocotiledonias.
Método, de acordo com as reivindicacbes 1 e 2, caracterizado por poder ser
aplicado em dicotiledonias.
Método, de acordo com as reivindicacdes 1 e 2, caracterizado por ser aplicado em
tabaco.
Método, de acordo com as reivindicacdes 1 e 2, caracterizado por ser aplicado em
cana-de-acucar, soja, milho, arroz e trigo.
Método, de acordo com as reivindicacdes 1 e 2, caracterizado por permitir a
integracdo do vetor no genoma da célula vegetal.
Método, de acordo com as reivindicagdes 1 e 2, caracterizado por modular a

tolerancia da planta a estresses ambientais.
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12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

Método, de acordo com a reivindicacdo 11, caracterizado pelo estresse ambiental
ser preferencialmente seca.

Método, de acordo com a reivindicacdo 11, caracterizado pelo estresse ambiental
ser preferencialmente salinidade.

Vetor de DNA recombinante, caracterizado por compreender a sequéncia
polinucleotidica descrita em SEQ ID NO: 1.

Vetor, de acordo com a reivindicagdao 14, caracterizado por compreender uma
sequéncia de polinucleotideos responsdvel pela producdo de um polipeptideo
descrito na SEQ ID NO: 2.

Vetor de DNA recombinante, caracterizado por compreender uma sequéncia
polinucleotidica com pelo menos 60% de identidade com a sequéncia descrita em
SEQID NO: 1.

Vetor, de acordo a reivindicacdo 16, caracterizado por compreender uma
sequéncia de polinucleotideos responsavel pela producao de um polipeptideo com
pelo menos 60% de identidade com a SEQ ID NO: 2.

Vetor, de acordo com as reivindicacdes 14 e 16, caracterizado por ser vetor de
expressao ou vetor de clonagem.

Vetor, de acordo com as reivindicagdes 14 e 16, caracterizado por poder ser um
plasmideo.

Vetor, de acordo com as reivindicacbes 14 e 16, caracterizado pelas sequéncias
polinucleotidicas de interesse serem inseridos entre as bordas do T-DNA de um
vetor binario.

Vetor, de acordo com as reivindicagdes 14 e 16, caracterizado por conter um

promotor operacionalmente ligado a sequéncia polinucleotidica de interesse.
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22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

Vetor, de acordo com a reivindicacdo 21, caracterizado pelo promotor ser
preferencialmente o promotor CaMV 35 S do virus do mosaico do couve-flor.
Vetor, de acordo com as reivindicacdes 14 e 16, caracterizado por conter um
terminador operacionalmente ligado a sequéncia polinucleotidica de interesse.
Vetor, de acordo com a reivindicacdo 23, caracterizado pelo acido nucléico que
codifica o terminador ser, preferencialmente, o da nopalina sintase (NOS).

Vetor, de acordo com as reivindicagdes 14 e 16, caracterizado por poder conter um
gene marcador.

Vetor, de acordo com a reivindicacdo 25, caracterizado pelo gene marcador ser
preferencialmente o gene nptll.

Vetor, de acordo com as reivindicagdes 14 e 16, caracterizado por poder conter um
gene reporter.

Vetor, de acordo com as reivindicacGes 14 e 16, caracterizado por ser capaz de
permitir a transferéncia de DNA para célula vegetal, planta ou partes de plantas.
Uso do método descrito nas reivindicacdes de 1 a 13 caracterizado por ser aplicado
para producdo de célula vegetal, planta ou partes de planta.

Uso do método descrito nas reivindicacdes de 1 a 13 caracterizado por ser aplicado
para producdo de sementes a partir de plantas que contém a sequéncia de
interesse descrita em SEQ ID NO: 1.

Uso do método descrito nas reivindicagdes de 1 a 13 caracterizado por ser aplicado
para producdo de sementes a partir de plantas que contém sequéncia de interesse

com pelo menos 60% de identidade com a descrita em SEQ ID NO: 1.
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32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

Uso do método descrito nas reivindicagdes de 1 a 13 caracterizado por ser aplicado
para producdo de partes de plantas usadas com a finalidade de reproducdo
assexuada a partir de plantas que contém a sequéncia descrita em SEQ ID NO: 1.
Uso do método descrito nas reivindicacdes de 1 a 13 caracterizado por ser aplicado
para producdo de partes de plantas usadas com a finalidade de reproducao
assexuada a partir de plantas que contém sequéncia polinucleotidica com pelo
menos 60% de identidade com a descrita em SEQ ID NO: 1.

Uso do método descrito nas reivindica¢des de 1 a 13 caracterizado por ser aplicado
para producdo de progénie de plantas que contém a sequéncia descrita em
SEQID NO: 1.

Uso do método descrito nas reivindica¢des de 1 a 13 caracterizado por ser aplicado
para producdo de progénie de plantas que contém sequéncia polinucleotidica com
pelo menos 60% de identidade com a descrita em SEQ ID NO: 1.

Uso do vetor descrito nas reivindicacbes de 14 a 28 caracterizado por conter a
sequéncia polinucleotidica de interesse descrita em SEQ ID NO: 1.

Uso do vetor descrito nas reivindicacdes de 14 a 28 caracterizado por conter
sequéncia polinucleotidica com pelo menos 60% de identidade com a descrita em
SEQ ID NO: 1.

Uso da sequéncia descrita em SEQ ID NO: 1 caracterizado por poder ser aplicado
em monocotiledonias ou dicotileddnias.

Uso das sequéncias génicas que apresentam pelo menos 60% de identidade com a
sequéncia descrita em SEQ ID NO: 1, caracterizado por poder ser aplicado em

monocotiledoénias ou dicotiledonias.
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1 CAAAGATATA GTTAGTGCCC CCGGGGGCTC ATCCGCAAGC CTGTGGACGC
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Contetido de clorofila total [pg/mL}
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Superexpressao de um gene que confere
tolerancia a estresse oxidativo em cana-de-

acucar transgénica

César Bueno de Souza, Andrea Akemi Hoshino, Giane Carolina Bueno, llse Fernanda

Ferrari e Marcelo Menossi Teixeira

Introducao

A cana-de-aglcar possui um papel importante na economia brasileira e a
expansdo da drea cultivada, em paralelo ao aumento da produtividade por area, vem
ao encontro com a atual demanda por energia. Em um cendrio no qual o uso
sustentdvel da dgua é necessdrio e a producdo de cana se expandindo para a regido
centro-norte, estudos para a producdo de novos cultivares que possuam melhor
desempenho sob condi¢des de irrigacdo reduzida ou chuvas escassas ganham especial

atencao.
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A biotecnologia é uma importante estratégia nos estudos de tolerancia a seca
e varios trabalhos tém demonstrado que a superexpressdao de genes envolvidos na
resposta a estresses abidticos aumentam a tolerdncia a esses estresses. Gao et al.
(2011) mostraram que a superexpressdio de um gene de arroz com funcdo
desconhecida, OsSDIR1, aumenta grandemente a tolerancia a seca em plantas
transgénicas de arroz. Plantas de tabaco transgénicas superexpressando um fator de
transcricdo de soja, GmERF3, possuem tolerancia aumentada a estresses biodticos e
abidticos (Zhang et al., 2009). Begcy et al. (2011) mostraram que plantas de tabaco que
superexpressam uma proteina de Arabidopsis sdo mais tolerantes aos estresses hidrico
e salino e estas mesmas plantas jd haviam sido relatadas anteriormente como
tolerantes ao estresse oxidativo (Brandalise et al., 2003). Molinari et al. (2007)
mostraram que plantas transgénicas de cana-de-aglcar que superexpressam um gene
de Vigna aconitifolia envolvido na biossintese de prolina apresentam tolerancia a
estresse oxidativo.

Microarranjos de DNA s3o uma ferramenta com grande potencial na
identificacdo e no estudo da expressdo génica e muitos sdo os trabalhos que
identificam genes modulados por estresses bidticos e abidticos através dessa técnica
(Cuming et al., 2007; Rocha et al., 2007; Luo et al., 2010). Muitos dos genes modulados
por seca identificados por microarranjos de DNA ainda nao foram caracterizados e ndo
tém funcdo conhecida. Esses genes sdo alvos interessantes para estudos de
biotecnologia, pois podem se tratar de genes especificos da espécie e/ou tem maior
possibilidade de protecdo. Uma vez que a transcricdo desses genes desconhecidos é
aumentada ou diminuida por estresses abidticos, como a seca, é muito provavel que

seu papel esteja ligado a resposta a esses estresses. No trabalho publicado por Rocha
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et al. (2007), 93 genes de cana-de-acucar foram identificados como diferencialmente
expressos sob condicdes de seca e dentre esses 13,9% nao possuem funcgdo atribuida.
Dois destes genes de funcdo desconhecida foram analisados por superexpressdao em
plantas de tabaco e ambos conferiram aumento na tolerancia a estresses hidrico e
salino. A protecdo do uso desses genes estd sendo solicitada (Menossi et al., 2011,
2011).

Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivos estabelecer um
protocolo de transformacdo genética de cana-de-aglcar e avaliar o potencial
biotecnoldégico de um gene de cana que foi identificado como induzido por seca (Rocha

et al., 2007), mas tem funcdo desconhecida.

Material e métodos

Por questGes de Propriedade Intelectual, o nome do “cluster” utilizado, bem

como, as sequéncias de nucleotideos, aminodacidos e “primers” foram omitidos.

Obtencdo e confirmag¢ao do gene candidato

O gene-alvo candidato foi selecionado a partir do trabalho publicado por Rocha
et al. (2007) e, em seguida, um estoque bacteriano contendo o plasmideo com o gene
alvo foi solicitado ao “Brazilian Clone Collection Center” (BCC Center). As bactérias
foram estriadas em placa de Petri contendo meio LB com ampicilina 50 pg/mL e
incubadas a 37°C pelo periodo de 16 horas. Uma col6nia isolada foi inoculada em 5 mL
de meio de cultura LB liquido e incubada a 37°C por 16 horas sob agitacdo de 250
r.p.m. Uma aliquota de 850 pL da cultura bacteriana foi separada e acrescida de 150 pL

de glicerol 50% (w/v) e armazenada a -80°C para estoque permanente. O restante da
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suspensao bacteriana foi utilizada para minipreparagao de DNA plasmidial por lise
alcalina utilizando o “QlAprep Spin Miniprep Kit” (Qiagen®), segundo orientacdes do
fabricante. O plasmideo extraido foi confirmado por digestdo com as enzimas EcoR | e

BamH | (Fermentas®).

Construcao do vetor de expressao

A regido codificante do gene alvo foi amplificada por PCR através do uso de
"primers” desenhados nas regides 5" e 3. A reacdo de PCR utilizou a enzima “Platinum
Tag DNA Polymerase High Fidelity” (Life technologies®). O produto correspondente ao
tamanho esperado (687 pb) foi extraido do gel de agarose 1%, purificado com o Kit
GenelET™ (Fermentas®) e clonado no vetor pGEM-T Easy (Promega®).

O inserto candidato foi retirado do vetor pGEM-T easy (Promega®) com a
enzima EcoRl (Fermentas®) e as extremidades coesivas foram preenchidas (“fill-in”)
pela enzima “Klenow Fragment” (Fermentas®) (DNA, 1 X Klenow Buffer, 1 U “Klenow
fragment”). A reacdo foi incubada a 37°C, por 30 minutos. Em seguida, os fragmentos
foram novamente separados em gel de agarose 1% e o produto com o tamanho
esperado foi extraido e purificado com o Kit GeneJET™ (Fermentas®).

O vetor pUBILN (Camargo, 2007) correspondente ao vetor pAHC17
(Christensen and Quail, 1996) modificado, foi linearizado com a enzima EcoRV
(Fermentas®) para receber o inserto. O produto da digestdo foi separado em gel de
agarose 1% e o fragmento correspondente ao vetor foi extraido e purificado com o Kit

GenelET™ (Fermentas®).
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Os fragmentos contendo o gene alvo e o vetor pUBILN linearizado foram
entdo ligados pela acdo da enzima T4 DNA ligase (Fermentas®), a 22°C, por 16 horas.
Este vetor intermedidrio foi denominado pUBILN::gene alvo.

O vetor pAHC20 (Christensen and Quail, 1996) foi utilizado para amplificacdo
por PCR do conjunto Ubi-1::bar com a enzima “Platinum Tag DNA Polymerase High
Fidelity” (Life technologies®). Nesta amplificacdo foram inseridos sitios de restricao
para as enzimas BstXl e Xhol (Fermentas®). Para isso foram utilizados os seguintes
oligonucleotideos: BstX_UBI_FW (5" CCACCATGTTGGAAGCTTGCATG 3’) e bar_Xhol_RV
(5" CTCGAGTCAAATCTCGGTGAC 3°). O produto da amplificacdo, de aproximadamente
2,6 Kb, foi recuperado de gel de agarose 1%, purificado com o Kit GeneJET™
(Fermentas®) e subclonado no vetor pGEM-T Easy (Promega®). Em seguida, o bloco
Ubi::bar foi retirado deste vetor através da digestdo com as enzimas BstXl e Xhol
(Fermentas®) e posteriormente ligado pela enzima T4 DNA ligase (Fermentas®) ao
vetor pCAMBIA3301 (CAMBIA), digerido com as mesmas enzimas. Nesse momento o
vetor foi denominado pC3301::UBI::bar.

O vetor pC3301::UBIl::bar, bem como o vetor pUBILN::gene alvo, foi digerido
com a enzima Hindlll (Fermentas®). O vetor pC3301::UBl::bar linearizado e o conjunto
Ubi::gene alvo::NOS foram recuperados do gel de agarose 1%, purificados com o Kit
GenelET™ (Fermentas®) e, posteriormente, ligados pela enzima T4 DNA ligase
(Fermentas®). Ao vetor final foi atribuida a nomenclatura pC3301::gene alvo que foi
confirmado por digestdes enzimaticas com as enzimas Kpnl e Hindlll (Fermentas®) e

teve sua sequéncia validada por sequenciamento.
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Transformagao genética de cana-de-agucar via biolistica

Foi estabelecida uma parceria com o grupo da Profa. Dra. Monalisa Sampaio
da Universidade Federal de S3ao Carlos — Campus de Araras, que gentilmente cedeu o
material vegetal para os experimentos de transformagdo. Ponteiros de plantas
saudaveis de cana-de-agucar cultivar RB835486 com aproximadamente 7 meses de
idade foram esterilizados com etanol 70% (v/v) e transferidos para fluxo laminar para
sua manipulagdo. As folhas foram removidas até a obtengdo do palmito
(aproximadamente 0,3 cm de didmetro) e cortadas transversalmente produzindo
fragmentos com 2 — 3 mm de espessura. Os cortes foram realizados com o palmito
imerso em solucdo estéril de acido citrico 500 mg/L. Os discos obtidos foram
transferidos para meio de cultura indutor de calos MSC que corresponde ao meio basal
MS (Murashige & Skoog, 1962) suplementado com 25 g/L de sacarose, 3 mg/L de 2,4—
D (2,4-4cido diclorofenoxiacético), 100 mg/L de inositol, 150 mg/L de acido citrico,
solidificado com 2 g/L de phytagel (Sigma®) e com o pH ajustado para 5,8 conforme
modificacGes de Arencibia et al. (1998). As culturas foram mantidas a 26+2°C no escuro
e os calos embriogénicos foram selecionados e cultivados por intervalos de 2 semanas
no mesmo meio de cultura. Apds trés ou quatros ciclos de cultivo, os calos
embriogénicos foram utilizados nos experimentos de transformacao.

Nos experimentos de transformacdo utilizou-se o vetor pC3301::gene alvo
gue contém a seqliéncia codificadora do gene bar, da enzima fosfinotricina-N-
acetiltransferase (PAT), que confere resisténcia ao herbicida glufosinato de amoénio
(Finale®, Bayer), sob controle do promotor do gene da poliubiquitina (Ubi-1) de milho
e a regido codificadora do gene alvo de cana-de-agucar, que é induzido por seca,
também sob controle do promotor Ubi-1.

108



Para os experimentos de bombardeamento os calos de cana-de-agucar foram
mantidos em meio osmético (MSC acrescido de 72,88 g/L de manitol e 72,88 g/L de
sorbitol) por cerca de quatro horas. A precipitacdo dos plasmideos pC3301::gene alvo
sobre as microparticulas de tungsténio seguiu o procedimento descrito por Rech et al.
(2008). O bombardeamento foi realizado com auxilio da Profa. Helaine Carrer, no
Centro de Biotecnologia Agricola (CEBTEC/ESALQ/USP), utilizando o aparelho PDS-
1000He Biolistics™ Particle Delivery System (Bio-Rad). A placa de Petri contendo os
calos embriogénicos foi colocada a 11 cm da membrana carreadora, foram utilizadas
membranas de ruptura para pressao de 1100 psi e dois disparos por placa foram
realizados. Aproximadamente duas horas apds o bombardeamento os calos foram
transferidos para meio MSC e mantidos por 15 dias no escuro a 26+2°C.

Apds esse periodo, os calos foram transferidos para meio de sele¢do e
regeneracdo (MSR), que consiste do meio MSC suplementado com 1,2 mg/L do
horménio 6-benzilaminopurina (BAP), 30 mL/L de agua de cbéco e 1,7 mg/L do
herbicida Finale®, e mantidos sob fotoperiodo de 16/8 horas de luz/escuro e
temperatura de 26+2°C.

As plantas regenerantes foram transferidas para frascos contendo meio
seletivo de enraizamento e alongamento (MSEA) que corresponde ao meio basal MS
suplementado de 0,4 g/L de carvdo ativado e 2 mg/L do herbicida Finale®. As plantas
resistentes ao herbicida foram transferidas para o substrato Flores e Folhagens
(BIOMIX) e mantidas em casa-de-vegetacdo para o desenvolvimento e posterior

analise de tolerancia a estresses abioticos.
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Transformagao genética de cana-de-agucar via agrobactéria

A producdo de calos embriogénicos para agrotransformacao foi realizada
conforme descrito anteriomente. Nos experimentos de agrotransformacao foi utilizada
a cepa EHA105 de A. tumefaciens, contendo o vetor pC3301::gene alvo. A cultura foi
estriada em placa de Petri contendo meio LB sdlido suplementado com 100 mg/L de
rifampicina, 100 mg/L de kanamicina e 300 mg/L de estreptomicina e incubada no
escuro a 28+2°C por 2 dias. Uma coldnia isolada foi inoculada em 5 mL de meio LB
liguido suplementado com os antibidticos descritos anteriormente e mantida sob
agitacdo (250 r.p.m.) até atingir D.O. (600 nm) = 0,6. Em seguida, 2 mL desta cultura
foram inoculados em 150 mL de meio LB com os mesmos antibidticos e mantidos sob
agitacdo de 250 r.p.m. até D.O. (600 nm) = 0,6. A suspensao bacteriana foi precipitada
por centrifugacdo, ressuspendida em meio de infeccdo (meio MS suplementado com
25 g/L de sacarose, 100 mg/L de inositol, 150 mg/L de acido citrico e 100 pM de
acetoseringona) num volume adequado para obter D.O. (600 nm) = 0,2. A solucdo de
infeccdo foi incubada a 28+2°C, 250 r.p.m., por 2 horas e utilizada na infeccdo de cerca
de 250 calos, sob leve agitacao, durante 30 minutos.

Apds a infeccao, os calos foram mantidos no escuro por 2 dias a 22+2°C em
meio de co-cultivo (MSCO, meio MSC suplementado com 100 uM de acetoseringona) e
depois transferidos para meio de descanso (MSD, meio MSC com 200 mg/L de
ticarcilina) onde permaneceram por 15 dias antes de iniciarem o processo de
regeneracao e selecdo. O processo de regeneracao e sele¢ao de plantas transformadas
por agrobactéria foi o mesmo descrito para biolistica sendo os meios acrescidos de 200

mg/L de ticarcilina para controlar o crescimento de agrobactéria.
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Desafio de resisténcia ao herbicida

As plantas regeneradas a partir dos experimentos de agrotransformacgdo e
biolistica foram borrifadas com 200 mg/L do herbicida Finale® e os efeitos do

tratamento sobre as folhas foram avaliados visualmente.

Analise da expressao do gene bar

Cerca de 50 mg de tecido fresco dos eventos resistentes ao herbicida Finale®
foram usados para avaliar a expressdao do gene bar com o kit TraitCheck (Gehaka)

segundo orientacdes do fabricante.

Anadlise da integracao do transgene por PCR

O DNA gendmico das plantas resistentes ao herbicida Finale® e de plantas
selvagens foi extraido a partir de amostras de folha. Para tal, foram coletadas cerca
150 mg de folha, que foram maceradas em microtubos de centrifuga com nitrogénio
liquido até a obtencdo de um pod bastante fino, ao qual foram acrescentados 650 plL de
tampao de extracdo (CTAB 2%, NaCl 1,4 M, Tris-HCl 100 mM pH = 8.0, EDTA 20 mM pH
= 8.0, PVP 10000 1% e PB-mercaptoetanol 0,2%). As amostras foram agitadas
vigorosamente e mantidas em banho-maria a 65°C por 40 minutos. Apds esse periodo
foram adicionados 650 pL de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1) e as amostras foram
agitadas até a formagdo de uma emulsao.

Em seguida, os tubos foram centrifugados por 20 minutos, 14000 r.p.m. a 4°C.
O sobrenadante foi transferido para um novo microtubo e o mesmo volume de alcool

isopropilico foi adicionado. As amostras foram incubadas por 30 minutos a —80°C e
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centrifugadas por 10 minutos, 14000 r.p.m a 4°C. O DNA precipitado foi lavado nos
préprios tubos com etanol 70% por duas vezes, ressuspendido em 50 uL de dgua ultra
pura acrescida de RNase A 100 mg/mL e incubado a 37°C por 30 minutos. A qualidade
do DNA foi verificada em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etideo. O DNA
gendmico foi armazenado a 4°C.

A presenca do gene bar no DNA gen6mico extraido de plantas transgénicas de
cana-de-agucar foi confirmada pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR) utilizando
os “primers” direto 5" ATGAGCCCAGAACGACGCCC 3’ e reverso
5" CAAATCTCGGTGACGGGCAG 3’. Foram utilizados 2 pL de DNA, dNTP 0,2 mM, MgCl,
2 mM, 0,3 mM de cada “primer”, tampao Taqg 1 x, 1U de Taq Polimerase (Fermentas®)
e agua Milli-Q g.s.p. 25 pL. Essa reacao foi submetida ao seguinte programa de
amplificacdo: 10 minutos a 95°C, mais 35 ciclos de 1 minuto a 95°C, 1 minuto a 60°C, 1
minuto a 72°C e uma extensao final de 7 minutos a 72°C.

O produto dessa reacdo foi visualizado em gel de agarose 0,8% em TAE

contendo brometo de etideo, sob iluminacdo de luz ultra-violeta.

Analise da expressao do gene alvo em plantas transgénicas por PCR em
tempo real

Para avaliar a expressdo do gene alvo nas plantas transgénicas de cana-de-
acucar validadas por PCR, foi realizada uma andlise quantitativa por PCR em tempo
real. Amostras de RNA de folhas dos eventos e de 10 plantas selvagens foram extraidas
utilizando o “RNeasy Mini Kit” (Qiagen), segundo recomendacdes do fabricante. A

qualidade do RNA foi verificada em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo

112



e pelo aparelho Nanodrop2000 (Thermo Scientific), que também foi utilizado para a
guantificacdo do RNA.

Aliquotas de 1,2 pug de RNA de cada evento foram tratadas com DNAse |
(Fermentas), de acordo com as recomendacdes do fabricante, num volume final de
13,2 pL. Em seguida, 1 pL de cada RNA tratado foi utilizado para confirmacdo da
eficiéncia do tratamento, através da amplificacdo do gene da poliubiquitina (Rocha et
al., 2007). As reagdes consistiram de uma mistura de 1 x SyBr Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems) e 0,2 uM de cada “primer”, além da aliquota de RNA. A
amplificacdo foi realizada pelo aparelho 7500 Real Time PCR System SDS (Applied
Biosystems), seguindo o programa: 10 minutos a 95°C, 40 ciclos de 15 segundos a 95°C
e 1 minuto a 60°C. Por ultimo o aparelho realizou a analise da curva de “melting”,
denaturando e reanelando todos os produtos obtidos. As amostras que nao
apresentaram amplificacdo no RNA tratado com DNAse | foram transcritas utilizando
oligo d(T)17VN e a enzima “SuperScript® Il Reverse Transcriptase” (Life Technologies),
segundo as recomendacdes do fabricante.

A expressdo do gene alvo foi avaliada utilizando “primers” desenhados dentro
da regido codificante e a amplificacdo foi realizada em triplicata, utilizando 2 uL de
cDNA diluido (1:5) por reacdo, nas condicGes descritas anteriormente. O gene da
poliubiquitina de cana foi utilizado como gene enddgeno. Os dados foram analisados

segundo o método 27AACT

(Livak and Schmittgen, 2001), utilizando as amostras das
plantas selvagens como referéncia. Para serem considerados diferencialmente

expressos os eventos deveriam apresentar expressdo relativa pelo menos 3 vezes

maior que as plantas selvagens.
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Avaliagao da resposta ao estresse oxidativo

Discos foliares de onze plantas transgénicas e trés selvagens medindo 0,5 cm de
didmetro foram tratados com 1 mL de perdéxido de hidrogénio (H,0,) nas
concentragdes: 0, 0,25, 0,5, 0,75 e 1 M, por 36 horas. O experimento foi realizado com
4 réplicas compostas de 3 discos foliares cada. Apds o periodo de estresse oxidativo
procedeu-se a extragao da clorofila total através da maceragao dos discos na presenca
de acetona, seguida de sua quantificagdo como descrito por Arnon (1949). O conteldo
de clorofila total obtido para os eventos transgénicos foi comparado com aquele

obtido para as plantas selvagens através do teste estatistico t-Student.

Resultados

Escolha do gene alvo e construc¢ao do vetor de expressao

O gene candidato analisado neste trabalho foi selecionado a partir da lista de
“clusters” diferencialmente expressos sob seca publicada por Rocha et al. (2007). Este
“cluster” de funcdo ainda desconhecida foi denominado gene alvo para os propdsitos
desta tese.

O plasmideo contendo o gene alvo foi obtido junto ao BCC Center, validado
por digestdo enzimdtica e utilizado na construcao do vetor de expressdo para cana. O
vetor final pC3301::alvo (Figura 1) foi validado por digestdo enzimdtica e

sequenciamento.
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Figura 1 — Esquema tedrico do vetor utilizado nas transformagGes genéticas de cana-de-
acglcar. O vetor pC3301::alvo contém os genes bar e alvo clonados sob controle do promotor
Ubil de milho e terminador 3” NOS. O cassete repdrter possui o gene uidA sob controle do
promotor CamV35S e terminador 3" NOS. O plasmideo possui também o gene de resisténcia
ao antibidtico canamicina em bactéria (Kana).

Transformacgao genética de cana-de-agucar

Ponteiros do cultivar RB845486 de cana-de-agucar (Figura 2A) foram
gentilmente cedidos pelo grupo da Prof. Dra. Monalisa Sampaio (UFSCar — Araras/SP),
as folhas externas foram retiradas (Figura 2B) e apds processo de desinfeccdo, os

mesmos foram descascados até a obtenc¢ao do palmito (Figura 2C).

Figura 2 — Ponteiro de cana-de-aglicar sendo preparado para inoculagao. Logo apds a coleta
(A), preparado para a desinfecgdo (B) e palmito pronto para a inoculagdo (C).

A Figura 3A ilustra o corte dos explantes em solucdo antioxidante de acido
citrico 500 mg/L. Discos de aproximadamente 0,3 cm de didmetro foram transferidos
para meio indutor de calos (MSC). A Figura 3B mostra o aspecto dos explantes alguns

dias apds a inoculagdo em MSC.
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Figura 3 — Etapas do processo de inoculagao de explantes de cana-de-agticar. Corte dos
explantes em solugdo de acido citrico (A) e discos foliares alguns dias apds a inoculagdo (B).

Apds trés ou quatro ciclos de cultivo em MSC a formacdo de calos
embriogénicos foi eficaz e os mesmos foram selecionados e utilizados nos
experimentos de transformacdo. A Figura 4 apresenta o aspecto geral dos calos

obtidos apds alguns ciclos de multiplicagao “in vitro”.

Figura 4 — Aspecto geral da cultura de calos embriogénicos utilizados na transformagao de
cana-de-aglicar. Calos embriogénicos apds dois (A) e quatro (B) ciclos de multiplicagdo “in
vitro”.

Os calos bombardeados ou agroinfectados foram transferidos para o meio
MSR e apds dois ou trés ciclos de regeneracdo e selecdo foram obtidas as primeiras
plantulas. Os calos regenerantes foram mantidos em MSR até emitirem folhas quando
foram transferidos para meio seletivo de alongamento e enraizamento (MSEA). A
Figura 5 ilustra as etapas do processo completo de regeneracdo e selecdo “in vitro” de

plantas transgénicas de cana-de-agucar.
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Figura 5 — Regeneragao e selegao de plantas transgénicas de cana-de-agucar. Pontos verdes
visualizados em calos apds 30 dias da transformacédo (A). Plantulas regenerantes apds 60 dias
(B). Plantulas em meio MSEA no dia em que foram transferidas (C). Plantulas em meio MSEA
apos 15 dias da transferéncia onde claramente é possivel visualizar os efeitos do aumento da
dosagem do herbicida Finale®.

ApOds a transferéncia para o meio MSEA a maioria das plantas regenerantes
apresentou sintomas claros de susceptibilidade ao herbicida. Apenas 128 plantas
obtidas via biolistica e 16 obtidas via agrobactéria mostraram-se resistentes a
concentracdo de 2 mg/L do herbicida Finale® (Tabela 1). Essas plantas foram
transferidas para o substrato Biomix Flores e Folhagens e mantidas em casa de
vegetacao.

Tabela 1 - Eficiéncia de selegdo e anadlise molecular de eventos de cana-de-aglcar
transformados com o gene alvo. NUmero de plantas resistentes a dosagens de herbicida “in

vitro” e em casa de vegetacdo e de plantas confirmadas por PCR e PCR em tempo real, obtidas
pelos métodos de biolistica e agrotransformacgao.

Método N° plantas Biolistica N° plantas Agrobactéria
Herbicida 2 mg/L 128 16
Herbicida 200 mg/L 31 5
PCR gen6mico 10 1
PCR em tempo real 10 1
Eficiéncia de sele¢do* 7.81% 6.25%
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* A eficiéncia de sele¢do foi calculada pela razdo entre a quantidade de plantas confirmadas
pelas resistentes a concentracdo de 2 mg/L do herbicida Finale®.

Desafio de resisténcia ao herbicida

As plantas resistentes “in vitro” a 2 mg/L de Finale® ja transferidas para
substrato foram desafiadas com 200 mg/L do herbicida para eliminar possiveis
escapes. Apenas 31 plantas provenientes de bombardeamento e 5 de
agrotransformacdo apresentaram nenhum ou poucos sintomas do herbicida (Tabela

1). As demais plantas secaram completamente e foram devidamente descartadas.

Deteccao da expressao do gene bar

Andlises de amostras foliares das plantas sobreviventes ao herbicida Finale®,
utilizando o Kit TraitCheck (Gehaka), foram eficazes na deteccdo da proteina PAT para
alguns dos eventos gerados (Figura 6). Os resultados obtidos, contudo, ndo foram
considerados confidveis, pois algumas plantas ndo transformadas, utilizadas como

controle negativo, também apresentaram resultados positivos.

N N

Eventol Evento2 Evento3 Evento4 Selvagem

Figura 6 — Deteccdao da proteina PAT em plantas transgénicas de cana-de-aglcar. A presenca
da proteina PAT foi validada nos eventos 2 e 3, através da observagao da segunda marca rosa
nas fitas, indicada pelas setas.
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Deteccao do gene bar por PCR

Dentre os eventos que apresentaram resposta positiva para resisténcia ao
Finale®, a presenca do gene bar foi confirmada por PCR em 10 eventos obtidos por

bombardeamento e 1 obtido por agrotransformacgao (Tabela 1).

Analise da expressao do gene alvo por PCR em tempo real

O aumento no numero de transcritos do gene alvo, nos eventos em que a
transgenia foi verificada por PCR pela amplificacdo do gene bar foi confirmada em
todos os eventos analisados (Figura 7, Tabela 1). Uma vez que o gene alvo possui
expressao endégena em cana, a expressao relativa dos eventos foi calculada utilizando
os valores obtidos para as plantas ndo transformadas como referéncia. O evento 11.1 é
0 que apresenta menor valor de expressdo relativa do gene alvo e mesmo assim o
gene é 30 vezes mais expresso na planta transgénica do que nas selvagens. Por outro
lado, no evento 9.5 a expressdo do gene alvo é 204 vezes maior do que nas plantas

nao transformadas.
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Figura 7 — Analise da expressao do gene alvo em plantas transgénicas de cana-de-agtcar por
PCR em tempo real. As barras representam a expressao relativa do gene alvo em cada evento
usando como referéncia os valores obtidos para um conjunto de 10 plantas selvagens (WT).

Andlise de tolerancia a estresse oxidativo

Discos foliares dos 11 eventos transgénicos foram submetidos a tratamento
com H,0,, que se mostrou eficaz na discrimina¢ao de eventos de cana mais tolerantes.
De modo geral, quanto maior a concentra¢do de H,0,, maior degradacao de clorofila
foi observada. Em todas as concentragdes utilizadas foi observado pelo menos um
evento mais tolerante ao H,0, que as plantas selvagens (Figura 8). No entanto, foi no
tratamento realizado com a maior concentracdo de H,0, (1 M) que se observou o
maior numero de eventos estatisticamente mais tolerantes que as plantas selvagens

(sete dos onze eventos avaliados, Figura 8).
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Figura 8 — Avaliacdo da tolerancia de plantas transgénicas de cana-de-aglicar ao estresse
oxidativo. O conteldo de clorofila total em discos foliares de plantas transgénicas e selvagens
de cana-de-agucar foi avaliado apds tratamento com diferentes concentragdes de perdxido de
hidrogénio (H,0,). O tratamento com 1 M de H,0, mostrou que sete eventos transgénicos
possuem menor degradacdo da clorofila que as plantas selvagens (WT). *P<0,05 e **P<0,01.

Discussao

Para promover tolerancia celular a estresses abidticos, as respostas iniciais ao
estresse em plantas sdo a acumulacdo de ions e altera¢cdes no potencial hidrico celular,
seguida da ativacdo ou repressdo de genes a fim de aumentar a protecdo contra a
perda de dgua por transpiracdo ou mesmo melhorar a captacdo de agua pelas raizes
(Bray, 1993). A capacidade de uma planta tolerar a seca estd intimamente ligada aos
mecanismos de adaptagdo aos estresses presentes em seu genoma € em COMO esses
mecanismos sdo efetivamente ativados (Kantar et al., 2011). O estresse hidrico
também influencia processos bioquimicos e fisiolégicos como fotossintese, tamanho
das células foliares, transpiracdo, taxa de crescimento e fechamento estomatico

(Reddy et al., 2004).
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Ergen e Budak (2009) observaram 2400 genes diferencialmente expressos em
seis bibliotecas subtrativas de gendtipos de trigo susceptiveis ou tolerantes a seca
submetidos a sete dias de estresse hidrico, evidenciando que a resposta génica a seca
é complexa, envolve muitas vias de sinalizacdo e, por isso, merece especial atencdo. O
gene alvo que foi utilizado nesse trabalho é induzido por seca conforme demonstrado
por Rocha et al. (2007), que analisaram o transcriptoma de cana-de-agucar de um
cultivar de cana sensivel a seca sob condi¢cdes de estresse hidrico, identificando 93
genes diferencialmente expressos.

Usualmente, genes envolvidos com o acumulo de prolina sdo ativados por
estresse hidrico (Grene, 2002). Esse aminoacido é um agente antioxidante, que atua
como osmoprotetor na adaptagdo das plantas aos estresses ambientais, como a seca
(Molinari et al., 2004). Sendo assim, avaliar a resposta de plantas transgénicas ao
estresse oxidativo € uma maneira rapida de mensurar o potencial biotecnolégico de
genes modulados por seca.

Plantas de cana-de-agucar que superexpressam o gene alvo apresentam maior
tolerancia a estresse oxidativo induzido por perdxido de hidrogénio, o que indica que o
gene em questao contribui para reduzir os efeitos nocivos deste tipo de estresse.
Talvez o gene alvo esteja envolvido com o aumento na sintese ou acimulo de prolina,
na estabilizacdo de estruturas subcelulares, na eliminacdo de radicais livres ou em
outras vias que estejam ligadas aos efeitos do estresses sobre as células vegetais
Outros estudos serdao necessarios para compreender 0s processos nos quais atua o
gene alvo, de forma a estabelecer uma fung¢ao molecular.

O aumento de tolerancia ao estresse oxidativo observado nas plantas

transgénicas geradas nesse trabalho indica que genes apontados como
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diferencialmente expressos em trabalhos que avaliam a expressdo génica em larga
escala possuem um alto potencial biotecnolégico, abrindo perspectivas para a
obtencdo de novos cultivares mais tolerantes a estresses abioticos.

Na fase atual deste trabalho ndo foi possivel avaliar a resposta das plantas
transgénicas a outros estresses, como a suspensdo de rega ou salinidade, devido a
necessidade de multiplicacdo dos eventos gerados. Este processo ja estd em
andamento e as plantas obtidas deverdao ser submetidas a experimentos
complementares com a avaliagdo de parametros fisiolégicos como fotossintese,
transpiracao e condutancia estomatica .

Embora nossos dados sejam ainda preliminares e o gene estudado possuir
funcdo desconhecida, demonstramos que este gene pode estar envolvido na resposta
a estresses abiodticos e que a sua superexpressdao reduziu os efeitos do estresse
oxidativo em folhas. Além disso, esse trabalho mostra a relevancia do estudo de genes
qgue codificam proteinas desconhecidas na identificacdo de genes com potencial

biotecnoldgico.
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Conclusoes preliminares

Com base nos resultados obtidos neste trabalho é possivel concluir que o
protocolo utilizado para transformacdao de cana-de-aglcar a partir de calos
embriogénicos é eficiente e foi capaz de gerar eventos transgénicos.

Além disso, os dados obtidos nesse trabalho indicam que o gene alvo esta
envolvido na resposta ao estresse oxidativo em cana-de-agucar. Esses dados ainda
reforcam a idéia de que genes modulados por estresses abidticos tem alto potencial

biotecnoldgico.
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O uso de Brachypodium distachyon como

modelo para estudos em cana-de-acucar

César Bueno de Souza, Andréa Akemi Hoshino, David Garvin e Marcelo Menossi

Teixeira

Introducao

O uso de plantas modelo é amplamente difundido e seu uso tem sido
importante nos estudos da biologia vegetal permitindo um aumento no conhecimento
da resposta a estresses bidticos e abidticos. Além de estudos da biologia bdsica
vegetal, mais especificamente no campo da biotecnologia, as plantas modelos
desempenham um papel especial. O melhoramento genético tradicional tem sido
empregado por décadas no aperfeicoamento de importantes caracteristicas que

afetam a produtividade e qualidade dos cultivos. Paralelamente ao melhoramento
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classico, a biotecnologia tem sido empregada na obtencdo de novos cultivares através
de transformacdo genética. Nesse contexto, as plantas modelo sdo de grande
importancia, pois sdo utilizadas em uma avaliacdo prévia da capacidade de um
transgene gerar melhorias de interesse agron6mico nas plantas transformadas. Uma
vez que um gene confere, por exemplo, maior tolerdncia a estresses abidticos em
plantas modelos a probabilidade de se obter resultados semelhantes em culturas alvo
é grande.

Arabidopsis thaliana e Nicotiana tabaccum sao, de longe, as plantas modelo
mais utilizadas em biotecnologia por apresentarem caracteristicas de interesse
biotecnoldégico: tamanho reduzido, crescimento rdpido, producdo de grandes
quantidades de sementes, auto-fecundac¢do, genoma dipléide e simples protocolos de
transformacdo disponiveis. Entretanto, como plantas dicotiledéneas, tabaco e
Arabidopsis ndo compartilham algumas caracteristicas importantes com gramineas.
Sendo assim, o arroz poderia ser uma alternativa para a biotecnologia de plantas
monocotiledéneas, ndo fosse o fato de ndo possuir baixa estatura, rapido ciclo
biolégico e facil transformabilidade como vistos em Arabidopsis e tabaco. Dada a
necessidade do uso de um modelo para biotecnologia de gramineas, Garvin (2007)
propo6s o uso de Brachypodium distachyon (Brachypodium).

Brachypodium é uma graminea temperada e que possui importantes
caracteristicas morfoldgicas, genémicas e requisitos de crescimento simples (Garvin,
2007; Bevan et al.,, 2010), além de possuir todas as principais caracteristicas
encontradas nas atuais plantas modelo: auto-fecundacdo obrigatdria, baixa estatura,
ciclo de vida curto e genoma pequeno. A linhagem Bd21 teve seu genoma

completamente sequenciado (Vogel et al., 2010) e protocolos com alta eficiéncia de
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transformacao foram estabelecidos e publicados (Vogel et al., 2006; Vain et al., 2008;
Alves et al., 2009).

Sendo assim, este trabalho teve por objetivo avaliar o uso de Brachypodium
como modelo para cana-de-aglcar e o potencial biotecnolégico de trés genes de cana
gue sdo modulados por seca em plantas transgénicas de Brachypodium, linhagem

Bd21.

Material e métodos

Por questdes de Propriedade Intelectual, os nomes dos “clusters” utilizados
nesse trabalho bem como as sequéncias de nucleotideos, aminoacidos e “primers”

foram omitidos.

Obtencao e confirmagao do gene candidato

Trés genes alvo candidatos foram selecionados a partir do trabalho publicado
por Rocha et al. (2007). Os plasmideos contendo suas sequéncias foram solicitados ao
“Brazilian Clone Collection Center” (BCC Center). Aliquotas das bactérias contendo os
clones solicitados foram estriadas em placas de Petri contendo meio LB com ampicilina
50 ug/mL e incubadas a 37°C pelo periodo de 16 horas. Uma coldnia isolada de cada
cultura foi inoculada em 5 mL de meio de cultura LB liquido e incubada a 37°C por 16
horas sob agitacdo de 250 r.p.m. Aliquotas de 850 uL das culturas bacterianas foram
separadas e acrescidas de 150 pL de glicerol 50% (w/v) e armazenadas a -80°C para
estoque permanente. O restante das suspensdes bacterianas foram utilizadas para

minipreparacao de DNA plasmidial por lise alcalina utilizando o “QlAprep Spin
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Miniprep Kit” (Qiagen®), segundo orientagdes do fabricante. O plasmideos extraidos

foram confirmados por digestdo com as enzimas EcoRl e BamHI (Fermentas®).

Construcao do vetor de expressao

As regides codificantes dos genes foram amplificadas por PCR através do uso de
"primers” desenhados nas regides 5" e 3" com adicao dos sitios de BamHI e Mlul para
posterior clonagem direcional. As reagdes de PCR utilizaram a enzima “Platinum Tagq
DNA Polymerase High Fidelity” (Life Technologies®). Os produtos correspondentes aos
tamanhos esperados foram extraidos do gel de agarose 1%, purificados com o Kit
GenelET™ (Fermentas®) e clonados no vetor pGEM-T Easy (Promega®).

Os insertos alvo candidatos foram retirados do vetor pGEM-T Easy (Promega®)
com as enzimas BamHl e Mlul (Fermentas®) e extraidos do gel de agarose 1%,

T™ (Fermentas®). O vetor pUBILN (Camargo, 2007),

purificados com o Kit GenelE
correspondente ao vetor pAHC17 (Christensen and Quail, 1996) modificado, foi
digerido com as mesmas enzimas para receber o inserto. O produto da digestao foi
separado em gel de agarose 1% e o fragmento correspondente ao vetor foi extraido e
purificado com o Kit GeneJET'™ (Fermentas®). Os fragmentos contendo os genes alvo e
o vetor pUBILN foram entdo ligados pela acdo da enzima T4 DNA ligase (Fermentas®), a
22°C, por 16 horas. Estes vetores intermediarios foram denominados pUBILN::ALVO1,
2 ou 3 (onde escreve-se ALVO, entenda-se o nome de cada um dos trés diferentes
genes utilizados).

O vetor pOL001 (Vogel et al., 2006) bem como os vetores intermediarios foram
digeridos com a enzima Hindlll. Os produtos das digestoes foram recuperados do gel

de agarose 1%, purificados com o Kit GenelET™ e foram, posteriormente, ligados pela
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enzima T4 DNA ligase (Fermentas®). Nesse momento, os vetores finais foram

denominados de pOL001:ALVO1, 2 ou 3.

Transformagao genética de Brachypodium

Os experimentos de agrotransformacao de Brachypodium foram realizados no
laboratoério do Prof. David Garvin na Universidade de Minnesota (EUA), utilizando calos
embriogénicos e a cepa de Agrobacterium AGL1 transformada com os vetores
pOLO01:ALVO1, 2 e 3, conforme descrito por Alves et al. (2009). O vetor pOL001
original que possui o gene uidA (GUS) foi utilizado como controle positivo das

transformacoes.

Detecg¢ao da proteina B-glucoronidase em calos e plantas transgénicas.

Apds a transformacdo dos calos embriogénicos, parte destes foi submetida a
teste histoquimico de GUS. Calos foram incubados a 37°C, por 16 horas em tampao de
GUS (Na;HPO4 0,1 M, EDTA 10 mM pH 8, Triton X100 0,1% e X-gluc 2 mM). O teste de
GUS em calos foi realizado apenas com aqueles que eram provenientes da
transformacdo com o plasmideo pOL001 original (controle positivo da transformacao).
A outra parte desses calos foi mantida em cultura para regeneracao de plantas
transgénicas conforme descrito por Alves et al. (2009). As plantas regeneradas foram

submetidas ao teste de GUS através do processo ja descrito, utilizando-se tecido foliar.
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Analise da integracao dos transgenes por PCR

O DNA gendbmico de plantas regeneradas na presenca do antibidtico
higromicina e de plantas selvagens foi extraido a partir de amostras de folha. Para tal,
cerca 150 mg de folha foram macerados em microtubos de centrifuga com nitrogénio
liguido até a obtengdo de um pd bastante fino. Foram acrescentados 700 uL de
tampao de extragdo (SDS 1,25%, NaCl 0,5 M, Tris-HCl 100 mM pH 8,0, EDTA 50 mM
pH=8,0 e NaOH 0,03 M). As amostras foram agitadas vigorosamente e mantidas em
banho-maria a 65°C, por 30 minutos sendo homogeneizadas por inversdo a cada 5
minutos. Apds esse periodo adicionaram-se 700 pL de cloroférmio:alcool isoamilico
(24:1) e as amostras foram agitadas por 3 minutos.

Em seguida, os tubos foram microcentrifugados por 10 minutos, 10000 r.p.m. e
o sobrenadante foi transferido para um novo microtubo de centrifuga. Um mL etanol
absoluto foi adicionado e os tubos foram invertidos por 20 vezes. Apds centrifugacao
por 10 minutos a 10000 r.p.m. o DNA precipitado foi lavado duas vezes nos proprios
tubos com etanol 70%, ressuspendido em 50 uL de dgua ultra pura acrescida de RNase
A 100 mg/mL. Os tubos foram incubados a 37°C por 30 minutos e o DNA gendmico foi

armazenado a 4°C.

A presencga do gene hptll no DNA gendmico extraido de plantas transgénicas de
cana-de-acucar foi confirmada pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR) pelos
“primers” direto 5" GAATTCAGCGAGAGCCTGAC 3’ e reverso
5" ACATTGTTGGAGCCGAAATC 3. Utilizaram-se 2 uL de DNA, 0,75 pL dNTP (10 mM),
0,75 puL de “primer” direto (10 uM), 0,75 uL “primer” reverso (10 uM), 2,5 pL Tampao

Taq 10x (suplementado com MgCl,), 0,25 uL Tag DNA Polimerase (Life Technologies),
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18 uL de agua Milli-Q. Essa reagao foi submetida ao seguinte programa de
amplificagao: 5 minutos a 95°C, mais 35 ciclos de 30 segundos a 95°C, 45 segundos a
55°C, 30 segundos a 72°C e uma extensao final de 7 minutos a 72°C. O produto dessa
reacao foi visualizado em gel de agarose 0,8% em TAE contendo brometo de etideo,

sob iluminacdo de luz ultra-violeta.

Analise da expressao dos transgenes por RT-PCR

Para avaliar a expressdo dos gene alvos nas plantas transgénicas de
Brachypodium validadas por PCR foi realizada uma andlise semi-quantitativa por RT-
PCR (“Reverse-Transcription”-PCR). Amostras de RNA de folhas dos eventos e de
plantas selvagens foram extraidas utilizando o “Plant RNA Isolation Mini Kit” (Agilent
Technologies), segundo recomendacdes do fabricante. A qualidade e quantidade do
RNA extraido foram verificadas pelo aparelho 2100 Bioanalyser (Agilent Technologies).

Aliquotas de 1,5 pg de RNA de cada evento e plantas selvagens foram tratadas
com DNase | (Life Technologies), de acordo com as recomendacdes do fabricante, num
volume final de 8 pL. Em seguida, 1 yL de cada RNA tratado foi utilizado para
confirmacdo da digestdao completa do DNA gendmico pela amplificacdo do gene EF-1,
que codifica um fator de transcricio de Brachypodium. As amostras que nao
apresentaram amplificacdo no RNA tratado com DNase | foram transcritas utilizando
oligo d(T)17VN e a enzima “SuperScript® Ill Reverse Transcriptase” (Life Technologies),
segundo as recomendacdes do fabricante.

A expressdao dos genes alvo foi avaliada utilizando um “primer” direto
desenhado na porg¢do final do promotor UBI-1 (5" GCCCTGCCTTCATACGCTATT 3') e
outro reverso dentro da regido codificante. Utilizaram-se 2 uL de cDNA, 0,75 pL dNTP
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(10 mM), 0,75 uL de “primer” direto (10 uM), 0,75 pL “primer” reverso (10 uM), 2,5 uL
Tampdo Taq 10x (suplementado com MgCl,), 0,25 uL Tag DNA Polimerase (Life
Technologies), 18 uL de agua Milli-Q. A reacdo foi submetida ao seguinte programa de
amplificagao: 5 minutos a 95°C, mais 35 ciclos de 30 segundos a 95°C, 45 segundos a
55°C, 30 segundos a 72°C e uma extensao final de 7 minutos a 72°C. O produto dessa
reacdo foi visualizado em gel de agarose 0,8% em TAE contendo brometo de etideo,

sob iluminagdo de luz ultravioleta.

Resultados

Escolha dos genes alvo e construgao do vetor de expressao

Os genes alvo candidatos selecionados a partir do trabalho publicado por
(Rocha et al., 2007), correspondem a trés “clusters” do SUCEST. Os plasmideos
contendo os genes alvo candidatos foram obtidos junto ao BCC Center, validados por
digestdo enzimatica e utilizados na construcdo dos vetores de expressao para cana. Os
vetores finais pOL001::ALVO1, 2 ou 3 (Figura 1) foram validados por digestdo

enzimatica e sequenciamento.

LB RB
ALVO L 3'NOS 355> L hptll { 3’NOS

Spec

Figura 1 — Esquema tedrico dos vetores utilizados nas transformagbes genéticas de
Brachypodium. Os genes alvo foram clonados sob controle do promotor Ubil de milho e
terminador 3" NOS. O cassete de selecdo possui o gene hptll, que confere resisténcia ao
antibidtico higromicina, sob controle do promotor CamV35S e do terminador 3" NOS. Os
plasmideos possuem também resisténcia ao antibidtico espectinomicina (Spec) para selegdo
em bactéria.
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Transformacgao genética de Brachypodium

A obtencdo de calos embriogénicos a partir embrides imaturos de
Brachypodium foi muito eficiente, gerando calos bem amarelos e consistentes. Cerca
de 100 calos por construcao foram infectados com a cepa AGL1 de agrobactéria
transformada com os plasmideos pOL001::ALVO1 a 3. Todos 0s passos para a obtencao
de plantas transgénicas de Brachypodium (Figura 2) foram realizados como descrito no

protocolo publicado por Alves et al. (2009).

i

(o

Figura 2 — Fases da transformagdo genética de Brachypodium. Calos de Brachypodium
gerados a partir de embrides imaturos prontos para a transformacdo (A), regeneracdo e
selecdo de plantas (B), planta regenerada em meio de enraizamento e alongamento (C),
possivel planta transgénica transferida para substrato (D), possiveis plantas transgénicas sendo
aclimatadas apos transferéncia para substrato (E).
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Apds a regeneracao de plantas na presenca do agente seletivo higromicina B,
foram geradas 10, 38, 26 e 42 plantas para as construcdes pOLO01 original,

pOL001::ALVO1, pOL001::ALVO2 e pOL001::ALVO3, respectivamente (Tabela 1).

Tabela 1 - Numeros obtidos nos experimentos de transforma¢ao de Brachypodium. A
eficiéncia de transformacao foi calculada pela razdo entre o nimero de plantas PCR + e o
numero de calos transformados, enquanto a eficiéncia de selecdo foi calculada pela razdo
entre plantas PCR + e plantas regeneradas.

pOL001::Alvol pOLO01::Alvo2 pOLOO01::Alvo3

Calos Transformados 100 100 100
Plantas Regeneradas 38 26 42
PCR + 11 11 8
RT-PCR + 11 9 8
Eficiéncia de Transformagao (%)* 11 11 8
Eficiéncia de Selegdo (%)* 28,94 38,61 19,04

* A eficiéncia de transformacgdo foi calculada pela razdo entre o nimero de eventos
confirmados por PCR e o numero de calos transformados. A eficiéncia de selegdo foi calculada
pela razdao entre a quantidade de plantas confirmadas por PCR e o numero de plantas
regeneradas.

Ensaio histoquimico de GUS

A deteccdo da proteina B-glucuronidase em calos de Brachypodium foi eficiente
nos trés experimentos de transformacdo realizados (Figura 3A). Dentre as 10 plantas
regeneradas a partir da transforma¢dao com o vetor pOL001, 5 apresentaram a

coloracdo azul indicando a expressdo da proteina B-glucuronidase (Figura 3B).
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o

Figura 3 — Deteccdo de GUS em calos e folhas de Brachypodium. Visualizagdo do precipitado
azul em calos de Brachypodium transformados (A). Coloragdo azul em folha de Brachypodium
transformada: a esquerda folha transformada a direita folha selvagem (B).

Detecc¢ao do gene hptll por PCR

Dentre os eventos que foram regenerados na presenca do antibidtico
higromicina, a amplificacdo do gene hptll foi confirmada em 11, 11 e 8 plantas para as
construcdes pOLO01::ALVO1, pOLO01::ALVO2 e pOLO01::ALVO3, respectivamente

(Tabela 1).

Analise da expressao dos genes alvo por RT-PCR

Entre as plantas que apresentaram amplificacdo para o gene hptl/l, em apenas
um unico evento para a construcao pOL001::ALVO?2 a transcricdo do gene alvo ndo foi
observada (Tabela 1). Nos demais casos a transcricdo do gene de cana-de-agucar de

cada construcao foi comprovada por RT-PCR (Figura 4).
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Figura 4 — Detecgdo de transcritos dos genes alvo em plantas transgénicas de Brachypodium.
A deteccdo de transcritos de cada gene alvo foi detectada e é mostrada em gel de agarose
0.8%. Em apenas uma planta positiva por PCR ndo se detectou a presenca de transcrito do
gene alvo da construcdo pOL0O01::ALVO2 (38). Ndo foi observada amplificagdo em plantas
selvagens (wt) e agua (BI).

Discussao

No presente trabalho foram geradas plantas transgénicas de Brachypodium
com trés diferentes genes de cana-de-aclcar que sdo modulados por seca.
Infelizmente a importacdo das sementes transgénicas nao foi possivel em tempo da
conclusdo desta tese, devido ao grande nimero de eventos gerados e a necessidade
de passarem por quarentenario assim que chegassem ao Brasil. A tramitacdo para a
importacdo de sementes transgénicas estd em andamento e assim que possivel esses
eventos serdo submetidos a experimentos de estresses abidticos para que seja
verificado se os genes que estdao sendo estudados conferem aumento de tolerancia a

esses estresses.
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Conclusao

Com o trabalho desenvolvido até o presente momento, pode-se concluir que o
protocolo de transformacdo de Brachypodium foi muito eficiente e que a transcricdo
de genes de cana foi possivel em plantas transgénicas de Brachypodium. Esses dados
mostram uma perspectiva promissora para o uso de Brachypodium como modelo para

a biotecnologia de cana-de-agucar e outras monocotiledéneas.
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Discussao Geral

O uso de microarranjos na selecdo de genes candidatos para melhoria de
caracteristicas de interesse agrondmico tem sido largamente empregado (Maruyama
et al., 2004; Fernandez et al., 2008; Fleury et al., 2010). Os genes que foram alvo desse
trabalho foram descritos como induzidos por seca no trabalho de Rocha et al. (2007),
no qual foi avaliado o transcriptoma de um cultivar de cana-de-acucar sensivel a seca
sob condicdes de estresse hidrico, identificando 93 genes diferencialmente expressos.
Em duas patentes solicitadas por Menossi et al. (2011, 2011) dois destes 93 genes
foram avaliados em plantas transgénicas de tabaco e os autores mostraram que as
plantas transgénicas sao mais tolerantes a salinade e seca. No presente trabalho foram
avaliados outros 6 genes da lista gerada por Rocha et al. (2007), em plantas
transgénicas, e dentre esses, trés genes ja apresentaram evidéncias de que conferem
tolerancia a estresses abidticos. Em conjunto, estes dados indicam que as listas de
genes obtidas por microarranjos sao excelentes fontes de informacgao para a selecao

de candidatos para a biotecnologia.

Um polinucleotideo que possui alta similaridade com uma ATP sintase de cana
foi capaz de aumentar a tolerancia a seca e a salinidade em plantas transgénicas de
tabaco. As ATP sintases s3ao importantes enzimas que fornecem energia para as células
e foram muito conservadas durante a evolu¢dao. Na maioria dos sistemas as ATP
sintases sdo localizadas nas membranas e catalisam a sintese de ATP a partir de ADP e
fosfato direcionado pelo fluxo de prétons entre a membrana e gerados pela
transferéncia de elétrons. O fluxo parte do lado fotoquimico positivo (alto potencial
eletroquimico) para o lado fotoquimico negativo. A reacdo catalisada pela ATP sintase
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é completamente reversivel (Mccarty, 1992). Zhang et al. (2008) mostraram que a
superexpressdao de uma outra subunidade de ATP sintase aumenta a tolerancia a
diversos estresses abidticos. A sugestdo é que plantas transgénicas que
superexpressam uma ou mais subunidades de ATP sintase sejam mais eficientes na
producdo de ATP o que pode levar a um aumento de tolerancia a estresses abidticos.

O gene que codifica uma proteina com similaridade a ISP (”iron sulfur protein”),
componente do complexo formador do citocromo b6f também foi capaz de aumentar
a tolerancia de plantas transgénicas de tabaco aos estresses hidrico e salino. O
complexo citocromo b6f é encontrado nas membranas dos tilacdides de plantas,
cianobactérias e algas verdes (Greer and Golden, 1992). A subunidade Rieske ISP, que
foi superexpressa em plantas de tabaco, é uma das maiores encontradas no complexo
citocromo b6f e estd envolvida na respiracdo e na transferéncia de elétrons na
fotossintese

Na fotossintese, o complexo citocromo b6f estd envolvido na transferéncia de
elétrons entre os dois centros de reacdes fotossintéticas, a partir do fotossistema Il
para o fotossistema I. A atuacdo desse complexo ocorre durante a transferéncia de
prétons do estroma do cloroplasto através da membrana do tilacéide. O transporte de
elétrons via citocromo b6f é responsavel por criar um gradiente de prdétons que
direciona a sintese de ATP nos cloroplastos (Kurisu et al., 2003). Nesse trabalho a
superexpressao com complexo Rieske ISP levou a um aumento claro na tolerancia a
estresses abidticos. Os dados de desempenho fotossintético mostram que as plantas
transgénicas sdo capazes de manter a fotossintese mais elevada do que as plantas
selvagens o que pode explicar o aumento de tolerdncia aos estresses salino e hidrico

observados nos eventos transgénicos.
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O gene de cana denominado alvo neste trabalho, com fungao desconhecida e
que é induzido por seca, foi superexpresso em cana-de-aclUcar e os resultados
preliminares mostram que esse gene aumenta a tolerancia ao estresse oxidativo.
Infelizmente ndo é possivel atribuir uma funcdo clara ao gene, mas as evidéncias
indicam que ele esta envolvido na resposta a estresses ambientais.

Com relagdao ao uso de Brachypodium como planta modelo para estudos
biotecnoldgicos de gramineas, os resultados obtidos mostram que essa planta parece
ser uma excelente estratégia a ser utilizada. Embora as respostas aos estresses das
plantas transgénicas ndo tenham sido avaliadas, o acumulo de transcritos dos trés
genes alvo foi comprovado por RT-PCR em praticamente todos os eventos

transgénicos e altas eficiéncias de selecao e transformacao foram obtidas.
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Conclusoes Gerais

O principal objetivo desse trabalho foi avaliar a resposta a estresses abidticos em
plantas transgénicas que superexpresam genes de cana-de-agucar induzidos por seca.

A partir dos resultados obtidos pode-se concluir que:

1. Genes modulados por estresse abidtico sdo excelentes candidatos para
melhorias de caracteristicas de interesse agron6mico através da biotecnologia.

2. A superexpressdao de um polinucleotideo com similaridade a uma subunidade
de ATP sintase de cana confere tolerancia aos estresses hidrico e salino em
plantas transgénicas de tabaco.

3. A superexpressdao de um gene que codifica uma subunidade do complexo
citocromo b6f de cana confere toleréncia aos estresses hidrico e salino em
plantas transgénicas de tabaco.

4. A superexpressdo do gene alvo parece conferir tolerancia ao estresse oxidativo
em plantas transgénicas de cana-de-agucar.

5. O fato do gene alvo possuir fungao desconhecida assim como 5% dos
transcritos identificados pelo projeto SUCEST, os estudos envolvendo esses
genes sao importantes devido a alta possibilidade de patenteamento.

6. O uso de Brachypodium como modelo para cana-de-agucar é muito promissor
devido a facilidade e alta eficiéncia de transformacdo observadas. Além disso,
essa planta possui auto-fecundacgdo obrigatdria, baixa estatura, ciclo bioldgico
curto, linhagens dipldides e sequenciamento completo disponiveis,

caracteristicas importantes para plantas modelo.
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