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RESUMO

SOUZA. AF. Analise filogenética e caracterizacao funcional de genes BAHD de cana-
de-aciicar potencialmente envolvidos com a incorporacao de acidos hidroxicinamicos
na parede celular. 2019. 146 p. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Escola de Engenharia de
Lorena, Universidade de Sao Paulo, Lorena, 2019.

O uso eficiente da biomassa lignocelulésica de cana-de-agicar em biorefinarias é um
desafio dada a baixa digestibilidade desses materiais. Em gramineas, o contetido dos 4dcidos
hidroxicinamicos é um dos fatores que contribui para a recalcitrancia da parede celular.
Genes da superfamilia BAHD envolvidos na adi¢do dos dcidos hidroxicinamicos ferulico
(FA) e p-cumairico (pCA) (subclado de Mitchell) foram caracterizados funcionalmente em
gramineas, e t€ém potencial de aplicacdo no aumento da digestibilidade da parede celular.
Dessa forma, os objetivos desse trabalho foram a identificagdo dos genes da familia BAHD
em cana-de-agucar, identificacdo de genes candidatos com potencial fun¢do relacionada a
incorporacdo de 4cidos hidroxicindmicos e caracterizacdo funcional dos genes
selecionados com potencial biotecnolégico ScAt10 e ScAt4. Utilizando métodos de
bioinformaética foi feita uma andlise filogenética da familia BAHD em gramineas. Usando
bancos de ESTs e RNA-Seq de cana-de-agicar, foram identificados transcritos
pertencentes a familia BAHD e a andlise in silico do padrdo de expressdo dos genes do
clado de Mitchell deu suporte ao provavel papel de alguns genes. A andlise de expressao
dos genes do clado de Mitchell ao longo do desenvolvimento do colmo de hibridos de
cana-de-agucar (H89 e H321) por RT-qPCR, revelou que de uma forma geral esses genes
foram mais expressos no entrend mais jovem. Os genes ScAt10 e ScAt4 foram inseridos em
vetores de super-expressio (pzp221b:0x) e silenciamento por RNAi (pzp221b:RNAi), os
quais foram transformados na graminea modelo milho (Zea mays). As linhagens de
superexpressao Ox:ScAtI10 apresentaram um aumento muito significativo (~170 vezes) no
teor de pCA, especificamente na hemicelulose, e redugdo no teor de FA (~10x). Ademais,
pelo menos um evento de silenciamento ScAt4:RNAi apresentou diminui¢do de ~3x de
pCA especificamente na lignina, porém nas linhagens de super-expressao Ox:ScAr4 nao
foram detectadas alteracdes no conteiido de pCA/FA da parede celular. Os resultados
sugerem que ScAt?/0 possui atividade relacionada a incorporacdo de pCA na hemicelulose,
que pode ser explorada para aumento da digestibilidade.

Palavras chave: Cana-de-acucar. Acidos HidroxicinAmicos. BAHD






ABSTRACT

SOUZA. A.F. Phylogenetic analysis and functional characterization of sugarcane
BAHD genes potentially involved with hydroxycinnamic acid incorporation into cell
wall. 2019. 146 p. Thesis (Doctoral of Science) — Escola de Engenharia de Lorena,
Universidade de Sao Paulo, Lorena, 2019.

The efficient use of sugarcane lignocellulosic biomass is challenging, especially due to the
low digestibility of these materials. In grasses, hydroxycinnamic acids content is one of
several factors that contributes to cell recalcitrance. BAHD family genes involved in
ferulic acid (FA) and p-coumaric acid (pCA) incorporation (Mitchell’s subclade) have
already been identified and functionally characterized in many grasses and have potential
to increase cell wall digestibility. In this sense, the goals of this work were the
identification of BAHD genes in sugarcane, identification of candidate genes putatively
involved with hydroxycinnamic acid incorporation and functional characterization of
selected genes ScAt/0 and ScAr4, with potential in biotechnological applications. Using
bioinformatics approaches, we performed a phylogenetic analysis of BAHD in grasses.
Using ESTs and RNA-seq data, sugarcane transcripts belonging to BAHD family were
identified, and also in silico expression analysis of Mitchell’s clade genes supported their
predicted role in many cases. Expression analysis of Mitchell’s clade genes using RT-
gPCR throughout culm development of sugarcane hybrids (H89 and H321) showed a
higher expression in the youngest internode. ScAt/0 and ScAr4 were cloned into
overexpression  (pzp221b:0Ox) and RNAi silencing (pzp221b:RNAi), which were
transformed into model grass maize (Zea mays). Transgenic overexpression lines
(Ox:ScAt10) showed a very significant increase (~170x, p<0.001) in pCA content,
specifically bound to hemicellulose. In addition, at least one silencing event ScAt4:RNAi
showed ~3x decrease in pCA content, specifically attached to lignin. However, lines
overexpressing ScAr4 did not show significant differences in pCA content. This work data
suggests that ScAt/0 has activity related with incorporation of pCA into hemicellulose,
which could be explored for biotechnological applications to increase cell wall
digestibility.

Keywords: Sugarcane. Hydroxycinnamic Acid. BAHD
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1INTRODUCAO

1.1 CANA-DE-ACUCAR: ESPECIE ALVO PARA CONVERSAO DE BIOMASSA

A cana-de-actcar (Saccharum spp.) tem sido utilizada hd muitas décadas para
producdo de agicar e de biocombustivel, por meio de processos fermentativos a partir do
caldo rico em sacarose (AMORIM et al., 2011). A maior parte do bagaco € utilizada para
geracdo de energia elétrica através da queima, enquanto folha e palha em geral sdo
deixadas no campo durante a colheita (DIAS et al., 2013).

A producdo de cana-de-actcar € de extrema importancia para a economia brasileira,
e principalmente para o Estado de Sdo Paulo. De acordo com a ultima pesquisa Producdo
Agricola Municipal do IBGE, no ano de 2017 foram produzidos cerca de 760 milhdes de
toneladas de cana-de-actcar no pais, representando um valor de produ¢do médio de 54
bilhdes de reais, contribuindo com 21% do valor total da producdo agricola nacional. Sao
Paulo foi o estado brasileiro com maior produ¢do de cana-de-acgicar, com mais de 450
milhdes de toneladas, gerando um valor total de 30 bilhdes de reais que corresponde a 75%
do valor total da producdo agricola do estado (IBGE, 2017).

No entanto, cerca de 2/3 de toda a biomassa produzida, correspondentes ao bagaco
e a palha, poderiam ser utilizados no contexto das denominadas biorefinarias para a
producdo de combustiveis e bioprodutos. A produtividade de biocombustiveis poderia
aumentar consideravelmente se os acucares da parede celular fossem convertidos em
etanol de segunda geracdo. Além disso, diversos bioprodutos de maior valor agregado
poderiam ser obtidos, tais como insumos quimicos, metabdlitos, enzimas, ou ainda
alimentacdo animal (CHANDEL et al., 2012; DEMIRBAS, 2009; SOCCOL et al., 2010).

Nos ultimos anos, essa utilizacdo da biomassa vem ganhando destaque devido a
crescente busca pela substituicdio dos combustiveis fosseis, a preocupacdo com as
mudancas climdticas, bem como a necessidade de melhor distribuicdo geografica das
reservas energéticas. Ademais, existe ainda a vantagem de ndo competi¢do com a produgdo
de alimentos, e a possibilidade de aumento da produtividade de etanol sem a necessidade
de expansao das terras cultivadas. No caso da cana-de-agucar, o aproveitamento da palha e
do bagaco seria ainda favorecido pela facilidade de integracdo com os processos ja
utilizados para a producdo do etanol de primeira geracdo (DE SOUZA et al., 2014;
RAGAUSKAS et al., 2006; SIMS et al., 2010).
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Entretanto, existem alguns desafios para a viabilidade econdmica da conversao do
material lignocelul6sico. Para a conversdo dos agicares da parede celular em produtos por
meio de processos fermentativos, € preciso uma etapa de hidrélise dos polissacarideos.
Entretanto, o acesso das enzimas hidroliticas a celulose ¢é dificultado pela estrutura
complexa e recalcitrante da parede celular, o que exige etapas de pré-tratamento que
encarecem o produto final (BEHERA et al., 2014; SINGH; SUHAG; DHAKA, 2015;
WYMAN, 2008). Assim, existem apenas duas usinas de etanol de segunda geragdo em
operacdo no Brasil, com capacidade de producdo ainda abaixo do esperado (DOS
SANTOS et al., 2016)

Muitos esforcos tém sido feitos para superar esses obsticulos, tais como a
modifica¢do de enzimas hidroliticas, aperfeicoamento do processo industrial, bem como a
selecdo e engenharia genética de plantas, visando diminuir a recalcitrincia da matéria-
prima (MACRELLI; MOGENSEN; ZACCHI, 2012). Nesse contexto, hd um grande
interesse no desenvolvimento de novos cultivares de cana-de-agicar com caracteristicas
desejdveis para a producdo de biocombustiveis e biomateriais. Para isso, podem ser
utilizadas técnicas como a modificacdo da expressdo génica, além da identificacdo de
marcadores moleculares (SOUZA et al., 2011).

Nesse sentido, estudos evolutivos e gendmicos da cana-de-agicar fornecem
ferramentas que permitem identificacio de genes com potenciais aplicagdes
biotecnoldgicas. Para possibilitar o estudo e anotacao desses genes, também € fundamental
a compreensdo da composicdo, estrutura e dos componentes relacionados com a

recalcitrancia da parede celular de cana-de-agucar.

1.2 EVOLUCAO E GENOMICA DA CANA-DE-ACUCAR

A cana-de-actiicar é uma cultura perene pertencente a familia das Poaceas ou
gramineas, a qual também pertencem espécies como Sorgo (Sorghum bicolor), Milho (Zea
mays), Brachypodium (Brachypodum distachyon), arroz (Oryza sativa) e Setaria (Setaria
spp.). Juntamente com sorgo, milho e Setaria, as espécies do género Saccharum fazem
parte de um grupo com metabolismo C4, enquanto Brachypodium e arroz pertencem a um
grupo C3 (KELLOGG, 2001). As andlises de sequencias gendmicas comparativas entre
gramineas revelaram que a cana-de-acucar divergiu de sorgo ha cerca de 7.8 milhdes de

anos atrds (m.a.a.), ha 11.5 m.a.a de milho e hd 26 m.a.a de setaria, enquanto que
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Brachypodium e arroz divergiram de cana-de-aguicar hd cerca de 52 m.a.a. (BENNETZEN
et al., 2012; KIM; TANG; PATERSON, 2009)

As variedades comerciais modernas de cana-de-agicar sao resultado da
hibridizacdo interespecifica entre S. officinarum (2n=80) e S. spontaneum (2n=138) com
menores contribui¢des de S. robustum, S. sinense, S. barberi, Erianthus e Miscanthus
(PATERSON; MOORE; TEW, 2013). A estrutura gendmica poliploide e aneuploide, com
cerca de 10 a 12 cépias de genes homodlogos (SOUZA et al., 2011), além do tamanho e da
natureza polimorfica do genoma de cana-de-agucar, representaram um desafio para o seu
sequenciamento. Assim, apenas recentemente um genoma de referéncia foi anotado e
disponibilizado (GARSMEUR et al., 2018)

No entanto, considerando-se a dificuldade de obter um genoma completo, grandes
esforcos ja vinham sendo feitos para a obtencdo de sequéncias expressas e
transcriptomicas, que pudessem contribuir disponibilizando sequéncias de DNA de cana-
de-acguicar. Nesse sentido, o programa de sequéncias expressas EST (Expressed sequence
tags) do SUCEST (VETTORE et al., 2001) permitiu a obten¢do de cerca de 240000 EST
provenientes de 26 bibliotecas de cDNA construidas a partir de distintos 6rgados e tecidos,
em diversos estidgios de desenvolvimento. Essas sequéncias foram montadas em mais de
40 000 contigs, fornecendo sequéncias codificantes completas ou parciais de cana-de-
acucar (VETTORE, 2003). Ademais, com o avanco da tecnologia do sequenciamento de
RNA em profundidade (deep-sequencing), diversas andlises de transcriptomas de cana-de-
acucar foram feitas (CARDOSO-SILVA et al., 2014; MATTIELLO et al., 2015;
VICENTINI et al.,, 2015). Uma das grandes vantagens no uso do RNA-Seq é a
possibilidade de ampliar a descoberta de novos genes, comparado com as EST
(CARDOSO-SILVA et al., 2014), além da possibilidade de correlacionar o padrdao de
expressdao dos genes com o Orgao/tecido analisado, periodo do desenvolvimento e/ou sob
estresse bidtico ou abidtico (STRICKLER; BOMBARELY; MUELLER, 2012).

Mais recentemente, em 2017, um genoma parcial (draft genome) foi
disponibilizado para a variedade SP80-3280 (RIANO—PACHON; MATTIELLO, 2017),
utilizando a tecnologia do sequenciamento de reads longas. Apenas em 2018 um genoma
monoploide de referéncia foi disponibilizado para o hibrido R570 (GARSMEUR et al.,
2018). Para superar as dificuldades do sequenciamento, sequéncias de BAC (cromossomo
artificial de bactéria) representando a parte do genoma monopldide mais rica em genes, a

eucromatina, foram analisadas pelo método WGP (Whole Genome Profiling). Como a
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regido da eucromatina participa mais intensamente das recombinacdes, considerou-se que
era a mais importante para programas de desenvolvimento de cultivares. Outro genoma de
referéncia também foi disponibilizado para a espécie ancestral S. spontaneum , utilizando
um clone haploide AP 85-441. (ZHANG et al., 2018). A haploidia desse clone facilitou a
montagem de 32 pseudo-cromossomos compreendendo 8 grupos homélogos.

Assim, o desenvolvimento das tecnologias de sequenciamento e o uso de diferentes
abordagens permitiram muito recentemente a obtencido de genomas de espécies do género
Sacharum. Entretanto, os estudos transcriptomicos disponibilizados anteriormente
continuam sendo importantes, podendo trazer informacgdes adicionais, além de padrdes de
expressdo génica. Por exemplo, existem transcriptomas analisados provenientes de
cultivares distintas, que podem diferir de R570. Também € possivel que algumas
sequéncias codificantes estejam presentes em regides ndo incluidas na analise de Garsmeur

et al., 2018.

1.3 ANATOMIA DOS TIPOS CELULARES DA BIOMASSA DE CANA-DE-ACUCAR

A cana-de-actcar, assim como as demais monocotiledoneas, apresenta uma
anatomia celular complexa. Os entrends apresentam feixes vasculares rodeados por células
de parénquima. Cada feixe é composto de um floema, células de vasos e fibras (Figura 1).

As células de parénquima armazenam material de reserva, principalmente sacarose.
Os vasos tem principal funcdo de transportar dgua, enquanto as fibras estdo relacionadas

com o suporte estrutural (FERRAZ et al., 2014).
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Figura 1 — Corte transversal de cana-de-agucar, visualizado através de microscopio 6ptico,

demonstrando feixes vasculares rodeados por células de parénquima.

Legenda: Ph —Células de floema, V- Vasos, P- parénquima e Fibras nos feixes vasculares
Fonte: FERRAZ et al., 2014.

O entrend de cana-de-agtcar pode ser dividido em regides, da mais externa para a
mais interna, denominadas cortex e medula, respectivamente. O cortex contém pequenas
quantidades de células de parénquima e maior parte dos feixes vasculares, com grande
quantidade de fibras. J4 na medula predominam células de parénquima, embora

apresentem pequenas quantidades de feixes vasculares (SANJUAN et al., 2001).

1.4 PAREDE CELULAR EM GRAMINEAS: ESTRUTURA E INCORPORACAO DOS
ACIDOS HIDROXICINAMICOS

A parede celular das gramineas (Poaceas) possui caracteristicas unicas quando
comparada com as demais angiospermas. Embora a estrutura seja similar, a composi¢ao e
estrutura dos polissacarideos ndo celulésicos, bem como os tipos de ligagdes cruzadas, o
conteddo de compostos fendlicos e a composicdo da lignina sdo distintos (BURTON;
FINCHER, 2012; VOGEL, 2008).

A parede celular primdria das gramineas, classificada como de tipo II, constitui-se
de celulose envolvida por Glucuronoarabinoxilana (GAX, tipo de hemicelulose) e altos
niveis de 4cidos hidroxicinamicos (principalmente &acidos fertlico e p-cumadrico). Em

eudicotiledoneas e monocotiledoneas ndo comelinideas, por sua vez, a parede celular
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priméria € do tipo I e constitui-se de celulose envolvida por Xiloglucana e altos niveis de
proteinas estruturais e pectina (VOGEL, 2008).

Nas gramineas, a parede celular secunddria é depositada no interior da parede
primdria principalmente nas fibras e nos vasos conforme as células amadurecem (FERRAZ
et al., 2014; VOGEL, 2008). A deposi¢do ocorre apenas em pequena quantidade em
algumas células de parénquima, que apresentam menor espessura. Assim como nas
eudicotiledoneas, a parede secunddria de gramineas € composta principalmente de
celulose, hemicelulose e lignina. Em gramineas, a principal hemicelulose é a GAX,
diferentemente das eudicotileddneas, em que se encontram xilanas com estrutura distinta
(VOGEL, 2008).

A Glucuronoarabinoxilana (GAX) consiste em uma cadeia de xiloses, unidas por
ligagdes B-1,4, substituida por residuos de arabinofuranose unidos por liga¢des a-1,2 ou o-
1,3. Ocorre também substituicdo por dcido glucurénico ou 4-O-metilglucorénico
(SCHELLER; ULVSKOYV, 2010), por meio de ligagdes a-1,2. Os residuos de arabinose
podem ainda ser substituidos por unidades adicionais de xilose unidas por ligacdes B-1,2
(WENDE; FRY, 1997), ou ainda unidos a outra arabinose por ligagdes a-1,3 (PAULY et
al., 2013). Um aspecto tnico de gramineas € a presenga de acido ferdlico (FA) (FAIK,
2010), unido por ligacdo éster a posicdo OS5 da arabinofuranose, bem como de acido p-
cumadrico (pCA), embora em menores niveis (BARTLEY et al., 2013; HATFIELD et al.,
2009; MUELLER-HARVEY et al., 1986). (Figura 2).

Uma caracteristica importante do acido ferulico é a sua capacidade de formar
dimeros (diferulatos), por meio de acoplamento oxidativo, mediado por peroxidases. Por
meio desse mecanismo, sao formadas ligagdes 5-5, 8-O-4, 8-8, 8-5. A maior parte dos
dehidrodimeros de ferulato ¢ formada durante a lignificacdo, quando hd maior
disponibilidade de peroxidases e a quantidade de ferulato atinge niveis maximos
(GRABBER et al., 1995). Esses dimeros formam liga¢des cruzadas que interligam cadeias
de GAX (HATFIELD et al., 2009; WENDE; FRY, 1997) (Figura 2), o que provavelmente
estd relacionado ao fortalecimento da parede celular e desaceleracdo do crescimento
(MACADAM; GRABBER, 2002).

Adicionalmente, por meio do acoplamento oxidativo, os mondmeros e os dimeros
de ferulato podem unir cadeias de GAX a lignina (Figura 2), por meio de ligagcdes éter ou
carbono-carbono (GRABBER et al., 1995). Na parede priméria, existem evidéncias de que
os ferulatos atuam como sitios de iniciacdo ou nucleacdo, onde se inicia a deposicdo de

lignina (RALPH; GRABBER; HATFIELD, 1995). Dessa forma, foi proposto que essas
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ligacbes cruzadas promovem o fim da fase de alongamento, e mudanca do
desenvolvimento da parede celular primdria para a secunddria. Apds o crescimento, a
deposicao de ferulatos e diferulatos na lignina continua até os estdgios mais avangados de

desenvolvimento da parede secundéria.

Figura 2 - Estrutura quimica simplificada do 4&cido ferdlico (FA) ligado a

glucuronoarabinoxilana (GAX) da parede celular de gramineas
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Legenda: A) Acido ferilico esterificado 2 arabinofuranose de GAX. B) Acido difertlico unindo por ligacdes
cruzadas FA a GAX. C) Acido ferdlico ligando a lignina 8 GAX.
Fonte: Adaptado de Oliveira et al., 2014.

Embora p-cumaratos sejam encontrados unidos por ligacdo éster a GAX da mesma
forma que os ferulatos, a propor¢dao ¢ bem menor (1 pCA para cada 15 FA em palha de
cevada) (MUELLER-HARVEY et al., 1986). Diversos estudos em milho falharam em
identificar pCA ligados a arabinose em tecidos de colmo, utilizando hidrélise acida branda
com TFA para quebrar as ligacdes da arabinose a xilana, liberando pCA-arabinose e FA-
arabinose conjugados (HATFIELD; MARITA; FROST, 2008; MARITA et al., 2003).
Apenas recentemente, o desenvolvimento de um método de aciddlise usando uma mistura
dioxano/H,0O e HCL 2M permitiu a identificacdo de pequenos niveis de pCA-Ara em
colmo de milho (Zea mays) (2.5% do total pCA-Ara mais FA-Ara ) e niveis um pouco
maiores em folha (11.7% do total pCA-Ara e FA-Ara). Essa andlise também encontrou
pCA em hemicelulose de outras gramineas como Brachypodium distachion, arroz (Oryza
sativa), Miscanthus sinensis, dentre outras, com destaque para Brachypodium, em que

cerca de 30% do total de pCA-Ara e FA-Ara nas folhas correspondeu a pCA-Ara
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(LAPIERRE et al., 2018). Ainda assim, a maior parte do pCA das gramineas estd ligado a
lignina, e ndo a hemicelulose.

A lignina de gramineas, assim como nas demais angiospermas, ¢ um polimero
composto primariamente das 3 unidades: guaiacil (G), derivadas do monolignol 4lcool
coniferilico; siringil (S), derivadas do dlcool sinapilico, € menores quantidades de unidades
p-hidroxifenil (H), derivadas do 4lcool p-cumarilico. Os precursores (monolignois) sao
sintetizados no citoplasma, por meio da via dos fenilpropanoides, e depois sao exportados
para a parede celular, onde sofrem polimerizagdo radicalar (Figura 3). O polimero € ligado
principalmente por ligagdes éter e carbono-carbono (BAUCHER et al., 1998; BOERJAN;
RALPH; BAUCHER, 2003; MOTTIAR et al., 2016).

Figura 3 — Esquema simplificado das principais unidades que constituem a lignina
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Fonte: Adaptado de MOTTIAR et al., 2016.

Existem algumas particularidades na composi¢cdo e estrutura da lignina de
gramineas, além das ligacOes cruzadas promovidas pelos ferulatos. Uma caracteristica €
que de um modo geral, hd presenca de quantidades significativas de unidades H quando
comparada as eudicotiledoneas. Outro aspecto unico é a acilagdo por dcido p-cumadrico
(pCA), o que ndo ocorre nas eudicotiledoneas (GRABBER et al., 2004).

O pCA ¢ primariamente associado a unidades S, embora também possa ser
incorporado ao guaiacil (LU; RALPH, 1999), e permanece principalmente como uma

extremidade fendlica livre, praticamente ndo promovendo nenhuma liga¢do cruzada
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mediada por acoplamento oxidativo de radical (HATFIELD et al., 2009; RALPH, 2010).
Isso porque, embora o pCA seja um composto fendlico, suas reacdes de acoplamento
(cross coupling) sdo ineficientes, e a transferéncia de radical para os monolignois e
extremidades fendlicas livres de lignina € rdpida. No entanto, o p-cumarato pode participar
de reacdes de ciclodimerizagdo, resultante de fotoativiacdo. Esses ciclo-dimeros formados
(derivados de ciclobutano) provavelmente promovem ligacdes cruzadas na lignina, por ser
onde a maioria do pCA se encontra. Além disso, ciclo-dimeros também podem ser
formados entre pCA e FA e, considerando que o FA estd ligado a xilana, podem unir
lignina a hemicelulose(GRABBER et al., 2004). No entanto, a significancia desses
ciclodimeros € dificil de ser estimada, uma vez que as quantidades detectadas sdo de fato
muito baixas, além do fato de que tais dimeros foram detectados apds hidrdlise alcalina,
nio sendo possivel determinar aonde eles estavam originalmente ligados (HATFIELD;
RALPH; GRABBER, 2008).

Embora a fun¢do do pCA na lignina ndo seja completamente compreendida,
existem evidéncias de que atue como um agente de transferéncia de radical. Isso porque o
pCA € rapidamente oxidado por peroxidases e lacases, enquanto o dcido sinapilico,
precursor das unidades S, € dificilmente oxidado. Radicais livres de pCA podem
rapidamente transferir seu estado oxidado para o dlcool sinapilico, que entdo pode ser
incorporado na lignina (HATFIELD; RALPH; GRABBER, 2008; TAKAHAMA; ONIKI,
1997).

1.5 RECALCITRANCIA DA PAREDE CELULAR E SUA RELACAO COM OS
ACIDOS HIDROXICINAMICOS

Diversos trabalhos relatam que a recalcitrancia da parede celular de plantas é
afetada por varios fatores, como a cristalinidade da celulose; a quantidade, a composi¢ao e
a ramificacdo da hemicelulose; a quantidade e composi¢do de lignina (BUANAFINA,
2009; HIMMEL et al., 2007; JEOH et al., 2007; PAULY; KEEGSTRA, 2008; YANG;
WYMAN, 2004). Além desses fatores, tem sido demonstrado nas gramineas que o
conteiido de 4cidos hidroxicindmicos afeta a recalcitrancia. As ligacOes cruzadas que eles
promovem entre cadeias de hemicelulose e lignina contribuem para a baixa digestibilidade
das gramineas por espécies ruminantes e também para a dificuldade de degradacido por

coquetéis enzimdticos de celulases e xilanases (BUANAFINA, 2009).
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Desde a primeira investigacdo do efeito da proporcao pCA/FA na graminea Lolium
(ryegrass) com significativa correlacio com a digestibilidade da parede -celular
(HARTLEY, 1972), outros estudos confirmam a relag¢do direta entre FA e recalcitrancia da
parede celular (BUANAFINA, 2009; OLIVEIRA et al., 2015).

Em modelos sintéticos contendo hemicelulose ligada a pCA e FA, a concentracdo
de 4cidos hidroxicindmicos foi inversamente proporcional a digestibilidade in vitro
(JUNG; RALPH; HATFIELD, 1991). Ademais, estudos utilizando modelos de parede
celular demonstraram que o aumento nos niveis de dimeros de ferulato reduz a degradacao
de polissacarideos estruturais (GRABBER et al., 1995; GRABBER; HATFIELD; RALPH,
1998). Adicionalmente, em paredes celulares de milho sinteticamente lignificadas, foi
demonstrado que a reducdo nas ligacdes cruzadas entre FA e lignina aumenta
significativamente (cerca de 70%) a hidrdlise enzimdtica, sobretudo de xilanas
(GRABBER; RALPH; HATFIELD, 1998).

Embora esses trabalhos utilizem modelos sintéticos da parede celular, eles refletem
com precisdo a natureza da parede celular de gramineas. Em entrends maduros das
gramineas Lolium perenne e Phalaris aquatica, o conteido de 4cidos hidroxicinAmicos
(determinado por extracdo alcalina quente, sendo principalmente &4cido ferdlico)
correlacionou negativamente com a digestibilidade in vitro (LAM; IIYAMA; STONE,
2003). Ademais, gramineas da espécie Bromus inermis Leyss com menores niveis de FA
unido por ligagdes éter (ou seja, com menos ligagcdes FA-lignina) apresentaram maior
digestibilidade dos polissacarideos da parede celular(CASLER; JUNG, 1999). Esses
estudos claramente indicam que o 4cido fertlico e as ligacdes cruzadas que promovem na
parede possuem papel critico na digestibilidade de gramineas.

Enquanto o conteido de FA e as ligagdes cruzadas que ele promove tem sido
relacionado com a baixa digestibilidade, tem sido demostrado que uma maior incorporagdo
de pCA e menor de FA a hemicelulose é favordvel para a conversdo. Linhagens
transgénicas com aumento na quantidade de pCA especificamente na hemicelulose e
reducdo de FA apresentaram aumento na digestibilidade enzimatica (BARTLEY et al.,
2013, LI et al., 2018). Ademais, um estudo com linhagens mutantes de Brachypodium
verificou que algumas delas possuiam maior digestibilidade, mesmo com maior teor de
lignina. E possivel que, dentro das diversas alteracdes que as linhagens apresentaram, o
aumento no conteido de pCA unido a GAX possa ter contribuido, junto com outros fatores
como a diminui¢do da cristalinidade da celulose, para o aumento na sacarificacio

(TIMPANO et al., 2015).
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A quantidade de acido p-cumdrico unida a lignina também pode influenciar na
digestibilidade de gramineas. Como supracitado, o pCA € incorporado preferencialmente a
unidades S. Estudos com entrends de milho em diferentes estdgios de desenvolvimento
demonstraram que os niveis de pCA crescem com a lignificacdo, e que o aumento de pCA
¢ acompanhado pelo aumento de unidades siringil liberadas por oxida¢do com
nitrobenzeno (HATFIELD; RALPH; GRABBER, 2008). Dessa forma, o aumento na
incorporagdo de pCA pode estar associado com aumento da proporcdo S:G, o que pode
aumentar o rendimento de alguns tipos de pré-tratamentos, como alcalino ou sulfito 4cido,
devido as diferencas na estrutura desses monolignéis. Como as unidades S sdo substituidas
por metoxila em C5 (Figura 4), ligninas enriquecidas com S sdo menos entrecruzadas,
além de serem menos susceptiveis as reagcdes secunddrias de condensagdo que competem
com a degradacdo (BOERJAN; RALPH; BAUCHER, 2003). Além disso, a incorporacao
de 4cido p-cumdrico pode aumentar a solubilidade da lignina em pré-tratamentos alcalinos,
uma vez que aumenta a quantidade de extremidades fendlicas livres.

Em suma, esses estudos sugerem que a selecdo ou engenharia de plantas com
reduzidas ligagdes cruzadas ferulato-hemicelulose e ferulato-lignina, ou aumento de pCA

ligado a hemicelulose ou ao dlcool sinapilico, pode reduzir a recalcitrancia das plantas.

1.6 COMPOSICAO DA PAREDE CELULAR E RECALCITRANCIA EM CANA-DE-
ACUCAR

O estudo da composi¢ao da parede celular (celulose, hemicelulose, lignina e dcidos
hidroxicinamicos) de colmo maduro em 11 hibridos de cana-de-agicar demonstrou uma
composi¢ao de ~35%-45% de celulose, ~25-32% hemicelulose, ~16-25% lignina; ~3.9-
5.8% de pCA; ~0.8%-1.2% de FA. Em todas as amostras houve a predominancia de pCA
em relacdo a FA, em uma propor¢do pCA/FA de 3.5 (hibrido #89) a 6.4 (hibrido #121)
(MASARIN et al., 2011). Proporcao semelhante foi encontrada para a espécie ancestral
Saccharum spontaneum e o hibrido comercial RB867515, cerca de 1% de FA e 3 a 4% de
pCA em entrenés maduros (DE CARLI POELKING et al., 2015). Del Rio et al. (2015)
encontraram razdes pCA/FA semelhantes em bagaco (5.2) e palha (3.0), em estudo com
variedade comercial de cana-de-actcar. Entretanto, na anélise da composicao apenas em
lignina (lignina de madeira moida, MWL), a proporcao sofreu aumento significativo (31.1

em bagaco e 12.8 em palha). Isso € consistente com o fato de pCA ser incorporado
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principalmente a lignina, enquanto o FA predomina na hemicelulose (DEL RIO et al.,
2015).

Os elevados niveis de pCA, superiores aos de FA, observados em cana-de-aguicar
também sdo observados em espécies evolutivamente préximas, como sorgo e milho, que
possuem altos niveis de pCA éster (3 a 4% em massa). Outras gramineas C4 como
switchgrass possuem niveis significativos de pCA, porém muito mais baixos que cana-de-
actcar, sorgo e milho, préximos dos niveis de gramineas C3 como Brachypodium (1.2-
1.5%) (HATFIELD et al., 2009; RANCOUR; MARITA; HATFIELD, 2012). E possivel
que essas diferencas no conteiido de p-cumarato estejam apenas relacionadas ao porte
dessas plantas, ou seja, a lignina de gramineas maiores e de colmo mais largo apresentam
mais p-cumarato (HATFIELD; RANCOUR; MARITA, 2017).

Em gramineas, a composicao da parede celular e a recalcitrancia variam com o tipo
celular e a regido do entrend. Estudos de microscopia UV em colmos de cana-de-acticar
evidenciam que as células de vasos sdo mais lignificadas, seguidas das fibras, e que ambas
contém quantidades significativas de dcidos hidroxicindmicos. Nas células de parénquima,
a lignificacdo é minima, predominando 4cidos hidroxicinamicos (HE; TERASHIMA,
1990; SIQUEIRA et al., 2011). Siqueira et al. (2011) correlacionaram a distribui¢io
topoquimica dos dcidos hidroxicindmicos e lignina com a digestibilidade. Na regido da
medula predominaram células de parénquima pouco lignificadas e com menores
quantidades de 4cidos hidroxicindmicos quando comparadas com células parenquimaticas
do cortex. Os vasos e fibras presentes também apresentaram menos lignina do que os do
cortex. Ademais, a regido da medula foi mais facilmente degradada por celulases
comerciais. J4 o cértex apresentou maiores quantidades de vasos e fibras com intensa
lignificacdo e presenca de 4cidos hidroxicindmicos, possuindo maior recalcitrancia.
Entretanto, a remocdo dos &cidos hidroxicindmicos e lignina por tratamento com
hipoclorito aumentou significativamente a conversdo de celulose por celulases
(SIQUEIRA et al., 2011).

Costa et al. (2013) avaliaram a composi¢do de lignina, hemicelulose e &cidos
hidroxicinamicos de trés hibridos em diferentes fracdes do entrend: A fracdo mais externa,
o cortex, a interface cortex-medula e a medula. De um modo geral, a quantidade de lignina
e hemicelulose aumentou da medula em direcio ao cortex. O contetido de acido p-
cumdrico foi maior do que o feridlico em todas as amostras, e o total de &4cidos

hidroxicinamicos unidos por ligacOes éster variou de 1,5 a 2% no cortex e medula dos
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hibridos. O estudo da digestibilidade com celulases comerciais demonstrou que a
recalcitrancia foi maior na fracdo mais externa e no cortex (COSTA et al., 2013).

Outro fator que influencia a recalcitrancia da biomassa € o estigio de maturagdo
dos tecidos, uma vez que estd diretamente relacionado com a composi¢do da parede
celular. Em cana-de-acucar, a lignificacdo dos vasos ocorre no inicio do estidgio de
maturacdo, seguida da lignificag@o das fibras. Os dcidos hidroxicindmicos sdo depositados
principalmente durante a lignificacdo (HE; TERASHIMA, 1990).

O estdgio de maturacdo de um entrend depende de sua posi¢do no colmo. A cana-
de-agucar cresce iniciando novos entrends no dpice, que comeg¢am a se alongar quando a
folha abaixo se expande completamente. Entdo, o caule € formado por entrends
sucessivamente mais velhos, do topo para a base (LINGLE; THOMSON, 2012). Ademais,
dentro de cada unidade fitomérica (composta de uma folha, bainha e entrend abaixo), a
maturacdo e alongamento acontecem sempre na direcao basipetal. Dessa forma, a ponta da
folha ird amadurecer primeiro, enquanto as células da base da folha ainda estao imaturas. O
amadurecimento ocorrerd entdo no sentido base da folha, bainha, e atingird o entrend
abaixo, sendo que a base do entrend é a ultima a amadurecer (RAE; MARTINELLI;
DORNELAS, 2014).

Dessa forma, a composi¢cao da parede celular e a recalcitrancia da cana-de-actcar
dependem do tipo celular, do tecido e seu estdgio de maturacdo. Essa complexidade deve
ser levada em conta nas andlises estruturais e de digestibilidade dos materiais

lignoceluldsicos.

1.7 FAMILIA GENICA BAHD ACILTRANSFERASES

Os genes envolvidos na incorporacdo dos &cidos hidroxicindmicos na parede
celular de gramineas foram identificados como sendo da familia BAHD aciltransferases
(MITCHELL et al., 2007, BARTLEY et al., 2014). As enzimas BAHD aciltransferases
constituem uma superfamilia génica responsavel pela acilacdo dependente de acil-CoA de
metabolitos secunddrios, resultando na formagdo de ésteres e amidas (D’ AURIA, 2006). O
nome desta superfamilia génica surgiu apds a caracterizacao funcional de quatro membros
encontrados em distintas eudicotiledoneas: BEAT ou benzil dlcool O-acetiltransferase da
Clarkia breweri; AHCTSs ou antocianina Ohidroxicinamoiltransferase de Petunia; HCBT

ou antranilato N-hidroxicinamoil/ benzoiltransferase de Dianthus caryophyllus e DAT ou
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deacetilvindoline 4-O-acetiltransferase de Catharanthus roseus (ST-PIERRE; LUCA,
2000). Diversas enzimas dessa familia ja foram caracterizadas em plantas, com papel na
modificagdo de alcal6ides ou antocianinas, na sintese de compostos voléteis (relacionados
a defesa ou atragdo de polinizadores), bem como na sintese da parede celular.

D’Auria et al. (2006), em estudos filogenéticos com enzimas caracterizadas em
diversas espécies de plantas, dividiram essa superfamilia gé€nica em cinco grandes clados (I
a V) (D’AURIA, 2006). Mais recentemente, estudos filogénomicos ampliaram essa divisdo
para oito clados (TUOMINEN; JOHNSON; TSAI 2011)(Ia, Ib, II, IIIa, IIIb, IV ,Va e Vb),
baseado nas sequencias BAHD de quatro eudicotiledoneas, Arabidopsis, Populus (4lamo),
Medicago (luzerna cortada), Vitis (uva) e uma graminea, Oryza (arroz). As andlises
filogenéticas sugeriram que o clado IV € especifico de gramineas, uma vez que apenas
sequéncias de arroz foram encontradas. J4 o clado Illa, ao contririo seria especifico de
eudicotiledoneas (Figura 4).

Alguns desses clados podem ser classificados de acordo com o substrato que
atuam, enquanto outros nio tém atividade bioquimica especifica. As enzimas do clado Ia,
por exemplo, atuam sobre glicosideos fendlicos, principalmente antocianinas, enquanto as
do Clado IIla utilizam diversos dlcoois como substrato. J4 o clado Va pode ser dividido em
subgrupos, que aceitam uma gama diferente de substratos. Um deles participa da sintese de
ésteres voldteis, enquanto outro é o clado de Mitchell, relacionado a incorporagcdo dos
acidos hidroxicindmcos. Ja o clado Vb consiste de enzimas que usam hidroxicinamoil coA
e benzoil coA como doadores de acila (HCT/HQT), que participam da via de sintese da
lignina. Ja os clados Ib, II, IIIb e IV apresentam poucas enzimas caracterizadas. O clado Ib
contém apenas uma sequéncia caracterizada em Arabidopsis envolvida com a sintese de
cutina; o clado II apresenta duas enzimas envolvidas na sintese de graxas (em arabidopsis e
milho); IIIb contém uma enzima em petinia relacionada a compostos voléteis; enquanto no
clado IV apenas uma sequéncia foi caracterizada em cevada, que utiliza aminas como
substratos, relacionada a sintese de agamatina (composto de defesa) (BONTPART et al.,

2015; D’AURIA, 2006; RANI et al., 2010; TUOMINEN; JOHNSON; TSAI 2011).
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Figura 4 — Filogenia de proteinas BAHD aciltransferases bioquimicamente caracterizadas e
putativas identificadas nos genomas de Populus (Alamo), Arabidopsis, Medicago (Luzerna

cortada), Oryza (Arroz) e Vitis (Uva).
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Legenda: A- Filogenia inferida pela méxima verossimilhanga, B- Grafico da quantidade de sequéncias de

cada espécie, por clado. As cores representam as espécies em C. C- Grafico da quantidade de sequéncias em
cada clado, por espécie.

Fonte: TUOMINEN et al., 2011.

A maior parte das enzimas BAHD apresenta dois motivos conservados: HXXXD
e DFGWG, sendo o primeiro fundamental para a atividade catalitica. Tuominen et al.
(2011), em andlise de bioinformética para a identificacdo de motivos conservados nos 0ito
clados, ndo identificaram o motivo conservado HXXXD, provavelmente, em vista da
variacdo do residuo X. Entretanto, o motivo DFGWG foi encontrado nos oito clados.
Outros motivos conservados também foram identificados, bem como motivos especificos

de cada clado (TUOMINEN; JOHNSON; TSAI 2011).

1.8 ENZIMAS ENVOLVIDAS NA INCORPORACAO DOS ACIDOS
HIDROXICINAMICOS NA PAREDE CELULAR

Os genes envolvidos na incorporacdo dos &4cidos hidroxicindmicos na parede

celular comecaram a ser caracterizados por Mitchell et al. (2007). Nesse trabalho, eles
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realizaram uma busca por genes que eram mais abundantemente expressos em gramineas
do que em eudicotiledoneas, e que, portanto, poderiam estar envolvidos na sintese de
GAX. Para isso, foi utilizada uma abordagem de bioinformatica, que consistiu incialmente
na identificacio de grupos de genes ortélogos em arroz e Arabidopsis, seguida do
mapeamento desses genes em bibliotecas de EST de espécies de cereais (gramineas) e
eudicotiledoneas. Um grupo de 12 loci de arroz da familia PFAM PF02458 (Figura 5,
genes OsAtl a OsAtl2), com apenas um ortélogo em Arabidopsis, foi significativamente
mais representado em bibliotecas de cereais do que nas de eudicotiledoneas. Essa
superfamilia corresponde a coA aciltransferase ou BAHD aciltransferase, como ¢
denominada em plantas. Como tais enzimas catalisam a transferéncia de grupos acila,
dependente de coenzima A, foi sugerido que esse grupo de genes poderia estar envolvido
na especifica acilagdo da hemicelulose de gramineas por hidroxicinamatos (MITCHELL;
DUPREE; SHEWRY, 2007).

Andlises filogenéticas de proteinas BAHD de diversas espécies de plantas
(monocotiledoneas e eudicotiledoneas) demonstraram que os genes identificados por
Mitchell pertencem a um clado (Clado de Mitchell) que sofreu expansdo génica em
gramineas relativamente as eudicotiledoneas. Nesse grupo, 20 genes de arroz foram
encontrados, nomeados OsAtl a OsAr20 (Figura 5). Desde a primeira investigacdo por
Mitchel (2007), diversos estudos em arroz, Brachypodium, milho e Setaria associaram
genes desse clado a incorporagdo de pCA a hemicelulose, FA a hemicelulose ou pCA a

lignina.
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Figura 5 — Filogenia do clado de Mitchell inferida pelo método bayesiano utilizando
sequéncias identificadas em arroz e enzimas BAHD aciltransferases caracterizadas

funcionalmente
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Fonte: BARTLEY et al., 2013.

Em estudo com 17 linhagens de arroz activation tagged, cujas insercdes tiveram
como alvo 12 dos 20 genes aciltransferase, quatro tiveram alteracdes no contetido de FA e
pCA na parede celular, com alteracdo nos niveis de expressao de OsAt7, OsAtl5, OsAtS e
OsAt10. Em uma das linhagens, houve aumento (~200 vezes) na expressao de OsAt10, e os
niveis de FA reduziram (~60% menos), enquanto os de pCA aumentaram (300% a mais)
tanto na bainha como na lamina das folhas. O aumento dos niveis de expressao de A¢/10 (~
3000 vezes), utilizando o promotor constitutivo de ubiquitina de milho (UBI), resultou na
diminuicdo de FA/pCA em folhas jovens e na palha madura (45% mais pCA e 20% menos
FA), sendo que o aumento na quantidade de pCA foi restrito a GAX, ndo atingindo a
lignina. Esses resultados sugerem que o gene OsAt/0 tem potencial fun¢do na adicdo de
pCA a GAX. Como esperado pela diminuicio de FA, essas linhagens apresentaram
aumento nos rendimentos de sacarificacdo de 20% para hidrélise com celulases, e de 40%
para o tratamento biolégico com fungos, o que demonstra o potencial do gene OsAt10 para

aplicacodes biotecnoldgicas (BARTLEY et al., 2013). Recentemente, a superexpressao de



40

OsAt10 em switchgrass (Panicum virgatum L) resultou no aumento de pCA éster (18-28%)
e diminuicdo de FA éster (21-27%) apenas em folhas verdes (jovens). Em folhas
senescentes, houve reducao de FA (~19%) e pCA (~15%). Como resultado a eficiéncia de
sacarificacdo aumentou 30% (em folhas senescentes) a 40% (folhas verdes) (LI et al.,
2018).

Os possiveis genes envolvidos com a incorporacio de FA a GAX foram
inicialmente identificados por meio do silenciamento simultaneo de quatro genes, usando
técnicas de RNA de interferéncia (RNA1) (PISTON et al., 2010). As plantas transformadas
com construcdes de silenciamento de OsAr6 a OsAt10 apresentaram reducgdo significativa
dos niveis de transcritos desses genes tanto nos caules (20-60% do controle) como nas
folhas (40-60% do controle), resultando em uma diminuicdo dos niveis de FA na parede
celular das folhas em cerca de 20-30%. Esse trabalho sugeriu que pelo menos um desses
genes deveria estar envolvido na incorporacdo de FA a GAX, excluindo OsAtI0 cuja
provével funcdo € a incorporagdo de pCA, como supracitado (PISTON et al., 2010).

Mais recentemente, estudos evidenciaram o envolvimento dos genes At/ e At9 na
incorporacdo de FA na hemicelulose. O silenciamento por RNAi do gene BdAtl, ortdlogo
de OsAtl em Brachypodium, levou a diminuicdo no contetdo de FA de até 35% em folhas
e colmos. Ademais, a super-expressao desse gene (utilizando promotor 35S) resultou no
aumento dos niveis de FA até 58% e 47% em folhas e colmos, respectivamente
(BUANAFINA et al., 2016). Ja o silenciamento do gene de Setaria (SYBAHDOI), ortélogo
de OsA?9, resultou numa reducdo de 60% da quantidade de FA na GAX no colmo. Essa
diminui¢do provocou um aumento na eficiéncia de sacarificacdo em torno de 40%-60%. O
silenciamento por RNAi de BABAHDOI, ortélogo de OsAt9 em Brachypodium, também
resultou numa diminuic¢io no contetido de ferulatos na GAX, porém pequena (10-20% no
colmo), provavelmente devido a maior expressdo de um gene com redundancia funcional
(DE SOUZA et al., 2018). O ortélogo de A9 em cana-de-actcar (SacBAHDOI) também foi
recentemente identificado com funcdo na incorporacdo de FA, suportando a caracterizacao
funcional anterior na graminea modelo Setaria. O silenciamento por RNAi de SacBAHDO]
levou a diminuicdo de até 50% de FA na palha, e resultou em aumentos no rendimento de
sacarificacdo de até 24% (DE SOUZA et al., 2019).

Os genes responsaveis pela incorporacdo de pCA a lignina ja foram caracterizados
em arroz, Brachypodium e milho. Em arroz, foram encontradas enzimas com atividade p-
cumarilCoA monolignol transferase, partindo da hipétese de que os genes que codificam

N

enzimas com tal atividade deveriam pertencer a familia BAHD e ter expressao
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correlacionada com as dos genes da via de sintese de lignina (WITHERS et al., 2012). A
sequéncia LOC_Os01g18744 (OsAt4, como em Bartley et al., 2013, e denominada de
OsPMT) foi a que mais correlacionou com genes tais como 4CL (4-cumaratoCoA ligase) e
COMT (Cathecol-o-metiltransferase), que participam da sintese dos monolignois. Ensaios
enzimaticos com a proteina purificada confirmaram a atividade esperada. Além disso, de
todos os monolignois testados (dlcool p-cumarilico, dlcool sinapilico e dlcool coniferilico),
a enzima OsPMT teve maior afinidade pelo dlcool sinapilico, confirmando a preferéncia da
ligacdo de pCA a unidades S da lignina, com relacdo as unidades G (WITHERS et al.,
2012).

O ortédlogo de OsPMT foi caracterizado em Brachypodium distachion,
denominado BdPMT (PETRIK et al., 2014). Mutacdes deletérias desse gene resultaram na
redugdo da incorporagdo de pCA na lignina para niveis proximos de zero. Entretanto, ndo
houve alteragdes na quantidade de lignina ou no crescimento da planta, apenas um ligeiro
decréscimo na incorporacdo de unidades S. O efeito no rendimento de sacarificacio foi
minimo, sugerindo que a abolicdo de pCA na lignina ndo impacta na recalcitrancia da
parede celular. Adicionalmente, linhagens transgénicas com o gene BAPMT silenciado por
RNAI apresentaram uma redu¢do no conteido de pCA especificamente na lignina (ndo em
GAX), demonstrando a especificidade da enzima pela acilicdo da lignina. Essas linhagens
BdPMT RNAi também demonstraram um pequeno decréscimo na propor¢do S:G, mas
nenhuma alteracdo significativa na quantidade de lignina ou no crescimento da planta,
tampouco nos rendimentos de sacarificacdo, corroborando com os resultados da linhagem
mutante com perda de fun¢do. Ademais, linhagens transgénicas com super-expressao de
BdPMT apresentaram um aumento de pCA (3,4 vezes) especificamente na lignina, um
aumento significativo na propor¢do S:G(~40%), 23% menos lignina e 33% de aumento nos
rendimentos de sacarificacdo. Uma possivel explicacdo para a diminui¢do da quantidade de
lignina é que o excesso na atividade do PMT poderia tornar os monolignois menos
disponiveis para a biossintese de lignina. O aumento na sacarificagdo provavelmente esta
relacionado com a redu¢@o no conteido de lignina. No entanto, essa diminui¢do afetou o
desenvolvimento da planta (PETRIK et al., 2014).

Uma enzima com atividade PMT também foi caracterizada em milho, denominada
pCAT (p-coumaroyl Coa: Hydroxicinnamoyl alcohol transferase), por meio de uma
abordagem de protedmica (MARITA et al., 2014). Diferentemente de OsPMT, ensaios

enzimaticos demonstraram que pCAT tem alta afinidade ndo apenas por acido p-cumarico,
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mas também por FA, o que requer estudos adicionais para verificar se em milho existe
incorporacdo de ferulato-monolignol na lignina. Quanto a afinidade por monolignois,
pCAT também demonstrou preferéncia pelo édlcool sinapilico. Adicionalmente, a supressao
do gene pCAT por RNAI resultou em plantas com menores niveis de pCA tanto na folha
como no caule. Nenhum padrdo de correlacdo da quantidade de lignina (aumento ou
diminui¢do) foi verificado nessas linhagens transgénicas. Corroborando com os resultados
de Petrik et al. (2014) em Brachypodium, as linhagens de milho pCAT:RNAi apresentaram
diminuig¢do significativa na propor¢do S:G (MARITA et al., 2014).

Como a acilacdo da lignina por pCA € exclusiva de gramineas, foi estudado o
efeito dessa incorporagdo em plantas que nao possuem tal atividade (SMITH et al., 2015).
O gene OsPMT foi inserido em duas eudicotiledoneas, Arabidopsis thaliana e Populus
albax grandidentata. De fato, monolignol p-cumarato conjugados foram produzidos em
niveis que se aproximam dos de monocotiledoneas, demonstrando que monolignois
conjugados que ndo sdo inerentes a0 metabolismo da planta podem ser incorporados na
parede celular. No entanto, inesperadamente, pCA foi mais frequentemente unido a alcool
p-cumarilico do que ao élcool sinapilico, mesmo existindo quantidades significativas de
unidades S em Arabidopsis e especialmente em poplar. Os motivos para isso ainda
precisam ser investigados, podendo estar relacionado a um aumento na disponibilidade de
alcool p-cumarilico quando pCA estd disponivel para a reagdo com PMT (SMITH et al.,
2015).

Ademais, pCA éster foi incorporado na lignina de Arabidopsis ao se expressar o
gene BdPMT utilizando o promotor constitutivo de ubiquitina de milho, porém os niveis
foram baixos (TIMPANO et al., 2015). Para atingir niveis iguais ao de ligninas de colmo
maduro de gramineas, dois genes BdAPMT1 (PETRIK et al., 2014) e BAPMT?2 (ort6logo de
OsAt8, com fungdo putativa por ser expresso em altos niveis no colmo maduro) foram
inseridos em Arabidopsis, sob controle do promotor AtC4H, que direciona a expressao para
os vasos. Com essa abordagem, a acilacdo por pCA atingiu niveis de 8 a 9% em massa,
tanto para as linhagens expressando BdPMT1 como BdPMT2, sem nenhum impacto no
desenvolvimento da planta. Esses resultados sugerem que em Brachypodium, duas enzimas
da familia BAHD apresentam fungdo p-cumarato monolignol transferase, existindo
redundancia funcional. Além disso, demonstra a possibilidade de usar promotores tecido
especificos para promover altos niveis de acilacdo por pCA da lignina, o que interfere na
sua solubilidade, podendo aumentar a eficiéncia de pré-tratamentos alcalinos. Para melhor

entender como a incorpora¢do de pCA na lignina afeta outros fatores estruturais, além da
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simples acilagdo no carbono gama, o gene BAPMTI também foi inserido em linhagens de
Arabidopsis mutantes fahl (deficientes em ferulato 5-hidrolase), que nao conseguem
formar élcool sinapilico. Quantidades substanciais de pCA foram incorporadas a unidades
G, confirmando a capacidade das enzimas PMT de também induzirem a incorporagdo de
pCA-élcool coniferilico. A construcdo também foi inserida em mutantes ccrlg, que
possuem menor quantidade de lignina e crescimento prejudicado, e a incorporagdo de pCA
ocorreu normalmente, embora em menores niveis. Além do pCA, houve a incorporacio de
FA éster na lignina dessas linhagens, o que provavelmente se deve ao acimulo de feruloil-
coA que existe nos mutantes com perda de func@o ccr. Isso demonstra a capacidade do
gene BAPMT utilizar também ferulato como substrato, o que corrobora com os resultados
de atividade enzimatica in vitro da enzima pCAT (MARITA et al., 2014), mas difere do de
OsPMT (WITHERS et al., 2012).

Mais recentemente, foi identificado que a enzima OsAt5 ou OsFMT esta
relacionada a uma atividade que ndo se esperava ocorrer naturalmente em gramineas, que €
a incorporacdo de ferulato a monolignois. Técnicas de DFRC (derivatization followed
reductive  cleavage) demonstraram que, embora em pequenas quantidades,
eudicotiledoneas apresentam de fato unidades G-FA na lignina, e grande parte das
monocotileddneas incorpora S-FA. A super-expressao do gene OsAtS5 (promotor ubiquitina
de milho e linhagens activation tagged) levou a um aumento da quantidade de FA-
monolignol liberada pelos ensaios DFRC (até ~7 vezes), sugerindo a participagcdo desse
gene na incorporacdo de FA na lignina de gramineas, e demonstrando que a lignina
também € constituida de conjugados FA-monolignol, e ndo apenas acilada por 4cido p-
cumarico como se acreditava (KARLEN et al., 2016).

Em suma, diversos trabalhos identificaram genes relacionados a incorporacgdo de
acidos hidroxicinamicos em gramineas e verificaram seu impacto na estrutura da parede
celular, como sumarizado (Tabela 1). Entretanto, varios aspectos ainda precisam de mais
investigacdes. A maioria desses genes foi estudada em gramineas modelo. Apenas o gene
A9 foi estudado em cana-de-agucar e o gene A#4 foi estudado em milho. O gene Az/0, por
exemplo, com potencial de reduzir a recalcitrancia da biomassa, sé foi caracterizado em
arroz. A identificacio e caracterizac@o nas espécies de interesse econdmico € importante,
uma vez que as espécies podem apresentar diferencas nos mecanismos de incorporagao dos
acidos hidroxicindmicos, podendo apresentar diferentes niveis de expressdo dos genes

desse subclado, ou ainda, redundancias funcionais especificas da espécie. Adicionalmente,
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embora os genes At/0 e At9 sejam fortes candidatos a atividade p-cumarilCoA e
feruloilCoA transferase, respectivamente, mais evidéncias sao necessdrias quanto a atuacao
dessas enzimas nesses substratos. Ademais, outros genes desse clado também podem ter
fungdo relacionada a incorporagdo dos 4cidos hidroxicinamicos, de modo que ainda nao
estd claro se had redundancia funcional. Ainda nio se sabe sobre os aspectos relevantes da
incorporacdo, por exemplo, se FA ou pCA sdo adicionados inicialmente a um
intermedidrio no citoplasma, ou diretamente a arabinose, e posteriormente incorporados na
hemicelulose, ou ainda se ocorre acilacio direta das cadeias de GAX. Também néo € claro
como ocorre a distribuicdo de feruloil-coA e p-cumaroil-coA entre incorporacdo a
hemicelulose ou lignina. Dessa forma, muitos estudos ainda sdo necessdrios para
compreender a genética das enzimas envolvidas na incorporacdo de 4cidos

hidroxicinamicos, em diversas espécies de gramineas.
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Tabela 1 — Genes identificados na familia BAHD relacionados a incorporacdo de acidos

hidroxicinamicos
Espécie Gene Expressao Fenoétipo Efeito Ref.
digestao
Oryza sativa OsAt10  Super-expressdao 20% diminuicdo Aumento Bartley et
(UBI milho) de FA e 45% de até al., 2013
aumento de pCA 40%
na GAX (Palha)
Oryza sativa OsAt6 a  Silenciamento 20-30% menos NA Piston et
OsAt10 por RNAIi FA na GAX em al., 2012
folhas
Brachypodium  BdAtl Silenciamento  35% menos FA NA Buanafina
disatachion por RNAI em folhas e et al., 2016
caule
Super-expressao 58-47% de NA
35S aumento de FA
nas folhas e no
caule
Brachypodium  BdAt9 Silenciamento 10-20% de NA De Souza
distachion por RNAI reducdo de FA etal., 2018
no colmo
Setaria viridis SvAt9 Silenciamento 60% de 40-60%  De Souza
por RNAI diminui¢do de de etal., 2018
FA no colmo aumento
Saccharum SacAt9  Silenciamento 50% de Até 24%  De Souza
Spp. por RNAi diminui¢ao de de et al., 2019
FA na palha aumento
Brachypodium  BdPMT  Silenciamento 0,1 XpCAna  Nenhum  Petrik et
distachion por RNA1 lignina, efeito al., 2014
diminuicdo S:G
Mutante perda Sem pCA na Nenhum
de funcido (azida lignina efeito
de s6dio)
Super-expressdao  3Xmais pCA na  Aumento
(UBI milho) lignina, aumento  de 33%
de S:G, 23%
menos lignina
Zea mays pCAT  Silenciamento Diminuic¢do NA Marita et
por RNAI pCA na lignina al., 2014
em folhas e
caule,
diminui¢do S:G
Oryza sativa OsAt5  Super-expressao  Aumento de FA NA Karlen et
ou (UBImilho)e  nalignina (~7X) al., 2016
OsFMT activation
tagging

Fonte: Autoria prépria
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2 JUSTIFICATIVAS

A cana-de-actcar (Saccharum spp.) é uma das espécies mais produtivas e
eficientes na produgdo de etanol (40%) comparado a outras gramineas (BYRT, C. S;
GROF, C. P. L.; FURBANK, R. T., 2011; VAN DER WEUDE et al., 2013). Entretanto,
para alcancar uma melhor eficiéncia na conversdo do material lignocelul6sico, aumentando
a produgdo de etanol, biomateriais ou alimentagdo animal, faz-se necessario conhecer os
genes envolvidos na regulagdo dos acidos hidroxicinamicos, reduzindo a recalcitrancia da
parede celular. Atualmente, membros da superfamilia génica BAHD foram caracterizados
em gramineas demonstrando a alteracdo do conteido dos &cidos hidroxicindmicos e
aumento da sacarificacdo. Os genes At/0 e At4/PMT/pCAT foram identificados como
relacionados a adi¢do de pCA a hemicelulose e a lignina, respectivamente (BARTLEY et
al., 2013; MARITA et al., 2014; PETRIK et al., 2014), tendo potencial para reducdo da
recalcitrancia. No entanto, nenhum destes genes foi caracterizado em cana-de-agucar.
Ademais, embora muitos estudos tenham mostrado a correlacdo do conteido de acidos
hidroxicinAmicos com a recalcitrincia da parede celular, ainda faltam informacdes a
respeito do efeito da incorporacdo dos 4cidos ferulico e cumdrico. Detalhes importantes
sobre o impacto dos genes At10 e A4 na composicao e estrutura dos polimeros da parede
celular ainda precisam ser evidenciados. Pouco se sabe sobre a relacdo entre as vias de
incorporacdo de pCA na hemicelulose e na lignina.

Considerando a importincia e o potencial bioenergético da cana-de-agtcar, €
necessdrio identificar os genes responsaveis pela sintese dos 4cidos hidroxicinamicos nessa
espécie, bem como compreender melhor o papel desses genes na biossintese da parede
celular de gramineas. Esse conhecimento poderd contribuir com a futura aplicacdo
biotecnoldgica desta via metabdlica para a reducdo da recalcitrancia da parede celular

aumentando as taxas de sacarificagao.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

Considerando que pouco se sabe sobre os genes envolvidos na incorporagdo dos
dcidos hidroxicindmicos em cana-de-acicar, o objetivo geral deste trabalho ¢é a
identificacdo dos genes da superfamilia génica BAHD envolvidos com a incorporag¢do dos
acidos hidroxicinamicos, andlise do padrdao de expressao desses genes em cana-de-agucar,

e caracterizacao funcional dos genes ScAt10 e ScAt4.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificacdo, anotacdo e andlise filogenética dos genes membros da superfamilia
génica BAHD (clado Va) em Arabidopsis, Brachypodium, arroz, Setaria, milho, sorgo e
em cana-de-acucar;

Andlise de expressdo in silico da expressao desses genes em diferentes 6rgdos de
cana-de-aciicar e por RT-qPCR em hibridos de cana-de-agicar com composi¢ao
contrastante de 4cidos hidroxicinamicos (H89 e H321);

Clonagem das sequéncias identificadas ScAt10 e ScAt4 em vetores Gateway de
super-expressao (Ox) usando promotor ubiquitina de milho (UBI) e silenciamento (RNA1),
contendo as bordas de T-DNA para transformacdo em linhagens da planta modelo Zea
mays (milho);

Caracterizagdo fenotipica e molecular de linhagens transgénicas de milho

contendo os vetores de super-expressdo (Ox) e silenciamento (RNA1) para ScA710 e ScAH4.
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4 METODOS

4.1 IDENTIFICACAO DOS GENES DA FAMILIA BAHD ACILTRANSFERASES EM
CANA-DE-ACUCAR E GRAMINEAS RELACIONADAS

A identificacdo dos genes da familia BAHD foi conduzida através de
bioinformdtica em larga escala, nas gramineas: Arroz (Oryza sativa), brachypodium
(Brachypodium distachyon), milho (Zea mays), sorgo (Sorghum bicolor), Setaria (Setaria
italica) e cana-de-agucar (Saccharum spp.), € na eudicotiledonea modelo Arabidopsis
(Arabidopsis thaliana).

Para identificacio das sequéncias de gramineas relacionadas (arroz,
Brachypodium, milho e sorgo) e Arabidopsis, foram baixados os bancos gendmicos e de
proteinas  preditas  dessas  espécies, disponibilizados no  site  phytozome
(https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.htmL). Para arroz, Brachypodium e milho, foram
utilizadas as versdes Oryza sativa 204 v7.0, B distachion 283 e Z mays 181,
respectivamente, obtidas no segundo semestre de 2015. Ja para sorgo, setaria e Arabidopsis
os dados ja foram atualizados fazendo uma busca nas versdes mais recentes dos genomas S
bicolor 313 v3.1, S italica 312 v2.2 e A thaliana 167 TAIR 10, respectivamente. A busca
foi feita inicialmente por meio dos softwares BLASTn e BLASTp, utilizando como isca
sequéncias transferases ja identificadas na literatura. As proteinas obtidas pelo BLASTp
foram utilizadas para nova busca nos referidos bancos usando o software HMMER (Hidden
Markov Model). As sequéncias identificadas foram usadas para construc¢do do perfil HMM
criando um arquivo com extensdo.hmm usando o algoritmo HMMER build. Esse arquivo
foi usado para busca nos bancos de dados usando HMMER search. As sequéncias obtidas
nessa etapa foram anotadas, alinhadas e submetidas a andlise filogenética pelo método
Neighbor joining (descrito abaixo), para escolha de um representante de cada clado. Esses
representantes foram utilizados para nova busca usando o algoritmo JackHMMER,
confirmando as sequéncias ja obtidas ou obtendo novas sequencias. Todas as proteinas
identificadas tiveram dominio verificado pelo PFAM v30.0 (EL-GEBALI et al., 2019).
Apenas as sequéncias que apresentaram o dominio transferase (PF02458) foram anotadas
e submetidas as anélises posteriores. Um alinhamento foi feito com as proteinas anotadas
usando o software MUSCLE (Multiple Sequence Comparison by Log-Expectation) e

analisado no programa BioEdit. Uma inspecdo visual foi feita para identificar quais
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sequéncias possuiam o dominio HXXXD (presente nas proteinas da familia BAHD)
conservado.

Para cana-de-actcar, a identificagcdo foi feita pelo mesmo método, porém usando
um banco de sequéncias expressas (EST), trés bancos transcriptomicos e dois bancos
genOmicos. Foi utilizado o banco de sequéncias expressas do SUCEST (VETTORE et al.,
2003), cujos dados foram disponibilizados pelo Dr. Renato Vicentini. Os dados de RNA-
seq a partir de entrend (VICENTINI et al., 2015) e de folha (CARDOSO-SILVA et al.,
2014) de diferentes variedades de cana-de-acguicar comerciais também foram cedidos pelo
colaborador Dr. Renato Vicentini. Os dados de RNA-seq a partir de raiz foram
disponibilizados pelo grupo do Dr. Marcos Silveira Buckeridge (IB/USP). Foram
utilizados o genoma parcial e as proteinas preditas do cultivar SP80-3280 (RIANO-
PACHON; MATTIELLO, 2017), disponibilizado pelo colaborador Dr. Diego Riano
Pachon e utilizou-se o genoma monoploide de referéncia, bem como as proteinas preditas,
do cultivar R570 (GARSMEUR et al., 2018).

As sequéncias expressas € os transcritos de cana-de-agucar foram traduzidos em
proteina utilizando os softwares EXPASY translate (SWISS INSTITUTE OF
BIOINFORMATICS, 2019) e EMBOSS Transeq (MADEIRA et al., 2019). A selecdo da
ORF (Open Reading Frame) correta foi feita por meio da verificagdo do dominio no site
PFAM (EL-GEBALI et al., 2019). Apenas as sequéncias com dominio PFAM transferase
(PF02458) foram anotadas.

Todas as sequencias de aminoécidos foram alinhadas pelo algoritmo MUSCLE.
Andlises filogenéticas preliminares foram conduzidas no programa MEGA (Molecular
Evolutionary Genetics Analysis) (TAMURA et al., 2013) pelo método Neighbor joining,
utilizando modelo de substitui¢do p-distance, tratamento de delecOes pairwise deletion e
teste pelo método bootstrap com 1000 replicagdes. Para classificagdo das sequéncias entre
os clados da familia BAHD ja nomeados na literatura (D’AURIA, 2006; TUOMINEN;
JOHNSON; TSAI, 2011), filogenias foram inferidas pelo método da maxima
verossimilhanga usando o algoritmo PhyML3.1 (GUINDON et al.,, 2010) no software
Seaview (GOUY; GUINDON; GASCUEL, 2010). Inicialmente o algoritmo model test do
programa MEGA foi utilizado para escolha do melhor modelo. O teste foi executado pelo

método aLRT.
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4.2 ANALISE IN SILICO DO PADRAO DE EXPRESSAO DAS SEQUENCIAS
IDENTIFICADAS EM CANA-DE-ACUCAR

Para anélise do padrdo de expressao in silico das sequéncias BAHD identificadas
em cana-de-agucar, foram utilizados os dados de expressdo do SUCEST, do RNA-seq de
folha e de entrend, cedidos pelo colaborador Dr. Renato Vicentini, e de raiz cedidos pelo
Dr. Marcos Buckeridge. Os dados do SUCEST sao provenientes de diferentes bibliotecas
(VETTORE, 2003), em que cada uma corresponde a um tecido ou condi¢do distinta, de
diferentes variedades comerciais de cana-de-agucar. J4 o RNA-seq gerado a partir de
amostras de folha utilizou variedades diferentes de cana-de-aguicar, IAC-SP96-3046, SP81-
3250, SP80-3280, RB83-5486, RB92-5345, IAC-SP95-3018, que contrastam em algumas
caracteristicas como a capacidade de perfilhamento e resisténcia a fungos, sendo que todas
possuem alto contedido de sacarose (CARDOSO-SILVA et al.,, 2014). O RNA-seq
realizado a partir de entrends (Quinto entrend) utilizou dois gendtipos com contetdo
contrastante de lignina: IAC-SP04627 (maior teor de lignina) e IAC-SP04065 (menor teor
de lignina) (VICENTINI et al., 2015). Os dados do RNA-seq de raiz foram obtidos usando
diferentes regides desse tecido (De S1, com auséncia total de aerénquima, a S4, onde ele ja
esta formado) (PIOVEZANI, 2017).

A andlise de expressao foi feita com a quantidade de sequéncias expressas de cada
biblioteca do SUCEST (numero de reads dentro de cada sequéncia/tamanho da biblioteca)
e a abundancia dos transcritos em cada biblioteca de RNA-seq de raiz (FPKM, na escala
log2), de RNA-seq de folha (transcritos por milhdo, TPM) e de RNA-seq de entrend
(transcritos por milhdo, TPM). Para facilitar a identificacio das sequéncias
diferencialmente expressas, os dados dos bancos de folha e entrené também foram
normalizados para escala log2. Esses dados foram utilizados para construcao de heatmaps
no software R (R CORE TEAM, 2013), utilizando agrupamento (clusterizacdo)

hierarquico pelo método euclidiano e distancia completa (complete).

43 COLETA DE AMOSTRAS DOS HIBRIDOS DE CANA-DE-ACUCAR COM
CONTEUDO CONTRASTANTE DOS COMPONENTES DA PAREDE CELULAR

O plantio de 11 hibridos e trés cultivares de referéncia de cana-de-agucar

(MASARIN et al., 2011) foi realizado em outubro de 2013 em campo experimental na
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localidade de Lorena-SP. Esses hibridos sdo provenientes do programa de melhoramento
da RIDESA (Rede Interuniversitdria para Desenvolvimento do Setor Sucroenergético)
associado com a Universidade Federal de Vicosa, com o objetivo de obter plantas com
composi¢do ou contetido de lignina modificados, e foram cedidos para o Departamento de
Biotecnologia (EEL-USP) para estudo. Dois dos hibridos plantados, denominados H89 e
H321, foram selecionados para este trabalho por possuirem conteido contrastante de
acidos hidroxicinamicos na parede celular (COSTA et al., 2013; MASARIN et al., 2011).
Amostras bioldgicas de entrends em fases distintas do desenvolvimento, separados nas
regides medula e cortex, foram coletadas, congeladas imediatamente em nitrogénio liquido

e armazenadas a -80°C em Ultrafreezer modelo U410 (New Brunswick Eppendorf).

4.4 EXTRACAO DE RNA DOS TECIDOS DE CANA-DE-ACUCAR, TRATAMENTO
COM DNAse E SINTESE DE cDNA

Os tecidos do cortex e medula em diferentes fases de desenvolvimento (entrends
1, 5 ¢ 9, numerados a partir do topo do colmo), bem como os de folha do hibrido H89
(cedidos pela Dra. Tatiane da Franca, EEL-USP), foram retirados do ultrafreezer (-80°C) e
mergulhados imediatamente em nitrogénio liquido. As amostras foram maceradas em
moinho criogénico (2010 Geno/Grinder®, Spex SamplePrep®). O material macerado foi
separado em microtubos - mantendo sempre as espdtulas e os microtubos em contato com
o nitrogénio liquido - e armazenado em ultrafreezer.

A extracdo de RNA do material macerado foi realizada usando o kit Concert ™
Plant RNA Reagent (Invitrogen™), utilizando o protocolo do fabricante com otimizagdes.
Adicionou-se 500 pL do reagente Concert frio (4°C) a 300 mg de material (para extragao

de entrend e raiz) ou 150 mg (para a extracdo de folha). Misturou-se em agitador até

o

solucdo se tornar homogénea. Os microtubos foram incubados, na posi¢do horizontal, a
temperatura ambiente por 5 minutos. Centrifugou-se a solucao a 12000g por 5 minutos, a
temperatura ambiente. O sobrenadante foi separado em um novo microtubo de 2,0 mL, e o
precipitado foi descartado. Foram adicionados 200 uLL de NaCl 5M e agitaram-se os tubos.
Adicionou-se 300 pL de cloroférmio e misturou-se por inversdo. Centrifugou-se a 1200g
por 10 minutos, a 4°C, para separar as fases aquosa e organica. A fase aquosa, na parte
superior, foi separada em novo microtubo de 2,0 mL, enquanto a fase organica (inferior)

foi descartada. Adicionou-se igual volume de isopropanol gelado (4°C) a fase aquosa,
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agitou-se por inversdo, e os tubos foram incubados a temperatura ambiente por 10 minutos.
As amostras foram centrifugadas a 12000g por 10 minutos, a 4°C. Descartou-se o
sobrenadante. O precipitado foi lavado adicionando-se 1 mL de etanol 75% e
centrifugando a 12000g, a 4°C por 1 minuto. O procedimento de lavagem foi repetido mais
duas vezes. O precipitado de RNA foi suspendido em 30 pL de H>O Milli-Q estéril. A
quantidade do RNA extraido e a qualidade, indicada pelas relagdes de absorbancia
260nm/280nm e 230nm/280nm, foram determinadas em espectrofotdmetro Biodrop duo
(Biochrom). A integridade do RNA foi avaliada por meio de eletroforese em gel de agarose
0,8% em TAE 0,5X, imerso em cuba contendo TAE 0,5X, previamente mergulhada em
solucdo detergente por uma hora. Em seguida, 1 pg de cada uma das amostras de RNA foi
tratada com RQI RNAse-free DNAse® (Promega Co), seguindo as recomendacdes do
fabricante, apenas com a modificacdo de que as reagdes foram incubadas a 37°C por 45
minutos. A sintese da primeira fita de cDNA foi conduzida usando a enzima SuperScript
III Reverse Transcriptase® (Invitrogen™), utilizando 500 ng da solu¢io de RNA tratada

com DNAse e o iniciador oligodT, seguindo o manual do fabricante.

4.5 ANALISE DO PADRAO DE EXPRESSAO DOS GENES SELECIONADOS EM
DIVERSOS ORGAOS E TECIDOS EM CANA-DE-ACUCAR POR RT-qPCR

4.5.1 Desenho de iniciadores especificos para os transcritos de cana-de-acicar
identificados na familia BAHD

Para andlise da expressdo génica das sequéncias BAHD identificadas no clado
relacionado com a incorporagdo dos dcidos hidroxicindmicos na parede celular (grupo A
do clado de Mitchell), foram desenhados iniciadores utilizando as sequéncias identificadas
nos bancos transcriptdmicos de cana-de-agucar. Foram utilizadas para o desenho as regides
entre o ultimo éxon e a regido 3’UTR, identificadas a partir de alinhamentos entre as
sequéncias de cana-de-agucar e o ortélogo em sorgo. Buscaram-se regidoes conservadas
entre os transcriptomas analisados, mas sempre que possivel, o transcrito de entrend foi
priorizado como alvo, uma vez que a expressdo seria analisada principalmente nesse
tecido. Foi utilizado o software primer 3 plus, obedecendo aos parametros: Tamanho do
fragmento entre 80 pb e 150 pb, tamanho dos iniciadores entre 20 pb e 22 pb, temperatura
de anelamento (Tm) entre 57°C e 63°C (Tabela 2). A especificidade foi checada por meio

de alinhamento dos oligonucleotideos com outros transcritos homélogos da familia BAHD.



53

Ademais, foi feita uma busca na literatura por iniciadores para genes constitutivos
de cana-de-agcicar com expressdo estivel em diferentes tecidos, possibilitando a
normalizacdo da expressdo génica. Foram selecionados os iniciadores GAPDH
(BOTTCHER et al., 2013; CESARINO et al., 2013; VICENTINI et al., 2015) (Tabela 2).

A sintese de todos os oligonucleotideos foi encomendada para a empresa EXXTEND .

4.5.2 Reacio RT-qPCR e anilise da curva de melting

Inicialmente, foram otimizadas as concentracdes de iniciadores e de cDNA,
usando um pool de amostras de cDNA dos entrends 1,5 € 9, e folha jovem do hibrido H89,
provenientes de duas plantas diferentes. Para cada reagdo, foram combinados 2,5 uL de
amostra (dilui¢des 1:25 ou 1:50), os iniciadores (concentragdes 200 uM ou 400 uM), 5 uLL
de master mix SYBR™ GREEN PCR master mix (Applied Biosystems ", ThermoFisher
Scientific'") e dgua Milli-Q, totalizando 20 uL. O controle negativo foi feito misturando-se
apenas o master mix, iniciadores e dgua. As reacOes de RT-qPCR foram executadas em
triplicata técnica e duplicata biolégica em placas de 96 pocos no 7500 Fast Real-time PCR
system (Applied Biosysitems, ThermoFisher Scientific" ), utilizando o programa 95°C(20s)/
95°C(3s)/ 40 ciclos 60°C (30s) e curva de melting 95°C (20s)/60°C (1min)/95°C (15s)/60°C
(15s). Foram consideradas 6timas as concentracdes de iniciadores e cDNA minimas
capazes de amplificar o produto (Tabela 2). A especificidade da reacdo foi avaliada para
cada par de iniciadores por meio da andlise da curva de melting (Anexo C), buscando-se
picos Unicos e em caso de presenca de picos no controle negativo, que estes fossem em
temperaturas distintas.

Os resultados de todas as reacOes foram analisados no software RQ Relative
Quantification, ThermoFisherCloud (ThermoFisher Scientific'). As eficiéncias médias de
cada par de iniciadores em todas as reacdes foram calculadas usando o software
LinRegPCR (RAMAKERS et al., 2003; RUIJTER et al., 2009). As eficiéncias obtidas por
esse método foram incorporadas na andlise pelo software RQ Relative Quantification, o
qual calcula o valor de Ct equivalente, que corresponde a uma estimativa do Ct caso a
eficiéncia fosse 100% (PFAFFL, 2001). Os valores de ACt (Ct gene de interesse — Ct
GAPDH), calculados a partir dos Ct corrigidos pela eficiéncia, foram utilizados para a

andlise de expressdo (PFAFFL, 2001).
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Tabela 2— Padronizagdo dos iniciadores dos unigenes de cana-de-agicar da familia BAHD,

grupo A do clado de Mitchell, para uso em RT-qPCR

Diluicao das Concentracao dos Eficiéncia média dos
Nome amostras iniciadores iniciadores
ScAtl 1:50 400 1.88
ScAr2 1:50 200 1.85
ScAt4* 1:50 400 1.92
ScAtS 1:25 400 1.83
ScAt6* 1:50 400 1.92
ScAt7* 1:50 400 1.90
ScAt8 1:50 200 1.79
ScAt9* 1:50 400 1.92
ScAt10 1:50 400 1.86
ScGAPDH 1:25/1:50 200 1.91
Nota: Nome dos iniciadores de acordo com a nomenclatura dos genes BAHD do clado de Mitchell de Bartley

et al. 2013.
*Iniciadores que foram redesenhados para atingir a padronizagdo, pelo fato de o primeiro iniciador
encomendado ndo passar no teste da curva de Melting.
Fonte: Autoria prépria.

4.6 CLONAGEM DE GENES DE CANA-DE-ACUCAR SELECIONADOS COM
POTENCIAL BIOTECNOLOGICO

4.6.1 Desenho de iniciadores para amplificacao do cDNA

Ap6s triagem e identificacdo dos genes ScAt/0 e ScAt4 nos bancos gendmicos e
transcriptomicos, foram desenhados iniciadores, usando o software primer 3 plus
(http://'www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi), para amplificacdo do
cDNA das sequéncias completas identificadas. Também foram desenhados iniciadores em
regides dessas sequéncias para a amplificacdo de fragmentos que sejam capazes de gerar
pequenos RNAs de interferéncia (siRNA) para silenciamento desses genes. Para a selecao
dessas regides, foi utilizado o software pssRNAit (http://plantgrn.noble.org/pssRNAit/).
Este programa busca candidatos a siRNA de 21 nucleotideos em uma sequéncia alvo,
contra um banco de dados de RNAm da espécie selecionada, calculando os siRNA mais
especificos, eficientes e ndo-toxicos. A busca foi feita utilizando as sequéncias ScAt10 e
ScAt4 contra o banco de milho (Zea mays), uma vez que as constru¢des deverdao ser
capazes de silenciar os genes desta espécie modelo, escolhida para transformacgdo e analise

fenotipica de linhagens transgénicas. Das regides com candidatos a siRNA identificadas
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pelo programa, foram selecionadas as que eram especificas das sequéncias ScAt/0 e ScAt4,
identificadas por meio do alinhamento com as sequéncias homdlogas, conferindo mais
especificidade ao silenciamento. Em seguida, essas regides foram novamente utilizadas
para busca no programa, contra os bancos de Zea mays e cana-de-agicar, selecionando a
que possuia maior quantidade de siRNA comuns para as duas espécies, o que permite
futuro uso também para silenciamento de linhagens de cana-de-acticar. Ademais, seguindo
o manual da clonagem Gateway (Invitrogen™), foram desenhados iniciadores consistindo
no desenho inicial (para amplificacdo dos fragmentos de RNAi) mais as pontas
recombinantes atth, necessdrias para a reacdo de recombinacdo BP (Tabela 3). A sintese

dos oligonucleotideos foi encomendada para a empresa EXXTEND.

Tabela 3— Sequéncia de iniciadores para clonagem de Ox:ScAt10, Ox:ScAt4, Atl0:RNAI,

At4:RNAi e temperatura de anelamento predita pelo software primer3plus

Nome Alvo/Uso Tamanho Tm
(pb)
OxAt4 5’end Amplificacdo do cDNA de ScAt4 1299 55.1
OxAt4 3’end 55.6
attB1+At4 Insercdo das extremidades attB no cDNA de ScA4 1360 67.8
attB2+At4 67.9
OxAtl10 5’end Amplificacdo do cDNA de ScAt10 1362 61.4
OxAt10 3’end 62.0
attB1+A(10 Insercdo das extremidades attB no cDNA de 1423 67.8
ScAt10
attB2+At10 68.2
At10RNA; F Amphﬁcagao dp fragmento de SgAt] 0 para 163 61.6
silenciamento por RNA1
AtIORNAi R 61.5
. Insercdo das extremidades a#tB no fragmento de 224 69.7
attB1+ AtIORNAI At1ORNA;
attB2+At10RNAI 69.7
AMRNA{ F Amphﬁcagao 40 fragmento de S.cAt4 para 162 56.8
silenciamento por RNAi
At4RNAi R 56.9
. Insercdo das extremidades attB no fragmento de 223 69.0
attB1+At4RNAI At4RNAG
attB2+At4RNAI 70.4

Fonte: Autoria prépria.
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4.6.2 Sintese do cDNA e amplificacdo por reacdo de PCR para as construcoes de

silenciamento

Para obten¢@o dos produtos de PCR para a clonagem génica das construgdes de
silenciamento, inicialmente o cDNA foi sintetizado a partir do RNA extraido dos hibridos
de cana-de-acucar. Para diminuir a chance de obter produtos inespecificos durante a reacio
de PCR, bem como aumentar a concentrac¢do inicial de cDNA especificamente de ScAt10 e
ScAt4, o cDNA foi sintetizado a partir apenas do RNAm dessas sequéncias, utilizando
iniciadores especificos dos genes, desenhados na regido 3’UTR (Iniciadores reversos,
Tabela 2).

O RNA foi extraido de tecidos que expressam esses genes (Folha para ScAt10, e
entrend para ScAr4) como descrito em 4.4. Em seguida, 1 ug do RNA foi tratado com
DNAse e a sintese cDNA foi conduzida como descrito no item 4.4, apenas com a
substituicdo do oligodT por 1uL do iniciador reverso ScAt/0(100uM) (Tabela 4), na
reacdo com amostra de RNA proveniente de folha, e 1uL do iniciador reverso ScAt4
(100uM) (Tabela 4) para a reacio com RNA proveniente do entreno.

As reacOes de PCR foram conduzidas em uma solu¢do de 25 pL contendo 1 uL do
cDNA especifico, utilizando os iniciadores para clonagem (At/ORNAi e At4RNAi, Tabela 3)
e as enzimas de alta fidelidade Phusion® High fidelity DNA polymerase (New England
Biolabs™) ou Q5™ High fidelity DNA polymerase (New England Biolabs™), seguindo as
recomendacdes do fabricante. Para as reagdes com a polimerase Q5, é recomendado o
célculo da temperatura de anelamento (Tm) pelo programa Neb Tm calculator
(http://tmcalculator.neb.com/#!/), uma vez que essa enzima de um modo geral requer Tm
mais elevada. As temperaturas preditas pelos softwares primer3plus € Neb Tm calculator,
bem como o programa de PCR utilizado foram detalhados na Tabela 4. Nos casos em que
mais de uma temperatura de anelamento foi testada, a que proporcionou melhor resultado
foi marcada em negrito. Os tamanhos dos produtos de PCR foram verificados por
eletroforese em gel de agarose e as imagens capturadas em fotodocumentador
transiluminador LPIX touch (Loccus biotecnologia).

Os produtos de PCR foram purificados usando kit GeneJET PCR Purification Kit
(Thermofischer™). No caso de visualiza¢do de bandas adicionais na eletroforese, menores
que o tamanho esperado (ex. dimeros de iniciadores em excesso), os produtos foram

sacados do gel de agarose e entdo purificados.
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Tabela 4— Condi¢des de amplificagdo dos produtos para clonagem por PCR, comparando
as temperaturas de anelamento utilizadas com a temperatura predita pelos softwares primer

3 plus e Neb calculator.

Tm
primer 'Tm Neb Programa de PCR (Tm
Nome Enzima 3plus calculator 6tima em negrito)
At4RNAI .
Phusion  56.8 67 98°C (30s), 35 ciclos 98°C
AMRNA; (10s)/ 57°C(30s)/72°C (7s),
56.9 63 72° C(10 min)
AtIORNAi 05 616 75 98°C(30s), 35 ciclos 98°C
(10s)/ 68°C(30s)/72°C (7s),
At10RNAi 61.5 72 72° C(2 min)

Fonte: Autoria prépria.

Os produtos de PCR obtidos para cada uma das sequéncias (At/ORNAi, At4RNAi)
foram submetidos a uma nova reacdo de PCR, para insercdo das pontas recombinantes
attBl e attB2 necessdrias para o sistema de clonagem Gateway. A nova reagdo de PCR foi
conduzida com a enzima Q5™ (New England Biolabs™), utilizando 1 pL do produto de
PCR purificado, seguindo as recomendacdes do fabricante, nas condicdes e ciclagem

descritas na Tabela 5. Os produtos de PCR foram purificados como descrito acima.

Tabela 5— Condi¢oes de amplificacdo dos produtos attB PCR, comparando as temperaturas

de anelamento utilizadas com a temperatura predita pelos softwares primer 3 plus e Neb

calculator.
Tm
primer 3  Tm Neb Programa de PCR (Tm
Nome Enzima  plus calculator 6tima em negrito)
At4RNAI 69 7 98°C (30s), 35 ciclos 98°C
‘ Phusion (10s)/ gradiente 56°C, 60°C,
At4RNAI 04 - 65°C (30s)/72°C (7s),
) 72° C(10 min)
At10RNAI 69.7 7 98°C (30s), 15 ciclos 98°C
’ (10s)/ 61°C(30s)/72°C (7s),
At10RNAI Q5 20 ciclos 98°C (10s)/
69.7 72 61°C(30s)/72°C (7s),
72° C(2 min)

Fonte: Autoria prépria.
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4.6.3 Sintese das sequéncias codificantes para as construcoes de super-expressao

Para a construgdo Ox:ScAt10, houve dificuldade na amplificacio do cDNA
completo do gene por meio de reacdes de PCR, dado que muitos produtos inespecificos
também eram amplificados. Dessa forma, a sintese foi encomendada para a empresa
Fastbio, que sintetizou a sequéncia codificante completa fornecida juntamente com as
pontas attB adjacentes (1424 pb) e inseriu em vetor puc57 (totalizando 4134pb). A
sequéncia ScAt/0 com as pontas attB para recombinacdo foi amplificada a partir do vetor
sintetizado usando os iniciadores a#tBScAtI0 (Tabela 3), uma vez que a reacdo BP do
sistema de clonagem gateway (Invitrogen ™) exige produtos linearizados (segundo o
manual do fabricante). A reacdo de PCR foi conduzida em 25 pL de solucdo contendo 1
puL do vetor sintetizado diluido (1:4), com a enzima Q5™ (New England Biolabs™)
seguindo as recomendacgdes do fabricante. A temperatura de anelamento foi de 68°C, e o
programa de PCR foi 98°C (30 seg), 35 ciclos de 98°C 10 seg/ 68°C 30 seg/ 72°C 50 seg,
72°C 10 min. A banda obtida de tamanho esperado foi sacada e purificada usando o kit
GeneJET PCR Purification Kit (Thermofischer™).

Para a construcao Ox:ScAt4, foi possivel a amplificacdo do cDNA completo por
meio de reacdes de PCR utilizando os iniciadores para clonagem Ox:At4 5’end (Tabela 3),
a enzima Q5™ (New England Biolabs™) seguindo o protocolo do fabricante, temperatura
de anelamento 66°C, e programa de PCR 98°C (30 seg), 35 ciclos de 98°C 10 seg/ 66°C 30
seg/ 72°C 50 seg, 72°C 10 min . Entretanto, a segunda amplificagdo para inser¢do das
pontas recombinantes arth gerou diversas bandas inespecificas, de forma que nao foi
possivel a obtencdo do produto de PCR atth para a clonagem Gateway®(Invitrogen™).
Assim, a sintese foi encomendada para a empresa Fastbio. De forma similar a sintese de
ScAt10, a sequéncia codificante de ScAt4 com as pontas recombinantes attb foi sintetizada
(1351pb) e inserida em vetor puc57 (totalizando 4079 pb). O vetor foi enviado pela
empresa para o Dairy Forage Research Center (DFRC, USDA-ARS), Madison, WI, EUA,
onde as posteriores etapas de clonagem foram realizadas. A sequéncia linear para a reacao
BP foi obtida por digestdo do vetor puc57:0xScAt4 com a enzima de restricio HindIII
(New England Biolabs™), seguindo o protocolo do fabricante para um volume de reacdo

de 25uL, seguida da inativacdo da enzima por calor (80°C, 20 minutos).
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4.6.4 Preparo de células competentes de Escherichia coli

Para a clonagem por eletroporagdo, linhagens One Shot® TOPI0 Chemically
Competent E. coli (Invitrogen™) e One Shot® ccdB Survival™ 2 TIR Competent Cells
(Invitrogen™) foram preparadas para se tornarem eletrocompetentes. Inicialmente, as
bactérias foram inoculadas em 3 mL de meio LB liquido contendo 50 pg/mL de antibiético
estreptomicina. Incubou-se sob agitagcdo (225 rpm) a 37°C por cerca de 16 horas. Inoculou-
se 500 pl do pré-inéculo em 200 mL de LB liquido sem antibiético em um Erlenmeyer de
500 mL. Incubou-se novamente sob agitacdo (225 rpm) a 37°C. Apds aproximadamente 3
horas de incubagdo, a OD 600 nm comecou a ser medida em espectofotometro Biodrop
duo (Biochrom) a cada quinze minutos, até que atingisse um valor entre 0,5-0,6. Quando a
cultura atingiu a OD correta, as células foram incubadas no gelo por 30 minutos. O meio
foi distribuido em tubos de centrifuga e centrifugou-se por 15 minutos, a 5000 g a 4°C. Em
seguida, removeu-se o sobrenadante e as células foram suspendidas em 25 mL de dgua
Milli-Q estéril, apenas agitando o tubo levemente no gelo. Centrifugou-se novamente por
15 minutos a 5000 g a 4°C. Descartou-se novamente o sobrenadante e as células foram
suspensas em 10 mL de dgua Milli-Q estéril. Os volumes de todos os tubos foram
misturados, obtendo dois tubos com 30 mL cada. Centrifugou-se novamente por 15
minutos a 5000 g a 4°C. O sobrenadante foi descartado e as células foram suspendidas em
1,9 mL de Glicerol 10% estéril. Novamente, centrifugou-se por 15 a 5000 g a 4°C. Todo o
sobrenadante foi removido, retirando o excesso com auxilio de uma pipeta. O precipitado
de cada um dos tubos foi suspenso em 784 plL de glicerol 10% estéril. Foram feitas
aliquotas de 90 puL em tubos de 1,5 mL, que foram armazenadas em ultrafreezer (—80°C).

Para a clonagem por choque térmico, foram utilizadas linhagens de E. coli DH5a
cedidas pelo colaborador Dr. David Rancour (Dairy Forage Research Center, USDA),
preparadas para se tornarem termocompetentes utilizando o protocolo descrito (INOUE;

NOJIMA; OKAYAMA, 1990).
4.6.5 Reacio de recombinacao Gateway e insercao em Escherichia coli
Ap6s a obtencdo dos produtos de PCR com as pontas recombinantes attBI e attB2

ou do vetor linearizado, as sequéncias foram inseridas no vetor pDONR221 (Invitrogen™)

por meio da reagdo BP clonase (Invitrogen™), seguindo as instru¢des do fabricante,
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apenas com o detalhe de que a reacdo foi incubada a 25°C por 4 horas antes de ser
terminada pela adi¢do de proteinase K.

Para as constru¢des ScAr4:RNAi, ScAt10:RNAi e Ox:ScAtl0 os vetores de entrada
foram inseridos nas linhagens E coli TOP10 eletrocompetentes, por eletroporacdo, usando
0 Gene Pulser Xcell™ electroporation System (BIO RAD). 40uL de célula competente
foram misturados com 1 puL do produto da reagao BP e incubados por 1 minuto. Em
seguida, a solucdo foi transferida para cubetas de 0.lmm ou 0.2 mm (BIO RAD) e
submetidas a eletroporacdo, seguindo o protocolo do fabricante do eletroporador para
transformacdo em E coli. As células transformadas foram inoculadas em meio LB sélido
contendo 50 pg/mL de antibidtico Kanamicina. As placas foram incubadas a 37°C por
cerca de 16 horas. Em seguida, as coldnias foram individualmente inoculadas em meio LB
liquido contendo também 50 pg/mL de antibidtico Kanamicina, e incubadas a 37°C por
cerca de 16 horas sob agitacdo de 200 rpm. Os vetores de entrada foram extraidos das
coldnias selecionadas utilizando o kit GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermofischer™)
seguindo as instrugdes do fabricante. Todos os vetores de entrada foram confirmados por
reacdo com enzima de restricdo Kpnl, Pvul e Pvull (New England Biolabs™) e reacdo de
PCR com os iniciadores especificos das sequéncias (Tabela 3). Os vetores foram enviados
para sequenciamento pela empresa Eurofins, confirmando a insercdo das sequéncias.

Os vetores de entrada foram recombinados com os vetores de destino de super-
expressdo pzp221bOX e de silenciamento pzp22IbRNAi (MARITA et al., 2014;
RANCOUR et al., 2015) cedidos pelos colaboradores Dr. David Rancour e Dr. Ronald
Hatfield (U.S Dairy Forage Research Center, USDA) para uso exclusivo no presente
trabalho. Tais vetores possuem o sistema de recombinacdo Gateway e bordas T-DNA para
posterior insercao das sequéncias em linhagens de milho por Agrobacterium tumefaciens.
No caso do vetor de RNAi, o sistema de recombinagdo faz com que a sequéncia seja
inserida de forma repetida e invertida, para gerar o RNA dupla fita que desencadeia o
silenciamento dos genes na planta. Inicialmente, para obter maior quantidade dos vetores
de destino, estes foram propagados nas células eletrocompetentes One Shot® ccdB
Survival™ 2 TIR Competent Cells, resistentes ao gene ccdB, em placas de petri contendo
meio LB sélido contendo o antibidtico Espectinomicina na concentragdo de 25 pg/mL,
como descrito acima. Os plasmideos foram purificados das colonias selecionadas pelo
GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermofischer™) e confirmados por reagdes com
enzimas de restricio Kpnl e BamHI (New England Biolabs™), seguindo o protocolo do

fabricante para 25uL de reacdo. Em seguida, a reacdo LR clonase (Invitrogen™) foi
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conduzida entre os vetores de entrada e os de destino, seguindo o manual do fabricante,
com a Unica observacdo de que a reagdo foi incubada a 25°C por 4 horas antes de ser
terminada pela adi¢do de proteinase K. Os vetores finais foram inseridos em bactérias
E.coli TOP 10 por eletroporagdo, as colonias foram selecionadas em meio contendo
Espectinomicina 25ug/mL e os plasmideos foram purificados como descrito acima.

Todos os vetores foram confirmados por digestdo com enzima de restricio Kpnl e
BamHI (New England Biolabs™), seguindo o protocolo do fabricante e por
sequenciamento pela empresa Eurofins.

Para a construcdo Ox:ScAt4, apOs a reacdo BP, os vetores de entrada foram
inseridos nas células de E.coli DH5a por choque térmico. Em um microtubo estéril, em
contato com gelo, 25 uL de célula competente foram misturados com 1 puL da reacdo BP.
Incubou-se o tubo no gelo por 30 minutos. O tubo foi entdo incubado em banho de dgua
quente pré-aquecido a 42°C, durante exatamente 1 minuto. Transferiu-se o microtubo
novamente para o gelo por 2 minutos. Em seguida, adicionaram-se 125 pL de meio SOB
(Super Optimal Broth, Sigma Aldrich™) e incubou-se o tubo a 37°C sobe agitacdo (200
rpm) por 1 hora. As células foram inoculadas em meio LB sélido contendo 50 pg/mL de
antibidtico Kanamicina. A placa de petri foi incubada a 37°C por cerca de 16 horas. As
colonias foram individualmente inoculadas em meio LB liquido, e novamente propagadas
a 37°C sobe agitacdo por 16 horas. O vetor recombinante foi purificado utilizando o Kit
GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermofischer™) e confirmado por dupla digestdo com
as enzimas Kpnl e Pvull (New England Biolabs™), seguindo o protocolo do fabricante
para reacdo de 10 uL. Os vetores de entrada e de destino foram recombinados por meio da
reacdo LR clonase como descrito acima. O vetor final foi transformado em células DH5a,
as colonias foram selecionadas em meio contendo Espectinomicina (25 pug/mL) e os
plasmideos foram purificados como descrito para o vetor de entrada. O vetor
pzp221b:0x:ScAt4 foi confirmado por reacdo com enzimas de restricdo Pvull e BamHI e

por sequenciamento pelo Centro de Biotecnologia UW Madison.
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4.7 TRANSFORMACAO DAS LINHAGENS DE MILHO, CULTIVO DAS PLANTAS
TRANSGENICAS E GENOTIPAGEM POR PCR

4.7.1 Transformacao das linhagens de milho pela Plant Transformation Facility, lowa

State University

Todos os vetores confirmados pzp221b:ScAt10:RNAL, pzp221b:ScAt4:RNAI,
pzp221b:0Ox:ScAtl10 e pzp221b:0x:ScAt4 foram enviados para a Plant Transformation
Facility IOWA STATE UNIVERSITY, 2019), para transformacdo de linhagens de milho
(gendtipo Hill) mediada por Agrobacterium tumefaciens. Esse procedimento foi
financiado pelo projeto FAPESP tematico (2014/06923-6). Na facility, os calos
embriogénicos transformados foram regenerados e selecionados em placa de petri com
meio de regeneracdo contendo o herbicida bialaphos (glufosinato de amonio). Cerca de 10

eventos independentes foram obtidos para cada uma das quatro construgdes.

4.7.2 Cultivo das plantulas To, cruzamento e geracao de sementes T1

As plantulas em placas de petri contendo o cassete de silenciamento de ScAt/0 e
ScAt4 (denominadas de eventos A872 e AS873, respectivamente), bem como super-
expressdo de ScAt10 e ScAt4 (denominadas de eventos A871 e A885) foram enviadas pela
facility (Figura 6, A) para o U.S Dairy Forage Research Center, USDA. Apds o
recebimento, elas foram transferidas para pequenos vasos (Figura 6, B) contendo uma
mistura de 20 kg do substrato PRO-MIX BX mycorrhizae general purpose growing medium
(PROMIX®) para cada 60 L do solo Happy Frog Potting Soil (Smart Naturals'"). Nessa
etapa, o regime de iluminacdo foi de 24 horas de luz. Ap6s um meés, quando as plantulas
atingiram um tamanho adequado, elas foram transferidas para vasos de 11,5 L (Figura 6, C
e D), contendo a mesma mistura de substrato. O regime de iluminagdo foi de 16 horas de
luz. As plantas foram fertilizadas mensalmente com adubo NPK 18-2-18 (Water soluble
fertilizer 18-2-18 boosted base FeED, Jack’s professional®) e regadas de acordo com a

necessidade.
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Figura 6 — Linhagens transgénicas de milho em diferentes estdgios de crescimento

By ~*’:‘qg m;‘_

Legenda: A - Plantulas recebidas em placa de petri. B - Plantulas ap6s serem transferidas para vasos de cerca
de 5cm, em camara de crescimento (24 horas de luz). C - Plantulas crescidas por um periodo de um més,
cultivadas em casa de vegetagdo com fotoperiodo de (16 horas de luz, 8 de escuro), em vasos de 11,5 L. D -
Plantas adultas em fase reprodutiva.

Fonte: Autoria prépria.

Quando as plantas Ty atingiram a fase reprodutiva (Apds cerca de 3 meses), foi
feito o cruzamento entre as plantas de cada construcdo, obtendo a geracdo Ti. Foram
utilizados como doadores de pdlen milhos selvagens gendtipo B73, crescidos na mesma
condicao descrita para os transgénicos. Cortaram-se os penddes dos milhos B73 e foi feita
a poliniza¢do manual dos estigmas dos cultivares transgénicos. Os estigmas foram cobertos
com uma embalagem de papel para prevenir polinizacdo indesejada pelo vento. Para as
construgdes A871 (Ox:ScAt10) e alguns eventos A885 (Ox:ScAt4), os milhos transgénicos
amadureceram um pouco antes dos B73, de forma que atingiram a fase reprodutiva antes
dos selvagens iniciarem a producdo de podlen. Nestes casos, eventos independentes da
mesma constru¢do foram cruzados entre si, ou seja, utilizando uma planta de um evento

como doadora de pdlen e outra planta de outro evento como receptora.
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4.7.3 Extracao de DNA e genotipagem por PCR

Ap6s cerca de um més de crescimento das plantas, parte da folha foi coletada para
extragdo de DNA e genotipagem por PCR, a fim de verificar a presenga do inserto nos
transgénicos. Foram coletadas folhas tanto dos eventos transgénicos como selvagem (B73,
controle).

O DNA foi extraido utilizando o método CTAB. As folhas foram coletadas em
microtubos de 1.5mL e armazenados no gelo. Foram adicionados 300 uLL de uma solucao
de extracdo contendo 2% m/v de brometo de cetiltrimetilam6nio (CTAB), 0.1 M Tris-HCI
pH 8.0, 1%(v/v) 2-mercaptoetanol e 1% (m/v) bissulfito de sédio. Os tecidos foliares
foram macerados com um pildo de tamanho adequado para o microtubo. Adicionaram-se
mais 300 uL da solugdo de extragdo e os tubos foram incubados a 55°C por 30 minutos. As
amostras foram centrifugadas rapidamente, e os sobrenadantes foram recolhidos em
microtubos de 1.5mL. Em cada tubo, adicionou-se 0.8mL de uma solucdo 24:1 (v/v)
cloroférmio/octanol e misturou-se por inversao. Centrifugaram-se os tubos a 14000 g por 3
minutos. Para cada amostra, 600 uL da fase superior foram transferidos para outro
microtubo de 1.5mL. Adicionaram-se 600 uL de isopropanol e misturou-se por inversao.
Os tubos foram incubados a temperatura ambiente por 15 minutos. As amostras foram
centrifugadas a 14000g por 3 minutos. Os sobrenadantes foram removidos, os pellets
foram lavados trés vezes com 1 mL de etanol 70% e deixados secar ao ar. Os pellets foram
entdo suspendidos em 50 pL de dgua Milli-Q estéril.

Para a genotipagem por PCR, iniciadores especificos foram desenhados para cada
construcdo (Tabela 6). Para confirmar as constru¢cdes de super-expressdo, foram
desenhados iniciadores especificos para cana-de-actcar, na regido dos dois éxons da
sequéncia codificante clonada, garantindo que os iniciadores ndo amplificariam os genes
endégenos de milho ZmAtl10 e ZmAt4 (Figura 7). A diferenciacdo entre as sequéncias
codificantes de cana-de-agucar e as gendmicas enddgenas de milho foi garantida tanto pela
diferenca na composi¢do de bases como pelo tamanho, j4 que as sequéncias gendmicas
incluiriam o intron. Para as constru¢des de silenciamento, utilizou-se um trecho do cassete
inserido como alvo. Foram utilizados os iniciadores especificos para os fragmentos de
RNAi ScAt10 ou ScAt4 (Tabela 6), como iniciadores reversos para a sequéncia anti-senso.
Como iniciador forward, foi desenhado um oligonucleotideo possuindo como alvo o trecho

do vetor pzp221bRNAi ap6s a regido NOS terminal, localizada apds o fragmento no sentido
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anti-senso (Tabela 6, Figura 8). Assim, garantiu-se especificidade do conjunto de

iniciadores, de forma a ndo amplificar genes end6genos de milho.

Tabela 6 — Iniciadores especificos para genotipagem por PCR das linhagens A871
(Ox:ScAt10), A872 (ScAt10:RNAi), A873 (ScAt4:RNAIQ) e A885(0x:ScAt4)

Nome Sequéncia Alvo  Produto Tm(°C) GC
Ox:ScAtl0gen F é?égCACCAAGCAGAA A871 293 59.9 55
Ox:ScAt10gen R ggiGACCTGTATCATGG A871 59.9 35

GAGGAGGAGGATGGGG  A885 420 62.3 65
Ox:ScAtdgen F AGAC
CAGGTCCGTCGTGAAG  A885 59.7 55
Ox:ScAtdgen R TACA
ScAt10-RNAi F CTCCGACGACGTCGCG A872 574 61.6 65
AAGA
ScAt4-RNAi F ggCACCAAACCCCGCA AB73 574 61.1 56,8
RH3 GAGCGGATAACAATTT  AS872/ 54.3
CACACAG A873

Fonte: Autoria prépria
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Figura 7— Alinhamento de regides das sequéncias codificantes clonadas de cana-de-aguicar
(ScAt10 e ScAt4) com as sequéncias genOmicas dos ortélogos em milho (ZmAt10 e ZmAt4),
mostrando a posi¢do e especificidade dos iniciadores para genotipagem das linhagens de

super-expressao

T T T LI B e o T T T )

A R i

e " gy . e e
310 320 330 340 350 360 370 380
Consenso  TGGEGECGACGAAGAANGGAGGTGAnCACCAAGEagAAGTCCCCGGCEGEGGTGGTGEGEGNEGEGETGGEGGACGEGETGE

ScAtl0 cDNA TGG'G'G-G'G-GG‘GG TG“G-G!G TFGG-G'GG 1GG TG.G.GG!G.G’TGG.GG-G!G‘T GG

220 230 240 250 260 270 280 290
Exon 1
._____________________________________________________________________________________________|
Ox:ScAt10gen F
_
ZmAt10 gendmico TGGCGCCGACGAAGAAGGAGGTGAT G- - - GT GGCCGCGGTGGTGLGCGCCGCGCTGGCGGACGLCGLTGG
300 310 320 330 340 350 360 370
Exon 1

B T e e T ST S —
B 580 590 600 610 620 630 640 650
Consenso  EEGTCn nGECCCACAACAGEET GECATGATACAGGTgleadoct tigcadtgtacatatatttottiitglcgdgla
ScAtl0 cDNA GTCGAGLLG S TEGEERTGNTEENGGT - - - - - - - - - - - - - - - - -t
490 500 510 520
Exon 1 Exon 2
OxScAtiOgenR
ZmAt10 gendmico GTETTGEEG GEETTGECATGATACAGGTGEACGETTEGEACTGTACATATATETTGTTETGACGEGEAGAAT
570 580 590 600 610 620 630
Exon 1 fntron
_ sy
C 270 2

80 290 300 310 320 330 340
Consenso  GGGEGGTTEGnGGnGGnGGANnGEggMag9€agloGGCAGACGEGGGTGGEGTGEALGGEGAGGCEGEETGGTTEGTGGHRG

ScAtd4 cDNA GGGEGGTTEGAGGAGGHNGGATG - - - - - - - - - - - - sug.g'g_‘aGGTGG.Gmnaaslelscs.snmsnleTGG‘G
-—-—vl-v—-—v—ru-—r--—r‘vr. T T

270 280 290 300 310 320 33
Exon 1

Ox:ScAtdgen F

ZmAt4 gendomico 6 GG‘GGI T'G'l GGTGGTG G-G.GGlG GG‘GG.GGGG.G-G'G GGTGG.G TG“GG.G.GGG.G!T GG T'l.G TGG‘G

270 280 290 300 310 320 330 340
Exon 1
ey ey - e | A T T B R A R I A
D 1,070 1,080 1,090 1,100 1,110 1,120 1,130 1,140
Consenso €GGCGCCGCEGECGCGECTGGACCTGETnGACCTGnnn TACTTCACGnCGGACCTGAGCCCGGACCACATCGNCAAGGT A
ScAt4 cDNA GGCGCCGCEGELCGEGELTGE TGETCG TGGTGTACTT GACGG TGAG GG TCG GGT
640 650 660 670 680 690 700 710
Exon 2
|
Ox:ScAtdgen R
ZmAt4 gendmico GGCGLCGCCGELGEGELTGE TGETGG TGCGCTACTT GGCGG TGAG GG TEGG GGTG
1,060 1,070 1,080 1,090 1,100 1,110 1,120 1,130
Exon 2

Legenda: Alinhamento pelo algoritmo Clustal W, no software MegAlignPro®. A — Regido de anelamento do
iniciador Ox:ScAtlOgen F. B- Regido de anelamento do iniciador Ox:ScAtlOgen R. C- Regido de
anelamento do iniciador Ox:ScAt4gen F. D- Regido de anelamento do inciador Ox:ScAtd4gen R.

Fonte: Autoria prépria.
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Figura 8- Regido de anelamento dos iniciadores para genotipagem das linhagens de

silenciamento
A R FIT 007 86007 8s00!
NOS terminator [ SCAMRNAI <
RH3 attB2 attB1
ScAt4:RNAI F
B 222 8200 84007 86007 88007
[ NOS terminator i SCAtLORNAI <@l

RH3 attB2 attBl

ScAt10:RNAI F

Legenda: A - Regido proveniente do vetor pzp221b:RNAi:At10. B - Regido proveniente do vetor
pzp221b:RNAi:At4. Construgdo de silenciamento entre as bordas T-DNA. Mapa completo do vetor em anexo.
Fonte: Autoria prépria.

Todos os iniciadores foram desenhados usando o software Primer3Plus e tiveram
a sintese encomendada para a empresa IDT.

As reacdes de PCR foram realizadas utilizando o mix EconoTaq® PLUS GREEN
2X Master Mix (Lucigen®), seguindo as instru¢des do fabricante para 10 uL de reacdo. Os
ciclos da reacdo de PCR foram: Para A871 94°C 2 min, (94°C 30s, 60°C 30s, 72°C
30s)30X, 72°C 10 min; para A872, A873 e A885 94°C 2 min, (94°C 30s, 60°C 30s, 72°C
40s)30X, 72°C 10 min. Os produtos da reacdo de PCR foram visualizados por eletroforese
em gel de agarose 3% em tampao TBE 1 X, corado com brometo de etideo. As imagens

foram capturadas usando o transiluminador.

4.8 ANALISE DO PADRAO DE EXPRESSAO DOS GENES ATIO0 E AT4 NAS
LINHAGENS DE MILHO TRANSGENICAS POR RT-qPCR

4.8.1 Extracao de RNA dos tecidos foliares, tratamento com DNAse e sintese de cDNA

Para verificar se de fato ocorreu o efeito de super-expressao ou silenciamento nas
linhagens de milho transgénicos, foi feita uma anélise da expressdao génica por RT-qPCR.
A fim de realizar essa andlise em tecidos aproximadamente no mesmo estigio de
maturagdo, uma vez que os niveis de expressdo podem mudar ao longo do
desenvolvimento, foram coletadas para todos os eventos transgénicos € milho selvagem
B73 a primeira folha logo apds o desenvolvimento da orelha (6rgdo reprodutor feminino).
As folhas foram colhidas, imediatamente submersas em nitrogénio liquido e armazenadas

em ultrafreezer -80°C até o seu uso.
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As amostras foram maceradas em moinho criogénico e armazenadas em
microtubos de 1.5 mL. Foi feita a extracdo do RNA dos tecidos macerados usando o kit
Spectrum'™ Plant Total RNA kit (Sigma-Aldrich®), seguindo as instru¢des do protocolo A
do fabricante. A quantidade do RNA extraido e a qualidade, indicada pelas relagdes de
absorbancia 260nm/280nm e 230nm/280nm, foram determinadas em espectrofotometro. A
integridade do RNA foi avaliada por meio de eletroforese em gel de agarose 0,8% em TBE
1 X, imerso em cuba contendo TBE 1X, previamente mergulhada em solucdo detergente
por uma hora. Em seguida, 1 ug de cada uma das amostras de RNA foi tratada com RQ1
RNAse-free DNAse® (Promega Co), seguindo as recomendacdes do fabricante, apenas com
a modificacdo de que as reacdes foram incubadas a 37°C por 45 minutos. A sintese da
primeira fita de cDNA foi conduzida usando a enzima GoScript' Reverse Transcription
System® (Promega Co), utilizando 400 ng da solucdo de RNA tratada com DNAse e o

iniciador oligodT, seguindo o manual do fabricante.

4.8.2 Desenho de iniciadores especificos para as sequéncias ScAt10, ScAtd, ZmAt10 e

ZmAt4

Foram desenhados iniciadores adequados para as reagdes de PCR em tempo real
especificos para as sequéncias de cana, que nao amplificassem os endégenos de milho, a
fim de verificar os niveis de expressdo dos genes ScArI0 e ScAt4 nos eventos A871 e
A885, respectivamente (Tabela 7). Para isso, foi utilizada a regido entre o ultimo éxon e o
trecho entre a extremidade recombinada da clonagem gateway (atth) e o NOS terminal
(Figura 9). Ademais, com o objetivo de verificar os niveis de expressdo dos genes
endogenos de milho ZmAt10 e ZmAt4, tanto nas construcdes de super-expressiao (A871 e
A885, respectivamente) como nas de silenciamento (A872 e A873), foram desenhados
iniciadores especificos nas regides do ultimo éxon e 3’UTR (Tabela 7). Todos os
iniciadores foram desenhados usando o software Primer3Plus, respeitando os parametros:
Tamanho do fragmento entre 80 pb e 150 pb, tamanho dos iniciadores entre 20 pb e 22 pb,
temperatura de anelamento (Tm) entre 57°C e 63°C. A sintese dos oligonucleotideos foi
encomendada para a empresa EXXTEND.

Foi feita uma busca na literatura por iniciadores para genes constitutivos estaveis
em tecidos de milho, que pudessem ser utilizados para a normalizacdo dos niveis de
expressdo. Foram selecionados os genes ZmLEU, ZmCUL e ZmMEP (MANOLI et al.,
2012) (Tabela 7) .
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Tabela 7 — Iniciadores especificos para andlise do nivel de expressdo por RT-qPCR das
linhagens A871 (Ox:ScAt10), A872 (ScAtl0:RNAi), AS873 (ScAH4:RNAi) e
A885(0x:ScAt4)

Nome Sequéncia Uso Produto Tm(°C) GC
RTq ScAt4E3 F CCGAGTTCCAGGAGCA  A885 118 60.2 60
GATG
RTq attp-rec TCGAGCTCGGATCCACT 59.8 55
AGT
RTq ScAtl0 ex3'.2  AGCTGCGTCACCAAGG A871 128 60.1 61.1
AG
RTq rec.2 CTAGTAACGGCCGCCA 61.8 63.2
GTG
RT ZmAt4.2 F ACCATGTGCGTCCAGG A885/A 95 60.7 61.1
AG 873
RT ZmAt4.2 R GATGGGATGATCAGGA 59.8 50
AGGA
RT ZmAt10.2 F AGCTGCGTCACCAAGG A871/A 96 60.1 61.1
AG 872
RT ZmAt10.2 R CAGGGTTCCATCATCTC 59.8 47.6
CATA
RTq_LEU_F CAGGGAAGGTTGCCTC AS885/A 110 60.2 55
AGTA 871/A88
73
RTg LEU_R GCGTCATGTGGTCATTT 60 45
TTG
RTq_MEP_F CCATCTGTCTGGGTCAG A871 129 59.9 55
GAT
RTq_MEP_R TTTGATGCTCCAGGCTT 60.2 50
ACC
RTg CUL_F TACCTTGCCTGATTGGT AS885/A 125 60.4
GGT 873
RTg CUL_R ACGTGCTGCAAATCAT 60.1
GGTA

Fonte: Autoria prépria.
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Figura 9— Posicao dos iniciadores para anélise dos niveis de expressdo de ScAt10 e ScAt4
por RT-qPCR

Aser 38007 39007 4000]

ScAtl0 R attz2 | <= NOS temminator
RTq rec.2
RTq ScAt10 ex3"
B 3800 3900 40007
ScAtd R ats2 | <4 NOS terminator

RTq attp-rec

RTq ScAt4E3 F
Legenda: A - Regido proveniente do vetor pzp221b:Ox:ScAtl0. B - Regido proveniente do vetor
pzp221b:RNAi:ScAt4. Construcdo de silenciamento entre as bordas T-DNA. Mapa completo do vetor em
anexo.
Fonte: Autoria prépria.

4.8.3 Reacio RT-qPCR e andlise da curva de melting

Inicialmente, foram otimizadas as concentracdes de iniciadores e de cDNA,
usando amostras de cDNA da folha selvagem (B73), como descrito na secdo 4.5.2. Foram
consideradas Otimas as concentracdes de iniciadores € cDNA minimas capazes de
amplificar o produto (Tabela 8). A especificidade da reacdo foi avaliada para cada par de
iniciadores por meio da andlise da curva de melting (Anexo D). As eficiéncias dos
iniciadores foram calculadas como descrito na se¢do 4.5.2 (Tabela 8). A expressdo relativa
foi calculada pelo método do AACt com a incorporagdo das eficiéncias e normalizagdo pela
média geométrica de multiplos genes de referéncia (PFAFFL, 2001; VANDESOMPELE

et al., 2002), usando o software Relative Quantification (Thermo Fisher Cloud™).

Tabela 8 — Padronizacdo dos iniciadores para analise de expressdao dos genes ScAtlO,

ScAt4, ZmAtl10 e ZmAt4 nas linhagens transgénicas de milho por RT-qPCR

Diluicdo Diluicio  Concentracao dos Eficiéncia
Nome (RNAI) (Ox) iniciadores

ScOxAt4 - 1:50 200 1.87
ScOxAt10%* - 1:50 200 1.68
RTZmAt4* 1:25 1:50 200 1.68
RTZmAt10%* 1:25 1:25 400 1.90
RTqZmLEU 1.25 1:25/1:50 200 1.90
RTq ZmMEP - 1:50 200 1.74
RTq ZmCUL 1:25 - 200 1.80

Nota: *Iniciadores que foram redesenhados para atingir a padronizacdo, pelo fato de o primeiro iniciador
encomendado ndo passar no teste da curva de Melting.
Fonte: Autoria prépria
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4.9 ANALISE FENOTIPICA DA COMPOSICAO QUIMICA DA PAREDE CELULAR
DAS LINHAGENS DE MILHO TRANSGENICAS E SELVAGEM B73

4.9.1 Isolamento da parede celular do colmo das plantas de milho

Ap6s as plantas atingirem o estdgio de senescéncia, os colmos foram colhidos e
macerados em moinho tipo ciclone UDY (Udy Corp, Fort Collins, CO, USA), com uma
peneira de Imm. O material macerado foi deixado secar por 24 horas em uma estufa a
55°C. Tubos para centrifuga de 50 mL (Nalgene Oak Ridge) também foram secos a 55°C e
pesados. O material macerado seco foi entdo pesado diretamente nessas garrafas. As
amostras foram incubadas em solucdo tampao S0mM Tris-acetato (pH 6) de um dia para o
outro a 4°C, e depois por 2h sob agitacio em temperatura ambiente. O material foi
centrifugado a 6500 rpm por 20 min. Os sobrenadantes foram cuidadosamente separados e
descartados. Os pellets foram extraidos mais duas vezes com o mesmo tampdo. As
amostras foram entido extraidas com etanol 80% usando o mesmo procedimento, por 3
vezes. Os pellets foram extraidos mais 3 vezes com acetona € uma vez com uma mistura
cloroférmio: metanol (2:1 v/v). As amostras foram entdo lavadas com acetona para
remover a mistura de cloroférmio e etanol. Os residuos finais de parede celular foram
secos ao ar deixando-se os tubos abertos numa capela. O material foi armazenado na estufa

a 55°C até o uso posterior nos experimentos.

4.9.2 Determinacio do conteido total de acidos hidroxicindmicos éster da parede

celular

A quantidade total de 4cidos ferulico e p-cumdrico unidos por ligacdo éster aos
componentes da parede celular foi determinada por meio de tratamento alcalino brando e
quantificagdo por cromatografia gasosa com detec¢do por ionizacdo em chama
(GRABBER et al., 1995).

Aproximadamente 100mg do material da parede celular seco a 55°C foram
pesados em frascos Nalgene de 2.5 mL com tampa revestida de teflon, em duplicata.
Foram adicionados 100uL de uma solucdo 1mg/L de 4cido 2-hidroxicindmico em
hidréxido de sédio (NaOH) como padrao interno. As paredes celulares foram hidrolisadas
com 2.4 mL de NaOH 2M, previamente desgaseificado com Ny, a temperatura ambiente

por cerca de 20 horas. As amostras foram acidificadas para pH menor que 2 com 4cido
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cloridrico HCI 12.1 M. Em cada frasco, foram adicionados 2 mL de éter dietilico para
extracdo dos compostos fendlicos. Agitaram-se e centrifugaram-se os frascos a 1000 rpm
por 5 minutos. A fase organica (topo) foi transferida para frascos de vidro para
cromatografia de 3 mL, usando uma pipeta Pasteur. O processo de extracdo foi repetido
um total de 3 vezes. O solvente foi evaporado usando um concentrador de amostras. Os
acidos fertlico e p-cumadrico foram identificados e quantificados como derivativos de
Trimetilsilano. Para isso, foram adicionados aos frascos 40uL de TMSI (N-trimetilsilil-
imidazol) e 10uL de piridina e deixou-se reagir por 30 minutos a 60°C. As amostras foram
entdo injetadas em um aparelho de cromatografia gasosa com deteccdo por ionizagdo em
chama GLC-FID (Agilent technologies 7890 GC system), coluna ZB-1 (Phenomenex,
Zebron 100% dimethylpolysiloxane; 30m X 0.25 mm, filme 0.25um). As condi¢des foram:
Injetor 315°C, detector 300°C, e um programa de temperatura de 200°C por 1 min,
aumento de 4°C min™! até 248°C, fixo por 2 minutos, seguido de aumento de 30°C min! até
300°C, mantendo essa temperatura por 20 minutos. Todos os programas de temperatura
foram corridos a uma pressao constante de 20 psi e taxa de separacdo de 30:1. Solugdes
padrdo de FA e pCA foram utilizadas para identificagdo dos compostos pelo tempo de
retencdo e quantificacdo pelo método do padrdo interno (Figura 10). O fator de resposta
médio (FR) para cada um dos compostos foi calculado por meio da equacdo (1), em que
Ap e Cp sdo a drea do pico no cromatograma e concentragdo padrao de um analito (pCA
ou FA), enquanto Api e Cpi sdo a area do pico no cromatograma e concentragdo do padrao

interno (4cido 2-hidroxicindmico), respectivamente.
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Figura 10— Cromatograma das solucdes padrdo contendo padrdo interno dcido 2-
hidroxicinamico e os padrdes 4dcido p-cumadrico e 4cido ferilico na concentracdo de
Img/ml
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Legenda; 1- Acido 2-hidroxicindmico, tempo de retencdo 4.7 min. 2- Acido p-cumdrico, tempo de retencio
6.0 min. 3 — Acido Fertlico, tempo de retencio 7.9 min. Os tempos de retencdo foram anteriormente
determinados injetando-se cada padrio separadamente.

Fonte: Autoria prépria.

FR= 2 P (1)

Cpi Ap

Ap6s a obtengdo do fator de resposta, reescrevendo a equagao (1), a concentra¢io
do analito (pCA ou FA) na amostra foi calculada pela equacdo (2), em que Cx € a
concentracdo desconhecida do analito, FR € o fator de resposta para este analito, Ax € a

respectiva drea do pico deste analito e Api € drea do padrao interno no cromatograma.

— i APt
Cx = FR X Cpi X . (2)
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4.9.3 Determinacao do contetido de acidos hidroxicinAmicos unidos especificamente a
hemicelulose GAX

Com o objetivo de quantificar apenas os dcidos hidroxicindmicos provenientes da
hemicelulose, e ndo da lignina, foi feita a aciddlise branda da parede celular, seguindo o
protocolo descrito por Lapierre et al. (2018). Com esse procedimento, sdo clivadas as
ligacGes glicosidicas da xilana, mas a maior parte das ligagdes ésteres que unem os 4cidos
hidroxicinAmicos a arabinose sdo preservadas (LAPIERRE et al., 2018). Assim, sdo
liberados os dimeros Ara-FA (Arabinose-ferulato) e Ara-pCA (Arabinose- p-cumarato), os
quais sao quantificados.

O reagente de aciddlise foi preparado fresco misturando-se dioxano, metanol e
2M HCL(aq) (60:30:10, v/v/v). Cerca de 10 mg do material extraido da parede celular fo1
adicionado com 1 mL do reagente de acidélise em um frasco de 4mL equipado com uma
tampa revestida de Teflon. Os frascos foram incubados por 3 horas a 80°C sob agitacdo a
500 rpm. A mistura reacional resfriada foi diluida com cerca de 2 mL de dgua, e 0.1 mL de
padrdo interno (4cido 2- hidroxicinamico, 0CA) , solucdo 0.5 mg/mL em metanol. Antes
da quantificacdo por cromatografia liquida de alta pressao (HPLC), os fendlicos foram
extraidos da mistura diluida por extracdo em fase sélida em um cartucho Sep-Pak tC18
Plus Short cartridge (Waters, Guyancourt, France). Antes do uso, a coluna foi pré-
condicionada pela lavagem (2 x 3 mL MeOH, depois 2 x 3 mL 0.1% aq HCOOH). Entao,
uma aliquota da mistura reacional diluida (cerca de 1 mL) foi centrifugada e cerca de 0.5
mL do sobrenadante foi passado pelo cartucho. O cartucho foi entdao lavado com cerca de 1
mL 0.1% HCOOH(aq) e eluido com ImL MeOH. A solugdo eluida foi guardada
refrigerada a -20C por 30 minutos antes de ser ultrafiltrada em um filtro de disco de
poliéster Chromafil Xtra 0.45 um (Macherey-Nagel, Hoerdt, France). Cerca de 1 uL de
cada amostra foi injetado em um Shimadzu Nexara X2 HPLC equipado com uma coluna
C18 Phenomenex Kinetex (2.6 ym X 2.1 mm X 150 mm, P/N: O0F-4462-AN). A fase
mével foi um gradiente bindrio do solvente A: Agua mais 0.1% de 4cido férmico e
solvente B: Acetonitrila + 0.1% de acido féormico. O detector foi um arranjo de foto-diodo
A =250-600 nm, a quantificacdo foi feita a A = 270, e uma curva de calibracdo de 5 pontos
foi determinada usando auténticos MeAra-pCA, MeAra-FA, e oCA (54 pg/mL, padrdo

interno).
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4.9.4 Determinacao do contetido de acidos hidroxicinAmicos unidos especificamente a

lignina

Com o objetivo de quantificar apenas os dcidos hidroxicindmicos unidos a lignina,
e ndo a hemicelulose, foi utilizado o método DFRC (Derivatization Followed by Reductive
Cleavage) modificado (REGNER et al., 2018). Este método cliva seletivamente ligacdes
B-éter da lignina enquanto retém as ligacdes éster, fornecendo evidéncias da incorporac¢io

de pCA-monolignol a lignina (Figura 11).

Figura 11 — Mecanismo das etapas do processo DFRC (Derivatization Followed by

Reductive Cleavage)
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Legenda: A acetilagdo das unidades hidroxila e bromagdo das posi¢cdes benzilicas por brometo de acetila
(AcBr)/Acido acético (AcOH) (derivatizagdo) precede a clivagem redutora de 2 elétrons de ligacdes B-éteres
e debromacdo de unidades derivadas de cinamato via zinco/ dcido acético. Na etapa final a mistura de
produtos € acetilada usando uma mistura de anidrido acético (Ac,0) / piridina.

Fonte: Regner et al., 2018.
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Amostras da parede celular isolada (50 mg) foram pesadas em um frasco de 8 mL
com tampa revestida de teflon (PTFE) (Chemglass GC-4912-02), em triplicata, e
incubadas em uma solugdo de brometo de acetila/ dcido acético (1/4 v/v, 3 mL) a 50 °C por
2.5 horas, sob agitacdo. O solvente foi removido em um evaporador SpeedVac (Thermo
Scientific’ SPDI131DDA, 50 °C, 35 min, 1.0 torr, 35 torr/min). O filme resultante foi
suspendido em etanol absoluto (0.5 mL), e em seguida o etanol foi removido no
evaporador SpeedVac (50 °C, 15 min, 6.0 torr, 35 torr/min). O residuo foi suspendido em
uma mistura 1,4 dioxano: acido acético: dgua (5/4/1 v/v, 5 mL) e 150 mg de zinco em
nano-p6 foram adicionados. Os tubos foram vedados e sonicados por 1 hora a temperatura
ambiente. As reacdes foram calibradas com os padrdes internos isotopicamente marcados
(H-ds, G-ds, S-ds, G-DDpCA-dio, S-DDpCA-dio, G-DDFA-djo, e S-DDFA-dio) e

transferidas quantitativamente, usando diclorometano (DCM, 2x2mL), para um funil
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separatdrio carregado com cloreto de amonio saturado (10mL). As fases organicas foram
extraidas trés vezes com 10 mL de DCM, combinadas e os resquicios de 4gua removidos
com sulfato de sédio anidro. As solucdes foram filtradas por meio de papel de filtro
qualitativo e o solvente removido em um evaporador rotatério (banho quente a menos de
50°C). Os grupos hidroxila livres foram entdo acetilados por 30 minutos em uma solucdo
de piridina e anidrido acético (1/1 v/v, SmL). O solvente foi removido por evaporacdo
rotatoria resultando em um filme bruto oleoso. Para remover a maior parte dos produtos
derivados de polissacarideos presentes neste filme, o produto bruto da reagdo DFRC foi
transferido quantitativamente com DCM (3x 1.0mL) para um cartucho para extracdo em
fase sélida (Supelco Supelclean LC-Si SPE tube, 3 mL, P/N: 505048). Os produtos foram
eluidos com uma mistura hexano: etil acetato (1:1 v/v, 8mL). Os solventes combinados
foram removidos num evaporador rotatorio e transferidos com cerca de 1 mL de DCM para
frascos para cromatografia gasosa. As amostras foram analisadas em um aparelho de
cromatografia gasosa acoplado a um espectrometro de massa (GC-MS/MS) triplo-
quadrupolo (Shimadzu GCMS-TQ8030) operando em modo de monitoramento de
multiplas reacdes (MRM), usando padrdes sintéticos para calibracdo e identificagdo.
Curvas de calibracdo foram determinadas pelo método do padrao interno como descrito no
item 4.9.3, ou seja, o fator de resposta foi obtido a partir da razdo entre as areas dos picos
dos produtos sintéticos trans e os correspondentes padrdes internos marcados

isotopicamente multiplicados pela razdo de suas concentracdes.

4.9.5 Determinacio do contetiido de acticares neutros totais da parede celular

O total de agucares neutros da parede celular foram determinados seguindo o
procedimento de hidrélise de Saeman (SAEMAN; MOORE; MILLETT, 1963), como
modificado por (HATFIELD et al., 2009). As amostras de parede celular isoladas foram
pesadas (100mg) em tubos de ensaio, em duplicata. Em paralelo, também foram analisados
em duplicata 10g de uma amostra padrdo de agucares neutros, contendo 5% de ramnose,
5% fucose, 20% arabinose, 20% xilose, 10% manose, 10% galactose, 30% glicose (m/m).
As amostras e o padrdes foram incubados em 1.5 mL de 4cido sulfirico 12M gelado, por 2
horas a temperatura ambiente, e entdo diluidos com 10.5 mL de H>O milli-Q e hidrolisados
por 3 horas a 100°C. Ap6s esfriarem, as amostras foram centrifugadas (1000 rpm, 10 min)
para precipitacdo dos sélidos. Foram adicionados 200uL de uma solu¢do 50mg/mL de

mio-inositol como padrdo interno, e 1.5 mL do hidrolisado foram transferidos para tubos
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de centrifuga de S0mL contendo 8.5 mL de dgua. As amostras foram neutralizadas com
carbonato de bério e centrifugadas (4000 rpm, 10 min). Os sobrenadantes foram filtrados
com filtros de seringa de fibra de vidro (GF 1.0 um syringe filter, didmetro de 25 mm,
hidrofilica, TISCH scientific"") para frascos de 4mL e evaporados em um concentrador de
amostras (N-vap).

Os actcares foram entdo convertidos em seus derivados de alditol para
quantificagdo por GC (BLAKENEY et al.,, 1983). Os filmes formados contendo os
residuos de acucar foram suspendidos em 100 pL de hidréxido de amo6nia (NH4OH) 1 M.
Foram adicionados 500 uLL de uma solu¢do de Borohidreto de s6dio (NaBH4) 25 mg/mL
em Dimetilsulféxido (DMSO). Os frascos tampados foram incubados a 45°C por 90
minutos (Banho quente), agitando-os a cada 30 minutos. O excesso de NaBH4 foi destruido
com 100 puL de &cido acético glacial. Os grupos édlcoois obtidos apds essa etapa foram
entdo acetilados. Adicionaram-se 100 pL de 1-metil-imidazol aos frascos e 1 mL de
anidrido acético, e agitou-se vigorosamente. Os frascos foram incubados a temperatura
ambiente por 20 minutos. Foram adicionados 2.5 mL de H>O milli-Q e a fase orglnica
(inferior) foi extraida duas vezes com 1 mL de DCM. Os extratos foram combinados em
um frasco de 8 mL e o solvente foi removido em um concentrador de amostras (N-vap). Os
derivados de actcar foram transferidos com cerca de 100 pL. de DCM para um frasco para
GC e quantificados por cromatografia gasosa com deteccdo por ionizacdo em chama
(GLC-FID, Shimadzu GC-2010) usando uma coluna 07-225 methylpolysiloxane (30m X
0.25mm with 0.25um filme, Qadrex corporation). As condi¢des foram injetor 220°C,
detector 240°C, e um programa de temperatura de 215°C por 2 minutos, aumento de 4°C
até 230°C mantidos por 11.25 min, corrida a velocidade linear constante de 33.4cms™! e

razdo de separacdo 25:1.

4.9.6 Analise estatistica

Os experimentos de RT-qPCR e aciddlise branda foram executados em triplicata,
e a quantificacdo de fenodlicos ésteres totais, acucares neutros da parede celular e DFRC em
duplicata. Todas as andlises estatisticas foram executadas no software R (https://www.R-
project.org/). As médias foram analisadas e as diferencas estatisticas foram determinadas
usando andlise da variancia One Way ANOVA seguida de testes post-hoc de comparagdao

multipla (Tukey ou Dunnet, 0=0.05).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 IDENTIFICACAO, ANOTACAO E ANALISE FILOGENETICA DOS GENES DE
BIOSSINTESE DOS ACIDOS HIDROXICINAMICOS

As proteinas pertencentes a superfamilia das BAHD aciltransferases, contendo o
dominio PFAM PF02458 (transferase), foram anotadas em espécies de gramineas e na
eudicotiledonea Arabidopsis. Foram identificadas 63 sequencias de proteinas preditas do
genoma em Arabidopsis e 105 (milho), 132 (arroz), 96 (sorgo), 95 (Brachypodium) e 130
(Setaria), respectivamente. As proteinas BAHD codificadas pelos genomas de Arabidopsis,
sorgo, arroz € Brachypodium ja foram identificadas em trabalhos anteriores (D'AURIA et
al. ,2005; YU et al., 2009; TUOMINEN et al., 2011; BARTLEY et al., 2013), enquanto as
de milho e Setaria foram identificadas pela primeira vez nesse trabalho. Fazendo-se uma
comparacdo com a quantidade de proteinas identificadas na literatura, observou-se que no
presente trabalho foi encontrado nimero similar ou um pouco maior, 0 que demonstra a
eficacia do método de busca adotado (Tabela 9). As diferencas obtidas estdo relacionadas
principalmente a0 método de busca e a versdo do genoma utilizado. Em seus trabalhos,
tanto Bartley ef al. (2013) como Tuominen et al. (2011) ndo consideraram as sequéncias
que ndo possuiam o motivo conservado HXXXD, considerado essencial para a funcio das
enzimas BAHD. Tuominen et al. (2011) excluiram ainda sequéncias muito curtas,
considerando—as como provenientes de possiveis pseudogenes. No presente trabalho, a
quantidade de sequéncias que visualmente ndo apresentaram o motivo HXXXD conservado
foi representada entre parénteses na tabela 6. Entretanto, todas foram consideradas nas
andlises posteriores, uma vez que se trata de um motivo com alta variabilidade (3 de 5
aminodcidos) e enzimas BAHD funcionais ja foram caracterizadas com variacdes no

primeiro H (TUOMINEN et al., 2011).
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Tabela 9— Quantidade total de proteinas BAHD aciltransferases identificadas nas diferentes

espécies vegetais e comparagcdo com os dados da literatura

.. Espécie
Referéncia
Arroz Brachypodium Sorgo Milho Setaria Arabidopsis
(D'Auria et al., 2005) - - - - - 64
(Yuetal., 2009) - - - - - 62
(Tuominen et al., 2011) 84 - - - 55
(Bartley et al. , 2013) 117 78 85 - - 64
Presente trabalho 132 (115) 95(85) 96(84) 105 130 63

Nota: Os ndmeros entre parénteses indicam a quantidade de proteinas possuindo o dominio HXXXD
conservado.
Fonte: Autoria prépria.

Este trabalho também € o primeiro a identificar o conjunto de sequéncias
pertencentes a familia BAHD aciltransferases em cana-de-agicar. A quantidade de
sequéncias identificadas em cada um dos bancos gendmicos, de sequéncias expressas e

transcriptomicos foi representada na tabela 10.

Tabela 10— Numero de sequéncias identificadas em cada banco de dados de cana de

acdcar: Genoma (DNAg), SUCEST, RNA-seq a partir de plantula, entrend, folha e raiz.

Referéncia Banco de dados #sequéncias
(Riafio-Pachén e Matiello, 2017) DNAg parcial SP80-3280 183
(Garsmeur et al., 2018) DNAg monoploide R570 60
(Vettore et al., 2003) SUCEST 75
Dra. Adriana Hemerly Plantula 74
(Vicentini et al., 2015) Entren6 54
(Cardoso-Silva, 2014) Folha 58
Dr. Marcos Buckeridge Raiz 23

Fonte: Autoria prépria

O banco de proteinas preditas do genoma parcial de cana-de-agicar apresentou
183 sequéncias BAHD, maior do que o presente nas demais gramineas estudadas neste
trabalho (Tabela 10). Esse valor ¢ bem alto, sobretudo considerando que ainda nao
representa o do genoma completo. Isso € um provavel reflexo do grande tamanho e
poliploidia do genoma de cana-de-aguicar. Algumas sequéncias podem representar apenas
alelos diferentes do mesmo gene. Ja o valor de 60 sequéncias identificadas para o banco de
proteinas preditas do cultivar R570 refere-se apenas ao genoma monopldide, e foi
significativamente menor comparado com as demais gramineas analisadas. No entanto, ndo

€ possivel afirmar que a espécie cana-de-actcar possui menos sequéncias BAHD do que as
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demais gramineas, ja que esse genoma ¢ monopldide e parcial, representando apenas uma
regido enriquecida de genes (GARSMEUR et al.,, 2018). O nimero de sequéncias
identificadas no genoma R570 também foi menor do que o de sequéncias expressas e
transcritos de cana-de-agucar (SUCEST e plantula), corroborando com o fato de que este
genoma recentemente publicado ainda ndo estd completo.

No banco do SUCEST, foram identificadas 75 sequéncias expressas, que sao
provenientes de um conjunto de bibliotecas de diversos tecidos (flor, folha, entrend). No
RNA-seq a partir de plantula, foi encontrado um numero similar (78), indicando que os
genes BAHD sdo bastante expressos nesta fase inicial do desenvolvimento da planta. Ja as
sequéncias identificadas nos bancos de RNA-seq a partir de entren6 (54), folha (58) e raiz
(23), representam apenas os transcritos especificos destes tecidos. Esses valores sugerem
que existem menos sequéncias BAHD expressas em raiz do que em folha e entrend.

Uma andlise comparativa da evolucdo da familia BAHD nas diferentes espécies
foi feita inferindo-se uma filogenia pelo método da méixima verossimilhanga. As
sequéncias identificadas foram divididas entre os clados previamente classificados por
Tuominen et al. (2011) como Ia, Ib, I, IlIa, IlIb, IV, Va e Vb. A quantidade de proteinas
em cada um dos clados provenientes do genoma de cada espécie analisada, bem como a de
sequéncias de cada um dos bancos de cana-de-agucar foi representada na Figura 12.

Corroborando com os dados de Tuominen er al. (2011), no clado IV somente
foram identificadas sequéncias de gramineas, enquanto no clado IIla foram identificadas
apenas sequéncias da eudicotiledonea Arabidopsis thaliana. O fato do clado IV conter
apenas sequéncias de gramineas pode ser relevante, uma vez que podem estar relacionadas
a caracteristicas especificas deste grupo de angiospermas. Outro aspecto € que este clado
sofreu retracdo em sorgo relativo as demais gramineas. Ademais, verificou-se que o clado
Va, que abrange o subclado relacionado com a incorporagdo dos dcidos hidroxicinamicos
(Clado de Mitchell), contém grande quantidade de sequéncias em todas as gramineas
analisadas (54 em arroz, 34 em sorgo, 39 em milho, 30 em Brachypodium, 39 em Setaria e
15 no genoma monopldide de cana-de-agucar). Por essa comparagdo, nota-se também que
este clado sofreu expansdo génica em arroz. J4 o clado Vb sofreu expansdo em sorgo e
milho, espécies proximas evolutivamente, uma vez que foram encontradas 22 sequéncias
em sorgo, 20 em milho e 10 no genoma monopldide de cana-de-aguicar, enquanto apenas
10, 13 e 15 foram identificadas em arroz, Brachypodium e Setaria, respectivamente. No

caso de cana-de-agucar, o sequenciamento completo do genoma ainda € necessario para
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dar suporte a comparagdo com as outras espécies de gramineas, uma vez que podem haver
genes nao incluidos na anélise.

Comparando-se a quantidade de sequéncias identificadas no genoma e
transcriptomas de cana-de-agicar, nota-se que de uma forma geral a distribui¢do entre os
clados € similar, com maior quantidade de sequéncias nos clados Va e Vb. Essa
informacdo € relevante uma vez que o clado Va contém o grupo relacionado a
incorporagdo dos 4cidos hidroxicindmicos. Considerando que parte das enzimas desse
grupo, bem como as do clado Vb estdo relacionadas com a sintese da parede celular,
esperava-se que de fato os genes do clado Va e Vb fossem expressos em todos os tecidos
analisados (folha, entren6é e raiz), como foi encontrado. Destacam-se os padrdes de
distribuicdo entre os clados nos transcritos de raiz e entrend. No banco de RNA-seq
proveniente de raiz apenas um transcrito pertence ao clado la enquanto os demais
pertencem ao clado Va e Vb. Outro aspecto interessante € que no banco de RNA-seq de
entrend, foram identificados mais transcritos no clado Vb (21), que contém enzimas
relacionadas com a sintese de lignina, que provavelmente sdo expressas no colmo em

lignificacdo.
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Figura 12 — Distribui¢@o entre os clados filogenéticos das sequéncias BAHD identificadas
no genoma das espécies e nos bancos gendmicos, de sequéncias expressas € transcritos de

cana-de-agucar.
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Fonte: Autoria Prépria.
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Como o foco deste trabalho sdo as enzimas BAHD relacionadas com a biossintese
dos 4cidos hidroxicinamicos na parede celular de gramineas, uma andlise mais detalhada
foi feita apenas com o clado que contém as proteinas identificadas na literatura com essa
funcdo. Mitchell et al. (2007) inicialmente identificaram esse grupo, com 12 proteinas em
arroz, e Bartley ef al. (2013) ampliaram a andlise identificando 20 proteinas em arroz e
verificaram que esse clado se subdivide em dois: Um contendo OsAtl a OsAt10 (grupo A)
e outro OsAtll a OsAr20 (grupo B). Até o presente momento, todas as enzimas
caracterizadas funcionalmente relacionadas com os 4cidos hidroxicindmicos pertencem ao
primeiro grupo (Tabela 7). Ademais, no grupo B, a expressao de poucos genes de arroz foi
confirmada. Nas andlises filogenéticas de toda a familia BAHD, inferidas pelo método da
maxima verossimilhanca, verificou-se que poucas proteinas das demais gramineas
pertencem ao grupo B. Dessa forma, foi representada uma filogenia construida a partir das
proteinas preditas do genoma de cada uma das espécies analisadas, pertencentes ao grupo
A do clado de Mitchell (Figura 13). No caso de cana-de-agicar, foi escolhido um
representante (Unigene) do cluster de grupos ortdlogos (COG, Cluster of Orthologous
Groups). Alguns unigenes do clado analisado foram encontrados apenas em bancos
transcriptdmicos ou de sequéncias expressas. De fato, os genomas disponibilizados
recentemente ainda nio representam a totalidade de genes de cana-de-agucar, de forma que
o uso de diferentes bancos de RNA-seq amplia a robustez das andlises nesta espécie.
Entdo, nestes casos, foi representado o transcrito cuja sequéncia fosse mais completa,

quando comparada com o ort6logo em sorgo.
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Figura 13 - Anélise filogenética do clado A de Mitchell das BAHD aciltransferases
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Legenda: A andlise foi conduzida nas espécies: Cana-de-agucar (verde), sorgo (vermelho), milho (amarelo),
arroz (azul-marinho), Brachypodium (azul claro) e Setaria (azul escuro), utilizando o método da méaxima
verossimilhanga, modelo JTT, no algoritmo PhyML 3.1 do software SeaView. O suporte da topologia

indicado em cada né foi calculado pelo método aLRT. Clados destacados com ramos coloridos contém
sequéncias ja caracterizadas.

Fonte: Autoria prépria.

No grupo A de Mitchell, existe apenas um representante de Arabidopsis

(At3g62160.1), identificado inicialmente como unico ortélogo de 12 genes de arroz
(MITCHELL et al., 2007). Por outro lado, vdrias proteinas das espécies de gramineas
analisadas neste trabalho foram identificadas neste clado, corroborando com os dados de
Bartley et al. (2013) de que esse grupo sofreu expansdo génica em gramineas relativo as
eudicotiledoneas (BARTLEY et al., 2013). Ademais, é possivel observar em todos os
clados que as sequéncias de cana-de-agucar sdo mais proéximas evolutivamente das de

sorgo e milho, seguida das de setaria, enquanto Brachypodium e arroz formam um grupo

separado, concordando com a relacao filogenética entre as espécies.
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Na filogenia, é possivel identificar subclados contendo enzimas ja caracterizadas
funcionalmente em gramineas. Os subclado contendo BdAtl, recentemente caracterizado
com provavel fun¢do de incorporagao de FA a hemicelulose (BUANAFINA et al., 2016),
foi destacado em vermelho. Nota-se que houve duplicacdo génica em milho. O grupo A2,
homdlogo de Atl, apresentou um representante de cada espécie. Ainda ndo se sabe se ha
redundancia funcional de Az2 e Atl.

Também foi identificado o grupo contendo OsPMT, ZmpCAT e BdPMT,
relacionados com a incorporagdo de pCA na lignina (clado em azul). Arroz possui dois
pardlogos nesse clado, OsAt4 (PMT) e OsAt3, sendo que apenas o primeiro foi
caracterizado funcionalmente, de forma que ainda ndo foi verificado se hd redundancia
funcional. Nota-se também que houve duplicagdo em Setaria, com trés sequéncias neste
grupo. Sorgo apresentou apenas um representante. As proteinas ja caracterizadas
funcionalmente desse grupo possuem nomenclaturas distintas (PMT ou At4 e pCAT). Neste
trabalho, as sequéncias de cana-de-acicar identificadas foram denominadas ScA#4,
seguindo a nomenclatura das sequéncias utilizada por Bartley et al. (2013).

O subclado que contém OsAt?5, recentemente identificado como responsdvel pela
incorporac¢do de FA ao monolignol (KARLEN et al., 2016), foi destacado em rosa. Nessa
andlise, ndo foram encontradas sequéncias genOmicas, entretanto foram identificados
transcritos no entreno e raiz.

O subclado contendo OsAtI0, relacionado com a incorporacdo de pCA a
hemicelulose (BARTLEY et al., 2013), foi representado em laranja. Cada espécie de
graminea contém apenas um representante de At/0. O grupo At9, cuja funcdo foi
recentemente descrita como associada a incorporacdo de FA a hemicelulose em Setaria e
cana-de-acticar (DE SOUZA et al., 2018, 2019), foi destacado em verde e também
apresentou um representante de cada espécie.

Ja para o grupo de genes At6 e At7, ainda ndo existem estudos que atribuam uma
funcdo especifica. Embora em estudos com arroz o silenciamento conjunto de OsAt6 a
OsAt10 tenha levado a diminui¢do de FA e uma linhagem com alteracdo na expressao de
OsAt7 (activation tagged) tenha apresentado conteido modificado de FA (PISTON et al.,
2008; BARTLEY et al., 2014), em Brachypodium o silenciamento e superexperssao (35S)
de BdAt7 ndo resultou em alteracao no contetido de dcidos hidroxicinamicos na parede
celular (BUANAFINA et al., 2016). Na filogenia, € possivel observar que houve

duplicagdo génica em milho, com dois genes Az6 e dois At7, e em Brachypodium, com dois
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genes Ar6. E interessante observar que Setaria apresentou apenas uma sequéncia Af6,
sugerindo que durante a evolugdo essa espécie de graminea perdeu um representante A¢7. E
possivel que At6 e At7 apresentem a mesma funcdo, e em Setaria exista apenas um gene
para essa atividade. Em cana-de-agiicar novamente nao foi encontrada a sequéncia nos
genomas parciais, mas nos transcriptomas de plantula, entrend e raiz.

Para as sequéncias At8, foi sugerido recentemente que BdAt8 ou BdPMT2
(Bradilg36980) tenha também papel na incorporacdo de pCA na lignina (LAPIERRE et
al., 2016), entretanto mais estudos de caracteriza¢do funcional desse gene sdo requeridos.
Na filogenia, nota-se que houve duplicacdo génica em Brachypodium, e ainda nao foi
verificado se a sequéncia Bradi5g15600 pode também estar relacionada com a atividade

PMT.

5.2 ANALISE DE EXPRESSAO IN SILICO DOS GENES DE CANA-DE-ACUCAR DO
GRUPO A DE MITCHELL EM DIFERENTES TECIDOS

Para analisar a expressdo dos genes ScAtl a ScAt10 em diferentes tecidos de cana-
de-acgucar, os dados de abundancia dos transcritos provenientes das andlises de RNA-seq e
da quantidade de sequéncias expressas em cada biblioteca do SUCEST fornecidos pelos
colaboradores foram agrupados (clusterizados) e comparados por meio de heatmaps

(Figura 14).
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Figura 14 — Andlise in silico do padrao de expressdo dos genes ScAtl a ScAt10 em

diferentes transcriptomas.
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Legenda: A- Dados de expressdo do SUCEST (VETTORE et al., 2003). B- Expressao dos transcritos em folha
das variedades IAC-SP96-3046, SP81-3250, SP80-3280, RB83-5486, RB92-5345, IAC-SP95-3018
(CARDOSO-SILVA et al., 2014). C- Expressdo de transcritos em entrends das variedades TAC-SP04627
(maior lignina) e IAC-SP04065 (menor lignina), com conteido contrastante de lignina (VICENTINI et al.,
2015). D- Expressdo em quatro regides diferentes de raiz (S1 a S4) (PIOVEZANI, 2017). A andlise foi feita no
software R a partir dos dados de expressdo fornecidos pelos colaboradores Dr. Renato Vicentini e Dr. Marcos
Silveira Buckeridge. Foi feito agrupamento hierdrquico pelo método euclidiano e distdncia completa.

Fonte: Autoria Prépria.

Nesta andlise, os dados de expressdo de cada biblioteca do SUCEST foram
agrupados por tecido (entrend, folha, raiz, inflorescéncia, meristemas (apical e lateral),
sementes e calo), e o agrupamento hierdrquico foi feito somente entre as diferentes

sequéncias, o que permitiu visualizar o padrdo de expressdo dos genes analisados nos
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tecidos (Figura 9A), e comparar com o padrdo de expressio em folha e entrend nas
distintas variedades (Figura 9B), bem como o de raiz nas distintas regides (Figura 9C).

Um aspecto relevante € que os genes ScAtl e ScAt9 agruparam em todos os
bancos, indicando padrao de expressao elevado e similar nos tecidos analisados. Esse perfil
sugere co-expressdo desses genes em alguns tecidos, indicando que podem ter fungdo
similar ou relacionada. Isso corrobora com o possivel papel de ScAtl na incorporagdo de
FA a hemicelulose (BUANAFINA, 2016), o mesmo ji demonstrado para ScAt9 (DE
SOUZA et al., 2019).

Adicionalmente, o gene ScAr6 foi altamente expresso apenas em raiz, verificado
tanto nos dados de RNA-seq como nas bibliotecas do SUCEST, enquanto o homdélogo
ScAt7 fol mais expresso em entrend e pouco em folha. Essa informacdo suporta a hipotese
de que ScAr6 poderia ser funcional em raiz, o que precisaria ser verificado em estudos de
caracterizacdo funcional desses genes.

Para o gene ScAt10, notou-se niveis baixos de expressao no entrend, um pouco
maior no cultivar com maior quantidade de lignina, e expressdo apenas em inflorescéncia
da biblioteca do SUCEST. Os niveis baixos de expressdo suportam a funcdo de
incorporacdo de pCA a hemicelulose, encontrada para o ortélogo em arroz OsAtrl0
(BARTLEY et al., 2013), uma vez que a maior parte do pCA das gramineas encontra-se
ligado a lignina (HATFIELD et al., 2009; LU; RALPH, 1998).

A analise dos heatmaps demonstrou que o gene ScAt4 foi altamente expresso em
folha, raiz e entrend, esse ultimo verificado tanto pelo RNA-seq como nas bibliotecas de
colmo do SUCEST. Nos dados de RNA-seq de entrend, também foi verificado maior
expressdo na variedade que contém mais lignina. Assim, os dados de expressdo
corroboram com o possivel papel de ScA#4 na sintese de lignina, de incorporacdo de pCA
ao monolignol, j4 identificada nos ortélogos OsPMT, BAPMT e ZmpCAT. Ademais, uma
observacado interessante é que os genes ScAtS agruparam com ScA#4 em quase todos 0s
heatmaps, e também apresentaram maior nivel de expressio na variedade com maior
quantidade de lignina. Esse dado corrobora com a possibilidade dos genes ScAr8 também
possuirem atividade p-cumarato monolignol transferase, sugerida pelo estudo em

Brachypodium (LAPIERRE et al., 2016).
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5.3 ANALISE DE EXPRESSAO DOS GENES DE CANA-DE-ACUCAR DO GRUPO A
DE MITCHELL AO LONGO DO DESENVOLVIMENTO DO COLMO DE HIBRIDOS
CONTRASTANTES

Uma analise mais refinada de expressdo por PCR em tempo real (RT-qPCR) foi
feita para o grupo de genes de Mitchel identificados em cana-de-actcar, em dois hibridos
com teor de 4cidos hidroxicinamicos distintos, H89 (1.1% FA e 3.9% pCA) e H321 (1.4%
FA e 6.8% pCA) (MASARIN et al., 2011) , e em diferentes estdgios de desenvolvimento
do colmo. Foram analisados entrends representando estdgios progressivos de
desenvolvimento (1,5,11) separados em cértex e medula. Com isso, objetivou-se encontrar
padrdes de expressdo que pudessem fornecer indicios da potencial relagdo de cada um
desses genes com a incorporacdo dos dcidos hidroxicindmicos na hemicelulose ou lignina.
Os resultados de expressdo normalizados pelo gene de referéncia foram agrupados

(clusteirzados) em um heatmap (Figura 15)

Figura 15 — Andlise do padrao de expressao por RT-qPCR dos genes ScAtl a ScAt10 em
diferentes tecidos de hibridos de cana-de-agicar H89 e H321
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Legenda: Dados de expressdo normalizados com o gene de referéncia ( ACt equivalente, corrigido pela
eficiéncia dos iniciadores) e convertidos para uma escala de 0 a 10. Os valores foram agrupados
hierarquicamente pelo método euclidiano e distdncia completa. A- Valores para os entrends dos hibridos H89 e
H321, separados em cortex e medula. EC1, EC5 e EC9 representam os valores do cértex dos entrends 1,5 e 9
respectivamente. EM1, EM5 e EMO representam os valores da medula dos entrends 1,5 e 9, respectivamente.

B- Expressdo em folha jovem de dois individuos do hibrido HS§9(H89.1 e H89.3)
Fonte: Autoria Prépria.
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Corroborando com a andlise in silico dos dados de RNA-seq e sequéncias
expressas (item 5.2), os genes ScAtl, ScAt4 e ScAt9 apresentaram altos niveis de
expressdo. Em uma andlise por RT-qPCR em Brachypodium, os homdlogos desses 3 genes
(BdAtl, BdAt4 e BdAt9) também foram os mais expressos em diferentes tecidos em
distintos estdgios de desenvolvimento (MOLINARI et al., 2013). Esses resultados
condizem com o envolvimento desses genes identificados nas principais atividades de
incorporagdo dos 4cidos hidroxicinamicos na parede celular, a de ligacdo de pCA a lignina
(At4) e FA a GAX (Atl e At9). Ainda confirmando a anélise in silico, os genes ScAtl e
ScAt9 também agruparam no heatmap, fornecendo mais um indicativo de que ambos estdao
relacionados com a incorporaciao de FA a hemicelulose.

Ja os niveis de expressdo de ScAt10 e ScAt5 ndo foram detectdveis, em contraste
com o encontrado na andlise de RNA-seq do entrend de cultivares de cana (Figura 14,
secdo 5.2), em que houveram niveis baixos de expressdao. Como esses genes nao foram
expressos no entrend, foi feita uma andlise de expressao em folha do H89 (Figura, B ).
Nessa analise em folha, ScAt10 e ScAt5 foram expressos. Novamente, houve contraste com
as andlises de RNA-seq de folha, que ndo detectaram expressdo desses genes.
Provavelmente, esse contraste ocorreu porque, embora ambas as andlises tenham sido
executadas em folha, os estdgios de desenvolvimento da planta eram distintos (folha adulta
e folha jovem). Dessa forma, nota-se que os niveis de expressdao de ScAt10 e ScAt5 sdo
baixos e detectaveis apenas em tecidos e estdgios especificos. Esse padrao condiz com a

suposta fungcdo de ScAtl0 de incorporacdo de pCA a hemicelulose, ji que € baixa a

o

abundancia desse tipo de ligacdo dos acidos hidroxicinamicos, predominando a ligacao
lignina. Ademais, justamente nos tecidos jovens de folha, menos lignificados, que se
espera que a maior parte do pCA esteja incorporado a hemicelulose (BARTLEY et al.,
2013). A baixa expressdo de ScAt5 também € condizente com a provavel fungdo de
incorporagdo de FA éster a lignina, j4 que muito pouco FA-monolignol foi detectado em
gramineas (KARLEN et al., 2016).

Para melhor visualizar a tendéncia de expressdo de cada gene nos diferentes
tecidos e hibridos, os niveis relativos ao gene de referéncia foram representados no grafico
de dispersdo (Figura 17). A andlise estatistica comparativa ao longo do desenvolvimento

do entrend, entre cortex e medula, e entre os hibridos foi representada (Tabela 11).
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Tabela 11— Andlise estatistica dos dados de expressdao dos genes ScAtl a ScAtl10 por RT-
qPCR em diferentes tecidos de colmo dos hibridos H321 e H89

Tecido ScAtl ScAr2 ScAt4 ScAt6 ScAt7 ScAtS ScAt9
H321EC1 2.136%Y" 7.860 1" 1.318 ! 4327%1 4037V 53810 1.586%1°
H321EC5 1.530%! 7.2623%! 287122 5.693%1  6210%" 7.008 %% 224722
H321EC9 2.478 &L* 7.043 %! 559923 6487%' 7.001%' 7.016%* 4.556%2
H321EM1 4.191>V* 82781 2902 2L"  8.050%% 6.400 ™" 7.969 >1.* 4229 bL*
H321EM5 3.968 %! 8.853%! 4453b12 63973l 656120 7.709%! 4.554 %!
H321EM9 3.533 L% 725731 55072>" 9765 6.879 " 7.520%L" 4.576%!

HS9EC1 0.943 " 2.938aL" 0208 ' 1.6243! 1.1223" 4.033 %" 0.666 "
HS89EC5 3.669 %! 6.061%! 4.199 ! 5290 4.811% 4819 3.270%!
HS9EC9 4.003 »* 5.8713! 33623L° 474431 54922 49851 3.118%!
HS9EM1 1.4543L* 353420 1.071%Y 267920 3.625%L" 1.982b51" 1,093 aL"
HS9EMS5 1.1343! 4310%! 3.54222 4.840>" 331531 377931 1366 3!
HS9EMO9 2.083 %L 6.089 %! 3255%%" 51863 4.328 %" 4758 1" 2.420%!
Notas: Valores de ACt para os entrends dos hibridos H89 e H321, separados em cértex e medula. EC1, ECS e

EC9 representam os valores do cortex dos entrends 1,5 e 9 respectivamente.

EMI1, EM5 e EM9 representam os valores da medula dos entrends 1,5 e 9, respectivamente. Os hibridos

foram indicados pelo prefixo H89 ou H321.

Valores com a mesma letra ndo foram significativamente distintos na comparacio entre o cortex e

medula do mesmo entrend, do mesmo hibrido, e.g EC1 contra EM1 (teste T p<0.05).

Valores com o mesmo nimero nio foram significativamente distintos na comparagéo entre cortex dos

entrends 1,5,9, ou medula 1,5,9 (ANOVA seguida de teste post-hoc de Tukey, p<0.05). Valores com

asterisco foram significativamente distintos na comparagcdo do mesmo tecido, entre os dois hibridos

(teste T, p<0.05).
Fonte: Autoria prépria.
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Figura 17 — Andlise da tendéncia de expressdao por RT-qPCR dos genes ScAtl a ScAt10 s

ao longo do desenvolvimento do colmo dos hibridos de cana-de-acgticar H89 e H321
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Legenda: Dados de expressdo normalizados com o gene de referéncia (Valor de negativo ACt). Valores para os
entrends dos hibridos H89 e H321, separados em cértex e medula. EC1, EC5 e EC9 representam os valores do
cortex dos entrends 1,5 e 9 respectivamente. EM1, EMS e EM9 representam os valores da medula dos entrends
1,5 e 9, respectivamente. Os hibridos foram indicados pelo prefixo H89 ou H321.

Fonte: Autoria Prépria.
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Observou-se que, em muitos casos, o padrdio de expressio ndo foi
significativamente distinto, a ponto de indicar uma 6bvia correlagdo entre tecido ou hibrido
(Figura 17, Tabela 11). De qualquer forma, vdrios genes apresentaram maior expressao no
cortex do entrend 1 (A4, At6, At7, At e At9), mais jovem. Molinari et al., 2013
encontraram padrdo similar em uma andlise também por RT-qPCR em Brachypodium. O
gene BdAt4 foi mais expresso no entrend mais jovem em plantas ja na fase reprodutiva.
Analisando a planta toda, os genes BdAt4 e BdAt9 também foram mais expressos no inicio
da fase vegetativa, do que nos estdgios mais avancados da fase vegetativa (MOLINARI et
al., 2013). Em uma andlise também em cana-de-aguicar, por RT-qPCR, Souza et al., 2019
encontraram maiores niveis de expressdo para ScAr9 em tecidos foliares jovens do que em
maduros (DE SOUZA et al., 2019). Dessa forma, a expressdo desses genes parece ser
maior no inicio do desenvolvimento, sugerindo que tanto os genes com atividade na lignina
como os com atividade na hemicelulose sdo expressos antes da lignificacdo.

Notou-se que o gene ScAtl foi mais expresso no cortex do que na medula do
hibrido 321. Porém, no hibrido H89, ndao houveram diferencas entre cortex e medula.
Ademais, os niveis na medula de H89 foram maiores do que na medula do H321. Isso pode
significar que ha diferenca na forma como esses genes sdo regulados, e isso pode estar
relacionado a diferenga fenotipica entre os dois hibridos.

De uma forma geral, ndo foram observadas muitas diferengas significativas nos
valores de expressdo dos genes do clado de Mitchell entre H89 e H321. E possivel que a
diferenca entre a composi¢do de 4cidos hidroxicindmicos dos dois hibridos ndo tenha sido
grande o suficiente a ponto de revelar padrdes contrastantes na expressdao génica.
Entretanto, alguns genes apresentaram mais expressao na medula e no cértex 1 do H89 do
que no H321 (ScAtl, ScAt7, ScAt8 e ScAt9). Isso ndo era esperado, considerando que o teor
de acidos hidroxicindmicos € maior no H321. Porém, € possivel que os genes sejam
regulados de forma diferente nos dois hibridos, o que levou ao padriao observado. Ademais,
outra possibilidade é que embora os genes do clado de Mitchell sejam mais expressos no
H89, exista uma limita¢do de substrato para esses genes (FA e pCA), devido ao fato de que
esse hibrido possui menor teor de lignina do que H321(16.8g/100g para o H89 contra 20.2
g/100g para o H321) (MASARIN et al., 2011). Assim, os genes da via de sintese dos
monolignois podem ser menos expressos resultando em uma menor disponibilidade de

acidos ferulico e p-cumadrico.
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De todos os genes no clado de Mitchell, ScAt#4 e ScAt10 foram selecionados para
posterior caracterizacdo funcional em linhagens da planta modelo milho (Zea mays),
devido ao seu potencial em aplicacdes para diminui¢do da recalcitrancia da biomassa e
porque os padrdes de expressao detectados tanto nas andlises in silico como por RT-qPCR
condizem com o suposto papel na incorporacdo de pCA na lignina e na hemicelulose,

respectivamente. Ademais, nenhum desses genes foi estudado em cana-de-agucar.

5.4 CLONAGEM DOS GENES DE BIOSSINTESE DE pCA NOS VETORES DE
SUPER-EXPRESSAO (Ox) E SILENCIAMENTO GENICO (RNAi)

As sequéncias codificantes (CDS) de ScAt10 e ScAt4, potencialmente envolvidas
com a incorporacdo de pCA a hemicelulose e lignina, respectivamente, foram selecionadas
para clonagem em vetores de super-expressao e silenciamento usando o sistema gateway
(Invitrogen®), para posterior investigacdo do papel desses genes de cana-de-acticar na
parede celular.

Inicialmente, os produtos de PCR possuindo as extremidades recombinantes attB
foram inseridos no plasmideo pDONR221, gerando os vetores de entrada denominados
PDONR:RNAi:At10, pDONR:RNAi:At4, pDONR:Ox:ScAt10 e pDONR:Ox:ScAt4, (Anexo
A).

A fim de confirmar os vetores clonados, foi feita digestdo com enzima de
restricdo. Inicialmente, as sequéncias desses vetores foram analisadas no software
Snapgene para identificacdo dos sitios de restri¢ao e predicdo do padrao de bandas obtido
para a digestdo com as enzimas selecionadas. Esse padrdo foi comparado com o observado
apos o ensaio de digestdo dos vetores pDONR:RNAi:ScAt10 e pDONR:RNAi:ScAt4 com
Pvul (Figura 18); pDONR:Ox:ScAt10 com Kpnl (Figura 19) e pDONR:Ox:ScAt4 com
dupla digestdo Kpnl e Pvull (Figura 20).
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Figura 18 — Confirmacdo dos vetores de entrada pDONR:RNAi:ScAt10 e
PDONR:RNAi:ScAt4 por digestdo com a enzima de restricao Pvul
Padrio esperado Controle vetor PDONR:RNAI:ScAt10 e
PDONR 221 PDONR:RNAI:ScAt4
s 2
N s §
(9) > Q Q)
kb > g < g g

4761pb
4000

3000

Tamanho dos 4. 300

4.0 ~2710pb
fragmentos: 3.0

1: pDONR221 1.5—
1.4761pb

2: pDONR:RNAI:At10
1.2710bp 2x0.5—

3.pDONR:RNAi:At4
1.2709pb

Legenda: Da esq. para dir: Padrdo de bandas esperado pela andlise das sequéncias no software Snapgene,
resultado da digestdo do vetor pDONR22] e resultado da digestdo dos vetores pDONR:RNAi:ScAtl0 e
pDONR:RNAi:ScAt4. MW — Marcador de peso molecular, 1000kb (Neb®). A andlise do padrio de bandas foi
conduzida em gel de agarose 0,8% com corante Unisafe dye® (Uniscience). As imagens foram capturadas
utilizando transiluminador.

Fonte: Autoria prépria.

Figura 19 — Confirmacdo dos vetores de entrada pDONR:Ox:Sc:At10 por digestdo com

enzima de restricdo Kpnl

Padrao esperado Controle vetor pDONR 221 PDONR:Ox:ScAt10
R &
O L A
% S S
S ~ g 2
& & & g 9
NS & & &
$$ s 3 s & ¢
o o § B s 9 § 9 s

3909pb
- 400
3909 pb 300

Tamanho dos
fragmentos

1: pPDONR221
ndo corta 2x0.5—

2: pDONR:Ox:ScAt10
3909 pb

Legenda:Da esq. para dir: Padrdo de banda esperado pela andlise das sequéncias no software Snapgene,
resultado da digestdo do vetor pDONR22] e resultado da digestdo dos vetores de duas coldnias distintas
(pDONR:Ox:ScAtl0 1 e 2). MW — Marcador de peso molecular, 1kb (Neb®) e MW.1- Marcador de peso
molecular, 1Kb (Invitrogen™). A analise do padrio de bandas foi conduzida em gel de agarose 0,8% com
corante Unisafe dye® (Uniscience). As imagens foram capturadas utilizando transiluminador.

Fonte: Autoria prépria.
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Figura 20 — Confirmacao dos vetores de entrada pDONR:Ox:ScAt4 por dupla digestdo com

as enzimas de restricdo Kpnl e Pvull

Controle vetor PDONR:Ox:ScAt4
PDONR 221

Padrdao esperado

Tamanho dos

fragmentos:
3000

2000
1500

1000

3000
2000
1500

1000

1: pDONR221
1.2217 pb
2.1942pb
3.602pb

500 500

2: pDONR:Ox:ScAt4
1.1942bp
2.1222bp
3.682pb

Legenda: Da esq. para dir: Padrdo de bandas esperado pela andlise das sequéncias no software Snapgene,
resultado da dupla digestdo do vetor pDONR221 com Kpnl e Pvull e resultado da digestdo dos vetores
provenientes de quatro colonias distintas (pDONR:Ox:ScAt4 1, 2). MW — Marcador de peso molecular,
1000kb (Neb®) A anélise do padrio de bandas foi conduzida em gel de agarose 0,8% com corante brometo
de etideo. As imagens foram capturadas utilizando transiluminador.

Fonte: Autoria prépria.

Para os vetores pDONR:RNAi:ScAt10 e pDONR:RNAi:ScAt4, o padrao obtido
indicou que de fato houve insercdo dos fragmentos de RNAi, com cerca de 160 pb, gerando
um vetor menor que o pDONR22I, com aproximadamente 2.760 pb (Figura 18).
Observou-se também para os vetores pDONR:Ox:ScAt10 e pDONR:OxScAt4, que o padrdo
de bandas correspondeu ao esperado, confirmando a clonagem (Figuras 19 e 20).

Adicionalmente, todos os vetores de entrada foram confirmados por
sequenciamento.

Apo6s a confirmacdo, os vetores foram recombinados com os vetores de destino,
obtendo as construgdes finais pzp221b:RNAi:At4, pzp221b:RNAI:At10,
pzp221b:0x:ScAt10 e pzp221b:0x:ScAt4 (Anexo B). Para confirmar a insercdo das
sequéncias, os vetores pzp221b:RNAi:At4, pzp221b:RNAi:Atl10 e pzp221b:0x:ScAtl0

foram inicialmente submetidos a digestdio com Kpnl (Figuras 21 e 22). O vetor

pzp221b:0x:ScAt4 foi digerido com Pvull (Figura 23)
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destino  pzp221b:RNAi:ScAtl0 e

Confirmacdo dos vetores de

Figura 21 -
pzp221b:RNAi:ScAt4 por digestdo com a enzima de restricao Kpnl
. pzp221b:RNAI:ScAt10 e
Padrao esperado Controle ) -
p2p221b:RNAI pzp221b:RNAI:ScAt4

Tamanho dos

fragmentos:

1: pzp221bRNAI
1.9130bp
2.4526 bp
3.1833bp

2: pzp221b:RNAI:SCAt10
1.9130bp
2.1833bp
3.1548bp

3: pzp221b:RNAI:ScAt4
1.9130bp
2.1833bp
3.1402bp
4.86 bp
5.58 bp

Legenda: Da esq. para dir: Padrao de bandas esperado pela andlise das sequéncias no software Snapgene,

resultado da digestdao do vetor pzp221b:RNAi e resultado da digestdo dos vetores provenientes de duas

coldnias distintas (pDONR:RNAi:ScAt10 1 e 2, pDONR:RNAi:ScAt4 1 e 2). MW — Marcador de peso

molecular, 1000 kb (Neb®). A analise do padrio de bandas foi conduzida em gel de agarose 0,8% com
corante Unisafe dye® (Uniscience). As imagens foram capturadas utilizando transiluminador.

Fonte: Autoria prépria.

Figura 22 - Confirmacdo dos vetores de destino pzp221b:0x:ScAtl10 por digestdo com a

enzima de restricdo Kpnl
Controle vetor pzp221b:0x:ScAt10
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pzp221b:0x

~ é\l
S

T X
¥ X
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g ¢
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Tamanho dos

fragmentos:

1: pzp221b:0x
1.7139bp
2.5640bp

2: pzp221b:0x:ScAt10
1.7139bp
2.3169bp
3.2181bp

Legenda: Da esq. para dir: Padrdo de bandas esperado pela andlise das sequéncias no software Snapgene,
resultado da digestdao do vetor pzp221b:Ox e resultado da digestdo dos vetores provenientes de duas coldnias
distintas (pDONR:Ox:ScAt10 1 e 2). MW — Marcador de peso molecular, 1000kb (Neb®). A anélise do
padrio de bandas foi conduzida em gel de agarose 0,8% com corante Unisafe dye® (Uniscience). As imagens

foram capturadas utilizando transiluminador.
Fonte: Autoria prépria.
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Figura 23 — Confirmacdo dos vetores de destino pzp221b:0x:ScAt4 por digestdo com a
enzima de restricao Pvull

Padrao esperado Controle vetor pPzp221b:0x:ScAt4
pPzp221b:0x

)
5
Y
s &
S ]
Tamanho dos
fragmentos:

1: pzp221b:0X
1.7027bp
2.2536 bp
3. 1865 bp
4.1351bp

2: pzp221b:0Ox:ScAt4
1.7027 bp
2.4048bp
3.1351bp

Legenda: Da esq. para dir: Padrdo de bandas esperado pela andlise das sequéncias no software Snapgene,
resultado da dupla digestdo do vetor pDONR221 com Kpnl e Pvull e resultado da digestdo dos vetores
provenientes de quatro colonias distintas (pDONR:Ox:ScAt4 1, 2). MW — Marcador de peso molecular,
1000kb (Neb®) A andlise do padrio de bandas foi conduzida em gel de agarose 0,8% com corante brometo
de etideo. As imagens foram capturadas utilizando transiluminador.

Fonte: Autoria prépria.

Para a digestao com Kpnl e Pvull o padrio de bandas correspondeu exatamente ao
esperado para todos os vetores analisados, confirmando a inser¢ao dos fragmentos. Para os
vetores de silenciamento, o padrio de bandas confirma que as sequéncias RNAi:At4 e
RNAi:At10 foram inseridas nos dois pontos de recombinacdo, o que é fundamental para o
posterior efeito de silenciamento do gene na planta.

Adicionalmente, todos os vetores também foram confirmados por digestdo com
BamHI (Figuras 24, 25 e 26). Para as construgdes de silenciamento, o padrdo de bandas
apos digestdo com BamHI do vetor vazio pzp221b:RNAi também foi comparado com o
obtido experimentalmente pelo colaborador PhD. David Rancour (USDA) (MARITA et al.,
2014), um dos pesquisadores que participou da constru¢ao dos vetores pzp221b RNAi e Ox
utilizados neste trabalho (Figura 24).
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dos vetores de destino pzp221b:RNAi:ScAtl0 e

Figura 24 - Confirmacio
pzp221b:RNAiI:ScAt4 por digestdo com a enzima de restricdo BamHI
Padrao Controle vetor pzp221b:RNAI:ScAt10 e
esperado pPzp221b:RNAi pzp221b:RNAI:ScAt4

Tamanho dos
fragmentos
1: pzp:221b:RNAi
1.10,960 bp
2.1780bp
3.846 bp
4.703bp
5.703bp
6.262bp
7.235bp

2: pzp221b:RNAI:ScAt10
1.10,960 bp
2.1229bp
3.322bp

3: pzp221b:RNA;:ScAt4
1.10,960 bp
2.1228bp
3.321bp

Legenda: Da esq. para dir: Padrdo de bandas esperado pela andlise das sequéncias no software Snapgene,
resultado da digestdo do vetor Pzp221b:RNAi realizada pelo colaborador Dr. David Rancour, resultado da
digestdo do vetor pzp221b:RNAi deste trabalho, e resultado da digestdo dos vetores provenientes de duas
colonias distintas (pDONR:RNAi:ScAti0 1 e 2, pDONR:RNAi:ScAt4 1 e 2 ). MW — Marcador de peso
molecular, 1000kb (Neb®). A andlise do padrdo de bandas foi conduzida em gel de agarose 0,8% com
corante Unisafe dye® (Uniscience). As imagens foram capturadas utilizando transiluminador.

Fonte: Autoria prépria e colaboradores.

Figura 25 - Confirmacdo dos vetores de destino pzp221b:0x:ScAtl10 por digestdo com a
enzima de restricado BamHI

pzp221b:0x:ScAt10

Padrao esperado Controle vetor
S pzp221b:0x
N ~ Q"
S S S
¢ 55
g9 s &
8 g g ¢
AR N < <
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Tamanho dos
fragmentos
1: pzp221b:0x

1. 8965 bp
2.2034 bp
3.846 bp
4.703bp
5.231bp

2: pzp221b:0Ox:ScAt10
1. 8965 bp
2.2034bp
3.1490bp

Legenda: Da esq. para dir: Padrdo de bandas esperado pela andlise das sequéncias no software Snapgene,
resultado da digestdo do vetor pzp221b:Ox e resultado da digestdo dos vetores provenientes de duas coldnias
distintas (pDONR:Ox:ScAt10 1 e 2). MW — Marcador de peso molecular, 1000 kb (Neb®). A andlise do
padrio de bandas foi conduzida em gel de agarose 0,8% com corante Unisafe dye® (Uniscience). As imagens
foram capturadas utilizando transiluminador.

Fonte: Autoria propria.
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Figura 26 - Confirmacdo dos vetores de destino pzp221b:0x:ScAt4 por digestio com a

enzima de restricdo BamHI

Padrio esperado Controle vetor pzp221b:0x:ScAt4
pzp221b:0x

Tamanho dos
fragmentos

1: pzp221b:0x

1. 8965 bp

2.2034 bp

3.846 bp

4.703 bp

5.231bp

2: pzp221b:Ox:ScAt4
1. 8965 bp
2.2034 bp
3. 1490 bp

Legenda: Da esq. para dir: Padrao de bandas esperado pela andlise das sequéncias no software Snapgene,
resultado da digestao do vetor pzp221b:Ox e resultado da digestdo dos vetores provenientes de duas colonias
distintas (pzp221b:0x:ScAt4 1 e 2). MW — Marcador de peso molecular, 1 kb (Neb®). A anélise do padrio de
bandas foi conduzida em gel de agarose 0.8% corado com brometo de etideo. As imagens foram capturadas
utilizando transiluminador.

Fonte: Autoria prépria.

Para o vetor pzp221b:RNAi, notou-se que o padrdo diferiu do esperado pela
analise da sequéncia no snapgene. Uma banda que deveria possuir entre 1,5 € 2,0 kb (1.780
pb), apresentou tamanho entre 1,0 e 1,5 kb. Entretanto, no resultado obtido pelo
colaborador PhD David Rancour, notou-se que o mesmo padrio deste trabalho foi
encontrado (Figura 24). Provavelmente, existe alguma diferenca na sequéncia do vetor
nessa regido, entre o arquivo que foi fornecido pelo colaborador e a sequéncia real do
vetor. O fato de este trabalho ter obtido o mesmo resultado que o do PhD David Rancour
demonstra que o vetor pzp221bRNAi utilizado corresponde corretamente ao que foi
enviado pelos colaboradores. Analisando o mapa desses plasmideos, nota-se que essa
sequéncia com tamanho distinto estd na parte que foi recombinada, de forma que isso nao
influenciou na andlise do padrdo obtido para a digestdo dos vetores finais clonados. Os
fragmentos obtidos apds a digestdio de pzp221b:RNAi:At4 e pzp221b:RNAi:Atl0
confirmam a inser¢do das sequéncias nos plasmideos, suportando que a recombinagio
ocorreu corretamente nos dois pontos necessarios. J4 o padrao dos vetores pzp221b:0Ox,
pzp221b:0x:ScAtl0 e pzp221b:0x:ScAt4 correspondeu exatamente ao esperado,

confirmando a inser¢ao da sequéncia (Figuras 25 e 26).
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Todas as sequéncias dos vetores de destino foram confirmadas por

sequenciamento.

5.5 TRANSFORMACAO DAS CONSTRUCOES DE SUPER-EXPRESSAO E
SILENCIAMENTO EM LINHAGENS DA PLANTA MODELO ZEA MAYS

Os vetores de clonagem de super-expressdo e silenciamento foram enviados para
Plant Transformation Facillity (PTF) em lowa State University (IOWA STATE
UNIVERSITY, 2019), para transformagcdo na planta modelo Zea mays (milho). As
linhagens provenientes dos eventos de transformacdo com as construcdes de super-
expressao de ScAtr10 e ScAt4 foram denominadas A871 e A88S5, respectivamente. Ja as
linhagens de silenciamento de ScAr/0 e ScAt4 foram denominadas A872 e A873,
respectivamente. Foram obtidos 12 eventos de transformacdo independentes para A871 e

A873, 11 eventos para A872 e 20 eventos para A885.

5.6 CONFIRMACAO DA PRESENCA DO INSERTO POR GENOTIPAGEM DAS
LINHAGENS DE MILHO TRANSGENICAS

Conduziu-se a genotipagem por PCR das linhagens de milho, de maneira a
verificar a presenca do inserto nos transgénicos (Figura 27). Cada linhagem proveniente
de um evento independente de transformacdo recebeu um nome distinto, indicado na

Figura 27.
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Figura 27 - Genotipagem das linhagens A871 (Ox:ScAt10), A872 (Ox:ScAt4) A873
(At4:RNAi) e A885 (Ox:ScAt4) por PCR

Legenda: A — Andlise dos eventos A871 (Ox:ScAt10) B - Andlise dos eventos A872 (ScAt10:RNAi), exceto
A872 4b. C — Anilise dos eventos A873 (ScAr4:RNAi), exceto A873 1C. D — Andlise dos eventos A885
(Ox:ScAtd), exceto A885 11A. MM — Marcador de peso molecular, 100 pb (Neb®). A andlise do foi
conduzida em gel de agarose 3% corado com brometo de etideo. As imagens foram capturadas utilizando
transiluminador.

Fonte: Autoria prépria.

A maior parte dos transgénicos foi confirmado quanto a presenca do inserto,
exceto as linhagens A872-4B, A873-1C e A885-11A (Figura 25, B, C e D), as quais foram
consideradas “escapes” e utilizadas como controle nas andlises dos transgénicos. Também
foi verificado que os iniciadores foram de fato especificos para as sequéncias de cana-de-
acticar, uma vez que ndo houve amplificacdo a partir do DNA gendmico do milho

selvagem B73, usado como controle.

5.7 ANALISE DA EXPRESSAO GENICA DAS LINHAGENS DE MILHO
TRANSGENICAS POR RT-qgPCR

A andlise de expressdo de todas as linhagens transgénicas (A872, A873, A871 e
A885), foi feita para a base da primeira folha completamente desenvolvida acima do 6rgéo
reprodutor feminino (orelha), em uma tentativa de utilizar tecidos aproximadamente no
mesmo estdgio desenvolvimento, permitindo a comparacdo entre os niveis de expressao
das amostras transgénicas de cada constru¢do e selvagem.

Para as linhagens transgénicas de silenciamento A872 (ScAtl10:RNAi) e A873

(ScAt4:RNAi) foram verificados os niveis de expressao dos genes enddgenos ZmAtI0 e
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ZmAt4, respectivamente, por PCR em tempo real (RT-qPCR), a fim de observar se de fato
houve silenciamento desses genes pelo RNAi como esperado.

Na andlise de expressdo de ZmAt10 nas linhagens A872 (RNAi:ScAt10), ndo foi
possivel detectar expressdao nos eventos transgénicos, nem nos controles “escape”A872-4B
e selvagem B73. Assim, nesse estidgio foliar (ap6és o desenvolvimento dos Orgdos
reprodutivos), observou-se que o nivel de expressdao de ZmAtI0 era muito baixo para o
selvagem, de forma que ndo foi possivel detectar diferencas de expressdo decorrentes do
silenciamento nas plantas transgénicas A872. No entanto, foi levantada a hipétese de que o
gene fosse mais expresso em fases de desenvolvimento mais jovens, explicando os niveis
de pCA encontrados na hemicelulose de folha de milho, ainda que em pequenas
quantidades (LAPIERRE et al., 2018).

Para verificar em quais tecidos ou estagios de desenvolvimento ZmAtl0 era
expresso, inicialmente foi feita uma anélise utilizando a ferramenta Maize efp browser do
sitt Bar  utoronto  (The  Bio-Analytic  Resource  for  Plant  Biology,
http://bar.utoronto.ca/efp_maize/cgi-bin/efpWeb.cgi). ~Essa  ferramenta permite a
visualizac¢do dos niveis de expressao génica em diferentes tecidos de milho B73, baseados
nos dados de Atlas transcriptdmicos ja publicados. Utilizando o atlas de Hoopes et al.
(HOOPES et al., 2019), observou-se que ZmAt10 tem maiores niveis de expressao na ponta
da folha imatura, no estdgio de desenvolvimento V9 (Fase vegetativa com um total de 9
folhas completamente desenvolvidas com colar a partir da primeira folha verdadeira,
Figura). Alguns outros estdgios foliares também apresentaram expressdao de ZmAt10, ainda

que em menores niveis (Figura 28).
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Figura 28 - Andlise dos dados de expressdo de milho B73 provenientes do atlas de RNAseq

4. Folha_imatura_V9 -

Folha_13_VT 50
Folha_topo_V3 40
Folha_8_V9
Folha_11_V9 30
T Folha_13_V9
Pendao_meidtico_V18 20
%\Q 10

Legenda: Andlise conduzida utilizando a ferramenta Maize eFP Browser, do site BAR utoronto, utilizando
ZmAt10 como sonda para busca no atlas (Hoopes et al., 2018). Valores de expressdo em FPKM (Fragmentos
Por kilobase de transcrito por Milhdo de reads mapeados). Folha imatura corresponde a ponta da folha.
V3,V9 e V18 sdo os estiagios de desenvolvimento em que 3, 9 e 18 folhas estavam com colar completamente
desenvolvido, respectivamente. VT corresponde ao estdgio de transicdo do crescimento vegetativo para o
reprodutivo.

Fonte: Autoria prépria.

ApOs essa andlise inicial in silico, foi feita também uma andlise da expressao de
ZmAtl10 em milho selvagem por PCR em tempo real, utilizando a ponta de folhas na fase
vegetativa (folhas 9, 10 e 12, numeradas da base para o topo, estdgio V9). Foi encontrada
expressao na folha 9 (Figura 29), similar ao encontrado para analise in silico. No entanto,
esperava-se detectar alguma expressao na folha 11 por exemplo, ainda que em niveis mais

baixos.

Figura 29 — Expressdao Relativa de ZmAt10 (RT-qPCR) nas amostras da nona

folha de dois individuos de uma linhagem de milho selvagem
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Legenda: Expressao relativa calculada pelo método 2*-AACt , utilizando os Ct corrigidos pela eficiéncia dos
iniciadores, amostra de referéncia Fl 9.1. Valores representam a média e os limites superiores e inferiores
determinados pelo desvio padrdo (n=3).
Fonte: Autoria prépria.
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Assim, o gene ZmAt10 parece ter baixos niveis de expressdo e em estdgios muito
especificos do desenvolvimento, o que dificultou a detec¢do dos efeitos do silenciamento
nas linhagens ScAt10:RNAI.

J& para as linhagens A873 (ScA#4:RNAi), a maior parte dos eventos apresentaram
diminui¢do significativa (p<0.05) na expressdo de ZmAr4 quando comparada com o

controle representativo, a linhagem escape A872-4B (Figura 30).

Figura 30 — Expressdo Relativa de ZmAtI0 (RT-gPCR) nas linhagens de milho

transgénicas A873 (ScAt4:RNAi) e nos controles linhagens escape e selvagem
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Legenda: Expressao relativa na base foliar acima do 6rgdo reprodutor feminino. Valores calculados pelo
método AACt incorporando a eficiéncia dos iniciadores, usando como amostra de referéncia A873-3B.
Linhagens transgénicas foram representadas em vermelho (A873-). Os controles foram representados em
azul, linhagens “escape” A872 4B e selvagem B73. Valores representam a média e os limites superiores e
inferiores determinados pelo desvio padrdo (n=3). Valores com *** foram significativos a p<0.001, ** a
p<0.01 e * a p<0.05 (ANOVA, seguido do teste post-hoc de Dunnet contra a média dos controles).

Fonte: Autoria prépria.

Apenas a linhagem AS873-3B ndo apresentou reducdo significativa. Esses
resultados demonstram a eficiéncia da construgdo de silenciamento por RNAi,
principalmente para as linhagens A873-5C, A873-17B e A873-4C, as quais tiveram mais

de 7 vezes de reducdo na expressao comparadas com o controle escape A872-4B. A maior
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diminui¢do ocorreu para as linhagens A873-5C, as quais tiveram nivel de expressdo 16
vezes menor do que o controle A872-4B.

Para as constru¢des de super-expressao A871 (Ox:ScAt10) e A885 (Ox:ScAt4),
foram verificados os niveis de expressdo dos genes inseridos ScAt/0 e ScAt4, bem como
dos end6genos de milho ZmAt10 e ZmAt4, respectivamente.

Para as linhagens A871, detectou-se expressdo de ScAtr/0 em todos os eventos
(Figura 31). De todas as linhagens, A871-14B apresentou o maior nivel de expressdo e
A871-2A o menor, sendo a diferenca bastante expressiva (30 x maior para A871-14B).
Isso mostra que a eficiéncia da construcdo de super-expressdo com o promotor Ubiquitina
de milho foi varidvel entre os eventos independentes, embora todos eles estejam
expressando ScAt10. Os iniciadores foram especificos para o cDNA de cana-de-acucar,

nao havendo amplifica¢cdo nos controles linhagem escape A872-4B e selvagem B73.

Figura 31 — Expressdo Relativa de ScAt10 (RT-qPCR) nas linhagens de milho transgénicas

A871 (Ox:ScAt10) e nos controles linhagens escape e selvagem
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Legenda: Expressdo relativa na base foliar acima do 6rgao reprodutor feminino. Valores calculados pelo
método AACt , incorporando a eficiéncia dos iniciadores, usando como amostra de referéncia A871-2A.
Linhagens transgénicas foram representadas em vermelho (A871-). Nao foi detectada amplificacdo para as
linhagens “escape” A872 4B e selvagem B73, as quais foram representadas como “zero”. Valores
representam a média e os limites superiores e inferiores determinados pelo desvio padrio (n=3).

Fonte: Autoria prépria.
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Nenhuma amplificacdo foi detectada para o enddgeno ZmAtI0 nas linhagens
A871, corroborando com o que foi encontrado para as linhagens selvagens e A872. Dessa
forma, observou-se que hé super-expressao de ScAt/0 com pouca influéncia do endégeno
ZmAtl0, uma vez que este ultimo possui niveis de expressdo muito baixos na planta
selvagem.

Para as linhagens A885 o gene ScAr4 também foi expresso em todos os eventos
analisados, em niveis diferentes (Figura 32). Os maiores valores foram para A885-5C e
16A, cerca de 16 e 10 vezes mais expressos que A885-9B, evento com o menor nivel de
expressao. Entretanto, os niveis de expressdo do endégeno ZmAt4 também foram varidveis
entre os eventos (Figura 33), com A885-8B e A885-9B possuindo os maiores niveis, 12 e

10 vezes mais que a amostra menos expressa A885-16A.

Figura 32— Expressdo Relativa de ScAt4 (RT-qPCR) em folha nas linhagens de milho

transgénicas A885 (Ox:ScAt4) e nos controles linhagens escape e selvagem
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Legenda: Expressdo relativa na base foliar acima do 6rgdo reprodutor feminino. Valores calculados pelo
método AACt , incorporando a eficiéncia dos iniciadores, usando como amostra de referéncia A885 9B.
Linhagens transgénicas foram representadas em vermelho (A885-). Os controles foram representados em
azul, linhagens “escape” A872 4B e selvagem B73. Valores representam a média e os limites superiores e
inferiores determinados pelo desvio padrio (n=3).

Fonte: Autoria prépria.
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Figura 33— Expressao Relativa de ZmAt4 (RT-qPCR) nas linhagens de milho transgénicas

A885 (Ox:ScAt4) e nos controles linhagens escape e selvagem
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Legenda: Expressdo relativa na base foliar acima do 6rgdo reprodutor feminino. Valores calculados pelo
método AACt , incorporando a eficiéncia dos iniciadores, usando como amostra de referéncia A885 9B.
Linhagens transgénicas foram representadas em vermelho (A885-). Os controles foram representados em
azul, linhagens “escape” A872 4B e selvagem B73. Valores representam a média e os limites superiores e
inferiores determinados pelo desvio padrio (n=3).

Fonte: Autoria prépria.

Como todos os eventos A885 analisados apresentaram expressao de ScAt4, todos
“super- expressam’ esse gene de cana-de-acticar, ausente no selvagem B73. Entretanto, se
ambas as enzimas ScA4 e ZmAt4 possuirem a mesma funcdo, € possivel que os niveis de
expressdo de ScAt4 em determinados eventos ndo sejam suficientes para aumentar
significativamente a atividade At4 (p-coumaril monolignol transferase) na planta com
relagcdo a ja existente naturalmente, promovida pelo endégeno ZmAr4. Dessa forma, a fim
de se comparar os niveis de expressao de ScAt4 e ZmAt4 em cada um dos eventos A885, os

valores de ACt foram representados em um heatmap (Figura 34)
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Figura 34 — Anadlise de expressdo por RT-qPCR dos genes ScAt4 e ZmAt4 nos eventos
AB885 (Ox:ScAt10)
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Legenda: Expressdo na base foliar acima do 6érgdo reprodutor feminino. Valores normalizados pela média
geométrica dos genes enddgenos (ACt) , utilizando os Ct corrigidos pela eficiéncia dos iniciadores. A885-
representam as linhagens transgénicas, enquanto B73 e A872 4B sdo os controles linhagens selvagem B73 e
“escape”, respectivamente. Eventos agrupados hierarquicamente pelo método euclidiano e distincia
completa.

Fonte: Autoria prépria.

Embora os valores de 4Ct ndo sejam quantitativamente compardveis entre genes
diferentes, dadas as diferencas nos iniciadores e nos alvos (tamanho, contetido GC) que
influenciam a cinética da reacao de PCR, a andlise pode ser semi-quantitativa, a fim apenas
de indicar um padrdo de expressdo. No caso das linhagens A885, nota-se uma tendéncia
clara de maior expressdo de ScAt4 do que ZmAt4 principalmente nos eventos A885-16A,

A885-5C, A885-8B.

5.8 ANALISE FENOTIPICA DA COMPOSICAO QUIMICA DA PAREDE CELULAR
DAS LINHAGENS DE MILHO TRANSGENICAS

5.8.1 Anadlise do impacto do silenciamento ou super-expressao no contetido de acidos

hidroxicinamicos das linhagens transgénicas

Com o objetivo de verificar o impacto da alteragdo da expressao génica de Ar/10 e
At4 na composi¢ao de dcidos hidroxicinamicos, o conteddo total de 4cidos fertlico (FA) e

p-cumdrico (pCA) da parede celular liberado por tratamento alcalino brando foi
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determinado para o colmo maduro de todos os eventos (A872, A873, A871 e AS88)S),
buscando-se identificar as linhagens com alteragdes significativas. Tendo em vista que
tanto as ligacdes de FA a arabinose como as de pCA a arabinose e lignina sio do tipo éster,
nesta andlise inicial ndo foi feita a quantificacdo dos fendlicos liberados por tratamento
severo. Nas andlises de parede celular de milho, o tratamento brando € suficiente para
quebrar a maior parte das ligacdes ésteres (GRABBER et al., 1995).

Nas linhagens A872 (At10:RNAi), ndo foi observada diferenga significativa entre
os niveis de pCA(Figura 35) ou FA (Figura 36) nos transgénicos com relagdo aos controles
linhagens escape A872-4B, A873-1C e os selvagens B73. Esse resultado corrobora com o
encontrado para a expressdo génica de ZmAt10. Como os niveis de expressao desse gene
sd0 muito baixos no milho selvagem, o silenciamento ndo foi suficiente para provocar

alteracdes significativas no conteudo de acidos hidroxicindmicos.

Figura 35— Quantidade de 4cido p-cumarico liberada pelo tratamento brando no colmo das

linhagens A872 (At10:RNAi) e controle linhagens escape e selvagem B73
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Legenda: As linhagens transgénicas foram representadas em vermelho (A872-) e os controles selvagem
(B73) e escape (A872 4B e A873 1C) em azul. Valores representam a média e o erro padrdo da média (SEM,
n=2). Valores com *** foram significativos a p<0.001, ** a p<0.01 e * a p<0.05 (ANOVA, seguido do teste
post-hoc de Dunnet contra a média dos controles).

Fonte: Autoria prépria
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Figura 36— Quantidade de 4cido ferulico liberada pelo tratamento brando no colmo das

linhagens A872 (At10:RNAI) e controle linhagens escape e selvagem B73
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Legenda: As linhagens transgénicas foram representadas em vermelho (A872-) e os controles selvagem
(B73) e escape (A872 4B e A873 1C) em azul. Valores representam a média e o erro padrio da média (SEM,
n=2). Valores com *** foram significativos a p<0.001, ** a p<0.01 e * a p<0.05 (ANOVA, seguido do teste
post-hoc de Dunnet contra a média dos controles).

Fonte: Autoria prépria.

Para as linhagens A873 (At4:RNAi), apenas o evento A873-5C apresentou
reducdo significativa (p<0.001) no conteido de pCA éster liberado pelo tratamento brando
(Figura 37). Esta linhagem também foi a que apresentou menor nivel de expressao do gene
ZmAt4 (16 x, Figura 30), sugerindo uma correlacio entre o nivel de expressao génica de
ZmAt4 e o conteido de 4cido p-cumdrico. Tal correlacdo suporta a fungcdo de ZmAt4
relacionada a incorporacdo de pCA. No entanto, outras linhagens que também tiveram
reducdo significativa da expressdo génica, ainda que em menor nivel do que A873-5C
(Figura 30), ndo apresentaram efeito significativo no contetido de pCA éster. E possivel
que a reducdo na expressdo nesses eventos ndo tenha sido suficiente para suprimir a
atividade de Ar4 a ponto de reduzir os niveis de pCA, sendo necessdria uma reducao mais

expressiva como a de A873-5C.
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Figura 37— Quantidade de 4cido p-cumarico liberada pelo tratamento brando no colmo das

linhagens A873 (At4:RNAi) e controle linhagens escape e selvagem B73
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Legenda: As linhagens transgénicas foram representadas em vermelho (A873-) e os controles selvagem
(B73) e escape (A872 4B e A873 1C) em azul. Valores representam a média e o erro padrio da média (SEM,
n=2). Valores com *** foram significativos a p<0.001, ** a p<0.01 e * a p<0.05 (ANOVA, seguido do teste
post-hoc de Dunnet contra a média dos controles).

Fonte: Autoria prépria.

Algumas linhagens A873 apresentaram redu¢do no conteido de FA éster liberado
pelo tratamento alcalino brando (Figura 38), embora menos significativa do que a reducao
de pCA observada para A873-5C (p<0.05 para A873-17B e A873-3B, p<0.01 para A873-
5C). Para A873-5C, com menor expressdo de ZmAt4 e menor nivel de pCA, a redugdo de
FA foi de aproximadamente 2,5x comparada com a média dos controles. Embora exista a
possibilidade de que tal diminui¢do no teor de FA éster esteja relacionada com a expressao
reduzida desse gene, mais estudos seriam necessdrios para revelar se de fato trata-se de
uma resposta direta ao silenciamento. Resultado similar foi encontrado por Marita et al.
(2014), ao também silenciarem ZmAt4 por RNAi em milho, em que alguns eventos
apresentaram alteracdo no conteido de FA, de reducdo ou aumento, entretanto pouco

expressiva, ndo sendo possivel afirmar relacdo com o silenciamento de ZmAt4.
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Figura 38— Quantidade de 4cido ferulico liberada pelo tratamento brando no colmo das

linhagens A873 (Ar4:RNAi) e controle linhagens escape e selvagem B73
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Legenda: As linhagens transgénicas foram representadas em vermelho (A873-) e os controles selvagem
(B73) e escape (A872 4B e A873 1C) em azul. Valores representam a média e o erro padrdo da média (SEM,
n=2). Valores com *** foram significativos a p<0.001, ** a p<0.01 e * a p<0.05 (ANOVA, seguido do teste
post-hoc de Dunnet contra a média dos controles).

Fonte: Autoria prépria.

Na andlise dos eventos A871 (Ox:ScAt10), as linhagens A871-11B e A871-4A
apresentaram aumento significativo no conteido de pCA éster liberado pelo tratamento
alcalino brando (Figura 39). A871-11B foi o evento que apresentou maiores niveis de
expressao de ScAt/0 (Figura 31), indicando relagdo entre a expressdo génica e a quantidade
de pCA. Esse aumento suporta a relacdo de ScAz/0 com os niveis de pCA na parede

celular.
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Figura 39— Quantidade de 4cido p-cumarico liberada pelo tratamento brando no colmo das

linhagens A871 (Ox:ScAt10) e controle linhagens escape e selvagem B73
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Legenda: As linhagens transgénicas foram representadas em vermelho (A871-) e os controles selvagem
(B73) e escape (A872 4B e A873 1C) em azul. Valores representam a média e o erro padrio da média (SEM,
n=2). Valores com *** foram significativos a p<0.001, ** a p<0.01 e * a p<0.05 (ANOVA, seguido do teste
post-hoc de Dunnet contra a média dos controles).

Fonte: Autoria prépria.

Todos os eventos A871, com excecdo de A871-7A, apresentaram reducdo
significativa no conteido de 4cido ferdlico (p<0.05, Figura 40), mais expressiva para
A871- 11B, A871-14B, A871-2A e A871-6A (p<0.001). Este resultado corrobora com a
hipétese de que ScAz10 estaria envolvido com a incorporagdo de pCA a hemicelulose, uma
vez que efeito similar foi obtido por Bartley et al. (2013) por meio da super-expressdo de
OsAt10 em linhagens de arroz (BARTLEY et al., 2013). Efeito similar também foi obtido
para a super-expressao de OsAt/0 na graminea Switchgrass, que levou ao aumento de pCA
e reducdo de FA (~28%) nas folhas verdes (LI et al., 2018). Entretanto, diferentemente do
presente trabalho e de Bartley et al., (2013), o conteddo de pCA sofreu leve diminui¢ao
nas folhas senescentes (~15%), indicando algum efeito em Switchgrass que nao foi

verificado arroz e nem para a expressao de ScA7/0 no colmo senescente de milho.
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Figura 40— Quantidade de 4cido ferulico liberada pelo tratamento brando no colmo das

linhagens A871 (Ox:ScAt10) e controle linhagens escape e selvagem B73

! BMoxscatio
* * .Controle
ek
*
2 ] dekk
sk
ek I
5 N

(o)}

Acido Ferulico g/kg
i N

Legenda: As linhagens transgénicas foram representadas em vermelho (A871-) e os controles selvagem
(B73) e escape (A872 4B e A873 1C) em azul. Valores representam a média e o erro padrao da média (SEM,
n=2). Valores com *** foram significativos a p<0.001, ** a p<0.01 e * a p<0.05 (ANOVA, seguido do teste
post-hoc de Dunnet contra a média dos controles).

Fonte: Autoria prépria.

Com o objetivo de melhor visualizar o impacto da super-expressdao de ScAt/0
tanto no pCA como no FA, a razdo pCA/FA foi representada (Figura 41). Os eventos
A871- 11B, A871-14B, A871-2A e A871-6A apresentaram aumento mais significativo na
razdo pCA/FA (p<0.001). O evento com o maior aumento na razao pCA/FA fo1 A871-11B,
com maior nivel de expressdo de ScAt/0. No entanto, outros eventos com menor nivel de
expressdo de ScAt/0 também apresentaram diferencas significativas, indicando que estes

niveis foram suficientes para provocar efeitos significativos na parede celular.
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Figura 41— Razdo entre as quantidades pCA/FA liberadas pelo tratamento brando no colmo

das linhagens A871 (Ox:ScAt10) e controle linhagens escape e selvagem B73
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Legenda: As linhagens transgénicas foram representadas em vermelho (A871 -) e os controles selvagem
(B73) e escape (A872 4B e A873 1C) em azul. Valores representam a média e o erro padrdo da média (SEM,

n=2). Valores com *** foram significativos a p<0.001, ** a p<0.01 e * a p<0.05 (ANOVA, seguido do teste
post-hoc de Dunnet contra a média dos controles).
Fonte: Autoria prépria.

Para os eventos A885 (Ox:ScAt4), optou-se por fazer uma analise preliminar, sem
as replicatas necessdrias para as andlises estatisticas, apenas para buscar eventos com
grande alteracdo no conteddo de dcidos hidroxicindmicos. No entanto, tais andlises
preliminares ndo revelaram diferencas significativas no conteudo de pCA (Figura 42) ou

FA (Figura 43) entre as linhagens transgénicas e os controles linhagens escape A872-4B,

A873-1C e selvagem B73.
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Figura 42— Quantidade de 4cido p-cumdrico liberada pelo tratamento brando no colmo das

linhagens A885 (Ox:ScAt4) e controle linhagens escape e selvagem B73
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Legenda: As linhagens transgénicas foram representadas em vermelho (A885-) e os controles selvagem
(B73) e escape (A872 4B e A873 1C) em azul.
Fonte: Autoria prépria.
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Figura 43— Quantidade de acido ferdlico liberada pelo tratamento brando para as linhagens

A885 (Ox:ScAt4) e controle linhagens escape e selvagem (B73)
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Legenda: As linhagens transgénicas foram representadas em vermelho (A885-) e os controles selvagem
(B73) e escape (A872 4B e A873 1C) em azul.
Fonte: Autoria prépria.
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Considerando a atividade proposta para a enzima ScAt4, de p-coumaril-CoA
monolignol transferase, seria esperado um aumento expressivo na quantidade de pCA éster
nas linhagens transgénicas com super expressdo desse gene, devido a um aumento na
incorporacdo de pCA a lignina. Tal resultado foi encontrado por Petrik et al. (2014) para a
super-expressao do gene de Brachypodium BdAt4 nesta espécie (PETRIK et al., 2014).
Mesmo o evento A885-16A, com maior nivel de expressdao de ScAt4, apresentou apenas 19
g/kg de acido p-cumadrico liberado no tratamento alcalino brando, valor muito préximo do
encontrado para os controles e do descrito para milho na literatura (HATFIELD et al.,
2009; MARITA et al., 2014).

E possivel que ScAt4 tenha funcio distinta de ZmAt4 em cana-de-agiicar, porém a
similaridade das enzimas, o fato de um fragmento do gene de cana ter sido capaz de
silenciar ZmAt4, bem como o de que os homdlogos em outras gramineas como
Brachypodium e arroz apresentaram atividade similar sugerem fun¢do relacionada para
esse grupo de ortologos Ar4. Outra possibilidade € que a enzima de cana-de-agucar nao
tenha apresentado atividade em milho, por ser de outra espécie e apresentar algum padrao
distinto estrutural ou de enovelamento. Porém, a proximidade evolutiva das espécies
sugere que a atuacdo da enzima em milho seria possivel. Uma hipétese seria de que o nivel
de expressdao de ScAt4 com relacdo ao do endégeno ZmAt4 ndo tenha sido suficiente para
provocar aumentos significativos no teor de pCA éster, ainda que os niveis encontrados
pela analise RT-qPCR tenham sido altos. No entanto, uma provavel explicagdo é que exista
um fator limitante para a atividade enzimadtica. As plantas transgénicas podem apresentar
um excesso da enzima A#4, porém algum fator limitante como a disponibilidade de
substratos pCA ou monolignol podem estar limitando a atividade, fazendo com que a
quantidade de produto final monolignol-pCA ndo seja significativamente diferente do
selvagem. Estudos posteriores seriam necessarios para avaliar essas hipoteses, e verificar
se de fato a funcao de ScAt4 € a mesma de ZmAt4.

As andlises do conteudo total de 4cidos hidroxicindmicos liberada pelo tratamento
alcalino brando revelaram impacto na parede celular apenas para as linhagens A871
(Ox:ScAt10) e A873 (At4:RNAi). No entanto, tais andlises ndo sdo suficientes para
determinar se as alteragdes ocorreram na hemicelulose ou na lignina. Assim, com esses
resultados ndo € possivel verificar a hipétese de participacio de ScA7/0 na incorporagdo de
pCA a hemicelulose. Dessa forma, foram feitos ensaios especificos para verificar o

conteddo de 4cidos hidroxicinamicos em cada uma das fracdes (hemicelulose ou lignina).
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Dada a auséncia de diferenca significativa os eventos A885 ndo foram incluidos nas

andlises posteriores.

5.8.2 Anadlise do impacto do silenciamento ou super-expressao génica no conteado de

acidos hidroxicinamicos especificamente unido a hemicelulose (GAX)

Para a andlise do contedido de 4cidos hidroxicindmicos unidos a
Glucuronoarabinoxilana (GAX), foram selecionados os eventos com diferenga
significativa com relagdo ao selvagem, a partir da anélise do contetido de pCA e FA éster
liberados pelo tratamento alcalino brando (secdo 5.7.1).

Embora os eventos A872 (At10:RNAi) ndo tenham apresentado diferenca
significativa no teor de pCA ou FA éster, foi feita a determinacdo do teor exclusivamente
unido a hemicelulose para os eventos A872-14A, A872-18B e A872-2B, apenas para
verificar se alguma diferenca era detectdvel nesta andlise mais especifica. Entretanto,
confirmando as andlises anteriores, ndo foi detectada diferenca no conteido de pCA-
Arabinose (pCA-Ara) entre as linhagens transgénicas A872 e os controles selvagem e
escape (Figura 44). De fato, tanto nos transgénicos como nos controles, o conteido de
pCA-Ara foi muito baixo ou quase indetectdvel. Esse resultado corrobora com os baixos
niveis de pCA unidos a GAX descritos na literatura para milho, principalmente em colmo
(HATFIELD et al., 2009; LAPIERRE et al., 2018), estando a grande maioria do pCA da
parede celular unido a lignina.

Pouco efeito também foi verificado para o contetido de FA exclusivamente ligado

a hemicelulose (Figura 45)
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Figura 44— Quantidade de &4cido p-cumdrico especificamente unido a hemicelulose,

liberado pela hidrélise dcida branda no colmo das linhagens A872 (At/0:RNAi) e controle

linhagens escape e selvagem B73
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Legenda: As linhagens transgénicas foram representadas em vermelho (A872-) e os controles selvagem
(B73) e escape (A872 4B e A873 1C) em azul. Valores representam a média e o erro padrio da média (SEM,
n=2). Valores com *** foram significativos a p<0.001, ** a p<0.01 e * a p<0.05 (ANOVA, seguido do teste
post-hoc de Dunnet contra a média dos controles).

Fonte: Autoria prépria.
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Figura 45— Quantidade de 4cido fertlico especificamente unida a hemicelulose, liberado

pela hidrélise 4dcida branda no colmo das linhagens A872 (At10:RNAi) e controle

linhagens escape e selvagem B73
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Legenda: As linhagens transgénicas foram representadas em vermelho (A872-) e os controles selvagem
(B73) e escape (A872 4B e A873 1C) em azul. Valores representam a média e o erro padrdo da média (SEM,
n=2). Valores com *** foram significativos a p<0.001, ** a p<0.01 e * a p<0.05 (ANOVA, seguido do teste

post-hoc de Dunnet contra a média dos controles).
Fonte: Autoria prépria.

Para as linhagens A873 (ScA#4:RNAi), foram selecionados para esta andlise o
melhor evento A873-5C com menor contetido de pCA éster, bem como A873-13B, A873-
3B e A873-4C, que tiveram um pouco menos pCA éster que os demais, embora nao
significativo. O conteddo de pCA-Ara (Figura 46) e FA-Ara (Figura 47) obtido nessas

linhagens foi muito parecido com o dos controles selvagem e escape, extremamente baixo.

De fato, o silenciamento de At4 ndo interferiu no contetdo de pCA da hemicelulose.



122

Figura 46— Quantidade de &4cido p-cumdrico especificamente unido a hemicelulose,
liberado pela hidrélise 4dcida branda, no colmo das linhagens A873 (At14:RNAi) e controle

linhagens escape e selvagem B73
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Legenda: As linhagens transgénicas foram representadas em vermelho (A873-) e os controles selvagem
(B73) e escape (A872 4B e A873 1C) em azul. Valores representam a média e o erro padrdo da média (SEM,
n=2). Valores com *** foram significativos a p<0.001, ** a p<0.01 e * a p<0.05 (ANOVA, seguido do teste
post-hoc de Dunnet contra a média dos controles).

Fonte: Autoria prépria.
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Figura 47— Quantidade de acido ferulico especificamente unido a hemicelulose, liberado
pela hidrdlise 4acida branda, no colmo das linhagens A873 (ArI/4:RNAi) e controle

linhagens escape e selvagem B73
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Legenda: As linhagens transgénicas foram representadas em vermelho (A873-) e os controles selvagem
(B73) e escape (A872 4B e A873 1C) em azul. Valores representam a média e o erro padrdo da média (SEM,
n=2). Valores com *** foram significativos a p<0.001, ** a p<0.01 e * a p<0.05 (ANOVA, seguido do teste
post-hoc de Dunnet contra a média dos controles).

Fonte: Autoria prépria.

Ja para a andlise de A871(0x:ScAt10) foram selecionados os eventos com
diferenca significativa na razdo pCA/FA éster (p<0.001): A871-11B, A871-14B, A871-2A
e A871-6A (Secdo 5.7.1). A diferenca entre o conteudo de pCA-Ara entre as linhagens
A871 e os controles selvagem e escape foi muito significativa (p<0.001) (Figura 48).
Todos os eventos analisados apresentaram niveis de pCA-Ara muito maiores, composto
praticamente nio detectado nas linhagens controle, ou ainda A872 e A873. E notdvel que a
super-expressao de ScAt10 resultou na incorporacdo de pCA a arabinose nos transgénicos,

atividade praticamente inexistente no selvagem.
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Figura 48— Quantidade de &4cido p-cumdrico especificamente unido a hemicelulose,
liberado pela hidrélise 4cida branda, no colmo das linhagens A871 (Ox:ScAt10) e controle

linhagens escape e selvagem B73
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Legenda: As linhagens transgénicas foram representadas em vermelho (A871-) e os controles selvagem
(B73) e escape (A872 4B e A873 1C) em azul. Valores representam a média e o erro padrdo da média (SEM,

n=2). Valores com *** foram significativos a p<0.001, ** a p<0.01 e * a p<0.05 (ANOVA, seguido do teste
post-hoc de Dunnet contra a média dos controles).
Fonte: Autoria prépria.

A super-expressdo de Ar/0 também teve efeito significativo no teor de FA-Ara,
com todas as linhagens apresentando expressiva reducdo (p<0.01) (Figura 49). Em arroz, a
super-expressdo do gene OsAtl0 resultou em efeitos similares no contetido de pCA e FA
incorporados especificamente a GAX (BARTLEY et al., 2013), sendo mais um indicativo

que o gene identificado em cana-de-agicar ScAtrI0 possui de fato func@o similar a de
OsAtl0.
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Figura 49— Quantidade de acido ferulico especificamente unido a hemicelulose, liberado
pela hidrdlise 4cida branda, no colmo das linhagens A871 (Ox:ScAtl0) e controle

linhagens escape e selvagem B73
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Legenda: As linhagens transgénicas foram representadas em vermelho (A871-) e os controles selvagem
(B73) e escape (A872 4B e A873 1C) em azul. Valores representam a média e o erro padrdo da média (SEM,
n=2). Valores com *** foram significativos a p<0.001, ** a p<0.01 e * a p<0.05 (ANOVA, seguido do teste
post-hoc de Dunnet contra a média dos controles).

Fonte: Autoria prépria.

A diminuicdo observada em FA pode ser devida a uma competicao de FA e pCA
pelos sitios de ligacdo a GAX. Outra hipétese € de que o aumento na incorporacido de pCA
na hemicelulose resulte em uma diminuicdo na quantidade de pCA disponivel na via dos

fenilpropandides, diminuindo a sintese de FA pela enzima (BARTLEY et al., 2013).

5.8.3 Anailise do impacto do silenciamento ou super-expressao génica no conteado de

acidos hidroxicinamicos especificamente unido a lignina

Embora as analises anteriores tenham mostrado que ScA?/0 estd envolvido na
modificacdo do contetido de pCA da hemicelulose, isso ndo exclui a possibilidade de que
este gene possua efeito também sobre o teor de acidos hidroxicinamicos na lignina.

Ademais, faz se necessdrio testar a hipétese de que a diferenca no conteido de pCA éster
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total para A8735C de fato estava relacionada a lignina. Assim, foi feita a andlise pelo
método DFRC do contetido de pCA e FA proveniente especificamente da lignina, para os
mesmos eventos selecionados descritos na se¢do 5.7.2. Foram comparados os teores de
monolignois conjugados S-pCA, detectados pelo método, ja que a principal incorporagdo
de pCA ocorre nas unidades S e muito pouco G-pCA foi detectado.

Corroborando com o observado para todas as andlises deste trabalho, as linhagens

A872 ndo diferem dos controles selvagem e escape (Figura 50).

Figura 50— Quantidade de 4cido p-cumadrico conjugado a unidades S (S-pCA), proveniente

da andlise DFRC, no colmo das linhagens A872 (At10:RNAi) e controle linhagens escape e

selvagem (B73)
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Legenda: As linhagens transgénicas foram representadas em vermelho (A872-) e os controles selvagem
(B73) e escape (A872 4B e A873 1C) em azul. Valores representam a média e o erro padrdo da média (SEM,
n=2). Valores com *** foram significativos a p<0.001, ** a p<0.01 e * a p<0.05 (ANOVA, seguido do teste

post-hoc de Dunnet contra a média dos controles).
Fonte: Autoria prépria.
Corroborando também com o resultado obtido na anélise do pCA éster total das

linhagens A873 (sec¢do 5.7.1), apenas o evento A873-5C apresentou reducao significativa

no pCA unido as unidades S da lignina (Figura 51).
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Figura 51— Quantidade de 4cido p-cumadrico conjugado a unidades S (S-pCA), proveniente

da andlise DFRC, no colmo das linhagens A873 (Ar4:RNAI) e controle linhagens escape e

selvagem (B73)
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Legenda: As linhagens transgénicas foram representadas em vermelho (A873-) e os controles selvagem
(B73) e escape (A872 4B e A873 1C) em azul. Valores representam a média e o erro padrdo da média (SEM,
n=2). Valores com *** foram significativos a p<0.001, ** a p<0.01 e * a p<0.05 (ANOVA, seguido do teste
post-hoc de Dunnet contra a média dos controles).

Fonte: Autoria prépria.

Em conjunto, os resultados para A873, tanto das analises genotipicas e
fenotipicas, mostram que os fragmentos senso e anti-senso do gene de cana-de-acucar,
inseridos por meio da constru¢do de RNAi, foram eficientes no silenciamento gé€nico de
ZmAt4 de maneira mais significativa na linhagem A873-5C, que apresentou diminui¢do no
teor de pCA especificamente da lignina, € ndo da hemicelulose. O gene ZmAr4 ja foi
caracterizado na literatura (MARITA et al., 2014), em que o silenciamento resultou na
diminui¢do no teor de pCA total. No entanto, no trabalho de Marita et al. (2014), ndo foi
feita a andlise para detectar se essa diferenca de fato era especifica da lignina. O presente
trabalho, utilizando um fragmento de cana para silenciar ZmAt4, mostra que de fato essa
atividade € especifica ao monolignol, e ndo a hemicelulose, como encontrado para BdAt4
(PETRIK et al., 2014).

A andlise do conteido de S-pCA nas linhagens A871 revelou que niao ha

diferenca significativa entre os transgénicos e os controles selvagem e escape (Figura 52).



128

Assim, verificou-se que ScAz/0 nao tem influéncia no contetido de acido p-cumdrico unido

a lignina. Efeito similar também foi verificado em arroz (OsAt10, Bartley et al., 2013).

Figura 52— Quantidade de dcido p-cumadrico conjugado a unidades S (S-pCA), proveniente

da anélise DFRC, no colmo das linhagens A871 (Ox:ScAt10) e controle linhagens escape e

selvagem B73
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Legenda: As linhagens transgénicas foram representadas em vermelho (A871-) e os controles selvagem
(B73) e escape (A872 4B e A873 1C) em azul. Valores representam a média e o erro padrdo da média (SEM,
n=2). Valores com *** foram significativos a p<0.001, ** a p<0.01 e * a p<0.05 (ANOVA, seguido do teste
post-hoc de Dunnet contra a média dos controles).

Fonte: Autoria prépria.
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5.8.4 Analise do impacto do silenciamento ou super-expressao génica na composiciao

da hemicelulose (GAX) de linhagens A873 e A871

E comum observar efeitos compensatérios quando se modifica um componente da
parede celular (WOLF; HEMATY: HOFTE, 2012). Como a constru¢do ScAt4:RNAi
resultou na diminui¢do significativa de pCA na lignina na linhagem A873-5C, algum efeito
poderia ser detectado na composi¢do de outros polimeros da parede celular, como celulose
ou hemicelulose. Ademais, a super-expressao de ScAr/0 causou efeitos significativos na
incorporagdo de pCA a Glucuronoarabinoxilana, sendo possivel que algum efeito
compensatdrio pudesse ocorrer na composi¢do de acticares da hemicelulose, ou ainda no
conteudo total de glicose. Dessa forma, foram medidos os niveis de glicose, arabinose e
xilose na parede celular das linhagens transgénicas A873-5C, bem como nas linhagens
A871 selecionadas e nos controles (Figura 53)

Nenhuma diferenca significativa (p<0.05, ANOVA seguida do teste de Dunnet)
foi detectada entre os transgénicos e os controles selvagem e linhagens escape. O resultado
encontrado para as linhagens A871 (Ox:ScAt10) difere do obtido por Bartley et al. (2013).
Ao super-expressar o gene OsAtlI0 em arroz, eles verificaram um leve aumento no
conteddo de glicose na palha madura. No entanto, a superexpressdo de OsAt/0 em setaria
ndo provocou mudancgas significativas no teor de glicose na palha, de forma similar ao
encontrado no presente trabalho (LI et al., 2018). Como discutido por Bartley et al. (2013),
ndo se sabe o que levou a diferenca no teor de glicose nas linhagens de super-expressao
OsAt10, provavelmente algum efeito compensatério que ndo foi resultado direto da
atividade At10. Esse efeito deve ter ocorrido por alguma resposta induzida em arroz, que
ndo ocorreu para a super-expressao do gene ScA7/0 em milho ou de OsAz10 em setaria. De
qualquer forma, a super-expressdo de OsAtI0 tanto em arroz como em setaria levou a
aumentos nos rendimentos de sacarificacdo, indicando que o teor de glicose nao foi o
responsdvel pela melhora na digestibilidade dessas linhagens. Em seu trabalho com setaria,
Li et al. concluem que o principal fator relacionado a diminui¢do da recalcitrancia das
linhagens de super-expressdo de OsAtI0 € a diminuicdo no teor de acido fertlico,

reduzindo as ligacdes entre lignina e hemicelulose (LI et al., 2018).
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Figura 53— Quantidade de Glicose, Arabinose e Xilose na parede celular do colmo das
linhagens A873 (RNAi:At4), A871 (Ox:ScAtl10) , e controle linhagens escape e selvagem
B73
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Legenda: A linhagem transgénica de silenciamento ScAt4:RNAi A873-5C foi representada em verde e as
linhagens de super-expressdo Ox:ScAt10 (A871-) foram representadas em vermelho. Os controles selvagem
(B73) e escape (A872 4B e A873 1C) em azul. Valores representam a média e o erro padrdo da média (SEM,
n=2). Nao houve diferenca significativa entre as linhagens A871 e a média dos controles a p<0.05 (ANOVA,
seguido do teste post-hoc de Dunnet contra a média dos controles).

Fonte: Autoria prépria.
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5.8.5 Anadlise do impacto da super-expressao génica de ScAf10 na composicio da

lignina

Verificou-se também se houveram efeitos compensatérios na composicdo da
lignina para as linhagens A873-5C (ScAr4:RNAi) e as linhagens A871 selecionadas
(Ox:ScAt10) por meio das informagdes obtidas para a andlise DFRC. Essa andlise permite
a quantificagdo dos monolignois, diferenciando os acilados dos ndo acilados. Assim, foram
representados na tabela 12 a quantidade de unidades S, G e H, que representam

extremidades fendlicas livres, e os conjugados S-pCA e G-pCA (Tabela 12).

Tabela 12— Quantidades de unidades S, G, H, S-pCA e G-pCA detectadas pelo método
DFRC para as linhagens A871 e controles escape e selvagem B73

Linhagem H G S SpCA  GpCA
A8735C  0.4740.01 15.29+0.29" 7.93+0.00" 5.2740.24™" 0.11%0.00
A871 11B  0.2940.01 11.59+0.00 5.18+0.13 13.57+0.47 0.38+0.01
A87114B  0.2840.00 9.52+0.03 4.34+0.01 12.12+0.38 0.29+0.01
A8712A  0.3720.00 10.3240.02 4.99+0.06 15.64+1.05 0.25+0.02
A8716A  0.2940.00 9.92+0.18 5.06+0.14 14.18+0.81 0.3420.02
Escape A8724B 0.29+0.01 10.18+0.20 5.48+0.20 18.03+0.18 0.38+0.05
Escape A873 1C 0.2240.00 7.69+0.24 4.68+0.00 12.92+0.11 0.24+0.00
Selvagem B73  0.46+0.01 12.56+0.06 7.21+0.14 16.62+1.62 0.31+0.02

Nota: A873 5C linhagem transgénica de silenciamento ScA#4:RNAi. A871 11B, A871 14B, A871 2A e A871
6A linhagens transgénicas de super-expressido Ox:ScAt10.
Valores representam a média e o erro padrdo da média (SEM, n=2).

*** Diferenca significativa a p<0.001 e * diferenca p<0.05 entre as linhagens transgénicas e a média dos

controles (ANOVA, seguido do teste post-hoc de Dunnet contra a média dos controles).
Fonte: Autoria prépria.

Para a linhagem A873-5C, observou-se um leve aumento na quantidade G e S de
extremidade fendlica livre. No entanto, considerando a reducdo de unidades S aciladas por
pCA, a quantidade total de unidades S diminuiu levemente. Esse resultado concorda com o
obtido por Petrik et al. (2014), em linhagens mutantes com perda de funcdo bem como
silenciadas por RNAi para o gene BdAt4 (PETRIK et al., 2014).

Para as linhagens A871, ndo houveram diferencas significativas no teor H, G e S
livres ou acilados, entre as ligninas dos transgénicos e os controles selvagem e linhagens
escape. Ainda que pCA seja um intermedidrio da via dos fenilpropandides, de maneira que
o aumento da incorporacdo de pCA a arabinose poderia desequilibrar a proporc¢ao de cada

um dos monolignois, a composicao da lignina nao parece ter sido afetada. Bartley et al.
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(2013) também ndo encontraram nenhum efeito compensatério na lignina pela super-
expressdo de OsAtI0 em arroz, embora tenham analisado folha e palha madura
(BARTLEY et al., 2013).

Em suma, os resultados demonstram relagdo do gene ScA¢/0 com o conteudo de
pCA e FA na hemicelulose, de forma similar ao encontrado na literatura para o gene
OsAt10 (BARTLEY et al., 2013; LI et al., 2018). O grupo de genes Atl0 parece estar
relacionado com a atividade de incorporacdo de pCA na arabinose. No entanto, novos
estudos sdo necessdrios para elucidar o mecanismo por meio do qual essa incorporacao
ocorre. Ainda é um enigma o fato de que as BAHD aciltransferases em geral sdo enzimas
citoplasmadticas, enquanto a esterificacdo das xilanas acontece no complexo de Golgi.
Assim, foi sugerido que Ar/0 possa transferir FA ou pCA a um intermedidrio no

citoplasma, que depois seria transportado para o Golgi (LI et al., 2018).
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6 CONCLUSAO

A anotagdo dos genes BAHD em cana-de-agucar, andlise filogenética e do padrao
de expressdao permitiu a identificacdo de candidatos com potencial funcdo relacionada a
incorporagdo de 4cidos hidroxicinamicos, que podem ser explorados em estudos futuros
sobre a via de adicdo dos 4cidos ferulico e p-cumdrico na parede celular e aumento da
digestibilidade. O fragmento de ScAt4 clonado no vetor de RNAi foi capaz de provocar o
silenciamento génico de ZmA4 na espécie modelo Zea mays, sendo que uma linhagem
A873-5C apresentou reducgdo significativa (~3x) no conteido de pCA exclusivo da lignina.
Esses resultados fornecem mais uma evidéncia do papel dos genes A#4 na incorporagdo de
pCA ao monolignol em gramineas, e abre caminho para mais estudos funcionais e de
aplicacdo biotecnologica de ScAr4. A super-expressao de ScAr/0 em milho resultou em
aumento expressivo de pCA especificamente ligado a Arabinose e diminui¢ao no conteido
de FA, consistente com os outros estudos na literatura com o gene de arroz OsAtl0,
sugerindo envolvimento de ScA?/0 com a incorporagdo de pCA a GAX. Ademais, o efeito
provocado pela super-expressao de ScAz/0, de diminuicdo de FA e aumento de pCA, pode
ser explorado em cana-de-acicar para obter linhagens transgénicas com maior
digestibilidade, visando maior produtividade em biorefinarias. Como perspectivas, ensaios
de digestibilidade enzimdtica estdo sendo realizados nas linhagens de milho A871
(Ox:ScAt10) a fim de verificar se houve aumento na sacarificacdo. Por fim, a identificagdo,
clonagem e transformacdo de ScAt4 e ScAtl0 em vetores de superexpressio e
silenciamento possibilita estudos futuros, como geracdo de duplos transgénicos ou ensaios
enzimaticos, que poderdo contribuir com informacdes a respeito da via de incorporacio de

pCA na hemicelulose e lignina de gramineas.
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ANEXO B — MAPAS DOS VETORES DE DESTINO GATEWAY® PZP221B:0X, PZP221B:RNAi, PZP221B:0X:ScAtl0,
PZP221B:0X:ScAt4, PZP221B:RNAI:ScAt4 E PZP221B:RNAI:ScAt10. OS SITIOS DE RESTRICAO DAS ENZIMAS
USADAS PARA CONFIRMACAO FORAM INDICADOS NA FIGURA.

Vetores vazios pzp2210x e RNAI Vetores de destino, gerados apds recombinacéo LR

PIP221bOxAL

PIPAT1LOKALIO

PEP22160x
2Tt

LB T-ONA regoat

PIp221LRNAI
15,499 to

Fonte: Autoria propria



145

ANEXO C — CURVA DE MELTING DOS GENES BAHD DE CANA-DE-ACUCAR

EM ANALISES DE RT-qPCR NOS HIBRIDOS H89 E H321 DE CANA- DE -
ACUCAR

A ScAt4

ScAt9 . ScGAPDH

ScAt10 ScAt5

— \ e \
7 \\ \
s » - w = = » %

Legenda: A - Curva de melting de cada gene indicado, nas amostras do cértex e medula dos hibridos H89 e
H321, diluidas de 1:50. B - Curva de melting nas amostras provenientes da folha jovem do H89, diluidas de 1:50
para ScAt10 e 1:25 para ScAt5. As curvas de melting com pico alto, definido e em colorido representam as

amostras (A e B). Os picos ou linhas na cor bege claro representam o controle negativo (reacdo sem cDNA).
Fonte: Autoria propria.
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ANEXO D — CURVA DE MELTING DOS GENES ENDOGENOS DE MILHO E OS
TRANSGENES DE CANA-DE-ACUCAR NAS ANALISES DE RT-qPCR DAS
LINHAGENS TRANSGENICAS DE MILHO A871, A873 E A885

Ox:ScAtl ZmLEU ZmMEP

ZmAt4 ZmCUL : ZmLEU

Ox:ScAt4 ZmCUL ZmLEU

Legenda: A- Curva de melting do transgene de cana-de-actcar Sc:A¢10 e dos genes constitutivos de milho
ZmLEU e ZmMEP . Anilises nas amostras das linhagens A871 (Ox:ScAt10). B- Curva de melting do gene
endégeno de milho ZmA#4 e dos genes constitutivos de milho ZmCUL e ZmLEU. Anélises nas amostras das
linhagens A873 (A#4:RNAi).C- Curva de melting do transgene de cana-de-acticar ScAt4 e dos genes
constitutivos de milho ZmCUL e ZmLEU e endégeno ZmAt4. Andlises nas amostras das linhagens A885
(Ox:ScAt4). As curvas em colorido representam as amostras A, B e C. O pico ou linha na cor bege claro
representa o controle negativo.

Fonte: Autoria prépria.



