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CLONAGEM E EXPRESSAO HETEROLOGA DA PROTEINA PROMOTORA DE
FLORESCIMENTO

Autor: NATALIA CRISTINA SOARES
Orientador: Prof. Dr. MARCO AURELIO TAKITA
Co orientadora: Profa. Dra. RAQUEL LUCIANA BOSCARIOL CAMARGO

RESUMO

Citros sdo plantas lenhosas perenes e passam por diferentes fases de desenvolvimento
durante seu ciclo de vida: germinacdo, fase juvenil, fase adulta vegetativa e fase
reprodutiva. A fase juvenil é caracterizada pela auséncia de flores e frutos, a qual pode
variar de 6 a 20 anos, dependendo da variedade. O processo de florescimento é regulado
por uma complexa e sincronizada rede regulatéria que é compartilhada por diferentes
espécies. O gene CiFT3 de citros e 0 gene SFT de tomate sdo homdlogos ao FLOWERING
LOCUS T (FT) de Arabidopsis thaliana, o qual codifica um sinal mével universal, conhecido
como florigeno, que é conservado entre diferentes espécies e géneros. Com a tecnologia do
DNA recombinante, € possivel a producdo de proteinas recombinantes por meio da
clonagem do gene de interesse em um vetor de expressdo sob o controle de um promotor.
ApOs a expressdo, 0 proximo processo € a purificacdo para obtencdo de uma molécula
biologicamente ativa. O objetivo deste projeto foi a expresséo e purificacdo das proteinas
promotoras de florescimento de citros e tomate em um sistema heter6logo, de modo a
possibilitar a aplicagéo e avaliagdo dos seus potenciais de inducéo de florescimento. Para
isso, células competentes de E. coli BL21(DE3) foram transformadas utilizando o vetor
pET28a contendo o gene CiFT3 e SFT. Para a indugdo da expresséo, foram utilizadas
diferentes concentrac6es do indutor IPTG em diferentes tempos. A purificacao das proteinas
foi realizada pelo método de cromatografia de afinidade ao niquel. A melhor condigéo para a
inducdo de expressao das proteinas foi 1 mM de IPTG a 37°C, com agitacdo de 200 rpm,
durante 16 horas (To). A expressao das proteinas recombinantes foi avaliada por SDS-
PAGE, as quais apresentaram-se na fracdo sollivel. A proteina recombinante CiFT3
apresentou rendimento variando de 14 a 153 ng/uL, enquanto a proteina SFT teve
rendimento variando de 18 a 115 ng/uL. Testes de inducdo do florescimento foram
realizados in vitro, através da absorcao pelas raizes com e sem aplicacdo de vacuo, e ex
vitro, através da absorcdo pelas folhas e meristema apical, em plantas juvenis de citros,
tabaco e tomate, com concentragbes de aplicagdes variando de 1 ng/uL até 33.600 ng/uL da
proteina. Os testes de inducdo nao obtiveram sucesso em promover o florescimento
precoce. Uma possivel explicacdo para isso, seria a ndo translocacdo efetiva da proteina
das folhas, onde foram injetadas, para o meristema apical, ou ainda, quantidades
significativas das proteinas promotoras do florescimento nas plantas para induzir o
florescimento ndo foram atingidas. Para compreender melhor os resultados obtidos, andlises
complementares sdo necessarias a fim de investigar as possiveis causas do n&o
florescimento nas plantas avaliadas.

Palavras-chave: juvenilidade, florigeno, expressao de proteinas, citros, SFT, CiFT3,
proteina recombinante.



CLONING AND HETEROLOGOUS EXPRESSION OF THE FLOWERING
PROMOTER PROTEIN

Author: NATALIA CRISTINA SOARES
Adviser: Prof. Dr. MARCO AURELIO TAKITA
Co-adviser: Prof. Dr. RAQUEL LUCIANA BOSCARIOL CAMARGO

ABSTRACT

Citrus are perennial woody plants and have different stages of development during their life
cycle: germination, juvenile stage, growing stage, and reproductive stage. The juvenile
stage is characterized by the absence of flowers and fruits that can vary from 6 to 20 years.
The flowering process is composed of a complex and synchronized regulatory network that is
shared by different species. The citrus CiFT3 gene and tomato SFT gene, homologous to
FLOWERING LOCUS T (FT) from Arabidopsis thaliana, encode an universal mobile signal,
known as florigen, that is shared among different species. With the recombinant DNA
technology, it's possible to produce proteins through the expression of cloned genes under
the control of promoters. These proteins can be purified in order to obtain a pure biologically
active molecule. The objective of this project is the expression and purification of the
flowering-promoting proteins of citrus and tomato in a heterologous system, in order to
enable the application and evaluation of their effects. The CiFT3 and SFT genes were cloned
in the vector pET28a, introduced in competent E. coli BL21(DE3) cells and expressed by
inducing with different concentrations of IPTG using different times. So far, the recombinant
proteins from citrus and tomato have been purified using immobilized metal affinity
chromatography. The best condition for the expression was obtained by using 1mM of IPTG
at 37°C under stirring of 200 rpm for 16 hours (To). The expression of the recombinant
protein was evaluated by SDS-PAGE, which was present in the soluble fraction. The purified
CiFT3 protein had yields ranging from 14 to 153 ng/uL, while the purified SFT protein had
yields ranging from 18 to 115 ng/uL. Flowering induction tests were performed in vitro,
through root absorption with and without vacuum application, and ex vitro, through leaf and
apical meristem absorption, in juvenile citrus, tobacco, and tomato plants. The protein
concentrations used in the tests varied from 1 ng/uL to 33,600 ng/uL. Induction tests were
not successful in promoting early flowering. A possible explanation for this would be the non-
effective translocation of the protein from the leaves, where they were injected, to the apical
meristem or significant amounts of flowering-promoting proteins may not have been reached
to induce flowering in the plants. To better understand the results obtained, complementary
analyses are necessary to investigate the possible causes of non-flowering in the evaluated
plants.

Keywords: juvenility, florigen, protein expression, citrus, SFT, CiFT3, recombinant protein.



1 INTRODUCAO

O Brasil é o maior produtor e exportador de laranja doce do mundo (CEPEA,
2020; SPREEN et al., 2020; USDA 2022), sendo responsavel por trés quartos das
exportacdes globais de suco de laranja (USDA, 2023). A cadeia citricola esta
presente em mais de trés mil municipios brasileiros, gerando mais de duzentos mil
empregos de forma direta ou indireta, promovendo assim 0 crescimento
socioecondémico do pais (NEVES et al., 2014; SANTIAGO, 2017).

Citros sdo plantas lenhosas perenes e passam por diferentes fases de
desenvolvimento durante seu ciclo de vida (BAURLE; DEAN, 2006; HA, 2014;
SANTIAGO, 2017). A fase juvenil é caracterizada pela auséncia de flores e frutos, a
qual pode variar de 6 a 20 anos, dependendo da variedade (ENDO et al., 2018).
Durante a fase juvenil, as plantas sdo insensiveis aos sinais ambientais de inducdo
floral, sendo a mudanca para a fase reprodutiva marcada por uma transicdo para
floragéo (HA, 2014).

A inducdo da floracdo é regulada por uma complexa e sincronizada rede de
genes (SOARES et al., 2020) compartilhada por diferentes espécies (ODIPIO et al.,
2020) e responsivas a estimulos enddgeno e exdgenos (ambientais) (ANDRES;
COUPLAND, 2012; BLUMEL; DALLY; JUNG, 2015). Em Arabidopsis thaliana,
espécie modelo, a floracdo é promovida por condicfes de dia curto (fotoperiodo),
baixa temperatura, vernalizacdo, via autbnoma e via regulada pelas giberelinas
(HANANO; GOTO, 2011; SOARES et al., 2020), enquanto em citros, a floracdo é
promovida por baixas temperaturas (15-20°C) e estresse por déficit hidrico (CASSIN
et al., 1969; NISHIKAWA et al., 2007; CHICA; ALBRIGO, 2013; NISHIKAWA, 2013).
Em relacéo aos fatores enddgenos, diversos genes estdo envolvidos no processo de
inducao floral, sendo eles: FLOWERING LOCUS T (FT), CONSTANS (CO), LEAFY
(LFY), TERMINAL FLOWER 1 (TFL1), APETALA 1 (APl), SUPRESSOR OF
OVEREXPRESSION OF CONSTANTS 1 (SOC1), FLOWERING LOCUS D (FD) e
FLOWERING LOCUS C (FLC) (ROUSE et al. 2002; ENDO et al., 2005; TAN;
SWAIN, 2006; CORBESIER et al.,, 2007; NISHIKAWA et al., 2007; CAUSIER;
SCHWARZ-SOMMER; DAVIES, 2010; NISHIKAWA, 2013).

A base do conhecimento atual sobre os mecanismos moleculares envolvidos
no processo de florescimento vem de estudos realizados com Arabidopsis thaliana,
uma planta anual de estrutura simples e vida curta (TAN; SWAIN, 2007; SOARES et



al., 2020). Homologos da maioria desses genes foram descobertos em outras
espécies de plantas, o que implica que foram conservados durante a evolugéo (TAN;
SWAIN, 2007).

O gene FT e seus ortdlogos sdo amplamente distribuidos em todas as
angiospermas e possuem funcfes conservadas relacionadas a inducéo da floragcéao
(PIN; NILSOON, 2012; WICKLAND; HANZAWA, 2015). Estudos anteriores
confirmam que a proteina codificada pelo gene FT é a componente chave dos genes
integrados da via de inducdo floral, sendo o responsavel por promover o
florescimento (ENDO et al., 2005; CORBESIER et al., 2007; KOBAYASHI; WEIGEL,
2007; TURCK; FORNARA; COUPLAND, 2008). Em Arabidopsis thaliana, o fator de
transcricdo CONSTANS (CO), através da deteccao do fotoperiodo, € o responséavel
por ativar transcricdo do gene FT nas folhas (PUTTERILL et al., 1995; WU et al.,
2022). No meristema, a proteina FT e o fator de transcricdo bZIP FD formam um
complexo proteico que interagem com o SOC1l, AP1 e LFY para induzir o
florescimento (WIGGE et al., 2005; JAEGER; WIGGE, 2007; COLLANI et al., 2019).
Os genes APl e LFY estdo envolvidos no estabelecimento da identidade do
meristema floral, a perda da funcdo de um dos genes resulta na conversdo de flor
em broto ao longo da inflorescéncia (WEIGEL et al., 1992; PILLITTERI; LOVATT,;
WALLING, 2004a). A proteina codificada pelo gene SOC1 é multifuncional,
regulando o tempo de floracdo, padréo floral e determinagcdo do meristema floral
(LIU et al., 2007; MELZE et al. 2008; LIU et al., 2009). Os genes FLC e TFL1 sao
repressores florais, o FLC reprime diretamente a expressdo do FT ligando-se ao
fator de transcricdo FD, impedindo assim o florescimento até que as plantas
adquiram competéncia para florescer (SEARLE et al., 2006; LEE; LEE, 2010) e o
TFL1 reprime os genes de identidade do meristema floral (AP1 e LFY), mantendo o
crescimento indeterminado do meristema apical caulinar (SAM: shoot apical
meristem) (HANZAWA; MONEY; BRADLEY, 2005).

Em citros, ortélogos putativos desses genes foram isolados e caracterizados
(PILLITTERI; LOVATT; WALLING, 2004a, 2004b; ENDO et al., 2005, 2006;
NISHIKAWA et al., 2007; TAN; SWAIN, 2007). Embora os genes envolvidos na
regulacdo da floragdo em citros sejam funcionalmente semelhantes aos seus
homologos de Arabidopsis thaliana (PILLITTERI; LOVATT; WALLING, 2004b;
NISHIKAWA et al., 2007; TAN; SWAIN, 2007; SOARES et al., 2020), os mecanismos

especificos que regulam a expressao desses genes evoluiram para responder a



estimulos diferentes daqueles que induzem floracdo em Arabidopsis (CHICA;
ALBRIGO, 2013).

A proteina codificada pelo gene FT, conhecida como florigeno, inicialmente
identificada em Arabidopsis thaliana, percebe a duracdo do dia nas folhas
(fotoperiodo) e induz a transcricdo e traducdo do FT (NAKAMURA et al., 2019). O
florigeno é sintetizada nas células companheiros do floema (MATHIEU et al., 2007,
SOARES et al., 2020) e é transportada do seu local de producéo, as folhas, para o
seu local de acao, o meristema apical, através do floema (CORBESIER et al., 2007;
MATHIEU et al.,, 2007; TAMAKI et al., 2007; NOTAGUCHI et al., 2008). No
meristema apical, o florigeno interage com o fator de transcricdo FD e induz a
expressdo de outros genes integradores da via floral (SOC1, LFY e AP1),
desencadeando a formagao de meristemas florais (LIU et al., 2013).

A repressao do gene FT causa um florescimento tardio em plantas, enquanto
a superexpressao do gene FT resulta em um florescimento precoce independente de
fatores ambientais (KOBAYASHI et al., 1999). Em plantas transgénicas de
Arabidopsis que expressavam constitutivamente o gene FT, mesmo com a auséncia
de folhas ocorreu o florescimento precoce (ZEEVAART, 2006).

Genes ortologos ao FT ja foram identificados em outras espécies, como arroz,
cucurbitaceas, tomate e em citros, no qual foi chamado de CiFT (ALBRIGO; CHICA,
2013; LIU et al., 2013). Estudos mostraram que a expressao constitutiva do gene
CiFT resultou no florescimento precoce em P. trifoliata (Poncirus trifoliata L. Raf.)
(ENDO et al., 2005) e gue independe de fatores ambientais (NISHIKAWA et al.,
2007), indicando que homologos de FT séo cruciais para regular a floracdo em
plantas citricas (ENDO et al., 2018).

Estudos prévios realizados pelo nosso grupo de pesquisa no Laboratério de
Biotecnologia no Centro de Citricultura ‘Sylvio Moreira® em Cordeirépolis (SP),
envolvendo o gene SFT (SINGLE FLOWER TRUSS) de tomate, homologo do FT de
Arabidopsis, obteve plantas transgénicas expressando constitutivamente o gene
SFT com os quatro gendtipos utilizados (porta-enxerto limdo Cravo, citrumelo
Swingle, citrange Carrizo e laranja doce Hamlin), demonstrando que sua fungao
interespecifica é conservada. A expressao do transgene ocasionou florescimento
precoce, com presenca de flores ainda na fase in vitro, ocasionando a reducéao da
juvenilidade em todas as plantas transformadas, passando de 6 a 20 anos para 45 a

100 dias. Analises de expressdo génica realizadas por RT-gPCR mostraram



aumento no nivel da expresséo do transgene nestas plantas, as quais variaram de
10 vezes até 4.000 vezes mais do que o controle ndo transformado (SOARES;
SANTOS; BOSCARIOL-CAMARGO, 2018; SOARES et al. 2018; SOARES;
MACHADO; BOSCARIOL-CAMARGO, 2020)

Em experimentos de enxertias realizados com plantas da familia das
crassulaceas, Zeevaart (2006) demonstrou que o florigeno € translocado de um
porta-enxerto em floragdo (doador) para uma copa de néo floragcdo (receptor),
induzindo o florescimento desta. Com isso, experimentos de indugdo de
florescimento em laranja através da superexpressao do gene SFT em porta-enxerto
transgénicos foram realizados por nosso grupo de trabalho. Plantas transgénicas
foram selecionadas e multiplicadas por estaquia e enxertadas com borbulhas de
laranja doce juvenil. Apoés 18 meses ocorreu o florescimento da copa néo-
transgénica de alguns eventos, evidenciando que o florigeno é translocado do porta-
enxerto para copa (SOARES; MACHADO; BOSCARIOL-CAMARGO, 2020). Soares
et al. (2020), em experimentos com plantas expressando constitutivamente o gene
CiFT3, observaram florescimento em plantas transgénicas de citrange Carrizo 16
meses apos a transformacdo e a inducdo de florescimento em copas nao-
transformadas 30-40 dias apOs enxertia em porta-enxertos transgénicos.

Para acelerar ainda mais o processo de florescimento e ampliar sua aplicacédo
sem a necessidade de transformacdo genética uma outra estratégia para inducao de
florescimento em laranja seria a clonagem e expressao heter6loga do gene
codificador de proteina promotora do florescimento em Escherichia coli, a fim de
realizar aplicacfes e estimular o florescimento precoce em plantas juvenis.

Atualmente varios sistemas procariéticos e eucarioticos foram desenvolvidos
para produzir proteinas nativas de um organismo em escala laboratorial e industrial
(NAG; KHAN; TRIPATHI; 2022). O sistema de expressdo em E. coli € o sistema de
expressao bacteriano mais amplamente utilizado, sendo a primeira escolha para
pesquisas em laboratérios (KOEHN; HUNT, 2009) por apresentar crescimento em
meios de cultivos baratos sob condi¢cdes laboratoriais bem definidos, crescimento
rapido (tempo de duplicacdo curto) (KAUR; KUMAR; KAUR, 2018), bioguimica
celular e genética bem estabelecidos (NAG; KHAN; TRIPATHI; 2022), alta eficiéncia
em incorporar DNA exdgeno e alta taxas de expressdo de proteinas (KAUR;
KUMAR; KAUR, 2018). Em estudos anteriores, Ahn et al. (2006) e Nakamura et al.

(2019) demonstraram que € possivel a expressdo do gene FT em E. coli e a



purificacdo da proteina a fim de isolar o florigeno para posteriores avaliacées do seu
potencial de inducéo do florescimento.

Considerando o0 exposto acima, o projeto visou a expressao e purificagdo das
proteinas promotoras de florescimento de citros (CiFT) e de tomate (SFT) em um
sistema heter6logo, com o0 objetivo de avaliar o seu potencial de inducdo de

florescimento em plantas de citros, tabaco e tomate.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
O objetivo deste projeto foi estabelecer protocolo de expressdo e purificacao
das proteinas promotoras de florescimento de citros e tomate em um sistema
heter6logo, de modo a possibilitar a aplicacdo e avaliacdo dos seus potenciais na

inducéo de florescimento.

2.3 Objetivos especificos
o Estabelecimento das melhores condicbes para expressdo das proteinas
recombinantes promotoras do florescimento.
o Validagcdo do método de expresséo e purificacdo das proteinas CiFT e SFT.
o Avaliar o potencial de inducdo de florescimento destas proteinas em

diferentes dosagens e métodos de aplicacao.



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 O género Citrus

O género Citrus e géneros associados (Fortunella, Poncirus, Eremocitrus e
Microcitrus) pertencem a familia Rutaceae, subfamilia das angiospermas
Aurantioideae, que é amplamente distribuida no sul e sudeste da Asia, Arquipélago
de Bismarck, nordeste da Australia, Nova Caled6nia, Melanésia e ilhas da Polinésia
Ocidental, Américas e Europa (REUTHER; WEBBER; BATCHELOR, 1967) e
abrange algumas das frutas mais amplamente cultivadas em todo mundo (WU et al.,
2018). Dentre esses géneros 0s que apresentam maior interesse econdmico sao
Fortunella (Kumquat), Poncirus (monoespecifico, mais utilizado como porta-enxertos
devido a resisténcia a fatores bioticos) e principalmente Citrus (engloba a maioria
das espécies, como laranjas doces (C. sinensis), tangerina comum (C. reticulata),
limées (C. limon), entre outros), além de hibridos naturais (REUTHER; WEBBER;
BATCHELOR, 1967; AGUSTI et al., 2014). Apesar das grandes diferencas
morfolégicas e fisiologicas entre Fortunella, Poncirus, Citrus, Eremocitrus e
Microcitrus sdo sexualmente compativeis (KRUEGER; NAVARRO, 2007; GARCIA-
LOR et al., 2013; WU et al., 2018).

O centro de origem das plantas citricas foi Sopé localizado no sudeste do
Himalaia, no continente Asiatico (WU et al., 2018), no entanto, o comércio entre as
nacdes e as guerras dispersam o cultivo dos citros para diversos paises (NEVES et
al., 2010) como o Brasil, india, China, Estados Unidos, México e Espanha, sendo
consideradas as principais fruteiras do mundo (SPIEGEL-ROY; GOLDSCHMIDT,
2008). No Brasil, acredita-se que os citros foram introduzidos durante as primeiras
expedicbes de colonizacdo portuguesa, provavelmente na Bahia (LOPES et al.,
2011) e posteriormente propagadas no estado de Sdo Paulo (LIMA, 2014). A laranja
encontrou no pais melhores condi¢des de cultivo e producdo comparado a regiao de
origem e expandiu-se por todo territorio nacional, descantando-se em diversos
estados (NEVES et al., 2010).

3.2 Aspectos econdmicos
As frutas citricas sdo uma das frutas mais populares do mundo (MA et al.,
2020), sendo amplamente consumidas na forma de suco ou em frutas frescas (WU

et al, 2014). O setor citricola brasileiro é de importancia mundial, ocupando a



posicdo de maior produtor de laranja do mundo (CEPEA, 2020), detendo quase trés
quartos das exportacdes globais de suco de laranja (USDA, 2022). A producéo de
citros concentra-se principalmente no estado de S&o Paulo, representando cerca de
80% da producdo nacional de frutas citricas do pais (CEPEA, 2020), produzindo
12.501.859 toneladas de 16.214.982 toneladas produzidos em territorio brasileiro
(IBGE, 2021).

A producdo do Brasil para 2022/2023 é estimada para 16,5 milhdes de
toneladas (producdo global estimada em 47,5 milhdes de toneladas), 408.000
toneladas a menos do que a safra anterior devido ao clima desfavoravel durante a
segunda florada, resultando em uma reducao da frutificacdo (para fins comparativos:
produgéo do Brasil nas safras de 2021/2022 foi de 16,6 milhdes de toneladas e a
producgéo global foi de 48,8 milhdes de toneladas) (USDA, 2022 e 2023).

A Unido Europeia (72,48%) e os Estados Unidos (21,46%) sdo os principais
destinos das exportacdes brasileira de suco de laranja (CITRUSBR, 2020). O suco
de laranja é a bebida a base de frutas mais tomada no mundo e a cada cinco copos
consumidos no mundo, trés sédo produzidos em fabricas brasileira (NEVES et al.,
2010). A citricultura € um importante segmento da agroindustria brasileira e tem
contribuido de forma significativa para o desenvolvimento do pais desde 1962

guando iniciaram as primeiras exportacdes do setor (NEVES et al., 2010).

3.3 Fases do desenvolvimento de plantas perenes: fase juvenil

Citros sdo plantas lenhosas perenes e passam por diferentes fases de
desenvolvimento durante seu ciclo de vida: germinacdo, fase juvenil, fase adulta
vegetativa e fase adulta reprodutiva (BAURLE; DEAN, 2006; HA, 2014; SANTIAGO,
2017), sendo a juvenil e adulta as mais distintas (VISSER; VERHAEGH; VRIES,
1976). A transicdo entre essas fases é dependente de processos genéticos de
desenvolvimento que sdo desencadeados e modulados por estimulos ambientais e
endogenos (HUIJSER; SCHMID, 2011).

A germinacao é a transicdo do modo de crescimento embrionario para o pos-
embrionério. Apés a germinacdo a plantula entra na fase juvenil, a qual ndo é
competente para florescer e se reproduzir. Durante esse periodo, as plantas
geralmente aumentam rapidamente sua capacidade fotossintética, tamanho e
massa. A fase juvenil é seguida pela transicdo para a fase adulta vegetativa na qual

a planta pode responder aos sinais indutivos florais como o estresse hidrico,



fotoperiodo, temperatura, hormonios vegetais, entre outros. Por fim, com a transicéo
para floracdo, quando o meristema vegetativo do caule € convertido em meristema
floral, a planta entra na fase adulta reprodutiva (PENA et al., 2001; BAURLE; DEAN,
2006; HUIJSER; SCHMID, 2011; LIU et al., 2013; ODIPIO et al., 2020).

A fase juvenil é caracterizada pela auséncia de flores e frutos (ENDO et al.,
2018). Durante essa fase as plantas sao incapazes de produzir flores por serem
insensiveis aos sinais de inducéo florais ambientais (enddégenos) (PILLITTERI et al.,
2004a; HAMMAMI et al., 2021). O periodo de juvenilidade varia entre as espécies.
Em outras culturas, a exemplo das anuais, essa fase pode durar apenas algumas
semanas ou meses, como por exemplo Arabidopsis thaliana que completa seu ciclo
de vida em dois meses; portanto passa por uma fase juvenil muito curta (HA, 2014).
Em contraste, espécies perenes, como o0s citros, florescem e frutificam apds uma
extensa fase juvenil que pode vir a variar de 6 a 20 anos, dependendo do ambiente
e do gendtipo (ZIMMERMAN, 1971; PILLITTERI; LOVATT; WALLING, 2004b; ENDO
et al.,, 2018; MANUELA; XU, 2020). A mudanca para a fase adulta reprodutiva é
marcada pela transicdo para a floracdo (BAURLE; DEAN, 2006; MCDONALD;
KWONG., 2005).

Do ponto de vista fisiologico, a fase juvenil proporciona alta taxa de
crescimento vegetativo e crescimento foliar abundante e vigoroso (GROSSER,;
GMITTER, 1990). Durante este periodo as plantas geralmente aumentam
rapidamente sua capacidade fotossintética, tamanho e massa (HUIJSER; SCHMID,
2011). No entanto, o longo periodo juvenil € um fator limitante para técnicas de
melhoramento vegetal convencional ou biotecnolégico (PENA et al., 2001;
NISHIKAWA, 2013), estudos genéticos (ENDO et al., 2006), praticas de reproducéo
tradicionais ou transgénicas (PILLITTERI; LOVATT; WALLING, 2004b), retardando
processos de selecdo, aumentando custos e limitando o nimero de novas selecdes
(ITO et al., 1999; LAURENS et al., 2000)

Para solucionar esses problemas, muitos pesquisadores tém investigado a
regulacédo da floracdo (NISHIKAWA, 2013) e obtiveram avancos significativos na
compreensao da regulacdo da transicdo do desenvolvimento da fase adulta
vegetativa para fase adulta reprodutiva (BAURLE; DEAN, 2006). Com isso, métodos
fisiologicos e moleculares tém sido explorados afim de reduzir a fase juvenil e
acelerar o processo de florescimento (MATSOUKAS; MASSIAH; THOMAS, 2012).
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3.4 Processo de florescimento

A transicdo do crescimento vegetativo para o reprodutivo requer
reprogramacgdo geneética e epigenética, e a realocacdo de recursos metabolicos e
bioquimicos em toda planta (KAZAN; LYONS, 2015). O processo de florescimento é
regulado por uma complexa e sincronizada rede (KAWAMOTO et al.,, 2015;
SOARES et al., 2020) responsiva a estimulos enddgenos e exdgenos (ambientais)
(ANDRES; COUPLAND, 2012; BLUMEL; DALLY; JUNG, 2015) compartilhada por
diferentes espécies, tais como: Arabidopsis thaliana, citros, mandioca, batata,
cebola, entre outras (ODIPIO et al., 2020).

A floracdo é uma parte essencial do processo reprodutivo das angiospermas
(POETHIG, 2003) e por essa razdo muitas pesquisas foram conduzidas sobre os
mecanismos moleculares que controlam o processo de florescimento, e numerosos
genes que contribuem com as diferentes vias reguladores ambientais e enddégenos
foram identificados (HONG; JACKSON, 2015).

Em sentido amplo, as plantas dependem da combinacao de dois fatores para
fornecer as informagfes sobre quando iniciar a floragdo (AMASINO, 2010). Uma é
ambiental, por exemplo: mudancas na temperatura, fotoperiodo, niveis de
fitormdnios e carboidratos para regular o tempo de florescimento até a época do ano
apropriada para floracdo (JACKSON, 2008; AMASINO, 2010; KIM et al.,, 2012;
SRIKANTH; SCHMID, 2011; MATSOUKAS; MASSIAH; THOMAS, 2012). A outra via
€ enddgena, em que genes estdo envolvidos neste processo de inducao floral,
sendo eles: FLOWERING LOCUS T (FT), CONSTANS (CO), LEAFY (LFY),
TERMINAL FLOWER 1 (TFL1), APETALA 1 (APl), SUPRESSOR OF
OVEREXPRESSION OF CONSTANTS 1 (SOC1), FLOWERING LOCUS D (FD) e
FLOWERING LOCUS C (FLC) (ROUSE et al. 2002; ENDO et al., 2005; TAN;
SWAIN, 2006; CORBESIER et al.,, 2007; NISHIKAWA et al., 2007; CAUSIER;
SCHWARZ-SOMMER; DAVIES, 2010; NISHIKAWA, 2013).

Em Arabidopsis thaliana é bem definido que as principais vias que controlam
a floracdo em respostas aos sinais ambientais sdo a vias do fotoperiodo,
temperatura ambiente e vernalizagédo, que respondem a duracao do dia, temperatura
ambiente e exposicdo prolonga ao frio, respectivamente (JACKSON, 2008;
FORNARA; MONTAIGU; COUPLAND, 2010). Em citros, baixas temperaturas (15 a
20°C) e a seca (estresse por déficit hidrico) sdo os dois principais fatores ambientais
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indutores da floracdo (CASSIN et al., 1969; NISHIKAWA et al.,, 2007; CHICA;
ALBRIGO, 2013; NISHIKAWA, 2013; LI et al., 2017; TANG; LOVATT, 2019).

Os genes FT, LFY e SOC1 séo conhecidos coletivamente como integradores
de vias florais (TAN; SWAIN, 2007). No meristema apical, esses integradores ativam
0 gene de identidade do meristema AP1, causando transicdo dos apices vegetativos
para meristema de inflorescéncia (TAN; SWAIN, 2006; LIU et al., 2013).

O gene FT codifica um sinal movel universal, conhecido como florigeno, que é
conservado entre diferentes espécies e géneros de plantas (ZEEVAART, 2006). FT
codifica uma pequena proteina de 20 kDa (KAWAMOTO et al.,, 2015), similar a
proteina de ligacéo a fosfatidiletanolamina de mamifero (PEBP) (ENDO et al., 2018),
que é expressa nas folhas sob condi¢Bes indutivas de floracdo, a proteina se move
através do floema para o meristema apical onde se liga ao fator de transcricdo bZIP
FD para ativar a transcricdo do gene de identidade do meristema floral AP1 (HECHT
et al., 2011). Por isso, 0 gene FT € o componente chave dos genes integradores da
via floral, sendo o responsavel por promover o florescimento (ENDO et al., 2005;
CORBESIER et al., 2007; KAZAN; LYONS, 2015). O FD é um fator de transcri¢cao
que, quando ligado ao FT, forma um complexo de proteina nas folhas que interage
com SOC1, APl e LFY para induzir o florescimento (ODIPIO et al., 2020). Nas
folhas, estimulos ambientais promovem a estabilizacdo do fator de transcricdo CO
que regula positivamente a transcricdo da proteina FT (WILKIE; SEDGLEY;
OLESEN, 2008; SOARES et al., 2020) (Figura 1).
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Figura 1 — Esquema da via de floracdo em arvores tropicais e subtropicais. Estimulos ambientais

promovem a estabilizacdo do fator de transcricdo CO, nas folhas, que regula positivamente a
transcricdo da proteina FT. A proteina FT é sintetizada nas células companheiras do floema e
transportada até o meristema apical caulinar (SAM: shoot apical meristem) através do floema. No
SAM, a proteina FT induz a transcricdo dos genes integradores da via floral (LFY, SOC1, AP1) e
TFL1 reprime os genes ativados por FT. O FT também pode agir numa via independente de SOC1
induzindo a expressado de AP1 e LFY convertendo o SAM vegetativo em SAM e inflorescéncia que
posteriormente comeca a produzir flores. A regulacéo positiva é representada por setas e a regulacao

negativa ou inibi¢ao é representada por “um T invertido” (Fonte: adaptado de Soares et al., 2020).

Os genes LFY, APl e SOC1 séo reguladores florais, LFY e APl séo
responsaveis pela transcricdo da fase juvenil para a fase adulta reprodutiva,
enquanto o gene SOC1 é responsavel pela determinacdo do tempo de floracéo,
padrao floral e determinagéo do meristema floral (BOSS et al., 2004; PILLITTERI et
al., 2004a; LIU et al., 2007; TAN; SWAIN, 2007; MELZE et al. 2008; LIU et al., 2009).
Os genes TFL1 e FLC sédo repressores florais. O FLC reprime diretamente a
expressao de FT, FD e SOC1 ligando-se aos seus promotores e impedindo o
florescimento até que as plantas adquiram competéncia para florescer (SEARLE et
al., 2006). O TFL1 reprime a transcricdo para a floragcao reprimindo a expressao dos
genes de identidade do meristema floral (AP1 e LFY), mantendo o crescimento
indeterminado do meristema apical caulinar (HANZAWA; MONEY; BRADLEY, 2005).

A repressao do gene FT causa um florescimento tardio em plantas, enquanto
a superexpressao do gene resulta em um florescimento precoce que independe de

fatores ambientais (KOBAYASHI et al., 1999). Em plantas transgénicas de
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Arabidopsis thaliana que expressam constitutivamente o gene FT, mesmo com a
auséncia de folhas ocorreu o florescimento precoce (ZEEVAART, 2006).

Genes ortélogos ao FT ja foram identificados em outras espécies, como:
arroz, cucurbitaceas, tomate (SINGLE FLOWER TRUSS (SFT)) e em citros, onde foi
chamado de CiFT (CHICA; ALBRIGO, 2013; LIU et al.,, 2013). Em citros, pelo
menos trés locus codificam proteinas homélogas a FT, o CiFT1, CiFT2 e CIiFT3
(ENDO et al., 2005), no entanto, CiFT1 e CiFT2 s&o codificados pelo mesmo gene
(SAMACH, 2013). Estudos mostraram que a expressao constitutiva do gene CiFT
resultou no florescimento precoce em P. trifoliata (ENDO et al., 2005) e citrange
Carrizo, hibrido de Citrus sinensis (L.) e Poncirus trifoliata (L.) Raf. (SOARES et al.,
2020), que independem de fatores ambientais (NISHIKAWA et al., 2007), indicando
que homodlogos do FT sado cruciais para regular a floracdo em arvores citricas
(ENDO et al., 2018).

Em experimentos de transformacdo genética mediada por Agrobacterium
tumefaciens, Soares, Santos e Boscariol-Camargo (2018) e Soares et al. (2018),
com o gene SFT, e Soares et al. (2020) com o gene CIiFT3, obtiveram plantas
transgénicas as quais apresentaram reducdo da juvenilidade com florescimento
ainda na fase in vitro. Com o gene SFT, a juvenilidade das plantas transformadas de
6 a 20 anos foi reduzida para 45 a 100 dias (SOARES; SANTOS; BOSCARIOL-
CAMARGO, 2018; SOARES et al., 2018).

3.5 Producéao de proteina recombinante em Escherichia coli

A tecnologia do DNA recombinante é uma técnica que envolve a identificacao,
isolamento e inser¢cdo do gene de interesse em um vetor, como um plasmideo ou
bacteriéfago, para formar uma molécula de DNA recombinante e produzir grandes
guantidades desse fragmento de gene ou produto codificado por esse gene
(BEGNA, 2020). Essa técnica permitiu a produgéo in vitro de proteinas (MACAULEY-
PATRICK et al. 2005; BEGNA, 2020) e com isso, a expressao heteréloga de
proteinas emergiu como uma ferramenta valiosa (NAG; KHAN; TRIPATHI, 2022).

De modo geral, a producdo de uma proteina recombinante envolve a
clonagem do gene de interesse, conhecido como inserto, em um vetor de expressao
sobre o controle de um promotor. ApOs a expressao, realize-se a purificagdo para
obtencdo da molécula de interesse (MAKRIDES, 1996). Varios sistemas,

procarioticos (bactérias) e eucaribticos (leveduras, insetos, plantas e animais), foram
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desenvolvidos para produzir proteinas em escalas laboratoriais e industriais (NAG;
KHAN; TRIPATHI, 2022), no entanto Escherichia coli tem sido o meio mais popular
para producéo de proteinas recombinantes por mais de duas décadas, ndo apenas
de origem procariética, mas também eucarittica (KAUR; KUMAR, KAUR, 2018).

As bactérias sdo comumente utilizadas para a producdo de proteinas
recombinantes com menos de 30 kDa (DEMAIN, VAISHNAV, 2009). O sistema de
expressdo em E. coli domina os sistemas de expresséo bacteriano, sendo a primeira
escolha para investigacbes laboratoriais e desenvolvimento inicial de produtos
comerciais (CHEN, 2012). Isto deve-se a sua capacidade de atingir rapidamente
altas densidades celulares em substratos menos onerosos e em condicbes de
crescimento relativamente simples, possuir genética bem caracterizada e
sequéncias gendmicas publicamente disponiveis, melhor nivel de seguranca em
comparacao com outros organismos e a disponibilidade de um grande numero de
vetores de clonagem e cepas hospedeiras mutantes (MAKRIDES, 1996; BLATTNER
et al., 1997, SORENSEN; MORTENSEN, 2005; JEONG et al., 2009; MARISCH et
al., 2013; HAYAT et al., 2018). Além disso, as células de E. coli sdo altamente
eficientes para incorporar DNA ex0geno e expressar proteinas recombinantes em
taxas altas (CRONAN, 2014).

Embora o sistema de expressdo de proteinas recombinantes em E. coli seja
bem estabelecido com diversos beneficios, existem alguns limites no seu processo
de producdo (CHEN, 2012) como a incapacidade de realizar modificacbes pOs-
traducionais (PTMs) (glicosilacdo, formacédo de ligacGes dissulfeto, fosforilacdo e
processamento proteolitico) que estdo envolvidos nos processos de dobramento,
estabilidade e atividade bioldgica; formacéo de corpos de inclusédo e problemas com
endotoxinas (MAKRIDES. 1996; FERRER-MIRALLES, et al., 2009, LIU, et al., 2019).
Todavia, foi demonstrado que o DNA eucariético poderia ser propagado em E. coli
(MORROW et al., 1974) e produtos funcionais poderiam ser sintetizados a partir de
genes heterologos clonados em plasmideos bacterianos (RATZKIN; CARBON,
1977; VAPNEK et al., 1977), uma vez que proteinas menores que 100 kDa sdo bem
toleradas em E. coli e expressas em niveis significativos (SAUVONNET; POQUET;
PUGSLEY, 1995; PALACIOS et al., 2001).

Ahn et al. (2016) e Nakamura et al. (2019) sintetizaram a proteina
recombinante de FT em E. coli para estudos de sua estrutura cristalina. Portanto, a

proteina codificada pelo gene FT € passivel de clonagem, expressdo em bactérias e
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purificacdo a fim de isolar o florigeno para posteriores avaliacdes do seu potencial

na inducao do florescimento.
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4 MATERIAIS E METODOS

O projeto foi desenvolvido no Centro de Citricultura ‘Sylvio Moreira’, do
Instituto Agronémico de Campinas (IAC), em Cordeirépolis — SP, no Laboratorio de

Biotecnologia.

4.1 Caracterizacéo fisico-quimicain silico das proteinas

A caracterizacao fisico-quimica foi obtida a partir da plataforma Expasy —
ProtParam (nttps:/web.expasy.org/protparam/), € através dessa analise foi possivel obter
informacBes sobre a estrutura e propriedades das proteinas. A identificacdo das
proteinas

Os parametros calculadores pelo ProtParam incluem: namero de
aminoacidos, peso molecular, indices de estabilidade e alifatico e hidropaticidade
(GRAVY). O indice de instabilidade fornece uma estimativa da estabilidade da
proteina, indices menores que 40 é predita como estavel e indices maiores que 40
prediz que a proteina pode ser instavel (RIBEIRO; BRANCO; CHOUPINA, 2021).

4.2 Predicao da localizacdo sub-celular das proteinas

A busca por peptideo-sinal foi realizada utilizando a ferramenta SignalP 5.0
(https://services. healthtech.dtu.dk/services/SignalP-5.0/). Peptideos-sinais sdo pequenas sequéncias
de aminoacidos que sdo clivadas durante a translocacdo da proteina através da
membrana, permitindo assim prever sua localizacdo na célula (EMANUELSSON et
al., 2007).

A localizagcdo celular foi confirmada utilizando as ferramentas UniProt
(https:/mww.uniprot.org/) € LOCTree3 (https:irostiab.org/servicesiloctree3/) (YU et al., 2006; CHOU,;
SHEN, 2010; GOLDBERG; HAMP; ROST, 2012; RIBEIRO; BRANCO; CHOUPINA,
2021).

4.3 Clonagem inicial
4.3.1 Vetor de expressao e linhagens de Escherichia coli

Neste projeto foram utilizadas as linhagens de E. coli DH5a (supE44
A(lacZYA-argF) U196 (®80AlacZM15) hsdR17 recAl endAl gyrA96 thi-1 relAl) e


https://web.expasy.org/protparam/
https://services.healthtech.dtu.dk/services/SignalP-5.0/
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BL21(DE3) (FF ompT hsdSB(rBmB’) gal dem (Alts857 indl Sam7 nin5 lavUV5-
T7genel).

Para a expressao heterdloga, foi utilizado o vetor pET28a (Novagen), que
apresenta na extremidade N-terminal do MCS/POLYLINKER sitios His-
Tag/trombina/T7 Tag, além de um His-Tag opcional na extremidade C-terminal do
sitio de clonagem (Figura 2).
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12955 B

B | GTGCCTAGAGRACGTGATCCTCTTGT TGT TGCT CGTGTGGTAGGGEGATGTATTGGACCCTTTCACARGRACT
ATTGGCCTAAGAGTTATATATAGAGATAGAGAACTTAATAATGCGATGCGAGCTTAGGCCTTCCCAAGTTATT
ARCCAGCCAAGGGTTGAAGT TGGAGGAGATGACCTACGTACCTT TTTCACTTTGGTTATGETGGACCCTGAT
GCTCCAACTCCGACTCGATCCAAATCTGAGACAATACCTTCACTCCTTGGTCACCCGATATTCCAGCTACCACA
GGTTCAAGTTTTGCGCAAGAAATAGCTGAGCTATGAAAGTCCAACGACCATCAATGCCGAATACATCCGATTTGTA
TTTGTATTATTCAGACAATTAGCTCGGCAAACACTGTATGCTCCAGGATCGCGCGTCAGAATTTCAACACAAGCA
GATTTTGCAGAACTTTATAATCTTGGTTTACCTGTTGCTGCTGTCTATTTTAATTGTCARAGAGAGAGTGGT
AGTGETGGACGTAGRAGATCTEGCTGATTGA (534 pb)

C | CCATGGGCATGAGTAGTCGCGATCGCGATCCGCTGATTCTGGGTCGCGTTGTTGGCGACGTTCTGGATAACT
TCACCCGTACCATTCCGATGCGTATCACCTACCTGARACARAGACGTCAACAACGEGTCGCGAACTGAARCCGA
GCGAAGTTCTGAATCAACCGCGCGTTGAAATT GECGECGACGAT CTGCGTACCTTTTACACCCTSGTCATGE
TTGATCCGGACGCACCGAGTCCGTCTGATCCGAGTCTGCGCGAATATCTGCATTGGCTGGTTACCGATATTC
CGGCAACCACCGGCGCAAGTTTCGGCCASGACATCGTCARACTACGARAGTCCGCGTCCGACGATGGGCATTC
ATCGCTTCGTTTTCGTTCTGTTTCGCTCAGCTGCETCETCAARACCGTTTACGCACCGGETTGGCGTCAAAATT
TTAGCACCCGCGACTTTGCGGAACTGTATAATCTGGGTCCGCCGGTTGCAGCGGTTTATTTTAACTGCCAGT
GCGRAAGCGGECTCTGECGETCETACCATGACCCGTTAACTCGAS (542 pb)

D MPRERDPLVVGRVVGDVLDPFTRT IGLRVIYRDREVNNGCELRPSOVINQPRVEVGGDDLRTFFTLVMVDDA
PSPSDPNLREYLHWLVIDIPATTGSSFGOQEIVSYESPRPSMGIHRFVFVLFROLGROTVYAPGWRQNFNTRD
FAELYNLGLPVAARVYFNCORESGSGGRR (173 aa)

E MSSRDRDPLILGRVVGDVLDNFTRTIPMRITYLNKDVNNGRELKPSEVILNQPRVEIGGDDLRTFYTLVMVDP
DAPSPSDPSLREYLHWLVTDIPATTGASFGODIVNYESPRPTMGIHRFVFVLFROLGROTVYAPCWRONFST
RDFAELYNLGPPVARVYFNCQRESGSGGRTMTR (177 aa)

Figura 2 — Construcao dos vetores de expressao. (A) mapa do plasmideo pET28a(+) de expressao
bacteriana de 5369 pb com resisténcia a canamicina . (B) Sequéncia génica do inserto referente a
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SFT. (C) Sequéncia génica do inserto referente a CiFT. (D) Sequéncia predita da proteina
recombinante SFT. (E) Sequéncia predita da proteina recombinante CiFT. Fonte:
https://www.snapgene.com/resources/plasmid-
files/?set=pet_and_duet_vectors_(novagen)&plasmid=pET-28a(+).

4.3.2 Construcéo génica

A amplificagdo génica do inserto de CiFT foi realizada a partir de cDNA de
laranja doce Valéncia (Citrus sinensis L Osb.) obtido de 1 ug do RNA extraido e
sintetizado utilizado o kit Improm [I™ Reverse Transcriptase (Promega), seguindo as
orientagcfes do fabricante. O inserto de SFT foi obtido a partir do plasmideo GV3101
de Agrobacterium tumefaciens contendo a sequéncia clonada. O vetor utilizado no
presente projeto foi cedido pelo pesquisador Lazaro E. Pereira Peres, da Escola
Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ/USP), Piracicaba-SP. Os primers
utilizados estdo listados na Tabela 1. Os parédmetros da amplificacdo foram: 4
minutos a 95°C, seguidos por 35 ciclos de: 30 segundos a 95°C; 40 segundos a

56°C; 35 segundos a 72°C; e uma extensao final de 72°C por 5 minutos.

Tabela 1 — Primers utilizados para a amplificacdo dos genes de interesse contendo o sitio de
restricdo Ndel e EcoRl, respectivamente. Os sitios de restricdo estdo marcados em negrito.

Nome do Primer Sequéncias 5’ - 3’
CiFT F TTACATATGTCTAGCAGGGAGAGAGA
CiFTR TGAGAATTCATCGTCTGACAGGC
SFTF CCTCATATGCCTAGAGAGCGTGA
SFTR TTTGAATTCAATCAGCAGACCTTCTACG

Os amplicons contendo os genes CiFT e SFT foram purificados utilizando o kit
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega), seguindo as orientacdes do
fabricante. O vetor pET28a foi utilizado para clonagem e expressao heteréloga dos
genes codificadores das proteinas que tém atividade como precursor do florigeno. O
vetor em questdao permite a fusdo do gene de interesse ao peptideo 6-histidinas
localizadas na porcdo N-terminal, produzindo uma proteina de fusdo passivel de
purificacdo por cromatografia de afinidade.

Para a ligagdo dos amplicons no vetor utilizou-se 10 ng do vetor pET28a(+)
digerido com as enzimas de restricdo Ndel e EcoRI, 100 ng de inserto dos genes
CiFT e SFT digeridos com as mesmas enzimas, 1u T4 DNA ligase, tampé&o de

ligacdo 10x e Nuclease-Free Water para completar a reagao para 20 uL. A reacao foi


https://www.snapgene.com/resources/plasmid-files/?set=pet_and_duet_vectors_(novagen)&plasmid=pET-28a(+)
https://www.snapgene.com/resources/plasmid-files/?set=pet_and_duet_vectors_(novagen)&plasmid=pET-28a(+)
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incubada a 4°C overnight. Apos incubacdo em temperatura ambiente por 1 hora, a

reacao de ligacao foi utilizada para transformacao de E. coli DH5a.

4.3.3 Transformacao das células competentes para expressao

As células competentes de E. coli DH5a e BL21(DE3) foram obtidas através
do método Inoue (IM; SAMBROOK; RUSSELL, 2011), e foram transformadas por
choque térmico. Um total de 5 pL da ligagao do vetor de expressao pET28a com os
genes FT foi utilizado para a transformacao misturando-se a 100 pyL de células da
linhagem bacteriana. As misturas foram incubadas no gelo por 30 minutos, e
submetidas a choque térmico a 42°C, por 90 segundos. Apds esse periodo, as
células retornaram ao gelo por 2 minutos, e logo apos foram adicionados 800uL de
meio de cultura SOB (20 g de triptona, 5 g de extrato de levedura, 0,5 g de cloreto
de sodio, 250 mM de cloreto de potassio e 2 mM de cloreto de magnésio em 1 L de
agua desligada, pH 7,0) suplementado com 20 mM glicose. Os tubos foram
incubados a 37°C por 1 hora e 30 minutos sob agitagdo a 250 rpm. Em seguida, 200
ML de células foram plaqueados em meio LB solido suplementado com 100 pg/mL
canamicina. As placas foram incubadas em estufa a 37°C para crescimento das

coldnias bacterianas.

4.3.4 Confirmagéao da transformacgao

PCR de colonia foram realizadas para a amplificacédo dos genes CiFT e SFT,
cujos amplicons apresentam 534pb e 548pb, respectivamente, para confirmacao da
transformacao. Produtos de amplificacdo foram visualizados em gel de agarose 1%,

corado com brometo de etidio.

4.3.5 Extracao do plasmideo

Os transformantes foram inoculados em 5 mL de LB liquido suplementado
com 100 pg/mL canamicina e cultivados durante a noite. Foram feitas
minipreparagdes utilizando o kit de Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification
System (Promega), segundo protocolo do fabricante, para extracdo dos plasmideos.
Os plasmideos extraidos foram confirmados por PCR e sequenciados para

verificacdo da sequéncia.
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4.3.6 Sequenciamento

O sequenciamento foi realizado apés a clonagem dos amplicons no vetor
pET28a(+) a fim de confirmar a insercdo dos genes percursores do florigeno. O
primer utilizado foi T7 (5 TAATACGACTCACTATAGGG 3’) e o sequenciamento dos
plasmideos foi realizado utilizando-se 2,5 pmol do primer T7, 0,4 uL de BigDye 3.1
(Applied Biosystems), 2 uL de tampao Save Money (2,5 L MgCl2 2 M, 200 L Tris-
HCIpH 9,01 Mem 1 mL) e 3 uL de DNA (450 ng) em um volume final de 10 pL. As
condi¢Oes de reagao foram: 2 minutos a 96°C, seguidos por 25 ciclos de 96°C por 45
segundos, 56°C por 30 segundos, 60°C por 4 minutos. As reaclOes foram
precipitadas em 80 pL de isopropanol 65% e lavadas duas vezes com 200 uL de
etanol 60%. Os DNAs foram secados e ressuspendidos em 10 yL de HiDi formamida
(Applied Biosystems). As corridas foram feitas em um sequenciador automatico
ABI3730 (Applied Biosystems).

4.4 Inducdo da expressao de proteina

Um pré-inéculo de 10 mL de LB liquido contendo 100 pg/m canamicina foi
preparado inoculando-se uma colbnia bacteriana e incubando-se a 37°C sob
agitacao de 225 rpm, por 16 horas. Em seguida, o pré-indculo foi adicionado em 100
mL de meio LB, contendo antibiético, com ODsoonm ajustada em 0,1 e incubado a
37°C, sob agitacdo de 225 rpm até atingir uma ODsoonm entre 0,5 e 0,6. Neste ponto,
uma aliquota de 20 mL de cultura foi retirada para ser utilizada como controle, sendo
esse 0 To. Na cultura restante foi acrescentado IPTG (0,2; 1 e 2 mM) seguido de
incubacédo a 37°C sob agitacdo de 225 rpm. Aliquotas foram retiradas apos 2 (T2), 4
(T4) e 16 (Tov) horas de inducdo, em volumes de 20 mL cada aliquota. Ao final do
experimento, o meio de cultura foi centrifugado a 4°C, 6000 x g durante 20 minutos

para coleta das células e descarte do sobrenadante.

4.5 Extracao da proteina
O precipitado com as bactérias foi ressuspendido em 2 mL de tampao de
fosfato de so6dio 50 mM pH 7,8 (fosfato dissddico 12%, fosfato monossaédico 0,072%,
pH 7,5), 1mM de PMSF Protease Inhibitor (phenylmethylsulfonyl fluoride) e 100
mg/mL de lisozima, mantido no gelo por 20 minutos e sonicado por 5 vezes na
poténcia de 40 Hz por 60 segundos, com intervalos de 5 minutos, quando era

incubado no gelo. O lisado foi centrifugado a 1.100 x g por 40 minutos a 4°C e o
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sobrenadante foi transferido para um novo tubo (fracdo soluvel). O precipitado foi
ressuspendido em 500 uL de tampéo de fosfato de sédio 50 mM pH 7,8, aquecido
por 5 minutos a 95°C e centrifugado a 1.100 x g por 10 minutos a 4°C. O
sobrenadante, por sua vez, foi transferido para um novo tubo (fracdo insoluvel). As
proteinas foram separadas em SDS-PAGE 12% para verificar o rendimento e a
solubilidade da proteina. O gel foi corado em solu¢cdo Coomassie Brilliant Blue R-250
(metanol 50%, Coomassie Brilliant Blue R-250 0,025% e &cido acético 10%) por 1
hora e descorado com uma solucéo de metanol (metanol 30% e &cido acético 10%)

por 30 minutos.

4.6 Purificacdo da proteina pelo método de cromatografia de afinidade a
niquel
As proteinas foram purificadas por cromatografia de afinidade a niquel em
coluna de resina Ni-NTA Agarose (Qiagen). Para isso, foram adicionados 2 mL da
resina Ni-NTA Agarose que, ap0s empacotamento, resulta em 1mL de resina, sendo
lavada com 10 volumes de agua Milli-Q autoclavada e equilibrada com 10 volumes
de tampdo de fosfato de sédio 50 mM (pH 7,8), no qual as amostras foram
ressuspendidas. As amostras foram injetadas na coluna de purificacdo, que em
seguida foi lavada com 10 volumes do tampéao de fosfato de soédio 50 mM (pH 7,8).
As lavagens subsequentes foram realizadas utilizando o tampé&o de fosfato de sddio
50mM pH 7,8 com diferentes concentracdes de Imidazol (20 mM, 50 mM, 75 mM,
100 mM, 200 mM e 500 mM) em volumes decrescentes dos respectivos tampdes (10
volumes, 10 volumes, 7 volumes, 5 volumes, 3 volumes e 3 volumes). Aliquotas do

eluato de cada etapa foram coletadas e visualizadas em SDS-PAGE 12%.

4.7 Quantificacao da proteina

Para a quantificacdo foi utilizado o método de Bradford (1976), com a
utilizagdo de Coomassie Brilliant Blue G-250 e a solugéo Protein Assay (Bio-Rad).
As amostras de BSA foram diluidas nas concentragdes O pg/mL; 5 pg/mL; 10 pg/mL;
15 pg/mL; 20 pg/mL; 25 pg/mL; 30 pg/mL; 50 pg/mL. As amostras de proteinas
foram diluidas 50x (2 pL da amostra em 98uL de agua Milli-Q autoclavada),
adicionando-se 200 pL de solucdo Protein Assay (Bio-Rad) em cada amostra e
incubando-se em temperatura ambiente por 5 minutos. ApOs esse periodo foi

medida a absorbancia das amostras em espectrofotdbmetro a 595nm. As amostras
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foram avaliadas em triplicatas, e a partir do resultado obtido, foi realizado o calculo
da concentracao de proteina da amostra fazendo uso da equacao da curva padréo a

partir de concentracdo conhecidas de BSA.

4.8 Ensaio de Dot-Blotting

Para realizar o ensaio de Dot-Blotting, aplicou-se 5 pL das proteinas
purificadas nas concentragbes de 90 ng/uL em uma membrana de nitrocelulose
(Hybond-C, Nitrocellulose, 0,45 Micron). O controle negativo foi realizado utilizando o
tampéo de fosfato de s6dio 50 mM (pH 7,8). A membrana foi bloqueada utilizando
tampéo PBST (PBS (0,273% de NaH2POa4 e 0,426% de NaCl) com 0,1% de Tween-
20) e 1% BSA durante a noite. Apds o periodo de bloqueio, a membrana foi sondada
com o0 anticorpo primario Anticorpo His-Tag (His-probe Antibody (H-15): sc-803 —
Santa Cruz Biotechnology), na concentracdo de 1:5000, por 1 hora. Realizaram-se
trés lavagens de 20 minutos com o tampé&o PBST, e a membrana foi incubada com o
anticorpo secundario HRP-conjugated Anti-Mouse IgG Concentrate (Sigma) (1:5000)
por 20 minutos. Em seguida, foram realizadas mais trés lavagens com o tamp&o
PBST, durante 20 minutos cada lavagem, antes de se proceder ao desenvolvimento
do sinal de quimioluminescéncia, utilizando o reagente "Amersham™ ECL Select™
Western blotting detection” da GE HealthCare. A imagem do blot foi capturada no

aparelho ChemiDoc XRS+ System da Bio-Rad.

4.9 Testes de inducao do florescimento

Os experimentos de inducdo de florescimento em plantas juvenis foram
realizados em duas etapas, sendo uma com plantas in vitro e outra com plantas ex
vitro de citros juvenis.

Sementes das citranges Carrizo (hibrido de Citrus sinensis (L.) e Poncirus
trifoliata. (L.) Raf.) e Troyer (Poncirus trifoliata (L.) Raf.), laranjas doces Hamlin e
Péra (Citrus sinensis (L.) Osbeck), pertencentes ao Banco Ativo de Germoplasma
(BAG-CITROS), do Centro de Citricultura ‘Sylvio Moreira’, do Instituto Agrondmico de
Campinas (IAC), em Cordeirépolis — SP, foram germinados in vitro e ex vitro para

realizacéo dos experimentos.
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4.9.1 Testes in vitro

Nos testes in vitro, a inducéo do florescimento em plantas juvenis de citros foi
realizada por meio da absor¢do de proteinas pelas raizes de plantulas de laranja
doce Hamlin previamente germinadas em tubos de ensaio contendo meio de cultura
sélido MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962). As plantulas, com tamanho de até 10 cm,
foram colocadas em tubos falcon de 50 mL contendo a proteina diluida nas
concentragces apropriadas para cada tratamento. Em seguida, foi aplicado vacuo
por um periodo de 15 minutos. ApéOs esse periodo, as plantulas foram transferidas
para meio MS sélido. Foram realizados 4 experimentos independentes,
considerando 2 tratamentos por proteina, com 9 repeticdes (plantulas) por
tratamento. Foi testada a absor¢cdo de proteinas em plantulas com raizes e sem
raizes. Nos experimentos com a proteina CiFT3, as concentracdes aplicadas foram
de 49 ng/uL nas plantulas com raizes e 73 ng/uL nas plantulas sem raizes. Ja nos
experimentos com a proteina SFT, as concentragdes aplicadas foram de 30 ng/uL
nas plantulas com raizes e 54 ng/uL nas plantulas sem raizes. A metodologia de
infiltracdo a vacuo foi adaptada do trabalho de Xiao et al. (2003). Embora
originalmente utilizada para a transformacdo genética de raizes citricas, eles
utilizaram o gene FT para validar o método. O método demonstrou-se simples,
rapido e altamente eficiente na transformacéo. Além disso, essa técnica oferece uma
abordagem eficaz para investigar funcdes génicas, realizar engenharia genética em
citros e validar interag6es de proteinas.

Além da metodologia mencionada acima, também foi testada a absorcao
pelas raizes sem a aplicacdo de vacuo. Para esse teste, plantulas com até 2 cm de
tamanho foram colocadas em tubos Eppendorf de 2 mL contendo a proteina diluida
em diferentes concentragdes: 1 ng/uL, 5 ng/uL, 10 ng/uL, 40 ng/pL, 50 ng/uL, 94
ng/uL e 210 ng/uL. As plantulas foram mantidas por um periodo de 7 dias com as
raizes submersas na solugdo da proteina. Apos esse periodo, as plantulas foram

transferidas para meio MS solido para avaliar a inducédo do florescimento.

4.9.2 Testes ex vitro

Nos testes ex vitro, a inducéo do florescimento em plantas juvenis de citros foi
realizada por meio da infiltracdo de proteinas nas folhas e no meristema apical. As
aplicacoes foram realizadas utilizando agulhas com dimensdes de 13x0,45 mm para

criar pequenas perfuragdes no tecido vegetal, com o objetivo de minimizar danos, e
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uma seringa de 1 mL para realizar a infiltracdo. Para a infiltracdo nos meristemas
apicais, foram utilizadas micropipetas. Foram conduzidos 18 experimentos
independentes, com 3 repeticbes em cada um, sendo 9 experimentos com a
proteina CiFT3 e 9 com a proteina SFT.

Nos experimentos com a proteina CiFT3, as concentracdes aplicadas foram:
15 ng/uL, 115 ng/uL, 210 ng/uL, 2.200 ng/uL, 3.500 ng/uL, 4.400 ng/uL, 7.000 ng/uL,
10.000 ng/uL e 20.000 ng/uL. J& nos experimentos com a proteina SFT, as
concentragdes aplicadas foram: 15 ng/uL, 112 ng/uL, 210 ng/uL, 3 pg/uL, 3,5 pg/uL,
7 ug/uL, 11,5 pg/uL, 17,25 pg/ul e 33,6 pg/uL.

As aplicacdes foram realizadas em folhas jovens e maduras, e o processo de
inducdo do florescimento foi monitorado semanalmente, por trés més apds a
infiltrac&o.

Além das aplicacbes em citros, também foram realizadas aplicacbes em
tabaco e tomate, utilizando as concentragdes de 25 ng/uL, 70 ng/uL, 140 ng/uL, 280
ng/uL e 5 pg/uL.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

As informacdes referentes as proteinas CiFT3 e SFT estdo apresentadas na
Tabela 2. Essa tabela apresenta dados relevantes, incluindo o ID atribuido a cada
proteina, o codigo do gene no NCBI, o nome da proteina, o cédigo de identificacao

na base de dados UNIPROT e o organismo de origem das sequéncias.

Tabela 2 — Identificacdo das sequéncias e proteinas CiFT3 e SFT.

Cédigo gene . Cédigo
ID NCBI PROTEINA proteina ORGANISMO
UNIPROT
Flowering locus T Citrus unshiu (Satsuma
CiFT3 AB301935.1 . 9 ; A9ZND3 mandarin) (Citrus nobilis var.
[Citrus unshiu] !
unshiu)
SFT NM_001321152.1 Protein single Q84XL0 Solanum lycopersicum

flower truss

A base do conhecimento atual sobre os mecanismos moleculares envolvidos
no processo de florescimento vem de estudos realizados com o gene FT
(FLOWERING LOCUS T) de Arabidopsis thaliana (TAN; SWAIN, 2007; SOARES et
al., 2020). No entanto, genes ortdlogos ao FT sdo amplamente distribuidos em todas
as angiospermas e possuem funcdes conservadas relacionadas a inducdo da
floracdo (PIN; NILSOON, 2012; WICKLAND; HANZAWA, 2015). Em citros, o gene
ortélogo ao FT é o CiFT, enquanto no tomate é o gene SFT (SINGLE FLOWER
TRUSS). Ambos os genes codificam uma pequena proteina de 20 kDa conhecida
como florigeno (ZEEVAART, 2006; KAWAMOTO et al., 2015). A Tabela 3 apresenta
o alinhamento entre as sequéncias codificadoras dos genes mencionados
anteriormente, enquanto a Tabela 4 mostra o alinhamento entre as proteinas
codificadas por esses mesmos trés genes, revelando a similaridade existente entre

elas.
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Tabela 3 — Alinhamento das sequéncias codificadoras dos genes FT de Arabidopsis thaliana, CiFT3
de citros e SFT de tomate realizado na plataforma Clustal Omega
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/).

CLUSTAL O (1.2.4) multiple sequence alignment

FT ATGTCTATAAATATAAGAGACCCTCTTATAGTAAGCAGAGTTGTTGGAGACGTTCTTGAT 60

SET -—-—-ATGCCTAGAGAACGTGATCCTCTTGTTGTTGGTCGTGTGGTAGGGGATGTATTGGAC 57

CiFT3 ATGTCTAGCAGGGACAGAGATCCTCTTATTCTTGGCCGCGTTGTTGGTGATGTTCTTGAC 60
* * Kk kkkkkk KX * * * kK kk Kk Kk k% R

FT CCGTTTAATAGATCAATCACTCTAAAGGTTACTTATGGCCAAAGAGAGGTGACTAATGGC 120

SET CCTTTCACAAGAACTATTGGCCTAAGAGTTATATATAGAGATAGAGAAGTTAATAATGGA 117

CiFT3 AATTTTACAAGAACAATTCCTATGAGGATTACCTATTTAAACAAGGATGTTAATAATGGC 120
**x  * * kK Kk kK *  x * * * * * * * ok **k kk ok kkkkkk

FT TTGGATCTAAGGCCTTCTCAGGTTCAAAACAAGCCAAGAGTTGAGATTGGTGGAGAAGAC 180

SET TGCGAGCTTAGGCCTTCCCAAGTTATTAACCAGCCAAGGGTTGAAGTTGGAGGAGATGAC 177

CiFT3 CGTGAGCTCAAACCTTCTGAAGTTCTGAACCAGCCTAGGGTTGAAATTGGTGGTGATGAT 180
kK KKk K Kk Kk kK * kKK Kkhkk Kkkkk Kk KkkkkKk Kkkkk Kk Kk k%K

FT CTCAGGAACTTCTATACTTTGGTTATGGTGGATCCAGATGTTCCAAGTCCTAGCAACCCT 240

SET CTACGTACCTTTTTCACTTTGGTTATGGTGGACCCTGATGCTCCAAGTCCGAGTGATCCA 237

CiFT3 CTTAGGACATTTTATACTTTGGTAATGGTTGATCCTGATGCACCGAGCCCAAGTGACCCC 240

* K * K KKk K KhkKkhkKkhkhkk Khkkkk Kk Kk K k)% kK Kk Kk K%k * k%

FT CACCTCCGAGAATATCTCCATTGGTTGGTGACTGATATCCCTGCTACAACTGGAACAACC 300
SET AATCTGAGAGAATACCTTCACTGGTTGGTCACCGATATTCCAGCTACCACAGGTTCAAGT 297
CiFT3 AGCCTTAGGGAGTATTTGCATTGGTTGGTGACTGATATTCCAGCAACCACAGGGGCCAGC 300

* % * kk kK * kk kkkkkkkk kk kkkkk kk kk kk kk kK * ok

FT TTTGGCAATGAGATTGTGTGTTACGAAAATCCAAGTCCCACTGCAGGAATTCATCGTGTC 360

SET TTTGGGCAAGAAATAGTGAGCTATGAAAGTCCAAGACCATCAATGGGAATACATCGATTT 357

CiFT3 TTTGGCCAAGATATTGTGAACTATGAAAGCCCTAGGCCAACGATGGGGATTCACAGGTTT 360
kkkokk ok kk kx KKK kk kkkk  kx Kk KKk K kk kk kk kK

FT GTGTTTATATTGTTTCGACAGCTTGGCAGGCAAACAGTGTATGCACCAGGGTGGCGCCAG 420

SET GTATTTGTATTATTCAGACAATTAGGTCGGCAAACAGTGTATGCTCCAGGATGGCGTCAG 417

CiFT3 GTCTTTGTGTTGTTCCGGCAACTTGGAAGGCAGACTGTTTATGCACCGGGGTGGCGTCAG 420

*k kkk Kk kk kK * kK * Kk k khkkk kk kk kkkkk kk kk kkkkk kkk

FT AACTTCAACACTCGCGAGTTTGCTGAGATCTACAATCTCGGCCTTCCCGTGGCCGCAGTT 480

SFT AATTTCAACACAAGAGATTTTGCAGAACTTTATAATCTTGGTTTACCTGTTGCTGCTGTC 477

CiFT3 AACTTCAGCACGAGGGATTTTGCTGAGCTTTACAATCTGGGACCTCCGGTGGCCGCTGTC 480
KkKk kKKK KKKk * kK KkkkkKk KKk * kK Kkkkkk KKk kK kK Kk Kk K%k

FT TTCTACAATTGTCAGAGGGAGAGTGGCTGCGGAGGAAGAAGACTTTAG-~-—————~ 528

SFT TATTTTAATTGTCAAAGAGAGAGTGGCAGTGGTGGACGTAGAAGATCTGCTGATTGA 534

CiFT3 TACTTCAACTGCCAGAGGGAGAGCGGATCCGGCGGAAGGACTATGACACGATGA—~ 534
* * kK kK kK Kk Kkkkkk K%k *k kKK K* K

Tabela 4 — Alinhamento das proteinas codificadas pelas sequéncias dos genes FT de Arabidopsis
thaliana, CiFT3 de citros e SFT de tomate realizado na plataforma Clustal Omega
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/).

CLUSTAL O (1.2.4) multiple sequence alignment

FT MSINIRDPLIVSRVVGDVLDPENRSITLKVTYGOREVTNGLDLRPSQVONKPRVEIGGED 60

CiFT3 MSSRDRDPLILGRVVGDVLDNFTRTIPMRITYLNKDVNNGRELKPSEVLNQPRVEIGGDD 60

SFT -MPRERDPLVVGRVVGDVLDPFTRTIGLRVIYRDREVNNGCELRPSQVINQPRVEVGGDD 59
KAk kk e AkkAKKAK K kek see Kk seak Kk skekkek kakkkkokk ok

FT LRNFYTLVMVDPDVPSPSNPHLREYLHWLVTDIPATTGTTFGNEIVCYENPSPTAGIHRV 120

CiFT3 LRTFYTLVMVDPDAPSPSDPSLREYLHWLVTDIPATTGASFGQDIVNYESPRPTMGIHRF 120

SFT LRTFFTLVMVDPDAPSPSDPNLREYLHWLVTDIPATTGSSFGQEIVSYESPRPSMGIHRF 119

KKk Ko kA AAAA A, KAhkhkk ok K hkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkookhkkookk, %%k * %+ **k%k%

FT VFILFRQLGRQTVYAPGWRONEFNTREFAEIYNLGLPVAAVEFYNCQRESGCGGRRL-- 175
CiFT3 VEFVLFRQLGRQTVYAPGWRONFSTRDFAELYNLGPPVAAVYEFNCQRESGSGGRTMTR 177
SET VEVLFROQLGRQTVYAPGWRONENTRDFAELYNLGLPVAAVYFNCQRESGSGGRR——— 173

KK e AAKXKAAKAAAAAAAAKAAAAA, K hkokhkkohkhkhkk *hkhkhkkoohkhkhkhkhd,kx **%%
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5.1 Caracterizacéao fisico-quimicain silico das proteinas
A propriedade fisico-quimica das proteinas € critica para a sustentabilidade,
eficiéncia e estabilidade de sistemas biologicos (GARG et al., 2016). A partir das
sequéncias de amino4cidos das proteinas CiFT3 e SFT foi realizada a estimacéo
dos parametros fisico-quimicos por meio da ferramenta ProtParam. A Tabela 5 exibe
0s parametros de numero de aminoacidos, peso molecular (em kDa), indice de

instabilidade, indice alifatico e média geral de hidropaticidade (GRAVY).

Tabela 5 — Caracterizacdo fisico-quimica (niUmero de aminoacidos, peso molecular, indices de
instabilidade e alifatico e hidropaticidade) das proteinas obtida através da ferramenta ProtParam
(https://web.expasy.org/protparam/).

No MEDIA GERAL DE

. PESO iNDICE DE iNDICE
PROTEINA DE ” HIDROPATICIDADE
Ap  MOLECULAR  INSTABILIDADE  ALIFATICO (GRAVY)
CiFT3 177 20058,68 38.62 (estavel) 77,01 -0,414
SFT 173 19646,23 42.23 (instavel) 80,40 -0,357

O indice de instabilidade é uma estimativa da estabilidade de uma proteina
em ensaios de bancada, sendo um indicador util para caracterizar a estabilidade (ou
instabilidade) das proteinas (GURUPRASAD; REDDY; PANDIT, 1990; VIEIRA,
2021). indices menores que 40 sdo preditivos de estabilidade, enquanto indices
maiores que 40 indicam que a proteina pode ser instavel (RIBEIRO; BRANCO;
CHOUPINA, 2021). Assim, observou-se que a proteina CiFT3 apresentou
estabilidade, enquanto a proteina SFT demonstrou instabilidade.

O indice alifatico é definido como o volume relativo ocupado pelas cadeias
laterais alifaticas (alanina, valina, isoleucina e leucina) das proteinas e pode ser
considerado um fator positivo para o aumento da termoestabilidade (IKAI, 1980). O
indice alifatico de ambas as proteinas foi superior a 70, indicando que as proteinas
séo termoestaveis (HASAN et al., 2015; SAHAY; PIPRODHE; PISE, 2020).

A média geral de hidropaticidade (GRAVY) refere-se a capacidade de
solubilidade de uma proteina, na qual valores positivos indicam hidrofobicidade,
enguanto valores negativos indicam que a proteina é mais hidrofilica (VIEIRA, 2021).
Os valores de GRAVY para as proteinas CiFT3 e SFT foram de -0,414 e -0,357,
respectivamente. Valores baixos de GRAVY indicam uma melhor interacdo das
proteinas com a agua (VERMA; SINGH; GAURA, 2016).
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5.2 Predicéo da localizagcédo sub-celular das proteinas

A identidade de uma proteina € determinada ndo apenas pela sua estrutura,
mas também pela sua localizacdo celular (ZHAO et al., 2019). Os peptideos-sinais
sdo sequéncias curtas de aminoacidos que controlam a secrecao e a translocacéo
de proteinas em todos os organismos vivos. Nos procariotos, eles direcionam a
proteina para a via secretora, enquanto nos eucariotos, facilitam a translocacao
através da membrana plasmatica (TEUFEL et al.,, 2022). A Tabela 6 mostra que
ambas as proteinas ndo possuem peptideos-sinais e sdo proteinas citoplasmaticas.
Estudos anteriores confirmam a presenca de proteinas homélogas a CiFT3 e SFT,
como AtFT (Arabidopsis thaliana), Hd3a (arroz), DcFT (cenoura) e GhFT1

(Gossypium hirsutum), com localizacao citoplasmatica (GUO et al., 2014).

Tabela 6 — Localizacdo sub-celular das proteinas, utilizando as ferramentas SignalP 5.0, UniProt e
LOCTree3.

PROTEINA SignalP UniProt LocTree3
CiFT3 N&o Citoplasma 89% citoplasma
SFT N&o Citoplasma 91% citoplasma
5.3 Clonagem

As amplificacbes das sequéncias génicas CiFT3 e SFT codificadoras das
proteinas promotoras do florescimento foram realizadas utilizando primers
especificos (Tabela 1). Inicialmente o intuito era realizacdo da clonagem da
sequéncia codificadora de CiFT a partir do cDNA. No entanto, ndo se obteve
amplificacdo em varias tentativas. Dessa forma o gene CiFT3 foi sintetizado pela
empresa FastBio (https://www.fastbio.com.br/), sendo a sequéncia otimizada para
expressdo em E. coli (548 pb) (Tabela 7). A sequéncia CiFT3 foi escolhida, pois
Soares et al. (2020) demonstraram ser a mais eficiente na inducdo do florescimento

precoce.


https://www.fastbio.com.br/
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Tabela 7 — Sequéncia CiFT3 (GenBank: BAF96645.1) e sequéncia cédon-otimizada para E. coli.

Sequéncia CiFT3 original

Sequéncia cédon-otimizada

para E. coli

CCATGGGCATGTCTAGCAGGGACAGAGATCCTCTTATTCTTGGCCGCGTTGTTGGTGATGTTCTTGACAATTT
TACAAGAACAATTCCTATGAGGATTACCTATTTAAACAAGGATGTTAATAATGGCCGTGAGCTCAAACCTTCT
GAAGTTCTGAACCAGCCTAGGGTTGAAATTGGTGGTGATGATCTTAGGACATTTTATACTTTGGTAATGGTTG
ATCCTGATGCACCGAGCCCAAGTGACCCCAGCCTTAGGGAGTATTTGCATTGGTTGGTGACTGATATTCCAGC
AACCACAGGGGCCAGCTTTGGCCAAGATATTGTGAACTATGAAAGCCCTAGGCCAACGATGGGGATTCACAGG
TTTGTCTTTGTGTTGTTCCGGCAACTTGGAAGGCAGACTGTTTATGCACCGGGGTGGCGTCAGAACTTCAGCA
CGAGGGATTTTGCTGAGCTTTACAATCTGGGACCTCCGGTGGCCGCTGTCTACTTCAACTGCCAGAGGGAGAG
CGGATCCGGCGGAAGGACTATGACACGATGACTCGAG

CCATGGGCATGAGTAGTCGCGATCGCGATCCGCTGATTCTGGGTCGCGTTGTTGGCGACGTTCTGGATAACTT
CACCCGTACCATTCCGATGCGTATCACCTACCTGAACAAAGACGTCAACAACGGTCGCGAACTGAAACCGAGC
GAAGTTCTGAATCAACCGCGCGTTGAAATTGGCGGCGACGATCTGCGTACCTTTTACACCCTGGTCATGGTTG
ATCCGGACGCACCGAGTCCGTCTGATCCGAGTCTGCGCGAATATCTGCATTGGCTGGTTACCGATATTCCGGC
AACCACCGGCGCAAGTTTCGGCCAGGACATCGTCAACTACGAAAGTCCGCGTCCGACGATGGGCATTCATCGC
TTCGTTTTCGTTCTGTTTCGTCAGCTGGGTCGTCAAACCGTTTACGCACCGGGTTGGCGTCAAAATTTTAGCA
CCCGCGACTTTGCGGAACTGTATAATCTGGGTCCGCCGGTTGCAGCGGTTTATTTTAACTGCCAGCGCGAAAG
CGGCTCTGGCGGTCGTACCATGACCCGTTAACTCGAG

Segundo informacdes enviadas pela empresa FastBio, na otimizacdo do

gene, a curva de variagdo do contetdo de GC (conteudo de guanina-citosina) foi

suavizada, enquanto as estruturas de hairpin estaveis foram minimizadas (Figura

3A, B e C), além da eliminacdo das sequéncias nocivas. Com essas otimizacoes,

espera-se que 0 gene otimizado ndo apenas apresente um alto nivel de expressao,

mas também seja mais facil de manipular. Portanto, em compara¢cdo com o0 gene

nao otimizado, é esperado que o gene otimizado tenha um nivel de expressdo mais

elevado no hospedeiro.
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Figura 3 — Otimizacdes realizadas pela empresa FastBio (https://www.fastbio.com.br/) na sequéncia
CiFT3 para expresséo heterdloga em Escherichia coli. A: Gréafico do contetddo de GC do gene CiFT3
otimizado. Os eixos Y e X representam o conteldo de GC local (tamanho da janela = 30bp) e a
posicdo da base, respectivamente. B: Grafico do conteido de GC do gene CiFT3 néo otimizado. Os
eixos Y e X representam o contelido de GC local (tamanho da janela = 30bp) e a posicdo da base,
respectivamente. C: Otimizacéo dos hairpins do gene CiFT3.

As proporcbes dos quatro nucleotideos do DNA (A, T, G, C) podem variar
significativamente em um organismo, sendo a composi¢cdo de bases nitrogenadas
convencionalmente expressa como a porcentagem de guanina (G) e citosina (C),
chamada de contetdo GC ou conteudo de guanina-citosina (éMARDA; BURES,
2012). Essa heterogeneidade do conteudo GC em todo o genoma esta diretamente
relacionada com a funcionalidade do mesmo (BENJAMINI; VELOCIDADE, 2012).

Por outro lado, o RNA desempenha um papel fundamental na célula,
desempenhando diferentes fungées como a codificacdo sequéncias de aminoacidos
para a sintese de proteinas (MRNA) (CRICK, 1970), atua como adaptador na
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traducdo (tRNA) (SHARP et al., 2008) e realiza a sintese de proteinas (rRNA)
(CECH, 2000). Uma estrutura secundaria essencial do RNA é o hairpin, que
desempenha diversas func¢Oes importantes, incluindo a estabilizacdo do mRNA e
protecdo contra degradacdo (SVOBODA; CARA, 2006). Na otimizagédo realizada
pela empresa FastBio, sete pequenos hairpins foram convertidos em um hairpin
médio e um hairpin grande. Essa otimizacao foi justificada pelo fato de que, em
comparacdo com os hairpins pequenos e meédios, 0s hairpins grandes sdo mais
estaveis e eficientes na tradugéo de genes.

O gene SFT foi obtido a partir do vetor pART27, contendo o gene SINGLE
FLOWER TRUSS de tomate (Solanum lycopersicum). O gene SFT foi amplificado
por PCR, sendo o amplicon de 534 pb verificado em gel de agarose a 2% (Figura
4A). O vetor pET28a e o amplicon foram clivados com as enzimas de restricao
EcoRlI e Ndel (Figura 4B).

L SFT1 SFT2 SFT3 L pET28a PpET28a SFT1 SFT2 SFT3
ndo clivado clivado clivado clivado clivado

5000 pb

1500 pb

500 pb

Figura 4 — A: Gel de agarose 2% com a amplificacdo do fragmento correspondente ao gene SFT
(534 pb) por PCR. B: Gel de agarose a 2% do vetor pET28a (5369 pb), vetor pET28a e amplicon
clivados com as enzimas de restricio EcoRI e Ndel. L: Marcador de 1kb plus (Fermentas).

As digestdes foram purificadas e posteriormente utilizadas na ligacdo génica.
Os plasmideos recombinantes foram utilizados para a transformacéao das bactérias
da linhagem DH5a de E. coli por choque térmico e cultivadas em meio LB contendo
o0 antibiético canamicina (100 pg/mL). A clonagem foi confirmada por PCR de

colénias (Figura 5).



32

L + N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20
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Figura 5 — Avaliacdo da clonagem do gene SFT em pET28a. Gel de agarose 2% da reacdo de PCR
das colbnias obtidas na transformac¢éo do plasmideo recombinante em E. coli DH5a. L: marcador 1kb
plus (Fermentas); N: controle negativo; +: controle positivo; 1-20: colbnias testadas da transformagéo.

5.4 Sequenciamento do plasmideo recombinante
O sequenciamento foi realizado ap6s a clonagem do gene SFT no vetor
pET28a. Plasmideos provenientes das colbnias de E. coli DH5a positivas no PCR
foram utilizados no sequenciamento. As sequéncias obtidas foram analisadas no
Blastx do NCBI (https://blast.ncbi.nim.nih.gov), a fim de verificar a auséncia de
alteracdes na sequéncia da proteina promotora do florescimento (Figuras 6 e 7) e

em seu respectivo gene codificador.

protein single flower truss [Solanum lycopersicum]
Sequence ID: NP_001308081.1 Length: 177 Number of Matches: 1
See 3 more title(s) v See all Identical Proteins(IPG)

Range 1: 1 to 173 GenPept Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps Frame
316 bits(809) 1e-105 Compositional matrix adjust. 173/173(100%) 173/173(100%) 0/173(0%) +3

Query 108 MPRErdplvvgrvvgdvldpFTRTIGLRVIYRDREVNNGCELRPSQVINQPRVEVGGDDL 287
MPRERDPLVVGRVVGDVLDPFTRTIGLRVIYRDREVNNGCELRPSQVINQPRVEVGGDDL
Sbjct 1 MPRERDPLVVGRVVGDVLDPFTRTIGLRVIYRDREVNNGCELRPSQVINQPRVEVGGDDL 60

Query 288 RTFFTLVMVDPDAPSPSDPNLREYLHWLVTDIPATTGSSFGQEIVSYESPRPSMGIHRFV 467
RTFFTLVMVDPDAPSPSDPNLREYLHWLVTDIPATTGSSFGQEIVSYESPRPSMGIHRFV
Sbjct 61  RTFFTLVMVDPDAPSPSDPNLREYLHWLVTDIPATTGSSFGQEIVSYESPRPSMGIHRFV 120

Query 468 FVLFRQLGRQTVYAPGWRQNFNTRDFAELYNLGLPVAAVYFNCQRESGSGGRR 626
FVLFRQLGRQTVYAPGWRQNFNTRDFAELYNLGLPVAAVYFNCQRESGSGGRR
Sbjct 121 FVLFRQLGRQTVYAPGWRQNFNTRDFAELYNLGLPVAAVYFNCQRESGSGGRR 173

Figura 6 — Busca de similaridade no Blastx. A sequéncia obtida foi utilizada para busca por
similaridade na base de dados do NCBI. Fonte: https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi.


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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CATTCCGCCAAAGTGGCAACCGCGCAATGGTTGGTTGGCGGCCCGAATACCGGCGATGTCCCCCAAGGTAGCGTAGCCTAAATCAGGAGAAAGTCGTTTTTTGGGGAGTTCTGGCAATCTTCGGE
1 10 20 30| 40 50 . 60 70 80 90| 100 110 120|

GTTCCCCAATACGATCATACGAGTCGCCACCGTCGTCGTTGAGTCGAGAAAGCCCGAAACAATCGTCGGCCTAGAGTCACCACCACCACCACCACGAGCTCACGCCGGCGTTCGAACAGETGECT

130 140 150 T 160[ 170 180 190 2007 210 220 230 240 250
CGAGCTTAAGTTAGTCGTCTTCAAAGATGCAGGTGGTGACGGTGAGAGAGAAACTGTTAATTTTATCTGTCGTCGTTGTCCATTTGGTTCTAATATTTCAAGACGTTTTAGAGAACATAACTTTA
260 270 280] 290 300 T 310 320 330 T 340] 350 360 370(
Ecorl
AGACTGCGGTAGGACCTCGTATGTGACAAACGGCTGGATTAACAGACTTATTATGTTTATGTTTAGCTACATAAGGGTAACTACCAGAACCTGAAAGTATCGAGTGATAAAGAACGGGTTTTGAA
380 390 400] T a1 420 430] T aa0 4501 460] T 470 230 430 500
CTTGGACACCATCGACCTTATAGCCACTGGTTGGTCACTTCCATAAGAGAGTCTAAACCTAGTGAGCCTGAACCTCGTAGTCCCAGGTGGTATTGGTTTCACTTTTTCCATGCATCCAGTAGAGG
sS10 S20 s30] 540 550 560 s70 580 ! 590] 600 610 620]

AGGTTGAAGT TGGGAACCGACCAATTATTGAACCCTTCCGGATTCGAGCGTAGGTAATAATTGAAGAGATAGAGATATATATTGAGAATCCGGTTATCAAGAACACTTTCCCAGGTTATGTAGGG
630 640 650 i 660 670 680 690 700 710]( J 720 730 740 ’ 750

GATGGTGTGCTGGTTGTTGTTCTCCTAGTGCGAGAGATCCGTATACCGACGGCGCGCCGTGGTCCGGCGACGACACTACTACTACTACTACCGACGACGGGTACCATATAGAGGAAGAATTTCAA
760 T 7701 780[ T 7901 T 800 T 810 T 820 T 830] 840] 850( T B880] 870( :

[[Nder ]

TTTTGTTTTTAATAAGATCCTTCCC
880 T 890 T 900

Figura 7 — Sequéncia do plasmideo recombinante pET28a_SFT com 100% de identidade com
“protein single flower truss” de tomate (SFT). Em laranja o sitio de restricdo da enzima Ndel; em
amarelo o sitio de restricdo da enzima EcoRI e, em verde, a cauda de histidina (6x His-Tag). Imagem
gerada pelo Software SnapGene (https://www.snapgene.com/).

Os vetores de expressao foram utilizados para a transformacdo de E. coli
BL21(DE3). A combinagdo de BL21(DE3) com plasmideos pET é amplamente
utilizada como um dos sistemas biolégicos mais eficientes para a superexpressao de
proteinas recombinantes (MIROUX; WALKER, 1996). Essa combinacdo envolve a
utilizacdo de IPTG como indutor para a expressao génica (JEONG et al., 2009).
Portanto, quando as células BL21(DE3) sao associadas com o plasmideo pET28a e
induzidas com IPTG, ocorre uma expressao significativa do gene de interesse,
resultando na producdo eficaz da proteina desejada (BESELIN, 2005; NELSON;
COX, 2014).

5.5 Expresséao heterd6loga da proteina
A principio, verificou-se em qual fracdo, sollvel ou insolavel, as proteinas
recombinantes estavam presentes. Os ensaios de verificacdo foram realizados
utilizando IPTG na concentragdo de 1 mM a 37°C, sob agitacdo de 225 rpm.
Amostras foram coletadas nos tempos To (sem o indutor de expresséo), T2 (duas
horas de inducéo) e T4 (quatro horas de inducéo) e aplicadas em gel de SDS-PAGE

a 12% corado com Coomassie Blue (Figura 8).
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Figura 8 — Ensaios de expresséo das proteinas codificadas pelos genes CiFT3 e SFT a 37°C com 1
mM de IPTG nos tempos de indugdo To, T2, T4. As bandas das proteinas de interesse estao
destacadas em vermelho. Gel de SDS-PAGE 12% corados com Coomassie Blue Ladder de 250 kDa
(Bio-Rad). Vazio: plasmideo pET28a sem o inserto SFT, utilizado como controle negativo.

A partir dos ensaios iniciais, verificou-se a presenca de ambas as proteinas
na fracdo solavel, com bandas mais intensas nos tempos T2 e principalmente Ta,
ambas proximas a altura esperada para as proteinas promotoras do florescimento
(aproximadamente 20 kDa).

Entre as condicbes avaliadas, a melhor condicdo para a inducdo da
expressdo de ambas as proteinas recombinantes foi 1 mM de IPTG a 37°C, sob
agitacdo de 200 rpm, por 16 horas (Tov). Apenas a fracdo sollvel foi aplicada no gel
de SDS-PAGE (Figura 9).

0.2mM IPTG 1mMIPTG 2mM IPTG 0.2mM IPTG 1mMMIPTG 2mM IPTG

Figura 9 — Ensaio de expressao das proteinas codificadas pelos genes CiFT3 e SFT a 37°C com
diferentes concentra¢des do indutor de expressédo IPTG (0,2 mM, 1 mM e 2 mM) em diferentes
tempos de indugdo (T2, T4 € Tov). SDS-PAGE a 12% corado com Coomassie Blue. As bandas das
proteinas de interesse estdo destacadas em vermelho. L: Ladder Precision Plus Protein Standards
(Bio-Rad).

Nesses ensaios, verificou-se que o tempo de inducéo Tov foi mais eficiente na
expressdo da proteina de interesse para ambos os genes, sendo possivel verificar
bandas mais intensas nessas condi¢des quando comparadas aos outros tempos de
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inducéo (T2 e T4). Em relagéo ao indutor de expresséo IPTG, para o gene CiFT3,
nao houve diferenca significativa de expressao entre as trés concentracdes testadas.
Ja para o gene SFT, as concentracdes de 0,2 mM e 1 mM mostraram-se mais
eficientes na inducéo de expressao. Dessa forma, determinou-se a melhor condi¢céo
de expressdo dessas proteinas, e todos 0s ensaios subsequentes foram realizados

nessa condicéao.

5.6 Purificacdo da proteina pelo método de cromatografia de afinidade a
metal (niquel)

As purificacbes das proteinas recombinantes CiFT3 e SFT estdo

apresentadas na Figura 10, onde é possivel observar eluicbes mais intensas na

fracdo contendo 500 mM de imidazol.
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Figura 10 — Purificagbes das proteinas CiFT3 e SFT em resina Ni-NTA Agarose, visualizadas em gel
de SDS-PAGE a 12%. As proteinas recombinantes CiFT3 e SFT foram observadas nas bandas mais
evidentes (em seus respectivos géis) no tampéo de fosfato de s6dio 50 mM (pH 7,8), contendo 500
mM de imidazol. L: Ladder Precision Plus Protein Standards (Bio-Rad). F-T: Flow-through, extrato
bruto da proteina coletado ap6s passagem em resina Ni-NTA Agarose. Lavagem: coleta do tampao
de fosfato de sodio 50 mM (pH 7,8) apds passagem em resina Ni-NTA Agarose para equilibra-la. De
20-500 mM, encontram-se os eluatos obtidos apos a lavagem com tampfes de fosfato de sédio 50
mM (pH 7,8) com diferentes concentra¢des de imidazol.
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5.7 Quantificacédo da proteina

As proteinas CiFT3 e SFT obtidas na purificacdo foram quantificadas pelo
método de Bradford (1976), utilizando o corante Coomassie Brilliant Blue G-250 e a
solugdo Protein Assay (Bio-Rad). Os resultados estdo apresentados na tabela
abaixo (Tabela 8). O método de Bradford, associado a utilizacdo de um padrao de
proteina para calibracdo, geralmente utilizando BSA (albumina sérica bovina), € um
dos métodos mais comumente utilizados para a quantificacdo de proteinas (ZAGURI
et al., 2021).

Tabela 8 — Quantificacdes das proteinas CiFT3 e SFT pelo método de Bradford (1976).

Quantificacdo das proteinas (ug/mL)

Exp. 1 Exp. 2 Exp. 3 Exp. 4 Exp. 5 Exp. 6 Exp. 7 Exp. 8 Exp. 9 Exp. 10 Exp. 11 Exp. 12 Exp. 13

CiFT3 61 90 83 129 22 25 14 49 20 153 73 94 -
SFT 115 35 54 26 94 61 112 33 60 18 65 88 30

5.8 Teste de estabilidade da proteina
A fim de verificar a estabilidade das proteinas CiFT3 e SFT, amostras
armazenadas no freezer a -20°C foram aplicadas no gel SDS-PAGE 12% em
diferentes tempos (1, 3 e 7 dias apds o descongelamento e mantidas em
temperatura ambiente) e logo apdés o descongelamento (Figura 11). Com esse
experimento, foi possivel verificar que a proteina se mantém estavel em temperatura
ambiente e aparentemente apresenta um baixo nivel de degradacdo apds o

armazenamento, 0 que € interessante para os testes de inducdo de florescimento.

L CiFT3 SFT ‘ L CiFT3 SFT L CiFT3 SFT L CiFT3 SFT

20 kDa

Proteinas aplicadas DIA1 DIA 3

em gel logo apéso
descongelamento

Figura 11 —Teste de degradacao e estabilidade das proteinas CiFT3 e SFT armazenadas no freezer -
20°C com amostras aplicadas no gel logo apés o descongelamento, 1, 3 e 7 dias dia apés
descongelamento e mantidas em temperatura ambiente. Gel SDS-PAGE 12% corado com
Coomassie Blue. L: Ladder Precision Plus Protein Standards (Bio-Rad).
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5.9 Ensaio de Dot-Blotting

O ensaio de Dot-Blotting foi realizado com o objetivo de confirmar a presenca
da proteina purificada apds o processo de purificacdo. Esta técnica foi escolhida
devido & presenca de uma cauda de histidina (His-Tag) na extremidade N-terminal
das proteinas em questdo (CiFT3 e SFT), como ilustrado na Figura 15. O protocolo
de dot-blotting € uma abordagem simples e eficaz para verificar rapidamente a
presenca de proteinas recombinantes, sendo uma excelente alternativa ao western
blotting, uma técnica mais complexa e que demanda mais tempo para obtencao de
resultados (MISHRA, 2022).

-mw%@@eﬁa@og B
”’ @@a@@@@@@@ B

Figura 15 — Dot-blotting das proteinas recombinantes CiFT3 e SFT sondadas com o anticorpo
primario Anticorpo His-Tag para confirmar a presenca das proteinas pés-purificagdo. A: Controle
(tampao de fosfato de sédio 50 mM (pH 7,8). B: Proteina CiFT3 apdés dialise e armazenada em
freezer a -20°C, sem imidazol e tampé&o de armazenamento (glicerol 20%). C: Proteina CiFT3 apés
purificacdo com imidazol 500 mM. D: Proteina SFT ap0s dialise e armazenada em freezer a -20°C,
sem imidazol e tampé&o de armazenamento (glicerol 20%).

E: Proteina SFT apés purificagdo com imidazol 500 mM.

A partir dos resultados obtidos, foi possivel confirmar a presenca das
proteinas apos a purificagdo. Além disso, a técnica de dot-blotting teoricamente
permite a imunodeteccdo de proteinas em sua conformacdo principalmente nativa
(DEBELJAK et al., 2006), ou seja, funcionais e ndo desnaturadas. Com esses

7

indicios, sugere-se que as proteinas estejam funcionais. No entanto, é importante

ressaltar que o0 uso exclusivo desta técnica ndo € suficiente para confirmar
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completamente a funcionalidade das proteinas recombinantes. Outros ensaios e

abordagens complementares sdo necessarios para uma avaliacdo mais abrangente.

5.10 Testes de inducao do florescimento

5.10.1 Testes in vitro

Nos testes in vitro, foi avaliada a inducdo do florescimento em plantulas
juvenis de citros da variedade de laranja doce Hamlin por meio das proteinas CiFT3
e SFT pelas raizes, sendo as proteinas diluidas em tampao de fosfato de sédio 50
mM (pH 7,8). As plantulas foram submetidas a infiltracdo a vacuo das proteinas
durante 15 minutos e, ap0s esse periodo, foram transferidas para meio MS sélido
(MURASHIGE; SKOOG, 1962). A metodologia de infiltracdo a vacuo foi adaptada do
trabalho de Xiao et al. (2023), essa técnica oferece uma abordagem eficaz para
investigar funcbes génicas, realizar engenharia genética em citros e validar
interacbes de proteinas. Nesta metodologia foram realizados 4 experimentos
independentes, considerando 2 tratamentos por proteina, com 9 repetices
(plantulas) por experimento. Portanto, foram utilizadas 36 plantulas nestes

experimentos, e em nenhum deles ocorreu o florescimento (Figura 12) (Tabela 9).

Tabela 9 — Teste de inducéo do florescimento em plantulas juvenis de citros da variedade de laranja
doce Hamlin por meio de infiltracdo a vacuo das proteinas CiFT3 e SFT pelas raizes.

ng/uL da proteina por experimento Total de .
A - A - A Florescimento
Plantula com raiz Plantula sem raiz plantulas
CiFT3 49 ng/uL 73 ng/uL 18 0

SFT 30 ng/pL 54 ng/uL 18 0
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Figura 12 — Esquema do teste in vitro de infiltracdo a vacuo das proteinas CiFT3 e SFT pelas raizes.
A: Plantulas de laranja doce Hamlin em tubo falcon de 50 mL com a proteina diluida em tampao de
fosfato de sodio 50 mM (pH 7,8). B: Infiltragdo a vacuo por 15 minutos em fluxo laminar. C: Plantulas
com e sem raizes em meio MS sdlido para regeneracdo. D: Plantulas exposta a luz para
regeneracao.

Nos testes in vitro, avaliando a indugéo do florescimento em plantas jovens de
citros das variedades de laranja doce Hamlin e Pera, através da absorcado da
proteina SFT pelas raizes, a proteina foi diluida em meio MS liquido (MURASHIGE;
SKOOG, 1962), com concentrac¢des variando de 1 ng/uL até 210 ng/uL (Tabela 10).
As plantulas foram mantidas em contato com a proteina por 7 dias (Figura 10A) e,
apos esse periodo, foram transferidas para meio MS sélido (Figura 13B). No total,
foram utilizadas 36 plantulas nos experimentos, incluindo os controles, e em nenhum

deles ocorreu o florescimento.
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Tabela 10 — Teste de inducéo do florescimento em plantas juvenis de citros da variedade de laranja
doce Hamlin e Pera por meio de absorcéo da proteina SFT pelas raizes.

Variedade ng/uL da proteina por experimento N° de repeticdes Florescimento
Pera 1 4 0
Pera 5 4 0
Pera 10 4 0
Pera Controle 4 0

Hamlin 40 4 0
Hamlin 50 4 0
Hamlin 95 4 0
Hamlin 210 4 0
Hamlin Controle 4 0
Total de plantulas 36 0

Pt s contaly corng | Plantulas em meio MS sélido para regeneracéo |
proteina recombinante p 9 c

Figura 13 — Plantulas do teste de inducdo de florescimento in vitro. A: Plantula em contato com a
proteina recombinante. B: Plantulas transferidas para meio MS sélido.

5.10.2 Testes ex vitro

Nos testes ex vitro, foram avaliadas a inducdo do florescimento em plantas
juvenis das citranges Carrizo e Troyer e laranja doce Hamlin por meio da absor¢éo
das proteinas injetadas nas folhas e no meristema apical. Tais métodos de aplicacédo
da proteina foram escolhidos porque sabe-se que o florigeno é transportado do seu
local de producéo, as folhas, para o seu local de acdo, o meristema apical
(CORBESIER et al., 2007; MATHIEU et al., 2007; NOTAGUCHI et al., 2008; TAMAKI
et al., 2007), sendo, assim, pontos estratégicos.

Nas plantas em que a proteina foi aplicada diretamente no meristema apical,
a concentragdo variou de 15 ng/uL até 112 ng/uL. Ja nas plantas em que a proteina
foi injetada nas folhas, a concentragdo apresentou uma variagdo maior, uma vez que

em algumas o objetivo era injetar a menor quantidade possivel, enquanto em outras
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era saturar as folnas com a solucéo de proteina. Portanto, a concentracéo variou de
210 ng/pL até 33.600 ng/uL nas plantas em que a proteina foi injetada nas folhas
(Observacao: nestes experimentos, ndo é possivel precisar a quantidades exata da
proteina injetada, uma vez que a aplicacdo € feita com uma seringa de 1 mL e
ocorre perda de quantidade durante a execucéo da técnica).

Logo nos primeiros experimentos, as folhas em que a proteina foi aplicada
apresentaram necrose local (Figura 14A). Diante disso, foi necessario realizar testes
para verificar qual fator causou essa necrose: a proteina, algum componente
presente no tampdo de eluicdo (tampao fosfato de sédio 50 mM, pH 7,8, com

imidazol) ou tampao de armazenamento (glicerol 20%) (Figura 14B).

) Tampdo fosfato de Tampéo fosfatod
Controle: 4gua  sédio S0 mM (pH 7,8) + ampao fosfato de Imidazol 200 mM Glicerol 20%

imidazol 200 mi sbdio 50 mM (pH 7,8)

Figura 14 — A: Plantas juvenis de citrange Carrizo com necrose na folha e no peciolo apds aplicagao
da proteina por injecdo com seringa. B: Testes para verificar qual tampéo estava causando necrose
nas folhas de citros juvenis.

A partir dos testes, foi possivel verificar que o imidazol causava necrose nas
folhas juvenis de citros, e assim, foi necessario que fosse realizada uma dialise para
retirar do imidazol da solucdo. Para a dialise, foi utilizada a "Dialysis Tubing:
Cellulose membrane" da Sigma, que retém proteinas maiores que 12 kDa. A
proteina foi mantida em agitacdo em tampéo de fosfato de sédio a 50 mM (pH 7,8)
por 3 a 4 horas, com a troca de tampéao a cada 1 hora para a remocéao do imidazol.
Apos a remocao do imidazol, foram feitas novas aplicacbes da proteina e ndo se
observou necrose. Num total, foram conduzidos 18 experimentos independentes,

com 3 repeticbes em cada um, sendo 9 experimentos com a proteina CiFT3 e 9 com
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a proteina SFT. No entanto, ndo houve florescimento precoce em nenhuma das
plantas inoculadas.

Apesar dos testes principais terem sido concentrados em plantas citricas,
também foram avaliadas a inducdo do florescimento em plantas de tabaco e tomate,
uma vez que se sabe que as proteinas FT, SFT e CiFT possuem funcéo
interespecifica. Esses testes foram conduzidos com base em trabalhos anteriores de
transformacdo genética mediada por Agrobacterium tumefaciens, onde o gene SFT
foi inserido em citros, reduzindo a juvenilidade das plantas transformadas de alguns
anos para apenas 45 a 100 dias, o que comprovou a funcionalidade da proteina SFT
em sistema heterélogo (SOARES; SANTOS; BOSCARIOL-CAMARGO, 2018;
SOARES et al., 2018). Foram realizadas 10 aplicacGes de proteina SFT em plantas
de tabaco e 10 aplicacées em plantas de tomate, com concentragdes de 25 ng/uL,
70 ng/uL, 140 ng/uL, 280 ng/uL e 5.000 ng/uL, em folhas e no meristema apical. As
plantas foram avaliadas durante um més e néo foi observado florescimento precoce

em nenhuma delas.

6 HIPOTESES PARA O NAO FLORESCIMENTO DAS PLANTAS DE CITROS,
TABACO E TOMATE INOCULADAS COM AS PROTEINAS CiFT3 E SFT

Estudos anteriores confirmaram que a proteina FT, que desempenha um
papel fundamental no processo de florescimento, € um sinal moével sintetizado nas
células companheiras do floema nas folhas e transportado até o meristema apical
caulinar através do floema (TAMAKI et al., 2007; WILKIE et al., 2008; WICKLAND;
HANZAWA, 2015; PUTTERILL; VARKONYI-GASIC, 2016). Apesar da importancia
da mobilidade da proteina FT, o mecanismo regulador ainda é pouco compreendido
(WU et al., 2022).

Com base nos resultados obtidos, ha duas hipoteses para explicar o nao
florescimento das plantas juvenis de citros, tabaco e tomate inoculadas com as
proteinas promotoras do florescimento. A primeira € a ndo translocacéao efetiva da
proteina das folhas, onde foram injetadas, para o meristema apical. Sabe-se que
existe uma concentragdo limite de proteina FT necessaria para a indugdo do
florescimento, e a falta de florescimento precoce nas plantas inoculadas pode ser
resultado da diluicdo ou atenuacdo da proteina durante o transporte de longa

distancia. Wu et al. (2022) chegaram a uma conclusdo semelhante em experimentos
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de translocacdo do florigeno de porta-enxertos transgénicos para copa nao
transgénicas de plantas citricas, que mesmo apo0s detectarem a proteina FT nas
copas ndo transgénicas, ndo ocorreu o florescimento precoce. Entretanto, é
importante ressaltar que no estudo citado anteriormente, a proteina estava marcada,
0 que permitiu acompanhar sua translocacdo, mas as proteinas em estudo no Nnosso
trabalho ndo possuem marcadores, impossibilitando comprovar essa hipotese.

A segunda € que ndo ocorreu o acumulo de quantidades significativas das
proteinas promotoras do florescimento nas plantas para induzir o florescimento. O
acumulo da proteina FT é uma etapa critica e necessaria para a ativacdo da via de
sinalizacdo que promove o florescimento nas plantas (SOARES et al.,, 2020). A
purificacdo das proteinas CiIFT3 e SFT e sua avaliagdo atraves da injecdo nas
plantas para inducao do florescimento € uma abordagem inovadora. No entanto, ndo
ha parametros estabelecidos na literatura para determinar a concentracdo limite
dessas proteinas, necessaria para desencadear o processo de florescimento nas
plantas. Essa falta de informacgdes prévias sobre os limites minimos de concentracdo
requeridos para a acao efetiva das proteinas tornou esse estudo desafiador. Wu et
al. (2022) verificaram que a proteina FT exdgena em Poncirus trifoliata L. Raf.
causou diminuicdo da proteina FT enddgena, resultando na falha de atingir o limite
necessario para a inducéo da floracéo.

A partir dos resultados obtidos, verificou-se que as proteinas recombinantes
CiFT3 e SFT, expressas em E. coli e purificadas, ndo foram capazes de induzir o
florescimento precoce em plantas juvenis de citros, tabaco e tomate. Para
compreender melhor o0s resultados obtidos, analises complementares sao
necessarias a fim de investigar as possiveis razdes. Sugere-se verificar a
estabilidade das proteinas no tampéo utilizado durante o processo de purificacéo.
Além disso, seria importante analisar a estrutura secundaria das proteinas através
de técnicas biofisicas, como o dicroismo circular, para obter informacdes detalhadas
sobre sua conformacdo. Essas abordagens adicionais permitirdo um melhor
entendimento do comportamento das proteinas recombinantes e podem auxiliar na
identificacdo de fatores que influenciam sua atividade no processo de inducao do

florescimento em plantas.
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7 CONCLUSOES

Os genes CiFT3 de citros e SFT de tomate, responsaveis pela codificacdo de
proteinas promotoras de florescimento, foram clonados em pET28a e utilizados para
transformar E. coli BL21(DE3). A inducdo da expressao génica demonstrou que a
melhor condicdo para a producdo de ambas as proteinas recombinantes foi
utilizando 1 mM de IPTG a 37°C, com agitacao de 200 rpm, durante 16 horas (Tov). A
purificacdo através do método de cromatografia de afinidade ao niquel foi possivel
com sucesso para ambas as proteinas.

Tanto a proteina CiFT3 quanto a proteina SFT possuem aproximadamente 20
kDa. A proteina CiFT3 mostrou-se estavel, enquanto a proteina SFT apresentou
instabilidade, conforme indicado pelo indice de estabilidade obtido através da
ferramenta ProtParam. No entanto, na mesma avaliacdo, ambas as proteinas se
mostraram termoestaveis e apresentam afinidade pela agua (hidrofilicas). Além
disso, ambas as proteinas sao citoplasmaticas e nao apresentam peptideos-sinais,
sequéncias curtas que controlam a secrec¢ao e translocacéo de proteinas.

Os testes de inducdo ndo obtiveram sucesso em promover o florescimento
em plantas de citros, tabaco e tomate, tanto in vitro quanto ex vitro.

Para melhor compreender os resultados obtidos, sdo necessarias analises
complementares para investigar possiveis razdes. Dessa forma, serd possivel
direcionar futuras estratégias para otimizar o processo de inducdo e,
consequentemente, avancar na busca por resultados efetivos de florescimento

nessas plantas.
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