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Localizacao subcelular da proteina ScZnf de cana de acucar
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INTRODUCAO:

A cana de agucar (Saccharum spp.) € uma das mais importantes espécies vegetais cultivadas no
mundo, acumulando grande quantidade de sacarose, que pode atingir niveis de até 50% do peso seco em
seus colmos (Botha and Black, 2000), contribuindo para a producao de agucar e etanol. O Brasil ¢ o
maior produtor mundial (FAO, 2023). Em relagdo a producao de biocombustivel, o pais atingiu uma

produgdo estimada de 27,9 bilhdes de litros de etanol provenientes da cana-de-agucar (CONAB, 2023).

As condicdes abidticas estressantes podem comprometer o desempenho ¢ a sobrevivéncia das
plantas, atuando como fatores limitantes do desenvolvimento. Dentre os recursos fisico-quimicos
essenciais, a agua ¢ o mais restritivo (Boyer, 1982), sendo a seca considerada o principal fator de
estresse abiotico, podendo provocar perdas de até 60% na produtividade agricola (Cruz de Carvalho,
2008; Ramesh, 2000; Gentile et al., 2015). As plantas reagem a esse tipo de estresse por meio de
estratégias adaptativas que variam conforme o genotipo (Chaves, 2002), e, em nivel celular, esse estresse
pode causar plasmolise, reducao do tamanho celular e alteragdes estruturais em cloroplastos (Zhang et
al., 2015). Diante das previsoes de agravamento da seca devido ao aquecimento global (Dai, 2011), o
Brasil enfrenta o desafio de expandir a produgdo de cana-de-agucar para atender a crescente demanda, ao

mesmo tempo em que precisa superar os impactos das mudancas climaticas.

Estudos anteriores realizados em nosso laboratério utilizaram Arabidopsis thaliana para
identificar genes que conferem maior tolerancia a seca em variedades de cana-de-acticar. Selecionamos
genes com base em sua expressao nos cultivares de cana RB867515 (alta tolerancia a seca) e RB855536
(baixa tolerancia a seca) (Diniz et al., 2020). O gene ScZnf de cana de aglcar, responsavel pela

codificagdao de uma proteina do tipo zinc finger (ZnF) foi um dos genes avaliados. O gene ScZnf foi
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superexpresso em Arabidopsis e submetido a estresse hidrico severo. As plantas transgénicas de
Arabidopsis superexpressando ScZnf apresentaram maior taxa de sobrevivéncia em relacdo as plantas

controle transformadas com vetor vazio (Gongalves et al, dados nao publicados).

Survival
rate ScZnF

100% Figura 1. Avaliagio da tolerancia ao
déficit hidrico severo. Plantas
80% transformadas com um vetor vazio
60% - foram usadas como controle. Foram
utilizadas dez plantas de cada um
40% dos trés eventos independentes. O
20% - experimento foi repetido duas vezes
com resultados semelhantes.
0% - T ScZnf-OE1 e -OE3 sao eventos
ScZnF-OE1 ScZnF-0E2 ScZnF-OE3 £V independentes superexpressando

ScZnf; EV: plantas transformadas
com um vetor vazio, sem o gene
ScZnf. (Gongalves et al., dados ndo
publicados).
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A via ubiquitina-proteassoma ¢ um dos mecanismos utilizados pelas plantas em resposta ao
estresse causado por fatores abioticos. Esse processo € coordenado em multiplas etapas pelo conjunto de
enzimas E1, E2 e E3.Sendo as enzimas E3 ligase de ubiquitina responsaveis pelo reconhecimento do
substrato através de sequéncias especificas, conferindo especificidade ao processo de ubiquitinagao
(Al-Saharin et al, 2020). A proteina ZnF deduzida de cana de actcar apresenta dominio conservado
presente na familia de ligases de ubiquitina E3 associadas a membrana (Marchler-Bauer A et al, 2017),
sugerindo sua atuagao nesse processo.

Em organismos vegetais, a compartimentalizagdo celular garante a separagao e especializagao de
funcdes em organelas distintas, processo essencial para a complexidade e evolugao dos organismos
multicelulares (Cavalier-Smith, 2003). Assim, a determinagdo da localizagdo subcelular de uma proteina
¢ fundamental para a compreensdo de sua fung¢ao. Neste contexto, o presente projeto busca aprofundar o
conhecimento sobre o papel do gene ScZnf na resposta ao estresse ocasionado por déficit hidrico em

plantas de cana de agucar, a partir da determinagdo da localizag¢do subcelular da proteina ScZnf.

METODOLOGIA E RESULTADOS:
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Para a construcdo do cassete de expressao para localizagdo subcelular foram desenhados

oligonucleotideos especificos (Tabela 1).

Primers Sequéncia (5’ - 3°)
1A TGTGGTCTCAAATGGTTAGGAACCAGGAACT
1B TGTGGTCTCACGAACAGAGGAGCTTAAGCATCT
2A ATGAAGAGACTGATGGCTCT
2B AGAGCCATCAGTCTCTTCAT
3A AGTCGAGACTTGGGAGGATA
3B TATCCTCCCAAGTCTCGACT
4A CACCATGGTTAGGAACCAGGAACT
4B GAGGAGCTTAAGCATCTTCA

Tabela 1. Sequéncia de
oligonucleotideos (primers)
desenhados do gene ScZnf para as
reacdes de PCR de sobreposicao e
clonagem via método Golden

Gate.

O gene ScZnf foi amplificado a partir de cDNA de cana de agticar com os primers 4A ¢ 4B

(Tabela 1). O produto PCR foi extraido e purificado do gel de agarose e em seguida foi clonado no vetor

pJET 1.2 (Thermo Scientific), sendo entdo denominado pJET-Znf. Para a confirmacao do inserto no

vetor de entrada, foi feita a reacdo de digestdo com a enzima Ncol, gerando dois fragmentos esperados

de tamanhos 2719 bp e 1200 bp. (Figura 2).

MM pJET-Znf

MM ScZnf

— 2719 bp

1000 bp — 942 bp

_ 1200bp

Figura 2. A) Amplificag@o por
PCR da sequéncia codificante
do ScZnf de 942 bp por
oligonucleotideos especificos.
B) Reagdo de digestao do vetor
pJET-Znf com enzima de
restrigdo Ncol, gerando dois
fragmentos de 2719 bp e 1200
bp. MM (marcador molecular
GeneRuler 1kb Plus DNA
Ladder).

A regido codificante do gene ScZnf contém dois sitios de reconhecimento para a enzima Bsal, o

que impede sua clonagem direta pelo método Golden Gate. Para contornar essa limitacdo, foi realizada

mutagénese sitio-dirigida por meio de PCR de sobreposi¢do. A partir do vetor pJET-Znf, foram
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realizadas reagdes de PCR de sobreposi¢do com os primers 2A a 4C (Tabela 1) a fim de promover a
substitui¢ao do cédon ACC por ACT, visando a remog¢ao desses sitios sem alterar a sequéncia
codificante do gene (Heckman, Pease; 2007).

Apos a inser¢ao das mutagdes de interesse nos cédons mencionados anteriormente, foi realizada
a clonagem via Golden Gate para se obter a fusdo entre a sequéncia codificante do gene ScZnf'e a
proteina fluorescente GFP sob controle do promotor constitutivo pUbi. Em seguida, a reagdo foi
transformada em células competentes de Escherichia coli DH5a para manutengado e propagacao do
vetor. O plasmideo contendo a construcao génica de interesse foi extraido a partir de protocolo de
miniprep de lise alcalina e foi realizada a reagdo de digestdo com a enzima de restricdo Ncol, resultando
em dois fragmentos esperados de 1740 bp e 7011 bp, o que confirma que a fusdo entre o gene ScZnfe a

GFP foi bem sucedida (Figura 3).

MM Znf-GFP

Figura 3: Reagdo de digestdo do vetor Znf~GFP com enzima de restri¢do
Ncol, gerando dois fragmentos de 1700 bp e 7011 bp. MM (marcador
molecular GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder).

— 70M

— 1740

Ap6s a construcao do cassete de expressao concluida, o ultimo passo ¢ o ensaio de localizagao
subcelular através da transformacao de células de epitélio de cebola com o DNA de interesse através de

biobalistica, etapa que esta sendo realizada no momento.
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