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Resumo

Novas fontes de combustiveis e produtos ndo baseados no Oleo de petroleo séo
necessarias na sociedade moderna. Uma das alternativas € o dleo derivado de plantas. Os
triglicerideos (TAGS), componentes dos 6leos vegetais, sdo os principais lipideos de estoque em
plantas. O entendimento de como os triglicerideos sdo formados € importante para o
desenvolvimento de estratégias visando melhorar o conteddo e a composicdo de Oleos
nutricionais e industriais. As diacilglicerol aciltransferases (DGATS) sdo as enzimas chave para
biossintese de TAGs e catalisam a condensacdo do diacilglicerol (DAG) e dos acidos graxos a
formacdo de triglicerideos. Diversos tipos de genes DGAT ja foram identificados em plantas.
DGATL1 e DGAT?2 sdo enzimas ligadas a membranas ja bem caracterizadas, mas pouco é sabido
sobre a isoforma DGATS3 solUvel na maioria de espécies de plantas. O objetivo deste estudo foi
caracterizar as duas isoformas de DGAT3 (GmMDGAT3A e GmDGAT3B) de soja (Glycine max),
a principal fonte de oleo vegetal do Brasil, e de mamona (Ricinus communis, RcDGAT3),
oleaginosa que possui altos niveis de &cido ricinoleico em sua semente. Plantas de Arabidopsis
thaliana expressando de forma heter6loga a RecDGAT3 de mamona ndo apresentaram diferenca
no perfil de acidos graxos em suas sementes. Leveduras mutantes para a biossintese de TAGs
foram incapazes de recuperar o fen6tipo mutante quando expressam GmMDGAT3A, GmDGAT3B,
ou RcDGATS3. A suplementacéo dessas leveduras com éacido linoleico, ou &cido linolénico ndo
resultou na sintese de triglicerideos, indicando que GmDGAT3A e GmDGAT3B necessitam de
um conjunto diferente de substratos ndo encontrados nas células de leveduras. Folhas de
Nicotiana benthamiana expressando fusfes traducionais de GmDGAT3A, GmDGAT3B, ou
RcDGAT3 com proteinas fluorescentes, mostraram que GmDGAT3B ¢ parcialmente co-
localizada com o reticulo endoplasmatico, enquanto GmDGAT3A € concentrada em pequenos
pontos citosélicos, e simultaneamente espalhada pela célula. A expressdo heter6loga de
RcDGAT3-CFP tanto em folhas de N. benthamiana, quanto em folhas de Arabidopsis mostrou
uma localizagdo similar a GmDGAT3A-GFP, ou seja, as proteinas estavam localizadas em
pontos no citosol das células vegetais. O principal papel da DGAT3 nessas oleaginosas ainda ndo
é claro, mas é provavel que estas enzimas tenham propriedades bioquimicas diferentes dos

ortologos ja descritos.



Palavras chave: 6leos vegetais; biocombustiveis; complementagdo de mutantes; gendémica

funcional.
Abstract

New fuel sources and non-petroleum oil based products are needed in modern society. One of the
alternatives is the oil derived from plants. Triacylglycerides (TAGs) are main components of
vegetal oil and constitute the major stock of lipids in plants. The understanding of how
triacylglycerides are produced is important for the development of strategies aiming to improve
the content and composition of nutritional and industrial oils. Diacylglycerol Acyltransferases
(DGATSs) are the key enzymes for TAG biosynthesis as they catalyze the condensation of
diacylglycerol (DAG) to fatty acids for triacylglycerides formation. Several types of DGAT have
been identified in plants. DGAT1 and DGAT?2 are well characterized membrane-bound enzymes,
but little is known about the soluble DGAT3 isoform in most plant species. The aim of this study
was to characterize the two DGATS3 isoforms (GmDGAT3A and GmDGAT3B) of soybean
(Glycine max), the main plant oil source in Brazil, and the castor bean DGAT3 isoform (Ricinus
communis, RcDGAT3), oleaginous plant that contains high levels of ricinoleic acid in its seeds.
Arabidopsis thaliana plants heterologously expressing RcDGAT3 from castor bean did not
display differences in their seed fatty acid profiles. Mutant yeast for TAG biosynthesis was
unable to recover the mutant phenotype when GmDGAT3A, GmMDGAT3B, or RcDGAT3 are
expressed. Even with supplementation of linoleic acid, or linolenic acid, triacylglyceride
synthesis did not take place, indicating that GmDGAT3A and GmDGAT3B need different
substrates not found in yeast cells. Nicotiana benthamiana leaves expressing translational fusions
of GmDGAT3A, GmDGAT3B, or RcDGAT3 with fluorescent proteins, showed that
GmDGATS3B is partially co-localized with the endoplasmic reticulum, whereas GmDGAT3A is
either concentrated in small cytosolic spots or widespread in the cell. The heterologous
expression of RcDGAT3-CFP either in N. benthamiana leaves or in Arabidopsis leaves showed
similar localization to GmDGAT3A-GFP, in which the proteins are localized in cytosolic spots in
plant cells. The DGAT3 main role in these oleaginous plants is still unclear, but it is likely that
these enzymes display different biochemical properties from the previously described

orthologues.

Keywords: plant oils; biofuels; mutant rescue; functional genomics.
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1 INTRODUCAO

A biotecnologia tem dado suporte importante neste momento de transicdo de nossa
sociedade, e através dela diversos processos e tecnologias tém sido desenvolvidos para substituir
aqueles ja estabelecidos na segunda revolugdo industrial. Além de revolugdes nas areas da saude,
conservacao, alimentacdo e energia, a biotecnologia tem ajudado na area industrial, viabilizando
diversos processos e substituindo outros (Chen e Jiang, 2017; Harnisch e Holtmann, 2017; Imran
et al., 2017). Um dos desafios desta area € tornar mais sustentavel a producdo de combustiveis,
estes que tém como principal representante o 6leo derivado de petréleo. Embora haja novos
métodos para a producdo de energia que ndo dependem de carbono, a substituicdo efetiva € um
processo lento e, portanto, a producdo de combustiveis a partir de 6leos vegetais se tornou uma
alternativa atrativa (Dyer e Mullen, 2008).

O Oleo bruto, derivado de petrdleo, tem sido muito utilizado pelo seu preco, que é
relativamente baixo, e pela sua rica composicdo quimica. Ele € composto por uma mistura de
hidrocarbonetos e outros quimicos, dos quais sdo fracionados e recuperados produtos como
gasolina, diesel, querosene, gas de petrdleo liquefeito e outros hidrocarbonetos de cadeia longa. A
maior parte deste dleo é utilizada para combustivel (90%), sendo que o restante é utilizado para a
fabricacdo de lubrificantes, plasticos, e outros produtos da industria petroquimica. A principal
diferenca entre os dois tipos mais conhecidos de combustiveis derivados do petréleo, gasolina e
diesel, é o numero de carbonos que cada molécula possui. O diesel apresenta uma média de 10 a
15 carbonos por molécula, enquanto a gasolina tem uma média menor, variando de 5 a 12
carbonos. Essa diferenca confere a gasolina uma maior volatilidade, necessitando de apenas ar e
uma faisca para comecar a combustdo, ao passo que o diesel precisa de maior compressdo e de
calor para iniciar a sua queima (Durrett et al., 2008; Dyer e Mullen, 2008). Embora 0 emprego do
petroleo como principal fonte de combustiveis tenha sido favoravel, ele impacta negativamente o
meio ambiente, devido aos compostos toxicos que sdo extraidos junto ao combustivel e pela sua
contribuicdo ao efeito estufa. Por isso, fontes menos nocivas e renovaveis de 6leo tém sido
almejadas.

Uma das alternativas é um derivado do 6leo de plantas, conhecido como biodiesel. Este,
apos o processo de transesterificacdo e separacdo da glicerina, pode ser utilizado como

combustivel e € menos nocivo ao meio ambiente, ja que contém poucos compostos com enxofre
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ou aromaéticos, reduzindo assim a formacdo de ¢xido sulfdrico, &cido sulfdrico e outros
compostos que possam ser considerados carcinogénicos, além de possuir a capacidade de
aumentar a lubricidade do combustivel (Durrett et al., 2008). Além disso, o biodiesel tem baixa
emissdo de monoxido de carbono (CO), e apresenta certa neutralidade em relacdo a producéao de
CO,, j& que 0 gas ndo vem de fontes soterradas e € reabsorvido pelas plantas na fase quimica da
fotossintese, formando um ciclo que pode resultar em uma diminuicdo de até 41% na emissao de
gases do efeito estufa (Hill et al., 2006).

1.1 Oleo vegetal

O dleo proveniente das plantas € quimicamente parecido com aquele que é encontrado em
fracdes do petrdleo e, por esta razdo, pode ser utilizado na producédo de biodiesel. Ele apresenta
maior conteudo energético que o etanol e tem uma relacéo energética favoravel em relacdo a taxa
de energia de input/output de até 1:4 em plantagdes irrigaveis (Dyer e Mullen, 2008). O 6leo
vegetal, resumidamente, é um conjunto de triglicerideos (TAGS), que sdo formados por uma
molécula de glicerol ligada a trés acidos graxos (FAs), saturados ou insaturados. Da grande
diversidade de &cidos graxos que existe na natureza, cinco deles sdo abundantemente encontrados
nos Oleos vegetais, sdo eles o acido palmitico (C16:0), acido estedrico (C18:0), &cido oleico
(C18:1 A%), 4cido linoleico (C18:2 A**?) e o 4cido linolénico (C18:3 A*****)(Jaworski e Cahoon,
2003). Estes FAs sdo conhecidos como acidos graxos “usuais”, pois estdo presentes no 6leo de
diversas oleaginosas (Figura 1, A). A composicdo de acidos graxos confere aos 6leos as suas
diferentes propriedades, e, consequentemente, define suas aplicagfes industriais. Além da
producdo de biodiesel, os triglicerideos tém grande importancia na alimentacao, na preparacédo de
tintas, lubrificantes, detergentes, cosméticos, entre outros produtos (Dyer e Mullen, 2008;
Orsavova et al., 2015).

Algumas espécies de vegetais tém a capacidade de acumular um tipo especifico de acido
graxo em seus 6leos, geralmente apresentando caracteristicas diferentes dos convencionais. Esses
FAs diferentes, conhecidos como “ndo usuais”, possuem grupamentos funcionais (hidroxi,
epoxi), cadeia carbbnica com tamanho variado e até uma grande quantidade de insaturacoes
(Figura 1, B); entretanto, esses acidos graxos sdo encontrados em espécies ndo amplamente

cultivadas, o que dificulta sua exploracdo em larga escala (Jaworski e Cahoon, 2003).
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Para que o Oleo vegetal possa ser utilizado como combustivel, ele precisa ser
transesterificado para que haja a formacgéo de ésteres metilicos de &cidos graxos (FAMES). Este
processo ndo sO quebra os TAGs em FAs e glicerol, mas também diminui a viscosidade dessas
moléculas. Essa reducdo da viscosidade acarreta um menor acumulo de carbono nos bicos de
injetores e aneis de pistdes em motores. Além disso, a viscosidade é uma propriedade fisico-
quimica importante que também estd relacionada com a qualidade da combustdo (Beltrdo e
Oliveira, 2008). Como o tamanho de cadeia carbdnica e a quantidade de insaturacdes nos FAs
afetam tanto positivamente quanto negativamente as qualidades do biodiesel, ndo ha um perfil
6timo. As propriedades mais atrativas sdo adquiridas via &cidos graxos monoinsaturados (oleico e
palmitoleico, por exemplo), pois apresentam maior qualidade de igni¢do, uma maior estabilidade
de combustivel e nas suas propriedades de fluxo frio (ponto de entupimento de filtro a frio, por
exemplo). Entretanto, nenhuma cultivar produz tais acidos graxos em grande quantidade/pureza
(Rogalski e Carrer, 2011).

b
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Curmrent Opinion in Plant Biclogy

Figura 1 Diferentes tipos de Acidos graxos. (A) Acidos graxos usuais sio encontrados na maioria das espécies
oleaginosas e sio abundantes em soja. (B) Acidos graxos ditos como “ndo usuais” sio encontrados em sementes de
poucas espécies na natureza. O acido ricinoléico (Ricinoleic acid) é o principal acido graxo encontrado nas sementes
de mamona (Fonte: Jaworski and Cahoon, 2003).
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A maior parte do 6leo vegetal produzido/extraido mundialmente estd concentrado em
quatro espécies, sendo elas a soja (Glycine max), dendé (Elaeis guineenses), canola/colza
(Brassica napus) e o girassol (Helianthus annuus), que juntos somam quase 80% da producao
total de 6leo mundial (Dyer e Mullen, 2008). Devido a falta de acidos graxos “ndo usuais” com
valor industrial nessas espécies, e pelo fato de que elas ndo acumulam altos niveis de um unico
acido graxo em seu 6leo (o que facilitaria 0os processos a jusante, como a sua purificacdo),
modificagdes genéticas vém sendo testadas com o intuito de desvendar 0s processos e 0s genes
envolvidos na producdo de triglicerideos em diversas espécies (Burgal et al., 2008; Troncoso-
Ponce et al., 2011; Sharma e Chauhan, 2012).

1.1.1 Oleo de Soja

A soja (Glycine max) é uma variedade que foi trazida da Asia para o Brasil no inicio do
século XX, e se tornou uma das oleaginosas mais exploradas pelo nosso pais. Embora seu grao
seja rico em proteinas e muito utilizado para alimentacédo, ela é considerada atualmente a Unica
oleaginosa cultivada com escala suficiente para geracdo de biodiesel (Beltrdo e Oliveira, 2008). O
Oleo de soja compde até 25% do peso seco de suas sementes, e € composto por acidos graxos
usuais. Ele €é rico em acido linoleico (55%), oleico (23%), palmitico (13%), linolénico (4,5%) e
acido estearico (4%), embora as concentracdes possam variar bastante devido a mudancas no
ambiente, especialmente de temperatura (Beltrdo e Oliveira, 2008; Rogalski e Carrer, 2011). Essa
grande variacdo de FAs no 6leo de soja acaba sendo também uma desvantagem para sua
utilizacdo na industria, ja que muitas vezes € necessario apenas um tipo de acido graxo,

demandando métodos de separacdo e processamento antes de sua aplicacao (Dyer et al., 2008).

1.1.2 Oleo de mamona

A mamona (Ricinus communis) também é uma espécie originaria do continente asiatico e
é cultivada em diversos estados do Brasil. A semente desta oleaginosa é rica em &cido ricinoleico
(90%), um acido graxo “ndo usual” que tem alto valor industrial, servindo como matéria prima
para a producéo de tintas, plasticos, cosméticos, entre outros. O que diferencia o acido ricinoleico
dos &cidos graxos ditos como usuais é seu radical hidroxila no carbono 12, que Ihe proporciona
propriedades fisico-quimicas unicas, como uma maior solubilidade em alcool e alta viscosidade
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(Beltrdo e Oliveira, 2008). Outra caracteristica importante do 6leo de mamona € seu contetido na
semente, que pode chegar a 60% de seu peso seco; entretanto, a semente da mamona contém
ricina, uma das proteinas mais toxicas do reino vegetal, além da 2S albumina, uma proteina
alergénica. A presenca dessas proteinas na semente dificulta a producdo do éleo de mamona
(Jaworski e Cahoon, 2003; He et al., 2004).

1.2 Biossintese de &cidos graxos e triglicerideos em plantas

Em plantas, a sintese de &acidos graxos se inicia no cloroplasto, onde o acetil-CoA
(molécula de 2 carbonos) é ativado a malonil-CoA pela acetil-CoA carboxylase, e transferido
para a proteina carreadora de acila (ACP), formando o complexo malonil-ACP, o primeiro
substrato do complexo acido graxo sintase (Cagliari et al., 2011). Neste complexo, a sintese de
novo de &cidos graxos ocorre por uma serie de adi¢des de moléculas de acetil até a formacao de
acidos graxos de 16, ou 18 carbonos (Figura 2, A). A a¢do de enzimas do tipo desaturases pode
ocorrer nesse processo, adicionando uma ligacdo dupla no nono carbono, formando o acido
oleico (18:1 A%). Em plantas que possuem &cidos graxos de cadeia curta/média (8-14 carbonos),
encontrados no 6leo de coco e palma, ha a acdo de tioesterases, que acabam clivando os &cidos
graxos crescentes na acil-ACP, e terminando, assim, precocemente o alongamento da cadeia
carbdnica dos FAs (Dyer et al., 2008). Apo6s a dissociacdo dos acidos graxos com a ACP, eles sdo
exportados do cloroplasto e esterificados a acil-CoAs.

As reacOes que levam a sintese de glicerolipideos (via de Kennedy) majoritariamente
ocorrem no reticulo endoplasmatico (RE), onde as moléculas de acil-CoA sdo transferidas para o
glicerol-3-fosfato na posicdo sn-1 pela glicerol-3-fosfato aciltransferase (GPAT), gerando o acido
lisofosfatidico (LPA) (Voelker e Kinney, 2001). A enzima responsavel pela segunda adicdo do
grupamento acila, do acil-CoA, na posicao sn-2 do LPA é a &cido lisofosfatidico aciltransferase
(LPAT), formando o acido fosfatidico (PA) (Figura 2, B). O préximo passo da via de Kennedy é
a retirada do grupamento fosfato na posicéo sn-3 do PA, realizada pela enzima acido fosfatidico
fosfatase (PAP), gerando a molécula 1,2-diacilglicerol (DAG). O diacilglicerol é uma molécula
central no metabolismo lipidico, pois pode ser utilizada para a formacao de lipideos de membrana
como a fosfoatidilcolina (PC), ou formar lipideos de reserva, como os triglicerideos. A formagéo

de PC é muito importante para a sintese de acidos graxos insaturados, ja que é nesta molécula que

15



diversas &cido graxo desaturases (FADZ2) atuam, levando a formacgdo do acido linoleico (18:2
A**?) | ou do 4cido linolénico (18:3 A®**2%), por exemplo (Jaworski e Cahoon, 2003).

H& duas principais enzimas responsaveis pela formacdo de TAGs em plantas: a
fosfolipideo:diacilglicerol aciltransferase (PDAT), que utiliza fosfolipideos como co-substrato
além de DAG, sendo acil-CoA independente, e a diacilglicerol aciltransferase (DGAT). Essa
ultima enzima transfere o grupamento acila do acil-CoA para 0 DAG na posi¢do sn-3, formando
os triglicerideos, e é considerada como a principal enzima para a formacgédo de 6leo (Turchetto-
Zolet et al., 2011).
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Figura 2 Biossintese de &cidos graxos e triglicerideos (TAGs). Acidos graxos em plantas s&o formados de novo
nos cloroplastos (A) e entdo exportados ao reticulo endoplasmatico (B), onde apds uma série de esterificacdes,
triglicerideos sdo sintetizados. A diacilglicerol aciltransferase (DGAT) é considerada a enzima limitante para sintese
de TAGs. FAT: Acido graxo tioesterase; ACS: Acil-CoA sintetase; GPAT: Glicerol-3-fosfato aciltransferase; LPAT:
Acido lisofosfatidico aciltransferase; PAP: Acido fosfatidico fosfatase. Adaptado de (Chen e Smith, 2012).

1.2.1 Enzimas do tipo Diacilglicerol Aciltransferase (DGAT)

Ha pelo menos cinco tipos de DGATs (EC 2.3.1.20), nomeadas como DGAT1, DGAT?2,
DGATS3, DAcCT e WS/DGAT. DGAT1 é a mais conhecida e bem caracterizada em animais e
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plantas. Em mamiferos, essa enzima esta ligada ao reticulo endoplasmético e é sugerido que
tenha varias atividades acil-transferase além da acilacdo de DAG, tais como acil-CoA:retinol
aciltransferase, mono e diester cera sintase (Yen et al., 2008). Além disso, essa proteina é o
principal alvo para a busca de novos inibidores, ja que a falta de sua funcéo pode levar a reducao
de peso corpéreo (Yen et al., 2008). Em plantas, DGAT1 também contém vérios dominios
transmembrana e parece ter um perfil de expressdo mais amplo do que as outras isoenzimas
DGAT, sendo expressa em Vvarios tecidos vegetais, como flores, caules, folhas e sementes (Chen
et al., 2007; Cao et al., 2013; Chen et al., 2016). DGAT2 € outra enzima bem descrita, tendo
homdlogos também encontrados em fungos (Sandager et al., 2002). Sua fungdo parece ser
essencial no metabolismo de lipideos em camundongos e é expressa em Varios tecidos, além do
tecido adiposo marrom (Yen et al., 2008). DGAT2 de plantas tem uma maior expressao durante
o desenvolvimento de sementes em diversas espécies, especialmente em plantas contendo acidos
graxos “ndo usuais” (Kroon et al., 2006; Burgal et al., 2008; Cao et al., 2013). DGAT2 é
localizada em diferentes subdominios do reticulo endoplasmatico quando comparada a DGAT1,
indicando que suas func¢bes ndo sdo redundantes (Shockey et al., 2006).

Novas enzimas relacionadas a biossintese de dleo e com atividade DGAT foram descritas
nos anos recentes. A cera éster sintase/acil-CoA:diacilglicerol aciltransferase (WS/DGAT) é uma
enzima bifuncional que exibe tanto atividade acil-CoA:&cido graxo aciltransferase quanto
atividade DGAT, e estd presente em procariotos (Kalscheuer e Steinbichel, 2003; Arabolaza et
al., 2008). Recentemente, uma WS/DGAT homdloga de Arabidopsis thaliana também foi
caracterizada (Li et al., 2008), e embora tenham sido identificados homologos dessa proteina em
outras espécies de plantas e algas, ainda se faz necesséario a caracterizacdo funcional dessas
enzimas (Turchetto-Zolet et al., 2016). Outra enzima que difere de DGAT1 e DGAT?2 foi
identificada por Durrett e colaboradores, em 2010, dos quais desvendaram qual era a enzima
responsdvel pela producdo do acetil-triglicerideos (acTAGs) abundantes nas sementes de
Eonymus alatus (Durrett et al., 2010). Este tipo de triglicerideo € interessante, pois possui baixa
viscosidade e poderia ser aplicado diretamente na composicdo de biodiesel, evitando o processo
de transesterificagdo. Essa enzima distinta identificada, nomeada como diacilglicerol
acetiltransferase (DACT), adiciona uma molécula de acetil na posicao sn-3 do DAG. Além dessa
atividade, a EuDACT também acetila alcoois graxos in vitro (Bansal e Durrett, 2016). A
expressao heteréloga dessa enzima levou a producgéo de 40% de acTAGs no 6leo de Arabidopsis,
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mostrando uma aplicagdo interessante dessa enzima na formacéo de 6leos de baixa viscosidade

para a producdo de biocombustiveis (Durrett et al., 2010; Liu et al., 2015; Tran et al., 2017).

Estudando fracdes citosolicas de cotilédones em desenvolvimento de amendoim (Arachis
hypogaea), Saha e colaboradores isolaram um novo tipo de diacilglicerol aciltransferase (Saha et
al., 2006). Essa enzima possui baixa identidade quando comparada a outras DGATS, e néo
apresenta dominios transmembranas, e por isso foi denominada como DGAT soluvel, ou apenas
DGAT3. Hernandez e colaboradores mostraram que a DGAT3 de Arabidopsis (AtDGAT3) esta
localizada no citoplasma, diferente da localizacdo de AtDGATL1 (Hernandez et al., 2012). Desde
entdo, homologos de AtDGAT3 e AhDGATS3 tém sido estudadas em plantas a fim de entender a
provavel via alternativa de sintese de triglicerideos, mas nenhum estudo apresentou
caracterizacdo profunda desta enzima em cultivares destinadas principalmente a producéo de dleo
(Cao et al., 2013; Chi et al., 2014). Nosso grupo demonstrou que os dois genes codificantes para
GmDGAT3 (GmDGAT3A e GmDGAT3B) tém maior expressdo comparado com as outras
DGATs durante o desenvolvimento da semente de soja (Turchetto-Zolet et al., 2016). Além
disso, a DGAT3 de mamona (RcDGAT3) também € expressa em sementes e em outros tecidos
(Brown et al., 2012; Trenz, 2015). Porém, essas enzimas ainda ndo foram caracterizadas em
detalhe visando entender os papeis funcionais desempenhados por elas no metabolismo de

lipideos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
O objetivo do presente trabalho foi caracterizar funcionalmente as DGATS sollveis de
soja e mamona via complementacdo de leveduras mutantes para sintese de TAGs, localiza¢do

subcelular em folhas de Nicotiana benthamiana e expressao heteréloga em Arabidopsis thaliana.

2.2 Objetivos especificos

a) Analisar 0 padrdo de localizacdo subcelular dessas enzimas em células de N.
benthamiana;

b) Testar a funcionalidade dos genes DGAT através da expressdo heter6loga em
leveduras mutantes incapazes de sintetizar triglicerideos;

c) Testar a atividade metabolica destas enzimas através de ensaios de
detoxificacdo de acidos graxos livres em leveduras;

d) Avaliar o perfil de acidos graxos de sementes de Arabidopsis thaliana
expressando RcDGAT3-CFP;
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Material vegetal, extracdo de RNA e sintese de cDNA
Arabidopsis thaliana Columbia-0 (Wild Type) e linhagens expressando RcDGAT3 (Trenz,

2015) foram crescidas por um periodo de 40 dias em sala de crescimento a 24°C com fotoperiodo
de 16h de luz/8h de escuro e 130 pmol m™ s de radiagdo fotossinteticamente ativa. As partes
aéreas de cinco plantas de cada linhagem foram coletadas, secadas por 72h em estufa a 70°C e

pesadas para obter-se o peso seco.

Plantas de soja (Glycine max) foram crescidas a uma temperatura de 26 + 1°C em sala de
crescimento pelo periodo de um més, com fotoperiodo de 16h de luz/8h de escuro. As folhas
foram coletadas e estocadas imediatamente em nitrogénio liquido. O RNA total foi extraido
usando Trizol (Invitrogen). A sintese de cDNA foi realizada usando 1 ug de RNA livre de DNA,
200 unidades de Transcriptase reversa M-MLV  (Promega) e oligo(dT), seguindo as

recomendacdes do fabricante.

Plantas de Nicotiana benthamiana foram crescidas em sala de crescimento a 24°C com
ciclos de 16/8h de luz/escuro e 130 pmol m™ s de radiagdo fotossinteticamente ativa, por um
periodo de 45 dias, quando as folhas estdo bem expandidas e prontas para a Agroinfiltracéo.

3.2 Clonagem dos genes

Sequéncias codificantes dos genes GMDGAT3A (Glymal3gl7860) e GmDGAT3B
(Glymal7g04650) foram amplificados a partir de cDNA de folhas de soja, utilizando
oligonucleotideos (primers) especificos ( Tabela 1) que continham o stop cddon ou ndo. Os
fragmentos amplificados foram clonados em vetores pPENTR/D-TOPO com a finalidade de gerar
clones de entrada para o sistema Gateway (Invitrogen). As sequéncias correspondentes aos genes
foram confirmadas via sequenciamento. Para expressdo em Saccharomyces cerevisae 0os CDS
dos genes codificadores de GmDGAT3A e GmDGAT3B contendo o stop-codon foram
subclonados a partir de pENTR para o plasmideo pVT-U103 (Vernet et al, 1987; Figura 3)
utilizando-se os sitios de restricio Xbal e Xhol para GmDGAT3A e Xbal e Sall para
GmDGAT3B, que foram inseridos nos primers utilizados para o isolamento dos genes. Por
expressar 0 gene URAS3, o plasmideo permite o crescimento em meio sem uracila em leveduras

auxotroficas para este nutriente. Vetores de expressdo em levedura contendo as CDS de
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RcDGAT1, RcDGAT2 e RcDGAT3 foram previamente descritas em (Turchetto-Zolet et al.,
2011; Trenz, 2015).

Tabela 1 Primers utilizados para as clonagens

Nome Sequéncia
GmDGAT3a_F_Xbal 5’-CACCTCTAGAATGGAGATCTCCGGCAGC-3’
GmDGAT3a_R_Sall_AA_STOP 5’-AAAAGTCGACTCAAGTAGCTGTAGCTGCACCTATC-3’
GmDGAT3a_R_NO_STOP 5-AGTAGCTGTAGCTGCACCTATCATA-3’
GmDGAT3b_F_Xbal 5'- CACCTCTAGAATGGAGATCTCCGGCACC -3'
GmDGAT3b_R_No_stop 5’-AGTAGCTGTAGCTGCACCTGCACC-3

Figura 3 Mapa do Plamideo pVT-U. URA3: gene relacionado a sintese de uracila (codifica a orotidina 5°-fosfato
descarboxilase); 2u ori: origem de replicagdo em levedura; ADHp e ADH3’: Promotor e regido 3° da alcool
desidrogenase; Ori: origem de replicacdo em bactéria; f1 ori: origem de replicacdo em fago; ApR: gene que confere
resisténcia ao antibiotico ampicilina. (Adaptado de Vernet et al., 1987).

Para expresséo transiente em folhas de N. benthamiana, pPENTR_GmDGAT3 com e sem
stop cdédon foram clonados por recombinacdo em pEARLYGATE-104 e pEARLYGATE-
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103(Earley et al., 2006), respectivamente. pPENTR_GmDGAT3B com stop cddon foi também
recombinado com pEARLYGATE-104 (Figura 4). Estes plasmideos expressam GmDGAT3A, ou
GmDGAT3B com fusdes traducionais com GFP na C-terminal e YFP na N-terminal,

respectivamente.
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Figura 4 Mapa do plasmideo pEARLYGATE-104. attR1 e attR2: sequéncias que permitem a recombinacdo
especifica do gene de interesse com o plasmideo de entrada; CmR: gene de resisténcia ao antibidtico canamicina;
CaMV p35: promotor 35S; OCS terminator: terminador do gene da octopina-sintase; pVS1 oriV: origem de
replicagdo em Agrobacterium; ccdB: gene que codifica a proteina control of cell death B ; EYFP: sequéncia
codificadora para YFP (Adaptado de:
http://www.snapgene.com/resources/plasmid_files/plant_vectors/pEarleyGate 104/)

3.4 Teste de complementacéo em leveduras

Leveduras (Saccharomyces cerevisiae) mutantes da linhagem H1246, incapazes de
sintetizar triglicerideos devido a mutagBes nos genes ARE1/ARE2/LRO1/DGA1 (genes que
codificam enzimas que catalisam a sintese de triglicerideos nesta espécie)(Sandager et al., 2002),
e transformadas como descrito por Turchetto-Zolet et al. (2011) com o vetor pVT-U103 (Vernet
et al., 1987) (Figura 3) contendo as sequéncias codificadoras para GmDGAT3A e GmDGAT3B
de soja, RcDGAT3 e RcDGAT1 (controle positivo) de mamona, foram utilizadas para testar a

complementacdo de fenotipo. As leveduras foram cultivadas até a fase logaritmica (24 horas), ou
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até a fase estacionaria (72 horas) a 30°C em meio de cultura minimo contendo 0,67% de Yeast
Nitrogen Base (Merck), 2% de glicose, e drop out de aminoacidos sem uracila. As células foram
coletadas por centrifugacao, lavadas e ressuspendidas em 1 mL de 0.9% (m/v) de cloreto de sodio
(NaCl). As células foram homogeneizadas com um volume igual de beads de vidro (0,5 mm), em
vortex intenso por 5 min. Os lipideos foram extraidos com uma mistura de
cloroférmio/metanol/0,9% NaCl em agua (2: 1: 1 v/v/v). A fase orgénica foi coletada, seca e
ressuspendida em 20 pL de cloroférmio. Os lipideos extraidos foram aplicados em placas de
silica gel para cromatografia de camada delgada (Merck) utilizando como fase mdvel uma
solucdo de hexano/éter dietilico/acido acético (80:20:1 v/v/v) (Pan et al., 2013). As placas foram
visualizadas utilizando vapor de iodo. Oléo de soja foi utilizado como padrdo para identificar
TAGs.

Para teste de complementacdo utilizando &cidos graxos, &cido linoleico e &cido linolénico
(Sigma), os mesmos foram primeiramente dissolvidos em etanol para uma concentragdo de 0,5
M. As solugbes de acidos graxos entdo eram dissolvidas primeiramente em uma solucgéo de etanol
contendo 0,05% Triton X-100 e entdo misturados ao meio de cultura, como descrito acima. O
Triton X-100 é um surfactante ndo iénico que foi utilizado para dispersar 0s acidos graxos no
meio de cultura. As suspensBes de leveduras foram diluidas para uma ODggo inicial de 0.1,
suplementadas com 0,2 mM de &cido linoleico ou acido linolénico, crescidas por 72h a 30°C, e

seus lipideos extraidos e analisados como descrito acima.

Para o teste de lipotoxicidade, os diferentes fendtipos de levedura foram analisados.
Primeiramente, as leveduras foram cultivadas em meio sem suplementacao de acidos graxos até
uma ODggo de 2.2 + 0.2. Ap6s, 10 pL das diferentes culturas foi adicionado nas placas contendo
acido linoleico, ou &cido linolénico, com diferentes concentraces dos &cidos graxos (0,1 mM,
0,5 mM e 1 mM). Diluigdes seriadas de 10, 102 10 e 10 foram feitas com essas culturas e
uma aliquota de 10 pL de cada dilui¢do foi aplicada nas placas contendo ou ndo os &cidos graxos.
Leveduras H1246 transformadas com vetor vazio (pVT-U103) e expressando RcDGATL1 foram
utilizadas como controles negativo e positivo, respectivamente. As leveduras foram cultivadas a
28°C por 7 dias.
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3.5 Teste in vivo usando Nile red

Leveduras foram crescidas até a fase estacionaria (72 horas) e o ensaio de fluorescéncia
de Nile red foi realizado como descrito em Siloto (Siloto et al., 2009; Pan et al., 2013). Apds as
medicdes de fluorescéncia, células foram visualizadas em microscépio de fluorescéncia (Zeiss

Axio Imager 2) no filtro Spectrum Orange.

3.6 Analise de lipideos totais de A. thaliana expressando RcDGAT3-CFP

Folhas de Arabidopsis thaliana Columbia-0 (Wild Type) e linhagens expressando
RcDGATS3 (Trenz, 2015) foram coletadas, congeladas em nitrogénio liquido e liofilizadas. Para
extracdo de lipideos totais, 35 mg (peso seco) de folhas maceradas foram utilizados (Li-Beisson
et al., 2010). Aliquotas de 1 mL da fase organica foram utilizadas para realizacdo da TLC, como
descrito acima. Outras aliquotas de 1 mL foram utilizadas para fazer a estimativa de lipideos
totais. Este experimento foi feito via pesagem por diferenca, com tempo de secagem da fase
organica de 24 h a 37°C. Apo6s a pesagem, amostras eram normalizadas pelo volume inicial e os
valores foram convertidos para 100 mg de peso seco. Os experimentos foram realizados em

triplicatas bioldgicas.

3.7 Expressao transiente em folhas de N. benthamiana e localizagéo subcelular

A expressdo transiente em folhas de N. benthamiana foi realizada como descrito em
(Sparkes et al., 2006). Agrobacterium tumefaciens (linhagem EHAZL05) contendo os vetores
binarios PEARLYGATE-103_GmDGAT3A, PEARLYGATE-104_GmDGAT3B, ou
pH7CWG2_RcDGAT3 (Trenz, 2015) foram co-infiltrados com A. tumefaciens (linhagem
LBA4404) contendo o vetor binario pB7WGR2-RNTLB (Sparkes et al., 2010), com uma razao
na densidade dptica (ODggo) de 2:1. Este Gltimo plasmideo contem a sequencia codificadora para
Reticulon-Like Protein B13 (RNTLB13), uma proteina de reticulo endoplasmatico,
traducionalmente fusionada com a proteina fluorescente vermelha (RFP). A expressdo transiente
da fluorescéncia foi visualizada por microscopia de fluorescéncia confocal, no Centro de

Microscopia da UFRGS (http://www.cme.ufrgs.br/) no equipamento Olympus FV1000,

utilizando os filtros para GFP, YFP, CFP e RFP para a detecgédo das proteinas traducionalmente

fusionadas com as diferentes proteinas fluorescentes.

Plantas de A. thaliana expressando RcDGAT3-CFP foram visualizadas por microscopia

de fluorescéncia confocal (Olympus FVV1000), utilizando o filtro especifico para CFP.
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3.8 Andlise do dleo de sementes de A. thaliana expressando DGAT3-CFP

Sementes (aproximadamente 50 mg) de linhagens 35S:DGAT3-CFP de A. thaliana foram
adicionadas a uma solucdo contendo 1 mL 5% de acido sulfurico (H,SO4) em metanol (v/v), 50
pg de hidroxitolueno butilado (BHT) e 300 pL de tolueno. As amostras foram agitadas
intensamente, aquecidas a 85°C por 1,5 hrs e ,em seguida, as fases foram separadas com o auxilio
de um funil de decantagdo. A fase organica foi entdo transferida para um novo tubo, onde foi
evaporada utilizando nitrogénio (Li-Beisson et al., 2010). As amostras foram ressuspendidas em
500 pL de hexano e 1 pL foi aplicado no cromatografo a gas (Modelo CG 2010, Shimadzu,
Kyoto, Japéo), equipado com injetor automatizado, detector de ionizagdo em chama usando
coluna capilar de silica fundida (SBL 100, Shimadzu, 30 m x 0.25 mm, 0.25 mm de espessura). O
solvente para lavagem utilizado foi o hexano e a temperatura de injecdo foi de 240°C. O gas
carreador foi o hidrogénio com injecdo constante de 1 mL min™. A deteccdo foi realizada a partir
do espectrofotdmetro por ionizagdo em chama (FID), em uma temperatura de 260°C com taxa de
injecdo de gas de hidrogénio de 40 mL min™ e ar de 400 mL min™. A temperatura inicial do
forno foi ajustada para 50°C por 1 min e aquecida até os 250°C em um gradiente de 10°C min™.
Cromatogramas foram analisados com base em suas areas e tempos de retencdo. Todos 0s

experimentos foram realizados em duplicatas bioldgicas.

Alternativamente, o perfil de acidos graxos das sementes de Arabidopsis expressando
RcDGAT3-CFP foi analisado por cromatografia liquida de alta performance com fluorescéncia
induzida por laser (HPLC-LIF) (Rodrigues, 2018). Resumidamente, as sementes foram moidas,
pesadas (10 mg) e extraidas com 2 mL de hexano a 60°C. Apos extracdo, ocorre uma etapa de
hidrolisacdo com Lypozyme TL (Novozymes Latin America) e os acidos graxos sao submetidos
a derivatizacdo com a molécula fluorescente MPAC-Br. MPAC-ésters sdo separados em uma
coluna de fase reversa C18 (250 x 4.6 mm) a 30°C por eluicdo em gradiente. As fases moveis
sdo compostas por metanol:tris/acetado (90:10, v/v, fase mével A) e acetonitrila (fase mével B), e
o0 gradiente é programado para alternar entre as duas fases moveis por uma hora, em um fluxo de
1.5 mL/min. A analise dos MPAC-ésters foi feita a 405 nm. Este método foi desenvolvido por
(Rodrigues, 2018).
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3.8 Alinhamento das sequéncias proteicas
As sequéncias proteicas de AhDGAT3-2 (AAX62735.1), AhDGAT3-3 (KC736067) de
amendoim, AtDGAT3 (AAP21223.1) de Arabidopsis e RecDGAT3 (EEF43203.1) de mamona

foram obtidas no NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/). As sequéncias foram alinhadas

usando o software Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) e transferidas para

o software GeneDoc para melhor visualizagdo. Os dominios conservados, como descritos por.

Chi et al. (2014), foram utilizados no alinhamento.
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4 RESULTADOS

4.1 Analise fenotipica de plantas de Arabidopsis thaliana expressando de forma
heteréloga RcDGAT3 de mamona

Transformantes de Arabidopsis thaliana expressando de forma heter6loga RcDGAT3-
CFP de mamona foram obtidas usando o plasmideo pH7CWG2. Foram obtidos inicialmente 10
eventos de transformacdo independentes, nos quais as plantulas expressavam o transgene tanto
em nivel de mMRNA quanto de proteina, dos quais foram detectados na terceira geracao
(T3)(Trenz, 2015). Para verificar se a expressdo do transgene afetaria o fluxo de carbono dessas
plantas, retardando seu crescimento em prol da sintese de triglicerideos, analises fenotipicas
foram realizadas. Como visto na Figura 5, plantas que expressam a DGAT solUvel de mamona
ndo tiveram diferenca em seu peso seco ou na quantidade de lipideos totais em suas folhas em
relacdo as plantas do tipo selvagem (Figura 5, A e B). Além disso, experimentos de coloracao
com Sudan Il e Steinmetz ndo revelaram nenhuma diferenca entre as linhagens, assim como

namero de folhas e estrutura das rosetas (dados ndo mostrados).
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Figura 5: Caracterizagéo das plantas de Arabidopsis expressando RecDGAT3-CFP em relagéo as WT. A) Peso
seco de plantas de Arabidopsis expressando RCDGAT-CFP (L5 e L4) e do tipo selvagem (WT). B) Porcentagem de
lipideos totais pelo peso seco de folhas de Arabidopsis expressando, ou ndo, RcDGAT3-CFP. C) TLC dos lipideos

totais de folhas das plantas em descritas em (B).

Para uma analise de quais espécies de lipideos poderiam estar sendo formadas nas folhas
dessas plantas, uma cromatografia de camada delgada foi realizada (Figura 5, C). Nenhuma

diferenca foi observada entre as plantas que expressam RcDGAT3-CFP e as do tipo selvagem.

Como as sementes sdo 0s tecidos que mais acumulam triglicerideos em plantas (Chen et
al., 2007), foi realizada a analise do perfil de acidos graxos das sementes de plantas expressando
RcDGAT3-CFP. Os resultados mostram que ndo ha diferenca no perfil de acidos graxos entre as
plantas transgénicas e as plantas do tipo selvagem (Figura 6, A). Para uma maior confiabilidade
neste resultado, outras linhagens homozigotas de plantas expressando RCDGAT3-CFP foram

selecionadas por sua resisténcia a higromicina em meio seletivo, e utilizando um método
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analitico diferente (HPLC-LIF), o perfil de &cidos graxos dessas linhagens foi caracterizado
(Figura 6, B). Novamente, ndo foi observada nenhuma diferenca entre as plantas transgénicas e as
selvagens na composicdo de seus acidos graxos.
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Figura 6: Composicdo de acidos graxos nas sementes de Arabidopsis expressando RcDGAT3-CFP e nas
plantas do tipo selvagem. A) Andlise de plantas expressando RcDGAT-CFP na geracdo T3 via GC-FID. B) Analise
do perfil de acidos graxos de diferentes linhagens expressando RcDGAT3-CFP de mamona via HPLC-LIF. Eixo
vertical indica o percentual de cada &cido graxo, e o eixo horizontal indica os diferentes acidos graxos. WT:

sementes do tipo selvagem; T3: sementes transgénicas na geracdo T3; T4: sementes transgénicas na geracdo T4.
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4.2 Leveduras mutantes H1246 expressando de forma heteréloga RcDGAT3 de
mamona sao incapazes de recuperar a sintese de triglicerideos

O ensaio de fluorescéncia com Nile red em leveduras mutantes para a sintese de
triglicerideos (H1246) mostrou que as leveduras complementadas tanto RCDGATS3, quanto com
RcDACTA ndo possuiam fluorescéncia significantemente diferente em relacdo a transformada
com o vetor vazio (Trenz, 2015). Leveduras da linhagem H1246 s&o capazes de produzir &cidos
graxos e DAGs, mas ndo triglicerideos (Sandager et al., 2002), o que as torna uma interessante
ferramenta para estudo de complementacédo de fenotipo. O fluor6foro Nile red é capaz de se ligar
em lipideos, e também se mostrou uma ferramenta Util para estudos com o objetivo de se
identificar lipideos neutros, e sua fluorescéncia estd correlacionada com a atividade DGAT
(Siloto et al., 2009). Embora houvesse bandas correspondentes a formacao de triglicerideos na
cromatografia de camada delgada com as leveduras H1246 expressando RcDGAT3 e
RcDACTA(Trenz, 2015), novas bateladas foram realizadas para confirmar o experimento; porém,
utilizou-se dessa vez uma nova propor¢do na solucdo da fase maével, para que houvesse uma
melhor separacdo entre as espécies de lipideos. Como visto na Figura 7-A, tanto RcDGAT3 e
RcDACTA sdo incapazes de recuperar o fendtipo de biossintese de triglicerideos nestas leveduras.
Quando Nile red é adicionado no meio de cultura contendo estes micro-organismos, € uma
aliquota dos mesmos é levada ao microscépio de fluorescéncia, é possivel identificar a formacéao
de corpos lipidicos (oil bodies) nas leveduras wild type (G175). Entretanto, ndo ha formacéo de

oil bodies nas leveduras mutantes que expressam RcDGAT3 (Figura 7, B).
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Figura 7 Complementacdo leveduras mutantes para sintese de TAGs com RcDGAT3. A) Cromatografia de
camada delgada (TLC) do extrato lipidico de leveduras WT (tipo selvagem), ou leveduras mutantes para a sintese de
triglicerideos (H1246). As células foram transformadas com o vetor vazio (pVT-U), ou com plasmideos de expressdo
contendo a sequéncia codificadora para RcDGAT1, RcDGAT3, ou RcDACTA. B) As leveduras foram levadas ao
microscopio de fluorescéncia apds a adicdo de Nile red. A seta branca indica a presenca de corpos lipidicos nas
células do tipo selvagem. TAG: Triglicerideos; FFA: Acidos graxos livres; DAG: Diacilglicerol.

4.3 GmDGAT3A e GmMDGAT3B de soja expressas de forma heteréloga em leveduras
mutantes H1246 sdo incapazes de recuperar sintese de triglicerideos

A soja é outra oleaginosa de alto valor agrondmico, e as DGAT soluveis dessa espécie
também séo expressas durante o desenvolvimento da semente. Para compreender melhor a funcéo
dos genes putativos das DGAT sollveis de soja, as CDS de GmDGAT3A e GmDGAT3B foram
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amplificadas a partir do cDNA de folhas de soja e clonadas com o auxilio de enzimas de restri¢éo
em plasmideos de expressdo para um teste de complementagdo de fenétipo, utilizando leveduras
da linhagem H1246. A expressdo heteréloga dos genes de soja nessas leveduras por 72h (fase
estacionaria) ndo resultou em sintese de triglicerideos (Figura 8, A). O ensaio para verificar o
acumulo de lipideos neutros in vivo, utilizando o fluoréforo Nile red, também ndo demonstrou
diferenga significativa entre o vetor vazio (pVT-U103) e as leveduras carregando GmDGAT3A,
ou GmDGAT3B (Figura 8, B e C), indicando que esses genes sdo incapazes em complementar o

fenotipo das leveduras mutantes.

A B Nile red assay
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Figura 8 Ensaio de complementacao usando leveduras mutantes incapazes de produzir 6leo. A) Cromatografia
de camada delgada (TLC) do extrato lipidico de leveduras WT (tipo selvagem), ou leveduras mutantes para a sintese
de triglicerideos (H1246). As células foram transformadas com o vetor vazio (pVT-U), ou com plasmideos de
expressdo contendo a sequéncia codificadora para RcDGAT1 (controle positivo), GmMDGAT3A, ou GmDGAT3B. B)
Atividade de DGAT in vivo utilizando o ensaio de fluorescéncia de Nile red em leveduras mutantes H1246. Eixo
horizontal representa a diferenca de fluorescéncia pré e pds adicao do Nile red, dividido pela ODgy. C) Células de
(B) foram visualizadas no microscopio de fluorescéncia. TAG: Triglicerideos; FFA: Acidos graxos livres ; DAG:
Diacilglicerol; Oil: 6leo de soja.
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4.4 Ensaio de complementacdo do fendtipo mutante de leveduras H1246 com DGATS
sollveis de soja na presenca de acidos graxos poliinsaturados

Uma das grandes caracteristicas dos triglicerideos de diversas espécies oleaginosas € a
presenca de acidos graxos insaturados em sementes (Tvrzicka et al., 2011). No entanto, as
leveduras produzem apenas tracos de tais acidos graxos (Daum et al., 1998; Sandager et al.,
2002). Como GmDGAT3A e GmMDGAT3B sédo expressas em sementes de soja (Turchetto-Zolet
et al., 2016), hipotetizou-se que o0s substratos dessas enzimas nao estejam presentes nas
leveduras H1246, e por este motivo ndo produzissem TAGs apesar da expressdo dos genes de
soja, GmMDGAT3A e GmDGAT3B. Para reverter tal efeito, &cido linoleico (18:2) e é&cido
linolénico (18:3) (&cidos graxos encontrados em sementes de soja) foram adicionados no meio de
cultura das leveduras durante os ensaios de complementacdo. Mesmo com a adicdo de tais FA,
ambas DGATs soluveis de soja (GmDGAT3A e GmDGAT3B) foram incapazes de
complementar o fen6tipo mutante das leveduras (Figura 9). Como mostrado por (Turchetto-Zolet
et al., 2011), RcDGAT2 é uma enzima incapaz de recuperar tal fen6tipo em meio de cultura
minimo; entretanto, quando suplementadas com &cido linoleico ou &cido linolénico, leveduras

expressando RcDGAT?2 foram capazes de produzir triglicerideos (Figura 9).

TAG

FFA

- DAG
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Figura 9 Ensaio de complementacao em leveduras H1246 com suplementacdo de acidos graxos. Cromatografia
de camada delgada (TLC) do extrato lipidico de leveduras WT (tipo selvagem), ou leveduras mutantes para a sintese
de triglicerideos (H1246), expressando diferentes DGATs (RcDGAT1, RcDGAT2, GmDGAT3A, ou GmDGAT3B).
Leveduras foram crescidas na presenca de 0,2 mM de &cido linoleico (18:2), ou &cido linolénico (18:3).

4.5 Lipotoxicidade em leveduras mutantes via suplementacao de &cidos graxos livres

e recuperacao do efeito inibitorio via producéo de triglicerideos

A adicéo de acidos graxos livres no meio de cultura em leveduras H1246 pode retardar a
taxa de crescimento das células, via efeitos de toxicidade como permeabilizacdo das membranas,
producdo de espécies reativas de oxigénio e estresse no reticulo endoplasmatico (Weinberg,
2006; Siloto et al., 2009; Pan et al., 2013). Uma das maneiras das leveduras contornarem esse
efeito é convertendo os &cidos graxos em triglicerideos. Inicialmente, foram plaqueados 0s
diferentes genoétipos de leveduras em diluicBes seriadas em meio seletivo para avaliar o
crescimento padrdo das células, onde nao havia adi¢do de acidos graxos (Figura 10). Para avaliar
os efeitos causados pelo &cido linoleico e o acido linolénico, estes foram adicionados no meio de
cultura em trés diferentes concentragdes (0,1, 0,5 e 1 mM) e as leveduras foram crescidas por sete
dias. De modo geral, o &cido linoleico parece ter um efeito inibitério maior do que o &cido
linolénico, independente do gendtipo/concentracdo utilizado (Figura 11). Leveduras do tipo
selvagem, contendo o vetor vazio, conseguem tolerar concentracdes baixas de ambos acidos
graxos, mostrando crescimento levemente retardado; porém, em concentracdes maiores, as
leveduras ndo se desenvolveram nos pontos com maior diluicdo de células, indicando um efeito

de lipotoxicidade causada pela suplementacdo de acidos graxos (Figura 11).
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Figura 10 Crescimento de leveduras em meio seletivo. Leveduras expressando genes de DGAT foram crescidas
por 7 dias em meio seletivo (sem uracila), na auséncia de acidos graxos. O crescimento das leveduras é demonstrado
pela aplicacdo de 10uL de cada diluigdo (1 a 10™, da esquerda para direita) das leveduras recombinantes (H1246), ou
do tipo selvagem (WT). pVT-U103: vetor vazio.

As leveduras mutantes expressando RcDGATL1 desenvolveram-se em qualquer
concentracdo de acidos graxos, apresentando retardamento em seu crescimento apenas quando
submetidas a 1mM de acido linoleico (Figura 11), indicando que esta enzima consegue reverter o
fendtipo de lipotoxicidade causada pela adicdo de &cidos graxos. Curiosamente, as leveduras
H1246 expressando RcDGAT2 também conseguiram se desenvolver na presenca dos acidos
linoleico e linolénico. Além disso, o crescimento das leveduras expressando RcDGAT2 foi igual
ou superior na presenca do &acido linolénico, dependendo da concentracdo no meio; entretanto,
seu crescimento foi altamente inibido na presenca de 1mM de acido linoleico no meio de cultura
(Figura 11). As leveduras mutantes contendo as constru¢fes para GmDGAT3A, ou GmDGAT3B
(DGAT soluveis de soja) tiveram seu crescimento inibido na presenca dos &cidos graxos,

principalmente na presenca do &cido linoleico (Figura 11).
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Figura 11 Resgate do fenotipo de lipotoxicidade em células H1246. Leveduras expressando diferentes genes de
DGAT foram crescidas por sete dias em meio seletivo (sem uracila), na presenca de acido linoleico (18:2), ou acido
linolénico (18:3), em diferentes concentracfes (0.1, 0.5 e ImM). O crescimento das leveduras é demonstrado pela
aplicacdo de 10pL de cada diluicdo (1 a 10, da esquerda para direita) das leveduras recombinantes (H1246), ou do
tipo selvagem (WT). pVT-U103: vetor vazio.

4.6 RcDGATS3-CFP localiza-se em estruturas dot-like no citoplasma de células de
folhas.

Para confirmar a localizagdo subcelular da DGAT soluvel de mamona, ja descrita como
citoplasmatica (Trenz, 2015), folhas de Arabidopsis expressando RcDGAT3-CFP foram levadas
ao microscépio confocal e sua localizacdo avaliada. A maior intensidade de fluorescéncia da CFP
estava concentrada em pontos fora do cloroplasto (Figura 12, A e B). Quando folhas de N.
benthamiana, expressando transientemente a mesma construcdo, foram visualizadas no
microscopio confocal, um padrdo muito similar foi observado (Figura 12, C). O padrdo de
localizacdo em estruturas dot-like de RCDGAT3-CFP parece ser citosolica, sem estar embebida

no reticulo endoplasmatico como as outras DGATS (Figura 12, C).
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Figura 12 RcDGAT3-CFP esta localizada em estruturas dot-like em células de folhas. A) Imagem de folha de
Arabidopsis thaliana expressando RcDGAT3-CFP, utilizando-se apenas o filtro para CFP. B) Imagem de folha de
Arabidopsis thaliana expressando RcDGAT3-CFP, utilizando o filtro para CFP e a autofluorescéncia dos
cloroplastos (vermelho). C) Overlay de imagens de folhas de N. benthamiana expressando transientemente
RcDGAT3-CFP e RNTLB13-RFP (proteina de reticulo endoplasmatico, em vermelho).

4.7 DGATs solaveis de soja tém diferentes localizacdes subcelulares
Os glicerolipideos sdo principalmente sintetizados no reticulo endoplasméatico e as
enzimas GmMDGAT1 e GmDGAT?2 de soja também s&o localizadas nessa organela (Chen et al.,
2016). Uma das caracteristicas das proteinas DGAT3 é a falta de dominios transmembrana, o que
indica uma localizacéo diferente das outras DGATS. Por isso, a localizagdo subcelular de ambas
GmDGAT3A e GmDGAT3B foi examinada por expressdo transiente em folhas de N.
benthamiana, contendo construgdes traducionalmente fusionadas com proteinas fluorescentes.
YFP-GmMDGAT3B parece estar localizada por toda a célula e tem co-localizagdo parcial com as
membranas do RE assim como RTNLB13-RFP (Figura 13, A). Por outro lado, GmDGAT3A tem
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uma distribuicéo diferente dentro das células de N. benthamiana, dependendo de qual orientacdo
a proteina fluorescente foi fusionada. Quando GmDGAT3A é traducionalmente fusionada com
GFP na porcdo C-terminal, sua localizacdo estava concentrada em pontos concentrados em volta
do reticulo endoplasmatico (Figura 13, B); entretanto, quando YFP foi fusionada na porcdo N-
terminal da GmDGAT3A, sua localizacdo foi dependente de quédo distante do ponto de
agroinfiltracdo a fluorescéncia foi observada no microscopio, apresentando co-localizagdo com

RE quando estava afastada do ponto de agroinfiltracao (Figura 13, C e D).

YFP-GmDGAT3B i) ‘W1 empcarsa-Grp
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YFP:GmDGAT3A YFP-GmDGAT3A

Figura 13 Localizagdo subcelular das DGAT3s de soja. Folhas de N. benthamiana foram co-infiltradas com
Agrobacterium tumefaciens contendo GmDGAT3 fusionada com a proteina fluorescente verde, ou amarela e
também Agrobacterium tumefaciens contendo RTNLB13 (proteina marcadora de RE) traducionalmente fusionada a
RFP. A) GmDGAT3B traducionalmente fusionada com YFP na por¢cdo N-terminal. B) GmDGAT3A
traducionalmente fusionada com GFP na por¢do C-terminal. C) Imagem de GmDGAT3A traducionalmente
fusionada com YFP perto do ponto de agroinfiltragdo. D) Imagem de GmDGAT3A traducionalmente fusionada com
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YFP na N-terminal distante do ponto de infiltracdo. Imagens foram tiradas quatro dias depois da infiltracdo no
microscépio confocal, e uma sobreposicdo das imagens dos filtros de GFP/YFP e RFP é representada.

4.8 DGAT3s de soja sdo mais similares a DGAT3s de amendoim

As isoenzimas de diacilglicerol aciltransferase sdo diferentes uma das outras, e embora as
localizagdes subcelulares de DGAT1 e DGAT?2 estejam bem estabelecidas (Shockey et al., 2006),
apenas uma DGATS3 foi estudada em relacdo a sua localiza¢do dentro da célula (Herndndez et al.,
2012). Uma vez que GmDGAT3A e RcDGAT3 apresentam localizagdo subcelular distinta da
AtDGATS3, foi feita uma comparacdo das sequéncias de aminoacidos dessas proteinas com as
outras DGATS soluveis que ja foram caracterizadas. Ambas as DGATSs de soja tém uma maior
similaridade com as AhDGATs de amendoim (Figure 14). Interessantemente, elas também
compartilham o dominio N-terminal presente nas enzimas de amendoim, mas que ndo €
encontrado na AtDGAT3 de Arabidopsis (Figura 14).
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Figura 14 Alinhamento das DGATSs sollveis. Comparacdo das sequencias das enzimas caracterizadas de
amendoim AhDGAT3-2 e AhDGAT3-3, AtDGAT3 de Arabidopsis, RcDGAT3 de mamona e GmDGAT3A e
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GmDGAT3B de soja. Dominios conservados estdo em vermelho. I: Sitio de ligagdo a fosfopanteteina; 1l e V:
Potenciais motivos DGAT; Ill: Assinatura putativa de um tiolase acil-enzima intermediario; 1V: Sitio putativo de

fosforilagdo tirosina quinase; VI: Assinatura da proteina ligadora de acido graxo; VII: Sitio ativo catalitico putativo.
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5 DISCUSSAO E PERSPECTIVAS

O entendimento de como os genes funcionam, interagem, e como eles sdo regulados é
muito importante para o estabelecimento de novas estratégias no campo da biotecnologia (Bunnik
e Le Roch, 2013; Thao e Tran, 2016). Uma vez que o petroleo € um combustivel finito, e pode
apresentar compostos perigosos para 0 meio ambiente, novas tecnologias tém sido buscadas para
substituir essa fonte de energia tradicional. Oleos de plantas, algas e de microrganismos vém
sendo propostos como uma alternativa ecoldgica, pois eles podem gerar compostos de carbono
semelhantes aqueles encontrados no diesel (Vanhercke et al., 2013; Bhujade et al., 2017; Qin et
al., 2017). Por isso, a prospeccdo de novos genes e 0 entendimento dos mecanismos pelos quais
0s organismos vivos produzem tais moléculas podem contribuir para o desenvolvimento de

alternativas para uma melhor acumulagdo/producéo de 6leo e sua futura otimizacao.

A diacilglicerol aciltransferase é a principal enzima para a biossintese de triglicerideos na
maioria dos organismos e tem sido explorada no campo da biotecnologia para o acimulo de éleo
(Reynolds et al., 2017). Embora a expresséo heterdloga de DGAT1 e DGAT2 j& tenha mostrado
a habilidade de desviar o metabolismo de lipideos para o anabolismo de TAG, varios mecanismos
ainda ndo estdo claros em como aumentar a quantidade especifica de acidos graxos “ndo usuais”
em oleaginosas cultivadas. A co-expressdao de DGAT e de &cido graxo desaturases/hidrolases
especificas ainda leva a uma baixa producdo de TAGs contendo acidos graxos modificados
(Burgal et al., 2008; Yurchenko et al., 2017).

A DGAT solavel, ou DGATS3, foi originalmente descrita em amendoim em fracdes
citosolicas de cotilédones em desenvolvimento (Saha et al., 2006), e mostrou atividade DGAT in
vitro usando 1,2-DAG e oleil-CoA, com menor atividade usando pamitoil- e estearoil-CoA como
doadores de acila, respectivamente (Saha et al., 2006). Um dos inconvenientes de expressar estas
enzimas envolvidas na producdo de TAGs utilizando promotores fortes é o possivel
deslocamento do metabolismo de carbono, que poderia retardar ou limitar o crescimento das
plantas em prol da producdo de lipideos (Yurchenko et al., 2017). Arabidopsis thaliana
expressando de forma heterdloga a construgdo 35S::RcDGAT3-CFP ndo demonstrou diferenga
no seu crescimento, nimero de folhas e quantidade de lipideos totais (Figura 5, A e B). Como o
acumulo de TAGs em folhas ¢ baixo (1%) (Murphy e Parker, 1984), quando comparado com as
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sementes (20 - 60% do peso seco) , uma simples separagdo de lipideos dessas plantas, via TLC,
poderia apresentar alguma diferenca na quantidade ou nas espécies de lipideos presentes nessas
amostras; entretanto, nenhuma diferenca foi observada em relacdo as plantas selvagens (Figura 5,
C). Embora o tempo de retencdo de triglicerideos tenha sido o mesmo das plantas do tipo
selvagem e das plantas expressando RcDGAT3-GFP na cromatografia de camada delgada,
alteracbes na composicdo de &cidos graxos ainda podem estar presentes, sendo necessario um
método analitico como GC-FID ou HPLC-MS, para analises mais robustas (Li et al., 2014).
Além disso, a quantidade de amostra do extrato lipidico aplicado na TLC pode ter sido excessivo,
ja que as bandas de TAGs em todas as amostras estavam quase saturadas (Figura 5, C)
(Yurchenko et al., 2017).

Em mamona, o gene RCDGAT3 é expresso durante todo o desenvolvimento da semente,
com maior expressdo no estagio S2, indicando que este gene possa estar relacionado com a
sintese de triglicerideos (Trenz, 2015). Além disso, 0 gene também é expresso em diversos outros
tecidos, com alta expressdo em folhas (Brown et al.,, 2012). Sementes de Arabidopsis
expressando RcDGAT3-CFP foram analisadas, por dois métodos, para avaliar se haveria
diferenga no perfil de seus acidos graxos com relacdo as plantas selvagens (Figura 6). Tanto a
andlise via GC-FID, quanto por HPLC-LIF ndo identificou diferenca significativa no perfil de
acidos graxos nas sementes de Arabidopsis expressando RcDGAT3-CFP, em diversas linhagens,
em relacdo as plantas do tipo selvagem (Figura 6, A e B). A alta competicdo pelo substrato entre
as enzimas enddgenas pode explicar os perfis de acidos graxos idénticos entre as linhagens
transgénicas e selvagens. (Van Erp et al., 2015). Para reduzir o efeito destas isoenzimas ja
presentes nas sementes, a utilizacdo de mutantes, ou técnicas de silenciamento génico podem ser
utilizadas (\Van Erp et al., 2015). Outros fatores que podem estar relacionados a falta de diferenca
do perfil de acidos graxos entre as plantas expressando RcDGAT3-CFP e do tipo selvagem sdo a
falta de substratos especificos para a enzima, ou a baixa expressdo do transgene nas sementes, ja

que a presenca do mRNA de RcDGATS3 neste tecido ndo foi analisada (Trenz, 2015).

A fungdo putativa de DGAT das DGAT3 ainda precisa ser confirmada. Uma das
metodologias bem estabelecidas para testar esta atividade, é a complementacdo de fenotipo em
leveduras da linhagem H1246. Estas leveduras mutantes sdo incapazes de produzir triglicerideos,

o que simplifica muito a anélise para a deteccdo de atividade de sintese de TAGs (Sandager et al.,
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2002). Como demonstrado na Figura 7-A, a expressdao de RcDGAT3 € incapaz de recuperar a
biossintese de triglicerideos nas leveduras H1246 (Figura 7, A e B). Este experimento confirma o
que ja tinha sido observado previamente (Trenz, 2015), uma vez que as mesmas leveduras
transformadas com o gene ndo demonstraram fluorescéncia relativa significantemente diferente
das que possuiam apenas o vetor vazio no experimento da fluorescéncia de Nile red (Trenz,
2015). Quando Chi et al. expressou de forma heter6loga a AhDGAT3-3 de amendoim em
leveduras mutantes H1246, o fenotipo mutante foi complementado, e o perfil total de acidos
graxos das leveduras mudou, apresentando maiores niveis de acido mistirico, palmitico, oleico e
linoleico, e menores niveis de acido palmitoleico e estearico (Chi et al., 2014). Possivelmente, a
falta de atividade DGAT da DGAT soltvel de mamona esteja relacionada com a falta de
substratos, encontrados no 0leo desta oleaginosa, mas ausentes nas leveduras. Além disso, ndo foi
medida a expressdo das DGATs de mamona nas leveduras, e isso pode estar diretamente
relacionado com a falta de atividade DGAT, ja que foi mostrado que leveduras H1246 apenas
expressavam a proteina AtDGAT2 de A. thaliana quando os codons da sua sequéncia
codificadora eram otimizados, e com isso, conseguiam complementar o fendtipo mutante
produzindo oil bodies e triglicerideos (Aymé et al., 2014). Alternativamente, ndo podem ser
descartadas as possibilidades desta enzima precisar de alguma interacdo com outras moléculas
para ter atividade DGAT, de possuir alguma regulacdo pos-transcricional, pos-traducional (Zhou
et al., 2013), ou até mesmo de ndo realizar tal atividade catalitica.

A expressdo de DGATS3 foi estudada previamente em outras espécies além de amendoim
e mamona. Em tungue (Vernicia fordii), a expressdao do gene € maior em folhas e tecidos
reprodutivos, do que durante o desenvolvimento da semente (Cao et al., 2013). Em Arabidopsis,
a expressdo de AtDGAT3 também é maior durante a germinacdo da semente e durante o
estabelecimento da plantula do que durante a o desenvolvimento da semente (Herndndez et al.,
2012). Em soja (Glycine max), a expressdo das duas DGAT3 (GmDGAT3A e GmDGAT3B) ¢
maior durante o desenvolvimento da semente do que a maioria das DGAT1 e DGAT2 desta
espécie (Turchetto-Zolet et al., 2016). Além disso, GmMDGAT3A apresenta 0s maiores niveis de
expressdo do seu mRNA entre as DGATs em folhas e sementes desta oleaginosa. Para avaliar a
capacidade das duas DGAT soluveis de soja em sintetizar triglicerideos in vivo, 0s genes
correspondentes foram clonados e expressos em leveduras mutantes da linhagem H1246. Tanto a

cromatografia de camada delgada, quanto o ensaio da fluorescéncia por Nile red mostraram que a
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expressdo de GmMDGAT3A e GmDGAT3B ndo levaram a producdo de triglicerideos nessas
leveduras (Figura 8, A-C).

Devido a diferente composicdo de acidos graxos entre leveduras e plantas, e a fim de
fornecer novos substratos para as enzimas testadas, o meio de cultura das leveduras foi
suplementado com FA poli-insaturados. Hernandez et al. (2012) demonstraram que AtDGATS3 de
Arabidopsis possui maior preferéncia pelo acido linoleico e acido linolénico (Hernandez et al.,
2012). Além disso, Pan et al. demonstraram que leveduras H1246 expressando o gene LUPDAT1
de linho (Linum usitatissimum L.) precisavam da suplementacdo de &cido linolénico para
produzir TAGs (Pan et al., 2013). Porém, leveduras mutantes que expressavam GmDGAT3A, ou
GmDGAT3B, ndo conseguiram complementar o fendtipo mutante na presenca de acido linoleico,
ou do acido linolénico (Figura 9). Além das hipoteses ja levantadas anteriormente sobre
RcDGATS, a falta de DAGs especificos, que ndo sdo encontrados endogenamente em leveduras,
também pode estar relacionada a falta de atividade DGAT nas leveduras H1246 que expressam
GmDGAT3A, ou GmDGAT3B (Burgal et al., 2008; Bansal e Durrett, 2016). Curiosamente,
leveduras H1246 expressando RecDGAT2 conseguiram complementar o fenotipo mutante quando
acido linoleico, ou &cido linolénico, foram adicionados ao meio de cultura das células (Figura 9),
indicando que esses &cidos graxos podem ser utilizados como substratos por esta enzima in vivo.
A RcDGAT2 de mamona, junto com a RcPDAT1-2, sdo consideradas as enzimas principais para
a formacdo do 6leo de mamona, rico em &cido ricinoleico, e ja foram expressas, de forma
heter6loga, em Arabidopsis para o acimulo deste FA (Kroon et al., 2006; Burgal et al., 2008;
Kim et al., 2011). Burgal et al. demonstraram que RcDGAT2 consegue utilizar oleil-CoA como
substrato in vitro, especialmente com a adicdo de 1,2-diricinoleina (Burgal et al., 2008);
entretanto, € a primeira vez que é demonstrada a atividade de RcDGAT?2 in vivo utilizando &cido
linoleico, ou acido linolénico como substratos, sem a adicdo de DAGs exdgenos. Este dado indica
que RcDGAT?2 ¢ capaz de produzir triglicerideos na auséncia de acido ricinoleico, e pode usar 0s

DAGs enddgenos das leveduras como substrato.

Apesar da suplementacdo de acidos graxos livres no meio de cultura das leveduras
auxiliar na identificacdo de quais substratos as DGATSs putativas podem utilizar, esses acidos
graxos podem ser toxicos para as leveduras H1246, causando retardamento em seu crescimento

(Siloto et al., 2009; Pan et al., 2013; Rani et al., 2013). A presenca do &cido linoleico em altas
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concentragfes afetou intensamente o crescimento de todos os genotipos de leveduras, com
excecdo de leveduras H1246 expressando RcDGATL, que se desenvolveram em varias dilui¢oes
(Figura 11). Este fenbmeno também foi observado na presenca de &cido linolénico, onde a
expressao de RCcDGAT1 permitiu o crescimento das leveduras mutantes independente de sua
diluicdo e da concentragdo do FA (Figura 11). Embora RcDGATL1 tenha uma expressao relativa
menor que RCcDGAT2 ao longo do desenvolvimento da semente de mamona (Cagliari et al.,
2010), sua expressao é relativamente maior em folhas (Brown et al., 2012) e sua preferéncia por
substratos é diferente de RCDGATZ2, ja que consegue restaurar a biossintese de TAGs em
leveduras mutantes sem suplementacdo exdgena de &cidos graxos (Figura 7 e 8). As leveduras
que expressam RcDGAT?2 também conseguiram se desenvolver na presenca de acido linoleico e,
curiosamente, desenvolveram-se melhor na presenca de acido linolénico do que em sua auséncia
(Figura 10 e 11). Apesar deste resultado indicar algum beneficio para as leveduras que expressam
RcDGAT?2, este experimento precisa ser repetido, ja que nunca foi detectada alguma deficiéncia
no crescimento dessas células na presenca dessa enzima, o que poderia indicar um falso positivo
neste experimento. Por fim, as leveduras mutantes que expressavam as DGATS soluveis de soja
(GmDGAT3A ou GmDGAT3B) ndo tiveram desenvolvimento diferente das leveduras que
apenas possuiam o vetor vazio (Figura 11). Este resultado corrobora o que foi detectado na
analise de TLC (Figura 9), em que a expressdo de ambas as enzimas nao resultou na formacéo de
triglicerideos nas leveduras, e assim ndao conseguem detoxificar o dano causado pelo acumulo de

acidos graxos adicionados ao meio de cultura.

A localizacdo subcelular das enzimas envolvidas na sintese de glicerolipideos €
comumente observada no reticulo endoplasmatico. Experimentos em que GMDGATI1A e
GmDGAT2D de soja eram expressas de forma transiente em folhas de tabaco (Nicotiana
tabacum) mostraram que ambas as enzimas estdo localizados nesta organela (Chen et al., 2016).
Protoplastos de Arabidopsis thaliana expressando também de forma transiente RCDGAT1, ou
RcDGAT2 de mamona mostraram que estas enzimas também se localizam no RE (Maraschin et
al, dados ndo publicados). Uma das caracteristicas das enzimas do tipo DGAT3 é a falta de
dominios transmembrana, sugerindo que sua localizacdo esteja na parte soluvel da célula
(Turchetto-Zolet et al., 2016). RcDGAT3-CFP expressa de forma heterdloga em Arabidopsis
thaliana tem localizacdo citoplasmatica em diversos tecidos (Trenz, 2015). Porém, quando as

folhas dessas plantas foram observadas no microscépio, houve um intenso sinal fluorescente em
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forma de pontos (dot-like) em células guarda (Figura 12, A e B). Quando a mesma construcdo foi
utilizada para expressar RcDGATS3, de forma transiente em folhas de N. benthamiana, o0 mesmo
padrdo foi observado (Figura 12, C). Esta localizacdo subcelular também foi visualizada quando
GmDGAT3A-GFP foi expressa de forma heter6loga em folhas de N. benthamiana, mostrando-se
citosolica e ndo tendo co-localizacéo no reticulo endoplasmatico (Figura 13, B). Para um melhor
entendimento de onde essas enzimas estdo atuando dentro das células, marcadores da via trans-
Golgi podem ser utilizados para indicar uma possivel localizacdo na via de secrecao celular.
Além disso, a utilizacdo do fluoréforo Nile red possibilitaria a identificacdo de corpos lipidicos
nas folhas, que poderia indicar alguma relacdo entre a localizagdo das enzimas e suas fungdes na
reciclagem de écidos graxos (De Domenico et al., 2007; Hernandez et al., 2012). E sabido que
triglicerideos sao utilizados como fonte energética para a abertura estomatica (Mclachlan et al.,
2016), e como DGAT3 de diversas espécies sdo expressas em folhas. Portanto, é possivel que

esta enzima esteja envolvida com o processo de homeostase dos corpos lipidicos.

A expressdo de GmDGAT3A fusionada com YFP na por¢cdo N-terminal levou a resultado
curioso (Figura 13, C e D). Dois padrGes foram observados para essa construcdo, um que
demonstrou um aglomerado concentrado dentro da célula (Figura 13, C), e outro em que estava
espalhado por toda a célula (Figura 13, D). Este Gltimo é muito similar a localizacdo de YFP-
GmDGAT3B, em que as proteinas estavam dispersas pela célula e possuiam co-localizacdo
parcial com o reticulo endoplasmaético (Figura 13, A). Embora ndo tenha sido detectado nenhum
peptideo sinal nas sequéncias N-terminal das DGAT3s de soja (dado ndo mostrado), a fusdo da
YFP poderia estar interferindo na localizacdo destas enzimas, necessitando de uma analise mais
detalhada utilizando mais controles. Curiosamente, a expressdo de AtDGAT3 de Arabidopsis
fusionada com GFP na C-terminal (Hernandez et al., 2012) apresentou localizacao diferente de
RcDGAT3-CFP e GmDGAT3A-GFP, lembrando bastante o padrdo de YFP-GmDGAT3B
(Figura 12, A e Figura 13, A e B). Para identificar alguma possivel diferenca entre os dominios
das proteinas, um alinhamento mdltiplo foi realizado. Como visto na figura 14, AtDGAT3 de
Arabidopsis ndo possui a por¢do N-terminal que esta presente na sequéncia de aminoacidos das
outras enzimas, podendo explicar a localizagcdo subcelular diferente de RcDGAT3-CFP e
GmDGAT3A-GFP (Figura 14). Além disso, comparando o alinhamento de proteinas DGAT3 de
(Chi et al., 2014) com o realizado neste estudo, tanto GmDGAT3A, quanto GmDGAT3B néo
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possuem o dominio de ligamento a fosfopanteteina (Chi et al., 2014), que pode influenciar em
sua funcédo (Kosa et al., 2014).

Diferente das outras DGATS, ainda pouco é sabido sobre as DGAT soluveis. Seu padréo
de expressao diferente, sua incomum localizagdo subcelular e sua funcdo enzimética nas plantas
ainda precisa ser melhor estudada para se entender qual o papel dessas enzimas no metabolismo
lipidico. Estudos de interacdo proteina-proteina podem revelar possiveis parceiros para tais
proteinas, assim como a analise do perfil de acidos graxos em tecidos vegetativos de plantas que

superexpressam essas enzimas podem identificar os substratos elas utilizam.
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