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RESUMO

Caracterizagcao de plantas transformadas de Urochloa brizantha sob déficit
hidrico e validagao de genes de referéncia para estresse salino

Gramineas forrageiras, dentre elas as do género Urochloa sp., possuem grande
importancia para as cadeias produtivas de carne e leite no Brasil, entretanto ainda
ha poucos estudos visando melhorar a tolerancia a seca, considerando que com as
mudancas climaticas previstas, ha demanda por culturas resistentes a esse
estresse. Plantas transgénicas com o gene P5CS de Vigna aconitifolia sob controle
do promotor induzido por estresse AIPC, seriam uma alternativa adequada,
considerando que a prolina exerce uma contribuicdo de extrema importancia na
mitigacdo da deficiéncia hidrica. O capitulo 1 dessa tese teve por objetivo avaliar
plantas de Urochloa brizantha transformadas com a construcao AIPC:P5CS quanto
a bioquimica, fisiologia e caracterizagdo molecular na resposta as condi¢cbées de
déficit hidrico. Para isso as plantas (controle e transformadas) foram conduzidas por
aproximadamente 30 dias com irrigagdo diaria por gotejamento, préximo a sua
capacidade de campo, e apds o déficit hidrico foi imposto por suspensdo da agua
até as plantas atingirem valores de potencial hidrico de - 3,0 a -3,5 MPa, onde foram
analisados conteudo de prolina, MDA, clorofila, trocas gasosas foliares, biomassa e
perfil transcricional do gene nativo UbP5CS e do transgene VaP5CS. A analise de
trés eventos de braquiaria transformados com a construcdo A/IPC:P5CS revelou que
o evento E3 apresentou diferengas fisioldgicas, bioquimicas e moleculares
comparados aos outros eventos e ao controle. Além disso, esse evento exibiu
diferenga fenotipica dos demais. Mesmo apresentando essas diferengas, ndo houve
constatagcdo de maior tolerancia ao déficit hidrico dos eventos em relagdo ao
controle ndo transformado. O capitulo 2 refere-se a selegdo de genes de referéncia
para estresse salino em U. brizantha. A salinidade € um dos estresses abioticos
mais importantes que afetam a produtividade das plantas. A expressdo quantitativa
de genes usando PCR em tempo real (RT-qPCR) € uma ferramenta que mensura as
mudangas transcricionais que ocorrem em tecidos vegetais sob estresse. Para uma
analise RT-gPCR valida, a normalizagdo contra os genes de referéncia apropriados
€ essencial para a precisdo dos dados. Apesar da importancia do capim-braquiaria
(syn. Urochloa) como forrageira tropical, ndo ha estudos sobre a estabilidade de
genes de referéncia sob estresse salino nesta espécie. Este estudo teve como
objetivo avaliar a estabilidade de sete genes candidatos de referéncia: Actin 12; fator
de iniciagdo eucariotico 4A; fator de alongamento 1- a; tubulina a-5; tubulina [3-6;
enzima conjugadora de ubiquitina e glicose-6-fosfato desidrogenase para ensaios
quantitativos de PCR em tempo real em U. brizantha sob estresse salino. O RNA
total foi extraido de folhas e raizes de plantas cultivadas em sistema hidropdnico
contendo NaCl 200 mM durante 0, 6, 12 e 24 hrs para analise de RT-gPCR. Foi
utilizado a ferramenta da web RefFinder para estabelecer uma classificacdo
abrangente para a estabilidade do gene. Identificamos que elF4a, a-Tub5 e Ubico
foram os genes de referéncia mais adequados para amostras de folhas, enquanto
elF4a, Act12 e Ubico foram os genes mais estaveis nas raizes. Os genes mais e
menos estaveis foram entdo usados para normalizar a expressao relativa de um
gene transportador de Na*/H" (NHX). A quantificagéo relativa desse gene variou de
acordo com os controles internos (genes mais estaveis, menos estaveis),
confirmando a escolha dos genes de referéncia.

Palavras-chave: prolina; estresse abiético; normalizadores; forrageira.



ABSTRACT

Characterization of transformed Urochloa brizantha plants under water stress
and validation of reference genes for salt stress

Forage grasses, including those of the genus Urochloa sp., are of great importance
for the meat and milk production chains in Brazil, however, there are still few studies
aimed at improving drought tolerance, considering that with the predicted climate
changes, there is a demand for resistant crops to that stress. Transgenic plants with
the P5CS gene of Vigna aconitifolia under the control of the AIPC stress-induced
promoter would be a suitable alternative, considering that proline plays an extremely
important role in mitigating water deficit. Chapter 1 of this thesis aimed to evaluate U.
brizantha plants transformed the AIPC:P5CS construct for biochemistry, physiology
and molecular characterization in response to water deficit conditions. For this, the
plants (control and transformed) were conducted for approximately 30 days with daily
drip irrigation, close to their field capacity, and after the water deficit was imposed by
water suspension until the plants reached water potential values of -3.0 to -3.5 MPa,
where the content of proline, MDA, chlorophyll, leaf gas exchange, biomass and
transcriptional profile of the native gene UbP5CS and the transgene VaP5CS were
analyzed. The analysis of three brachiaria events transformed with the AIPC:P5CS
construct revealed that the E3 event presented physiological, biochemical and
molecular differences compared to the other events and the control. In addition, this
event exhibited a phenotypic difference from the others. Even with these differences,
there was no evidence of greater tolerance to the water deficit of the events in
relation to the untransformed control. Chapter 2 refers to the selection of reference
genes for salt stress in U. brizantha. Salinity is one of the most important abiotic
stresses that affect plant productivity. Quantitative gene expression using real-time
PCR (RT-gPCR) is a powerful tool for measuring transcriptional changes that occur
in plant tissues under stress. For valid RT-gPCR analysis, normalization against the
appropriate reference genes is essential for data accuracy. Despite the importance of
signal grass (syn. Urochloa) as a tropical forage, there are no studies on the stability
of reference genes under saline stress in this species. This study aimed to evaluate
the stability of seven candidate reference genes: Actin 12; eukaryotic initiation factor
4A; elongation factor 1- a; a-5 tubulin; -6 tubulin; ubiquitin-conjugating enzyme and
glucose-6-phosphate dehydrogenase for quantitative real-time PCR assays in
Urochola brizantha under saline stress. Total RNA was extracted from leaves and
roots of plants grown in a hydroponic system containing 200 mM NacCl for 0, 6, 12
and 24 hrs for RT-gPCR analysis. We used the RefFinder web tool to establish a
comprehensive ranking for gene stability. We identified that elF4a, a-Tub5 and Ubico
were the most suitable reference genes for leaf samples, while elF4a, Act12 and
Ubico were the most stable genes in roots. The most and least stable genes were
then used to normalize the relative expression of a Na'/H" (NHX) transporter gene.
The relative quantification of this gene varied according to the internal controls (more
stable genes, less stable genes), confirming the choice of reference genes.

Keywords: proline; abiotic stress; normalizers; forager.
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1 INTRODUGAO GERAL

Os principais estresses abidticos como frio, calor, seca e salinidade, afetam
negativamente a sobrevivéncia e produgédo de culturas em até 70% e ameagam a
seguranga alimentar em todo o mundo. A desidratagdo é o principal fator no
crescimento, desenvolvimento e produtividade das plantas, principalmente devido ao
sal, seca e estresse térmico (THAKUR et al., 2010)

Quase todas as regides cultivadas do mundo enfrentam condi¢cées de déficit
hidrico e desenvolver plantas que possam resistir as condicbes de deficiéncia de
agua por um longo tempo e manter o rendimento constituem uma das principais
pesquisas na area da agricultura (KHALID et al., 2019).

O acumulo do aminoacido prolina € uma resposta comum em varias espécies
de plantas a uma ampla gama de estresses, incluindo seca e salinidade. A prolina
tem papéis multifacetados nas plantas, pois protege as células contra danos, agindo
como um osmoprotetor, antioxidante e uma fonte de energia para impulsionar o
crescimento durante a recuperacao do estresse. Além disso, tem impacto em varios
processos de desenvolvimento durante o estresse (KHANNA-CHOPRA et al., 2019).

Em gramineas forrageiras como Urochloa brizantha, ha barreiras para
incorporagdo de novas caracteristicas agronémicas importantes por meio de
cruzamento pelo melhoramento convencional, considerando a forma de reproducgao
apomitica, além das diferengas na ploidia entre as plantas sexuadas e apomiticas
(CABRAL et al., 2018). A insercao do gene AIPC:P5CS por transgenia é uma
alternativa para melhorar a tolerancia a seca, considerando que com as mudancas
climaticas previstas, ha demanda por culturas resistentes a esse estresse.

Muitos estudos que retratam o impacto dos estresses abidticos em plantas
utilizam a reacdo em cadeia da polimerase via transcricdo reversa quantitativa em
tempo real (RT-gPCR) como uma ferramenta para entender o mecanismo de
tolerdncia ao estresse das plantas por ser o método de quantificagdo mais
prevalente utilizado em ensaios de expressao génica por sua especificidade,
precisao, eficiéncia e alta sensibilidade (JIANG et al., 2014).

A normalizagdo dos dados de expressao génica € essencial para corrigir
variagbes entre diferentes amostras e condigbes e é geralmente realizada usando

um gene de referéncia que deve ser expresso em niveis estaveis,
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independentemente das condigbes experimentais, tipos de células, tecidos, estagio
de desenvolvimento ou tratamento de estresse (WONG; MEDRANO, 2005).

Assim, a selegdo do gene de referéncia apropriado em U. brizantha sob
estresse salino fornece novas informagdes para investigar a expressao relativa de
genes candidatos envolvidos na resposta do capim braquiaria as condigbes de
estresse salino.

Nesse contexto, torna-se pertinente a caracterizagdo de plantas de U.
brizantha transformadas com o gene P5CS de Vigna aconitifolia controlado por um
promotor induzido por estresse (AIPC) sob condi¢gdes de déficit hidrico como
também a validagcao de genes de referéncia para estresse salino em plantas de U.

brizantha.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Urochloa brizantha

O género Urochloa (syn. Brachiaria) P. Beauv sp. é classificado como
pertencente a familia Poaceae, subfamilia Panicoideae e tribo Paniceae (SORENG
et al., 2017) e inclui mais de 110 espécies distribuidas por regides tropicais e
subtropicais em todo o mundo (SALARIATO et al, 2010). O numero de
cromossomos basicos do género € X=9, com predominancia de tetrapldides
apomiticos (2n=4X=36), sendo encontrados dipldides naturais em U. brizantha, U.
decumbens e U. ruziziensis com reproducido sexuada. Porém as plantas comerciais
de maior importancia forrageira séo tetrapléides como U. brizantha, U. decumbens e
U. mutica ou hexaploides como U. humidicola e apomiticas (VALLE et al., 2004).

No Brasil, dentre outras gramineas forrageiras, U. brizantha, a cultivar
Marandu tem uma representatividade de 51,4 milhdes de hectares e beneficia toda a
cadeia produtiva da carne e leite (EMBRAPA, 2017). Esta cultivar originaria do
Zimbabue, Africa foi introduzida no Brasil em 1967 e langada ao mercado em 1984
(NUNES et al., 1984). Durante mais de 20 anos ela foi a braquiaria mais produtiva
do mercado e até hoje ocupa cerca de 40% das pastagens no pais (JANK et al.,
2017).

Em U. brizantha e outras gramineas tropicais, o embrido & formado por
apomixia, um processo assexual (sem a fusdao de gametas) no qual ocorre a
formacdo do embrido derivado apenas de tecidos maternos, ou seja, clones da
planta mae (KARASAWA, 2009).

A variabilidade genética das pastagens tropicais € extremamente limitada,
por serem oriundas de extensos monocultivos de cultivares apomiticas. Essa
situagdo impde sério risco a producao animal em pastagens tropicais, sendo de
urgéncia o desenvolvimento de outras alternativas para o mercado visando a
diversificagao das pastagens (RAPOSO et al., 2019).

Apesar da elevada importancia na agricultura tropical, U. brizantha ainda pode
ser considerada uma “cultura 6rfa” em termos de recursos para analises genéticas

moleculares, bioldégicas e genbmicas, pois ha apenas um corpo limitado de
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conhecimento sobre mudancgas relacionadas ao estresse hidrico nos padrbes de
expressao génica (JONES et al., 2021).

2.2 Deficiéncia hidrica

A limitacdo de agua para as plantas € uma problematica que esta se
acentuando ao longo do tempo, assim como sua duragéo e intensidade (SUN et al.,
2020), ainda mais pelo fato de que as mudancgas climaticas podem nos trazer secas
mais severas, ocasionando desastrosos impactos, entre eles, na produgdao de
alimentos via agricultura e pecuaria (FAO, 2019).

Em termos de planeta, cerca de 35% das terras sdo aridas ou semi-aridas,
onde a unica fonte de agua é a chuva. Existem areas com quantidades suficientes
de chuvas, mas a distribuicdo é desigual ao longo do ano e ainda enfrentam
condigdes de déficit hidrico que diminuem o rendimento das culturas (KHALID et al.,
2019).

Ja é bem conhecido o papel de extrema importancia que a agua exerce nas
plantas e que a deficiéncia hidrica limita o seu crescimento (GUPTA et al., 2020).
Quando ha restricdo na disponibilidade de agua para as plantas, os processos
celulares vitais para funcionamento do organismo ficam prejudicados, pois requerem
agua suficiente para serem executados (ZARGAR et al., 2017).

O mecanismo de resposta fisiolégica para estresses abidticos como a seca,
ocorre a partir de um complexo caminho de respostas, comecando com a percep¢ao
do estresse, que desencadeia uma cascata de eventos moleculares, terminando em
varios niveis de alteragdes fisioldgicas, metabdlicas e de desenvolvimento
(BHARGAVA; SAWANT, 2013).

Entre as alteragbes na manutengao do metabolismo das plantas, podemos
citar a alteragbes morfologicas, respostas fisioldégicas e bioquimicas, incluindo
mudangas na fotossintese, respiragdo, troca ibnica, transpiragdo, regulagao
osmotica, ativacao de proteinas e enzimas antioxidantes (SANTOS et al., 2022).

Adicionalmente, uma das principais respostas a seca nas plantas envolve a
manutengao de equilibrio osmotico. Para compensar a perda de presséo de turgor,
as células vegetais fazem ajustes osmoticos, aumentando o acumulo de solutos
compativeis (BLUM, 2017).
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2.3 Salinidade

A salinidade do solo € um grande estresse abidtico que restringe o
crescimento e o desenvolvimento das plantas, ainda mais sabendo que quase todas
as culturas que sao importantes para os seres humanos sdo sensiveis a alta
concentragdo de sal no solo (LIANG et al., 2018). Mais de um terco das terras
irrigadas no mundo s&o afetadas pela salinizagdo, prejudicando a produgéo e o
rendimento das culturas (FAO, 2011). Em muitas areas de produgao, a utilizacdo de
agua para irrigacao de baixa qualidade e a aplicagdo de quantidades excessivas de
fertilizantes s&o as principais razdes para o problema do aumento da salinidade do
solo (DIAS; BLANCO, 2010).

O estresse salino impde varias restricbes importantes nas plantas. A
primeira limitagdo € um estresse osmatico (o potencial hidrico externo fica mais
baixo) que compromete a capacidade das raizes das plantas absorverem agua, e
para lidar com esta questdo, as quais devem se ajustar osmoticamente. Este
processo desencadeia varios principais eventos nos tecidos vegetais, como
fechamento estomatico e consequentemente diminuicdo na assimilagdo de CO,. A
segunda restricao imposta pela salinidade é o desequilibrio ibnico (muitas vezes
chamado de "estresse i6nico" ou "toxicidade i6nica"). Na maioria dos casos, essa
restricdo estd associada com um acumulo excessivo de Na* e CI' em
compartimentos intracelulares metabolicamente ativos. Parece que o efeito negativo
causado por Na* ou Cl ndo é uma toxicidade per se, mas resulta da interferéncia
com a absorgao ou metabolismo de outros ions essenciais (ZHAO et al., 2020).

O estresse salino afeta todos os principais processos, como germinagao,
crescimento, pigmentos fotossintéticos e fotossintese, relagdo hidrica, desequilibrio
de nutrientes, estresse oxidativo e rendimento (PARIHAR et al., 2015). Na parte
aérea das plantas, tanto o fechamento estomatico induzido pelo estresse osmatico e
acumulo de altos niveis de Na’ no citosol prejudicam a maquinaria fotossintética.
Como resultado, a quantidade de luz absorvida excede a demanda por fotossintese,
que leva a formagao de EROS (Espécies Reativas de Oxigénio) em tecidos verdes
(ASADA, 2006).

As plantas podem desencadear diferentes mecanismos fisiolégicos e

bioquimicos para lidar com o estresse por salinidade, que incluem: alteracbes na
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morfologia, anatomia, relagdes hidricas, fotossintese, horménios, distribuigdo de
ions, adaptacdo bioquimica (ASHRAF; HARRIS, 2013), ativacdo e alteragdo da
expressdo de inumeros genes de diferentes grupos funcionais responsaveis por
minimizar os efeitos deletérios desse estresse (MUNNS; GILLIHAM, 2015).

2.4 Acumulo de prolina

Para mitigar o estresse hidrico, as plantas respondem também com a
sintese e acumulo de solutos organicos conhecidos como osmoprotetores ou solutos
compativeis, como a prolina (Pro), glicina betaina, colina, O-sulfato, agucares e
polidis (IQBAL et al., 2014; KHAN et al., 2014; KLEPEK et al., 2005; SZABADOS;
SAVOURE, 2010). Entre os principais solutos compativeis, a prolina é um
aminoacido ciclico de baixo peso molecular que € conhecido por fornecer ajustes
osmoticos em plantas sob ambientes estressantes (SZABADOS; SAVOURE, 2010;
KAUR; ASTHIR, 2015). O acumulo de solutos como a prolina diminui o potencial
osmotico da célula, que aumenta o gradiente para influxo de agua e manutengao do
turgor, esse ajuste osmoético ajuda a manter o equilibrio hidrico da célula,
minimizando assim os efeitos nocivos da seca (CHOURASIA, 2017), e também
responsavel por diminuir os efeitos de EROS, estabilizando o sistema antioxidante e
protegendo a integridade das membranas celulares (REDDY et al., 2015;
SZABADOS; SAVOURE, 2010). A prolina também melhora a toleréncia ao estresse
influenciando respostas adaptativas, agindo como um quelante de metal, servindo
como fonte de nitrogénio/carbono para células sob condi¢cdes de estresse e apds o
alivio do estresse, mantendo o pH citoplasmatico e como chaperona molecular para
estabilizar estruturas subcelulares (MEENA et al., 2019).

O nivel de acumulo de prolina nas plantas varia entre espécies e pode ser
100 vezes maior durante o estresse do que em condi¢gdes normais de crescimento
(VERBRUGGEN; HERMANS, 2008). A sintese da prolina nas plantas ocorre por
duas vias, a principal quando as plantas estdo sob estresse osmotico € pelo
glutamato e ocorre no citosol ou cloroplasto, catalisadas por duas enzimas, sendo
elas A'-pirrolina-5-carboxilato sintetase - P5CS (EC 2.7.2.11/1.2.1.41) e A'-pirrolina-
5-carboxilato redutase - P5CR (EC 1.5.1.2), e duas enzimas que catalisam a
degradagao, a prolina desidrogenase - PDH (EC 1.5.99.8) e a pirrolina-5-carboxilato
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desidrogenase - P5CDH (EC 1.5.1.12). Alternativamente, a prolina pode ser
sintetizada a partir de ornitina, pela enzima ornitina d-aminotransferase - OAT (EC
2.6.1.13). A enzima P5CS é limitante no processo de biossintese da prolina, sendo
inibida pelo acumulo deste aminoacido (SZABADOS; SAVOURE, 2010).

O gene P5CS de Vigna aconitifolia L. foi introduzido em genoma de arroz
pelo método biobalistico. A expressao deste transgene P5CS sob o controle de um
promotor estresse induzido (AIPC) levou a superproducdo induzida por estresse
hidrico e salino da enzima P5CS e acumulo de prolina em plantas transgénicas de
arroz. Em diferentes linhagens de plantas transgénicas, o teor de prolina estava
entre 67 e 152% acima das plantas controle (ZHU et al., 1998).

Figura 1 — Biossintese e degradagao da prolina em plantas a partir do glutamato.
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P5CS: A1-pirrolina-5-carboxilato sintetase; P5CR: A1-pirrolina-5-carboxi|ato redutase; PDH: prolina
desidrogenase; P5CDH: pirrolina-5-carboxilato desidrogenase; GSA: Glutamato semi-aldeido; P5C:
Pirrolina 5 carboxilato. Setas azuis indicam a biossintese e setas vermelhas indicam a degradagao da
prolina. Fonte: O Autor, adaptado de Szabados e Savoure (2010).

2.5 Transformagao genética

A transgenia em plantas envolve modificagbes nas caracteristicas
qualitativas bem como quantitativas por meio da transferéncia de genes desejados
(ASHRAF, 2010). A maior énfase tem sido na engenharia dos genes que codificam

reguladores de crescimento, solutos compativeis e antioxidantes envolvidos na
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tolerancia ao estresse (FAHAD et al., 2017). Essa tecnologia € uma ferramenta de
auxilio ao melhoramento genético tradicional, que transpde as barreiras do
cruzamento entre diferentes espécies e acelera o processo de selecdo de plantas
(CARRER; BARBOSA; RAMIRO, 2010).

A estratégia de transferéncia de genes envolvidos na biossintese de
osmoprotetores para plantas tem mostrado ser efetiva para aumentar a tolerancia a
temperaturas extremas (ALIA, 2003), salinidade (GAO et al., 2000; GUERZONI,
2010) e seca (MOLINARI et al., 2004; VENDRUSCOLO et al., 2007). Portanto,
plantas transgénicas contendo genes codificando enzimas envolvidas na produgao
de osmolitos como a prolina, manitol e glicina betaina desempenhariam redugéo
significante de sensibilidade frente ao estresse hidrico.

Bellido et al. (2021) revisando o status atual da cultura in vitro e métodos de
transformacdo genética com foco em gramineas apomiticas, ressaltaram que para
espécies de gramineas, o0s meétodos disponiveis para transformacédo e
desenvolvimento da planta permanecem criticos para o melhoramento das culturas,
principalmente devido a desvantagens na regeneragao in vifro e que apesar da
existéncia de muitos protocolos em gramineas para alcangar a transformacéo
genética por meio de Agrobacterium ou da biobalistica, suas eficiéncias séo
dependentes do gendtipo e ainda muito baixas devido a recalcitrancia dessas
espécies a regeneragao in vitro.

Em U. brizantha, Cabral et al. (2018), introduziram genes marcadores GUS
(gene da beta-glucuronidase da Escherichia coli) e HPTII por biobalistica, usando
calos embriogénicos e suspensdes de células como tecidos alvo, porém somente
uma planta foi regenerada e aclimatizada.

Takamori et al. (2015) desenvolveram um protocolo para a regeneragao in
vitro de plantas de U. brizantha e determinaram niveis adequados de diversos
agentes seletivos a serem utilizados em trabalhos de transformagao genética dessa
espécie (PEREIRA et al, 2016), apos o estabelecimento dos parametros de
bombardeamento de particulas, sendo como fonte de explante calos derivados de
sementes, distdncia de bombardeamento de 6 cm, concentracdo da particula de
ouro 60 mg mL™ e pressdo 1100 psi, estes foram adotados para a insergdo do vetor
pJS107 (Figura 2), contendo os genes AIPC:P5CS e 35S:bar (TAKAMORI, 2018).
Calos bombardeados foram cultivados em meio seletivo contendo 2 mg L' de

glufosinato de aménio. Foram regeneradas um total de 91 plantulas in vitro. As
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plantas foram aclimatizadas em casa de vegetagdo e submetidas a analise pela
PCR. Um total de 79 plantas foram analisadas. Os fragmentos correspondentes ao
gene bar (450 pb) e ao gene P5CS (580 pb) foram amplificados em 21 e 13 plantas,
respectivamente. Somente 8 plantas apresentam os fragmentos correspondentes
aos dois genes. As plantas transformadas regeneradas e aclimatizadas resultantes
desses trabalhos sdo o objeto do presente estudo, que € o pioneiro, tendo em vista
que ainda nao ha outras braquiarias transgénicas com genes de interesse

agrondmico.

Figura 2 — Vetor pJS107 utilizado para transformacéo de U. brizantha
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Fonte: Molinari (2007).

2.6 Promotor AIPC

Experimentos de transformacgao utilizando genes estresses-induzidos parece
ser uma alternativa mais interessante para a transformagdo de Urochloa
possibilitando assim aumento na tolerancia a estresses incluindo a seca.

Su e Wu (2004) relataram que a expressao estresse-induzido do transgene
P5CS resultou em maior produgdo de biomassa quando comparado com a
expressao constitutiva. Quando as plantas de arroz foram cultivadas em condi¢des
normais, a superexpressao constitutiva de prolina mostrou efeitos prejudiciais no
crescimento das plantas. No entanto, quando um promotor-induzido AIPC (ABA
inducible promoter complex) ou seja, um complexo promotor induzido pelo acido
abiscisico, foi utilizado para conduzir a expressdo do gene P5CS, o acumulo de
prolina ocorreu apenas quando as plantas estavam sob estresse. Desta forma os
baixos niveis de prolina ndo interferiram no crescimento normal das plantas
transgénicas resultando em um rapido crescimento em condigbes de estresse do
que com o acumulo constitutivo da prolina (SU; WU, 2004).

O complexo promotor estresse induzido A/PC inclui um elemento ABA-

responsivo, com 49 pb (SHEN; HO, 1995), ligado a um promotor minimo do gene da
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actina do arroz com 180 pb (SU et al., 1998) e ao intron do gene HVA22 (SHEN;
HO, 1995). Este gene pode ser expresso em orgaos e tecidos, além de sementes,
como verificado em brotos e raizes de mudas de cevada tratadas com frio e seca,
em trabalhos de Shen et al. (2001).

Plantas transgénicas de cana-de-agucar utilizando o gene AIPC:P5CS foram
produzidas e apdés 9 dias sem irrigacdo, o conteudo de prolina nos eventos
transgénicos estava em média 2,5 vezes maior do que nos controles, conferindo
tolerancia para essas plantas sob condigbes severas de déficit hidrico, sugerindo
que o acumulo de prolina atuou como um componente do sistema de defesa
antioxidante ao invés de um mediador de ajuste osmético (MOLINARI et al., 2007).

Guerzoni et al. (2014) utilizando também plantas de cana-de-agucar
transformadas com o gene AIPC:P5CS sob estresse salino, obtiveram ao final de 28
dias, linhagens transgénicas com acumulo de quantidades até 25% maiores de
prolina quando comparada com o controle ndo transformado. Esses autores
sugerem que a prolina contribuiu para a protecdo do aparelho fotossintético e
prevencao de dano oxidativo.

Plantas de trigo transgénico com a mesma construgdo AIPC:P5CS
submetidos a 15 dias de escassez de agua resultou em até 2,5 vezes mais conteudo
de prolina quando comparada com plantas controle ndo transformadas. A tolerancia
ao déficit hidrico observada foi principalmente devido aos mecanismos de protegcao
contra o estresse oxidativo (VENDRUSCOLO et al., 2007).

2.7 Genes de referéncia

Uma das metodologias para determinar os niveis de expressao de um gene
por RT-gPCR é comparando a expressdao do gene de interesse em diferentes
condigdes com os genes de referéncia cujas expressdes sdo estaveis sob varias
condicbes experimentais. Para isso, métodos de analise estatistica foram
desenvolvidos para classificar os melhores genes de referéncia para um
determinado organismo ou condigdo experimental como o0 geNorm
(VANDESOMPELE et al., 2002), NormFinder (ANDERSEN et al., 2002), BestKeeper
(PFAFFL et al., 2004) e o método ACt comparativo (SILVER et al., 2006).
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O geNorm determina os genes de referéncia mais estaveis com base no
valor de estabilidade (M) para um gene de referéncia e calcula o numero minimo de
candidatos genes de referéncia necessarios para normalizagdo dos genes alvo.
Requer valores calculados de Cq (ciclo de quantificagdo) em quantidades relativas,
usando a formula dada: [Q = E (M"®-C9 em que Q representa quantidade da
amostra em relagdo a amostra com a expressdo mais alta, E é a eficiéncia de
amplificacdo e min Cq sdo os valores mais baixos de Cq]. O valor da estabilidade
(M) é definido como uma média pareada de variagao (V) do gene em comparagao
com todos os outros genes de referéncia testados e o ponto de corte é 1,5
(VANDESOMPELE et al., 2002). Se o valor M for menor que 1,5, ele representa um
gene de referéncia candidato estavel e valores mais altos refletem menos estavel.

O NormFinder calcula os valores de estabilidade da expressao para genes
de referéncia candidatos e avalia os pares de genes de referéncia mais estaveis,
calcula variagao intra e intergrupos usando uma comparacgao direta entre genes. Ele
usa 0os mesmos arquivos de calculo de entrada que s&o necessarios para o geNorm
com uma pequena variagao, como a primeira linha representa uma amostra, a
primeira coluna representa genes e a ultima linha representa um grupo de amostras.
NormFinder € disponivel com o suplemento da planilha do Excel
(https://moma.dk/normfinder-software). Classifica genes de referéncia candidatos
com base no valor da estabilidade da expressdo. O menor valor M representa gene
de referéncia mais estavel (ANDERSEN et al., 2002).

O BestKeeper determina o melhor gene de referéncia com base no fator de
normalizagdo (também chamado indice de Bestkeeper) e analise de correlagdo aos
pares. Requer valores brutos de Cq como dados de entrada para selecionar os
genes de referéncia candidatos mais estaveis e menos estaveis. Esta disponivel em
um arquivo de planilha do MicroSoft Excel (http://www.gene-
quantification.de/bestkeeper.html). Avalia a estabilidade do gene de referéncia
candidato, comparando o desvio padrao de cada gene e médias desses valores.
Também calcula o coeficiente de variancia, coeficiente de correlagdo de Pearson (r),
meédia geométrica (GM) e média aritmética (AM).

O método delta CT calcula o gene de referéncia candidato estavel com base
no desvio padrao e comparagao pareada com outros genes. O delta Ct requer
valores Cq brutos como dados de entrada. Considera um par de genes para calculos

e compara valores de delta Ct entre genes (SILVER et al., 2006).
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O RefFinder € uma ferramenta abrangente baseada na Web, desenvolvida
para avaliar e rastrear genes de referéncia de extensos conjuntos de dados
experimentais, € usado para gerar classificagdes de estabilidade abrangentes. Essa
ferramenta calcula a estabilidade dos genes normalizadores testados atribuindo um
peso individual para cada um dos quatro métodos descritos acima e estabelece uma
classificagao abrangente utilizando a média geométrica (XIE et al., 2012).

A selecao do gene de referéncia apropriado para normalizagdo de dados de
RT-gPCR é um passo muito importante para a analise relativa da expresséo génica,
pois 0 uso de genes de referéncia sem verificagdo prévia de sua expressao e
estabilidade pode levar a interpretacdo incorreta dos dados e, assim, modificar
resultados (SILVEIRA et al., 2009).

Takamori et al. (2017), identificou genes de referéncia para estresses
abidticos em U. brizantha e obteve os genes mais estaveis fator de alongamento 1-
a, para calor, fator de alongamento 1- a ou enzima conjugadora de ubiquitina, para
frio e fator de iniciagéo eucariotico 4A para déficit hidrico.

Em nosso trabalho com U. brizantha sob estresse salino, identificamos que
elF4a, a-Tubb e Ubico foram os genes de referéncia mais adequados para amostras
de folhas, enquanto elF4a, Act12 e Ubico foram os genes mais estaveis nas raizes
(SILVA et al., 2021).
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3 CAPITULO 1

CARACTERIZAGAO DE PLANTAS TRANSFORMADAS DE Urochloa brizantha
SOB DEFICIT HIiDRICO

RESUMO

Gramineas forrageiras, dentre elas as do género Urochloa sp, possuem grande
importancia para as cadeias produtivas de carne e leite no Brasil, entretanto ainda
ha poucos estudos visando melhorar a tolerancia a seca, considerando que com as
mudangas climaticas previstas, ha demanda por culturas resistentes a esse
estresse. Plantas transgénicas com o gene P5CS de Vigna aconitifolia sob controle
do promotor induzido por estresse AIPC, seriam uma alternativa adequada,
considerando que a prolina exerce uma contribuicdo de extrema importancia na
mitigacdo da deficiéncia hidrica. O capitulo 1 dessa tese teve por objetivo avaliar
plantas de Urochloa brizantha geneticamente modificadas para a superexpressao do
gene AIPC:P5CS quanto a bioquimica, fisiologia e caracterizagdo molecular na
resposta as condicbes de déficit hidrico. Para isso as plantas (controle e
transformadas) foram conduzidas por aproximadamente 30 dias com irrigacdo diaria
por gotejamento, proximo a sua capacidade de campo, e apds o déficit hidrico foi
imposto por suspensao da agua até as plantas atingirem valores de potencial hidrico
de - 3,0 a -3,5 MPa, onde foram analisados conteudo de prolina, MDA, clorofila,
trocas gasosas foliares, biomassa e perfil transcricional do gene nativo UbP5CS e do
transgene VaP5CS. A analise de trés eventos de braquiaria transformados com a
construgcéo AIPC:P5CS revelou que o evento E3 apresentou diferengas fisioldgicas,
bioquimicas e moleculares comparados aos outros eventos e ao controle. Além
disso, esse evento exibiu diferenca fenotipica dos demais. Mesmo apresentando
essas diferengas, ndo houve constatacdo de maior tolerancia ao déficit hidrico dos
eventos em relacdo ao controle ndo transformado, ndo proporcionando maior
eficiéncia do uso da agua no déficit quanto na recuperagédo e consequentemente
acumulo de biomassa de parte aérea.

Palavras-chave: prolina. estresse abiético. forrageira.



29

CHARACTERIZATION OF TRANSFORMED Urochloa brizantha PLANTS UNDER
WATER STRESS

ABSTRACT

Forage grasses, including those of the genus Urochloa sp, are of great importance
for the meat and milk production chains in Brazil, however, there are still few studies
aimed at improving drought tolerance, considering that with the predicted climate
changes, there is a demand for resistant crops to that stress. Transgenic plants with
the P5CS gene of Vigna aconitifolia under the control of the AIPC stress-induced
promoter would be a suitable alternative, considering that proline plays an extremely
important role in mitigating water deficit. Chapter 1 of this thesis aimed to evaluate
Urochloa brizantha plants genetically modified for the overexpression of the
AIPC:P5CS gene in terms of biochemistry, physiology and molecular characterization
in response to water deficit conditions. For this, the plants (control and transformed)
were conducted for approximately 30 days with daily drip irrigation, close to their field
capacity, and after the water deficit was imposed by water suspension until the plants
reached water potential values of -3.0 to -3.5 MPa, where the content of proline,
MDA, chlorophyll, leaf gas exchange, biomass and transcriptional profile of the native
gene UbP5CS and the transgene VaP5CS were analyzed. The analysis of three
brachiaria events transformed with the AIPC:P5CS construct revealed that the E3
event presented physiological, biochemical and molecular differences compared to
the other events and the control. In addition, this event exhibited a phenotypic
difference from the others. Even with these differences, there was no evidence of
greater tolerance to the water deficit of the events in relation to the untransformed
control, not providing greater efficiency in the use of water in the deficit as in the
recovery and consequently accumulation of aerial part biomass.

Keywords: proline. abiotic stress. forager.
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3.1 Introducgao

Gramineas forrageiras, dentre elas as do género Urochloa sp, representam
grande importancia para as cadeias produtivas de carne e leite no Brasil, sendo
utilizados cerca de 172,5 milhdes de hectares de areas de pastagens (IBGE, 2017) e
a maior parte destas é de pastagens cultivadas.

O Brasil € o segundo maior produtor de carne bovina, representando 15,3%
de toda carne produzida no mundo (ABIEC, 2019). Apesar da importancia
econdmica da pecuaria de corte e leite e da propor¢cado de areas que as gramineas
forrageiras ocupam (45% do territério nacional contra apenas 18% das areas
agricolas) (IBGE, 2017) e possuindo o segundo maior rebanho bovino do mundo,
com cerca de 214,69 milhdes de cabecgas (ABIEC, 2019), ainda ha poucos estudos
visando melhorar a produgdo de forragem, mesmo em épocas de estiagem ou
problemas de salinidade no solo que ocorrem em muitas areas distribuidas pelo
pais.

Como o modo de reprodugdo do género Urochloa & predominantemente
apomitico, é fundamental que programas de melhoramento possam contar com
meios alternativos para a obtengcdo de germoplasma melhorado, como por exemplo,
mutagdes induzidas e produgéo de plantas geneticamente modificadas.

O gene P5CS codifica a enzima A™-pirrolina-5-carboxilato sintetase a qual
catalisa a conversao do glutamato para A'1-pirroIina-5-carboxi|ato, que entao é
reduzido para prolina, sendo uma etapa chave na produgao desse aminoacido que
quando acumulado nas células auxilia na protegcao contra estresse oxidativo, além
de estar envolvido no ajustamento osmético, conferindo maior tolerancia a estresses
abidticos em plantas (SZABADOS; SAVOURE, 2010).

A utilizagdo do promotor sintético AIPC (ABA-inducible promoter complex)
seria uma opg¢ao adequada para induzir a expressao do gene P5CS somente sob
estresse, sem efeitos prejudiciais no crescimento das plantas, os quais ocorrem
quando promotores constitutivos séo utilizados para o acumulo de prolina.

Nesse contexto, esse trabalho investigou a hipdtese de que plantas
transformadas de U. brizantha contendo o gene P5CS de Vigna aconitifolia
controlado por um promotor induzido por estresse (AIPC) seriam tolerantes as

condicdes de déficit hidrico.
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3.2 Objetivo

3.2.1 Objetivo geral

Caracterizar plantas de Urochloa brizantha geneticamente modificadas para
a superexpressdo do gene P5CS sob controle do promotor sintético AIPC em

condicbes de déficit hidrico.

3.2.2 Objetivos especificos

Avaliar parametros bioquimicos relacionados ao déficit hidrico;

Avaliar parametros fisiologicos e biométricos dos eventos transformados
(metabolismo e crescimento);

Determinar o perfil transcricional do gene UbP5CS nativo e transgene

VaP5CS nos eventos selecionados.

3.3 Material e Métodos

3.3.1 Delineamento experimental

O experimento foi realizado no periodo de outubro a dezembro de 2019 na
Universidade do Oeste Paulista (UNOESTE), Campus Il de Presidente Prudente —
SP. Foi conduzido em casa de vegetagao e nos laboratorios de Genética Molecular
e de Cultura de Tecidos Vegetais, devidamente credenciados pela CTNBio (CQB -
346/12) para desenvolver trabalhos de pesquisa com organismos geneticamente
modificados.

O delineamento experimental utilizado foi em arranjo inteiramente
casualizado, no esquema fatorial (4x2) composto por 4 gendtipos, sendo 3 eventos
transformados e plantas controle ndo transformadas sob dois regimes hidricos (com
irrigacdo e com déficit hidrico seguido de recuperagdo), resultando em oito
tratamentos com cinco repeticdbes cada, totalizando 40 parcelas. As parcelas
consistiram em um vaso contendo 6 kg de terra vegetal Bioterra® com uma planta

por vaso.
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3.3.2 Material vegetal

Foram utilizadas plantas controle ndo transformadas de U. brizantha (cv.
Marandu) e transformadas através do método de biobalistica, regeneradas e
aclimatizadas por Takamori (2018) na Universidade do Oeste Paulista (UNOESTE)
em Presidente Prudente — SP. Trés eventos denominados E1, E2 e E3, foram
selecionados para as avaliagdes de tolerancia ao déficit hidrico. Esses eventos
foram positivos para as amplificacbes de fragmentos dos transgenes bar e VaP5CS,
e apresentaram maior acumulo de prolina nas folhas de acordo com resultados
preliminares obtidos por Takamori (2018). Cada planta regenerada a partir de uma
célula vegetal transformada independentemente é considerada um evento de
transformacédo, no qual varia na localizagido e no numero de copias de insercao de
DNA (DONG; RONALD, 2021).

3.3.3 Propagacao vegetativa dos eventos

Para compor as repetigdes bioldgicas, os eventos previamente selecionados
foram propagados vegetativamente. Os eventos ja aclimatizados foram novamente
testados para a presenga do transgene VaP5CS. Foram retirados perfilhos foliares
para extragao de DNA pelo método CTAB (brometo de cetiltrimetilamonio) de Doyle,
Doyle (1987). Apds verificagdo da integridade do DNA por eletroforese em gel de
agarose 1%, corados por brometo de etideo e visualizados em UV por
transluminador, foi realizado uma PCR (reacdo em cadeia da polimerase) para
confirmacdo da amplificacdo do fragmento do gene VaP5CS e do controle néo
transformado. Foram utilizados iniciadores conforme Takamori (2018) com
amplificagdo de um fragmento de 580 pb (5° AGC AAC TCAACT CTCTCGGA 3 e
3’ CCA CTC TAG ACT TGT CGC CA 5’). Para a reagdo de PCR foi utilizado
protocolo do Kit GoTaqg® Green Master Mix (Promega). A amplificagao foi conduzida
seguindo as seguintes condi¢des: desnaturagdo a 94°C por 5 min, seguidos por 35
ciclos de desnaturagao 94°C por 45 s, anelamento a 55°C por 45 s, extensédo a 72°C
por 45 s e extenséo final a 72°C por 5 min. O controle positivo consistiu em 100 pg
de DNA do plasmideo pJS107 (vetor utilizado na transformacdo) e o branco na
substituicdo de DNA por agua MilliQ autoclavada. As plantas que amplificaram o
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fragmento correto (Figura 3), foram mantidas para crescimento e a partir destas
foram retirados perfilhos para comporem as repeti¢cdes dentro de cada tratamento.

Figura 3 — PCR para confirmagao de amplificagao do fragmento do gene VaP5CS
em plantas de U. brizantha controle (ndo transformadas) e eventos de transformagéao
AIPC:P5CS
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LD: Marcador de peso molecular (Ladder 1kb); E1 — E3: Eventos transformados; C: Plantas controle
nao transformadas; P: Plasmideo pJS107; B: Branco. As caixas em vermelho correspondem as
plantas escolhidas para o experimento. Fonte: O autor.

3.3.4 Avaliagbes da tolerancia ao déficit hidrico em plantas transformadas

Para a condugao do experimento, as repeticées foram realizadas a partir de
um unico perfilho e plantadas em vasos contendo 6 kg de terra vegetal Bioterra®
(analise quimica de macro e micronutrientes nos anexos 1 e 2). Para minimizar a
variabilidade, foi realizado um corte de rebrota em todas as plantas, para assim
apresentarem idade e tamanho similares para o experimento de imposi¢céo do déficit
hidrico.

Todas as 40 plantas (controle e transformadas) foram conduzidas por
aproximadamente 30 dias com irrigagdo diaria por gotejamento, préximo a sua
capacidade de campo, e apds o estabelecimento das mesmas o déficit hidrico foi
imposto por suspensao da agua até as plantas atingirem valores de potencial hidrico
de -3,0 a -3,5 MPa, onde foram realizadas analises fisioldgicas, coletadas folhas +1
(primeira folha totalmente expandida) e imediatamente congeladas em nitrogénio
liguido e armazenadas em ultrafreezer a -80°C para anadlises bioquimicas e
moleculares. As plantas foram reidratadas por 48 hrs e novamente realizadas
analises fisioldgicas, coletadas as folhas +1 para avaliagdo da recuperagédo pos
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estresse e realizado a colheita final das plantas. As temperaturas maxima, média e

minima do ar durante o periodo do experimento estdo apresentadas na Figura 4.

Figura 4 — Temperaturas maxima, média € minima do ar durante o periodo do
experimento.
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Fonte: Estacdo Meteoroldgica — Universidade do Oeste Paulista (Unoeste), Campus Il, Presidente
Prudente-SP.

Figura 5 — Conducéo do experimento de déficit hidrico em plantas de U. brizantha
controle (ndo transformadas) e trés eventos de transformagao AIPC:P5CS.

A: Propagacao vegetativa do perfilho, B: Rebrota, C: Inicio da suspensao da irrigagdo. Fonte: O autor.

3.3.5 Analises fisioldgicas

3.3.5.1 Estado hidrico e caracterizacado do estresse

A avaliacdo do estado hidrico das plantas foi realizada utilizando-se o

potencial de agua foliar. Essa caracteristica descreve a condi¢cado hidrica da folha,

sendo bem utilizado em estudos de relagdes hidricas de plantas, exibindo um
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declinio com o déficit hidrico, atingindo valores mais negativos (PARKASH; SINGH,
2020).

O potencial de agua foliar foi monitorado diariamente até as plantas
atingirem o nivel de deficiéncia hidrica de -3,0 a -3,5 MPa, estabelecido
anteriormente por Takamori (2018) e na recuperagéo. Foi realizado em uma folha do
terco médio das plantas, entre as 9:00 e 11:00 hrs, com uma camara de pressao
(PMS 1000, PMS Instruments, EUA).

3.3.5.2 Trocas gasosas foliares

As analises de trocas gasosas foliares foram realizadas assim que as
plantas atingiram o nivel de estresse hidrico estabelecido, e na recuperagao, logo
apo6s a medida do potencial de agua foliar, entre as 9:00 e 11:00 hrs, antes da coleta
das folhas. A medida foi realizada utilizando a folha +1, avaliando medidas pontuais
de fotossintese, como assimilagéo liquida de CO; (A, pmol CO; m'23'1), condutancia
estomatica (Gs, mol H,O m?s"), contelido intracelular de CO, (Ci, ppm),
transpiracdo (E, mmol H,O m?s™) e eficiéncia do uso da agua (EUA = A/E, ymol
CO, mmol H,O m'23'1). Estas avaliagbes foram feitas em trés repeticoes, utilizado o
analisador de gases por infravermelho (Li-6400XTR, LI-COR, EUA), sob irradiagéo
de 1600 pmol m™s™ e concentracdo de CO,de 400 ppm.

3.3.6 Analises bioquimicas
3.3.6.1 Conteudo de prolina nas folhas

A determinacéo de prolina foi realizada conforme metodologia descrita por
Bates, Waldren e Teare (1973). Foram macerados 25 mg de tecido, de folhas +1 em
nitrogénio liquido e adicionados 5 mL de acido sulfosalicilico (3%) e centrifugados a
7500 rpm por trés minutos. Foram coletados 2 mL do sobrenadante e acrescentados
2 mL da solugdo de ninidrina acida (1,25 g de ninidrina; 30 mL de acido acético
glacial; 20 mL de acido fosférico 6 M) e de 2 mL de acido acético glacial em tubos de
15 mL. As amostras foram entdo incubadas a 100°C por 60 min em banho maria, e
em seguida, transferidas para gelo. Apds incubacéo, foram acrescentados 4 mL de
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tolueno a mistura reacional, e agitados em vortex por 20 s. O croméforo contendo
tolueno foi retirado da fase aquosa e realizado a leitura por espectrofotometria (520
nm). A concentragado de prolina foi determinada utilizando uma curva padrao diluida
de 0, 0,625, 1,25, 2,5, 5, 10, 20 ug mL™ de prolina com a equagao y = 0,0258x +
0,0009 e R? = 0,9992 e utilizando a seguinte formula: Conteudo de prolina (umol g
MF™) = [(ug prolina x mL tolueno) / 115,13 pg umol™'] / (massa fresca da amostra /
2,5). As analises foram realizadas em triplicata e os resultados obtidos expressos em

umol de prolina por grama de massa fresca (umol g MF™).

3.3.6.2 Concentracao de malondialdeido

A atividade de peroxidagao de lipideos foi quantificada pela determinacao da
concentragdo de malondialdeido (MDA), segundo metodologia de Heath e Packer
(1968). Foram macerados 200 mg de tecido de folha +1 em nitrogénio liquido e
acrescentado 6 mL de etanol 80% e centrifugados a 3000 x g por 10 min. Foi
retirado desse extrato 1 mL e misturado com 1 mL de solugcdo de acido
tricloroacético TCA 20% (p/v) e acido tiobarbiturico TBA 0,65% (p/v), em seguidas as
amostras foram agitadas em vortex e incubadas a 100°C por 25 min e depois
transferidas para gelo. As amostras entdo foram centrifugadas novamente a 3000 x
g por 10 min e as absorbancias foram lidas nos comprimentos de onda 532 nm e
600 nm, e a concentragdo do complexo de MDA calculados na seguinte formula:
Equivalentes de MDA (nmol mL™") = [(As32-As00) / 155000] x 10°, onde, Ass, indica a
absorbancia maxima do complexo MDA-TBA a 532 nm, Asgo € a absorbancia a 600
nm, que corrige interferentes nao-especificos e 155000 é o coeficiente de extingao
molar para o MDA. O ensaio foi realizado em ftriplicata e os valores expressos em
nanomol de MDA por grama de massa fresca (nmol g MF™).

3.3.6.3 Contelido de clorofila total

O conteudo de clorofila total foi determinado a partir de 20 mg de tecido
foliar, onde foram adicionados 6 mL de solucdo de acetona 80% gelada e
protegendo-se da luz por 72 h a 4°C para a liberagdo dos pigmentos. Apds esse
tempo, as amostras foram agitadas em vortex e a leitura realizada em

espectrofotbmetro a 663 nm e 645 nm, em triplicata. Os calculos foram realizados
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utilizando a seguinte férmula: Chl 1w (g L") = 0,0202 x Asss + 0,00802 x Agess
(ARNON, 1949) e os resultados expressos em miligrama por grama de massa fresca
(mg gMF™).

3.3.7 Biomassa

A massa seca de parte aérea e de raiz foi medida no final do experimento,
separando-se os materiais em sacos de papel identificados e colocados para secar
em estufa de circulagao forcada de ar a 60°C, até obtencdo de massa constante,
aferida em balancga de precisdo com resultados expressos em gramas.

3.3.8 Analises moleculares
3.3.8.1 Extracdo de RNA e sintese de cDNA

O RNA total foi extraido a partir de 100 mg de tecido foliar, retirados do tergo
meédio da folha +1, macerados em nitrogénio liquido, utilizando o kit PureLink RNA
Reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Todo material de manipulagédo foi
esterilizado a seco overnight (180°C), para evitar a acdo de RNAses e possivel
degradagao dos acidos nucléicos e proteinas. O sobrenadante foi descartado e o
pellet ressuspenso em H,0O tratada com DEPC (dietil pirocarbonato).

Apos a extragdo de RNA foi verificado a integridade das amostras, através
de eletroforese em gel de agarose 1% (p/v), com tampao TAE (2M Tris — acetato,
0,05 M EDTA), contendo brometo de etidio (0,5 pg mL™) e visualizados sob luz UV
em transluminador.

A concentracdo do RNA total e a pureza foram determinadas usando
Biophotometer® espectrometria a 260 e 280 nm e as razdes 260/280 e 260/230.
Foram utilizadas as amostras que apresentaram razdo acima de 1,8. O DNA
complementar (cDNA) foi sintetizado por um SuperScript Transcriptase Reversa
(Invitrogen), seguindo as instru¢cdes do fabricante, em um volume final de 20 pL
utilizando 5 pg de RNA total. Para cada 1 ug do RNA total extraido das folhas foi
misturado a 500 ng de Oligo (dT) e 1 mM de dNTPmix. A remogéao do RNA original
foi feita por meio de incubacéo dessa reacédo a 37°C por 20 min com 2 unidades de

RNase H. A auséncia de contaminagdo com DNA gendmico foi confirmada por PCR
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utiizando o par de primers do gene normalizador elF4a — fator de iniciagao
eucariotica 4A, utilizado conforme (TAKAMORI et al., 2017).

3.3.8.2 PCR Quantitativo em Tempo Real (RT-gPCR)

As reagdes de RT-gPCR foram realizadas em placas utilizando 5 pL de
SYBR Green, 0,4 yL do iniciador senso (5 uyM), 0,4 uL do iniciador antisenso (5 pM),
1 uL do pool de cDNA, completando o volume final para 10 yL com agua Milli-Q
autoclavada. Um pool de cDNA foi feito com todas amostras para testar a eficiéncia
dos iniciadores. Foi incluso também uma amostra de controle negativo (sem cDNA).
Cada reacgao foi montada em triplicata. As placas foram centrifugadas brevemente
(spin) e analisadas pelo equipamento StepOnePlusTM Real-Time PCR System
(Applied Biosystems), seguindo as seguintes condigdes: desnaturagao a 95°C por 2
min, anelamento a 95°C por 30 s e extensdo a 60°C por 30 s, ciclo este repetido 40
vezes. Ao término da reacao, a curva de melting foi determinada para cada par de
iniciadores visando verificar a presenga de somente um pico para o gene-especifico
e auséncia de dimeros. Os dados foram exportados para o Excel e a eficiéncia de
amplificacdo individual de cada par de iniciadores, foi calculada utilizando o
programa LinRegPCR (RAMAKERS et al., 2003).

3.3.8.3 Analise da expressao génica

Para o desenho do gene nativo UbP5CS foi utilizada a estratégia de
homologia com a U. ruziziensis. Primeiramente a sequéncia de P5CS1 foi buscada
na espécie Arabidopsis thaliana no site do TAIR (www.arabidopsis.org) por palavra-
chave. A sequéncia foi utilizada como isca para identificagdo do seu homdlogo no
“scafold” do genoma de U. ruziziensis Embrapa_Uruz_1.0 (WORTHINGTON et al.,
2021) depositado no  NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/?term
=Urochloa+ruziziensis). A sequéncia correspondente foi utilizada para desenho de
um par de iniciadores utilizando o] programa Primer3Plus
(https://primer3plus.com/cgi-bin/dev/primer3plus.cgi/; Untergasser et al., 2007). O par
de iniciadores para UbP5CS: 5-ACACGATTCTCTGATGGGGC-3' e 5-
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ACCTTCAACACCCACTGGTC-3’ foi avaliado para possiveis dimeros e grampos
usando Multiple Primer Analyzer (https://www.thermofisher.com/multiple-primer-
analyzer.html). Primer-Blast contra a familia Panicoideae no NCBI
(https://www.ncbi.nIm.nih.gov/tools/primer-blast/) foi utilizado para verificar a
especificidade do primer. O par de iniciadores; 5-TGAGTCACGTCCTGATGCTC-3’
e 5-AGCTTCTTTGCCACCTTTCA-3’ foi utilizado para testar a amplificacdo do
P5CSF129A de Vigna aconitifolia (M92276.1) amplifica um fragmento de 88 pb e
apresenta eficiéncia de 97,5 % (BORGO et al., 2021).

A reacao para amplificagao do transgene VaP5CS e do gene UbP5CS nativo
foi realizada no equipamento StepOnePlusTM Real-Time PCR System (Applied
Biosystems) utilizando 5 uL de SYBR Green, 0,4 pL do iniciador senso (5 yM), 0,4
ML do iniciador antisenso (5 uM), 1 uL do cDNA 1:5 (v/v), completando o volume final
para 10 yL com agua Milli-Q autoclavada. Para cada amostra, as reagdes foram
montadas em triplicata para cada uma das trés repeti¢cdes biologicas. A amplificagao
foi conduzida seguindo as seguintes condigdes: 40 ciclos de desnaturagéo a 95°C
por 2 min, anelamento a 95°C por 30 s e extensao a 60°C por 30 s. A quantificacao
relativa da expressao do gene seguiu 0 método 224! (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001)
e analise da expressao diferencial do gene alvo (transgene VaP5CS) foi normalizado
pela expressdao do gene constitutivo elF4a — fator de iniciagdo eucaridtica 4A,
determinado por Takamori et al. (2017) e como calibrador o gendtipo controle

irrigado.

3.3.9 Analise estatistica

Os resultados obtidos nas analises, exceto de RT-qPCR foram testados
quanto a normalidade e homogeneidade e submetidos a andlise de variancia
(ANOVA) realizada pelo software SISVAR para anadlise de significaAncia e médias
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade (p < 0,05). A expresséo
relativa dos genes foi comparada pelo teste t (p < 0.05). Cada evento e tratamento

foi comparado ao controle irrigado.
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3.4 Resultados
3.4.1 Estado hidrico e caracterizagao do estresse

O potencial hidrico foliar estabelecido para o déficit (-3,0 a -3,5 MPa) foi
atingido aos 20 dias de suspensao da irrigagéo. Visualmente, as plantas de todos os
gendtipos sob deficiéncia hidrica ficaram com as folhas palidas, enroladas e
prostradas (Figura 6). Sob condigbes normais de irrigagdo, as plantas
transformadas, principalmente os eventos E2 e E3 apresentaram maior potencial
hidrico (-0,7 MPa) e foram superiores ao controle (-1,1 MPa). A deficiéncia hidrica
reduziu o potencial foliar em todos os gendtipos igualmente (Figura 7A). Ja na
recuperacao, com reidratacdo das plantas por 48 hrs, observou-se que as plantas
retomaram o potencial hidrico inicial, com diferenga entre os eventos, onde o evento
E3 foi o mais baixo (-1,1 MPa), e os eventos E1 e E2 se apresentaram iguais as

plantas controle nao transformadas (-0,8 MPa) (Figura 7B).

Figura 6 — Plantas de U. brizantha controle (ndo transformadas) e trés eventos de
transformacao AIPC:P5CS submetidas a deficiéncia hidrica e recuperacdo pos
estresse.

A) Plantas irrigadas; B) Plantas sob deficiéncia hidrica; C) Comparativo de todos os tratamentos, a
esquerda plantas irrigadas e a direita sob deficiéncia hidrica. Fonte: O autor.
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Figura 7 — Potencial de agua foliar em plantas de U. brizantha controle (nao
transformadas) e trés eventos de transformacédo AIPC:P5CS submetidas a
deficiéncia hidrica e recuperagao pos estresse.
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A) Déficit hidrico; B) Recuperagéo pos estresse. Letras minusculas comparam os regimes hidricos e
letras mailsculas comparam os genétipos em cada regime hidrico. Letras iguais ndo apresentam
diferenca pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Barra de erros indica erro padrdo (n=3). Fonte:
O autor.

3.4.2 Analises bioquimicas

Em condi¢gbes normais de suprimento de agua, o conteudo de prolina nas
folhas, ndo diferiu entre os gendétipos com média de 3 umol gMF'1. Em resposta a
deficiéncia hidrica, houve um aumento expressivo de prolina, no evento E3 (cerca de
8 vezes mais que o controle ndo transformado) (Figura 8A). Ja na recuperagédo nao
houve diferengca entre os genodtipos, voltando aos valores iniciais de quando
hidratados (Figura 8B).
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Figura 8 — Conteudo de prolina nas folhas em plantas de U. brizantha controle (ndo
transformadas) e trés eventos de transformacédo AIPC:P5CS submetidas a
deficiéncia hidrica e recuperagao pos estresse.
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A) Déficit hidrico; B) Recuperagdo pos estresse. Letras minusculas comparam os regimes hidricos e
letras mailsculas comparam os genoétipos em cada regime hidrico. Letras iguais ndo apresentam
diferenga pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Barra de erros indica erro padréao (n=3). Fonte:
O autor.

A concentragdo de malondialdeido (MDA) n&o diferiu em todos os gendotipos
na condicdo de irrigagdo. Ja quando houve a deficiéncia hidrica, observou-se um
aumento de MDA em todos os gendtipos, principalmente no evento E3 que diferiu
dos demais, apresentando 152 nmol gMF i (Figura 9A). Quando as plantas foram
recuperadas, ndo houve diferenga entre irrigadas e recuperadas, entretanto o evento

E3, apresentou conteudo de MDA maior que os outros gendtipos (Figura 9B).

Figura 9 — Conteudo de malondialdeido (MDA) em plantas de U. brizantha controle
(n&o transformadas) e trés eventos de transformagdo AIPC:P5CS submetidas a
deficiéncia hidrica e recuperagao pos estresse.
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A) Déficit hidrico; B) Recuperagdo pos estresse. Letras minusculas comparam os regimes hidricos e
letras mailsculas comparam os genoétipos em cada regime hidrico. Letras iguais ndo apresentam
diferenga pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Barra de erros indica erro padréao (n=3). Fonte:
O autor.
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O conteudo de clorofila total ndo se alterou em todos os gendétipos apesar do
déficit hidrico. Quando recuperadas, houve diferenga somente entre regime hidrico,
com as plantas que passaram por estresse seguido de recuperagao hidrica

apresentando menores conteudo de clorofila total (Figura 10B).

Figura 10 — Conteudo de clorofila total em plantas de U. brizantha controle (n&o
transformadas) e trés eventos de transformacdo AIPC:P5CS submetidas a
deficiéncia hidrica e recuperagao pos estresse.
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A) Déficit hidrico; B) Recuperagéo pos estresse. Letras minusculas comparam os regimes hidricos e
letras mailsculas comparam os genoétipos em cada regime hidrico. Letras iguais ndo apresentam
diferenca pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Barra de erros indica erro padrdo (n=3). Fonte:
O autor.

3.4.3 Analises fisioldgicas

Para as medidas de trocas gasosas, observou-se que a deficiéncia hidrica
reduziu a assimilaggo de CO, (A) em todos os genotipos (Figura 11A),
principalmente no evento E3, enquanto E1 e E2 nado diferiram do controle que teve
80% de reducdo. Quando reidratados, retomaram a assimilacdo de CO; inicial
igualmente ao controle e o evento E2 apresentou valores em média de 20 pmol CO,
m2s™" e foi menor nos dois regimes hidricos (Figura 11B).

Foi observado também uma redugdo na conduténcia estomatica (Gs) em
todos os gendtipos em resposta a suspensao de agua (Figura 11C) sem diferenga
entre os gendtipos. Entretanto, quando reidratados, os eventos E1 e E3 (0,19 mol
H,O m™ s™) foram superiores ao controle (0,13 mol H,O m?s™) (Figura 11D).

O conteudo intracelular de CO, (Ci) aumentou 76, 31 e 142% nos eventos

E1, E2 e E3 respectivamente com a deficiéncia hidrica (Figura 11E), porém quando
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novamente hidratados, esses valores diminuiram, mas os eventos transformados
continuaram com Ci maiores que o tratamento controle ndo transformado que
apresentou 63,4 ppm (Figura 11F).

A suspensdo da irrigacdo fez com que os niveis de transpiracdo (E)
diminuissem em todos os gendtipos (Figura 11G), ja com a reidratacéo, os genotipos
transformados E2 e E3 aumentaram a E quando comparadas as plantas que se
mantiveram irrigadas, principalmente no evento E3 que aumentou em 1,5 vezes
(5,09 mmol H,O m™s™) (Figura 11H).

A deficiéncia hidrica reduziu a eficiéncia do uso da agua (EUA), tanto em
plantas controle, como nas transformadas. Plantas controle e E2 apresentaram
diminuicbes de 29,5% e 36,5%, mas mesmo assim com maior eficiéncia que os
demais gendtipos (Figura 111). Na recuperacédo pds estresse, as plantas controle

foram superiores apresentando 7,22 ymol CO, mmol H,O m?s™ (Figura 11J).

Figura 11 — Trocas gasosas em plantas de U. brizantha controle (n&o transformadas)
e trés eventos de transformacgao AIPC:P5CS submetidas a deficiéncia hidrica e
recuperagao pos estresse.
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A) Assimilacdo de CO, (déficit hidrico); B) Assimilagdo de CO, (recuperagcdo poés estresse); C)
Condutancia estomatica (déficit hidrico); D) Condutancia estomatica (recuperagéo pods estresse); E)
Conteudo intracelular de CO, (déficit hidrico); F) Conteudo intracelular de CO, (recuperagado poés
estresse); G) Transpiragao (déficit hidrico); H) Transpiragao (recuperagdo pos estresse); |) Eficiéncia
do uso da agua (déficit hidrico); J) Eficiéncia do uso da agua (recuperagido pods estresse). Letras
minusculas comparam os regimes hidricos e letras mailsculas comparam os genétipos em cada
regime hidrico. Letras iguais ndo apresentam diferenca pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Barra de erros indica erro padrédo (n=3). Fonte: O autor.

3.4.4 Biomassa

Quanto a avaliacdo da biomassa das plantas, o evento E3 apresentou
maiores valores de massa seca de parte aérea (MSPA) (54,7 g) em condigbes
irrigadas. Apos 48 hrs de reidratagédo, ndo houve diferenga na MSPA, com excegao
para o evento E3 o qual apresentou 34,06 g se igualando estatisticamente aos
demais gendtipos (Figura 12). Na massa seca de raiz (MSR), ndo houve diferenca
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entre as plantas irrigadas e as recuperadas, mas houve superioridade do evento E3
em relagdo as plantas controle n&o transformadas, nos dois regimes hidricos,

apresentando média de 38,5 g (Figura 13).

Figura 12 — Massa seca de parte aérea de plantas de U. brizantha controle (ndo
transformadas) e trés eventos de transformagao AIPC:P5CS na recuperagao apos
deficiéncia hidrica.
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Letras minusculas comparam os regimes hidricos e letras mailsculas comparam os gendtipos em
cada regime hidrico. Letras iguais ndo apresentam diferengca pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Barra de erros indica erro padrao (n=4). Fonte: O autor.

Figura 13 — Massa seca de raiz de plantas de U. brizantha controle (nao
transformadas) e trés eventos de transformagao AIPC:P5CS na recuperagdo apos

deficiéncia hidrica.
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Comparagao entre os genétipos nos dois regimes hidricos. Letras iguais ndo apresentam diferenca
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. (n=4). Fonte: O autor.
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3.4.5 Analises moleculares

A integridade dos RNAs de todas as amostras foi verificada por meio de
eletroforese em gel de agarose, onde foi possivel a visualizagdo das bandas
integras dos RNAs ribossomais 28S, 18S e 5S, viabilizando a utilizacdo destas
amostras para sintese de cDNA (Figura 14).

Para verificar se todas as amostras de RNA foram convertidas em cDNA foi
realizada a amplificagdo pela PCR convencional utilizando cDNA das amostras e o
par de iniciadores do gene normalizador elF4a — fator de iniciagdo eucaridtica 4A,
utilizado conforme Takamori et al. (2017). As reacbes da PCR foram submetidas a
eletroforese em gel de agarose na qual apenas as bandas de 100 pb foram
visualizadas, conforme o tamanho da amplificagdo esperada para o referido gene
(Figura 15).

Para a analise da expressdo relativa, a eficiéncia de amplificacdao do
iniciador UbP5CS calculada pelo programa LinRegPCR foi de 100,25%,
demonstrando ser adequada para analises de expressdo relativa, apresentando

somente uma banda e pico especificos (Figura 16).

Figura 14 — Integridade do RNA das amostras de folhas de U. brizantha controle
(n&o transformadas) e trés eventos de transformagdo AIPC:P5CS submetidas a
deficiéncia hidrica e recuperagao pos estresse.
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Primeira linha: 1 — 3) Plantas controle irrigadas; 4 — 6) E1 irrigadas; 7 — 9) E2 irrigadas; 10 -12) E3
irrigadas; 13 — 15) Plantas controle sob déficit hidrico, 16 — 18) E1 sob déficit hidrico; 19 — 21) E2 sob
déficit hidrico; 22 — 24) E3 sob déficit hidrico. Segunda linha: 1 — 3) Plantas controle irrigadas; 4 — 6)
E1 irrigadas; 7 — 9) E2 irrigadas; 10 -12) E3 irrigadas; 13 — 15) Plantas controle sob recuperagéo, 16 —
18) E1 sob recuperacao; 19 — 21) E2 sob recuperagao; 22 — 24) E3 sob recuperagéo. Fonte: O autor.

Figura 15 — Reacgdo em cadeia da polimerase (PCR) utilizando os cDNAs das
amostras de folhas de U. brizantha controle (ndo transformadas) e trés eventos de
transformacao AIPC:P5CS submetidas a deficiéncia hidrica e recuperacdo pos
estresse com iniciadores para a amplificagao de fragmento do gene elF4a.
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LD: Marcador de peso molecular (Ladder 100 pb); Primeira linha: 1 — 3) Plantas controle irrigadas; 4 —
6) E1 irrigadas; 7 — 9) E2 irrigadas; 10 -12) E3 irrigadas; 13 — 15) Plantas controle sob déficit hidrico,
16 — 18) E1 sob déficit hidrico; 19 — 21) E2 sob déficit hidrico; 22 — 24) E3 sob déficit hidrico.
Segunda linha: 1 — 3) Plantas controle irrigadas; 4 — 6) E1 irrigadas; 7 — 9) E2 irrigadas; 10 -12) E3
irrigadas; 13 — 15) Plantas controle sob recuperacgéo, 16 — 18) E1 sob recuperagéo; 19 — 21) E2 sob
recuperagao; 22 — 24) E3 sob recuperacdo. Fonte: O autor.
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Figura 16 — Amplificacdo do gene UbP5CS. Curva de dissociagdo demostrando a
especificidade de amplificagao (esquerda) e banda em gel de agarose 1,5% (direita).
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Mjg0: Marcador de 100 pares de bases; B: branco (mix sem DNA). Fonte: O autor.

Na expressdo relativa do gene nativo UbP5CS constatou-se que sob
irrigacéo, houve redugdo no numero de transcritos nos eventos E1 (1,6) e E2 (133)
vezes em comparagao ao controle irrigado, ja no E3 ndo houve diferenga. Sob déficit
hidrico, o gene teve um aumento na expressdo nas plantas controle cerca de 8
vezes mais do que nas plantas controle irrigadas (tratamento calibrador) e nos
eventos E1 e E3 cerca de 5 e 6 vezes respectivamente, enquanto que no evento E2
houve redugdo na ordem de 14,5 vezes (Figura 17A). Na recuperagao, houve uma
reducdo na expressao, nos trés eventos comparados ao controle que se manteve
irrigado, cerca de 4 (E1), 250 (E2) e 5 vezes (E3). Em relagdo ao controle que

passou pelo déficit e foi recuperado ndo houve diferenga de expresséo. (Figura
17B).
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Figura 17 — Expressao relativa do gene UbP5CS em em plantas de U. brizantha
controle (n&do transformadas) e trés eventos de transformagdao AIPC:P5CS
submetidas a deficiéncia hidrica e recuperacao pds estresse.
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Valores apresentados como média por meio do método 2hact (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). Para os
calculos foi utilizado o gene normalizador elF4a — fator de iniciagdo eucaridtica 4A, determinado por
Takamori et al. (2017) e como calibrador o genétipo controle irrigado (n=3). *Compara o controle
irrigado com cada tratamento pelo teste t (p<0,05) Fonte: O autor.

Em relagdo a expressao do gene VaP5CS foi verificado uma instabilidade nas
amplificagdes sendo que somente em algumas repeticdes bioldgicas houve a
deteccao dos transcritos principalmente no evento 3, nesse evento foi detectada um
aumento na expressao nas trés condig¢des: irrigado, déficit e recuperado sendo 12 ,4;
5,7 e 0,48 vezes respectivamente. Nos eventos E1 e E2 houve deteccao da
transcricdo somente sob déficit hidrico com aumento na transcrigdo de 9,3 e 7,7
vezes, respectivamente. Nesse caso a expressao relativa foi calculada apenas em
relagdo ao normalizador (elF4a), visto que nao ha expressdo do VaP5CS nos
controles nao transformados para ser usado como calibrador. Apesar da detecgao
dos transcritos, houve instabilidade nas amplificagdes ndo sendo detectada os

transcritos do gene VaP5CS em todas repetigdes biolégicas em cada evento.

3.5 Discussao

De maneira geral, as plantas de braquiaria sob déficit hidrico, se
apresentaram enroladas, palidas e prostradas. Em gramineas, as folhas enrolam e
ajustam a orientagdo das laminas devido a baixa umidade, pois assim, reduzem a

area exposta a radiagdo solar diminuindo a transpiracdo (CHOURASIA, 2017).
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Os maiores conteudos de prolina foram obtidos em folhas das plantas
submetidas ao déficit hidrico, sendo esse aumento maior nas plantas do evento E3,
ja na recuperagao as plantas de todos os genétipos voltaram aos valores de prolina
de quando irrigadas. Esse aumento de prolina nas plantas sob déficit hidrico se deve
pela biossintese de prolina que é ativada e seu catabolismo reprimido durante a
desidratagdo, enquanto a reidratagdo desencadeia a regulagdo oposta (SZABADOS;
SAVOURE, 2010). O acumulo de prolina durante a seca foi relatado repetidamente
em muitas espécies, assim como nossos resultados. O conteudo de prolina também
aumentou em plantas transgénicas de arroz (SU; WU 2004), de cana-de-agucar
(MOLINARI et al., 2007, GUERZONI et al., 2014) e trigo (VENDRUSCOLO et al.,
2007) transformadas com a construgdo AIPC:P5CS quando submetidas ao déficit
hidrico. Além do deficit hidrico, 0 acumulo de prolina nos eventos (exemplo o E3)
pode ser devido a transcrigdo tanto do gene nativo quanto do transgene.

A oxidagdo de membranas gerando o malondialdeido (MDA), é uma das
consequéncias que a deficiéncia hidrica pode causar. As membranas biolégicas séo
o primeiro alvo de muitos estresses abidticos. E geralmente aceito que a
manutencgao da integridade e estabilidade das membranas sob estresse hidrico € um
dos principais componentes da tolerancia a seca em plantas (BAJJI et al., 2002). Em
nossos resultados, as plantas controle e transformadas sob deficit hidrico
apresentaram aumento no conteudo de MDA. O evento E3 apresentou conteudo de
MDA mais elevado, mesmo com maior produgdao de prolina, o que indicou que,
apesar do maior acumulo de prolina, a protecdo da membrana celular contra o
estresse oxidativo ndo foi aumentada.

Em plantas transgénicas para acumulo de prolina, nem sempre o conteudo
de MDA reduziu. Em plantas de cana-de-agucar transformadas AIPC:VaP5CS, sob
condicdes de estresse salino severo, o conteudo de MDA foi semelhante nas folhas
em relagdo aos controles nao transformados (GUERZONI et al., 2014). Em plantas
transgénicas de trigo para acumulo de prolina, ndo ocorreu diferenga entre plantas
transgénicas e controle para o conteudo de MDA durante o estresse hidrico de oito
dias (PAVEI et al, 2016). Em plantas de tabaco transgénico com o gene
P5CSF129A sob controle do promotor estresse induzido rd29A as concentracdes de
MDA nas folhas foram muito semelhantes as plantas sob controle de promotor
constitutivo 35S e plantas selvagens, quando foram expostas a estresse por Cadmio

(BORGO et al., 2021). Ainda em plantas transgénicas de tabaco para acumulo de
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prolina, foi observado que mesmo com o conteudo de prolina sendo alto nas plantas
trangénicas submetidas ao déficit hidrico, o MDA também foi mais alto que plantas
controle irrigadas (CACEFO, 2020).

Na literatura, foram relatadas correlacbes positivas e negativas entre
acumulo de prolina e conteudo de MDA. Du et al. (2014) estudando seis espécies
cereais, observaram que entre as espécies, existem diferentes correlagcdes entre a
prolina e os teores de MDA, e sugeriram que isso provavelmente se deve a: 1) O
aminoacido da prolina ndo serve apenas funcionalmente para a preveng¢ao da
peroxidagdo da membrana lipidica. A prolina envolve varias fungdes fisiologicas e &
sintetizada quando necessita dessas fungcdes quando as plantas sofrem estresse.
Essas fungbes incluem grupo relacionado a prevengdo da peroxidagao de
membrana, osmoprotecdo, eliminacdo de radicais livres, protecdo de
macromoléculas da desnaturagdo e outros grupos que n&o tém associagao direta
com a protecdo da membrana, como regulacdo da acidez citosolica, inibicdo da
morte celular programada e fonte de carbono e nitrogénio acumulados durante o
estresse abiotico. 2) E ha outros ajustes osméticos de ions como K*, Na* e CI”
vacuolar, e osmdlitos organicos como alcoois de agucar (por exemplo, frutanos) ou
compostos de amonio (por exemplo, glicina-betaina) que tém a mesma fungéo. 3) O
compartimento de sintese e transporte de prolina também pode contribuir para a
ineficacia da protegcdo da membrana. 4) O acumulo de prolina e sua contribuicao
para prevenir a peroxidacgao lipidica varia entre espécies e estagios fenoldgicos.

Os pigmentos cloroplastidicos como as clorofilas a e b, sdo responsaveis
pela captura de luz usada na fotossintese, sendo essenciais na conversdo da
radiagdo luminosa em energia quimica (BATISTA et al., 2011). O estresse por déficit
hidrico pode levar a perda de clorofila e declinio na capacidade fotossintética (SILVA
et al.,, 2014). Em nossos resultados, o conteudo total de clorofila ndo foi afetado
negativamente durante o estresse hidrico em todos gendtipos, porém todas as
plantas depois de recuperadas exibiram valores significativamente menores que as
plantas que sempre foram irrigadas.

A fotossintese esta entre os processos primarios que sao regulados
negativamente pela deficiéncia hidrica. A redugdo na fotossintese é atribuida a
diminuicdo da pressao de turgor, fechamento dos estdmatos, limitagdo da troca
gasosa, reducdo na assimilagcdo de CO,, aparelho fotossintético prejudicado

principalmente o fotossistema | e fotossistema Il e fluxos de metabdlitos aumentados
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(CHAVES et al., 2004; JALLEL et al., 2009). Neste trabalho o déficit hidrico diminuiu
a assimilagdo de CO; (A) em todos os gendtipos, com maior redugao no evento E3,
o qual apresentou melhor rendimento na recuperacao.

O fechamento estomatico € a primeira resposta ao déficit de agua de
praticamente todas as plantas para prevenir a perda de agua transpiracional. Assim,
a diminuicdo da taxa fotossintética sob condigbes estressantes, como seca e
salinidade, € normalmente atribuida a uma supressao na condutancia do mesofilo e
ao fechamento estomatico em estresse moderado e severo (CHAVES et al., 2009;
SAGE; ZHU 2011). A condutancia estomatica (Gs), decaiu igualmente em todos os
genotipos, por outro lado, na recuperacéo os eventos transformados E1 e E3 foram
superiores ao controle.

Dentro das folhas, as células do mesofilo consomem CO, durante a
assimilagao fotossintética (A). O CO; entra nas folhas por difusdo através dos poros
estomaticos na superficie da folha, entdo Ci indica essencialmente o substrato de
CO,, disponivel para A (FARQUHAR et al., 1980). As plantas transformadas tanto
sob estresse, quanto na recuperacido exibiram maior conteudo intracelular de CO,
(Ci).

As plantas sob déficit hidrico em geral, apresentaram um declinio na
condutancia estomatica com consequente diminuicdo na assimilagdo de CO, e
transpiracédo, ja na recuperagao os eventos E1 e E3 tiveram maior condutancia
estomatica e maior transpiragcédo e Ci continuou maior nas plantas transformadas do
que nas plantas controle ndo transformadas. As plantas transformadas
apresentaram um aumento no conteudo intracelular de CO,, o que nao foi utilizado
para a fotossintese. Diferentemente dos nossos dados, Cacefo (2020) obteve
maiores taxas fotossintéticas e maior acumulo de biomassa nas plantas
transgénicas de tabaco com maior acumulo de prolina, sob deficiéncia hidrica,
mostrando-se mais tolerantes ao estresse.

A falta de agua limita o crescimento das plantas que € afetado pela
diminuicdo da fotossintese, porém em nossos resultados, as plantas nao
apresentaram diferenca na massa seca de parte aérea entre irrigadas e déficit
hidrico, exceto o evento E3 que sob irrigacdo foi maior e teve reducdo, porém se
igualando aos demais gendtipos sob deficit hidrico. As plantas de todos os gendétipos
também nao apresentaram redugcdo na massa seca de raiz, porém o evento E3 foi

significativamente maior que o controle em ambas situagcées. Com esses dados,
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sugere-se que o tempo do déficit hidrico ndo foi suficiente para reduzir a biomassa
dessas plantas, ainda mais sabendo que as braquiarias sdo espécies C4, as quais
apresentam maior capacidade de manter maiores taxas fotossintéticas por unidade
de perda de agua do que as espécies C3. A maioria das braquiarias respondem as
condigdes de seca leve por meio de crescimento ajustado e alocagado de biomassa,
deixando o rendimento total da planta relativamente inalterado (GUENNI et al.,
2002). No entanto, a disponibilidade de agua ainda é o fator essencial para alcancgar
rendimentos maximos em plantas C4, como a braquiaria (CHERUIYOT et al., 2018).

Quanto as anadlises moleculares, a disponibilizacdo do genoma de U.
ruziziensis (WORTHINGTON et al.,, 2021) na plataforma NCBI/ tornou possivel o
desenho de iniciadores para a avaliagdo génica em espécies de Urochloa. A
sequéncia de U. ruziziensis mostrou 97% de cobertura e 94.64% de identidade com
o P5CS de Panicum halli demonstrando que os genes sao altamente conservados
entre as espécies de Panicoideae. Iniciadores unicos tem sido utilizado com sucesso
para a analise de expressdo génica entre as espécies de U. brizantha e U.
ruziziensis (SANTOS et al., 2020).

Como esperado o déficit hidrico causou um aumento nos transcritos do gene
nativo UbP5CS tanto na planta controle como nos eventos E1 e E3, porém os
incrementos da transcricdo foram menores que nas plantas controle. Por outro lado,
nao houve modificacdo na expressdo, mesmo sob déficit hidrico no evento E2.
Semelhante aos nossos resultados, Bondok et al. (2022) observou que apos
estresse hidrico prolongado, os gendtipos da forrageira Zea mexicana Schrad L.
apresentaram superexpressdo dos genes responsivos ao estresse hidrico
estudados, inclusive P5CS. Nasirzadeh et al. (2021) comparando trés gendtipos de
trigo, obteve aumento na expresséo do gene P5CS sob deficiéncia hidrica.

Observou-se também que a transcricdo do gene foi menor nos eventos
comparados com o controle (ndo transformado), sob déficit hidrico. Em plantas de
citrumelo ‘Swingle’ com alto acumulo de prolina (gene VaP5CSF129A), também foi
observado que a transcrigdo de P5CS nativo foi menor que em plantas controle,
tanto sob condi¢gdes normais como restritas de agua (CARVALHO et al., 2013).

A maior redugao na transcricdo foi observada no evento E2, indicando que
nesse evento a transcricao do gene nativo pode ter sido prejudicada ou mesmo
silenciada. Em plantas geneticamente modificadas, os transgenes introduzidos nem

sempre se comportam como esperado, as vezes ndo sd0 expressos, podem ser
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silenciados e também podem causar o silenciamento de genes endoégenos se forem
suficientemente homdlogos, um fenbmeno conhecido como co-supressao (STAM et
al., 1997). O silenciamento pode ocorrer transcricionalmente e pos-
transcricionalmente, devido a metilacdo do DNA, numero de copias e a repetitividade
da insercdo, nivel de expressao do transgene, possivel producdo de RNAs e
interacbes DNA ectdpicas (STAM et al.,, 1997). As variagbes que podem surgir
durante o processo de transformacao das células sao imprevisiveis e nao totalmente
controlaveis. Sendo assim, a expressdao génica em um organismo € complexa e
influenciada por interagdes entre fatores externos e internos (BHAT; SRINIVASAN,
2002). Uma das possibilidades da causa da redugao da expressao do gene nativo, é
que nesse evento (E2), fragmentos do transgenes interferiram na transcrigdo do
gene enddgeno.

Em relacéo ao perfil transcricional do transgene VaP5CS, houve instabilidade
nas amplificacbes entre os eventos e mesmo entre as repeticdes. O par de
iniciadores utilizado para verificar a expressao do transgene, foi anteriormente
utilizado com sucesso em estudos de expressao relativa do transgene VaP5CS7129A
em plantas de tabaco (BORGO et al., 2021). Sendo assim a instabilidade de
expressao nao pode ser atribuida aos iniciadores, aos equipamentos ou mesmos as
amostras de cDNA pois foram as mesmas utilizadas para a analise da expressao do
P5CS nativo e no normalizador (elF4a). A instabilidade na expressédo do transgene
sugere que as plantas regeneradas in vitro podem ser quiméricas. A geragao de
plantas transgénicas pelo método fisico de biobalistica, envolve primeiramente a
desdiferenciagdo dos tecidos organizados, formando calos, utilizando normalmente
auxinas fortes (picloram e 2,4D) como no caso das plantas avaliadas nesse trabalho.
A desdiferenciacdo seguida da rediferenciacdo das células para regenerar as
plantas in vitro pode produzir plantas quiméricas, as quais podem resultar em
plantas contendo células transformadas e n&o transformadas (MERRICK; FEl,
2015).

Em transformacao genética por biobalistica, devido a integragao aleatéria do
cassete de expressdo no genoma da planta, o DNA pode resultar em niveis de
expressao variaveis nos diferentes eventos transformados, como também o
silenciamento do transgene se ocorrerem varias integragdes do mesmo gene ou em
locais metilados (DELPORTE et al., 2012; ANAMI et al., 2013; DONG; RONALD,

2021). Sabe-se que o procedimento de cultura de tecidos pode gerar diferentes
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modificagdes nas células e consequentemente nas plantas regeneradas. Entre elas
a variagao epigenética e somaclonal, ativagdo de transposons, amplificacdo de DNA,
mutacdes pontuais, metilacdo os quais contribuem para a variabilidade das plantas
regeneradas (BHAT; SRINIVASAN, 2002).

Nesse trabalho ndo foi possivel a determinacdo do numero de cépias
inseridas nos eventos, via Southern blot, devido a falta de condicbes para a
realizagao dessa técnica. Porém os testes de deteccao via PCR convencional foram
realizados repetidas vezes para a confirmacao dos eventos (T0). Anteriormente a
realizacdo desse trabalho, além do gene P5CS, os eventos também foram testados
para a presenga do gene bar e ambos foram confirmados sendo que em plantas
controle ndo houve amplificacdo de nenhum dos dois genes (TAKAMORI, 2018).
Sendo assim, a instabilidade da expressao do transgene pode ser devido ao local de
inser¢do, quebra ou rearranjo do fragmento dentro das células, ou ainda como ja
citado, sugere-se que as plantas sejam quiméricas.

E fundamental ressaltar que o processo de transcrigdo é muito preciso, para
que ocorra e posteriormente produza a proteina esperada, o gene precisa estar
completo. Além disso, e a PCR convencional utilizada para selecionar os eventos,
detecta apenas um fragmento do gene, portanto n&o prova que o gene inserido esta
inteiro e funcional (ZAHA; FERREIRA; PASSAGLIA, 2014).

Além disso, o processo de transformacdo pode ser acompanhado de
variagdo somaclonal o que pode contribuir para diferengas entre os transgénicos, a
qual pode influenciar a expressao do transgene e consequentemente no fendtipo da
planta (BHAT; SRINIVASAN, 2002). O evento E3 mostrou variagdo fenotipica
comparada as outras plantas regeneradas. As plantas foram mais vigorosas, maior
biomassa da parte aérea em condigées normais de irrigagdo (Figura 12) e de raiz
nas duas condigdes (Figura 13), também foi o evento que produziu mais prolina sob
déficit hidrico (Figura 8A) e MDA (Figura 9A). Além disso esse evento apresentou
transcricdo do transgene mesmo em condigdes irrigadas, e mais baixa sob déficit
hidrico comparado aos demais eventos. O aumento da expressao do transgene
VaP5CS no evento E3 mesmo sob irrigagdo, e a sua variagao fenotipica pode
indicar que além da insergcdo do transgene este evento pode apresentar variagao

somaclonal.
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3.6 Consideragoées finais

A anadlise de trés eventos de braquiaria transformados com a construgéo
AIPC:P5CS revelou que o evento E3 apresentou diferengas fisioldgicas, bioquimicas
e moleculares comparados aos outros eventos e ao controle, além disso, esse
evento exibiu diferenca fenotipica em relagdo aos demais.

Esse trabalho foi o primeiro esforco para caracterizar eventos de
transformacdo contendo genes de interesse nessa espécie, porém o processo de
transformacao por biobalistica € complexo, sendo necessario analisar um grande
numero de eventos para encontrar o ideal, verificar o numero de copias, presenca de
variagdo somaclonal, entre outras caracteristicas. Ainda € preciso otimizar os
processos de transformagdo genética da braquiaria, pois essas ferramentas
biotecnolégicas sao de grande relevancia para essa espécie visto que o

melhoramento é dificultado pela sua natureza apomitica e polipldide.

3.7 Conclusao

Nao houve constatacido de maior tolerancia ao déficit hidrico dos eventos em
relacdo ao controle ndo transformado, ndo proporcionando maior eficiéncia do uso
da agua no déficit quanto na recuperagdo e consequentemente acumulo de
biomassa de parte aérea, visto que seria interessante como forrageira.

No que se refere a atuacao da prolina, ndo distinguimos as respostas frente

ao estresse dos diferentes gendtipos.
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ANEXOS

ANEXO 1 — CARACTERIZAGAO QUIMICA DA TERRA VEGETAL BIOTERRA®

pH MO Presina AP H+Al K Ca Mg SB CTC M \')
CaCl, gdm® mgdm? mmol, dm™ % %
6,8 85,7 350 0 10,7 10,6 253,9 46,8 311,3 321,9 0 96,7

Fonte: Laboratério de Analise de Solos e Tecido Vegetal. Faculdade de Agronomia — UNOESTE-
Universidade do Oeste Paulista, Presidente Prudente/SP.

ANEXO 2 — CARACTERIZACAO QUIMICA DA TERRA VEGETAL BIOTERRA®
(MICRONUTRIENTES)

B Cu Fe Mn Zn
mg dm™
094 31 1381 29 10,1

Fonte: Laboratério de Analise de Solos e Tecido Vegetal. Faculdade de Agronomia — UNOESTE-
Universidade do Oeste Paulista, Presidente Prudente/SP.
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ABSTRACT

Salinity is one of the most important abiotic stresses that affect plant yield.
Quantitative gene expression using real-time PCR (RT-qPCR) is a powerful tool to
measure the transcriptional changes that occur in plant tissues under stress. For
valid RT-gPCR analysis, normalization against the appropriate reference genes is
essential for data accuracy. Despite the importance of Brachiaria grass (syn.
Urochloa) as a tropical forage; there are no studies on the stability of reference
genes under salt stress in this species. This study aimed to evaluate the stability of
seven candidate reference genes: Actin 12; eukaryotic initiation factor 4A; elongation
factor 1- a; tubulin a-5; tubulin B-6; ubiquitin-conjugating enzyme and glucose-6-
phosphate dehydrogenase for quantitative real-time PCR assays in Urochola
brizantha under salt stress. Total RNA was extracted from shoots and roots of plants
cultivated in a hydroponic system containing 200 mM NaCl during 0, 6, 12, and 24 h
for RT-gPCR analysis. We used the RefFinder web tool to establish a comprehensive
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rank for gene stability. Eukaryotic initiation factor 4A ranked as the most stable gene
for both tissues followed by tubulin a-5 (shoots) and actin12 (roots) while tubulin
beta-6 and glucose-6-phosphate dehydrogenase were the least stable genes for
shoots and roots, respectively. The most and the least stable genes were then used
to normalize the relative expression of a Na*/H" antiporter (NHX) gene. The relative
quantification of this gene varied according to the internal controls (most stable, least

stable housekeeping genes), confirming the choice of the reference genes.

4.1 Introduction

Brazil ranks second in world livestock with 232 million head of cattle
(Zia et al., 2019). Most of the Brazilian bovine herd is raised on pasture mainly with
Brachiaria forage grasses. Urochloa (syn. Brachiaria) P. Beauv sp. belongs to the
Poaceae family, Panicoideae subfamily, and Paniceae tribe and counts with
approximately 100 species (Soreng et al., 2017). Among them, U. brizantha accounts
for 50% of the cultivated pasture area, which represents approximately 51.4 million
hectares (Embrapa, 2017).

The greater recognition of the importance of pastures to improve
production sustainability and the rational use of livestock production factors has led
to an increased interest in molecular studies on Urochloa spp. in recent years. The
main research themes are related to understanding the reproductive systems of this
agamic complex (Silveira et al., 2009; Vigna et al., 2016; Koehler et al., 2020),
responses to abiotic stresses (Takamori et al., 2017; Worthington et al., 2021),
development of molecular marks for forage quality (Silva et al., 2013; Hanley et al.,
2020), epigenetic marks (Santos et al., 2020) and chloroplast sequencing (Pessoa-
Filho et al., 2017). Recently, the complete genome of U. ruziziensis, a sexual diploid
species, has been published (Worthington et al., 2021) and is now a reference,
opening new opportunities for molecular approaches in this genus.

Quantitative real-time polymerase chain reaction (RT-gPCR) is one of
the most reliable methods to assess gene expression at the transcriptional level
(Bustin et al, 2009). This confidence is due to high sensitivity, specificity,
reproducibility and high performance in the quantification of gene expression
(Derveaux et al., 2010; Pombo et al., 2017). To ensure accuracy, data normalization

using internal reference genes is the most effective and easiest method (Huggett et
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al., 2005; Guenin et al., 2009; Kozera and Rapacz, 2013). A suitable reference gene
must fit into some criteria, among them: stable expression level in different
experimental conditions, low variability among tissues and physiological status of the
organism, and comparable threshold cycle with the target gene (Kozera and Rapacz,
2013). In this sense, the best reference gene must be stable, irrespective of
experimental conditions, cell types, tissues and development stage (Wong and
Medrano, 2005). To select the most stable reference gene in several organisms and
the specific experimental condition, different algorithms and statistical methods such
as geNorm (Vandesompele et al.,, 2002), NormFinder (Andersen et al., 2004)),
BestKeeper (PfaffL et al., 2004), and the ACt method (Silver et al., 2006) were
developed. RefFinder is a web-based tool that calculates the stability of the reference
genes by assigning an individual weight to each of the four methods cited above to
establish a comprehensive rank of gene stability using the geometric mean of all
methods (Xie et al., 2012).

The first study to select reference genes in U. brizantha aimed to
evaluate the stability of a panel of genes in different tissues. In that study, ubiquitin
conjugated enzyme was selected as the most stable gene (Silveira et al., 2009). This
same reference gene has been used to normalize the relative transcription levels of
genes differentially expressed between a diploid sexual and facultative apomictic
tetraploid accession of U. brizantha (Silveira et al., 2012) and U. humidicola (Vigna et
al., 2016) and genes related to somatic embryogenesis in U. brizantha (Koehler et
al., 2020). Our group was the first to evaluate gene stability in U. brizantha under
different abiotic stresses (Takamori et al., 2017), which enabled the selection of EF1-
a, EF1-a or UbiCo and elF4a as the most stable genes for heat, cold, and drought
stresses, respectively.

Salinity is another major abiotic stress that affects plant growth,
development, and yield due to ionic and osmotic pressures (Kumar et al., 2017). In
Brazil, inland salt flats are present in drought-affected areas of the northeast region
(NE) either due to the effects of low rainfall, high water deficits, and careless
irrigation management (Costa, 2010). Therefore, plant species with improved
tolerance to salinity have great potential to produce forage/fodder on these inland salt
flats of NE Brazil. After undergoing salt stress, plants increase the generation of ROS
(Reactive Oxygen Species) which can lead to oxidative stress (lsayenkov and

Maathuis, 2019). Plants can trigger different physiological and biochemical
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mechanisms to deal with salt stress, including changes in morphology, anatomy,
water content, photosynthesis, hormones, ion distribution and biochemical changes
(Zhang and Dai, 2019; Arif et al., 2020). In addition, tolerance to salinity can activate
and alter the expression of countless genes from different functional groups
responsible for minimizing the deleterious effects of that stress (Munns and Gilliham,
2015).

The goal of this study was to evaluate a panel of seven reference genes
(ACT12 - Actin 12; elF4a - eukaryotic initiation factor 4A; EF1-a - elongation factor 1-
alpha; a-TUB5 - Tubulin alpha-5; B-TUB6 - Tubulin beta-6; UbiCo — Ubiquitin-
conjugating enzyme and GAPDH - Glucose-6- phosphate dehydrogenase) for gene
stability in U. brizantha cv. Marandu under salt stress. Additionally, to validate the
experiment, the quantitative expression of a sodium/hydrogen antiporter (Na'/H"
antiporter - NHX) gene was normalized against the most and the least stable genes
ranked by RefFinder. The selection of the appropriate reference gene in U. brizantha
under salt stress provides new information to investigate the relative expression of
candidate genes involved in the response of Brachiaria grass to salt stress

conditions.

4.2 Materials and methods

4.2.1 Experimental conditions

Seeds of U. brizantha cv. Marandu, an apomictic and tetraploid (2n =
4x = 36) cultivar, were sown in a tray containing a commercial substrate (Bioterra™)
and irrigated daily in a greenhouse. After 11 days, select plants of uniform size
(approximately 3 cm high) were transferred to a hydroponic system using 1.8 L pots
with three plants/pot containing the nutrient solution (1/2 Hoagland's nutrient solution
at pH 5.6 to 6.0 (Hoagland and Arnon, 1950) with constant aeration. The solution
was replaced every seven days and the pH was monitored. After 14 days of plant
adaptation to the nutrient solution, salt stress was imposed by adding 200 mM NaCl.
Shoots and roots were collected at different sampling times (0, 6, 12, and 24 h) after
exposition to the salt stress. The experimental design was composed of four different

treatments (0, 6, 12, and 24 h after NaCl addition) with three biological replicates by
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treatments. The shoots and roots were separated immediately immersed in liquid
nitrogen and kept at - 80 "C.

4.2.2 Total RNA extraction and cDNA synthesis

Frozen samples (shoots and roots) were macerated in liquid nitrogen
for total RNA extraction using Pure Link Plant™ RNA Reagent (Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA). To eliminate contamination with genomic DNA, samples were treated with
the Turbo DNAse enzyme (Ambion™). The RNA quality was checked in Nanodrop
ND-1000 Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, USA) and by 1.2% agarose
gel electrophoresis. The first-strand cDNA was synthesized from two ug of total RNA
using SuperScript IV First-Strand cDNA Synthesis Reaction™ (Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA). The reaction was incubated at 37 "C for 20 min with two units (1 yL) of
RNAse H for removal of template RNA. All procedures followed the manufacturer's
instructions. Final cDNA products were diluted 1:5 before using in RT-gPCR

reactions.

4.2.3 Reference genes

In this work, we used seven reference genes previously described for
U. brizantha and listed in Table 1. The pairs of primers used to amplify the fragments
of actin 12 (ACT12), eukaryotic initiation factor 4A (elF4a), elongation factor 1-alpha
(EF1-a), tubulin alpha-5 (TUBS), tubulin beta-6 (8-TUB6), and ubiquitin-conjugating
enzyme (UbiCo) were obtained from Takamori et al. (2017) and glucose-6-phosphate
dehydrogenase gene (BbrizGAPDH) from Silveira et al. (2009).

4.2.4 RT-gPCR analysis

Amplification reactions were performed using 5 yl of SYBR Green
reaction mix, 0.4 pl of each the forward and reverse primers (5 yM), together with 1.0
Ml of the cDNA (1:5 diluted) and 10 pl of autoclaved Milli-Q water. Reaction mix
without any cDNA was included as negative control for each primer pair. The reaction
mixes were cycled in the StepOnePlusTM Real-Time PCR System (Applied
Biosystems™) as followed: an initial hold of 2 min at 95 "C, 40 cycles at 95 'C for 30 s
and 60 "C for 30 s during which the fluorescence data were collected. For each gene
and treatment (0, 6, 12 and 24 h under salt stress), there were three biological

replicates. RT-gPCR assays were conducted with two technical replicates. The Cq
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average of all treatments (0, 6, 12, and 24 h) in shoots or roots were used to
calculate gene stability for each reference gene.

4.2.5 Reference genes stability and validation

RefFinder web-based tool (Xie et al, 2012) available online
(https://www.heartcure.com.au/reffinder/#) was used to establish a comprehensive
rank the stability of the seven candidate genes (Table 1). To validate the rank
provided by RefFinder, we analyzed the relative expression of the salt stress-
responsive gene Na'/H" antiporter (NHX).

Since there is no U. brizantha genome on the public database, we used
a strategy based on gene orthology to design a primer pair for amplification of the
UbNHX gene. Firstly, we searched for a Na'/H" antiporter (NHX7) gene in the
Arabidopsis thaliana genome available on The Arabidopsis Information Resource
(TAIR: www.arabidopsis.org). This sequence was used as a query for orthologous
NHX gene search in six species of the Panicoideae (same family of U. brizantha) in
the Phytozome database (https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html/; (Goodstein
et al., 2012). Putative NHX genes were identified in six species including Panicum
halli (B04943.1), P. virgatum (Ba00176.1), Setaria viridis (2G434900.1), S. italica
(2G422800.1), Sorghum bicolor (002G408100.1) and Zea mays (Zm00008a029574).
The coding region sequences (CDS) from these genes were aligned by ClustalW
software (https://www.gen ome.jp/tools-bin/clustalw), to verify the conservation
among the Panicoideae species. Then, the CDS sequence from Panicum halli
(B04943.1) was blasted against the scaffolds sequences of U. ruziziensis
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/?term=ruziziensis) and also used to design a
pair of primers (5-ATCTCTCTCGGTGCCATAGCA-3' and 5-
GCTCCAATTGCAAGGAAATCC-3") using Primer3Plus software
(https://primer3plus.com/cgi-bin/dev/primer3plus.cgi/; Untergasser et al., 2007). This
pair of primers was evaluated for possible dimers and hairpins using Multiple Primer
Analyzer (https://www.thermofisher. com/multiple-primer-analyzer.html). Primer-Blast
against the Panicoideae family in NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-bl
ast/) was performed to verify primer specificity. Primer amplification efficiency was
calculated by the LinRegPCR program (Ramakers et al., 2003), using a cDNA bulk of
all samples using technical triplicates. The transcriptional activity of NHX in U.

AACt

brizantha under salt stress (0, 6, 12 and 24 h) was calculated by the 2~ method
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(Livak and Schmittgen, 2001), using the two most and the least stable gene selected
by RefFinder. Statistical analysis was performed by t-test (* p < 0.05) between means
of the treatment without NaCl (0 h) and hours after NaCl addition for the most and the

least stable reference genes selected by RefFinder.

4.3 Results

In this work, we evaluate the stability at the transcriptional level of
seven reference genes (ACT12, elF4a, EF1-a, B-TUB6, a-TUBS, UbiCo and GAPDH)
in shoots and roots of U. brizantha submitted to salt stress (Fig. 1). All pairs of
primers showed a single amplification from the right size (Supplementary Fig. S1)
The amplification efficiencies of these primers were previously described by
Takamori et al. (2017) and Silveira et al. (2009) ranging from 96% (Ubico) to 103%
(B-TUB6) indicating that they were suitable for quantitative real-time PCR.
Quantification cycles (Cq) (or cycle threshold - Ct) were determined for each pair of
primers in shoots and roots of U. brizantha (Fig. 2). In our experiments, the lower Cq
(18.8) was detected for UbiCo and B-TUB6 genes in leaves and roots, respectively
while the GAPDH gene presented the greater Cq in leaves (30.6) and roots (32.6)
(Fig. 2).

Gene stability was assayed using different methods and algorithms
(geNorm, BestKeeper, NormFinder, and ACT). The index values for each method are
shown on Table 2. In our work, using geNorm, most reference genes showed M
values lower than 1.5 cutoff proving to be appropriate to normalization, except B-
TUB6 in shoots (1.68) and GADPH in roots (1.61) (Table 2). In the BestKeeper
method, only the elF4a gene was considered stable in roots (0.93) while in shoots, in
addition to elF4a (0.98), the a-TUBS (0.82) and GAPDH (0.8) were also considered
stable genes (Table 2). For both NormFinder and ACt methods, the top two most
stable genes were elF4a and Act12 in roots and elF4a and a-TUBS in shoots (Table
2).

Considering all four methods mentioned above, the top three on gene
stability were elF4a, a-TUBS, UbiCo in shoots, and elF4a, Act12, UbiCo in roots
although the rank positions were variable (Table 2). The exception was the GAPDH

gene that ranked first for BestKeeper and third for NormFinder in shoots (Table 2).
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For all methods, the least stable gene was B-TUB6 (shoots) and GAPDH (roots),
except for BestKeeper that ranked B-TUB6 in roots (Table 2).

Eukaryotic initiation factor 4A (elF4a) gene was ranked first the in both
tissues by the RefFinder web tool. The second most stable gene was a-TUBS and
ACT12 in shoots and roots, respectively while ubiquitin conjugate enzyme (UbiCo)
ranked third in both tissues (Table 2, Fig. 3). The least stable genes were -TUB6 in
shoots and GAPDH in roots (Table 2, Fig. 3).

A pair of primers to amplify a fragment of 80 bp from the NHX gene
(Supplementary Fig.) was designed to validate the experiment. This pair of primers
showed an amplification efficiency of 107.4%. Until now, there is no genome
available for U. brizantha, we have used the sequences from Panicum halli to primer
design. The amplicon was blasted against U. ruziziensis scaffolds (Worthington et al.,
2021) and returned a single sequence (ID: CM027119.1) with 91% of identity,
showing that the sequences of NHX gene are highly conserved among Panicoideae
species. The conservation among the species Urochloa sp. has been shown since a
single primer for Actin12 gene was used to normalize the relative expression of 45S
rDNA gene in root and leaf tissues of U. brizantha and U. ruziziensis (Santos et al.,
2020).

The relative expression of NHX gene in shoots and roots of U. brizantha
under salt stress was normalized against the two most stable genes, the geometric
means of both genes and the least stable genes ranked by RefFinder (Fig. 4). In
shoots, the expression pattern was very similar when normalized with the two most
stable genes (e/F4a and a-TUBS) and with the geometric means of both genes (Fig.
4A). An increase in gene expression of approximately 10-fold was observed at 6 h of
salt stress followed by a decrease in expression (~3-fold) at 12 and 24 h compared to
the calibrator (0 h). When the data were normalized with the least stable gene (8-
TUBG6) the same profile was observed at 6 h. However, at 12 h the expression
decreased 0.5-fold in comparison to the 0 h treatment (Fig. 4A). In roots, the
expression of NHX gene was downregulated by 5-fold after 12 h under salt stress.
The same expression pattern was detected when the transcripts were normalized
with the first (e/F4a), the second (ACT12), and with the geometric means of these
both better-ranked genes selected by the RefFinder method. Using the least stable
gene (GAPDH), after 24 h of salt stress the expression of the NHX gene presented to
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the same level as observed in the 0 h treatment (Fig. 4B) showing a different profile
when compared to normalization with the most stable reference genes.

Therefore, as demonstrated, the normalization of quantitative relative
expression using unstable reference genes leads to the misinterpretation of

transcriptional data in plants of U. brizantha under salt stress.

4.4 Discussion

Plant's response to salt stress involves complex mechanisms in
transcriptional and translational levels, hormonal regulation, changes in morphology
and anatomy (Behera and Hembram, 2020). To understand the mechanisms of
tolerance to salt stress, one of the most prevalent methods is to quantify the gene
expression profile using RT-gPCR due to its high sensitivity, efficiency, specificity,
and accuracy (Jiang et al.,, 2014; Joseph et al., 2018). Comparison between the
quantification cycle (Cq) of the target gene and the most stable reference genes
under a specific condition give us a more reliable estimate of relative gene
expression (Kozera and Rapacz, 2013). Cq values refer to the PCR cycle where the
arbitrary threshold is overtaken by the fluorescent signal of reporter dye, which
means the greater Cq, the lower amount of amplicon on the sample, and vice versa
(Schmittgen and Livak, 2008). The Cq suitable for a reference gene should not be
lower than 15 or greater than 30 (Wan et al., 2010). In our study, all reference genes
showed an appropriate Cq except for the GAPDH gene, mainly in the root samples
(32.6) (Fig. 2).

Different methods were used to calculate the rank of stability. The lower
index values indicate the most stable genes (Yang et al., 2020). In our work, the
results presented some variation in ranking position depending on the method used.
While geNorm considered most reference genes tested appropriate to normalization,
BestKeeper considered stable only elF4a in roots and elF4a, a-TUBS and GAPDH in
shoots. NormFinder and ACt method showed identical ranking in root and some
divergences in the shoot, but the top two most stable genes (elF4a and a-TUBS) and
the least stable one (GAPDH) were the same in both methods. This variation in
ranking positions is frequent due to the differences in the input data and algorithm
used to calculate gene stability in each method (Kozera and Rapacz, 2013). GeNorm

calculates stability values (M value) by the geometric mean of a normalization factor
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of a particular gene compared to all other reference genes tested, values below 1.5
are suitable for normalization (Vandesompele et al., 2002). BestKeeper uses the raw
Ct data to calculate the coefficient of variance, standard deviation (CV + SD), and the
coefficient of correlation (r) to rank gene expression stability. SD values lower than
one are acceptable as stable reference genes (Pfaffl et al., 2004). NormFinder
directly estimates intra- and intergroup expression variation and a confidence interval
to establish a stability value (SV) for a set of reference genes (Andersen et al.,
2004)). On the other hand, in comparative the ACt method, raw Ct values are the
input data to calculate gene stability by pairwise comparisons (Silver et al., 2006).
The stability of each reference gene in both methods is inversely proportional to its
average standard deviation.

BestKeeper, presented the most divergent rank compared to other
methods. This fact has been observed in several species and experimental
conditions, including abiotic stresses (Wang et al., 2013; Guo et al., 2014; Kiarash et
al., 2018; Zhang et al., 2017a; Zhang et al., 2020). As can be seen in this work, the
method and the algorithm of choice greatly influence the selection of reference genes
(Kozera and Rapacz, 2013). Therefore, it is important to evaluate the gene stability
employing different methods, tissues, and experimental conditions before initiating
the quantitative expression measurements.

The RefFinder web-tool gives a different weight to each of the four
method cited above, (ACT, BestKeeper, NormFinder, and geNorm), to calculate the
geometric mean and to establish a comprehensive rank for gene stability (Xie et al.,
2012). In our work, RefFinder ranked elF4a gene as the most stable gene in shoots
and roots followed by a-TUBS and ACT 12 in shoot, roots, respectively as second
place and UbiCo ranked third for stability in both tissues (Fig. 3). The least stable
genes ranked by RefFinder were B-TUB6 and GAPDH in shoots and roots,
respectively (Fig. 3). The elF4a proteins belong to the DEAD-box RNA helicase
family and are involved in the initiation of translation of many eukaryotic mRNAs
(Bush et al., 2016). Similar to our results was found in the halophyte species,
Sesuvium portulacastrum under salt stress, where elF4A and a-TUB genes were
classified as the most stable in shoots and ubiquitin-conjugating enzyme E2 gene in
roots (Nikalje et al., 2018). The elF4a gene was also reported as the most stable in
leaves of annual Ryegrass (Lolium multiflorum) submitted to salt stress (Wang et al.,

2015). On the other hand, in rice leaves (Oryza sativa L.) under salt elF4a was one
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of the least stable genes (Moraes et al., 2015). In our work, the second place on
ranking stability were a-TUB5 and ACT12 in shoot and roots, respectively (Fig. 3).
These genes also were found to be stable to normalization in other species under
salts stress such as in garlic clove (Allium sativum) (Wang et al., 2019). Actin was
one of the most stable reference genes for salt stress treatment in Betula platyphylla,
a hardwood species (Li et al., 2019).

The least stable genes ranked by RefFinder were B-TUB6 and GAPDH
in shoots and roots, respectively (Fig. 3). Under salt stress, identical results were
observed in Sesuvium portulacastrum where these two genes were ranked at the
worst for normalization (Nikalje et al., 2018). GAPDH was also the least stable
candidate reference gene in different abiotic stresses in Betula platyphylla (Li et al.,
2019), in Allium sativum (Wang et al., 2019) and in Avena sativa under salt stress
(Duan et al., 2020). On the other hand, the GAPDH was considered the most stable
reference genes in Triticum durum (Kiarash et al., 2018) and in Saccharum spp.
(Guo et al., 2014) under salt stress. The stability of the GAPDH as a reference gene
has been very variable from the most to the least stable gene depending on the
species, experimental condition and tissue (Kozera and Rapacz, 2013). The EF71-a
gene was among the least stable gene for both tissue (Fig. 3) as well as in annual
Ryegrass (Lolium multiflorum) (Wang et al., 2015). However, for other species under
salt stress it has been classified as one of the most stable gene as in Cucumis
sativus (Migocka and Papierniak, 2011), in the halophyte species Salicornia
europaea (Xiao et al., 2015), in Pennisetum glaucum L. (Shivhare and Lata, 2016)
and in Avena sativa (Duan et al., 2020).

As we can note from above, gene's stability under salt stress is very
variable. Different experimental conditions can affect genes stability such as plant
species, salt concentration, stress duration, tissue, age etc. Moreover, in general,
reference genes belong to multi-gene family with different isoforms, therefore the
stability could be variable (Xiao et al., 2015). Thus, the value of each gene, as a
normalizer must be assess case-by-case. Due to all multiple factors that can interfere
in the gene stability, the validation of reference gene's stability under specific
experimental conditions is necessary to use them as normalizers. In our work, to
validate the most stable reference genes selected by RefFinder, we assessed the
relative expression of a gene encoding a Na*/H" antiporter protein (NHX) in shoots

and roots of U. brizantha plants under salt stress. Antiporter's NHX genes are
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responsible for maintaining sodium/potassium homeostasis during salt stress by
exchanging either Na* or K* for H" and influencing the Na*/K" ratio (Van Zelm et al.,
2020). These genes are localized in the tonoplast and its accumulation influences
sodium sequestration in the vacuole (Van Zelm et al., 2020). This gene also
mediates the K retention in the cytosol and the vacuole of root cells, acting together
with other regulatory mechanisms to provide an ionic balance among intracellular cell
compartments (Liu et al., 2017).

To increase the accuracy of relative gene expression, the employment
of at least two different reference genes should be preferred (Nicot et al., 2005).
However, if a single reference gene proves to be stable in previously similar
experimental conditions it could also be suitable for normalization (Thellin et al.,
1999). The expression pattern of the NHX gene in U. brizantha under salt stress was
very similar when normalized with the first, the second and or with the geometric
means of the two most stable genes in shoots and roots (Fig. 4).

It has been reported that the relative expression of NHX7 genes in
glycophytes and halophytes plants is higher in shoots than in roots (Nawaz et al.,
2014; Zhang et al., 2017b), similarly to the results observed in our experiment.
Halophytes plants present a stronger expression of NHX7 and other genes related to
salt tolerance than glycophytes (Nawaz et al., 2014; Zhang et al., 2017b). In the
halophytic species, Rhizophora apiculate, the expression of NHX gene was
significantly up-regulated in plants under salt stress with an expression peak at 12 h
(Saddhe et al., 2018). Although the Urochloa spp. are classified as glycophytes, the
studies on gene expression related to salt stress could be a useful strategy to select
genotypes more adapted to the salt flats commonly found in low annual rainfall (500—

800 mm) areas of the northeast region of Brazil.

4.5 Conclusion

Among the seven genes assayed for quantitative analyses of gene
expression by RT-qPCR in U. brizantha plants under salt stress conditions, the
comprehensive ranking by RefFinder indicated that elF4a, a-TUBS, and UbiCo were
the most suitable reference genes for shoots samples, while elF4a, ACT12, and
UbiCo were the most stable genes in roots. To ensure the reliability of the results, we

selected the gene encoding the UbNHX protein, regarded as a key player in the
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sequestration of sodium (Na®) into vacuoles to avert ion toxicity in the cytosol of
plants under salinity stress, as the target gene. The UbNHX relative gene expression
against the most stable genes in shoots and roots samples demonstrated consistent
results, which will facilitate future elucidation of gene regulation under salinity
conditions in this species. Supplementary data to this article can be found online at
https://doi. org/10.1016/j.plgene.2021.100319.
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Table 1 Description of the reference genes evaluated for stability in U. brizantha
plants under salt stress.

GeneBank . .
Forward/reverse primers Amplicon
Gene :
Accession , ,
number (5 -3 (bp)
ACT12 GGGTGGAGAGAGATTGCAGGTTA
JG436709.1 852
Actin 12 GGGAACTGAGGCAACCACAGA
elF4a
. CAGGTGTCCCTGGTCATCAACTAT
eukaryotic EZ000622 812
initiation factor GAAACGACCTCTACGACCAATGC
4A
EFt-a CAAGGCTGCTGCCAAGAAGA )
: EZ000623 111
elongation CTGCAAGAACCAGCCTTGAACA
factor 1-alpha
a-TuB5
CGTGTGCATGATCAGCAACA
Tubulin alpha-5 GE617477 852
GCGCTTGGCGTACATCAGAT
B-TUB6

JG436975.1 GTACCAGGACGCAACTGCTGAT 119°
GAAATCTGCCTGCCCTAGAAGCT

Tubulin beta-6

UbiCo

o CATCTGCTCCCTGCTGACTGA
Ubiquitin- GE617481.1 80°
conjugating GCCGGTCCGTCTTGTACATATG
enzyme
GAPDH

TGAATCTAGTCCATCCGCTTG

Glucose-6- GE617483 124°
phosphate TCATCAGGCAGGGAAGCTA
dehydrogenase

@ Takamori et al. (2017).
® Silveira et al. (2009).
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Table 2 Classification of candidate reference genes in shoots and roots of U.
brizantha under salt stress according to stability values.

RefFinder ACT BestKeeper Normfinder Genorm
Average
Genes Geomean of Standard
Ranking ofranking Ranking standard Ranking deviation Ranking Stability Ranking Stability
order values order deviation order [+/- CP] order value order  value (M)
(STDEV)
Shoots
elF4a 1 1.73 1 1.39 3 0.98 1 0.598 2 0.974
a-TUBS 2 2.38 2 1.51 2 0.82 2 0.848 3 1.131
UbiCo 3 2.94 3 1.63 5 1.09 5 1.265 1 0.735
GAPDH 4 3.08 4 1.67 1 0.8 3 1.15 5 1.49
ACT 12 5 3.13 5 1.69 4 1.07 6 1.283 1 0.735
EF1-a 6 5.18 6 1.71 6 1.34 4 1.218 4 1.374
B-TUB6 7 7.0 7 2.15 7 1.44 7 1.906 6 1.68
Root

elF4a 1 1.41 2 1.35 1 0.93 2 0.722 1 0.664
ACT 12 2 1.73 1 1.25 3 1.16 1 0.325 2 0.746
UbiCo 3 2.06 3 1.36 2 1.04 3 0.775 1 0.664
a-TUBS 4 4.23 4 1.56 4 1.34 4 1.013 4 1.121
EF1-a 5 4.95 5 1.66 6 1.68 5 1.308 3 0.944
B-TUB6 6 6.24 6 2.0 7 1.76 6 1.688 5 1.417
GAPDH 7 6.44 7 2.09 5 1.43 7 1.808 6 1.61




88

Fig. 1. Salt stress experiment in the greehouse. (A) U. brizantha seeds germinated in commercial
substrate and daily irrigated with tap water. (B) Plants transferred to the hydroponic system with V2
Hoagland's nutrient solution and constant aeration (C) Plant for sampling. Scale bars: A=2cm,B =3
cm and C = 1 cm, respectively.
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Fig. 2. Cq average of all treatments (0, 6, 12 and 24 h) in shoots or roots of U. brizantha plants under
salt stress. The Boxplot graph shows the median values as lines in the boxes and bars show the
upper and lower limits. Box limits indicate the 25th and 75th percentiles as determined by R software.
Whiskers extend 1.5 times the interquartile range from the 25th and 75th percentiles, outliers are
represented by dots; crosses represent sample means; bars indicate 95% confidence intervals of the
means; width of the boxes is proportional to the square root of the sample size; data points are plotted
as open circles. n = 12 sample points. The graph was generated by the BoxPlotR: a web-tool available
on: http://shiny.chemgrid.org/boxplotr/
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Fig. 3. Comprehensive rank of gene stability calculated by RefFinder web-tool. Shoots (A) and roots

(B).
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Fig. 4. Relative expression of NHX gene in shoots (A) and roots (B) of U. brizantha under salt stress.
Statistical analysis was performed by t-test (* p < 0.05) between means of the treatment without NaCl
(0 h) and hours after NaCl addition for the most and the least stable reference genes selected by
RefFinder. Bars represent the means and standard errors of three biological replicates each one was
technical replicates twice.
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ANEXO - NORMAS DA PUBLICAGAO

GUIDE FOR AUTHORS

Your Paper Your Way

We now differentiate between the requirements for new and revised submissions. You
may choose to submit your manuscript as a single Word or PDF file to be used in the
refereeing process. Only when your paper is at the revision stage, will you be
requested to put your paper in to a 'correct format' for acceptance and provide the
items required for the publication of your article.

To find out more, please visit the Preparation section below.

Plant Gene publishes papers that focus on the regulation, expression, function
and evolution of genes in plants, algae and other photosynthesizing organisms
(e.g., cyanobacteria), and plant- associated microorganisms.

Plant Gene strives to be a diverse plant journal and topics in multiple fields will
be considered for publication. Although not limited to the following, some general
topics include: Gene discovery and characterization Gene regulation in response to
environmental stress (e.g., salinity, drought, etc.) Genetic effects of transposable
elements Genetic control of secondary metabolic pathways and metabolic enzymes.
Herbal Medicine - regulation and medicinal properties of plant products. Plant
hormonal signaling. Plant evolutionary genetics, molecular evolution, population
genetics, and phylogenetics. Profiling of plant gene expression and genetic variation
Plant-microbe interactions (e.g., influence of endophytes on gene expression;
horizontal gene transfer studies; etc.) Agricultural genetics - biotechnology and crop
improvement

Plant Gene encourages submission of novel manuscripts that present a reasonable
level of analysis, functional relevance and/or mechanistic insight. Plant Gene also
welcomes papers that have predominantly a descriptive component but improve the
essential basis of knowledge for subsequent functional studies, or provide important
confirmation of recently published discoveries.
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Types of article

Full length articles

Organization should be Abstract, Introduction, Materials and Methods, Results,
Discussion, Acknowledgments, and References.

Minireviews

The journal encourages the submission of concise, highly focused review articles
summarizing recentprogress in very active areas of research involving the analysis of
genetics.

Short Communications are brief papers that make a specific well-documented
point. In general, a Communication should include no more than four figures and
tables. The text will be continuous, with technical and methodological detail printed in
the legend to the tables and figures.

Manuscripts that do not meet the general criteria or standards for publication in Plant
Gene will beimmediately returned to the authors, without detailed review.

Contact details for submission

Articles for Plant Gene should be submitted via the journal's online submission and
editorial systemat https://www.editorialmanager.com/PLANTGENE/default.aspx.

Customer support is available 24/7:

Please use our help site at: https://service.elsevier.com. Here you will be able to
learn more about the online submission and editorial system via interactive tutorials,
explore a range of problem solutions via our knowledgebase, and find answers to
frequently asked questions. You will also find our 24/7 support contact details should
you need any assistance from one of our customer service representatives.

For questions on the submission and reviewing process, please contact the
Editorial Office atplantgene@elsevier.com.

Pre-Submission Enquiries

Please note that we do not do pre-submission check of the manuscripts before they
are submitted to the Editorial System. Please check if the content of the paper is
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according to the Aims and Scope of the journal and submit the same in our Editorial
System. We will review and will get back to you with the comments.

Submission checklist

You can use this list to carry out a final check of your submission before you send it to
the journal for review. Please check the relevant section in this Guide for Authors for
more details.

Ensure that the following items are present:

One author has been designated as the corresponding author with contact details:
E-mail address

Full postal address

All necessary files have been uploaded:

Manuscript:

Include keywords

All figures (include relevant captions)

All tables (including titles, description, footnotes)

Ensure all figure and table citations in the text match the files provided

Indicate clearly if color should be used for any figures in print Graphical Abstracts /
Highlights files (where applicable) Supplemental files (where applicable)

Further considerations
Manuscript has been 'spell checked' and 'grammar checked'
All references mentioned in the Reference List are cited in the text, and vice versa

Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources
(including thelnternet)

A competing interests statement is provided, even if the authors have no competing
interests todeclare

Journal policies detailed in this guide have been reviewed

Referee suggestions and contact details provided, based on journal requirements

For further information, visit our Support Center.
BEFORE YOU BEGIN
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Ethics in publishing
Please see our information on Ethics in publishing.
Studies in humans and animals

If the work involves the use of human subjects, the author should ensure that the
work described has been carried out in accordance with The Code of Ethics of the
World Medical Association (Declaration of Helsinki) for experiments involving humans.
The manuscript should be in line with the Recommendations for the Conduct,
Reporting, Editing and Publication of Scholarly Work in Medical Journals and aim for
the inclusion of representative human populations (sex, age and ethnicity) as per
those recommendations. The terms sex and gender should be used correctly.

Authors should include a statement in the manuscript that informed consent was
obtained for experimentation with human subjects. The privacy rights of human subjects
must always be observed.

All animal experiments should comply with the ARRIVE guidelines and should be
carried out in accordance with the U.K. Animals (Scientific Procedures) Act, 1986
and associated guidelines, EU Directive 2010/63/EU for animal experiments, or the
National Research Council's Guide for the Care and Use of Laboratory Animals and
the authors should clearly indicate in the manuscript that such guidelines have been
followed. The sex of animals must be indicated, and where appropriate, the influence
(or association) of sex on the results of the study.

Informed consent and patient details

Studies on patients or volunteers require ethics committee approval and informed
consent, which should be documented in the paper. Appropriate consents, permissions
and releases must be obtained where an author wishes to include case details or
other personal information or images of patients and any other individuals in an
Elsevier publication. Written consents must be retained by the author but copies
should not be provided to the journal. Only if specifically requested by the journal in
exceptional circumstances (for example if a legal issue arises) the author must
provide copies of the consents or evidence that such consents have been obtained. For
more information, please review the Elsevier Policy on the Use of Images or Personal
Information of Patients or other Individuals. Unless you have written permission from
the patient (or, where applicable, the next of kin), the personal details of any patient
included in any part of the article and in any supplementary materials (including all
illustrations and videos) must be removed before submission.
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Declaration of interest

All authors must disclose any financial and personal relationships with other people
or organizations that could inappropriately influence (bias) their work. Examples of
potential competing interests include employment, consultancies, stock ownership,
honoraria, paid expert testimony, patent applications/registrations, and grants or
other funding. Authors must disclose any interests in two places: 1. A summary
declaration of interest statement in the title page file (if double anonymized) or the
manuscript file (if single anonymized). If there are no interests to declare then please
state this: 'Declarations of interest: none'. 2. Detailed disclosures as part of a separate
Declaration of Interest form, which forms part of the journal's official records. It is
important for potential interests to be declared in both places and that the information
matches. More information.

Submission declaration and verification

Submission of an article implies that the work described has not been published
previously (except in the form of an abstract, a published lecture or academic thesis,
see 'Multiple, redundant or concurrent publication' for more information), that it is not
under consideration for publication elsewhere, that its publication is approved by all
authors and tacitly or explicitly by the responsible authorities where the work was
carried out, and that, if accepted, it will not be published elsewhere in the same form, in
English or in any other language, including electronically without the written consent of
the copyright- holder. To verify originality, your article may be checked by the
originality detection service CrossrefSimilarity Check.

Preprints

Please note that preprints can be shared anywhere at any time, in line with Elsevier's
sharing policy. Sharing your preprints e.g. on a preprint server will not count as prior
publication (see 'Multiple, redundant or concurrent publication' for more information).

Use of inclusive language

Inclusive language acknowledges diversity, conveys respect to all people, is sensitive
to differences, and promotes equal opportunities. Content should make no
assumptions about the beliefs or commitments of any reader; contain nothing which
might imply that one individual is superior to another on the grounds of age, gender,
race, ethnicity, culture, sexual orientation, disability or health condition; and use
inclusive language throughout. Authors should ensure that writing is free from bias,
stereotypes, slang, reference to dominant culture and/or cultural assumptions. We
advise to seek gender neutrality by using plural nouns ("clinicians, patients/clients")
as default/wherever possible to avoid using "he, she," or "he/she." We recommend
avoiding the use of descriptors that referto personal attributes such as age, gender,
race, ethnicity, culture, sexual orientation, disability or health condition unless they are
relevant and valid. When coding terminology is used, we recommendto avoid offensive
or exclusionary terms such as "master", "slave", "blacklist" and "whitelist". We
suggest using alternatives that are more appropriate and (self-) explanatory such as
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"primary", "secondary", "blocklist" and "allowlist". These guidelines are meant as a
point of reference to help identify appropriate language but are by no means
exhaustive or definitive.

Author contributions

For transparency, we encourage authors to submit an author statement file outlining
their individual contributions to the paper using the relevant CRediT roles:
Conceptualization; Data curation; Formal analysis; Funding acquisition; Investigation;
Methodology; Project administration; Resources; Software; Supervision; Validation;
Visualization; Roles/Writing - original draft; Writing - review & editing. Authorship
statements should be formatted with the names of authors first and CRediT role(s)
following. More details and an example

Changes to authorship

Authors are expected to consider carefully the list and order of authors before
submitting their manuscript and provide the definitive list of authors at the time of the
original submission. Any addition, deletion or rearrangement of author names in the
authorship list should be made only before the manuscript has been accepted and
only if approved by the journal Editor. To request such a change, the Editor must
receive the following from the corresponding author: (a) the reason for the change
in author list and (b) written confirmation (e-mail, letter) from all authors that they
agree with the addition, removal or rearrangement. In the case of addition or removal
of authors, this includes confirmation from the author being added or removed.

Only in exceptional circumstances will the Editor consider the addition, deletion or
rearrangement of authors after the manuscript has been accepted. While the Editor
considers the request, publication of the manuscript will be suspended. If the
manuscript has already been published in an online issue, any requests approved by
the Editor will result in a corrigendum.

Article transfer service

This journal is part of our Article Transfer Service. This means that if the Editor feels
your article is more suitable in one of our other participating journals, then you may be
asked to consider transferring the article to one of those. If you agree, your article will
be transferred automatically on your behalf with no need to reformat. Please note that
your article will be reviewed again by the new journal. More information.

Copyright

Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete a 'Journal Publishing
Agreement' (see more information on this). An e-mail will be sent to the
corresponding author confirming receipt of the manuscript together with a 'Journal
Publishing Agreement' form or a link to the online version of this agreement.

Subscribers may reproduce tables of contents or prepare lists of articles including
abstracts for internal circulation within their institutions. Permission of the Publisher is
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required for resale or distribution outside the institution and for all other derivative
works, including compilations and translations. If excerpts from other copyrighted
works are included, the author(s) must obtain written permission from the copyright
owners and credit the source(s) in the article. Elsevier has preprinted forms for use
by authors in these cases.

For gold open access articles: Upon acceptance of an article, authors will be asked
to complete a 'License Agreement' (more information). Permitted third party reuse of
gold open access articles is determined by the author's choice of user license.

Author rights

As an author you (or your employer or institution) have certain rights to reuse your
work. Moreinformation.

Elsevier supports responsible sharing
Find out how you can share your research published in Elsevier journals.
Role of the funding source

You are requested to identify who provided financial support for the conduct of the
research and/or preparation of the article and to briefly describe the role of the
sponsor(s), if any, in study design; inthe collection, analysis and interpretation of data;
in the writing of the report; and in the decision to submit the article for publication. If
the funding source(s) had no such involvement then this shouldbe stated.

Open access
Please visit our Open Access page for more information.
Elsevier Researcher Academy

Researcher Academy is a free e-learning platform designed to support early and mid-
career researchers throughout their research journey. The "Learn" environment at
Researcher Academy offers several interactive modules, webinars, downloadable
guides and resources to guide you throughthe process of writing for research and going
through peer review. Feel free to use these free resources to improve your submission
and navigate the publication process with ease.

Language (usage and editing services)

Please write your text in good English (American or British usage is accepted, but not
a mixture of these). Authors who feel their English language manuscript may require
editing to eliminate possible grammatical or spelling errors and to conform to correct
scientific English may wish to use the English Language Editing service available from
Elsevier's Author Services.
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Submission

Our online submission system guides you stepwise through the process of entering
your article details and uploading your files. The system converts your article files to
a single PDF file used in the peer-review process. Editable files (e.g., Word, LaTeX)
are required to typeset your article for final publication. All correspondence, including
notification of the Editor's decision and requests for revision, is sent by e-mail.

Submit your article

Please submit your article via
https://www.editorialmanager.com/PLANTGENE/default.aspx.

Suggesting reviewers

Please submit the names and institutional e-mail addresses of several potential
reviewers.

You should not suggest reviewers who are colleagues, or who have co-authored or
collaborated with you during the last three years. Editors do not invite reviewers who
have potential competing interests with the authors. Further, in order to provide a broad
and balanced assessment of the work, and ensure scientific rigor, please suggest
diverse candidate reviewers who are located in different countries/ regions from the
author group. Also consider other diversity attributes e.g. gender, race and ethnicity,
career stage, etc. Finally, you should not include existing members of the journal's
editorial team,of whom the journal are already aware.

Note: the editor decides whether or not to invite your suggested reviewers.
Additional information

PREPARATION

Queries

For questions about the editorial process (including the status of manuscripts under
review) or fortechnical support on submissions, please visit our Support Center.

Peer review

This journal operates a single anonymized review process. All contributions will be
initially assessed by the editor for suitability for the journal. Papers deemed suitable are
then typically sent to a minimum of two independent expert reviewers to assess the
scientific quality of the paper. The Editor is responsible for the final decision regarding
acceptance or rejection of articles. The Editor's decision is final. Editors are not
involved in decisions about papers which they have written themselves or have been
written by family members or colleagues or which relate to products or services in
which the editor has an interest. Any such submission is subject to all of the journal's
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usual procedures, with peer review handled independently of the relevant editor and
their research groups. More information on types of peer review.

Article structure
Subdivision - numbered sections

Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should
be numbered

1.1 (then 1.1.1,1.1.2, ...), 1.2, etc. (the abstract is not included in section numbering).
Use this numbering also for internal cross-referencing: do not just refer to 'the text'.
Any subsection may be given a brief heading. Each heading should appear on its own
separate line.

Introduction

State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a
detailed literaturesurvey or a summary of the results.

Material and methods

Provide sufficient details to allow the work to be reproduced by an independent
researcher. Methods that are already published should be summarized, and indicated
by a reference. If quoting directly from a previously published method, use quotation
marks and also cite the source. Any modifications to existing methods should also be
described.

Theory/calculation

A Theory section should extend, not repeat, the background to the article already
dealt with in the Introduction and lay the foundation for further work. In contrast, a
Calculation section represents apractical development from a theoretical basis.

Results
Results should be clear and concise.
Discussion

This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A
combined Results and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive
citations and discussion of published literature.

Conclusions

The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section,
which may stand alone or form a subsection of a Discussion or Results and
Discussion section.

Appendices

If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc. Formulae
and equations in appendices should be given separate numbering: Eq. (A.1), Eq. (A.2),
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etc.; in a subsequent appendix, Eq. (B.1) and so on. Similarly for tables and figures:
Table A.1; Fig. A1, etc.

Essential title page information

Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems.
Avoid abbreviations and formulae where possible.

Author names and affiliations. Please clearly indicate the given name(s) and
family name(s) of each author and check that all names are accurately spelled. You
can add your name between parentheses in your own script behind the English
transliteration. Present the authors' affiliation addresses (where the actual work was
done) below the names. Indicate all affiliations with a lower- case superscript letter
immediately after the author's name and in front of the appropriate address. Provide
the full postal address of each affiliation, including the country name and, if available,
the e-mail address of each author.

Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages
of refereeing and publication, also post-publication. This responsibility includes
answering any future queries about Methodology and Materials. Ensure that the e-
mail address is given and that contact details are kept up to date by the
corresponding author.

Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the
article was done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent
address') may be indicated as a footnote to that author's name. The address at which
the author actually did the work must be retained as the main, affiliation address.
Superscript Arabic numerals are used for such footnotes.

Highlights

Highlights are optional yet highly encouraged for this journal, as they increase the
discoverability of your article via search engines. They consist of a short collection of
bullet points that capture the novel results of your research as well as new methods
that were used during the study (if any). Please have a look at the examples here:
example Highlights.

Highlights should be submitted in a separate editable file in the online submission
system. Please use 'Highlights' in the file name and include 3 to 5 bullet points
(maximum 85 characters, including spaces, per bullet point).

Abstract

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the
purpose of the research, the principal results and major conclusions. An abstract is
often presented separately from the article, so it must be able to stand alone. For this
reason, References should be avoided, but if essential, then cite the author(s) and
year(s). Also, non-standard or uncommon abbreviations should be avoided, but if
essential they must be defined at their first mention in the abstract itself.
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Keywords

Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using American
spelling and avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for
example, 'and', 'of'). Be sparing with abbreviations: only abbreviations firmly
established in the field may be eligible. These keywords will be used for indexing
purposes.

Abbreviations

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on
the first page of the article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract
must be defined at their first mention there, as well as in the footnote. Ensure
consistency of abbreviations throughout the article.
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Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the
references and do not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the
title or otherwise. List here those individuals who provided help during the research
(e.g., providing language help, writing assistanceor proof reading the article, etc.).

Formatting of funding sources

List funding sources in this standard way to facilitate compliance to funder's
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