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RESUMO

O desenvolvimento vegetal € amplamente influenciado por interacbes com fatores
bioticos e abidticos. Nosso grupo de pesquisa estuda o papel de genes envolvidos na
sintese de flavonoides do desenvolvimento de Arabidopsis thaliana. Comparagdes entre
mutantes de perda de funcdo revelaram que a linhagem mutante SALKO093990,
anteriormente anotada como isoflavona sintase putativa, mostrou aumento significativo
no tamanho da parte aérea, comprimento da raiz e nimero de raizes laterais. Este mutante
possui uma inser¢do de T-DNA no gene AT4G15350, que codifica a enzima da classe
das P450 monooxigenases denominada da classe das P450 monooxigenases denominada
CYP705A2. Embora o gene AT4G15350 tenha sido predito como uma isoflavona sintase,
analises indicam que ele esta mais associado a sintese de compostos terpénicos. Este gene
faz parte de um cluster génico, possivelmente envolvido na sintese de arabidiol e baruol,
cujas funcdes sdo desconhecidas. Para elucidar a funcdo deste gene, este estudo reuniu
informacdes sobre a proteina e seu perfil de expressao utilizando bases de dados online.
Foram construidos vetores para superexpressao e obtencdo de alelos de perda de fungdo
via CRISPR/Cas9. Nossos resultados, at¢ o momento, ainda ndo confirmam a
participacdo do gene no fendtipo do mutante. Acredita-se que a alteracdo na linhagem
SALKO093990 possa impactar outros transcritos, como um lincRNA vizinho, ou processos
néo diretamente relacionados ao gene AT4G15350.

Palavras chave: Arabidopsis thaliana; Edicdo génica; CRISPR/Cas; Citocromo
monooxigenases; Terpenos.



ABSTRACT

Plant development is largely influenced by interactions with biotic and abiotic factors.
Our research group studies the role of genes involved in the synthesis of flavonoids in the
development of Arabidopsis thaliana. Comparisons between loss-of-function mutants
revealed that the mutant line SALK093990, previously noted as a putative isoflavone
synthase, showed significant increases in shoot size, root length, and number of lateral
roots. This mutant has a T-DNA insertion in the AT4G15350 gene which encodes a P450
monoxygenase enzyme named CYP705A2. Although the AT4G15350 gene was
predicted to be an isoflavone synthase, analyses indicate that it is more associated with
the synthesis of terpene compounds. This gene is part of a gene cluster, possibly involved
in the synthesis of arabidiol and baruol, whose functions are unknown. To elucidate the
function of this gene, this study gathered information about the protein and its expression
profile using online databases. VVectors were constructed for overexpression and obtaining
loss-of-function alleles via CRISPR/Cas9. The results presented in this study, still do not
confirm the gene's participation in the mutant's phenotype. It is believed that the change
in the SALKO093990 lineage may impact other transcripts, such as a neighboring
lincRNA, or processes not directly related to the AT4G15350 gene.

Key words: Arabidopsis thaliana; Gene editing; CRISPR/Cas; Cytochrome
monooxygenases; Terpenes.
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1.INTRODUCAO

O desenvolvimento vegetal faz parte de uma complexa area de estudo, sendo
altamente impactado por interacGes biodticas e abidticas. Com intuito de melhor
compreender o processo, trabalhos anteriores objetivaram estudar o impacto de algumas
mutacdes de genes envolvidos na rota de sintese de flavondides no desenvolvimento de
Arabidopsis thaliana.

Resultados anteriores do nosso grupo obtiveram uma série de comparac@es entre
mutantes perda de funcéo para diversos pontos da rota de sintese dos flavondides. Uma
das linhagens mutantes, que estava anotada como uma isoflavona sintase putativa,
apresentou plantulas com um expressivo aumento do tamanho tanto da parte aérea, quanto
do comprimento da raiz, além de um maior nimero de raizes laterais. Esse mutante,
denominado de SALK093990, possui uma inser¢éo de T-DNA na regido 3’UTR do gene
ATA4G15350, que codifica para uma enzima da superfamilia das P450 monooxigenases
possivelmente envolvida na sintese de compostos triterpénicos, denominada de
CYP705A2.

Muitas das enzimas da superfamilia das P450 monooxigenases participam da
sintese e modificacdo de compostos fendlicos, hormonios, terpenos, além de outras
moléculas de natureza distinta. Com mais de 16000 integrantes somente no reino vegetal,
elas sdo capazes de oxigenar uma ampla gama de substratos, devido a complexacao do
oxigénio com o atomo de ferro do grupo heme que as compdem (NELSON, 2018).

Apesar da anotacéo preditiva do gene AT4G15350 como uma isoflavona sintase,
nossas andlises identificaram que esta enzima parece estar mais associada a sintese de
compostos terpénicos. Além disso, este gene faz parte de um cluster génico sinténico, co-
expresso, possivelmente envolvido na rota de sintese de dois compostos dessa mesma
classe: arabidiol e o baruol, com func¢des ainda desconhecidas.

1.1. Justificativa

O fendtipo drastico de maior crescimento observado no mutante SALK093990
sugere uma importante funcédo do gene AT4G15350 com a produtividade vegetal. Sendo
assim, objetivamos reunir as informacdes existentes relacionadas as caracteristicas da
proteina, assim como do perfil de expressdo do gene por meio de bases de dados online,
além de realizar experimentos de genémica funcional, com o objetivo de elucidar o papel
desta mutacdo no desenvolvimento vegetal.
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2. DESENVOLVIMENTO

2.1.1. Arabidopsis thaliana e seus impactos na pesquisa

Apesar de ndo apresentar importancia agronémica, o estudo em Arabidopsis
thaliana permitiu avancgos na ciéncia basica, sendo a partir dos anos 1980 amplamente
utilizada como modelo de estudo para dicotiledonias (MEINKE et al., 1998). Diferentes
caracteristicas fisiomorfologicas e genéticas corroboraram para sua dissemina¢do como
planta modelo dentro da comunidade cientifica, sendo alguns deles: o desenvolvimento
em padrdes regulares e conhecidos (BORON; VISSENBERG, 2014), ciclo de vida curto,
a possibilidade de cultivo em meio estéril bem como em substrato simples, a possibilidade
de autofecundacdo, o tamanho pequeno para cultivo in vitro dos individuos adultos, bem
como de suas sementes, produzidas em grandes quantidades (MEYEROWITZ, 1989;
TAIZ et al., 2017).

Em 1996, multiplos grupos de pesquisa na area da genbmica vegetal
estabeleceram esforcos que culminaram no surgimento da Arabidopsis Genome Initiative
(AGI), que se propds a identificar e caracterizar todos o0s genes de A. thaliana. Apds 4
anos, todos os genes tinham sido sequenciados, fazendo com que A. thaliana se tornasse
a primeira planta a ter seu genoma completamente sequenciado (MEINKE et al., 1998;
TAGI, 2000).

O conhecimento da identidade dos genes € fundamental, mas ndo suficiente, para
o0 entendimento completo da sua funcdo (ALONSO et al., 2003). Para tanto, técnicas que
modulam sua expressdo, sao essenciais para entendimento da participacao fisioldgica de
seus produtos. Uma estratégia utilizada para ampliar o conhecimento sobre a funcéo de
seus genes foi o desenvolvimento de metodologias que nos permitiram gerar eventos
mutagénicos em grande escala, sendo construidas colecdes de mutantes para uma vasta
quantia de genes, como a mantida pelo Salk Institute for Biological Studies. A grande
maioria dos genes mutados por tal metodologia tiveram suas funcdes inicialmente
inferidas ao relacionar suas sequéncias a genes homdlogos ja -caracterizados
(O’MALLEY; BARRAGAN; ECKER, 2015; O'MALLEY; ECKER, 2010; MEINKE et
al., 1998; ALONSO et al., 2003).

2.1.2. Relagdo do Fendtipo do mutante com a fotomorfogénese

Plantulas crescidas sob condi¢fes escuras apresentam pouco desenvolvimento
radicular quando comparadas com plantulas crescidas na luz. Entretanto, quando elas se
desenvolvem em condigfes naturais, com somente a parte aérea exposta a luz, um sistema
radicular desenvolve-se normalmente abaixo do solo, na escuriddo. A dindmica entre
diferentes regimes luminosos e suas consequentes respostas fisiologicas determinam o
desenvolvimento vegetal, sendo aquele em resposta a exposicdo luminosa da parte aérea
denominado de fotomorfogénico. Nosso grupo identificou, utilizando mutantes perda-de-
funcdo em A. thaliana, genes que potencialmente atuam como reguladores do
desenvolvimento vegetal em resposta a luz, sendo varios deles relacionados também a
rota de sintese de flavondides. A andlise fenotipica de plantulas mutantes para genes
especificos desta rota indica que a sintese de flavonoides é muito importante para o
desenvolvimento das raizes (CHRISTINO; MARASCHIN, 2023; MIOTTO et al., 2019).
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Parte destas analises consistiram na caracterizacdo de mutantes perda-de-funcao
para genes codificadores de enzimas-chave da rota de sintese dos flavondides. Dentre as
linhagens selecionadas, a SALK093990, associado a uma mutacéo no gene AT4G15350,
foi selecionada devido a sua inicial anotagdo incomum de ‘isoflavona sintase putativa’,
uma vez que A. thaliana ndo possui essa classe de enzimas (Lapcik et al., 2006). Logo de
inicio, este mutante se destacou por apresentar um aumento do tamanho tanto da parte
aérea quanto da radicular em comparagdo com o selvagem (Col-0). Todavia, a razdo pela
qual tal mutante apresentou seu respectivo fen6tipo ainda é desconhecida.

Figura 1. Locus do gene AT4G15350 explicitando o local da insercdo T-DNA e do lincRNA.

AT4G15350
cytochrome P450

I — I
AT4G15350.1

Local dainsercdo de T-DNA ‘SALKseq 093990.0

Local do lincRNA Evolinc_SR_tID_00053542

Esquema ilustrativo adaptado (jbrowse.arabidopsis.org), representando o locus do gene
com a posicdo da inser¢do do T-DNA no mutante SALK093990 e de um lincRNA logo
em seguida da posi¢édo do gene.

2.1.3. Definicéo e func¢des das enzimas citocromos monooxigenases

O produto proteico do gene associado a inser¢do do mutante SALK093990 esta
relacionado a superfamilia das citocromo P450s monooxigenases, ou também chamadas
de CYPs. Essa classe enzimatica esta presente em todos os dominios da vida, catalisando
modifica¢bes quimicas em uma ampla gama de compostos fisiologicamente diversos,
como na formag&o de terpenos e seus derivados, alcaloides, fenilpropanoides (incluindo
flavonas e isoflavonas), hormonios vegetais e fungicos, estibenoides e compostos de
origem complexa (Ortiz et al., 2019). Em plantas, que possuem um grande numero desses
compostos e seus derivados, tal classe é a mais numerosa dentre os genes codificantes de
enzimas (Nelson; Werck-Reichhart, 2011). Em humanos, esse grupo de enzimas é
responsavel por aproximadamente 95% das reacGes de oxidacdo e reducdo, atuando
majoritariamente como monooxigenases com uso de NADH ou NADPH como cofatores
(Rendic, G., 2015).

Todas as P450 apresentam um grupo heme, sendo que a estrutura conformacional
que o cerca tende a ser mais conservada quanto maior sua relagdo filogenética (Ortiz et
al., 2019). No entanto, seus sitios cataliticos apresentam grande varia¢do dependendo dos
substratos com os quais elas interagem. Esse grupo de enzimas apresenta um dobramento
proteico conservado, ndo existindo metaloproteinas de outras classes com tal estrutura
(Ortiz et al., 2019). Tais enzimas compartilham 4 elementos estruturais comuns: a hélice
1, responsavel pela interacdo com atomo de oxigénio, uma dobra rica em prolina, uma
hélice K, e uma sequéncia ‘PERF’, composta por uma ‘triade ERR’ (acido glutamico, e
duas argininas consecutivas) envolvida na estabilizagéo estrutural do grupo heme (Du et
al., 2016). A ligacdo entre o residuo de cisteina e 0 &tomo de ferro do grupo heme,
formando uma estrutura rigida conhecida como ‘protuberancia beta’ (Beta-bulge) assim
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como a hélice 1 anexa ao grupo heme, importante para que mais moléculas de agua
interajam com o sitio ativo enzimatico, estdo presentes em todas as CYPs, havendo
pequenas variagdes entre alguns integrantes (Ortiz et al., 2019).

++ Imiade ERR
A 1 B Dominio de ligacio ao ITeme .
\ ) ]
v . u Hélice-K
2 \:.:':h-:-:#': Dominio rico em prolina
j={[——a—a—m—7n—0——a— ("
= ( :
o~ | - ‘\),,:‘?
Hyper-variable regions Conserved features 7 <X = R
Membrane-targeting D Cluster of basic residues J / ‘o
hydrophobic segment ¢ = A
luster of prolines (often PPGP) ( ¢ G-X-x-1
[ Substrate-recognition (0 Clusterof pofnes (ofen \ Motivo G-xx-R da
sites (SRSs) . I-helix groove: distal face of the heme Hélice-K.
involved in catalysis o
[l Glu-X-X-Arg motifin the K helix Heme t
O Heme-binding loop B
including cysteine coordinated
to heme iron
Features specific to non-ER proteins q 'J
q Two positive charges (interaction with ferredoxin)
Mitochondrial Helice-1
targeting sequence
Chioroplast Jtargeting sequ .

Figura 2: Representacdo das regides proteicas comuns as CYPs. A-) Esquema representativo
das regides conservadas das P450, explicitando a dobra rica em prolinas em cinza, a hélice 1 em roxo, a
hélice K em verde além da regido de ligacdo ao Heme em laranja, adaptado de Werck-Reichhart et. al,
2000 (Werck-Reichhart, 2000). B-) Representacdo da proteina CYP705A2 com as respectivas se¢des:
Amarelo: Dominio rico em prolina; Laranja: Dominio de ligacdo ao Heme; Vermelho: Triade ERR; Azul:
Hélice-K; Verde: Motivo G-X-X-R da Hélice-K; Roxo: Hélice-1; Rosa: Agrupamento Heme, estrutura
proteica obtida a partir do Alphafold (https://alphafold.ebi.ac.uk/), com implementac&o de seus dominios
estruturais a partir do software PyMOL.

Comumente, P450s eucaridticas tendem a apresentar dominios de interacdo com
membranas, majoritariamente do reticulo endoplasmético. Além disso, muitas P450s
requerem grandes mudancas conformacionais para que seus substratos possam interagir
com seus sitios cataliticos (Ortiz et al. 2019).

A grande plasticidade de reacfes catalisadas pelas citocromo P450, em parte,
deriva da capacidade dessas metaloproteinas em complexarem um atomo de oxigénio
com o ferro de seu grupo heme. Dessa forma, essas proteinas sdo capazes de oxidar
atomos de carbono, heterodtomos e até mesmo outros elementos metalicos (Ortiz et al.
2019) fazendo parte da rota de sintese de uma ampla gama de metabdlitos primarios e
secundarios. Outra caracteristica marcante dessa classe enzimatica € a sua multiplicidade
de substratos e produtos, variando tanto em formatos, quanto dm tamanhos. Um exemplo
é a baruol sintase, codificada pelo BARS1, que € capaz de catalisar a sintese de 23
compostos, tendo tal capacidade justificada pela gama de conformagdes estruturais dessas
proteinas (Lodeiro et al., 2007) (Guengerich, 2018; Nelson, 2018). Acredita-se que essa
grande variagdo aumenta a capacidade de seres sesseis como as plantas de sobreviver as
pressdes ambientais (Bathe; Tissier, 2019). A promiscuidade das P450s também esta
relacionada a processividade de alguns integrantes dessa classe, ou seja, devido a atuacao
em multiplas reagGes subsequentes dentro de uma rota metabolica. Assim, uma Unica
CYP pode ser fundamental para a sintese de multiplos produtos e, consequentemente, ter
varios efeitos fisiologicos (Guengerich, 2018).
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Figura 3: Amplitude de produtos sintetizados por uma mesma CYP. Esquema representativo da
amplitude de produtos diterpénicos sintetizados por algumas citocromo monooxigenases, evidenciando o
efeito indutor da expressdo de enzimas da classe das P450 monooxigenases, com intuito de aumentar e
diversificar a producdo de compostos diterpénicos, por exemplo. Adaptado de Bathe e Tissier, 2019 (Bathe;
Tissier, 2019).

2.1.4. Classificacdo das citocromo monooxigenases

Com 245 integrantes em A. thaliana, as CYPs estdo classificadas em clés,
familias, subfamilias de acordo com as suas sequéncias de aminoacidos e suas relacdes
filogenéticas (Hansen et al., 2021). Para as plantas vasculares, existem atualmente 11 cl&s
divididos em dois grupos: aqueles compostos por uma Unica familia como o CYP51 e,
aqueles que abrangem multiplas familias como CYP71. Além disso, em ambos 0s casos,
sua nomenclatura abrange a sua isoforma, correspondendo a letra final de sua sigla
(Werck-Reichhart; Bak; Paquette, 2002). O gene CYP705A2 pertence a familia 705,
exclusiva de Brassicaceae (Sohrabi et al., 2015), inclusa dentro do cld 71, este
conglomera o maior numero de CYPs vegetais, com mais de 60% do total (Nelson;
Werck-Reichhart, 2011). Este cla contém diversas subfamilias envolvidas na sintese de
compostos triterpénicos, incluindo o: CYP71A, CYP71D, CYP81Q, CYP93E e
CYP705A. Alguns integrantes também estdo envolvidos na modificagdo de
monoterpenos e flavondides (Ghosh, 2017; Hamberger; Bak, 2013).

2.1.5. Terpenos e triterpenos

Por meio da regido gendmica, bem como do conhecimento de genes vizinhos e
seu padréo de expressdo, a proteina CYP705A2, codificada pelo gene AT4G15350, tende
a estar relacionada a sintese ou modificacdo de compostos terpénicos (Marszalek-
Zenczak et al.,, 2023, Wada et al., 2012). Tais compostos, também chamados de
isoprendides, abrangem a maior classe de metabdlitos secundarios, estando presentes em
todos os organismos. Compreendendo mais de 80.000 compostos, tais substancias ndo
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estdo envolvidas em rotas metabdlicas diretamente relacionadas ao desenvolvimento e
crescimento vegetal, participando primariamente de respostas a sinais ambientais como:
atracdo de polinizadores, protecdo contra patdégenos ou herbivoria e interacdes com
individuos préximos (Ghosh, 2016; Bennett; Bentley, 1989; Zhong; Yue, 2005). Para
além dos terpenos, existem outras duas grandes classes de metabolitos especializados
também sintetizados por CYPs: os fenilpropanoides e os compostos nitrogenados, estes
compreendendo alcaloides, glicosideos cianogénicos e glicosinolatos (Hamberger; Bak,
2013). A grande diversidade dessas substancias esta intrinsecamente relacionada ao
sucesso e ramificacdo das espécies, uma vez que determinam processos adaptativos a
diferentes condices bidticas e abidticas espécie-especificas (Hamberger; Bak, 2013).

Através do trabalho de Wada em 2012, sabe-se que o gene AT4G15350 pertence
a um dos quatro clusters de genes metabdlicos (MGCs) (Wada et al., 2012; Mizutani;
Ohta, 2010). Tal classe é definida por apresentar pelo menos trés genes, localizados de
forma adjacente, que sintetizam enzimas envolvidas na sintese de produtos subsequentes.
O AT4G15350 faz parte do cluster responsavel pela sintese de dois compostos
triterpénicos: o arabidiol e o baruol. Além disso, os outros trés clusters presentes em A.
thaliana, englobam a sintese do thalianol, marneral e do tirucalladienol, compostos
derivados da modificacdo do 2,3-oxisdosqualeno por enzimas, estruturalmente muito
semelhantes, pertencentes ao grupo das P450, como ilustrado na Figura 4.
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Figura 4. Metabolizacdo do oxidosqualeno nos triterpenos a partir das enzimas presentes nos MGCs.
Figura representativa das reacdes bioquimicas envolvidas na sintese de triterpenos agrupados em cluster de
genes encontrados no trabalho de Wada, em 2012 (Wada, et al.,2012; Marszalek-Zenczak et al., 2023;
Huang et al., 2019; Bai et al., 2021).
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A partir do 2,3-oxidosqualeno, ha uma ramificacdo da rota de sintese entre os
triterpenos, com dobramento bioquimico denominado CCC (Chair-Chair-Chair), e o0s
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esterois com dobramento denominado CBC (Chair-Boat-Chair), como representado na
figura 5. (Thimmappa et al., 2014).

Figura 5. Diferenciacao dos produtos do oxidosqualeno em compostos com estrutura CBC e
CCC. Rota de sintese dos esterdis e triterpenos em plantas, explicitando os dois tipos de estruturas: CBC,
CCC. Adaptado de Thimmpappa et al., 2014 (Thimmappa et al., 2014).

A partir do fenotipo observado no mutante SALK093990, juntamente com o
desconhecimento acerca de seu impacto fisioldgico e, considerando seu possivel
envolvimento com a também inexplorada rota de sintese do arabidiol e baruol, compostos
também pouco caracterizados, o trabalho busca reunir e aprofundar os conhecimentos
especificos relacionados ao gene AT4G15350, tendo como finalidade a compreenséo do
fendmeno bioldgico observado.
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2.2. OBJETIVOS

2.2.1. Objetivos gerais

Caracterizar o mutante SALK093990 através do estudo das possiveis funcdes do
gene AT4G15350, codificante da proteina CYP705A2, no desenvolvimento de plantulas
Arabidopsis thaliana.

2.2.2. Objetivos especificos
- Avaliar o fenétipo do mutante SALK093990.

- Gerar clones de entrada Gateway para a regido codificadora e promotora do gene
AT4G15350

- Desenhar e clonar RNAs guias (SgRNAS) visando a delecdo do gene AT4G15350 pela
da metodologia de CRISPR/Cas9.

- Construcdo de vetores binarios visando a superexpressdo do gene.

- Transformagdo de Arabidopsis thaliana via Agrobacterium tumefaciens utilizando os
vetores gerados.

- Genotipagem e selecdo do material transformado.
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2.3. MATERIAIS E METODOS

2.3.1. Material vegetal e condicGes de cultivo

Plantas do ecdétipo Col-0 de Arabidopsis thaliana foram usadas como linhagem
controle, sendo obtida a partir da The European Arabidopsis Stock Centre (NASC,
http://arabidopsis.info/). J& 0 mutante SALK093990, foi obtido a partir do Arabidopsis
Biological Resource Center (ABRC, https://abrc.osu.edu/).

Para o cultivo in vitro, as sementes foram esterilizadas com alcool 70% por dois
minutos, e posteriormente com uma solucdo de 2,5% hipoclorito e 0,04% de TweenZ20,
seguida de cinco lavagens com agua estéril. Ap6s o processo de esterilizacao, as sementes
foram estratificadas por frio (4°C) por dois dias no escuro completo anteriores ao plantio.

Para as plantas crescidas em condigdes in vitro, foi utilizado o meio de cultura
adaptado de Murashige and Skoog (MURASHIGE; SKOOG, 1962) meia for¢a, com 1%
de sacarose quando indicado, sendo suplementado com 0.8% de agar (w/v; Kasvi, K25-
1800) e 0.5% de MES hidratado (w/v; Sigma Aldrich, M8250), pH 5.7. Todas as plantas
foram crescidas a 21 °C + 2 °C em fotoperiodo de dias longos (16 horas de luz e 8 horas
de escuro) sob iluminacdo com LEDs brancas, resultando em uma intensidade luminosa
de 90 pmol m—2 s—1 (Miotto et al., 2019).

2.3.2. Genotipagens da linhagem SALK093990

Para os experimentos de genotipagem, realizou-se reacGes de PCR com primers
que amplificariam na marca de resisténcia a Canamicina, presente em todos os T-DNAs
das linhagens SALK093990, com o T-DNA idealmente presente nas linhagens mutantes.
Os primers usados foram: NPT2 F e NPT2 R para a marca de resisténcia e,
Lp_SALKO093990, Rp_SALK093990 e Lbil.3 parao T-DNA. As sequéncias dos primers
podem ser encontradas na Tabela 2.

2.3.3. Determinacdo da sequéncia do RNA guia e construcdo do vetor pKIR1.1-
Cas9sgRNA1

Os sgRNAs foram desenhados através do software CRISPOR
(http://crispor.tefor.net/), tendo suas sequéncias listadas na Tabela 1. O vetor pKIR1.1
(Tsutsui H.; Higashiyama T., 2017) possui sitios de reconhecimento da enzima de
restricdo Aarl (Thermo Fisher Scientific, #£ER1581) adjacentes ao sitio de insercdo do
sgRNA. Este vetor se utiliza da tecnologia FAST (Fluorescence-Accumulating Seed
Technology) que permite a expressao da proteina fluorescente OLE1-RFP (Oleosina 1 -
Red Fluorescent Protein), permitindo a expressdo especifica da proteina reporter na
semente (Shimada; Shimada; Hara-Nishimura, 2010). Tal vetor possibilita a visualizacdo
do material transformado através da emissdo fluorescente ou também da utilizagdo da
resisténcia a higromicina como marca de selecéo.
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Figura 6: Representacéo do vetor pKIR1.1 de maneira simplificada. No esquema se evidencia
a estrutura do T-DNA. O promotor RPS5A controla a expressdo da Cas9, OLE1-TagRFP - oleosina
fusionada a RFP (Red Fluorescent Protein) e o cassete de expressdao do sgRNA a partir do promotor
AtU6.26 com os sitios Aarl adjacentes. Figura obtida do site Addgene (www.addgene.org) e Tsutsui H.;
Higashiyama T., 2017.

A partir da digestdo do pKIR1.1 com a enzima Aarl, ocorre a formagdo de um
overhang de quatro bases, permitindo a utilizagio dos oligonucleotideos
SgRNAL1 Foward e sgRNAL Reverse como uma extensdo capaz de hibridizar nessa
sequéncia. Apos a clivagem do pKIR1.1 com Aarl e sua subsequente purificacdo, 0s
oligonucleotideos hibridizados foram fosforilados com a enzima PNK (Thermo Fisher
Scientific) e ligados usando a enzima T4 ligase (NEB), utilizado 150 ng do vetor e 50 ng
do respectivo inserto por quatro horas a temperatura ambiente. Em seguida, este vetor foi
transformado em células competentes de Escherichia coli da linhagem DHS5a
(Invitrogen).

As coldnias resultantes da transformacéo foram verificadas quanto a presenga do
vetor por meio da PCR, usando os primers PFGsgRNATf e 0 sgRNAL_Reverse, presentes
na Tabela 2. Em seguida, foram realizadas purificacdes desses plasmideos usando o Kit
PureLink™ Quick Plasmid Miniprep Kit (Invitrogen), sendo posteriormente
sequenciados, utilizando 4,5 pMol do primer T7G RNA R, 150 ng do vetor, no
equipamento ABI-Prism 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) pela empresa
ACTGene, Porto Alegre/RS.

O plasmideo confirmado por sequenciamento (pKI11.1 sgRNAL), foi transformado
em A. tumefaciens EHA105 por eletroporagcéo (Main; Reynolds; Gartland, 1995). As
col6nias transformadas foram confirmadas por PCR utilizando os primers PFGsgRNAf e
SgRNA.1_Reverse.


http://www.addgene.org/
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Figura 7: Representagdo dos passos usados para gerar plantas transformadas com o vetor
pKIR1.1-Cas9sgRNA. Esquema representativo dos passos realizados para a construgdo das plantas
mutadas por CRISPR/Cas9 utilizando o vetor pKIR1.1. Adaptado de Tsutsui H.; Higashiyama T., 2017
(Tsutsui H.; Higashiyama T., 2017).

2.3.4. Procedimentos para clonagem do gene AT4G15350

Visando gerar um clone de entrada para a superexpressao do gene CYP705A2,
um fragmento contendo a regido gendmica contendo éxons e introns, removendo o stop
cddon no ultimo éxon do gene AT4G15350, foi obtido a partir da PCR utilizando o DNA
gendmico de A. thaliana usando os primers CYP705A _CDS No Stop F e
CYP705A_CDS_No_Stop_R, exibidos na Tabela 2. Em seguida o produto foi submetido
a uma reacdo de Gibson Assembly (Gibson et al., 2009) com o plasmideo pENTR3C
(Invitrogen) previamente linearizado com EcoRI (Thermo Fisher Scientific). As quatro
coldnias resultantes da transformacdo foram inoculadas em meio LB liquido, sofrendo
uma posterior purificacdo de seus plasmideos de acordo com o kit: PureLink™ Quick
Plasmid Miniprep Kit (Invitrogen; K210010).

A verificagdo da construcdo foi feita inicialmente a partir de uma reagédo de PCR
usando os primers: AT4G15350 RTgqPCR Foward e AT4G15350 RTgPCR Reverse. A
identidade do plasmideo recombinante foi posteriormente confirmada pelo
sequenciamento  utilizando  os  primers:  CYP705A_CDS No Stop F e
CYP705A_CDS_No_Stop_R, todos os primers se encontram na Tabela 2.

O cassete de expressdo foi construido a partir do plasmideo binario
pEarleyGate103 (Earley et al., 2006) através da reagdo com LR Clonase com o clone de
entrada pPENTR3C CDS. Esta construgdo permite expressar a proteina CYP705A2
fusionada a GFP e a uma tag de histidina na por¢do C-terminal, sob o controle do
promotor constitutivo CaMV 35S. Para essa construgao, o vetor ‘pENTR3C-CDS4’ foi
previamente clivado pela enzima Apal para liberar um fragmento de aproximadamente
2.2kb que contém o CDS e os sitios de clonase attL1 e attL2. Em seguida, esse fragmento
foi submetido a uma reagéo de clonase com a LR clonase Il (Invitrogen; 11791020),
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seguindo o protocolo de Gateway® pENTR™ Dual Selection Vectors (Invitrogen, 2008).
A construcdo resultante foi confirmada a partir de uma digestdo com a enzima BamHlI.
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Figura 8: Esquema representando a estrutura dos vetores pENTR3C e pEarleyGate 103. Na figura é
possivel visualizar seus elementos constitutivos como suas marcas de resisténcias e regides necessarias para
a reacdo de clonagem (sitios attL e attR) de ambos os vetores. Imagem obtida a partir do site Novoprolabs
(www.novoprolabs.com).

2.3.5. Transformacg&o em Arabidopsis thaliana

Plantas de A. thaliana linhagens Col-0 foram transformadas pelo método de Floral
Dip (Zhang et al., 2006), com A. tumefaciens EHA105, contendo a constru¢do pKIR1.1-
Cas9sgRNAI.

2.3.6. Selecéo e Genotipagem do material transformado

As sementes transformadas foram selecionadas pela monitoracdo pela
fluorescéncia da Oleosina-RFP em microscépio invertido de fluorescéncia Olympus
CKX41 com o conjunto de filtros G (EX/Em, 510/590).

2.3.7. Analises de expressao

Os perfis de expressdo dos genes de interesse foram avaliados nos bancos de
dados online: eFP Browser (www.bar.utoronto.ca) e Expression Atlas (www.ebi.ac.uk).
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Tabela 1: Sequéncia RNAs guias

Nome RNA guia

Sequéncia do RNA guia

SgRNA1

GGGGCCACTCTTACCAAGAA

SgRNA2

TCTGATTCTCTCCGCCTCA

Tabela 2: Sequéncia dos Primers

Nome dos Primers utilizados

Sequéncia dos Primers

NPT2_Foward

CCAAGATTCTGCAGTTAGATCGGGTTTCTGGAGT
TTAATGA

NPT2_Reverse

TCCTACGTACTCGAGGAATTCTCGATCTAGTAAC
ATAGATGAC

RP SALK_093990.54.25.x

TCTTTGGAAAAATCAGCCTCC

LP SALK_093990.54.25.x

CTATACAATGGATCATGGCGG

LBb1.3

ATTTTGCCGATTTCGGAAC

PFGsgRNAf

ACGCGATAGGAAAACAAAATATAGC

sgRNA1_Foward

ATTGGGGCCACTCTTACCAAGAA

SgRNA1_Reverse

AAACTTCTTGGTAAGAGTGGCCC

T7GRNAR

AAAAAAAGCACCGACTCGGTGCCA

AT4G15350 RTqPCR Foward

GCTTATCGAGACGAAAACGCTG

AT4G15350 RTQPCR Reverse

ACCAGCAATGAAAAGATCCACAAA

CYP705A_CDS_No_Stop_F

GTCGACTGGATCCGGTACCGCAATGGCAGTATTG
ATCATC

CYP705A_CDS_No_Stop_R

ATATCTCGAGTGCGGCCGCGCGGGGAGGTAAAA
GGTTTAG
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2.4. RESULTADOS

2.4.1. Experimento preliminar mutante SALK093990

O mutante SALK093990 possui uma insercdo de T-DNA na por¢do 3" -UTR do
I6cus AT4G15350. Incialmente, um experimento comparativo preliminar foi elaborado,
comparando o crescimento do mutante SALK093990 com o controle selvagem (Col-0).
Em condigdes em que plantas foram crescidas em meio MS in vitro, 0 mutante apresentou
plantas visivelmente maiores (Figura 9), juntamente com um aumento significativo na
densidade de raizes laterais (Figura 10). Porém, em experimentos subsequentes, tal
fendtipo ndo somente deixou de ser verificado, como também demonstrou uma severa
diminuigéo na taxa de germinabilidade das sementes. Neste ponto, notamos que o lote de
sementes utilizado poderia estar segregando para a mutagdo, uma vez que o banco de
sementes do ABRC disponibiliza somente sementes heterozigotas para este mutante.
Sendo assim, é possivel que este lote de sementes ndo represente sementes
homogeneamente homozigotas para a mutacao.

gs«’;-,:"ﬁr" FIrorstr S T T?s

IR e s

Figura 9. Comparagéo plantas de A. thaliana do tipo selvagem e o mutante. Placas de A. thaliana
linhagens SALK093990 e Selvagem (Col-0) com 9 dias, crescidas em meio 0.5x MS, sem sacarose, a 21
°C £ 2 °C com fotoperiodo de dias longos, sob iluminac¢do branca de 90 pmol m—2 s—1, ¢ baixas razdes
R:FR
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Figura 10: Comprimento da raiz principal e nimero médio de raizes laterais por planta. A-) grafico
que compara o crescimento da raiz principal da planta mutante SALK093990 (N=29) com a selvagem (Col-
0, N=23), com baixa razdo R:FR. B-) Gréafico que mostra a diferenca entre o nimero de raizes laterais entre
a planta mutante SALK093990 e a selvagem em baixa razdo R:FR.

2.4.2. Genotipagem SALK093990

O processo de genotipagem do mutante SALK093990 foi necessario, pois o lote
original obtido era heterozigoto para a mutacdo. Além disso, as plantas mutantes
perderam sua viabilidade, gerando dificuldade ndo somente para adequada genotipagem,
mas também para a verificacdo de seu fenotipo. Assim, para confirmar a presenca da
mutacdo, todas as plantas mutantes encontradas nos estoques do grupo de pesquisa foram
genotipadas. A partir da extracdo de DNA, realizou-se reacdes de PCR com primers que
amplificariam na marca de resisténcia a Canamicina (NPT2_Foward e NPT2_Reverse),
presente em todos os T-DNAs das linhagens SALK. Como nenhuma linhagem mutante
foi encontrada, os estudos fenotipicos foram suspensos até a obtengdo de plantas mutantes
homozigotas novamente.

Controle -

L
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]
-
—_—

Figura 11. Genotipagem de plantas mutantes quanto a presenca do T-DNA. Imagem
ilustrativa de uma reacdo de PCR usando os primers NPT2_Foward e NPT2_Reverse para a deteccdo do
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T-DNA das linhagens SALK. S&o indicados os controles negativo da rea¢do (sem DNA molde, Controle-
), o controle positivo (DNA molde contento o gene NPTII, Controle+) e reacfes de 4 individuos
SALKO093990 (Amostras). A auséncia de amplificacdo indica a inexisténcia do T-DNA. A primeira canaleta
indica o marcador 1kb Plus DNA ladder (Invitrogen).

2.4.3. Obtencéo das sequéncias RNAs guias

Para o desenho de sgRNAs especificos para o knockout do gene AT4G15350, a
sequéncia CDS do gene foi obtida a partir do banco de sequéncias do Phytozome
(https://phytozome-next.jgi.doe.qgov/). Esta sequéncia foi utilizada para o desenho dos
RNAs guias pela plataforma CRISPOR. Foram selecionados dois guias com potencial de
gerar mutacdes em diferentes éxons do gene, sendo eles sgRNAL, presentes na Tabela 1
- GGGGCCACTCTTACCAAGAA (Exon 1) e SgRNA2 -
TCTGATTCTCTCCGCCTCA (Exon I) (Figura 10).

Exonl|
sgRNA2
IFS gPCR For
Intron
LP SALK
5UTR SgRNA1 RP SALK
CYP Prom F CYP Prom R Exonll 3UTR Prom Rev

l Promoter Region | f‘\> N
y a

AT4G15350 genomic

4446bp
Figura 12. Locus do gene AT4G15350. Esquema mostrando o locus AT4G15350, tendo a regido
promotora e seus dois éxons em evidéncia, juntamente com a localizacdo de primers e os sgRNAL e
sgRNAZ2 desenhados. A regido RP SALK indica o ponto de inser¢do do T-DNA no mutante SALK093990.

2.4.4. Construcdo do vetor pKIR1.1-Cas9 sgRNA1

O sgRNAL1 foi clonado no plasmideo binario pKIR1.1 (Tsutsui e tal., 2017).
Obtivemos quatro clones PCR positivos, utilizando os primers: PFGSgRNATf e sgRNA1.
As colbnias 1, 3, 4 e 5, que apresentaram um padrédo de bandas aproximadamente 300pb,
podendo ser vistas na Figura 13. A identidade da sequéncia foi confirmada por
sequenciamento. N&o conseguimos obter clones para o0 sSgRNA2.


https://phytozome-next.jgi.doe.gov/
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SgRNA2 Gie sgRNAL sgRNAL1 sgRNA1 sgRNA1l sgRNAL
colénial coldnia2 colénia 3 coldnia4 coléniab

Figura 13. Eletroforese de DNA confirmando a clonagem do sgRNAL1 no plasmideo pKIR1.1-
Cas9sgRNAL. Imagem de gel de eletroforese constando o resultado da PCR a partir de colénias de E.coli
utilizando os primers PFGsgRNATf e sgRNA1 de quatro amostras distintas (amostras 5-9). A banda com
aproximadamente 300pb (amostras 5, 7, 8 e 9) indicam a presenca do inserto. Controles negativos da reacéo
de PCR (sem DNA molde, C-) sdo indicados. A canaleta 1 corresponde ao marcador 1kb Plus DNA ladder
(Invitrogen).

2.4.5. Construcéao do vetor pENTR3C-CDS4

Um fragmento da regido genémica do CYP705A2 foi gerado a partir de uma PCR
utilizando o DNA genémico de A. thaliana, da linhagem Col-0, com os seguintes primers:
CYP705A2_CDS_No_Stop Fe CYP705A2_CDS _No_Stop R, listados na Tabela 2. O
fragmento resultante da reacdo, abrange a sequéncia dos Exon_lI-intron-Exon_llI,
eliminando o stop codon no final do Exon_II, o que permite a formacao de proteinas de
fusdo na porcao C-terminal da proteina alvo.

Em seguida, os produtos foram submetidos a uma reacdo de Gibson Assembly,
com o plasmideo pENTR3C. Como resultado, foram analisadas 6 col6nias recombinantes
de E. coli através da purificacdo de seus plasmideos e posterior clivagem com as enzimas
BamHI e HindllIl, esperando o padrédo 2.87kb e 0.95kb, observado na Figura 14.

ORER Ol 110

Figura 14. Eletroforese de DNA confirmando a transformacéo do vetor pENTR3C-CDS4
por digestdo. Padrdo de clivagem com as enzimas BamHI e Hindlll das seis coldnias resultantes da
transformacdo com pENTR3C-CDS4, sendo possivel a visualizagdo do padrao 2.87kb e 0.95kb (amostras
12, 13, 15 e 16). A primeira canaleta corresponde ao marcador 1kb Plus DNA ladder (Invitrogen).

Os plasmideos presentes nas quatro colonias, que apresentaram o padrdo
esperado, foram confirmados novamente por uma PCR usando os primers: AT4G15350
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RTgPCR Foward e AT4G15350 RTgPCR Reverse, sendo visivel o padrdo de 0.15kb no
gel da Figura 15, mostrada abaixo. Em seguida, tais vetores foram sequenciados pela
empresa ACTGene, e apenas uma das constru¢cdes ndo apresentou mutacdes em sua
sequéncia e foi a denominada de pENTR3C-CDSA4.

3 4 5 6

15000pb

Colonia Colénia Colbnia Colonia

tﬂ 1 2 3 4

Figura 15. Eletroforese de DNA confirmando a presen¢a do CDS vetor pENTR3C-CDS por PCR. O
amplicon de aproximadamente 160pb (Amostras 3, 4, 5 e 6) resultante da PCR com o0s primers:
AT4G15350_RTgPCR_Foward e AT4G15350 RTgPCR_Reverse confirmam a presenca do
inserto. Controles negativos da reacdo de PCR (sem DNA molde, C-) sdo indicados. A canaleta 1
corresponde ao marcador 1kb Plus DNA ladder (Invitrogen).

2.4.6. Construcao do vetor pEG103-CDS4

A fim de gerar um cassete para a superexpressao do gene AT4G15350, o clone de
entrada pPENTR3C-CDS4 foi utilizado em uma reacéo de recombinacdo Gateway por LR
Clonase com o plasmideo binario pEarleyGatel03 (Earley et al., 2006). A construgdo
final permite a superexpressao de uma proteina de fusdo CYP705A2-GFP-His controlada
pelo promotor CaMV35S.

Inicialmente para gerar tal construgdo, o pPENTR3C-CDS4 foi clivado
previamente com a enzima Apal. Dessa forma, a regido gendmica do CYP705A2 presente
no pENTR3C juntamente com as regifes necessarias para a reacdo de clonase foi
excisada, sendo possivel a purificacdo da regido de tamanho adequado, +-2kb, na Figura
16.
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Figura 16. Eletroforese de DNA com digestdo do vetor pENTR3C-CDS4 usando enzima
Apal. Resultado da digestdo do plasmideo pENTR3C-CDS4 com a enzima Apal (Amostras 1 e 6), as caixas
brancas indicam as bandas do vetor que foram purificadas, tais apresentando a regido genémica amplificada
e os sitios attL1 e attL2. A canaleta 3 corresponde ao marcador 1kb Plus DNA ladder (Invitrogen).

Apbs a purificacdo dos fragmentos, a reacdo da LR clonase foi realizada com o
vetor de destino pEG103. Os plasmideos resultantes da reacdo de LR clonase foram
purificados e posteriormente digeridos com a enzima Hindlll. Um dos clones apresentou
0 padréo de digestéo esperado (10kb e 2kb), confirmando a presenca da regido CDS no
pPEG103, como apresentado na coluna 5 da Figura 17.

3 4
h’ “; » P

Colonia Colénia  Colénia  Colbnia Colénia  Coldnia  Colonia
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Figura 17. Eletroforese de DNA da confirmacdo a identidade do vetor pEG103-CDS4. O padrdo de
10kb e 2kb da amostra nimero 5 confirma a identidade da construgdo. A canaleta a esquerda corresponde
ao marcador 1kb Plus DNA ladder (Invitrogen).
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2.4.7. Transformacao de Agrobacterium tumefaciens com as construgdes: pKIR1.1-
Cas9sgRNAL e pEG103-CDS4

Foi realizada a transformacdo em A. tumefaciens EHA105 de ambas as
construcgdes, pKIR1.1-Cas9sgRNA1 e pEG103-CDS4, e a presengca das mesmas foi
confirmada por reacdes de PCR, em que seus respectivos resultados podem ser vistos na
Figura 18 gque se encontra abaixo.

»

-
Dt Q. S o
Coldnia Colénia Coldnia Coldnia Colonia  Colonia  Colonia Colonia
1 z 3 4

Figura 18. Eletroforese de DNA das confirmaces da presenca das construcdes por PCR em
A. tumefaciens. A) Imagem do gel de eletroforese, utilizando os primers PFGsgRNAf e sgRNAL_Reverse,
nele podemos ver o amplicon de tamanho aproximado de 350pb, esperado para a amplificacéo. B) Imagem
do gel de eletroforese, utilizando os primers: AT4G15350 RTgPCR Forward e AT4G15350 RTgPCR
Reverse, presentes na Tabela 2, em que é possivel visualizar o padréo de 150bp oriundos da amplificacdo
de parte da regido codificante do gene AT4G15350 em todas as quatro col®nias testadas. (-) e (+) indicam
0s respectivos controles negativos (sem DNA molde) e positivos das reagdes. As canaletas a esquerda
correspondem ao marcador 1kb Plus DNA ladder (Invitrogen).

2.4.8. Transformacao Arabidopsis thaliana e sele¢cdo do material transformado

Para a geracdo de mutantes editados por CRISPR/Cas9, o plasmideo pKIR1.1-
sgRNAL foi transformado em Agrobacterium tumefaciens EHA105, sendo utilizado para
transformacdo pelo método de Floral Dip (Zhang et al., 2006) em A. thaliana. As
sementes T1 obtidas foram selecionadas pela expressao da proteina repérter Oleosina-
RFP expressa pelas sementes transformadas, como podemos ver imagem de microscopia
da Figura 19. Dessas sementes, 19 eventos independentes foram selecionados através
dessa metodologia.

Figura 19. Selecao dos eventos transformados com a construgdo pKIR1.1-sgRNAL. Identificacdo dos
eventos transformados em sementes fluorescentes T1 oriundas da transformacéo de Arabidopsis thaliana
com A. tumefaciens EHA105 carregando o plasmideo pKIR1.1-sgRNAL. Imagens obtidas em microscépio
otico de fluorescéncia para a deteccdo do gene repérter OLEOSIN1-RFPtag.



32

2.4.9. Analise do padrao de expressédo do gene AT4G15350

Com o intuito de melhor entender o papel do gene CYP705A2, realizamos uma
série de andlises a partir de alguns bancos de dados on-line do padrdo transcricional do
gene em A. thaliana. Em dados obtidos na ferramenta Arabidopsis eFP Browser
(http://bar.utoronto.ca/), o tecido que apresentou a maior expressao do gene AT4G15350
foi o meristema apical radicular, mais especificamente a coifa (Figura 20). A expressao
do gene tende a estar condicionada a certos horménios, sendo positivamente regulada na
presenca de Auxina, Acido Abscisico, giberelinas, Acido Jasménico e brassinosteroides.
Em relacdo a estresses, 0 gene tende a ser mais expresso quando as plantas séo expostas
a baixas temperaturas, assim como na presenca de elicitores derivados de oomicetos.
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Figura 20. Padréo de expressdo de AT4G15350 segundo Arabidopsis eFP Browser. Dados obtidos do
grupo de dados Root (raiz, com destaque na expressao na coifa), Abiotic Stresses (estresses abioticos, com
destaque na expressdo em raizes expostas ao frio), Hormone (horménios, com destaque a expressao em
plantulas induzida por IAA, ABA, MeJA, BR e GA-3) e Biotic Stress (estresses bidticos, com destaque a

expressdo em folhas induzida por elicitores de oomicetos). Na representagdo € possivel observar o padrdo
de expressdo em tons de vermelho.

Segundo este mesmo banco de dados, existe uma variacdo de sua expressdo em
relacdo a alguns mutantes knockouts para o gene RHD6 e para ambos CPC (CAPRICE)
e TRY (TRIPTYCHON), havendo uma forte indug&o no caso do primeiro mutante e uma
diminuigdo para o segundo. No caso do mutante rhd6, 0 mesmo apresenta um menor
numero de pelos radiculares, também apresentando alteracdes em relacdo a emergéncia
das raizes laterais (Masucci; Schiefelbein, 1994). J4 no caso do segundo, ambos 0s genes

CPC e TRY atuam no controle negativo do desenvolvimento de tricomas (Kirik et al.,
2004).


http://bar.utoronto.ca/
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Figura 21. Padrao de expressao de AT4G15350 segundo Arabidopsis eFP Browser em backgrounds
mutantes para genes especificos da epiderme da raiz. Representacéo visual do padrdo de expresséo do
gene AT4G15350 em distintos mutantes knockout, havendo uma énfase no mutante mais expresso (rhd6)
€ menos expresso (cpc try).

De acordo com o banco de dados  Expression  Atlas
(https://www.ebi.ac.uk/gxa/home), a expressdo do gene ATG415350 € considerada baixa,
independente do tecido. Diferentemente do observado no banco de dados Arabidopsis
eFP Browser, ha uma expressdo detectavel nos tecidos florais e das sementes. Um
resultado similar também foi alcancado pelo estudo de Huang et al., 2019, em que o perfil
de expressdo dos clusters de sintese triterpénicos foram comparados. O perfil de
expressao dos genes dos quatro MGCs tende a se concentrar nos tecidos radiculares,
incluindo o PEN1 (aqui denominado de ABDS) e o CYP705A1. No entanto, essa
tendencia ndo observada para o gene AT4G15350, que apresenta maior expressdo nos
tecidos florais.
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Figura 22. Padrao de expressdo de AT4G15350 de acordo com o Expression Atlas. A figura mostra o
padrdo de expressdo tecidual de acordo com o banco de dados Expression Atlas. Nele visualizamos que o
estudo elaborado por Mergner et al. visualizou a expressdo no tecido floral em 5 estagios florais distintos
(Mergner et al., 2020).
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Figura 23. Padréao de expressao tecidual do AT4G15350 de acordo com o trabalho de Huang et al.,
2019. Figura adaptada do trabalho de Huang et al., 2019, que compara o perfil de expressdo tecidual dos
genes envolvidos na sintese de compostos triterpénicos, evidenciando a expressdao do CYP705A2 nos
tecidos radiculares e florais.

2.4.10. Andlise da estrutura proteica do gene AT4G15350

De acordo com os dados gerados pelo InterPro (https://www.ebi.ac.uk/interpro/),
a proteina CYP705A2 apresenta dominios muito similares a familia das CYP93, sendo
classificada como pertencente ao cla 71. Tal familia, exclusiva de angiospermas, possui
integrantes envolvidos nos passos iniciais de sintese de isoflavonas, flavonas e compostos
triterpénicos, como as saponinas, em outros organismos vegetais. Segundo Du et al. 2016,
essa familia apresenta uma alta similaridade de sequéncias com as familias CYP705 e
CYP712, indicando uma derivacdo a partir de um ancestral comum. Por meio dessa
semelhanca, as primeiras predi¢cdes relacionadas a estrutura proteica da CYP705A2
podem ter caracterizado sua fungdo como pertencente a familia CYP93 e,
consequentemente, a sintese de flavonoides e isoflavonoides devido a similaridade entre

seus dominios (Du et al., 2016).
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Figura 24. Dominios proteicos de CYP705A2 preditos pelo InterPro. Esquema mostrando os dominios
preditos na sequéncia de CYP705A2, sendo possivel visualizar um grande dominio relacionado a atividade
metabdlica caracteristica das enzimas da classe P450 (em verde), que inclui a relacdo de parte do mesmo
com compostos como flavondides (‘Flavonoid 3’-Monooxygenase-Related) (em azul e sublinhado em
vermelho).

A partir dos dados obtidos do Uniprot, assim como aqueles obtidos do BioCyc
(https://biocyc.org/gene), a CYP705A2 apresenta o dominio transmembranar tipico,
porém ndo apresenta seus sitios cataliticos definidos ou possiveis interagdes com
substratos especificos. Apesar da semelhanca encontrada pelos softwares preditivos, ndo
ha indicios experimentais diretos existentes que correlacionem a CYP705A2 com a
sintese de nenhum composto, sendo importante ressaltar que as respectivas predigdes
relacionam suas estruturas a dominios comuns a uma série de proteinas pertencentes a
determinado grupo, como o dominio de monooxigenase 3’ relacionado a flavonoides, a
qual o mesmo foi classificado.

Apesar da auséncia de enzimas do tipo isoflavona sintase em A. thaliana, foram
encontrados compostos com esqueletos quimicos similares, indicando a existéncia de
proteinas capazes de realocar o agrupamento arila (aryl) do C2 para o C3, juntamente
com a oxidacdo de uma molécula flavona, caracteristicas do passo inicial de sintese de
compostos semelhantes a isoflavondides. No entanto, ndo foram encontrados genes
homdlogos a isoflavona sintases, ndo sendo possivel relacionar o CYP705A2 com a
sintese de algum flavondide ou isoflavondide apenas por meio da predicdo da relacédo
estrutural de seu dominio proteico (Lapcik et al., 2006).

2.4.11. Revisdo dos genes integrantes do cluster de sintese do arabidiol/baruol

A partir da identificacdo do AT4G15350 como parte do cluster génico envolvido
na sintese do arabidiol e baruol, observada por Wada et al., em 2012, buscou-se explicitar
a relacdo de seu possivel produto com as outras citocromo P450 monooxigenases
presentes neste cluster génico. Este trabalho verificou uma alta co-expressao entre cinco
genes, incluindo dois néo caracterizados (CYP705A2 e CYP705A3) e trés parcialmente
caracterizados no caso: CYP705A1, PEN1 e BARS1 (Marszalek-Zenczak et al., 2023;
Wada et al., 2012; Mizutani; Ohta, 2010).
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O gene AT4G15330, codifica uma enzima da classe das citocromo
monooxigenases, classificada como CYP705A1, também pertencente & familia 705. Em
2013, Castillo et al. constatou que a proteina realiza uma reacdo de clivagem da cadeia
lateral do triterpeno arabidiol, formando o 14-Apo-arabidiol e 0 DMNT ((3E)—4,8-
dimethyl-1,3,7-nonatriene). Tal reagdo foi visualizada como resposta defensiva ao
patdgeno Pythium irregulare, assim como na presenca de Acido Jasménico (Castillo;
Kolesnikova; Matsuda, 2013; Sohrabi et al., 2015).

Pertencentes a rota de sintese do arabidiol e baruol, os genes PEN1 e BARS1
possuem 91% de similaridade a nivel de aminoacidos, codificando duas oxidosqualeno
ciclases (OSCs) das 13 encontradas em A. thaliana (Lodeiro et al., 2007; Field et al.,
2011). Dentre as enzimas pertencente ao grupo das OSCs, alguns integrantes fazem parte
de quatro clusters de genes metabdlicos (MGCs), consistindo em enzimas da rota de
sintese de triterpenos, no caso: thalianol, marneral, tirucalladienol, arabidiol e baruol.

O produto do gene BARSL sintetiza aproximadamente 90% de baruol, composto
ainda ndo funcionalmente caracterizado. Essa enzima também é capaz de sintetizar outros
22 compostos minoritarios a partir do oxidosqualeno (Lodeiro et al., 2007). Apesar da
similaridade estrutural e classe bioquimica comum com BARS1, o gene PENL1 sintetiza
unicamente o triterpeno arabidiol, também através do oxidosqualeno (Xiang et al., 2006;
Ortiz et al., 2019). O arabidiol ndo possui funcdo bioldgica caracterizada, porém a
clivagem com a cadeia lateral do arabidiol provocada pela enzima CYP705A1, codificada
pelo gene AT4G15330, no composto volatii DMNT ((3E)—4,8-dimethyl-1,3,7-
nonatriene) e no 14-apo-arabidiol, atuam na defesa contra estresses bidticos (Sohrabi et
al., 2015; Castillo; Kolesnikova; Matsuda, 2013).

A degradacdo do arabidiol é dependente do gene AT4G15330, também
pertencente ao cluster de genes co-expressos (Castillo; Kolesnikova; Matsuda, 2013). A
expressdo desse gene ocorre no meristema radicular, induzida também pela presenca do
Acido Jasmonico sendo detectada em resposta defensiva ao patgeno Pythium irregulare,
(Castillo; Kolesnikova; Matsuda, 2013; Sohrabi et al., 2015).

Um dos efeitos fisioldgicos do acimulo do monoterpeno DMNT, visto em
Camellia sinensis, é a producéo de Acido Jasménico através do aciimulo SPI (Saporamin
Protease Inhibitor) em plantas vizinhas ainda ndo danificadas pelo estresse, como
podemos observar na Figura 25 (Meents et al., 2019; Jing et al., 2021). Ja o 14-apo-
arabidiol, também ndo possui funcdo especifica conhecida, porém em 2017, Sohrabi
identificou que ele é convertido, possivelmente por enzimas ndo pertencentes ao cluster
de sintese do arabidiol/baruol, em outros trés compostos com funcdo desconhecida: 3-
keto-14-apo-arabidiol, alfa-14-acetyl-apo-arabidiol e alfa-14-apo-arabidiol (Sohrabi et
al., 2017).
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Figura 25. Representagdo da atuagdo do DMNT. Esquema representando sistema de defesa a
estresse bidtico promovido pelo DMNT, adaptada de MEENTS et al., 2019 (Meents et al., 2019). Nessa
imagem, a herbivora causada pelas larvas de S. littoralis induzem tanto a producdo de Acido Jasmanico,
quanto de SPI localmente. Além disso, 0 DMNT tem sua sintese induzida, sendo emitido para plantas ndo
predadas, de modo a induzir a producéo de SPI e Acido Jasménico.

A partir do trabalho de Huang et al. em 2019, que identificou possiveis novos
passos metabdlicos na rota de sintese do arabidiol e thalianol, hipotetiza-se atualmente
que o 14-apo-arabidiol € transformado em 3-keto-14-apo-arabidiol por acdo da enzima
THARL1 (At3g29250), que sequencialmente é modificado no alfa-14-acetyl-apo-arabidiol
pela THAR2 (Atlg66800), sendo finalmente convertido pela enzima THAA2
(At5g47950) em alfa-14-apo-arabidiol renomeado em arabidina (Huang et al., 2019).
Esses genes fazem parte de outro cluster co-expresso, envolvido na rota de sintese do
thalianol, mas que ndo possui uma correlacdo do perfil de expresséo de seus integrantes
com o cluster de sintese do arabidiol/baruol. Esse composto é expresso nos tecidos
radiculares, estando envolvido, juntamente com o segundo composto testado no trabalho
de Huang denominado de thalianina, com o estabelecimento da microbiota da rizosfera
em A. thaliana (Huang et al., 2019).

Devido a conversdo do arabidiol em DMNT, e seu respectivo envolvimento com
a defesa de estresses bidticos, é possivel supor que o gene AT4G15350, co-expresso
dentro dessa mesma rota de sintese, possa também estar envolvido. Porém, como o passo
enzimatico promovido pelo AT4G15330 também produz 14-Apo-arabidiol e, por este ser
sequencialmente transformado em outros trés compostos também com funcédo
desconhecida, ndo é possivel excluir que tais produtos estejam envolvidos em outros
processos fisioldgicos, aos quais AT4G15350 participe, talvez utilizando algum deles
como substrato. Além disso, o triterpeno baruol também ndo tem sua funcdo descrita,
evidenciando a falta de conhecimento a respeito desses cluster de genes e seus produtos.
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39

2.5. DISCUSSAO E PERSPECTIVAS

Segundo o padrdo de expressdo obtidos através de bancos de dados online, o gene
ATA4G15350 tende a ser mais expresso no apice radicular, em resposta a horménios
promotores do crescimento e diferenciacdo celular, indicando uma possivel relacdo
inversa ao fenbmeno observado no mutante SALK093990, em que sua baixa expressdo
geraria um aumento em seu crescimento. No entanto, existe uma correlagdo entre sua
expressdo e a presenca do Acido Jasménico, fitohormonio envolvido na defesa contra
patdgenos necréticos, que também possui um efeito inibidor do crescimento (Huot et al.,
2014).

Em congruéncia com o desconhecido substrato do gene AT4G15350, além da
auséncia de caracterizacdo para a maioria dos produtos dos genes pertencentes ao cluster
do arabidiol/baruol, com excecdo para 0 DMNT e a arabidina, ndo € possivel
correlacionar a funcdo do AT4G15350 com nenhum processo fisioldgico, também
evidenciando a falta de indicios que o relacione, diretamente, com o fen6tipo observado
no mutante SALK093990. Mesmo assim, a correlagdo do seu padrdo de expressao
tecidual, bem como da co-expressdo identificada no trabalho de Wada et al, em 2017,
pode indicar uma relacdo com a modificacdo de algum dos compostos produzidos na rota,
por exemplo o baruol ou os dois derivados do 14-apo-arabidiol (3-keto-14-apo-arabidiol
e alfa-14-acetyl-apo-arabidiol) que seguem sem funcdo conhecida (Wada et al., 2012).

No entanto, a partir do trabalho realizado por Nelson et al. em 2017, que
desenvolveu duas ferramentas capazes de identificar lincRNAs, verificou-se a presenca
de um lincRNA (long intergenc non-coding RNA) com 828pb, 173 bases upstream do
final do gene AT4G15350 (Nelson et al., 2017), o local desse lincRNA pode ser visto na
figura 1. Essa classe de RNAs comumente possuem multiplas possiveis ORFs (Open
Reading Frames), apesar de serem traduzidas de forma ineficaz, de modo a produzir um
produto proteico disfuncional, ou mesmo sendo incapaz serem traduzidos. Além disso,
sua sequéncia tende a ndo apresentar semelhancas a dominios proteicos conhecidos, bem
como ORFs de pelo menos 300pb (Ulitsky; Bartel, 2013).

Essa classe de RNAs pode ser dividida em dois grandes subgrupos, aqueles
capazes de atuar no nucleo, tendo uma acdo que abrange desde a modificacdes
epigenéticas, estruturais da cromatina a regulagéo da transcri¢ao, assim como aqueles que
atuam no citoplasma, atuando na regulacdo da traducdo e estabilidade de mMRNA (RNA
mensageiro) (Wang et al., 2011). Tendo em vista o vasto impacto na regulagdo génica,
torna-se importante incluir a participacdo do lincRNA, presente logo apés a localidade a
qual o gene AT4G15350 se localiza, como possivel influenciador do fenotipo observado.
Para tanto, torna-se necessario compreender de que modo esse lincRNA esta atuando,
assim como seus alvos, sendo os estudos de co-expressdo uma das metodologias
utilizadas (Rinn; Chang, 2012).
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3.CONCLUSAO

Em congruéncia com o atual desconhecimento do substrato do gene CYP705A2,
além da auséncia de caracterizagdo para a maioria dos produtos dos genes pertencentes
ao cluster do arabidiol/baruol, com excecdo para 0 DMNT e a arabidina, ndo é possivel
correlacionar a funcdo do At4g15350 com nenhum processo fisioldgico. Os dados dos
outros genes do cluster, evidenciam a falta de indicios que o relacione, diretamente, com
o fenotipo observado no mutante SALKO093990. Mesmo assim, a correlacdo do seu
padrdo de expressdo tecidual, bem como da co-expressdo identificada no trabalho de
Marszalek-Zenczak et al. pode indicar uma relacdo com a modificacdo de algum dos
compostos produzidos na rota, por exemplo o baruol ou os dois derivados do 14-apo-
arabidiol (3-keto-14-apo-arabidiol, alfa-14-acetyl-apo-arabidiol) que seguem sem funcgéo
conhecida. Dessa forma, é fundamental considerar que o fendtipo observado no mutante
esteja relacionado com alteracGes provocadas pelo T-DNA no lincRNA.

Dessa forma, os futuros objetivos do projeto buscam descobrir os efeitos do
lincRNA presente depois do gene alvo, porém a abordagem a ser adotada ainda ndo esta
definida. Além disso, os mutantes de Arabidopsis obtidos através da transformagdo com
o vetor pKIR1.1-sgRNAL1 e pEG103-CDS4 seréo incialmente genotipados por PCR e, em
seguida, terdo seus fendtipos caracterizados e comparados com a linhagem selvagem.
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