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O urucum (Bixa orellana L., Bixaceae, Malvales) é uma planta de porte arbustivo
e lenhoso nativa da AmazoOnia, reconhecida como a principal fonte natural de
bixina, um corante carotenoide amplamente utilizado nas industrias alimenticia,
cosmética e téxtil. Além de seu valor econOmico, a espécie tem sido empregada
como planta-modelo em estudos de respostas a estresses bioticos e abiodticos,
devido as suas caracteristicas fisiol0gicas especificas. Entretanto, B. orellana é
altamente suscetivel ao oidio (Oidium bixae, Erysiphales), um fungo biotroéfico
com ampla distribuicdo geografica e capaz de infectar diversas espécies de
interesse agricola, especialmente sob condi¢cOes ambientais quentes e secas.
Estudos indicam que a suscetibilidade ao patdégeno pode estar relacionada a
expressao do gene Mildew Locus O (MLO), envolvido na interacao planta-
patogeno. A inativacdo desse gene tem sido associada a resisténcia ao oidio,
embora possa comprometer o desenvolvimento e a produtividade de plantas
modificadas geneticamente.

Objetivos

O objetivo deste trabalho foi confirmar a presenca do transgene em diferentes
linhagens de Bixa orellana (BoNT, BoSTTM e BoOE::156) por meio do testes
histoquimicos e PCR gendémico, bem como analisar a expressdao do gene
BoMLO1 em tecidos foliares, com o intuito de investigar possiveis mecanismos
moleculares relacionados a resisténcia da planta a patégenos.

Material e Métodos

Foram coletados primordios foliares expandidos de wuma linhagem nao
transgénica (BoNT) e duas linhagens transgénicas (BoSTTM e BoOE::156) de
Bixa orellana (Otoni et al.,, 2024). As plantas foram cultivadas em casa de
vegetacdo, conforme as normas estabelecidas pela CIBio/UFV e pela CTNBio.

A presenca do transgene foi inicialmente verificada por meio de ensaio
histoquimico utilizando o gene reporter GUS, com base na coloracdao azul
caracteristica da atividade da (-glucuronidase e por PCR com DNA gendmico,
visando a amplificacdo dos genes GUS e HPTII. O DNA foi extraido por
protocolo padrao com CTAB e quantificado por espectrofotometria.

Para a analise de expressdao génica, o RNA total foi extraido a partir dos tecidos
foliares utilizando cloreto de litio como agente precipitante. O RNA foi
quantificado em espectrofotdmetro NanoDrop (Thermo Scientific), e sua
integridade foi verificada por eletroforese em gel de agarose a 1,5%. Para evitar
contaminacdo com DNA genOmico, as amostras de RNA foram tratadas com
DNase I livre de RN Ase antes da sintese de cDNA. A expressao de BoMLO1 foi
analisada por PCR semi-quantitativa. Para ambas as analises, o gene RPL38 foi
utilizado como controle endogeno (gene de referéncia) devido a sua expressao
estavel.
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Figura 1. Analises moleculares e histoquimicas em linhagens de Bixa orellana com diferentes niveis de expressao de miR156. A.
Deteccao dos genes GUS e HPTII com marcador molecular de 1 kb (M) e linhagens BoNT (1), BoSTTM (2-8) e BoOE::156 (9-12). B.
Avaliacdo da expressdo dos genes RPL38 (referéncia) e BoMLO1 com marcador molecular de 1 kb (M), branco (C) e linhagens BoNT

(1), BoSTTM (2-8) e BoOE::156 (9-12). C. Teste histoquimico para o gene GUS na linhagem BoOE::156. D. Teste histoquimico para o
gene GUS na linhagem BoSTTM. E. Teste histoquimico para o gene GUS na linhagem BoNT.

Cconclusoées

Coerentemente, a linhagem ndo-transtormada (BoNT) nao apresentou a coloracao
indigo-blue, caracteristica do teste histoquimico de GUS (Fig. 1E). Ja BoOOE:: miR156
apresentou intensa coloracdo azul (Fig. 1C). Interessantemente, a linhagem
BoSTTM nao exibiu essa coloracao (Fig. 1D). Todavia, a amplificacdao por PCR dos
genes repOrter (GUS) e de resisténcia a higromicina (HPTII), confirmou a natureza
transgénica das linhagens modificadas (Fig. 1A). A coloracdo intensa observada
em BoOE:miR156 (Fig. 1C) pode estar associada a menor concentracao de
polissacarideos e componentes da parede celular, facilitando a infiltracdao e
acessibilidade do tampao com X-Gluc e, conseguinte, maior atividade da [3-
glucuronidase. Ao contrario, a linhagem BoSTTM apresentou maior teor desses
componentes, o que pode ter comprometido a coloracdo. A andlise por PCR
semiquantitativa ndo detectou niveis mensuraveis de expressao do gene BoMLO
(Fig. 1B), sugerindo baixa transcricdo ou auséncia de expressdao nas amostras
testadas, mesmo apo6s contato com o patdogeno.
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