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CARACTERIZACAO MOLECULAR DO FATOR DE TRANSCRICAO SHINE E SEU
POTENCIAL COMO REGULADOR MASTER NA SINTESE DE PAREDE

CELULAR SECUNDARIA EM Sorghum bicolor L.

RESUMO- A busca pela diversificacdo de fontes da matriz energética,
priorizando fontes renovaveis, acarreta no maior consumo de etanol de primeira
geracédo, podendo este ser insuficiente em suprir a necessidade da frota brasileira.
Dessa forma, o etanol de segunda geracéao (E2G) surge como uma alternativa para
aumento da producdo de combustiveis renovaveis. Ele é produzido a partir da
fermentacdo dos residuos de glicose apo6s a quebra da celulose presente na
biomassa vegetal. Contudo, além da celulose, a biomassa vegetal é também
composta pela lignina, composto considerado recalcitrante no processo de obtencéo
deste tipo de etanol. Para transpor este obstaculo, é necessario encontrar maneiras
de diminuir a quantidade ou modificar a composicdo da lignina. Fatores de
transcricdo (FTs) sdo alvos altamente promissores para a modificagdo deste
polimero, uma vez que estdo envolvidos com a regulacao de sua via de biossintese,
bem como, da formacédo de toda parede celular secundéria (PCS). Plantas de arroz
transformadas para a superexpressdo de AtSHN2 de Arabdopsis, apresentaram
uma diminuigdo na quantidade de lignina e mostraram uma modulacdo na via de
celulose, enquanto que a superexpressédo do outro gene SHN de Arabidopsis
(AtSHN1) em Arabidopsis apresentou uma modificacdo na via de biossintese de
cera e cutina. Isto ressalta a necessidade de avaliar os FTs de maneira espécie-
especifica. Assim sendo, este trabalho vem com o objetivo de ajudar a elucidar os
mecanismos de funcionamento do FT SHINE (SHN), considerado um potencial
regulador da PCS em gramineas. Para a caracterizacao do FT SbSHN em sorgo foi
primeiramente realizado um alinhamento de sequéncias de aminoacidos, contendo
as proteinas codificadas pelos dois genes SHN em sorgo (SbSHN1 — Sb04g006970
e SbSHN2 — Sb10g023600) com outras sequéncias SHN disponiveis na literatura.
Em seguida foi gerada uma arvore filogenética contendo todos esses mesmos SHN.
Apos isso, foi realizada a clonagem do FT SbSHN1 em vetor comercial pENTR/D-
TOPO (Invitrogen), apds verificacdo, a sequéncia foi recombinada com vetores de
destino. Primeiramente, com o vetor pDEST15 para a expressao heterdloga da
proteina SHN em E. coli.. De maneira complementar foi produzido um peptideo
sintético para reconhecimento da proteina SbSHN (anticorpo antiSHN).
Posteriormente foi produzido um vetor contendo a sequencia de SHN em fusdo com
GFP, que foi utilizado para agroinfiltracdo de folhas de N. benthamiana, a fim de
observar a localizacdo subcelular do FT SbSHN. Para determinacdo da expressao
através de gPCR em sorgo foram utilizados a folha, dividida em base e ponta, e a
inflorescéncia, imatura e madura. Além disso, foi realizada a imunoprecipitacdo de
cromatina (ChlP) das inflorescéncias imaturas e maduras de sorgo, com posterior
analise inicial por ChIPgPCR para validacdo de alguns alvos de SbSHN. Como
resultados, através da expressao heteréloga foi produzida uma proteina com massa
de aproximadamente 52kDa (massa da proteina SHN adicionada de cauda GST),



gue foi reconhecida pelo anticorpo antSHN produzido. Foi confirmada a presenca do
FT SbSHN no nucleo celular, através de observacdo das folhas transformadas por
agroinfiltracdo. As inflorescéncias imaturas de sorgo apresentaram maior expressao
tanto de SbSHN1 quanto de SbSHN2. Com a técnica de ChIPgPCR foi possivel
validar in vivo os alvos SbNAC91 (Sb07g001550), SbNAC115 (Sh10g000460),
SbMYB87 (Sh07g024970) e SbMYB60 (Sb04g031110) do FT SbSHN em sorgo. Em
uma perspectiva de longo prazo, acredita-se que o conhecimento obtido a partir
destes estudos ndo sO fornecerdo informacdes importantes sobre a funcdo dos
reguladores SHN em todo o reino vegetal, mas também fornecer uma poderosa
ferramenta para a engenharia metabodlica de compostos fendlicos e lignina por meio
de melhoramento convencional ou abordagens transgénicas, impactando
diretamente sobre a producédo de E2G.

Palavras-chave: Etanol 2G, Fator de transcricdo, SHINE, Sorgo, Parede secundaria
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MOLECULAR CHARACTERIZATION OF THE SHINE TRANSCRIPTION FACTOR
AND ITS POTENTIAL AS MASTER REGULATOR IN THE SECONDARY
CELLULAR WALL SYNTHESIS INSorghum bicolor L.

ABSTRACT- The search for alternative sources of the energy, prioritizing
renewable sources, increase the consumption of first generation ethanol, which could
not be enough to supply the needs of the Brazilian flex fuel car fleet. In this scenario,
second generation ethanol (E2G) appears as an alternative to increase production of
renewable fuels. E2G it is produced from the fermentation of glucose residues after
breaking the cellulose present in the plant biomass. However, adhered to the
cellulose is lignin, a compound considered recalcitrant in the process of obtaining this
type of ethanol. To overcome this obstacle, it is necessary to find ways to decrease
the amount or modify the lignin composition. Transcription factors (TFs) are highly
promising targets for the modification of this polymer, since they are involved in the
regulation of its biosynthesis pathway, as well as the formation of the whole
secondary cell wall (PCS). Rice plants transformed for the overexpression of AtSHN2
from Arabidopsis showed a decrease in the amount of lignin and a modulation of
cellulose pathway whereas the overexpression of another gene of SHN (AtSHN1) in
Arabidopsis showed a modification in the biosynthesis pathway of wax and cutin.
This highlights the need to evaluate TFs in a species-specific manner. Basing on this,
the present work has the objective of helping to elucidate the mode of action of TF
SHINE (SHN), considered a potential regulator of PCS in grasses. Aiming to
characterize SbSHN TF in sorghum, initially an alignment was performed using
amino acid sequence of proteins encoded by the two SHN genes in sorghum
(SbSHNL1 - Sb04g006970 and SbSHN2 - Sb10g023600) with other SHN sequences
available in the literature. Then a phylogenetic tree containing all these SHN
sequences was generated. After that, the SbSHN1 FT was cloned into commercial
vector pENTR / D-TOPO (Invitrogen) and later used to recombinate in different
destination vectors using gateway system. First, the vector pDEST15 was used for
the production of heterologous expression in E. coli. Complementary, a synthetic
peptide was produced for recognition of the SbSHN protein (antiSHN antibody). In
parallel, the vector pK7WGF2 was used to obtain SHN phusioned to GFP. This
vector was transientilly expressed in leaves of N. benthamiana in order to observe
the subcellular location of SbSHN TF. Complementary, to determine the expression
through gPCR, sorghum leaves, were splitted in base and tip, and the inflorescence,
in immature and mature developmental stages, were used. In addition, chromatin
immunoprecipitation (ChIP) of immature and mature sorghum inflorescences was
performed, with initial analysis by ChIPgPCR for validation of some SbSHN targets.
As results, through heterologous expression, a protein with mass of approximately
52kDa (mass of the SHN protein added with GST tail) was obtained, which was
recognized by the antiSHN antibody produced. The presence of SbSHN TF in the
cell nucleus was confirmed by observation of the transformed leaves by agroleakage.
The immature inflorescences of sorghum presented higher expression level of both
SbSHN1 and SbSHN2 genes. With the ChIPgPCR technique it was possible to
validate in vivo some SHN targets such as: SbNAC91 (Sb07g001550), SbNAC115
(Sb10g000460), SbMYB87 (Sb07g024970) and SbMYB60 (Sb04g031110) in
sorghum.
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In a long-term perspective, we believe that the knowledge gained from these studies
will not only provide important information about the function of SHN as a master
regulators throughout the plant kingdom, but also provide a powerful tool for the
metabolic engineering of phenolic compounds and lignin using conventional breeding
or transgenic approaches, directly impacting the production of E2G.

Keywords: 2G Ethanol, Transcription factor, SHINE, Sorghum, Secondary wall
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1. INTRODUCAO

A biomassa lignocelulésica € considerada uma das principais fontes de
matéria organica do planeta, apresentando como vantagem a facilidade de obtencéo
e grande abundancia na natureza (MCKENDRY, 2002). Os materiais
lignocelulésicos sdo compostos, principalmente, por trés diferentes polimeros
associados entre si: celulose, hemicelulose e lignina (MCKENDRY, 2002). Dentre
esses, a lignina é considerada um dos principais problemas para a produgédo de
etanol lignocelulésico também conhecido como etanol de segunda geragéo (E2G)
(CHEN; DIXON, 2007). A lignina encontra-se aderida a celulose na parede celular
(PC), dificultando a acdo das enzimas, além disso, apos ocorrer sua hidrélise, séo
liberados compostos fendlicos que juntamente com acidos fracos e derivados de
furano promovem uma inibicdo na etapa de fermentacgdo, diminuindo o crescimento
e a produtividade dos microrganismos por interferir na duplicacdo do DNA e causar
mutacfes (SIQUEIRA, 2015), acarretando um menor rendimento na producédo de
etanol (PALMQVIST; HAHN-HADERGAL, 2000). Os monolignois: cumarilico (H),
coniferilico (G) e sinapilico (S) sdo alcoois que se polimerizam de diferentes
maneiras, mediante acdo de lacases e peroxidases, dando origem as diversas
formas de lignina (MONTEIRO; PEREIRA; ABREU, 2004; AZADI et al., 2013). Chen
e Dixon (2007) demonstraram que ao silenciar genes que codificam as enzimas
participantes da via de biossintese de lignina, ha uma diminuicdo do teor de lignina
que supera efetivamente a recalcitrancia da PC a bioconversédo. Contudo, Yoon,
Choi e An (2015) afirmam que essas alteracbes afetam o desenvolvimento da
planta. Muitos autores, ao suprimirem genes de biossintese de lignina obtiveram
como resultados fendtipos anormais tais como xilema colapsado, mudanca de
coloracao, colmo flexivel e retardo de crescimento (LI et al., 2009; SCHILMILLER et
al., 2009;GUl et al., 2011; XU et al.,, 2011; SABALLOS et al., 2012). Por outro lado,
alguns transgénicos mostraram produzir quase o dobro de acUcar proveniente do
processo de sacarificacdo de PCs contra aquelas do tipo selvagem, de forma que a
modificacdo da lignina poderia evitar a necessidade de pré-tratamento acido e assim

facilitar a consolidacédo do bioprocesso (CHEN; DIXON, 2007). Para se conseguir tal



objetivo é essencial o conhecimento da via de biossintese de lignina bem como de
genes que controlam toda a regulagcdo da via, como os FTs. FTs vém sendo
utilizados para a melhor compreenséo das vias biossintéticas que levam a formacéao
da PCS (ZHAO; DIXON, 2011; GRAY; CAPARROS-RUIZ; GROTEWOLD, 2012;
HUSSEY et al., 2013) e para producao de plantas transformadas (YANG et al., 2012;
MARTINS, 2017). No trabalho de Yang et al. (2012) foram geradas plantas
saudaveis com reducao da biossintese de lignina em vasos (trocando o promotor da
enzima C4H pelo promotor do FT VND6) e também plantas com um aumento do
espessamento da PC (colocando o gene do FT NST1 sob indu¢do do promotor do
gene IRX8), obtendo-se uma maior producdo de agucares apOs sacarificacao.
Martins (2017) transformou plantas de arroz com o FT ShSHN (SHN de cana-de-
acucar) obtendo plantas com maior teor de biomassa e menor teor de lignina, com
um aumento significativo no processo de sacarificacao.

Nos ultimos anos tem ocorrido um grande progresso no que se diz respeito a
existéncia de uma complexa rede hierarquica de regulacdo de FTs e a sintese de
PCS (CASSAN-WANG et al., 2013). FTs MYB- relacionados de Antirrhinum majus,
popular boca-de-ledo, foram superexpressos em tabaco, sendo tal familia
conhecida, até entdo, por regularem diferentes ramos do metabolismo flavonéide em
plantas, porém acreditava-se que poderiam desempenhar papéis mais amplos na
regulacdo do metabolismo de fenilpropanoides.Os genes AmMMYB308 e AmMMYB330,
ao serem superexpressos, reprimiram o0 metabolismo do acido fendlico e a
biossintese de lignina, comprovando tal teoria (TAMAGNONE et al., 1998). A partir
deste ponto, muitos outros FTs foram descritos e caracterizados em diversas
espécies, com atencdo especial para Arabidopsis (GRAY; CAPARROS-RUIZ;
GROTEWOLD, 2012; CESARINO et al., 2016).

Atualmente, acredita-se que a regulacdo da PCS envolva trés niveis
hierarquicos com FTs das familias NAC (1° nivel) sendo seguidos por membros da
familia MYB (2° e 3° niveis de regulag&o), sendo que, alguns destes FTs possuem
funcido espécie-especifica [para mais detalhes (GRAY; CAPARROS-RUIZ;
GROTEWOLD, 2012; HANDAKUMBURA; HAZEN, 2012)]. Apesar deste modelo ja
estabelecido, um novo FT surge como potencial regulador de toda a PCS, o FT
SHINE (SHN).



O FT SHN pertence a familia de FTs AP2/ERF (Fator Responsivo ao Etileno),
e ao clado SHINE/WAX INDUCER (SHN/WIN) (AHARONI et al., 2004;). Em
Arabidopsis, foram caracterizados por Broun et al. (2004) e Aharoni et al. (2004) trés
representantes desta subfamilia: o AtSHN1, o AtSHN2 e o AtSHN3, tendo o AtSHN1
a funcado de sintese de cera na cuticula das folhas, o que da a elas um aspecto
brilhoso, 0 que explica o nome posteriormente dado ao gene (AHARONI et al.,
2004). Aharoni et al. (2004) notaram que a superexpressdo de SHN também
alterava a estrutura epidérmica das folhas, o nimero de tricomas, ramificacbes e
estbmato, contribuindo assim para a toleréncia a seca.

Com o intuito de aumentar a tolerancia a seca em uma espécie de interesse
agrondmico, Ambavaram et al. (2011) superexpressaram o0 gene AtSHN2 de
Arabidopsis em arroz (Oryza sativa, uma monocotiledénea). Ao contrario do
esperado, os autores observaram plantas transgénicas com fendtipo distinto do
observado em Arabidopsis, apresentando um aumento significativo de celulose,
engquanto que a quantidade de lignina, por sua vez, diminuiu, sem qualquer relacéo
com a sintese de cera ou cutina. Os autores também avaliaram se o homoélogo de
AtSHN2 em arroz (Os06g40150) possuia associacdo com as vias de PC, a qual foi
confirmada por estudos de coexpressdo e posteriormente validadas através de
andlise de PCR quantitativo (QPCR).

FTs ERF sao conhecidos por possuir afinidade a sitio de reconhecimento
(DBD - Dominio de Ligacdo ao DNA) descrito como motivos GCC Box
(JAG]JCCGNC) na regidao promotora dos genes alvos (OHME-TAKAGI; SHINSHI,
1995; NAKANO et al., 2006). Tais sitios de ligacdo de FTs podem ser utilizados na
busca por genes alvos de um determinado FT, através da técnica de
imunoprecitacdo de cromatina (ChlP), uma técnica poderosa realizada in vivo (WEI
et al., 2006).

Embora existam muitos estudos envolvendo a analise de FTs na sintese de
PCS em dicotileddneas, pouco se sabe sobre sua agcdo em monocotiledéneas de
grande importancia agrondémica (AMBAVARAM et al., 2011; HANDAKUMBURA,;
HAZEN, 2012; CESARINO et al., 2016), como a cana-de-acgucar, milho e sorgo.

Sorghum bicolor, popularmente conhecido como sorgo, é uma graminea de

origem africana da familia Poaceae. Esta graminea se espalhou rapidamente pelos



continentes asiaticos, europeu e australiano, bem como por demais paises devido a
caracteristicas como alta adaptabilidade, versatilidade e rusticidade. Apresenta uma
Otima opc¢éo para minimizar a ociosidade da industria de cana-de-acucar, podendo
ocupar espaco na entressafra da cultura (SANTOS et al, 2015). Desta forma, tem
sido considerada uma excelente opcéo para diversas regides, tendo o potencial de
se consolidar como um importante fornecedor de energia renovavel, em um periodo
de tempo relativamente curto.

Este trabalho esta inserido no projeto de Jovem Pesquisador intitulado
“ldentificacdo de genes alvos regulados pelo FT SHINE em monocotiledoneas”,
fomentado pela FAPESP 2014/08468-4, do Dr. Michael dos Santos Brito. Buscando
entender melhor o FT SHN, objetivou-se identificar seus alvos através da realizacéo
de experimentos de ChIP em sorgo, milho e cana-de-acUcar.

No presente estudo, utilizou-se o sorgo como modelo para o melhor
entendimento do FT SHN, uma vez que essa espécie apresenta dois diferentes
genes (SbSHN1: Sbh04g006970 e SbSHN2: Sb10g023600). Foram comparados o0s
niveis de expressdo de SbSHN1 e SbSHN2 em diferentes tecidos, a fim de
identificar onde estavam sendo mais expressos e a partir destes foi realizado a
imunoprecipitacdo de cromatina (ChIP) e posterior ChIPqQPCR para detectar
possiveis alvos de SHN em sorgo. Em uma perspectiva a longo prazo, almeja-se
gue o conhecimento derivado desses estudos ndo soO irdo fornecer informacdes
importantes sobre a funcdo dos reguladores SHN em todo o reino vegetal, mas
também fornecer uma ferramenta poderosa para a engenharia metabodlica de
fendlicos e compostos de lignina para melhoramento tradicional ou através de

transgenia, com o subsequente impacto na producéo de E2G.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Etanol de Segunda Geracéo

Atualmente had um interesse mundial na criacdo de novas estratégias para
aumentar a producdo e o consumo de combustiveis de fontes renovaveis. No Brasil,
por exemplo, o consumo de derivados do petréleo decresceu 0,2% no ano de 2013
(Ministério de Minas e Energia - BEN, 2014). O alto custo para producdo da
gasolina, uma futura possivel escassez das reservas petroliferas, além do aumento
da conscientizacdo social pela preservacdo ambiental, estdo entre os motivos para
tais mudancas (HIMMEL et al., 2007).

O etanol possui caracteristicas, como um elevado teor de oxigénio, cerca de
35% em massa de etanol, que possibilita uma combustdo mais limpa, além de
melhorar o desempenho dos motores, resultando em uma menor emissdo de
poluentes (SILVA, 2010). Assim, faz-se uso de biocombustiveis, para substituicio
dos combustiveis fosseis, diminuindo a dependéncia por recursos ndo renovaveis.

O etanol de primeira geracao (E1G), obtido principalmente através de milho e
do caldo de cana-de-acucar é considerado, até o presente momento, a Unica fonte
com capacidade de suprir a alta demanda por energia renovavel de baixo custo e de
baixo poder poluente (SANTOS et al., 2012).

As principais matérias-primas utilizadas para a producdo do etanol séo
sacarinas ou amilaceas, respectivamente cana-de-acUcar no Brasil e milho nos
Estados Unidos da América (SANTOS et al., 2012). Apesar de suprirem 0 mercado
atual, ha um crescente esforco da comunidade cientifica para desenvolver técnicas
para que sejam utilizados os residuos da biomassa, como a componente
lignocelulésica, para a producgéo de E2G (ZHENG et al., 2009).

Os materiais lignoceluldsicos sao constituidos principalmente de celulose,
hemicelulose e lignina (OGATA, 2013). A lignina, que esta aderida a celulose na PC,
corresponde a um dos principais problemas para a producdo de etanol
lignoceluldsico (ALVES; MACRI, s.d.; CHEN; DIXON, 2007). Ela age naturalmente

como uma barreira, protegendo a planta contra agentes externos. Entretanto, ela



dificulta o acesso das enzimas ao substrato (celulose e hemicelulose) gerando
baixos rendimentos de aglcares na hidrélise enzimatica (MORO, 2015).

Segundo a Raizen (2014), o E2G apresenta como beneficio o aproveitamento
dos subprodutos do E1G, além da reducédo na emissédo de carbono. Dessa forma, o
E2G pode aumentar a producdo de etanol em até 50% sem a expansédo da area de
cultivo. E importante frisar que a composic¢éo do produto final é idéntica a do E1G,
de modo que as diferencas entre os dois é a matéria-prima utilizada e o processo
produtivo (RAIZEN, 2014). Além das vantagens apresentadas acima, a producéo de
E2G ndo compete com a producéo de alimentos e com o cultivo de terras agricolas,
pois 0os materiais lignoceluldsicos estdo disponiveis de forma abundante e barata, e
muitas vezes sao considerados residuos (MORO, 2015).

A rota tecnolégica resume-se em um pré-tratamento para que 0S
polissacarideos se tornem disponiveis, seguido de hidrélise (acida ou enzimatica),
obtendo-se neste processo os aclUcares (hexoses e pentoses), com posterior
fermentacdo microbiana dos acucares em etanol, com separacao e concentracao do
etanol por métodos tradicionais (ZUNIGA, 2010). O pré-tratamento é a etapa chave
na obtencdo de celulose digerivel, formando a menor quantidade possivel de
inibidores para os processos subsequentes (ZUNIGA, 2010). Contudo, esta etapa
ainda nao apresenta uma eficiéncia que seja considerada ideal. Para contornar esse
obstaculo, modular a expressdo de genes envolvidos na via de biossintese de
lignina vem sendo encarada como uma alternativa na tentativa de modificar este

polimero de forma estrutural ou em quantidade (EMBRAPA, s.d.).

2.2 Parede Celular Vegetal

A célula vegetal apresenta como uma de suas principais caracteristicas a
presenca de uma parede celular (FARINAS, 2011). Esta parede € composta por trés
camadas distintas: a lamela média, PC primaria e PCS (LAGAERT; BELIEN;
VOLCKAERT, 2009). A laméla média é a camada mais externa da parede, que
consolida a unido entre células, PC primaria e secundaria. A parede primaria é
depositada durante o crescimento celular, consistindo principalmente de

polissacarideos como celulose, hemiceluloses e pectinas, além de proteinas



estruturais (POPPER, 2008; TAIZ; ZIEGER, 2002). J4 a PCS é depositada apés
cessar o crescimento celular, internamente a PC priméria e confere estabilidade
mecanica a planta (POPPER, 2008; TAIZ; ZIEGER, 2002). A PCS apresenta
compostos de celulose e hemicelulose, e que sdo muitas vezes impregnados de
lignina. Além dos polissacarideos, a parede das células vegetais contém centenas
de diferentes proteinas (TAIZ; ZIEGER, 2002).

Os genes relacionados com a PCS para celulose, xilano e biossintese de
lignina devem ser coordenadamente expressos durante o desenvolvimento da PCS
(ZHONG: YE, 2014).

A celulose é um homopolissacarideo nao-ramificado constituido somente de
moléculas de glicose unidas entre si por ligagbes glicosidicas do tipo B-D (1,4). Uma
ligacdo glicosidica é formada por duas unidades de glicose adjacentes apos a
eliminacdo de uma molécula de agua (FARINAS, 2011). A estrutura da celulose
apresenta regides cristalinas altamente ordenadas, estabilizadas por ligagbes de
hidrogénio intra e intermoleculares e regides menos ordenadas ou amorfas onde as
cadeias apresentam uma orientacdo randomizada (FARINAS, 2011).

As hemiceluloses séo heteropolissacarideos formados por varios residuos de
pentoses (xilose e arabinose) e hexoses (glicose, manose e galactose), acidos
urbnicos e grupos acetila. Tais acucares sdo ligados entre si principalmente por
ligacdes glicosidicas B-1,4, formando uma estrutura principal de um dado composto,
da qual saem ramificacOes laterais de cadeias curtas de outros compostos. Sua
classificacdo € dada de acordo com o acgucar predominante na cadeia principal e na
ramificagéo lateral (FARINAS, 2011).

A lignina corresponde a até 25% de toda a biomassa lignoceluldsica
produzida no planeta e atingindo até 40% do peso seco em teor de residuos
vegetais (RODRIGUES, 2007). Estd presente principalmente em tecidos que
participam da conducéo de solutos e suporte mecanico, representando um conjunto
de polimeros amorfos de alto peso molecular e muitas ligagdes cruzadas (FARINAS,
2011). E um dos principais componentes dos tecidos de gimnospermas e
angiospermas (GUEDES, 2010). Possui natureza quimica bem distinta dos
carboidratos, sendo caracterizada por uma estrutura aromatica de natureza

eminentemente fendlica (FARINAS, 2011). Sua estrutura é baseada em trés



precursores monomericos: os alcodis trans-p-cumarilico (H), trans-coniferilico (G) e
alcool trans-sinapilico (S) (FENGEL; WEGENER, 1989; GRAY; CAPARROS-RUIZ;
GROTEWOLD, 2012). Devido a natureza fendlica da lignina, essa fracdo ndo pode
ser diretamente convertida em etanol. A lignina tem sido usada para a producédo de
energia pelo processo de combustdo (LARSEN et al., 2008) ou para a conversao em
outros bioprodutos de interesse comercial.

Lapierre (1993), baseando-se na suscetibilidade relativa a hidrdlise,
classificou a lignina em dois grupos: “core” e nado “core”. As ligninas nao “core”
apresentam apdés a hidrélise compostos fendlicos de baixo peso molecular, enquanto
as ligninas “core” sao muito resistentes a degradacgdo, pois sédo constituidas de
fenilpropandides altamente condensados, sendo compostos de unidades H, G e S
em diferentes propor¢des, de acordo com a origem.

De acordo com Chen (1991) as ligninas de madeiras duras, ou angiospermas,
sdo formadas principalmente de unidades G e S; ligninas de madeiras moles, ou
gimnospermas, sao formadas basicamente de unidades G; ligninas de gramineas
compreendem G-S-H. Havendo, entretanto, ligninas de certas espécies de
gimnospermas e de gramineas que apresentam abundancia de G e S.

Remover a lignina € primordial para melhorar a digestibilidade enzimatica de
biomassa lignocelulésica (ALVES; MACRI, s.d.), sendo que Draude, Kurniawan e
Duff demonstraram em 2001 que remover 67% de lignina acarreta num aumento de
até duas vezes a taxa de hidrolise da celulose e praticamente trés vezes os teores
de acucares resultantes da conversao.

O silenciamento de genes que codificam enzimas participantes da via de
biossintes de lignina pode resultar em uma diminuicdo do teor de lignina que supera
efetivamente a recalcitrancia da PC a bioconversdo (ROHDE et al., 2004; CHEN;
DIXON, 2007; HUANG et al., 2010). Contudo, Yoon, Choi e An (2015) afirmam que
essas alteracdes afetam o desenvolvimento da planta, como apresentado na Tabela

1 abaixo.



Tabela 1 Fendtipos apresentados por plantas com genes modificados que
codificam enzimas da via de biossintese de lignina baseado em (YOON; CHOI; NA,

2015).
Espécie Gene Fenotipo Referéncia
Arabidopsis C3H Nanismo e xilema FRANKE et al., 2002
colapsado
Arabidopsis C4H Nanismo, SCHILMILLER et al.,
esterelidade 2009
masculina e ramos
inchados
Arabidopsis PAL1, PAL2, Menor teor de lignina HUANG et al, 2010
PAL3, PAL 4 e tamanho atrofiado
Panicum Pc4CL1 (4CL) Nervura central da XU etal, 2011
virgatum folha  marrom, e
manchas marrons nos
internés do colmo
Oryza sativa CAD7 Colmo flexivel, semi- LI etal., 2009

Oryza sativa

Oryza sativa

Zea mays

Sorghum bicolor

Sorghum bicolor

Os4CL3 (4CL)
CAD2

bm3

bmrl2 (COMT)

bmr2 (4CL)

nanismo,
florescimento
atrasado e menor
guantidade de
sementes

Tamanho reduzido
Coloragdo vermelha
amarronzada, colmos
com certa flexibilidade
Nervura central
marrom avermelhada

Folhas e peciolo com

tecido vascular
marrom

Esclerenquima e
nervura central

marrom

GUI; SHEN; LI, 2011
ZHANG et al.,, 2006;
OOKAWA et al., 2014

VIGNOLS et al. 1995

BOUT; VERMERRIS,
2003

SABALLOS et al.,
2012
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Muitos autores, ao suprimirem genes de biossintese de lignina obtiveram
como resultados fendétipos anormais tais como xilema colapsado, mudanca de
coloracdo, colmo flexivel e retardo de crescimento (VIGNOLS et al. 1995; BOUT;
FRANKE et al.,, 2002; VERMERRIS, 2003; ZHANG et al., 2006; LI et al., 2009;
SCHILMILLER et al.,, 2009;HUANG et al., 2010; GUI; SHEN; LI, 2011; XU et al.,
2011; SABALLOS et al., 2012; OOKAWA et al., 2014). Através dos resultados
apresentados acima, aumentou-se o interesse em entender melhor a via de
biossintese de lignina bem como de genes que controlam toda a regulacdo da via,
como os fatores de transcri¢éo (FTs). A relacdo FTs com a via estd melhor explicada

no topico 2.3.

2.3 Fatores de Transcricdo e a Parede Celular Secundaria

FTs correspondem a uma classe de proteinas que tem como principal
caracteristica a presenca de um DBD. Este permite o0 ancoramento do FT em uma
sequéncia de nucleotideos especifica do DNA (COOPER, 2000).

FTs podem interagir com outros reguladores transcricionais, incluindo
proteinas de remodelacdo/modificacdo da cromatina, de modo a recrutar ou
bloquear o acesso de RNA polimerases ao DNA molde, ativando ou reprimindo a
transcricdo (RIECHMANN et al., 2000; UDVARDI et al., 2007; RUSHTON et al.,
2008). Em plantas, cerca de 7% do genoma é dedicado para codificar FTs,
evidenciando o qudo importante e complexa € a regulacao da expressao génica ao
nivel da transcricdo nesses organismos (UDVARDI et al., 2007; RUSHTON et al.,
2008).

Com o trabalho de Riechmann et al. (2000) foram definidas 46 familias de
genes de FTs em Arabdopsis thaliana, havendo 3 familias que apresentam um
grande numero de membros: AP2/EREBP (APETALAZ2/proteinas de ligagdo a
elementos responsivos a etileno), MYB-(R1)R2R3 e bHLH.

As vias biossintéticas que levam a formacdo da PCS, que €& composta
basicamente de celulose, hemicelulose e lignina, séo altamente reguladas ao nivel

da transcricdo, tendo ocorrido um progresso durante a ultima década no que se diz
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respeito a existéncia de um complexo de rede hierarquica de regulacdo de FTs
(CASSAN-WANG et al., 2013). A maioria dos FTs dessa rede pertencem a duas
grandes familias de FTs, sendo elas: R2R3-MYB e NAC (NAM / ATAF / CUC)
(ZHONG,; YE, 2007; WANG; DIXON, 2012).

Em Antirrhinum majus foram identificados os primeiros reguladores da
biossintese de monoligndis (MONTEIRO; PEREIRA; ABREU, 2004). Estes
reguladores pertenciam a familia MYB de FTs, denominados entdo AmMMYB308 e
AmMYB330 (TAMAGNONE et al.,, 1998). A partir dai, muitos outros FTs foram
descritos e caracterizados em diversas espécies, com atengdo especial para
Arabidopsis (Gray et al., 2012).

Recentemente, FTs tem sido utilizados como uma forma de engenheirar
plantas, a fim de produzir compostos desejados ou ainda transpor estresses
ambientais. Yang et al. (2012) reduziram a biossintese de lignina em vasos ao trocar
o promotor da enzima C4H pelo promotor do FT VND6, um promotor especifico de
vasos condutores. As plantas exibiram fendtipos normais sem qualquer
comprometimento no seu desenvolvimento. Em segundo lugar, conseguiram obter
plantas com um aumento do espessamento da PC, para isto eles colocaram o gene
do FT NST1 sob inducao do promotor do gene IRXS,
gene de uma glicosiltransferase de parede celular secundaria, também obtendo
plantas saudaveis. Para os dois casos, as plantas apresentaram uma maior
producado de acUcares apés sacarificacao.

Diferentes técnicas tém sido empregadas para a caracterizacdo de FTs
relacionados a sintese de lignina e outros compostos da PC. As mais comuns séo a
superexpressao e knockout de FTs (HUSSEY et al. 2013). Entretanto, este tipo de
abordagem nos fornece dados indiretos com relacdo aos alvos de regulacédo desses
FTs, sendo necessarios métodos mais diretos para a determinacdo destes genes
alvo. Segundo Hussey et al. (2013), diversas técnicas podem ser empregadas para
estudos mais diretos de FTs e seus alvos, entre elas:

e EMSA — método “in vitro” para deteccéo do local de ligagao do FT;
¢ RNA-Seq — método que pode ser utilizado para predicdo de possiveis

alvos, necessitando de validagao;
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e Reconstrucao a partir de dados de co-expressao — método usado para
suposicdo de interacdo entre genes, necessitando de uma grande
guantidade de dados em diferentes organismos, tecidos, etc.

e Y1H - técnica que avalia os reguladores de um gene especifico;

e ChIP — método de analise “in planta” com possibilidade de selecionar
FTs que nao interagem diretamente com o DNA.

Esses dois ultimos podem ainda ser utilizados em estudos das redes
reguladoras de genes (RRGSs), as quais descrevem a rede reguladora através da
qual os FTs e microRNAs regulam fortemente a expressdo dos genes (MEJIA-
GUERRA et al., 2012). A técnica de Y1H é um exemplo de abordagem centrada nos
genes, com foco em identificar os FTs que se ligam a um promotor especifico,
enquanto que o ChIP é uma técnica na qual a abordagem esta centrada no FT,
buscando identificar genes alvos para este FT (MEJIA-GUERRA et al., 2012). A

figura ilustra estes tipos de abordagens.

A —Centrada B — Centrada
noFT no gene

rodma PODHOa e

Figura 1 Abordagens de mapeamentos RRG (Modificado de MEJIA-GUERRA et al.,
2012).

A — Abordagem centrada no FT, como a técnica ChlP. B — Abordagem centrada no
gene, como a técnica Y1H.

A busca por genes alvo de um FT sempre foi uma area de interesse (WELLS;
FARNHAM, 2002) e atualmente, o ChIP tem se tornado uma técnica muito popular e
bem estabelecida usada para investigar interagdes entre proteina (FT) com DNA
(genes alvos) (BUCK; LIEB, 2004). ChIP pode identificar “in vivo” os sitios de ligacdo
de um FT que se liga diretamente ou indiretamente, através do dominio de ligagéo
ao DNA ou agindo como coativador ou corepressor (WELLS; FARNHAM, 2002).
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Ainda com relacdo a FTs e a sintese de PCS, Aharoni et al. (2004) e
posteriormente Ambaravaram et al. (2011), em seus estudos descobriram e
caracterizaram um novo FT, que se mostrou importante para a formacdo e
composicao da PCS, podendo ser considerado um regulador master em sua sintese.

Este FT foi denominado SHINE, e sera descrito abaixo no tépico 2.4.

2.4 O Fator de Transcricado SHINE

O FT SHINE pertence a familia de FTs AP2/ERF, ou AP2/EREB, e ao clado
SHINE/WAX INDUCER (SHN/WIN) (AHARONI et al.,, 2004; AMBAVARAM et al.,
2011). Em Arabidopsis, foram caracterizados por Ambavaram et al. (2011) trés
representantes: o AtSHN1, 0.AtSHN2 e o AtSHN3, tendo o AtSHN1 a fungdo de
sintese de cera na cuticula das folhas em Arabidopsis (AHARONI et al., 2004). A
superexpressao de AtSHN1 também alterou a estrutura epidérmica das folhas, o
namero de tricomas, ramificacbes e estdmato, que podem contribuir para a
tolerancia a seca (AHARONI et al., 2004).

A familia AP2/ERF é uma das trés maiores familias em Arabidopsis
(RIECHMMANN et al., 2000), é caracterizada por apresentar o dominio AP2, que
consiste em cerca de 60 a 70 aminoacidos (NAKANO et al., 2006). Estas proteinas
reguladoras estéo envolvidas no controle do metabolismo primério e secundario, em
vias de crescimento e desenvolvimento, além de participar em respostas aos
estimulos ambientais (LICAUSI; OHME-TAKAGI; PERATA, 2013).

Aharoni et al. (2004) verificaram que havia diferencas nos padrbes de
expressdo de diferentes genes SHN, em uma mesma espécie. Ao examinarem a
expressdo de AtSHN1, AtSHN2 e AtSHN3 fusionando os ao gene reporter GUS (B-
glucuronidase) em Arabidopsis foi observado que:

e AtSHN1 apresentou expressao na inflorescéncia e em tecidos da raiz de
Arabidopsis. Além disso, também foi verificada expressdo em sépalas de
botbes florais fechados e muito jovens no estagio 6 e depois no estagio 10 a
expressao foi detectada em sépalas e pétalas novamente, além de comecar a
ser expresso em gineceu. Nas nervuras das pétalas e sépalas foi possivel

observar maior expressao que no restante do tecido. Ja no estagio 13, houve
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reducdo de expressao no gineceu e iniciou-se a expressao nas anteras.

Durante o estagio 16 foi observado expressédo nas capsulas de sementes.

e AtSHN2 manifestou expressdo em capsulas de sementes e na antera, sendo
sua expressao detectada no estagio 12.

e AtSHN3 mostrou-se estar relacionado com a expressdo em todos os 6rgaos,
em diferentes intensidades e respondendo diferentemente a ferimentos de
acordo com o tecido testado.

Ambavaram et al. (2011) superexpressaram o AtSHN2 em arroz (Oryza
sativa, uma monocotileddnea) obtendo como resultado um aumento significativo de
celulose, enquanto que a quantidade de lignina, por sua vez, diminuiu.

Jagger et al. (2015) ao superexpressarem um TaSHN (SHN de trigo,
monocotileddnea) em Arabidopsis perceberam que esta apresentou folhas
brilhantes, mas também apresentou uma proliferacdo desorganizada da cuticula em
folhas, e uma diminuicdo do numero de estdmatos por area foliar, além de que a
resisténcia a seca nédo foi afetada. Estes dados mostram que este possivel ortélogo
provocou tanto as caracteristicas ja conhecidas, como novos fenoétipos em
comparacao com outras plantas WIN/SHN superexpressas.

Martins (2017) ao transformar plantas de arroz superexpressando o FT SHN
de cana-de-acucar (ShSHN) obteve plantas com maior teor de biomassa, com
aumento significante na quantidade de pectinas, e menor teor de lignina. Além disso,
foi observado que essas plantas apresentaram um aumento significativo no
processo de sacarificacao.

Como apresentado acima e de forma resumida na Tabela 2, os FTs podem
apresentar alvos diferentes na regulacdo, podendo um mesmo FT apresentar

diferentes funcbes quando expresso em monocotiledéneas e dicotiledbnias.

Tabela 2 - Resumo dos diferentes fenotipos encontrados em trabalhos realizados
com o gene SHN em diferentes organismos e a partir de diferentes abordagens.

Gene Técnica Organismo (*) Fendtipo e Via Metabdlica Referéncia
envolvida

AtSHN1 Superexpressdo  Arabidopsis (di) Biossintese de Cera e (AHARONI et al. 2004;
Cutina Shi et al., 2011;

KANNANGARA et
2007; BROUN et
2004)

al.,
al.,
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al.,

SISHN Superexpressdo  Tomate (di) Biossintese de Cera e (SHI et al.,, 2013; Al-
Silenciamento Cutina ABDALLAT et al., 2014;
BUXDOREF et al., 2014)
TaSHN Superexpressdo  Arabidopsis (di) Plantas tolerantes a seca (JAGER et al., 2015)
com fenétipo relacionado
a cutina
MdSHN3 QTL* Maca (di) Biossintese de Cera e (LASHBROOKE et al.,
Cutina 2015)
GmSHN1/  Superexpressdo Arabidopsis (di) Biossintese de Cera e (XU et al., 2016)
GmSHN9 Cutina
NUD Superexpressdo Cevada (mo) Alteracdo na deposicéo (TAKETA et al., 2008)
de lipidios no pericarpo
AtSHN2 Superexpressdo  Arroz (mo) Aumento de celulose e (AMBAVARAM et al,
Diminuicdo de Lignina 2011)
OsWR1 Superexpressdo  Arroz (mo) Biossintese de Cera e (WANG et al., 2012)
Cutina
PVERFO0O1  Superexpressdao Switchgrass Aumento de biomassa (WUDDINEH et
(mo) sem alteracdo de Lignina 2015)
ShSHN Superexpressdo  Arroz (mo) Aumento de biomassa e (MARTINS, 2017)

Lignina

* “Quatitative Trait Locus”

Ambavaram et al. (2011) ao realizar uma analise de rede de coexpresséo,
observaram que as regides promotoras dos FTs NAC e MYB continham motivos
GCC BOX ([AG]JCCGNC) conhecidos como sitios de ligacdo dos FTs AP2/ERF
(OHME-TAKAGI; SHINSHI, 1995; AMBAVARAM et al.,, 2010). Ao final, para
comprovar as hipéteses formuladas, eles utilizaram a técnica EMSA (Eletroforetic
Mobility Shift Assay), identificando que AtSHN2 recombinante se ligava aos
provaveis FTs da PS de arroz MYB58/63, NST1/2/SND1, VND4/5/6, e MYB20/ 43.
Com os resultados obtidos, Ambavaram et al. (2011) fizeram um modelo hipotético
de regulacdo no qual afirmam que FT SHN reprime os TFs NAC, SND1/NST1/2 e
VND4, MYB58/63 e diretamente ativa MYB20/43.

Kannangara et al.

(2007) utilizando genética reversa e abordagens

moleculares, como ChIP, identificaram em Arabidopsis que o gene LACS2 é
diretamente um alvo de SHN, apesar de ndo possuir motivos GCC BOX em seu
promotor.

Para que haja um melhor entendimento de um FT torna-se necessario a
existéncia de um bom modelo vegetal para seus estudos. Dessa forma, neste
trabalho, utilizou-se o sorgo como um modelo biolégico para o FT SHN, dados os

motivos apresentados no item 2.5.
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2.5 Sorgo

O sorgo [Sorghum bicolor (L.)], planta de origem africana e graminea da
familia Poaceae, se espalhou rapidamente pelos continentes asiaticos, europeu e
australiano, bem como por demais paises. A produtividade mundial de sorgo no ano
2015/16 foi de 1,41 toneladas/ha, em um total de 42,54 milhdes de ha (CONAB,
2017).

A cultura estd ganhando espaco, pois possui caracteristicas como alta
adaptabilidade, versatilidade e rusticidade, além de apresentar uma 6tima opcgéo
para minimizar a ociosidade da industria de cana-de-agucar, podendo ocupar
espaco na entressafra da cultura (SANTOS et al., 2015). Além disso, em regides
muito quentes e secas, has quais culturas como o milho ndo atingem o maximo em
produtividade de gréos ou de forragem, sdo uma 6tima op¢édo (PEREIRA, 2011).

Paterson et al. (2009), através de sequenciamento “whole genome shotgun
(WGS)”, apresentaram uma analise inicial do genoma de sorgo, cobrindo cerca de
98% dos genes nos cromossomos. Além disso, Ming et al. (1998) mostraram atraves
de comparacdes de mapas genéticos feitas com conjuntos de marcadores a sintenia
entre gramineas, sendo que 0 sorgo apresentou a maior colinearidade com cana-de-
acucar.

As vantagens do sorgo vado além, pois este apresenta ciclo curto, de
aproximadamente quatro meses, também pode ser propagado através de sementes,
facilitando o plantio. De acordo com Berenguer e Faci (2001), o sorgo apresenta
grande tolerancia a altas temperaturas e ao estresse hidrico, requerendo somente
um guarto da quantidade de agua do que a cana necessita (MASSOM, 2013).

A planta possui metabolismo fotossintético C4, isso quer dizer que ela
assimila e usa o CO2 de maneira mais eficiente que outras plantas, produzindo e
acumulando muita matéria seca (SANTOS et al., 2015).

Existem, basicamente 4 tipos de sorgo, sendo eles: granifero, sacarino,
vassoura e forrageiro. O sorgo granifero apresenta porte baixo, com até 170 cm de
altura, produzindo na extremidade superior uma panicula (inflorescéncia) compacta
de graos. Sendo seu principal produto o grdo, muito utilizado para alimentacao

animal, com possivel aproveitamento do restante da planta, ainda verde apos a
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colheita, como feno ou pastejo (IPA, 2008). Por sua vez, 0 sorgo sacarino apresenta
porte alto, superior a dois metros, apresentando colmo doce e suculento como o da
cana-de-acucar. Sua inflorescéncia é aberta, produzindo poucos graos. Sua maior
utilizacao € como sorgo forrageiro, na forma de silagem e de corte (IPA, 2008).

O bagaco de sorgo contem, segundo Freita et al. (2016), 38,48% de celulose
e 23,2% de lignina, valor muito proximo ao encontrado por Carvalho (2012) em
cana-de-acucar, de 21,6% de lignina no bagaco.

O sorgo vassoura apresenta inflorescéncia em forma de vassoura, o que o faz
ser utilizado em algumas regides na fabricacdo de vassouras e o sorgo forrageiro
tem porte alto, superior a dois metros, muitas folhas, inflorescéncias abertas, com
poucas sementes, elevada producao de forragem.

Nos EUA, estima-se que o acucar produzido pelo sorgo sacarino pode
superar o rendimento em até duas vezes se comparado ao etanol obtido a partir de
gréos de milho. J4 no Brasil, é possivel, através da utilizacdo do bagaco do sorgo,
principalmente advindo de sorgo granifero, pelo processo de hidrélise enzimatica,
que se extraia cerca de 158 litros de etanol por tonelada de bagaco
(GNANSOUNOU, 2005).

Devido aos fatores citados acima, a cultura pode ser considerada uma
excelente opcao para diversas regides, tendo o potencial de se consolidar como um
importante fornecedor de energia renovavel, em um periodo de tempo relativamente
curto.

Com base no exposto acima, neste trabalho foi realizada a caracterizagéo do
FT SHN, que apresenta dois genes em sorgo (SbSHN1 e SbSHNZ2). Para isso
utilizou-se analises de sequencia, onde foi possivel desenhar um peptideo sintético
gue por sua vez foi utilizado para a producédo de anticorpo antiSHN. Posteriormente
foi realizado o teste de especificidade deste anticorpo bem como a determinacgéo da
localizagdo subcelular da proteina SHN. Por fim, foram realizadas analises de
expressdo génica que possibilitaram a realizacdo da técnica de imunoprecipitacdo
da cromatina (ChIP) e posterior validacdo de genes alvos por ChIPgPCR. Os
resultados aqui obtidos representam um grande passo para o entendimento do papel
deste FT na regulacao de diferentes componentes da parede celular secundaria.
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3. OBJETIVOS

3.1 Gerais

Este trabalho teve por objetivo caracterizar molecularmente o FT SHN (gene
SbSHN1) em sorgo Sorghum bicolor L..

3.2 Especificos

¢ Realizar a clonagem do gene SbhSHN1;

e Obter e Validar um anticorpo antiSHN;

e Promover a expressao heteréloga em E. coli da proteina codificada pelo gene
SbSHN;

e Determinar a localizagdo subcelular da proteina codificada pelo gene
SbSHN1;

e Determinar a expressao em diferentes tecidos do gene SHN por qPCR,;

e Realizar a imunoprecipitacdo a cromatina de inflorescéncias maduras e
imaturas de sorgo;

e Determinar alguns alvos do FT SHN em sorgo através de ChIPgPCR.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Material Vegetal

4.1.1 Sorghum bicolor

Sementes de Sorghum bicolor (sorgo), linhagem elite BTx623, foram
plantadas em vasos de 5 litros contendo uma mistura de 1 parte de substrato
Carolina Soil Il (Grow Plant) para 0,6 partes de terra. A esta mistura foi adicionado
0,8g de adubo NPK 8-28-16 por litro de substrato utilizado. Em cada vaso foram
feitas seis covas rasas, nas quais foram adicionadas trés sementes de sorgo (IPA,
2008).

As plantas foram mantidas em casa de vegetacao situada no Centro de Cana
do Instituto Agrondmico de Campinas, localizado em Ribeirdo Preto-SP, Brasil
(latitude — 21.208159°, longitude - 47.86962°). Com irrigacédo controlada (45 minutos,
duas vezes ao dia).

Apds uma semana do plantio, foi realizado o desbaste, retirando plantas com

menor vigor, deixando somente trés plantas por vaso.

4.1.2 Nicotiana benthamiana para analise de localizagdo subcelular

Sementes de Nicotiana benthamiana foram plantadas em tubetes contendo a
mesma mistura utilizada para o sorgo. Os tubetes foram mantidos em sala com
temperatura e luminosidade controladas, 22°C e 16 horas/dia de luz para 8 horas/dia
de escuro, respectivamente. Apés germinacdo e ao atingirem, aproximadamente 3
centimetros, as plantas foram transplantadas para vasos de 3 litros contendo a
mesma mistura de subtrato/terra/adubo e transferidas para casa de vegetagcao como

descrito no item 4.2.1.
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4.2 Coleta dos Materiais

Amostras de folha e inflorescéncia de sorgo foram coletadas e imediatamente
congeladas com nitrogénio liquido, sendo posteriormente estocadas em ultrareezer
a -80°C. Foram utilizadas triplicadas biolégicas. No caso das folhas, cada replicata
foi composta por um “pool” de seis folhas de plantas diferentes. No caso das
inflorescéncias, cada replicata corresponde a uma inflorescéncia de plantas
diferentes.

Para clonagem do gene SbSHN foram coletadas a quarta folha de plantas em
estadio V5 (plantas que possuem cinco folhas completas, ou seja, que apresentam
ligula visivel)(LARSON, 2016), conforme ilustrada na Figura 2.

Figura 2 Planta de sorgo em estadio V5, ou seja, que apresentam cinco folhas ja
completas (com ligula visivel). Seta preta indica a folha coletada.

Para a analise de expresséo e ChlP, foi coletada a quarta folha de plantas em
estadio V5. As amostras foram divididas em dois grupos: Ponta da folha e base da
folha (contendo o colar da folha e uma parte da bainha). Além disso, foram coletadas

inflorescéncias em dois estagios de amadurecimento: imatura e madura (Figura 3).
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N

Figura 3 Amostras utilizadas: As qurta folha de sorgo em estadio V5 (Base e
Ponta) e (B) Inflorescéncia [Imatura (esquerda) e Madura (Direita)].

4.3 Analises de bioinformatica
4.3.1 Analises Filogenéticas

O programa ClustalX 2.1 (JEANMOUGIN, 1998) foi utilizado para alinhar as
sequéncias de aminoacidos homélogos ao FT SHINE previamente descritas na
literatura, sendo elas Zea mays - milho (BRITO et al., 2015), Arabidopsis thaliana
(AHARONI et al., 2004), Hordeum vulgare - cevada (TAKETA et al., 2008), Oryza
sativa — arroz (AMBAVARAM et al.,, 2011; WANG et al., 2011), Solanum
lycopersicum — tomate (SHI et al.,, 2013; AL-ABDALLAT et al., 2014), Panicum
virgatum (WUDDINEH et al., 2015), Triticum aestivum — trigo (JAGER et al., 2015),
Glycine Max — soja (XU et al., 2016), cana-de-acucar (BRITO et al., 2015; MARTINS,
2017) e Sorghum bicolor — sorgo (BRITO et al.,, 2015). Tais sequéncias de
aminoacidos foram adquiridas junto ao banco de dados Phytozome v12.1. O
alinhamento foi entéo visualizado através da ferramenta bioedit (HALL, 2011). Uma
analise comparativa dos genes foi realizada através da construcdo de uma arvore
filogenética, posteriormente visualizadas com o programa Mega7 (KUMAR et al.,
2016), utilizando o método neighbour-joining de agrupamento com 1000 repeticées
por bootstrap e parametros padrdes.
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4.3.2 Analise in silico da expresséo génica

Para realizacdo da analise de expressdo e posterior ChIP foi necessario,
primeiramente, determinar quais seriam os tecidos a serem utilizados. Desta forma
foi realizada uma busca computacional em banco de dados dos niveis de expressao
dos homodlogos de SHN (SbSHN1: Sb04g006970 e SbhSHN2: Sbh10g023600) em
sorgo em diferentes tipos de tecido. Para isso foi realizada uma busca no banco de
dados de RNA-Seq de Sorgo (Sorghum gTeller -
http://gteller.com/sorghum_refgenl/).

Além disso, uma vez que este projeto esta inserido em um projeto maior,
buscando caracterizar o FT SHN também em milho, buscou-se no banco de dados
The Bio-Analytic Resource for Plant Biology (BAR) (LI et al., 2010) pelo tecido com
maior expressao em milho, acreditando-se que o mesmo perfil seria encontrado em

sorgo.

4.4 Obtencao do DNA complementar (CDNA)

4.4.1 Preparo do material para extracdo de RNA

A fim de minimizar o efeito das RNAses e tentar evitar a degradacdo do RNA,
as solucdes utilizadas foram preparadas com agua milli-Q previamente tratada com
DEPC (dietilpirocarbonato) na concentracdo de 1% (v/v), por 16 horas a 37 °C,
seguida de autoclavagem (120 °C, 1 atm, 20 minutos).

Os materiais plasticos utilizados foram tratados com peréxido de hidrogénio
(H20,) na concentracdo de 10% e submetidos a autoclavagem (120 °C, 1 atm por 20
minutos).

As vidrarias e porcelanas foram queimadas a 200 °C, por 4 horas.


http://qteller.com/sorghum_refgen1/
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4.4.2 Extragédo de RNA total

Aproximadamente 250mg de tecido vegetal (clonagem — folha; quantificacédo
da expressao: base da folha, ponta da folha, inflorescéncia imatura e inflorescéncia
madura) foram maceradas utilizando nitrogénio liquido (N), separadamente, com o
auxilio de cadinho e pistilo.

O reagente Trizol (Invitrogen) foi utilizado para extracdo do RNA total de cada
réplica, seguindo as recomendacdes do fabricante. A fim de quantificar e mensurar a
pureza do RNA utilizou-se a analise de absorbancia (razdes 260/280 e 230/280) com
o auxilio de um NanoDrop® (Thermo)®. De maneira complementar, foi verificada a
integridade por eletroforese em gel de agarose 1% (SAMBROOK et al., 2001) de
cada réplica biologica. O RNA extraido de cada réplica biolégica encontra-se em

ultrafreezer (-80 °C).
4.4.3 Tratamento com DNAse

Previamente a sintese de cDNA, o RNA total foi tratado com DNAse. Para
isto, para cada 1 ug de RNA total foi utilizado uma unidade (1U) de DNAse RQ1
(Promega) seguido de incubacao por 30 minutos, a 37 °C. Para paralisar a reacgéo,
foi adicionado 0,5 pL de stop solution para cada 4 uL de RNA total, seguido de nova

incubacédo por 10 minutos a 65°C.
4.4.4 Sintese de cDNA

A sintese de cDNA foi realizada utilizando-se o Kit comercial ImProm-lIl|
Reverse Transcription System (Promega). Em 1 ug de RNA total tratado com DNAse
foi adicionado 0,5 pL de Oligo dTV (0,5 pg/ul), incubando-se por 5 minutos a 70 °C.

Na reacao de transcrigao reversa foram utilizados 6 yL de reagao (RNA total
tratado com RNAse + Oligo dT), 2 yL de tampé&o Improm-Il 5x Reaction Buffer, 1 pL
de dNTP (10 mM), 1 uL de Recombinant RNasin® Ribonuclease Inhibitor (40 U/ul) e
1 yL da enzima ImProm-Il RT (25 U/ul) em um volume final de 10 yL. A reacéo foi

incubada em termociclador Thermo Cycle 2720 (Applied Biosystems), com a
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seguinte ciclagem: anelamento a 25 °C por 5 minutos, extensdo a 42 °C por 60
minutos, e depois a 70 °C por 15 minutos para paralisacdo da reacao.

4.5 Clonagem do gene SbSHN1

4.5.1 Desenho dos “primers”

O desenho dos “primers” utilizados para clonagem do gene SbSHN foi
realizado apos a busca no banco de dados Phytozome v12.1 da sequéncia de
nucleotideos da regido codificante do gene SbhSHN1, uma vez que este apresentou

uma maior similaridade com outras sequéncias SHN previamente descritas.

Uma vez que seria usado o vetor pENTR/D-TOPO (Invitrogen) para clonagem
do fragmento, foi adicionado na regiao 5’ do”primer” “foward” uma “tag” de sequéncia
CACC que fara com que a sequéncia amplificada se ligasse ao vetor de interesse de

maneira dirigida, garantindo que o gene se ligue no vetor na fase de leitura correta.

Tabela 3 — “Primers” utilizados na reacdo de amplificacao para clonagem do gene
SbSHNL1.

Sequéncia em negrito corresponde ao “tag” para ser adicionado em 5’ terminal para
se ligar ao vetor pENTR/D-TOPO (Invitrogen) além de representar o sitio de Kozak
importante para o inicio da tradugdo em eucariotos.

“Primer” Sequéncia (5’ 2 3’)
SbSHNpPENTR_FW CACCATGGTACAGCCAAAGAAGTTTC
SbSHNpENTR_RV TCAGATGATGAAGCGACCTTGGT

M13F (kit pPENTR/D-TOPO®) GTAAAACGACGGCCAG
M13R (kit pPENTR/D-TOPO®) CAGGAAACAGCTATGAC

4.5.2 Amplificacdo da Sequéncia desejada

Utilizando como molde o cDNA de folhas de sorgo, foi realizada um reacao de
PCR a fim de amplificar a regido codificadora do gene SbSHN1, utilizando os
“primers” da tabela 3. Para a reacéo foi utilizado 30 ng de cDNA, 7,5uL de 10X High
Fidelity PCR Buffer, 0,5uL de Platinum®Tagq DNA Polimerase High Fidelity, 1,8uL
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dNTP 10mM, 1,2uL de sulfato de magnésio 50mM, 1,8uL de cada “primer” 10mM
(“foward” e “reverse”) e q.s.p. 50uL de agua milliQ autoclava.

A reacao foi conduzida em termociclador Thermo Cycle 2720 (Applied
Biosystems), com as seguintes condi¢cdes de amplificacéo: desnaturacao a 94°C por
5 minutos, seguida de 35 ciclos de desnaturagcdo a 94°C por 15 segundos,
pareamento dos “primers” a 62°C por 30 segundos e extensdo a 68°C por 1 minuto.

O produto da amplificacdo foi investigado por eletroforese em gel de agarose
1%, em tampao TAE 1X, a 80V. Apoés corrida o gel foi visualizado sob luz UV a
254nm.

O fragmento de DNA amplificado foi excisado e purificado a partir do gel de
agarose, com o auxilio do Kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega)
seguindo as recomendacfes do fabricante. Apds, o DNA foi quantificado em

espectrofotometro Nano Drop 2000 (Thermo Scientific) e armazenado a -20 °C.

45.2 Ligacéo do fragmento amplificado no PENTR™/D-
TOPO®(Invitrogen)

O fragmento purificado foi inserido no vetor de entrada pENTR™/D-TOPO®
(Invitrogen) (Figura 4), sendo a reacao de ligagdo composta por 0,5 pyL de vetor
PENTR/D-TOPO (15-20 ng/uL); 1 pL de produto de PCR purificado (20 ng/uL); 0,5
pL de solucdo salina diluida (1:4) num volume total de 4pL. Apds deixar a reagao por
1 hora em temperatura ambiente, 1 pL da reacdo de ligacdo foi inserida por
eletroporagao (cubeta de 1 mm; 25 pF; 180 Q; 1650V) em 40 pL de células
eletrocompetentes de Escherichia coli cepa cepa DH10B. Em seguida, as células
foram colocadas em 1mL de meio LB (Apéndice A) e incubadas a 37°C sob agitacéo
180rpm por 1 hora. As células foram entdo espalhadas em placas de Petri contendo
meio LB sdlido acrescido de 50 pg/mL de canamicina, levadas para incubagéo 37°C
durante 18 horas. . Apo6s a ligacdo no vetor pENTR/D-TOPO, o vetor resultante foi
denomenado pENTRSbSHN.

Colbnias individuais foram selecionadas ap0ds cultivo das células em meio
seletivo para confirmar a presenca da sequéncia SbSHN1 através de uma reacéao de
PCR de colbnia, utilizando os “primers” M13F (presentes no vetor pENTR/D-
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TOPO®) e SbSHNpENTR_Rv (Tabela 3). Os produtos resultantes da reacéo de
PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1%, a 80 V, por 45
minutos, e as bandas obtidas foram visualizadas por meio de coloracdo com
brometo etidio (10 pg/mL), sobre luz ultravioleta, a 254 nm (FRITSCH; SAMBROOK;
MANIATIS, 1989). Apds a confirmacao dos transformantes, os clones selecionados
foram inoculados em meio LB liquido contendo canamicina, separadamente, e
incubados por 18 horas sob agitacdo 200rpm, para a posterior extracao plasmidial.

O DNA plasmidial foi extraido utilizando o Kit comercial Pure Yield Plasmid
Miniprep System (Promega), quantificado e enviado para sequenciamento utilizando
os mesmos “primers” M13F e M13R (Tabela 3). O sequenciamento das amostras foi
realizado no Centro de Pesquisa Sobre o Genoma Humano e Células Tronco do
Instituto de  Biociéncias da Universidade de Sdo Paulo - SP
(www.genoma.ib.usp.br/pt-br/servicos/sequénciamento-de-dna).

A analise de qualidade das sequéncias e a formagcdo dos “contigs” foram
realizadas com o auxilio do software BioEdit. Para identificacdo da sequéncia
proveniente da analise de sequénciamento utilizou-se o programa BLAST do
National Center For Biotechnology Information (NCBI). As sequéncias de
nucleotideos foram traduzidas para sequéncias de aminoacidos utilizando a

ferramenta Expasy (http://web.expasy.org/translate/).

Not |
Ascl

pENTR/D-TOPQO®

2580 bp

Figura 4 Vetor de entrada pENTR™/D-TOPO®.
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4.5 Producao do anticorpo antiSNH

Para a producéo do anticorpo antiSHN foi utilizado um peptideo sintético para
a imunizacdo do animal. Para a producdo deste peptideo sintético foram utilizadas
as sequéncias de aminoacidos das proteinas SHN de cana-de-agucar, milho e
sorgo. Para a selecdo das sequencias mais adequadas para a producédo do
antigeno, foram utilizados alguns critérios como: distancia do dominio de ligacdo ao
DNA, antigenicidade, hidrofilicidade entre outros. Apés a escolha, este peptideo
sintético foi utilizado para a producdo do anticorpo antiSHN pela empresa
Genescript.

4.6 Expressao Heter6loga da Proteina SbSHN

Para a construcao do vetor de expressao contendo a sequéncia SbSHN1 foi

utilizado o Sistema Gateway de Recombinacao (Life Technologies).

4.6.1 Recombinag&o com o vetor de Expressao

Apbs a confirmacgdo da presenca e correta orientagcdo de SbSHN1 no vetor de
entrada, procedeu-se com a recombinagdo com o vetor de destino selecionado para
a expressao heterologa da proteina SHN. A transferéncia ocorreu através de reacao
de recombinacédo entre o vetor de entrada e o vetor pDEST15 (Figura 5). A reacéo
de recombinacdo para ambos os vetores foi composta por 1,0 uL pENTRSbSHN
(50-150 ng/pL); 1,0 yuL pDEST15 (150 ng/uL); 6,0 pL TE buffer pH 8,0; 2,0 pL LR
Clonase Il enzime mix (Invitrogen). As reacdes de recombinag&o foram incubadas
por 1 hora a 25°C. Posteriormente, adicionou-se 1 pL de Proteinase K (2ug/uL) e

incubou-se por 10 minutos a 37°C.
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SgrA 16976 Bglll5
Sph 1 6825 Nde 1102

PshA | 6667
Nru| 6411

Nsp V 501

Swa 1529
Bell 539

Not 1917

T7 promoter asT
attR1

cmf

pDEST™15
7013 bp

BssH 11 1732
Tth11115163

BsaA 15158
Srfl 2106
BstX 1 2219
Sal | 2366
Bpu1102 | 2562
Nhe | 2791

Hind 111 2991

Cla | 2997
Aat 1l 3097

Figura 5: Vetor de Expressédo em E. coli.

Eam 110514015

4.6.2 Transformacdao e Indugéo da Expressdo em E. coli

Foi utilizado 1 pL de cada reacdo de recombinacédo para transformacéo de
células eletrocompetentes de E. coli linhagem Codon-plus BL21 (DE3)DH10B
através de eletroporacdo (cubeta de 1 mm; 25 pF; 180 Q; 1650V). Apds o
procedimento de transformacéo, 1 mL de meio LB liquido foi adicionado no tubo, e
este foi incubado a 37°C sob agitacéo de 180rpm durante 1 hora.

As células foram estriadas em placas de Petri contendo meio LB sélido,
acrescido de ampicilina (100 pug/mL). As placas foram incubadas a 37°C durante 18
horas. Col6nias individuais foram selecionadas e inoculadas separadamente em 5
mL de LB liquido acrescido de ampicilina (100 pg/mL) e incubadas a 37°C em
agitacdo de 200rpm durante 18 horas. O DNA plasmidial foi extraido utilizando o Kit
comercial Pure Yield Plasmid Miniprep System (Promega). Posteriormente, uma
reacao de PCR com os “primers” de interesse foi feita para verificar a presenca do
gene no vetor de destino.

Foram selecionadas algumas colonias positivas, que foram inoculadas em
5mL de meio LB liquido acrescido do antibiético ampicilina e cloranfenicol (34ugmL).
Este pré-indculo foi deixado em agitacdo 200 rpm a 37°C por 18 horas. Em seguida,
o pré-indculo foi adicionado em 100mL de meio LB liquido em erlenmeyer de 250mL
adicionados de ampicilina e cloranfenicol para selecédo, sendo retirada uma aliquota

nomeada de fracdo nao induzida (NI). Os inoculos foram entdo mantidos sob
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agitacdo de 200rpm a 37°C até atingir O.D.goonm €ntre 0,2 a 0,4. Ao atingir a O.D.
adicionou-se 1TmM de isopropyl B-d-thiogalactopyranoside (IPTG) e coletou-se 1 mL
do meio, a aliquota foi denominada de porcdo tempo zero (TO) e logo apos os
in6culos foram incubados por 5 horas a 37°C, sob agitacdo de 200rpm. Ao término
da inducdo, centrifugou-se as culturas a 4°C por 10 minutos a 5000rpm, obtendo-se
a fracao “pellet” (PE). As aliquotas de 1mL NI e TO foram centrifugadas a 4°C por 3
minutos a 1300rpm. Precipitados celulares foram lisados e 0s extratos proteicos
analisados em gel SDS-PAGE.

4.6.3 Lise bacteriana para liberacdo das proteinas

Os precipitados bacterianos foram ressuspendidos em 5mL de Tampédo de
Lise (Apéndice A) e incubados em gelo por 30 minutos. Em seguida as amostras
foram sonicadas em Bioruptor® Sonication Sytem (Diagenode) por 10 minutos na
maior poténcia (30 segundos ligado e 30 segundos desligado). As amostras foram
centrifugadas a 4°C por 30 minutos, a 10500rpm, sendo o0s precipitados
ressuspendidos em 5mL de Tampdo de Lise. Em seguida as fragbes foram
adicionadas de Tampéo de Amostra 4X (Apéndice A) e aquecidas a 100°C por 5

minutos.

4.6.4 Gel SDS-PAGE

Seguindo a técnica de Laemmli (1970), a concentracao de acrilamida do gel
foi determinada de acordo com o tamanho da proteina que pretendia-se visualizar. O
gel de separacéao foi feito com concentracdo 15% (10mL de acrilamida 30%, 5mL de
1,5M Tris-HCI pH 8,8, 0,2mL de SDS 10%, 4,6mL de H,O milliQ, 0,8mL de
perssulfato de amoénia e 0,008mL de TEMED) e o gel de empacotamento 5%
(0,67mL de acrilamida 30%,0, 5mL de 1,0 M Tris-HCI pH 6,8, 0,04mL de SDS 10%,
2,7mL de H,O milliQ, 0,04mL de perssulfato de ambnia e 0,004mL de TEMED). O
gel foi montado de modo que o gel de separacgao ficasse na parte inferior e sobre ele
o gel de empacotamento. Foram montados dois géis, os quais marcador e amostras

foram adicionados de forma espelhada, um dos géis foi entdo corado com
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Coomassie 0,2% (Apéndice A), enquanto o outro foi utilizado para analise de
especificidade do anticorpo antiSHN (item 4.7).

4.6.5 Predicdo da massa proteica

A massa da proteina SHN ap0s expressédo em E. coli foi calculada com base
na sequéncia do gene SHN (~21 kDa), que foi acrescida dos aminoacidos referentes
ao cassete de expressao composto por uma tag de GST presente no vetor pDEST15
(=30 kDa) utilizando a ferramenta Compute pl/Mw
(http://web.expasy.org/compute pi0/).

4.7 Teste do anticorpo antiSHN

4.7.1 Transferéncia para Membrana e “Western blot”

O gel SDS-PAGE espelho foi utilizado de modo que suas bandas foram
transferidas para uma membrana de nitrocelulose em sistema “Mini Protein Tetra
Cell” (BioRad). Para isso, primeiramente, o gel foi incubado por 15 minutos em
Tampao de Transferéncia (Apéndice A) previamente gelado, juntamente com todos
0S acessorios necessarios para a transferéncia (membrana de nitrocelulose, papéis
filtro e esponjas), em seguida a transferéncia foi realizada por 1 hora a 100V. Apés a
transferéncia a membrana foi corada com Ponceau S (Apéndice A), para verificar se
as bandas haviam mesmo sido transferidas. A membrana foi entdo lavada em agua
destilada e colocada em solucédo de bloqueio (Tampao TBS (Apéndice A) contendo
leite em p6 desnatado 5%) por 3 horas em geladeira. Em seguida, a solugcédo de
bloqueio foi lavada através de lavagem de 15 minutos com Tampéao TBS.

Posteriormente, incubou-se a membrana em solucdo de bloqueio contendo
anticorpo primario antiSHN 1:1000 por cerca de 4 horas sob fraca agitacdo em
temperatura ambiente sendo submetida a 4 lavagens com tamp&do TBS por 5
minutos. Em seguida a membrana foi incubada em solucéo de bloqueio adicionada

de anticorpo secundario Anti Coelho IgG 1:5000 (mmolécula inteira)— Anticorpo de
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fosfatase alcalina produzido em cabra (Sigma) por 1 hora em temperatura ambiente,
seguida de 4 lavagens de 5 minutos com Tampao TBS, sendo entdo submetidas a

um processo de revelacéo.

4.7.2 Revelagao da Membrana

A revelacdo da membrana ocorreu de acordo com protocolo padrdo do
laboratorio, na qual primeiramente macera-se 0,03g de Fast Blue (Sigma) em
solucdo de Cloreto de Magnésio (MgCl,) e em seguida completa-se o volume para
30mL com Solucdo Substrato (Apéndice A). A membrana foi entdo incubada nesta
solucéo por 30 minutos no escuro sob leve agitacdo. Ao final lavou-se a membrana
por 3 vezes por 3 minutos com Tampdo TBS. A membrana entédo foi colocada em
hipoclorito de sédio 20% por 15 minutos sob leve agitacdo, lavada com agua e

posteriormente seca.

4.8 Expressao transiente do gene SbSHN fusionado a GFP

Para a construcdo do vetor de expressao transiente contendo a sequéncia
SBSHNL1 foi utilizado o Sistema Gateway de Recombinagé&o (Life Technologies).

4.8.1 Recombinag&do com o vetor de destino

A recombinacdo ocorreu de forma similar a recombinacdo do PENTRSbSHN
com o vetor de expressao em E. coli. Apos a confirmacdo da presenca e correta
orientacdo de SbSHN1 no vetor de entrada, procedeu-se com a recombinagdo com
o vetor de destino selecionado para a expressédo heteréloga da proteina SHN. A
transferéncia ocorreu através de reacdo de recombinacdo no vetor pK7WGF2

(https://gateway.psb.ugent.be/search) (Figura 6) para obtencéo do vetor p35S::GFP-

SbSHN. A reacado de recombinacéo para ambos os vetores foi composta por 1,0 pL
PENTRSbSHN (50-150 ng/pL); 1,0 uL pDEST15 (150 ng/uL); 6,0 uL TE buffer pH

8,0; 2,0 pL LR Clonase Il enzime mix (Invitrogen). As reacdes de recombinacgao
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foram incubadas por 1 hora a 25°C. Posteriormente, adicionou-se 1 pL de
Proteinase K (2pg/pL) e incubou-se por 10 minutos a 37°C.

Sm/SpR__

PK7TWGF2
11871 bp

Cls! (7000)

Figura 6 Vetor de proteinas de fusdo pk7WGF2 (KARIMI; INZE; DEPICKER, 2002)

4.8.2 Transformacéao em E. coli

Foi utilizado 1 pL de cada reacdo de recombinacdo para transformacéo de
células eletrocompetentes de E. coli cepa DH10B através de eletroporacéo (cubeta
de 1 mm; 25 uF; 180 Q; 1650V). Apds o procedimento de transformagao, 1 mL de
meio LB liquido foi adicionado no tubo, e este foi incubado a 37°C sob agitacdo de
180rpm durante 1 hora.

As células foram estriadas em placas de Petri contendo meio LB solido,
acrescido de canamicina (50 pg/mL). As placas foram incubadas a 37°C durante 18
horas. Col6nias individuais foram selecionadas e inoculadas separadamente em 5
mL de LB liquido acrescido de canamicina (50 pg/mL) e incubadas a 37°C em
agitacdo de 200rpm durante 18 horas. O DNA plasmidial foi extraido utilizando o Kit
comercial Pure Yield Plasmid Miniprep System (Promega). Posteriormente, uma
reagdo de PCR com os “primers” de interesse foi feita para verificar a presenga do

gene no vetor de destino.
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4.8.3 Transformacgdo em Agrobacterium

O vetor p35S::GFP-SbSHN, ap6s confirmacédo, foi transformado em
Agrobacterium (Cepa pGV2260) por eletroporagao (cubeta de 1 mm; 25 pF; 200 Q;
2200V). Além disso, foi utilizado o vetor pCAMBIA1302 para transformar
Agrobacterium, sendo utilizado para controle positivo (p35S::GFP). Apds a aplicacéo
da corrente eletrica, foi acrescentado 1 mL de LB liquido, e as células foram
mantidas a 28°C durante 4 horas, sob agitacdo de 200 rpm. Decorrido este periodo,
as células foram espalhadas em placas de Petri contendo LB soélido acrescido de
canamicina (50 pg/mL) e rifampicina (50 pg/mL). Incubou-se as placas a 28°C
durante 24 horas. Apos a confirmacédo dos clones positivos por PCR, foi realizado
um inoculo e este utilizado para a realizacéo de transformacéo transiente em folhas

de Nicotiana benthamiana de acordo com o protocolo estabelecido por Li (2011).

4.8.4 Agroinfiltragéo de folhas de Nicotiana benthamiana

Foi selecionada uma coldénia de Agrobacterium tumefaciens contendo a
construcdo, inserindo-a em meio LB liquido contendo canamicina (50 pg/mL) e
rifampicina (50 pg/mL), sendo incubada a 28°C, sob agitagdo de 200rpm durante
18horas. ApoOs a incubacédo, 5mL da cultura foram centrifugados (800 rpm por 5
minutos) e o “pellet” foi ressuspendido em 1mL de meio MES/MgCI, (Apéndice A). A
0.D.s00nm foi medida em espectrofotébmetro, até O.D. ideal de aproximadamente 0,2-
0,3, sendo adicionado meio MES/MgCIl, caso necessario. Foi adicionado
acetoseringona C; 100uM ao meio e com o auxilio de uma seringa de 1mL foi
realizada a agroinfiltracdo do meio contendo A. tumefaciens na superficie abaxial de

folha de Nicotiana benthamiana.
4.8.5 Microscopia Confocal das folhas de Nicotiana benthamiana
As plantas foram mantidas em temperatura ambiente e apés 3 dias da

agroinfiltracdo folhas transformadas e né&o transformadas foram selecionadas e

submetidas a marcacdo dos nucleos celulares com a utilizacdo do reagente DAPI



34

(4-6-diamidino-2-fenilindol) e em seguida, a localizacdo da florescéncia do GFP foi
observada em microscépio Confocal Leica TCS SP5 (Leica Microsystems) do
Laboratério Multiusuario de Microscopia Multifocal (LMMC — USP/Ribeirdo Preto),
bem como a visualizacdo em Campo Claro (Imogen et al., 2010).

De modo complementar, andlises computacionais utilizando a sequéncia de
aminoacidos referente ao gene SbSHN1 foram realizadas com o auxilio da
ferramenta Plant-mPloc (http://www.csbio.sjtu.edu.cn/bioinf/plant-multi/) para a

predicdo computacional de sua localizac&o subcelular.

4.9 Analise do Perfil de Expressao de SbSHN1 e SbSHN2

4.9.1 Desenho dos “primers”

Inicialmente, “primers” especificos para os genes SbSHN1 e SbSHN2 foram
desenhados com o] auxilio da ferramenta PrimerQuest
(https://www.idtdna.com/PrimerQuest/Home/Index) em regides nao conservadas dos
genes, ou seja, evitando os dominios AP2 e os motivos “mm” e “cm”, dando
preferéncia pela regiao 5’ e 3’ ndo traduzida.

Como normalizadores da expressdo foram utilizados Ubiquitina-UBQ
(Sb10g027470) e EIF4A1 (Sb04g003390) (Shakoor et al., 2014), buscando-se as
sequéncias desses genes no banco de dados Phytozome v12.1.

As sequéncias dos “primers” sdo mostradas na Tabela 4.



35

Tabela 4 - Sequéncia de “primers” utilizados para o experimento de qPCR

Nome do Sequéncia (5'- 3) Tamanho do

“primer” Amplicon (pb)
SbelF4al Fw TGATGAGCGGATGCTGTTT 89
SbelF4al Rv TCATCTAGAGAAGGTCAGCGA

SbUBQ Fw GCAGACTACAACATCCAGAAGG 118

SbUBQ Rv GAAGGCACCAGACATGTGAA

p6970 Fw CAGTGTATGCCGCCTTCTATC 109

p6970 Rv TCGCTGCGTAGGTAGTAAGA

p23600 Fw GTCATCTGAAACACCACCGA 106

p23600 Rv ACCACACTCTACTATACCAAACAC
FW — primer sense Rv — primer antisense

4.9.2 PCR em tempo real (QPCR)

O experimento de gPCR foi realizado com cDNA diluido (1:3) e GoTag®
gPCR Master Mix (Promega), e 0,25mM dos “primers” FW e RV, com agua milli-Q
g.s.p. 10pL. Para este experimento triplicata técnica e bioldgica foram utilizadas, em
um iQ5 multicolor Real-Time PCR Detection Systems (Bio-Rad) sob as seguintes
condi¢bes de ciclagem: 5 minutos a 95°C, seguidos por 40 ciclos de 30 segundos a
95 °C, 30 segundos a 60°C, 40 segundos a 72°C, e extenséo final de 10 minutos a
72 °C. Primers especificos dos genes SbSHN 1 e SbSHN 2 foram usados para
detectar os niveis de RNA de SbSHN e normalizados com Ubiquitina-UBQ
(Sb10g027470) e EIF4A1 (Sb04g003390) (Shakoor et al., 2014). As sequéncias dos

primers sdo mostradas na tabela 4.
4.9.3 Analise dos dados

Para o calculo da expressao génica relativa, foi utilizado o método do AACt
comparativo. Os valores de Ct gerados foram transformados em 22! para
realizagdo das analises estatisticas, seguida de normalizacdo pelos genes

constitutivos.
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4.10 Imunoprecipitagao de Cromatina

4.10.1 Imunoprecipitacdo de Cromatina de Inflorescéncia de sorgo
e “Crosslink”

Para realizar o ChlIP foram utilizados dois estagios de inflorescéncia de sorgo
— Imaturo e Maduro — em triplicata biolégica. Inicialmente pesou-se 1,59 de cada
amostra, cortada em pequenos pedacos para haver uma maior area de contato com
a solucdo. O material foi entdo colocado em Solucdo de Crosslink (Apéndice A), de
modo a descongelar apds ser imerso no liquido em tubo de 50mL.

Os tubos plasticos foram colocados abertos no recipiente da bomba a vacuo,
esta foi entdo ligada por 5 minutos e apds desligada, o vacuo foi deixado por mais 5
minutos. O vacuo foi entdo retirado e o procedimento foi repetido. Para cada 12,5mL
de Solucdo de “Crosslink” utilizada foi adicionado 0,8mL de Glicina 2M estéril para
paralisar o efeito da Solucdo de “Crosslink”. Aplicou-se vacuo novamente (5 minutos
de bomba ligada, 5 minutos desligada). As amostras foram entdo lavadas com agua
destilada, secas e imediatamente congeladas com nitrogénio liquido e entéo
armazenadas em ultrafreezer (-80°C).

e Extracao

As amostras foram maceradas com auxilio de cadinho e pistilo em nitrogénio
liquido, ap6s a obtencdo de um po6 fino, foi adicionado Tampéao Isolador de Nucleo
NIB (“kit CelLytic PN - Sigma), as amostras foram entdo passadas em Mesh de
“nylon” 100um, o liquido resultante foi colocado em falcon de 15mL. Em seguida, as
amostras foram centrifugadas por 15 minutos, 1200 g a 4°C. O “pellet” foi entdo
ressuspendido em 1mL de NIBA (NIB adicionado de 1mM de Coquetel Inibidor de
Protease CIP (Sigma)), sendo adicionado 25uL de 10% Triton X100. As amostras
foram entdo transferidas para microtubos de 1,5mL e centrifugadas durante 10
minutos a 10000g, 4°C. O pellet foi entdo ressuspendido em 300uL de NIBA,
centrifugou-se por mais 10 minutos a 10000g, 4°C. O pellet foi ressuspendido em
300uL de Tampdo de lise ChIP (Apéndice A) sendo logo apds sonicado. A
sonicacdo da cromatina foi realizada em Bioruptor® Sonication Sytem (Diagenode)
por 50 minutos com pulsos de 30 segundos on e 30 segundos off (a cada 10 minutos
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agua foi retirada e substituida por gelo). Apés a sonicacdo, as amostras foram
centrifugadas a 10000g por 5 minutos a 4°C.

e Pré-limpeza

O sobrenadante foi transferido para novos microtubos de 1,5mL contendo
20uL de proteina A acopladas a dynabeads (Promega). Os tubos foram levados para
agitacdo a 4°C em agitador por 5 horas. Os tubos foram colocados em estante
magnética, sendo o sobrenadante coletado e dividido em 3 fracbes de mesmo
volume (100pL cada): “INPUT 100%” que foi armazenado em geladeira, fracédo
SHINE, na qual foi adicionada 5uL de anticorpo antiSHN (1:4000 -
imunoprecipitado) e a fracdo SORO, na qual foram adicionados 4uL de soro (1:5000
controle negativo). As amostras foram mantidas a 4°C por 18 horas sob agitacao.

Cerca de 30pL de Proteina A acopladas a dynabeads previamente lavadas
com Tampéao de Lise ChIP foram adicionados as amostras, que foram em seguida

levadas a geladeira por 4 horas sob fraca agitacao.

e Lavagem/ Eluicéo

Durante a lavagem sempre descartou-se 0 sobrenadante. Primeiramente,
colocar os tubos em estante magnética, descartando o liquido inicial. Foi adicionado
500uL de Tampéo de Lise ChIP, os tubos foram invertidos 10 vezes e o
sobrenadante foi descartado. Foram adicionados 500uL de Tampao de Lise ChiP,
levando os tubos para agitacdo a 4°C por 5 minutos. Os passos foram repetidos para
o Tampdo LNDET (Apéndice A) e em seguida para o TE (Apéndice A). Apds os 5
minutos incubados em TE, o sobrenadante foi descartado, e foi adicionado 100uL de
Tampado de Eluicdo ChIP (Apéndice A), incubando-se os tubos a 65°C por 10
minutos, recolhendo o sobrenadante ao final e acrescentando-se mais 100uL de
Tampéo de Eluicdo ChlIP, incubando-se novamente os tubos a 65°C por 10 minutos,
recolhendo o sobrenadante ao final. Em paralelo foi feito o INPUT 30%, adicionando-
se 30pL do INPUT 100% em 70uL de Tampao de Eluicdo ChlIP.

Ao final, foi adicionado para cada amostra NaCl com concentragéo final (Cy)
200mM e incubou-se os tubos a 65°C por 18 horas. Foi acrescentado Proteinase K

Ct 0,2mg/mL e incubou-se novamente a amostra a 37°C por 45 minutos. Em
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seguida, para inativar a proteinase K, as amostras foram incubadas a 95°C por 10
minutos. RNAse A foi adicionada com C;0,005mg/mL, incubando-se as amostras por
1 hora em temperatura ambiente.

A purificacdo do DNA, apdés a etapa de reversao do crosslinking, foi realizada
utilizando fenol:cloroférmio:alcool isoamilico e precipitadas com etanol (SAMBROOK
et al., 1989).

4.10.2 Analise de bioinformatica

Ambavaram et al. (2011) validaram previamente em seu trabalho alvos do
gene AtSHN, em arroz, através da técnica de EMSA, sendo eles: MYB58/63,
NST1/2/SND1, VND4/5/6 e MYB20/43 de arroz (Oryza sativa). Através de analises
no banco de dados Phytozome v12.1, buscou-se por homélogos desses genes alvos
em sorgo. Primeiramente, utilizando o banco de dados de FTs Grassius

(http://grassius.org/grasstfdb.html) buscou-se pelo “Gene ID” através do nome da

proteina. Em seguida, a sequéncia de aminoacidos foi buscada no banco de dados
Phytozome v12.1 e esta sequéncia foi usada na ferramenta BLAST para encontrar o
homélogo do gene em sorgo. A tabela 5 indica o respectivo homélogo em sorgo dos

alvos de AtSHN em arroz.

Tabela 5 Possiveis alvos de regulacdo de SHN em sorgo.
Entre parénteses segue o0 home da proteina encontrado no banco de dados de FT
Grassius.

Alvo de AtSHN em arroz Homoblogo em Sorgo
NST1/2/SND1 Sb07g001550 (SbNAC91)
MYB58/63 Sh04g031110 (SbMYB60)
VNDA4/5/6 Sb10g000460 (SbNAC115)
MYB20/43 Sh079g024970 (ShMYB87)

4.10.3 Desenho dos “primers”

A fim de determinar quais genes séo alvos de regulacdo de SbSHN buscou-
se manualmente na regido promotora pela presenca de GCC Box ([AG]JCCGNC).

Para essas analises, a sequéncia promotora dos genes com comprimento de 1,5kb
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“‘upstream” foi examinada em busca de regides [AGJCCGNC (OHME-TAKAGI,;
SHINSHI, 1995; AMBAVARAM et al., 2010) utilizando o banco de dados Phytozome
v12.1. “Primers” para as sequéncias promotoras dos genes foram sintetizados com o
auxilio da ferramenta PrimerQuest
(https://lwww.idtdna.com/PrimerQuest/Home/Index) de modo a flanquear regides que
apresentavam motivos GCC Box, de modo que os “amplicons” tivessem tamanho
entre 150 e 250 pb. Como controle foi utilizado o gene de Actina (Sb09g021660)
(AGARWAL et al., 2016). As sequéncias dos “primers” estédo indicadas na tabela 6.

Tabela 6 Sequencia de “primers” utilizados para ChIPQPCR

Nome do “primer” Sequéncia5 2> 3’

p1550 — qChIP 1.1 Fw CTGAGCCCATTGTTGCACTA
p1550 — qChIP 1.1 Rv CTCTCTTTCGATTGAACGACGAC
p1110 - qChIP 1.1 Fw GAAGACCTAGCCGCCATTG
pl1110 - gqChIP 1.1 Rv GCTTTCCTTCCCATCGTGTT
p0460 — qChlIP 1.2 Fw CGGGAGAGACTAGACAAAGTTAAG
p0460 — qChIP 1.2 Rv AGAAGAAGAAGAGGAGGAGGAA
p4970 — qChIP 1.1 Fw CTCGTGATCTCATCCCATCATC
p4970 — qChIP 1.1 Rv GCCCTGTTTGGCTGTCTA

p Actina Fw GTTACTCCGCGCCAAACA

p Actina Rv CCCAGGCAACTAGAGACCAA

4.10.4 Determinacéo de alvos de SbSHN em sorgo por CHIPqPCR

PCR quantitativo foi realizado com QuantiNova SYBR Green PCR Kit
(QIAGEN) em um iQ5 multicolor Real-Time PCR Detection Systems (Bio-Rad) sob
as seguintes condi¢des de ciclagem: 3 minutos a 95 °C, seguidos por 50 ciclos de 15
segundos a 95 °C, 30 segundos a 55 °C, 30 segundos a 60 °C. Foram utilizados 3
uL de DNA recuperado como molde, numa reagdo que consistiu em 5 uL de 2x
SYBR Green PCR Master Mix e 0.25 yM de cada “primer” em uma reacdo de 10uL.

Para cada uma das 3 fragoes (INPUT 30%, SHINE e SORO) foram utilizadas

duplicatas técnicas e triplicatas bioldgicas.



40

4.10.5 Analise dos dados

Para analise dos dados, primeiramente foi feito um ACt através da
normalizacdo com actina [2”-(Ct gene alvo — Ct actina)]. Em seguida, foi realizada a
comparacgao entre ACt inflorescéncia imatura x ACt inflorescéncia madura, tanto para
INPUT como para SHINE e SORO.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Andlises bioinformaticas

Com o intuito de buscar pelo homdélogo do gene SHN previamente
caracterizado em Arabidopsis thaliana (Aharoni et al., 2004) foi realizado o
alinhamento das sequéncias SHN de Arabidopsis juntamente com sequéncias SHN
de Sorghum bicolor (Sb10g023600 e Sb04g006970) (BRITO et al., 2015), Zea mays
(ZmEREB46 e ZmEREB145) (BRITO et al.,, 2015), Arabidopsis thaliana (AtSHN1,
AtSHN2 e AtSHN3) (AHARONI et al., 2004), Hordeum vulgare (HYNUD) (TAKETA et
al., 2008), Oryza sativa (0s02g10760 e OsSHN06g40150) (AMBAVARAM et al.,
2011; WANG et al., 2011), Solanum lycopersicum (SISHN1, SISHN2 e SISHN3) (SHI
et al., 2013; AI-ABDALLAT et al, 2014), Panicum virgatum (PvVvERF001)
(WUDDINEH et al., 2015), Triticum aestivum (TaSHN1) (JAGER et al., 2015),
Glycine Max (GmSHN1 e GmSHN9) (XU et al.,, 2016) e Saccharum hybrids
(ShSHN1) (MARTINS, dados nao publicados) que evidenciou a existéncia do
dominio AP2 e dos motivos “mm”e “cm” descritos como especificos do clado SHN
(AHARONI et al., 2004), o que pode ser observado na Figura 7 . A partir da
elaboracdo da arvore filogenética (Figura 8) utilizando as sequéncias de
aminoacidos é possivel verificar a existéncia de dois grupos distintos. No primeiro
grupo, encontram-se membros da familia AP2 apresentando o dominio AP2,
contudo ndo apresentando ou apresentando de maneira incompleta os motivos “mm”
e “cm”. Ja no segundo grupo estdo presentes os membros do clado SHINE, que
apresentam o dominio AP2 e os motivos proteicos "mm" e "cm" completos, o que
vem de encontro aos dados obtidos previamente por Aharoni et al. (2004) e Brito et
al. (2016). Aléem disso, é possivel observar, dentro do segundo grupo, uma nova
separacédo entre sequéncias de monocotileddneas e dicotiledéneas, evidenciando o
fato de que, assim como esperado, os genes SHN de soja, tomate e Arabidopsis
(dicotiledbneas) sdo mais proximos entre si, bem como os genes SHN de

monocotiledéneas (sorgo, switchgrass, arroz, trigo, milho, cana e cevada).
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Figura 7 Alinhamento de proteinas SHN e seus similares mais proximos em
diferentes plantas.

As barras correspondem aos dominios conservados AP2 e os motivos “mm” e “cm”
(exclusivos do clado SHN). Grupos indicados com um retangulo sao proteinas AP2,
ndo pertencendo ao clado SHN por ndo possuirem os motivos “mm” e “cm”. Sb
(Sorghum bicolor) indicados em vermelho, GRMZM (Zea mays), Pv (Panicum
virgatum), Os (Oryza sativa), Ta (Triticum aestivum), Hv (Hordeum vulgare) Gm
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(Glycine Max), Sl (Solanum lycopersicum) Sh (Saccharum hybrids) e At (Arabidopsis
thaliana). Peptideos grifados em amarelos indicam o epitopo do anticorpo antiSHN.
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Figura 8 Arvore filogenética de FTs SHN AP2/ERF.

A arvore foi construida pelo método de neighbour-joining com 1000 reamostragens
de bootstrap. Grupo indicado por retangulo: Nao pertencentes ao clado SHN;
Monocotiledbéneas: Sb (Sorgo), Pv (Switchgrass), Os (Arroz), Ta (Trigo), GRMZM
(milho), Sh (cana) e Hv (Cevada); Dicotiledbneas: Gm (Soja), S| (Tomate) e At
(Arabidopsis). *Sequéncias SHN de sorgo. NUumeros nos nos da arvore indicam que
em X/1000 amostragens as sequéncias estavam reunidas em um ramo contendo
apenas as trés sequéncias
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A fim de escolher o melhor material para a realizagdo do ChIP, foi realizada
uma busca pelo banco de dados de expressdo (RNA-Seq Sorghum gTeller) e no
banco de dados The Bio-Analytic Resource for Plant Biology (BAR — milho). Ao
observarmos a figura 9 pode-se notar que o pistilo € o material que apresenta a
maior expressao tanto de SbSHN1 quanto de SbSHNZ2, seguido de inflorescéncia
imatura. Uma vez que, o pistilo € uma unidade da flor e a flor € uma unidade da
inflorescéncia, sendo este tecido mais facil de coletar, além de apresentar um alto
nivel de expressdo dos genes SbSHN a inflorescéncia foi escolhida como um dos
materiais para teste. Como materiais contrastantes, foram escolhidas a
inflorescéncia imatura, com maior expressao esperada, e a inflorescéncia madura,

sem informac¢éo no banco de dados.
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Figura 9 Padrao de expresséao por analise de RNA-Seq dos genes (A) SbSHN1 e (B)
SbSHN2 (DUGAS et al., 2011).

Setas indicam tecido escolhido para posterior avaliagdo da expressao por gPCR.

Contudo, Agarwal et al. (2016) em seus estudos de ChIP de milho, sorgo e
arroz utilizaram como material de estudo base e ponta de folhas. Além disso, Brito et
al (dados néo publicados) também utilizaram em seu trabalho com ChIP de milho a
base e a ponta de folhas, tecidos indicados pelo banco de dados de milho
consultado (BAR) como os tecidos contendo maior e menor expressao de SHN em

milho (GRMZM2G085678), respectivamente (Figura 10). Esperando encontrar o
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mesmo padrdo de expressao de sorgo em milho, este tecido foi também validado
neste trabalho como um possivel tecido para realizacdo do ChlIP. Os quatro tecidos

escolhidos tiveram entédo sua expresséao avaliada por gPCR.
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Figura 10 Padrdo de expresséo indicado no banco de dados The Bio-Analytic
Resource for Plant Biology (BAR) (LI et al., 2010).

Através de analise prévia no banco de dados Phytozome v12.1, foi observado
que o gene ShSHN1 (Sb04g006970) é constituido de 642 pares de base,
apresentando um intron de 101pb apés 107 pb. Por sua vez, SbSHN2
(Sb10g023600) apresenta 708 pb, com regido intrdnica del96 pb apos 83 pb, tal

estrutura dos genes pode ser melhor elucidada na figura 11.

— Sb04g006970 (ShSHNT)
—— Sb10g023600 (ShSHN?)

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000bp
Figura 11 Estrutura dos genes SbSHN.

Estrutura génica dos genes SHN em sorgo, apresentando seus dois éxons e um
intron e a diferenca de tamanho deles em pb.
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5.2 Clonagem do gene SbSHN

ApoOs as analises “in silico”, ficou evidente que o gene SbSHN1, apresentou
maior proximidade com os genes SHN de cana-de-acucar e milho, e por este motivo
foi escolhido para ser clonado. A partir da sequéncia nucleotidica de Sbh04g006970,
obtida no banco de dados Phytozome v12.1, foram desenhados “primers”
SbSHNpENTR_FW e SbSHNpENTR_RV (Tabela 3), conforme descrito no item
4.5.1. Esta sequéncia apresenta 642 nucleotideos em sua fase de leitura aberta e
um total de 213 aminoéacidos. A amplificacdo por PCR de SbSHNL1 foi realizada a
partir de cDNAs de folha de sorgo (item 4.4). O produto foi entdo visualizado em gel
de agarose 1%, apOs corrida eletroforética, apresentando banda Unica de

aproximadamente 650pb (Figura 12).

M SHN CN

Figura 12 Analise do produto de PCR amplificando a sequéncia codificadora do gene
SbSHN1, em gel de agarose 1% através de eletroforese. M: Marcador de peso
molecular (100pb); CN — Controle Negativo. Seta indica fragmento amplificado do
gene contendo 646 pb (642 nucleotideos do gene mais a “tag” CACC).

Em seguida, a banda foi excisada do gel de agarose, purificada e clonada no
vetor comercial pENTR/D-TOPO (Invitrogen). O vetor contendo o produto da
amplificacdo foi transformado em E. coli, obtendo-se bactérias transformadas, que
foram testadas para confirmacdo da presenca do gene através de uma PCR de
colonia (Figura 13) utilizando os “primers” M13F e SbSHNpENTR_Rv (Tabela 3).
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Figura 13 Eletroforese em gel de agarose.

Gel de agarose 1% para verificacdo da clonagem da sequéncia de SbSHN1 no vetor
PENTR-D TOPO. Foram testadas 12 colbnias de E. coli por PCR mostrando a
amplificacdo de SbSHN1. M: marcador de peso molecular 100pb. Colbénias 2,5 e 6
possuem o gene inserido no vetor.

Apos a confirmacdo do gene no vetor foi realizado o sequenciamento
(Apéndice B) utilizando os “primers” M13F e M13R (Tabela 3). As duas sequéncias
geradas foram unidas em um unico “contig” (Apéndice C), o qual mostrou identidade

com a sequéncia de sorgo SbSHN1 presente no banco de dados Phytozome v12.1.

5.3 Expressao heterdloga da proteina SHN e analise de especificidade do

anticorpo antiSHN

O desenho do anticorpo antiSHN foi realizado baseando-se em critérios como
distdncia do dominio de ligagdo ao DNA (que poderia “esconder” esta parte da
proteina e prejudicar o reconhecimento por parte do anticorpo), antigenicidade,
hidrofilicidade entre outros. Para isso o0 epitopo deveria ter um total de 13
aminoacidos e um residuo de Cisteina (indicado na tabela 7 por um C verde),
utilizado para ancorar uma “tag” que foi utilizada para posterior purificacdo do
anticorpo, além disso, proporciona um melhor desempenho em Western blot e ChlIP.
O epitopo escolhido, de acordo com os critérios citados, para o anticorpo antiSHN
esta indicado na tabela 7 em cinza. ApGs a escolha foi realizado a confeccdo do

peptideo sintético e producgéo do respectivo anticorpo antiSHN em coelho.
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Tabela 7 - Predicdo de epitopos a partir de peptideos sintéticos utilizados para a
producdo de um anticorpo antiSHN.

Antigenicidade /

Comecgo Determinante antigénico Comprimento Superficie /
(aa) Hidrofilicidade
83 PAAGRDARAGSGSS 14 2.94/0.93/0.56
5 LHSRKMVQPKKFRG 14 2.88/0.79/0.67
195 SSPASPSHGDDQGR 14 2.84/1.00/0.43
65 RNAKTNFPVQRSST 14 2.02/0.79/0.32
168 ATTAPPATPMDDEE 14 1.61/0.93/0.47

aa - aminoacidos

A proteina SbSHN1 foi expressa em fusdo com cauda GST, a qual facilitaria
um posterior processo de purificacao, o qual ndo foi necessario. Para que ocorresse
tal fusdo, a sequéncia de SbSHN1 clonada em vetor pENTR/D-TOPO foi
recombinada com o vetor pDEST15, o qual fusiona a regido N-terminal da proteina
de interesse, com a cauda GST.

O vetor transformado foi inserido em E. coli cepa BL21 (DE3) Codon-plus por
eletroporagdo. Um colbnia transformada foi induzida com IPTG, apdés atingir O.D.
entre 0,4 e 0,6, e crescidas por 5 horas a 37°C sob agitacdo. Sendo retiradas
aliquotas ao adicionar a col6nia ao inéculo (NI), ao se adicionar o IPTG (TO) e apos
as 5 horas de inducdo (PE). As proteinas foram entdo extraidas como referido no
item 4.6.3.

O resultado da extracdo de proteinas foi observado em gel SDS-PAGE
(Figura 14 A), no qual é possivel observar uma banda com maior intensidade, com a
massa esperada de aproximadamente 52 kDa na fragcédo “pellet”. Nao foi observada
banda de mesmo tamanho e intensidade nas frages NI (momento em que o pré-
in6culo foi adiclonado ao inéculo) e TO (fracdo ndo induzida, momento em que foi
adicionado o IPTG).

O teste para verificar a especificidade do anticorpo foi realizado por western
blot (item 4.7.1) e, como observado na figura 14 B, o anticorpo produzido € capaz de
reconhecer a proteina SbSHN1, sem marcacdo inespecifica. Isto garante que o
anticorpo pode ser utilizado em experimentos de ChIP (Milne et al., 2009; Gade e
Kalvakolanu, 2012).
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Figura 14 Expressao heterdloga da proteina SHN e teste do anticorpo antiSHN.

A- Expresséo da proteina recombinante SHN de sorgo em células da linhagem
coédon plus. Seta indica a proteina recombinante, com um peso molecular predito de
52kDa, na fracdo pellet. B-Analise de Western blot usando anticorpo antiSHN
reconhecendo a proteina recombinante de sorgo. M, marcador de proteina; TO, pré-
in6culo; NI, ndo induzido; PE, fracdo pellet da proteina recombinante induzida com
1mM de IPTG.

5.4Localizagao Subcelular de SbSHN

Inicialmente foi realizada uma analise in silico a fim de avaliar a localizacao
predita da proteina SHN de sorgo. Para isso, utilizou-se a sequéncia completa de
aminoacidos de SbSHN com o auxilio da ferramenta mPLoc (item 8.1). O resultado
indicou que, assim como esperado para um FT, SHN esta sendo direcionado para o

nacleo (Tabela 8). A fim de confirmar experimentalmente essa sinalizacao nuclear, a
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regido N-terminal da proteina codificada por SbSHN1 foi fusionada a regido C-
terminal da proteina GFP, proteina verde fluorescente amplamente usada como
gene reporter. Uma cultura bacteriana de Agrobacterium contendo o vetor
p35S::GFP-SbSHN foi utilizada para agroinfiltrar folhnas de Nicotiana benthamiana

conforme descrito no item 3.8.

Tabela 8 Andlise “in silico” para identificar a localizagdo subcelular da proteina
SbSNH1 (SHEN;CHOU, 2007).

Plant-mPLoc Computation Result

Proteina de interesse Localizacdo Predita

SbSHN1 Nucleo

A figura 15 mostra a analise de lamina preparada com células da folha de N.
benthamiana infectadas com culturas de Agrobacterium contendo o vetor
p35S::GFP-SbSHN, que foi comparada com Iamina de folha n&o infectada (controle
negativo). Para as folhas néo infectadas, ndo foi visualizado qualquer tipo de
fluorescéncia quando se utilizou o filtro para GFP, apenas para as imagens obtidas
com o filtro de DAPI (marcador positivo para nucleo). Para as folhas transformadas
com a construgcdo p35S::GFP-SbSHN, foi possivel observar um sinal de
fluorescéncia no nucleo, assim como esperado para FTs. Esse sinal de localizacdo
nuclear pode ser confirmado através da sobreposicdo de sinal observado quando
comparado com o sinal obtido no filtro do marcador positivo para nucleo DAPI. O
resultado obtido na andlise de localizagdo subcelular vem de acordo com o que foi
sugerido por Jofuku et al. (1994) de que proteinas pertencentes a familia AP2
funcionam como FTs nucleares, estando a proteina SHN de sorgo localizada no

nucleo das células.
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Figura 15 Determinacdo da localizacéo subcelular da proteina SbSHN.

A sequéncia que codifica a proteina SHN de sorgo (SbSHN1) fusionada na
extremidade C-terminal do gene reporter GFP e usada para transformar
transitoriamente folhas de Nicotiana benthaminana. Células transformadas foram
visualizadas em microscoépio confocal SP5 (Leica microsystem) em diferentes filtros.
Células transgénicas SbSHN apresentaram sinal de GFP no nucleo, como esperado,
enquanto que o mesmo sinal ndo foi visualizado nas plantas controle né&o
transformadas. (A) Filtro DAPI, marcador especifico para nucleo; (B) GFP, filtro
especifico para visualizacdo deste gene reporter e (C) visualizacdo em campo claro,
sem fluorescéncia. Escala: 4,59um.

5.5 Analise do Perfil de Expressao do gene SbSHN em diferentes tecidos e

estagios de desenvolvimento do sorgo

A expressdao especifica, ou pelo menos preferencial, do FT em um
determinado tecido e/ou tipo celular é considerada uma das exigéncias para a
realizacdo da técnica de ChIP (GADE; KALVAKOLANU, 2012). Portando desta
informacédo, foi realizada a analise de expressdo por gPCR do gene SbSHN em

diferentes tecidos.

A partir das sequéncias SbSHN, foram desenhados “primers” para estudar os
niveis de expressdo desses genes nos tecidos escolhidos. A quantificacdo foi
realizada por qPCR e os “primers” foram desenhados em regides ndo conservadas
do gene, a fim de ndo quantificar erroneamente transcritos pertencentes a outros
membros da familia AP2. Para o gene SbSHN2 os “primers” foram desenhados na
regiao 3 UTR do gene, enquanto que para o gene SbSHN1 os “primers” foram
desenhados na regiao 5 UTR, uma vez que os “primers” desenhados na regido 3’

UTR nao funcionaram.
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Para a normalizacéo das expressdes, foram utilizados os genes de referéncia
Ubiquitina (Sb10g027470) e EIF4Al (Sb04g003390) uma vez que haviam sido
previamente utilizados em estudos de expressao por SHAKOOR et al. (2014).

As reacbes de gPCR foram realizadas pelo método relativo com base nos
genes de referéncia. Apos analise pelo método de AACt (PFAFFL, 2001), foram
gerados os gréaficos de expresséao relativa. O gene SbSHN1 apresentou um perfil de
expressao diferente daquele observado para o gene SbSHN2 (Figura 16). O gene
SbSHN encontra-se mais expresso, em ambas as formas, em inflorescéncias
imaturas. SbSHN1 apresenta expressdo em todos os tecidos estudados, podendo
ser observada maior expressao na ponta da folha que na base da mesma. N&o foi
detectada expressdo de SbSHN2 na ponta da folha e sua expressao foi baixa em
sua base. O mesmo perfil de SbSHN2 foi encontrado em milho, ao estudarem a
dindmica de acumulacao de fatores de trancricdo em folha, com 68% dos FTs mais
expressos na base da folha, dentre os quais estdo inclusos FTs envolvidos na
regulacdo de determinadas vias metabdlicas como: cera, lignina e carbono ( por
exemplo: AP2/EREBP: SHN1 e WRI1; NAC: NST1) (LI et al., 2010), confirmando os

dados de expressao aqui obtidos.
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Figura 16 Andlise de expressao dos genes SbSHN.

(A) Determinacdo da expressdao dos genes SbSHN1 e (B) determinacdo da
expressdo de SbSHN2 por qPCR em duas regifes da folha (base e ponta) e de
inflorescéncia em dois diferentes estagios de maturacao (Imatura e Madura).

Diferencas nos padrbes de expressdo de diferentes genes SHN, em uma
mesma espécie, também foi verificado por Aharoni et al. (2004). Ao examinarem a
expressao de AtSHN1, AtSHN2 e AtSHN3 fusionando os ao gene reporter GUS (B-
glucuronidase) foi observado que AtSHN1 tem expressdo relacionada a
inflorescéncia e suas estruturas, podendo mudar conforme idade da planta,
enquanto AtSHN2 esta relacionado com sementes e antera e AtSHN3, por sua vez
encontra-se expresso em todos os 6rgdos, apresentando respostas diferentes a
ferimentos, de acordo com o tecido ferido.

Do mesmo modo, expera-se que ao ser analisada a expressao de SHN em

sorgo, outros tecidos também podem apresentar expressao de SHN.
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5.6 Determinacado dos provaveis genes-alvos de SbSHN em sorgo

A partir de dados previamente validados por Ambavaram et al. (2011) no qual
eles identificaram, através da técnica de EMSA, quatro alvos do gene AtSHN, em
arroz: OsMYB58/63, OsNST1/2/SND1, OsVND4/5/6 e OsMYB20/43, buscou-se por
homologos desses genes-alvo em sorgo, a fim de constatar se SHN apresentava 0s
mesmos alvos também em sorgo. Para isto, buscou-se no banco de dados Grassius

(http://grassius.org/grasstfdb.html) pelo “Gene ID” desses genes em arroz, com

posterior busca no banco de dados Phytozome v12.1 por suas sequéncias de
aminoécidos, as quais foram utilizadas para buscar, utilizando a ferramenta Blast
(ALTSCHUL et al., 1990), seus homodlogos em sorgo.

A fim de determinar se 0s genes séo alvos de regulacdo de SbSHN buscou-
se manualmente na regido promotora pela presenca de GCC Box ([AG]JCCGNC).
Para essas andlises, a sequéncia promotora dos genes com comprimento de 1,5kb
“‘upstream” foi examinada em busca de regides [AG]JCCGNC (AMBAVARAM et al.,
2011). “Primers” foram sintetizados de modo a flanquear regides que apresentavam
motivos GCC nos promotores dos genes.

Como pode ser observado na figura 17, o gene Sb07g001550 (SbNAC91),
homélogo ao NST1 de arroz, apresentou somente uma regido GCC Box (ACCGCC)
na posicdo -1160pb “upstream” do gene. Sb04g031110 (SbMYB60), homdlogo ao
MYB58/63, apresentou 4 motivos GCC nas posicbes -1476, -1371, -1231 e -857
pares de bases a montante do gene. Sh10g000460 (SbNAC115), homdlogo a VND,
nao apresentou qualquer motivo GCC na regiao promotora de 1500 pb upstream do
gene, porém, no inicio da regiao 5’UTR (91pb) foi encontrado GCC Box (ACCGCC).
Sbh079024970 (SbMYB87), assim como o MYB20/43 em milho, também apresentou
4 motivos GCC, muito préximos entre si: -821, -800, -597 e -584. Os triangulos
indicam locais onde esses sitios GCC foram encontrados. Todos os “primers” foram
testatdos, contudo alguns apresensentaram um melhor henriquecimento que o0s
outros, ou até ndo funcionaram. Tridngulos brancos indicam o local cujo melhor
combinacao de “primers” para cada possivel gene-alvo flanqueiam (Figura 17) e que
foram utilizados para a geracao dos resultados apresentados da figura 18.


http://grassius.org/grasstfdb.html
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Figura 17 Determinacdo da presenca de sitios para a ligacdo do FT SHN em seus
respectivos alvos de sorgo.

Os triangulos pretos indicam locais na regido promotora que contém GCC Box
([AG]JCCGNC) de genes regulados por SHN, triangulos brancos indicam locais que
contém GCC Box (JAG]JCCGNC) onde os “primers” utilizados para a obtencdo dos
resultados de ChIPgPCR flanqueiam.

Bailey e Elkan (1994) afirmam que um motivo é um padrdo comum entre um
conjunto de sequéncias nucleicas que partilham alguma propriedade biol6gica ou
funcdo, como por exemplo, um local comum de ligacdo de uma determinada
proteina, tais como os motivos GCC Box ([AG]JCCGNC) na regido promotora dos
genes alvos, que sao reconhecidos por FTs SHN (AP2/ERF) (OHME-TAKAGI,
SHINSHI, 1995; NAKANO et al., 2006).

As trés fragcdes (INPUT, ou fragdo na qual foi realizado o “crosslink” e
fragmentacdo, porém ndo houve imunoprecipitacdo; SORO, fracdo na qual foi
realizada a imunoprecipitagdo com o soro do animal no qual foi produzido o
anticorpo antiSHN e SHN, fracdo na qual houve imunoprecipitacdo com o anticorpo
antiSHN) de cada inflorescéncia em diferentes idades (madura e imatura) foram

utilizadas como moldes para os “primers” em PCR em tempo real. Os dados foram
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entdo normalizados com o0 gene da actina e em seguida foi calculada a razdo de
Imaturo/Maduro.

Os genes testados, como apresentado na figura 18, indicaram um maior
enriguecimento na inflorescéncia imatura, quando comparado a inflorescéncia
madura, isto indica que esses genes sdo genes alvos de regulagédo do FT SHN em
sorgo. Tais resultados vao de acordo com o previsto, uma vez que por ser
apresentada uma maior expressao do FT SHN nas inflorescéncias imaturas, espera-
se gue, naquele tecido, exista uma maior quantidade de genes-alvo sendo ligados
pelo FT. Além disso, € possivel observar que os controles, ou seja, a fracdo nao
imunoprecipitada (INPUT) e a fragdo imunoprecipitada com somente o soro do
animal, sem anticorpo (SORO), apresentaram razdo de enriquecimento em torno de
um, o que era esperado para essas fracdes.

Os resultados aqui encontrados vao de encontro aos apresentados por
Ambavaram et al. (2011), ou seja, o FT SbSHN apresenta os mesmos alvos em

sorgo, do que FT AtSHN em arroz.
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Figura 18 Andlise por ChIPgPCR de quatro genes alvos (SbMYB87, SbMYBG60,
SbNAC115 e SbMYB91) de SbSHN de amostras INPUT, amostras
imunoprecipitadas com SORO e com anticorpo antiSHN.
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O gene da actina foi usado como normalizador. Valores apresentados representam o
enriquecimento da inflorescéncia imatura frente a inflorescéncia madura.

Apesar da sobreposicdo de dados apresentada neste trabalho quando
comparado ao encontrado por AMBAVARAM et al. (2011), muitas vezes um FT
apresenta diferentes alvos em diferentes espécies. SHEN et al. (2012) verificou uma
diferenca na composicéo de lignina (contetdo S/G) em plantas de Panicum virgatum
e Nicotiana tabacum superexpressando o gene PvMYB4. Recentemente, Agarwal et
al. (2016) também trabalharam com a teoria de que a fungcdo de alguns FTs é
conservada em monocotileddéneas, mais precisamente em milho, sorgo e arroz. O
grupo teve como foco de estudos os FTs ZmMYB31 e ZmMYB42, FTs da familia
R2R3-MYB que também estdo relacionados com regulagdo dos genes
fenilpropandides no milho. Os genes-alvos testados foram genes que codificam para
as enzimas da via de fenilpropandides, sendo eles: 4CL2, COMT1, F5H, CSE, além
da interagdo entre eles mesmos (MYB31 e MYB42). Eles encontraram que nem
todos os genes-alvo de um mesmo FT em uma espécie sdo alvos desse mesmo FT
em outra espécie, agindo de forma espécie especifica. Como exemplo dessa modo
de acdo espécie especifica, pode-se citar que na base da folha Zm4CL2 é ligado
pelo FT MYB 42 e OsCse ¢€ ligado pelo FT MYB31. De maneira interessante, MYB31
liga-se ao promotor do gene Cse em todas as espécies estudas, porém MYB42 s6
se liga a esse gene em sorgo e milho. Contudo, foi encontrado que COMT1 € um
alvo comum de MYB31 e MYB42 nos tecidos de folhas maduras de milho, sorgo e

arroz.

A partir dos resultados encontrados por Agarwal et al. (2016) e como ja
discutido, o préprio SHN que tem apresentado diferentes genes-alvo e fendtipos
associados a diferentes plantas, torna-se claro que, para um melhor entendimento
de um FT, é necesséario estuda-lo de maneira espécie especifica. Assim, como
continuidade deste trabalho e do projeto maior ao qual este encontra-se inserido, 0s
proximos passos estdo sendo dados na tentativa de comparar 0s mesmos genes-
alvo do FT SHN em milho e também em cana-de-acucar, além de novos ensaios

envolvendo outros possiveis genes-alvo.
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6. CONCLUSOES

Ao final do trabalho foi possivel obter algumas conclusdes:

e Apés as andlises de alinhamento e filogenia podemos concluir que os genes
Sb04g006970(SbSHN1) e Sb10g023600(SbSHN2) pertencem ao clado
SHINE, uma vez que estes também apresentam o dominio AP2 e os motivos
‘mm” e “cm” caracteristicos deste clado da familia AP2. Além disso, quando
construida uma arvore filogenética com essas mesmas sequéncias tanto
SbSHN1 quanto SbSHN2 se agrupam juntamente com outras sequéncias
SHN de monocotiledéneas, sendo SbSHN1 mais proxima de ShSHN1 (SHN
de cana-de-acucar) e SbSHN2 mais proxima de HYNUD (SHN de cevada) e
OsSHN (SHN de arroz);

e O anticorpo antiSHN foi produzido com sucesso e é capaz de reconhecer
proteina SHN de sorgo podendo este ser utilizado em estudos de ChIP para a
determinacao dos alvos do FT SHN;

e A analise de localizacao subcelular permitiu concluir que o FT SHN encontra-
se localizado no nucleo;

e A expressdo de SHN é maior em inflorescéncia imatura, tanto para SbSHN1
guanto para SbSHN2. Para SbSHN1 a expressao em inflorescéncia madura
foi menor do que em folhas, sendo que a base da folha apresentou expressao
menor que a ponta da mesma. Ja para SbSHN2 néo foi detectada expressao
na ponta da folha e a sua base apresentou expressdo menor que a
inflorescéncia madura.

e O FT SbSHN apresenta os mesmos alvos em sorgo do FT AtSHN em arroz
determinados através de EMSA por Ambavaram et al. (2011), sendo eles
SbNAC91  (Sb07g001550), SbNAC115 (Sb10g000460), SbMYB87
(Sb07g024970) e SbMYB60 (Sb04g031110).

Sendo assim, o conjunto de dados gerados neste trabalho, juntamente com

os dados originados anteriormente por outros autores podera ser utilizado para um



59

completo entendimento da acdo de SHN como um regulador méster na deposi¢céo
de diferentes componentes da PCS. No futuro esses dados poderéo servir como
uma ferramenta no aspecto biotecnolégico a fim de apoiar os programas de
melhoramento, bem como, através de engenharia genética obter plantas
geneticamente modificadas para que apresentem uma PC mais adequada para a
producéo do etanol de segunda geragéo.
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APENDICE A

Meios de Cultura e Solucbes

Meios de Cultura (SAMBROOK; RUSSEL, 2001)
- Meio LB liquido — 1L

10g Triptona

5g Extrato de Levedura

10g Cloreto de Sodio (NaCl)

H,0 milliQ g.s.p. 1000MI

Autoclavar por 20 minutos a 121°C.

-Meio LB sdlido — 1L

10g Triptona

5g Extrato de Levedura

10g Cloreto de Sodio (NacCl)
10g agar

H,0O milliQ g.s.p. 1000MI

Autoclavar por 20 minutos a 121°C.

Antibidticos

- Solucao Acetoseringona - Acetoseringona(100mM)

Pesar 196mg de Acetoseringona
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Dissolver inicialmente a Acetoseringona com Alcool 70% (1-3mL) e apds, agua
milliQ (estéril) para um volume final de 10 mL. Em seguida, esterilizar a solu¢cao por

filtragdo com filtro 0,22 um (Corning), aliquotar e estocar a - 20 °C.

- Solucao Estoque — Canamicina (100mg/mL)

Pesar 1g de Streptomicina

Dissolver a canamicina com agua milliQ (estéril), para um volume final de 10 mL.
Em seguida, esterilizar a solugéo por filtragdo com filtro 0,22 um (Corning), aliquotar e
estocar a - 20 °C.

- Solucado Estoque — Ampicilina (100mg/mL)

Pesar 1g de ampicilina
Dissolver a ampicilina com agua milliQ (estéril), para um volume final de 10 mL.
Em seguida, esterilizar a solucdo por filtragdo com filtro 0,22 um (Corning), aliquotar e

estocar a - 20 °C.

- Solugéo Estoque — IPTG (100mM)

Pesar 23,8mg de IPTG
Dissolver o IPTG em 1mL agua milliQ (estéril). Em seguida, esterilizar a solucdo
por filtragdo com filtro 0,22 um (Corning), aliquotar e estocar a - 20 °C.

Tampdes

- Tampéo de Lise
50mM Tris-HCI pH 8,0
150mM Cloreto de Sédio (NaCl)

10mg/mL Lisozima

-Tris-Glicina 5X — 1L
125mM Tris-base



0,5% SDS
960mM Glicina
H>0O milliQ g.s.p. 1000mL

- Tampéao de Amostra 4X
125mM Tris-HCI pH6,8
1% Gilicerol

4% SDS

0,2% Azul de bromofenol
4% [B-mercaptoetanol
H,0O milliQ g.s.p. 10mL

-Tampao de Transferéncia
25Mm tris-HCI pH 8,3
192mM Gilicina

20% Metanol

-Tampéao TBS

20mM Tris-HCI pH7,5

150mM Cloreto de Sédio (NaCl)
0,05% Tween 20

Corantes

-Coomassie 0,2%

50% Metanol

10% é&cido Acético

0,2g Coomassie Blue R-250
H,O milliQ g.s.p. 100MI

-Ponceau S
0,5g Ponceau

2.5mL de acido Acético
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H>0 milliQ g.s.p. 250mL

Solugbes Transformacgédo Transiente

- MES (2-(N-Morpholino)ethanesulfonic acid)
0,5331g MES

20ml de H,O milliQ

Acertar pH para 5,6 com KOH

H>0O milliQ g.s.p. 25mL

Filtrar com filtro 0,45um

-MES/MgCl;

10 mL MES

1 mL de MgCL; 1M

H>0 milliQ g.s.p. 100mL

Solucbes Crosslink

- Solucao de Crosslink

0,44M de Sacarose

10mM Tris-HCI pH 8,0

1mM EDTA pH 8,0

1mM PMSF *

1% Formaldeido*

*Somente acrescentar quando for realizar o crosslink das amostras,

imediatamente antes do uso.

-Tampao de Lise ChIP
50mM HEPES pH7,5
150mM NacCl

1mM EDTA

1% Triton X100

0,1% Deoxychoate
0,1% SDS



1mM PMSF **
1x Coquetel Inibidor de Proteinase em Plantas**

**Adicionar somente antes do uso.

-LNDET

0,25M LiCl

1% NP-40

1% Deoxycolato
1ImM EDTA

-TE
10Mm Tris pH8,0
1ImM EDTA

- Tampéo de Eluicdo ChIP
1% SDS

0,1M NaHCO3

0,2 mg/mL Proteinase K
ImM DTT
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APENDICE B

Sequénciamento do gene SbSHN1 clonado em pENTR/D-TOPO (Invitrogen)
utilizando os “primers” M13F e M13R (Tabela 3).

Destacados em amarelo a tag CACC proveniente do “primer”
SbSHNpPENTR_FW (Tabela 3) e o codon de parada TAG. Destacado em azul a

metionina inicial.

> SbSHN1 -M13R
NNNNNNNNNNNGNNANGCTGGGCTGCTGCTGCTCAGCAACTCTTCGATCATTTGCAGTGCGA
TCCTCTCCTCCTCATCCATCGGCGTGGCTGGTGGAGCAGTTGTTGCTGATGTGGACTGTGAT
GCAGCATCAGTGGATGCTGCATCTTTGTTGAGCTCCACTGTCATGACCCAGTTGGAGTCAGC
ACGGGCTCCTGCACGCTTCTGCCAAACACCAATGTGGGACTTCTCAGGGTCAAGGCGGAGAC
AGGTCAGGGACGGTGATGGCGCCTTGCAGCATTTGCGGAGCTTCGCACTGAGAATCTGGGAC
AGGTTGGTGGTAGAGGAGCCGCTGCTGAAGTTGCTGCGGGCGTCCCTTCCCGCAGCTGGGGT
AGGCTCCCCTGTGCTGCTTCTTTGGATTGGGAAGTTGGTCTTGGCGTTGCGTCCGCTCATCA
GCACAGCAGCCTCATCATATGCTCTCGCTGCCTCCTCAGCCGTCTCAAAGGTACCCAGCCAG
ACCCTCCTCTTAAGGAGGGGATGCCTGATCTCAGAGACCCAGGAGCCCCAGTGGCGCTGTCG
GACTCCACGAAACTTCTTTGGCTGTACCATGGTGAAGGGGGCGGCCGCGGAGCCTGCTTTTT
TGTACAAAGTTGGCATTATAAAAAAGCATTGCTCATCAATTTGTTGCAACGAACAGGTCACT
ATCAGTCAAAATAAAATCATTATTTGGGGCCCGAGCTTAAGACTGGCCGTCGTTTTACAACG
TCGTGACTGGGAAAACATCCATGCTAGCGTTAACGCGAGAGTANGGAACTGCCAGGCATCAA
ATAAAACGAAAGGCTCAGTCGGAAGACTGGGCCTTTCGTTTTATCTGTTGTTTGTCGGTGAA
CGCTCTCCTGAGTANGACAAATCCGCCGGGAGCGGATTTGAACGTTGTGAAGCAACGGCCNG
AAGGGTGGCCGGNNNNACNNCCNGCCATAAACTGNCNNGCNTCNNACTAAGNAGAAAGGNCA
NNCTNACGGATGNNTNNNTGNNTNNCNACNAACNCTGTNNNGNNTANCGNNNNCGTATNNAT
NGCNNNNNNCTTCNCNGANCANATNNTNANNNNGNNANNNNGNNNTNNNNNTCCTNNNNNGA
NNNNGNNNCNCNNNNNGN



- Sequéncia de Aminoéacidos - 3'5' Frame 1

caaataatgattttattttgactgatagtgacctgttcgttgcaacaaattgatgagcaa
¢ r M~ 1 L ¥ - L I Vv T C S L Q O I D E Q0Q
tgcttttttataatgccaactttgtacaaaaaagcaggctccgcggccgcecccccttecace
c ¥ ¥F I M P T L Y K K A G S A A A P F T
-gtacagccaaagaagtttcgtggagtccgacagcgccactggggctcctgggtctct
MV Q P K K F R GV R Q R H W G S W V S
gagatcaggcatccccteccttaagaggagggtctggectgggtacctttgagacggectgag
¥F I R H P L L K R R V W L G T F E T A E
gaggcagcgagagcatatgatgaggctgctgtgctgatgagcggacgcaacgccaagacce
E A AR A Y D EA AV L M S G R N A K T
aacttcccaatccaaagaagcagcacaggggagcctaccccagcectgcgggaagggacgcc
N F P I Q R S s T G E p T P A A G R D A
cgcagcaacttcagcagcggctcctctaccaccaacctgtcccagattctcagtgcgaag
R S N F s s G s s T T N L s O I L S A K
ctccgcaaatgctgcaaggcgccatcaccgtcececctgacctgtectecgecttgaccctgag
L R K ¢C ¢C K A P S P S L T C L R L D P E
aagtcccacattggtgtttggcagaagcgtgcaggagcccgtgctgactccaactgggte
K s H I 6 vV W Q K R A G A R A D S N W V
atgacagtggagctcaacaaagatgcagcatccactgatgctgcatcacagtccacatca
M T Vv E L N K D A A S T D A A S QQ S T S
gcaacaactgctccaccagccacgccgatggatgaggaggagaggatcgcactgcaaatyg
AT T A P P A T P M D E E E R I A L Q M
atcgaagagttgctgagcagcagcagcccagentnnc
I £ E L L s s s S P X X
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>SbSHN1-M13F
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GNNNNNNNNNNCNNNCTGGGGCTCCTGGGTCTCTGAGATCAGGCATCCCCTCCTTAAGAGGA
GGGTCTGGCTGGGTACCTTTGAGACGGCTGAGGAGGCAGCGAGAGCATATGATGAGGCTGCT
GTGCTGATGAGCGGACGCAACGCCAAGACCAACTTCCCAATCCAAAGAAGCAGCACAGGGGA
GCCTACCCCAGCTGCGGGAAGGGACGCCCGCAGCAACTTCAGCAGCGGCTCCTCTACCACCA
ACCTGTCCCAGATTCTCAGTGCGAAGCTCCGCAAATGCTGCAAGGCGCCATCACCGTCCCTG
ACCTGTCTCCGCCTTGACCCTGAGAAGTCCCACATTGGTGTTTGGCAGAAGCGTGCAGGAGC
CCGTGCTGACTCCAACTGGGTCATGACAGTGGAGCTCAACAAAGATGCAGCATCCACTGATG
CTGCATCACAGTCCACATCAGCAACAACTGCTCCACCAGCCACGCCGATGGATGAGGAGGAN
AGGATCGCACTGCAAATGATCGAAGAGTTGCTGAGCAGCAGCAGCCCAGCTTCACCCTCAAA
CGGAGATGACCAAGGTCGCTTCATCATCTGAAAGGGGTGGGCGCGCCGACCCAGCTTTCTTG
TACAAAGTTGGCATTATAAGAAAGCATTGCTTATCAATTTGTTGCAACGAACAGGTCACTAT
CAGTCAAAATAAAATCATTATTTGCCATCCAGCTGATATCCCCTATAGTGAGTCGTATTACA
TGGTCATAGCTGTTTCCTGGCAGCTCTGGCCCGTGTCTCAAAATCTCTGATGTTACATTGCA
CAAGATAAAAATATATCATCATGAACAATAAAACTGTCTGCTTACATAAACAGTAATACAAG
GGGTGTTATGAGCCATATTCAACGGGAAACGTCGAGGCCGCGATTAAATTCCAACATGGATG
CTGATTTATATGGGTATAAATGGGCTCGCGATAATGTCGGGCAATCNGNGCGACAATCTATC
GCTTGTATGGGAAGCCCGATGCNCCNNANTTGTTTCTGAAACATGGNAAAGGTAGCGTTGNC
NATGATGNTACAGATGAGATGGTCAGACTAANCTGGNTGANGNAATTNNTGCNCTTNNANCA
TCNNGCATTTATCCGNACTCNGATGATGCATGGNNACNNNCCACNGCGATCCCNNAAAANNG
CNTNNCAGGNNTANANANANCNGATNNNNNNAAATATTNNNATNNNCTGNNNNNNCNGGNNN
NNGCATTCNANCNNNNNNNNNTNNNNNNNCNATNGCNNNNTTNNNNNNNNNNGCNNNNACNA

NNANNNNNNTTNNNNNNNCNANNNN

- Sequéncia de Aminoacidos - 5'3' Frame 2

gnnnnnnnnnncnnnctggggctcctgggtctctgagatcaggcatcecectecttaagagg

X X X X X W GG s W Vv S E I R H P L L K R
agggtctggctgggtacctttgagacggctgaggaggcagcgagagcatatgatgagget
R VvV WwW L G T F E T A E E A A R A Y D E A
gctgtgctgatgagcggacgcaacgccaagaccaacttcccaatccaaagaagcagecaca
AV L M S G R N A K TN F P I Q0 R S s T
ggggagcctaccccagctgcgggaagggacgcccgcagcaacttcagcageggetectet
G & p T P A A G R D A R S N F S S G S S
accaccaacctgtcccagattctcagtgcgaagctccgcaaatgectgcaaggegeccatca
T T N L S ¢ I L S A K L R K C C K A P S
ccgtccctgacctgtctceccgecttgaccctgagaagtecccacattggtgtttggcagaag
p s L T™ ¢ L R L D P E K S H I G V W Q K
cgtgcaggagcccgtgctgactccaactgggtcatgacagtggagctcaacaaagatgca
R A G A R A D SN WV M T V E L N K D A
gcatccactgatgctgcatcacagtccacatcagcaacaactgctccaccagccacgccyg
A S T D A A S Q S T s A T T A P P A T P
atggatgaggagganaggatcgcactgcaaatgatcgaagagttgctgagcagcagcagc
M D E E X R I A L Q M I E E L L s S S S
ccagcttcaccctcaaacggagatgaccaaggtcgcttcatcatctgaaaggggtgggcg
P A S P S N G D D Q G R F I I - K G W A
cgccgacccagctttcttgtacaaagttggcattataagaaagcattgecttatcaatttyg
R R P S F L V. Q S W H Y K K A L L I N L
ttgcaacgaacaggtcactatcagtcaaaataaaatcattatttgccatccagctgatat
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APENDICE C

Sequéncia “contig” proveniente das duas amostras sequenciadas no pENTR/D-
TOPO (Invitrogen) iniciadas com os “primers” M13F e M13R (Tabela 3).

CACCATGGTACAGCCAAAGAAGTTTCGTGGAGTCCGACAGCGCCACTGGG
GCTCCTGGGTCTCTGAGATCAGGCATCCCCTCCTTAAGAGGAGGGTCTGGCTGGG
TACCTTTGAGACGGCTGAGGAGGCAGCGAGAGCATATGATGAGGCTGCTGTGCTG
ATGAGCGGACGCAACGCCAAGACCAACTTCCCAATCCAAAGAAGCAGCACAGGGG
AGCCTACCCCAGCTGCGGGAAGGGACGCCCGCAGCAACTTCAGCAGCGGCCTCCT
CTACCACCAACCTGTCCCAGATTCTCAGTGCGAAGCTCCGCAAATGCTGCAAGGC
GCCATCACCGTCCCTGACCTGTCTCCGCCTTGACCCTGAGAAGTCCCACATTGGT
GTTTGGCAGAAGCGTGCAGGAGCCCGTGCTGACTCCAACTGGGTCATGACAGTG
GAGCTCAACAAAGATGCAGCATCCACTGATGCTGCATCACAGTCCACATCAGCAAC
AACTGCTCCACCAGCCACGCCGATGGATGAGGAGGAGAGGATCGCACTGCAAAT
GATCGAAGAGTTGCTGAGCAGCAGCAGCCCAGCTTCACCCTCAAACGGAGATGAC
CAAGGTCGCTTCATCATCTGA

Sequéncia proteica proveniente da sequéncia “contig” resultante do

sequenciamento com os “primers” M13F e M13R (Tabela 3).

MVQPKKFRGVRQRHWGSWVSEIRHPLLKRRVWLGTFETAEEAARAYDEAAVL
MSGRNAKTNFPIQRSSTGEPTPAAGRDARSNFSSGSSTTNLSQILSAKLRKCCKAPSP
SLTCLRLDPEKSHIGVWQKRAGARADSNWVMTVELNKDAASTDAASQSTSATTAPPA
TPMDEEERIALQMIEELLSSSSPASPSNGDDQGRFII



