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RESUMO

A morte celular programada (do inglés, Programmed Cell Death) é um processo geneticamente
controlado que provoca o suicidio celular em organismos eucarioticos e procarioticos. A PCD
ocorre em plantas durante seu desenvolvimento e quando expostas a diferentes condigdes de
estresses caracterizados por estresses abidticos e bidticos. Diversos estudos foram realizados
para entender os mecanismos relacionados a PCD em plantas, utilizando principalmente
Arabidopsis thaliana. Recentemente, uma rede chamada "deathosome LSD1" foi sugerida em
Arabidopsis e mostra as interacdes entre os reguladores de morte celular conhecidos, como o
LSD1 (Lesion Simulating Disease 1), um gene central nessa rede, e seus parceiros de interagéo.
O gene At1g52200 que codifica uma proteina do motivo PLACS8 (placent specific 8) foi descrito
como componente dessa rede, mas sua funcéo néo foi estudada até 0 momento. O objetivo geral
deste trabalho € estudar AtPLAC8-11.1 e verificar a existéncia do transcrito alternativo
AtPLACS8-11.2 previsto in silico. Para isso, o0s insertos amplificados a partir de cDNA de A.
thaliana, AtPLACS8-11.1 e AtPLACS8-11.2 foram clonados no vector de entrada pENTR/D-
TOPO, e 0 AtPLAC8-11.1 foi subclonado em vetores binarios de destino. Plantas transgénicas
de Arabidopsis superexpressando AtPLAC8-11.1 foram geradas via floral dipping. Além disso,
via banco de sementes Arabidopsis Stock Center (ABRC), linhagens mutantes knockdown e
knockout para AtPLAC8-11.1, com insercdo de T-DNA no promotor e primeiro éxon do gene,
respectivamente foram adquiridas e genotipadas. As plantas knockout plac8-11.1 apresentaram
maior comprimento de raiz, quando comparado ao tipo selvagem, indicando um possivel papel
deste gene no desenvolvimento radicular. Nossos resultados mostraram a existéncia de
AtPLACS8-11.2, no entanto, o nivel de transcritos € baixo na parte aérea de Arabidopsis, quando
comparado ao AtPLACS8-11.1. Estudos preliminares indicam a localizacdo subcelular de
AtPLACS8-11.1 na membrana plasmatica e eventual reciclagem por vesiculas secretoras.
Dificuldades na fase de selecéo de plantas de Arabidopsis transformadas contendo a construcao
para super-expressdo de AtPLACS8-11.1 indicam a possibilidade de que altos niveis
transcricionais de AtPLACB8-11.1 possam ser prejudiciais a planta, especialmente em condigdes
de estresse. Estes resultados indicam o envolvimento de AtPLAC8-11.1 no processo de PCD em
Arabidopsis.
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ABSTRACT

Programmed Cell Death (PCD) is a genetically controlled process triggering cellular suicide in
both eukaryotic and prokaryotic organisms. PCD occurs in plants during their development and
when exposed to different stress conditions characterized by abiotic and biotic stresses. Several
studies were performed to understand the mechanisms related to PCD in plants, mainly using
Arabidopsis thaliana. Recently, a network called deathosome LSD1 has been suggested in
Arabidopsis and it shows the interactions between known cell death regulators such as LSD1
(Lesion Simulating Disease 1), a central gene in this network, and their interaction partners. The
At1g52200 gene encoding a PLACS (placent specific 8) motif was described as a component of
this network, but its function has not yet been characterized. The general objective of this work
is to study AtPLAC8-11.1 and verify the existence of the alternative transcript AtPLAC8-11.2
predicted in silico. For this, the inserts amplified from A. thaliana cDNA, AtPLAC8-11.1 and
AtPLACS8-11.2, were cloned into the pENTR/D-TOPO entry vector, and AtPLAC8-11.1 was
subcloned into binary destination vectors. Arabidopsis transgenic plants overexpressing
AtPLACS8-11.1 were generated via floral dipping. In addition, via the Arabidopsis Stock Center
(ABRC) seed bank, mutant knockdown and knockout for AtPLAC8-11.1, with insertion of T-
DNA into the promoter and the first exon of the gene, were respectively acquired and genotyped.
The plac8-11.1 knockout plants presented increased root lenght, when compared to wild type,
indicating a possible role of this gene in root development. Our results showed the existence of
AtPLACS8-11.2, however, the level of transcripts are low in Arabidopsis shoots, when compared
to AtPLACS8-11.1. Preliminary studies indicate the subcellular localization of AtPLAC8-11.1 in
the plasma membrane and with possible recycling by secretory vesicles. Difficulties in the
selection phase of transformed Arabidopsis plants containing the construct for overexpression
of AtPLAC8-11.1 indicate the possibility that high transcriptional levels of AtPLAC8-11.1 may
be detrimental to the plant, especially under stress conditions. These results indicate the
involvement of AtPLACS8-11.1 in the PCD process in Arabidopsis.
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1 INTRODUCAO

As plantas sdo organismos eucariontes, multicelulares, autotréficos e de natureza séssil,
sendo as duas Ultimas caracteristicas responsaveis pela vulnerabilidade a diversos estresses
ambientais quando cultivadas em ambiente aberto (ZHANG et al., 2018; KHAN et al., 2018).
Os estresses enfrentados pelas plantas podem ser classificados em abidticos - como seca,
alagamento, elevada salinidade, condi¢bes de luz variaveis, temperaturas extremas, calor,
congelamento, resfriamento, metais pesados e falta de nutrientes - e em bidticos, causados
principalmente pela exposicdo a patdgenos microbianos e insetos herbivoros (THALMANN;
SANTELIA, 2017; VASHISTH et al., 2018; YOU et al., 2018; JALMI et al., 2018). O
crescimento e a produtividade das plantas sdo significativamente desafiados por esses diferentes
estresses ambientais, em muitas regides do mundo, acarretando em prejuizos socio-econémicos
(FOYER et al., 2016; MARQUES et al., 2017). Nesse sentindo, o entendimendo da sinalizagéo
e das respostas das plantas frente aos diferentes tipos de estresses é fundamental para o
desenvolvimento de ferramentas Uteis para o melhoramento vegetal visando a
resisténcia/tolerancia das plantas aos estresses ambientais (ZHU, 2016).

As plantas desenvolveram estratégias que permitem que elas possam superar as
condicdes adversas, principalmente quando a intensidade desses fatores prejudiciais € alta. As
células vegetais utilizam um conjunto de vias regulatdrias para programar a morte das células
como parte do mecanismo de defesa (KUMAR; MOHANAPRIYA; SATHISHKUMAR, 2016).
A morte celular pode ser conduzida por uma via de sinalizacdo ativa, conservada e
geneticamente programada, conhecida como morte celular programada (Programmed Cell
Death - PCD) (MAIZEL, 2015; KABBAGE et al., 2017).

A PCD direciona a eliminacao seletiva de células durante o desenvolvimento vegetal,
e/ou em resposta a patdgenos e sinais de estresse, de maneira a controlar o numero de células,
eliminando células danificadas ou desnecessarias, de modo a atingir e manter a homeostase
celular (DICKMAN et al., 2017; WATANABE et al., 2005; AMBASTHA et al., 2015;
PETROV et al., 2015; GILCHRIST, 1998). Inversamente ao profundo conhecimento das
formas de PCD em animais (por exemplo, a apoptose), o estudo sobre a regulagdo da PCD em

plantas é limitado, e as complexas redes moleculares que direcionam e controlam as diferentes
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formas de PCD em plantas recém estdo sendo estabelecidas (DANEVA et al., 2016).

1.1 Morte Celular Programada (PCD) em Plantas

A morte celular programada é parte integrante do ciclo de vida das plantas, sendo
observada em diferentes etapas durante o desenvolvimento vegetal, como na formacdo de
xilema, maturacdo de sementes, senescéncia foliar e varios processos reprodutivos das plantas,
além de estar envolvida durante as interacdes planta-patdgeno e estresses ambientais. De
maneira geral, nas plantas, a PCD desempenha papeis indispensaveis no desenvolvimento
vegetativo e reprodutivo, assim como nas respostas a estresses ambientais (VAN HAUTEGEM
etal., 2015; DICKMAN et al., 2017; DANEVA et al., 2016).

PCD em plantas e animais assemelham-se em varias caracteristicas morfoldgicas e
bioguimicas: encolhimento de células, condensacdo de cromatina, fragmentacdo nuclear,
liberacdo de endonucleases e inibidores comuns, sugerindo gque tanto as vias de PCD em plantas
guanto em animais podem compartilhar um mecanismo conservado gque desencadeia e regula o
processo (ZHAO et al., 2018). De acordo com Dickman et al. (2017), as semelhancas nos
marcadores caracteristicos de apopstose animal e vegetal foram utilizadas para classificar as
diferentes categorias de PCD em plantas: (1) morte celular semelhante a apoptose, (2) morte
celular associada a senescéncia e (3) morte celular mediada por vactolos. Nas diferentes formas
de PCD nas plantas ocorre ativacao de proteases, lipases, nucleases e transportadores, que atuam
em importantes eventos como vias de sinalizacdo, mobilizacdo de nutrientes, maturacdo de

proteinas, sintese e degradacdo de hormonios (ROCHA et al., 2017).

1.1.1 Morte Celular Semelhante a Apoptose

Apoptose € um tipo de PCD que ocorre em animais e & acompanhada por eventos
bioquimicos que levam a mudancas caracteristicas na morfologia e morte celular (DANEVA et
al., 2016). O final da apoptose nos animais é marcada pela formacao de corpos apoptéticos que
serdo posteriormente fagocitados. Os corpos apoptoticos estdo ausentes na PCD em plantas
devido a inexisténcia de um sistema fagocitario e presenca de uma parede celular rigida. Nesse

sentindo, o termo morte celular semelhante a apoptose deve ser utilizado em plantas (DANON
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et al., 2000; DICKMAN et al., 2017). Assim como em animais, as principais caracteristicas
morfolégicas resultantes da apoptose em plantas sdo o encolhimento celular, condensagdo da
cromatina, fragmentacdo internucleossémica do DNA, sintese intensiva de DNA mitocondrial
e degradacdo do DNA (VANYUSHIN et al., 2004; REAPE; MCCABE, 2008).

Nos animais, a maioria das alteracdes morfoldgicas que ocorrem durante a apoptose e
todas as diferentes vias de sinalizacdo pode ser atribuida as a¢6es das caspases: uma familia de
proteases asparticas dependentes da cisteina, que realizam clivagens apos um residuo de acido
aspartico (Asp) (DICKMAN et al., 2017). As caspases possuem papeis essenciais em varios
tipos de PCD em animais, sendo que a ativacdo de proteases ocorre através de uma cascata
proteolitica, iniciada por caspases iniciadoras que ativam as caspases executoras, que por sua
vez degradam uma infinidade de proteinas vitais (VANYUSHIN et al., 2004; VAN
HAUTEGEM et al., 2015).

A via "mediada por mitocondrias” é possivelmente a mais bem sucedida cascata
bioguimica de ativacdo de caspases. Quando as células sofrem exposicao a diversos estimulos
indutores de morte celular, ocorre a liberagcdo do citocromo ¢ da mitocondria para o citosol, na
fase de sinalizacdo. No citosol, o citocromo c liga-se a proteina Apaf-1 (fator de ativacdo da
protease apoptdética 1) e, na presenca de ATP/dATP, ativa a caspase-9. Tal evento desencadeia
a ativacdo de uma cascata de caspases, na fase de execucdo, que leva a protedlise rapida e
irreversivel que se manifesta por mudancas morfoldgicas e bioquimicas caracterizadas como
apoptose. Os mecanismos que regulam a PCD em plantas e em animais sdo similiares: a
apoptose de nucleos hepaticos de camundongos induzidos no citosol de células de cenoura pelo
citocromo c, foi capaz de ativar proteases semelhantes a caspase de plantas (VANYUSHIN et
al., 2004; ZHAO et al., 1999).

O papel das proteases tipo caspases na PCD em plantas foi estabelecido pela primeira
vez através da identificacdo e caracterizacdo de metacaspases: proteases de cisteina arginina
/lisina-especifica que séo distantemente relacionadas as caspases, sendo encontradas em plantas,
fungos e alguns protistas, mas ndo em animais (AMBASTHA et al., 2015; DANEVA et al.,
2016). Por exemplo, a metacaspase-8 (AtMC8), um membro da familia dos genes metacaspase
em Arabidopsis thaliana, é fortemente regulada positivamente por UV-C, H20: e pelo herbicida
metil-viologénio (HE et al., 2007).

14



A Figura 1 traz uma representacao esquematica do envolvimento das metacaspases no
processo de morte celular programada em plantas. Uma vez desencadeada a morte celular,
ocorre a ativacdo das CLPs (capase-like proteases). O papel dos CLPs pode ser na ativacédo
proteolitica de outras metacaspases PCDPs (plant cell death proteases) ou fatores transcrionais
envolvidos em sua expressdo, inativacdo de proteinas inibidoras enddgenas de proteinase (PIs)
ou o processamento direto de proteinas envolvidas na quebra e degradacao ordenada das células,
levando a morte celular ( WOLTERING, 2002).

'

Ativacao
CLPs Inibidores das Caspases

J \ IAPs/p3S
; Outros inibidores de

- proteases

'

" Morte
Celular

Figura 1. Representacdo esquematica do envolvimento das metacaspases (CLPs - proteases semelhantes a
caspases), proteases de morte de células vegetais (PCDPs) e inibidores endégenos de proteinase (PIs) ha morte de

células vegetais (apoptdéticas). Adaptado de Woltering (2002).
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1.1.2 Morte Associada a Senescéncia

O envelhecimento natural das plantas e os estresses ambientais por elas enfrentados
podem desencadear o processo de senescéncia (MUNNE-BOSCH; ALEGRE, 2004). A
senescéncia € um componente essencial do desenvolvimento das plantas, permitindo a
remobilizacdo e a reciclagem de nutrientes de 6rgdos que ndo sdo mais Uteis ou que estdo de
alguma maneira comprometidos (ROGERS, 2015). Anélises ultraestruturais indicaram que as
primeiras organelas a serem desmontadas durante o processo de senescéncia séo os cloroplastos,
proporcionando a reciclagem de grande parte dos lipidios e proteinas foliares, representando
uma importante fonte de nitrogénio (N) para as plantas (SCHIPPERS et al., 2015). A morte
celular marca o estagio final da senescéncia das plantas e ocorre quando a maioria dos nutrientes
€ recuperada, de forma temporalmente coordenada (DANEVA et al., 2016; WOO;
MASCLAUX-DAUBRESSE; LIM, 2018).

Durante o seu desenvolvimento, as plantas passam por senescéncia de dois tipos:
senescéncia sequencial, no qual o programa de recuperacao de nutrientes comeca com as folhas
mais antigas, seguindo o gradiente de idade dentro da planta; e pela senescéncia reprodutiva,
ocorrendo ao nivel da planta inteira com praticamente total desmantelamento das folhas, de
maneira a suportar o enchimento de grdos (SCHIPPERS et al., 2015). Apds a iniciacdo da
senescéncia, as organelas e seus constituintes bioquimicos sdo desmontados, degradados e
remobilizados em 0Orgdos vegetativos para suportar o crescimento de brotos e raizes recém-
emergentes e o desenvolvimento de frutos e sementes (KIM; CHO; YOO, 2017). Exemplo de
senscéncia ao nivel de toda a planta pode ser verificado em arroz, milho, soja e trigo na época
da colheita (WOO et al., 2013).

Sob condicBes ambientais adversas, 0 processo de senescéncia é iniciado como parte da
resposta de aclimatacdo. Durante estresse salino, por exemplo, o acumulo de ion sédio (Na+)
nas folhas mais velhas pode promover a sobrevivéncia de tecidos jovens para garantir o sucesso
reprodutivo (SCHIPPERS et al., 2015). O amarelecimento das folhas, decorrente da perda da
cloforila é normalmente utilizado como indicador da senescéncia das plantas. Nesse sentido,
plantas de tomateiro (Solanum lycopersicum) que sofreram tratamento durante trés semanas sob

alta salinidade (NaCl 100 mM) tiveram os parametros foliares relacionados a senescéncia
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fortemente afetados, como teor de clorofila, teor de proteina e oxidagao lipidica (GHANEM et
al., 2008).

Ao sofrerem estresse hidrico, as plantas utilizam a senescéncia foliar como forma de
adaptacdo fisiologica (Figura 2). Durante o estresse hidrico, pode ocorrer remobilizacdo de
nutrientes, possibilitando que as folhas, frutas ou flores mais jovens se beneficiem dos nutrientes
que foram acumulados ao longo da vida util da folha. A senescéncia foliar induzida pela seca,
seguida de abscisdo foliar, evita perdas significativas de agua por meio da transpiracao,
auxiliando na manutencdo de um balanco hidrico favoravel na planta inteira.

A senescéncia acontece gradativamente nas folhas, sendo caracterizada por trés fases: a
fase de iniciacdo, a fase de reorganizacdo e a fase terminal. Inicialmente, as cascatas de
sinalizacdo desencadeiam 0 processo de senescéncia via alteracdes na expressdo génica, que
culminam em alteracGes nas concentracGes de citocicinas, ABA, e outros reguladores, como
espécies reativas de oxigénio (ROS). Estes podem regular a expressao dos genes associados a
senescéncia (SAGs), propiciando a progressdo da senescéncia foliar durante a fase de
reorganizacéo. E na fase reorganizacional que grandes alteracdes metabdlicas e ultraestruturais
sdo vistas, como por exemplo, degradacdo da clorofila, reducdo da atividade fotossintética e
perda da intregidade celular, sendo todas alteracdes ligadas a remobilizacdo de nutrientes. Por
fim, considera-se que o término da senescéncia foliar ocorra somente quando a fase de
reorganizacio estiver concluida e a remobilizacdo de nutrientes for realizada (MUNNE-
BOSCH; ALEGRE, 2004; PETROV et al., 2015).
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Figura 2. Diagrama que descreve as mudancas ocorridas durante as fases de inicia¢do, reorganizacéo e terminal
da senescéncia foliar induzida pela seca. A fase de iniciacdo é o resultado de cascatas de sinalizagdo precoces que
levam a mudancas na expressdo génica e desencadeiam a inducéo do processo de senescéncia. As alteracdes na
expressdo génica levam a mudancas nas concentragdes enddgenas de reguladores de plantas determinando a
progressdo da senescéncia foliar durante a fase de reorganizagdo. A fase terminal da senescéncia foliar ocorre
devido ao acumulo de fatores indutores de morte celular levando a perda completa da integridade celular e,
finalmente, a morte. CKs: citocininas; ROS: espécies reativas de oxigénio. Adaptado de Munné-bosch e Alegre
(2004)

1.1.3 Morte Celular Mediada por Vacuolos

As plantas utilizam vacuolos e os contetdos vacuolares para a PCD. Os vacuolos
vegetais executam papel fundamental na eliminagdo de células vegetais indesejadas ou
desnecessarias na auséncia de um sistema fagocitario (HATSUGAI; HARA-NISHIMURA,
2010). O englobamento do material citoplasmético pelo vacuolo esta associado & morte celular

vacuolar (VCD), levando os pesquisadores a descrever essa forma de morte celular como o
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equivalente da autofagia animal (DICKMAN et al., 2017). A autofagia realiza a morte celular
"formativa" vacuolar, impedindo a necrose destrutiva em células que estdo terminalmente
diferenciadas (MININA; BOZHKOV; HOFIUS, 2014).

As principais caracteristicas citoldgicas da morte celular vacuolar sdo o alargamento do
vacuUolo através da fusdo de vesiculas transportando carga citoplasmatica e ruptura vacuolar
liberando enzimas liticas para o citoplasma. O conteldo citoplasmatico de células submetidas a
morte vacuolar é distribuido em vacuolos liticos para degradacao, através da fusdo dos vacuolos,
resultando na formacdo de um enorme compartimento litico. Por fim, o rompimento de uma
membrana vacuolar leva a uma rapida acidificacdo intracelular e & hidrélise do contetdo celular
residual (MININA; SMERTENKO; BOZHKOV, 2014; HATSUGAI; HARA-NISHIMURA,
2010).

As enzimas de processamento vacuolar (VPEs), identificadas como proteinases
responsaveis pela maturacao e ativacao de proteinas vacuolares em plantas, provocam a ruptura
vacuolar, iniciando a cascata proteolitica levando a PCD na resposta imune da planta. Além
disso, a via da PCD dependente de VPE esta envolvida ndo apenas na resposta imune, mas
também ocorre em quase todas as células e tecidos vegetais, nas respostas a uma diversidade de
indutores de estresse e no desenvolvimento de varios tecidos (ROGERS, 2015; HATSUGAI et
al., 2015). As VPEs desempenham um papel Unico na regulacdo do sistema litico das plantas
durante os processos de defesa e desenvolvimento (HARA-NISHIMURA et al., 2005).

Um modelo hipotético da via da PCD vacuolar é apresentado na Figura 3. Na presenca
de um sinal indicativo de PCD, ocorre a inducdo do auto-processamento da metacaspase do tipo
I1, propiciando o inicio de sua atividade proteolitica. A metacaspase uma vez ativa, atua inibindo
um repressor da autofagia ao cliva-lo ou interagindo com o mesmo. 1sso, por sua vez, faz com
que o fluxo autofagico aumente, levando a liberacdo do conteddo citoplasmatico no vacutolo
litico e a auto-desmontagem gradual da célula terminalmente diferenciada (MININA,;
SMERTENKO; BOZHKOV, 2014). Assim sendo, a inducdo de autofagia e o colapso da
membrana vacuolar s&o caracteristicas conhecidas da morte celular vacuolar, sendo
desenvolvida pelas plantas como uma estratégia de suicidio celular regulada, mediada pelas
VPEs e pelos vacuolos (HARA-NISHIMURA et al., 2005; UENO et al., 2016).
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Figura 3. Modelo proposto para a morte celular mediada por vactolos. A autofagia é essencial para a vacuolizagéo
de células submetidas a desenvolvimento de PCD, sendo ativada pela metacaspase tipo Il. O contetdo
citoplasmaético € liberado e degrado no vacuolo litico. Adaptado de Minina, Smertenko e Bozhkov (2014)

1.2 Reguladores da Morte Celular Programada

Uma maneira de obter informacfes sobre os mecanismos genéticos, moleculares e
fisiolégicos da PCD em plantas, em diferentes niveis de complexidade (celular ou organismo),
da-se através da identificacdo de mutantes de Arabidopsis thaliana que exibam morte celular de
maneira desregulada (CZARNOCKA et al., 2017). Um dos mutantes mais bem estudados, em
termos de PCD, € o Isd1 (LESION SIMULATING DISEASE 1) (DIETRICH et al., 1997). O
fenotipo Isdl é caracterizado pela chamada morte celular descontrolada, que se manifesta como
uma incapacidade de restringir a propagacdo da PCD, ap0s a mesma ter sido iniciada
(MATUSZKIEWICZ et al., 2018). Assim sendo, tal classe fenotipica exibe lesdes que simulam
a resposta de resisténcia a doencas mesmo na auséncia de patdgenos, sendo Util para
identificacdo de genes com importantes papéis nas vias de transdugdo de sinal para o
reconhecimento de patdgenos, morte celular programada ou na resisténcia sisttmica adquirida
(Systemic acquired resistance — SAR) (DIETRICH et al., 1997).

Os genes LSD codificam uma familia de proteinas contendo motivos dedo de zinco que
sdo caracterizadas por desempenhar papeéis importantes em uma ampla gama de funcGes

celulares: regulacdo transcricional, controle de apoptose e interagdes proteina-proteina. A
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proteina LSD1 possui trés dominios conservados de dedos de zinco, definidos por
CxXXCXRXXLMYXXxGASXVXCxxC. Como exemplos de proteinas de Arabidopsis que contém
um ou mais dominios de dedo de zinco do tipo LSD1, temos: as proteinas LOL1 (At1g32540)
e LOL2 (At4g21610), as metacaspases AtMC1 (At1g02170), AtMC2 (At4g25110) e AtMC3
(At5g64240; embora 0 motivo do zinco ndo seja candnico) e LOL6 (Atlg79350) (DIETRICH
et al., 1997; CABREIRA et al., 2013; COLL; EPPLE; DANGL, 2011). E considerado que 0
LSD1 atue como uma proteina “scaffold” no citoplasma, realizando o sequestro de reguladores
positivos da morte celular (LOL1, AtMC1, AtbZIP10) e impedindo dessa maneira suas funcées
e inibindo, portanto, a PCD (COLL; EPPLE; DANGL, 2011; CZARNOCKA et al., 2017; LI et
al., 2013; WITUSZYNSKA et al., 2014).

Pesquisadores propuseram em seu trabalho uma rede denominada “AtLSD1 -
deathsome”, composta por varios genes relacionados ao controle da PCD em plantas (Figura 4).
Com os resultados obtidos através de duplo-hibrido em levedura foi apresentado um diagrama
que descreve as interacOes entre os principais reguladores de morte celular conhecidos com seus
parceiros de interacdo. A interacdo entre AtLSD1 e AtMC1 ocorre através dos seus respectivos
dominios dedo de zinco, ocorrendo a retencdo de AtMCL1 no citoplasma, impossibilitando a
propagacdo da PCD. Tal interacdo ndo acontece com AtMC2, a qual regula negativamente
AtMC1, resultando em uma regulacéo negativa da PCD, analogamente ao AtLSD1. A interacao
de AtLSD1 com AtbZIP10 (basic leucine zipper 10), um regulador positivo de PCD, ocorre
também via retencdo da mesma no citoplasma, impedindo seu deslocamento para o nucleo da
célula (COLL; EPPLE; DANGL, 2011).
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Figura 4: Rede denominada "deathosome": Diagrama que descreve as interagdes entre os reguladores de morte
celular conhecidos e seus parceiros de interacGes atraves de um duplo hibrido em levedura. Os genes sem funcéo
anotada sdo mostrados em cinza. Coll, Epple e Dangl (2011)

LOL1 é considerado um regulador positivo da PCD de plantas mediante comprovacéo
em trés contextos. Primeiramente, LOL1 é necessario para que Isd1 mantenha seu fenétipo de
morte celular descontrolada. Em segundo lugar, a superexpressdo muito modesta dos niveis de
LOL1 em plantas WT aumenta a resposta de hipersensibilidade (HR) induzida por patogenos.
Terceiro, a superexpressdo condicional de LOL1 em altos niveis é suficiente para induzir a morte
celular em plantas selvagens e mutantes Isd1 (EPPLE et al., 2003). Nesse sentindo, LOL1 e
LSD1 podem funcionar como reguladores ou scaffolds transcricionais antagonicos, competindo
pelos mesmos elementos promotores e/ou fatores de transcricdo acessorios em genes de
execucdo de morte celular (EPPLE et al., 2003).

Dois genes que codificam proteinas com motivo PLAC8 (Placenta-specific 8),
At1g52200 e At4923470, interagem com LSD1 e foram descritos como componentes “LSDI1-
deathsome”. As proteinas contendo motivos PLAC8 formam uma grande familia cujos
membros podem ser encontrados em fungos, algas, plantas superiores e animais (SONG et al.,
2011).
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1.3 Familia Génica PLACS

Mediante os resultados obtidos a partir de microarranjos de RNAs placentarios e
embrionarios de aproximandamente 15.000 genes de camundongos, Galaviz-hernandez et al.
(2003) identificaram o primeiro gene PLACS, associado ao espongiotrofoblasto. Dessa maneira,
surgiu a denominacdo PLAC, Placenta-specific genes. Em camundongos, PLAC8 é uma
proteina de 112 aminoacidos rica em cisteina, com 12,5 kDa, codificada por um gene localizado
no cromossomo 5 (GALAVIZ-HERNANDEZ et al., 2003). Os genes PLACS sdo caracterizados
por codificarem proteinas que possuem regiGes N-terminal conservadas ao longo da evolucéo:
CCXXXXCPC ou CLXXXXCPC (SONG et al., 2011).

Recentemente, através de andlises in silico, utilizando o dominio rico em cisteina que
caracteriza as proteinas PLAC8 (Pfam PF04749), foram recuperadas 445 sequéncias
semelhantes a proteina codificada pelo primeiro gene PLACS caracterizado. Essas sequéncias
permitiram a classificacdo desses genes em trés tipos: tipo | (337 genes), Il (48 genes), 111 (71
genes). Os genes do tipo | sdo encontrados em mamiferos, fungos, plantas e algas, enquanto o0s
tipos Il e Il sdo restritos das plantas (CABREIRA et al. no prelo). As proteinas contendo
motivos PLACS8 variam em tamanho de 108 a 557 aminoacidos, sendo a maioria relativamente
curta e inferior a 200 aminoacidos. Os trés tipos de genes PLAC8 codificam proteinas
comecando em um residuo de triptofano (W): no residuo 15 nos tipos | e 11, e no residuo 16 no
tipo 1. Os genes PLACS do tipo | sdo 0s mais bem caracterizados até 0 momento, enquanto
que os genes classificados como tipo Il ndo foram caracterizados funcionalmente. Genes de
copia Unica sdo encontrados exclusivamente nos tipos 1l e 111 (SONG et al., 2011; CABREIRA
C. etal., no prelo).

A Figura 5 mostra um alinhamento entre as proteinas PLACS8 dos tipos I, 1l e IllI,
codificada pelos 17 membros da familia PLAC8 encontrados em Arabidopsis thaliana. Os genes
que interagem com LSD1, At1g52200 e At4g23470 séo representados em tal alinhamento pelos
nameros 11 e 16 respectivamente, pertencendo, portanto, aos genes PLAC8 do tipo 1 e 1ll. O
gene At1g52200 apresenta maior modulacdo frente a condi¢Ges de estresses abioticos em
comparacdo com o0 gene At4g23470 via nalises in silico através do browser ePlant
(http://bar.utoronto.ca/eplant/). Tal gene € denominado a partir de agora como AtPLAC8-11.1.
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Figura 5: Alinhamento das dezessetes proteinas PLACS8 encontradas em Arabidopsis thaliana, sendo separadas
em proteinas dos tipos I, 1l e Ill. A barra preta indica a regido rica em cisteina conservada ao longo da evolucao.
(Cabreira C. et al. no prelo)

As proteinas contendo motivos PLACS8 foram relatadas como tendo fungdes variadas
nos diferentes organismos nos quais sao expressas (SONG et al., 2011). Em plantas, por
exemplo, as proteinas contendo o dominio PLAC8 sdo componentes importantes como
reguladores da divisdo celular e a organogénese (LIBAULT; STACEY, 2010). Ademais, em
humanos, PLAC8 é fundamental para a progressdo do cancer de pancreas, promocdo da
conversao tumorgénica e a superexpressdo de PLACS8 nos fibroblastos murinos levou ao
aumento na resisténcia a estimulos apoptoticos e a perda do controle do ciclo celular (KINSEY
etal., 2014; CABREIRA et al., no prelo; ROGULSKI et al., 2005).

1.3.1 PLACB8 em Plantas

De acordo com Song et al. (2011), em plantas, as proteinas contendo o motivo PLACS8
atuam em diferentes processos biol6gicos como:
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I) Regulagdo do tamanho do fruto e niumero de células: Em tomate, um importante
locus de caracteristica quantitativa (Quantitative Trait Locus - QTL), FW 2.2, é responsavel por
regular o peso e tamanho do fruto do tomateiro, respodendo por até 30% do tamanho do fruto.
FW2.2 atua como regulador negativo da divisdo celular durante os estagios iniciais do
desenvolvimento dos frutos. FW2.2 mostrou conter um dominio PLACS8 (tipo 1), estruturas
terciérias e funcbes bioquimicas potencialmente similares. Nesse sentindo, os genes FWL e
PLAC8 compartilham um ancestral comum antes da divergéncia entre plantas e animais,
atuando como reguladores celulares para controlar o processo de divisdo das células e a
organogénese. Os genes denominados CNR foram retratados como ortélogos de fw2.2 em milho
(Zea mays). A proteina codificada pelo gene CNR1 possui 0 dominio CLXXXXCPC e atua para
reduzir o tamanho total da planta quando superexpresso ectopicamente. As diferencas no
tamanho das plantas e 6rgaos ocorreram por alteracdes no numero de células, ao invés de
alteracbes no tamanho das células (FRARY, 2000; CONG; LIU; TANKSLEY, 2002;
LIBAULT; STACEY, 2010).

Il) Resisténcia ao Cadmio (Cd) e Detoxificacdo de Zinco (Zn): Os membros da
familia de proteinas PCR (Plant Cadmium Resistance) conttm o dominio CCXXXXCPC
caracteristico das proteinas PLAC8. Dois membros desta familia, AtPCR1 (segundo Fig.5
AtPLACS8-8) e AtPCR2 (segundo Fig. 5 AtPLACB8-6) desempenham um papel importante no
transporte de metais pesados, como Cd e Zn. O tratamento de plantulas de A. thaliana com Cd
induz a expressao de AtPCR1 e AtPCR2 e a expressdo heter6loga de PCR1 e PCR2 em levedura
restaura a tolerancia ao Cd na cepa de levedura sensivel ao Cd (ycfl). Plantas com perda de
funcdo (atpcr2) foram expostas a diferentes metais pesados essenciais e nao essenciais. Na
presenca de Zn, Cu e Cd, o crescimento de plantas mutantes foi altamente prejudicado. As raizes
das plantas atpcr2 acumulavam mais Zn do que as plantas controle, enquanto as raizes de plantas
superexpressando AtPCR2 continham menos Zn, indicando que AtPCR2 remove o Zn das
raizes, atuando como um transportador de Zn essencial em Arabidopsis (SONG et.al 2004;
SONG et al. 2010; SONG et al. 2011).

111) Influxo de Célcio: O ion Ca?* é de extrema importancia para as plantas, atuando na

formacédo da parede celular bem como na regulacdo de eventos fisioldgicos intracelulares. A
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proteina da membrana plasmatica MCAL1 (Midl-complementing activity, segundo Fig. 5
AtPLACS-13) esta envolvida na captacdo de Ca®* em Arabidopsis thaliana. A superexpressio
de MCA1 aumentou a captacio de Ca?* nas raizes. O estudo dos dominios MCA1 indicou que
a metade C-terminal possui dois a quatro segmentos transmembrana putativos e um dominio
rico em cisteina de funcdo desconhecida, chamado de motivo PLAC8 (NAKAGAWA et al.,
2007; YAMANAKA et al., 2010).

1.4 AtPLACS8-11.1

O gene AtPLACS8-11.1 (At1g52200), pertencente a familia PLACS, localiza-se no
cromossomo 1 e codifica uma proteina de 190 aminodcidos. Sua funcdo molecular é
desconhecida, porém, predi¢Bes indicam envolvimento em resposta a estresses oxidativos. De
acordo com o banco de informacGes TAIR (The Arabidopsis Information Resource), a
localizagdo subcelular predita da proteina é na membrana plasmatica. Ainda de acordo com o
TAIR, verifica-se que AtPLACS8-11.1 é expresso em diversas estruturas da planta, como 0s
cotilédones, célula guarda, hipocétilo, meristema de inflorescéncia, raiz, caule e folha.

Anélises in silico com o auxilio da base de dados Phytozome apresentam o gene
estruturado em quatro éxons e trés introns. As sequéncias correspondentes a esse locus génico
sdo: sequéncia gendmica (1462 pb), sequéncia transcrita (898 pb), sequéncia codificante (573
pb), bem como a sequéncia peptidica (190 residuos de aminoacidos). No trabalho de Theologis
et al. (2000), referente ao sequenciamento do cromossomo 1 de Arabidopsis thaliana, houve o
depdsito de uma sequéncia predita variante de splicing para o gene At1g52200, designada
At1¢g52200.2. Entretanto, a existéncia da forma variante de splicing At1g52200.2 nédo foi

demonstrada experimentalmente.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O presente trabalho de mestrado tem por objetivo estudar o gene AtPLAC8-11.1 e seu

papel em relacdo a morte celular programada em plantas.

2.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos sdo:

a) Obter e genotipar linhagens mutantes de Arabidopsis thaliana com insercédo de
T-DNA para o gene AtPLAC8-11.1;

b) Amplificar a partir de cDNA de A. thaliana, as sequéncias codificadoras (CDS)
do gene AtPLAC8-11.1 e do produto de seu splicing alternativo AtPLAC8-11.2;

C) Realizar a clonagem da sequéncia CDS de AtPLAC8-11.1 no vetor de entrada
PENTR/D-TOPO (Invitrogen®), para posterior recombinagdo com os vetores de destino
binarios pEarleyGate100, pEarleyGate101 e pEarleyGate302;

d) Gerar plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana superexpressando o gene
AtPLACS8-11.1, via método de Floral Dipping (Zhang et al. 2006);

e) Investigar a localizagdo subcelular da proteina em microscépio de fluorescéncia.

f) Realizar experimentos de inducdo de senescéncia com as plantas
superexpressando o gene AtPLAC8-11.1 e com as plantas mutantes para verificar o papel de
AtPLACS8-11.1 na morte celular programada.
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3 MATERIAIS E METODOS

Os materiais, reagentes, equipamentos e a metodologia utilizada neste trabalho estédo
descritos nesta secdo separados por metodologias referentes as etapas de clonagem e
transformacéo, bem como metodologias utilizadas para os experimentos com 0s mutantes de T-
DNA.

3.1 CLONAGEM E TRANSFORMACAO

3.1.1 Amplificacdo das sequéncias codificantes do gene AtPLAC8-11.1 e do splicing
alternativo AtPLACS8-11.2

Em virtude da existéncia predita de um splicing alternativo para o gene AtPLACS8-11.1,
buscou-se desenhar oligonucleotideos (primers) especificos para amplificacdo de ambas versdes
codificantes do gene em estudo. Os primers foram desenhados com auxilio do site

http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi. A Tabela 1 lista os primers

que foram utilizados nas rea¢des em cadeia da polimerase usando como molde cDNA de folha
de Arabidopsis thaliana (Columbia-0) pré-existente no laboratério. Alguns desses primers
foram desenhados de maneira a remover o codon de término (stop) - necessario para o
seguimento da sintese proteica e fusdo a proteina YFP (yellow fluorescent protein) na

recombinacdo com os vetores de destino.

Tabela 1. Primers utilizados nas reagdes de RT-PCR

Nome Sequéncia Produto

AtPLACS-11.1 F: CACCATGGGTCGTGTCACTACTCCAT 573 pb
R_no stop: CTTAGACATATATTGATTTGTAGGAGCAAA

R_stop: TTACTTAGACATATATTGATTTGTAGGAGCA

AtPLACS8-11.2 F: CACCATGGGTCGTGTCACTACTCCAT 564 pb

R_stop: TCACCACACTTGAACACTTATATCAA

F: Forward; R: Reverse. * Em vermelho estd destacado a sequéncia de 4 pares de bases (CACC) necessaria para
clonagem direcional do gene de interesse no vetor de entrada pPENTRD-TOPO (Invitrogen®).
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As reacdes de PCR foram realizadas em aparelho Veriti™ 96-Well Thermal Cycler
(Applied Biosystems®) conforme descrigdo a seguir. Para ambos 0s genes, as reagdes foram
composta por 1 uL. de cDNA de folha de Arabidopsis thaliana; 1 uL de cada primer (Forward
e Reverse) ambos na concentracéo de 10 uM; 5 uL do tampdo 5X Q5 Reaction Buffer; 0,5 uL
de dNTPs 10 mM; 0,25 uL da enzima Q5 Hot Start High-Fidelity DNA Polimerase (New
England Biolabs); 5 uL 5X Q5 High GC Enhancer e agua ultrapura (Milli-Q) para completar o

volume em 25 pulL.

As condi¢Oes durante as reacdes de amplificacdo divergiram entre os primers utilizados.
A temperatura de anelamento do conjunto de primers necessarios para amplificacdo do gene
AtPLACS8-11.1 foi de 64 °C, enquanto que, para 0 conjunto de primers necessarios para
amplificagcdo do gene AtPLACS8-11.2, foi de 59°C.

As reacdes de PCR foram realizadas conforme condi¢6es descritas na Tabela 2.

Tabela 2. Condig¢des utilizadas nas reagdes de PCR (Q5 Hot Start High-Fidelity DNA Polimerase)

Etapa Temperatura Tempo
Desnaturagéo Inicial 98°C 30 segundos
*Desnaturacao 98°C 10 segundos
*Anelamento 64°C/59°C 20 segundos
*Extensao 72°C 20 segundos
Repeticdo das etapas */N° de ciclos - 35 vezes
Final da Extenséo 72°C 2 minutos

A visualizacdo dos resultados obtidos nas reacbes de PCR foi realizada através da
eletroforese em cuba horizontal com tamp&o TBE 0.5X a 90 V e 100 mA, com emprego do
volume total da reacdo em gel de agarose a 1.2 % corado com GelRed® 1:500 (Biotium), o qual
foi em seguida visualizado através de um fotodocumentador para gel de eletroforese (Loccus
Biotecnologia). O marcador de peso molecular utilizado foi DNA Ladder 100pb (Ludwig

Biotecnologia).
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3.1.2 Clonagem dos fragmentos amplificados no vetor de entrada pENTR/D-TOPO

Os fragmentos amplificados foram clonados em vetores pENTR/D-TOPO® (Invitrogen®)
de 2580 pb, de maneira a gerar clones de entrada para o sistema Gateway (Invitrogen®). Para
tal, utilizou-se o kit pENTR Directional TOPO® Cloning (Introvigen), de acordo com as
instrucdes do fabricante. Nas reacaos de clonagem, utilizou-se 1,0 uL (20 ng/uL) do produto
fresco da PCR obtido a partir da purificagdo da banda do gel de agarose, utilizando o Kit de
Extragdo de Gel GenElute ™ (Sigma-Aldrich); 1,0 pL de Solugéo Salina; 1,0 pL do vetor
PENTR/D-TOPO e agua ultrapura (Milli-Q) completando o volume final da reacdo em 6,0 pL.
A reacdo foi preparada e permaneceu em temperatura ambiente por 30 minutos. Apés o produto
recombinado foi inserido em células bacterianas termocompetentes de E. coli OmniMAX,
mediante choque térmico. Para isso, utilizou-se 50 pL de células termocompetentes e 3 uL da
reacdo do produto recombinado. Esta mistura foi incubada em gelo durante 20 minutos e, em
seguida, prosseguiu-se com o choque térmico em banho-maria a 42 °C por 30 segundos,
retornando ao gelo por mais dois minutos. Posteriormente, adicionou-se 500 pL de meio Luria-
Bertani (LB - Introvigem) as células transformadas, e as mesmas foram incubadas a 37 °C com
agitacdo de 180 rpm em agitador rotacional (New Brunswick Scientific) durante 1 hora. Apds a
recupecdo, as células bacterianas transformadas foram plaqueadas em meio LB éagar
(Introvigem) seletivo contendo antibi6tico canamicina (50 mg/L). As placas foram mantidas por
18 horas em estufa a 37 °C.

3.1.2.1 Andlise por PCR das colbdnias transformantes contendo o vetor de entrada

Para selecdo de coldnias de bactérias transformadas com o vetor de entrada pENTR/D-
TOPO clonado com os genes AtPLACS8.11 e AtPLAC811.2, separadamente, foram realizadas
PCRs com os primers descritos na Tabela 1. As reacGes de PCR foram realizadas com a enzima
Platinum® Tagq DNA Polymerase (Invitrogen®). Cada reagéo foi composta por 1,5 uL de cada
primer ambos na concentracgdo de 10 uM, 2,5 uL 10X PCR Buffer Minus Mg, 0,75 pL de MgCl»
50 mM, 0,5 uL da mistura de dNTPs a 10 mM, 0,1 uL de Taq Platinum DNA Polimerase 5U/uL
e agua ultrapura (Milli-Q) para completar os volumes das reacdes para 25 ul. A metade de cada

coldnia crescida no meio seletivo foi incluida a reacdo de PCR com auxilio de uma ponteira
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(p200) esteéril, sob capela de fluxo laminar.

As condig0es utilizadas no termociclador foram as mesmas para os dois genes e estdo
apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3. Condig¢des utilizadas nas rea¢des de PCR (Taq Platinum DNA Polimerase)

Etapa Temperatura Tempo
Desnaturacao Inicial 94°C 2 minutos
*Desnaturagéo 94°C 30 segundos
*Anelamento 55°C 1 minuto
*Extensao 72°C 1 minuto
Repeticdo das etapas */N° de ciclos - 35 vezes
Final da Extenséo 72°C 5 minutos

A visualizacdo dos produtos obtidos com a PCR ocorreu conforme 3.1.1.

3.1.2.2 Isolamento de plasmideo (Miniprep) das colénias transformantes

Colbnias de bactérias transformantes contendo o vetor de entrada pENTR/D-TOPO
clonado com os genes AtPLACS8.11 e AtPLACS811.2, separadamente, foram inoculadas
isoladamente em tubos falcon de 15 mL contendo 2 mL de meio LB liquido e 2 puL do antibiotico
canamicina (50mg/L) como marca de selecdo plasmidial. As culturas bacterianas foram
incubadas por 18 horas em shaker com agitacdo (Cienlab) a 37 °C. As extracbes do DNA
plasmidial foram realizadas com o kit PureYield™ Plasmid Miniprep System (Promega),
conforme recomendacéo do fabricante, sendo ao final quantificadas em NanoDrop Lite (Thermo

Scientific™).
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3.1.2.3 Confirmacao das clonagens em pENTR/D-TOPO por restri¢do enzimética

Foram realizadas clivagens com endonucleases especificas para confirmacao da presenca
dos genes AtPLAC8-11.1 e AtPLAC8-11.2 em pENTR/D-TOPO. Com auxilio da ferramenta
NEBCutter foram escolhidas duas enzimas para as reacdes de digestdo: ECORV e Ncol (New
England Biolabs®), ambas com 100% de atividade no buffer NEBuffer 3.1.

As reacOes foram realizadas com 500 ng de DNA plasmidial, 0,5 uL de cada endonuclease
(10 U); 1 uL do Buffer 1X NEBuffer™ 3.1; 1 uL de BSA 1:10 (200 png/mL) e agua ultrapura
para completar um volume final de 10 pL. As reagdes foram incubadas em termociclador a 37
°C por 3 horas, ocorrendo posteriormente inativacdo da enzima a 80 °C por 20 minutos. A

visualizacdo das reagdes de clivagens ocorreu conforme descrito no item 3.1.1.

3.1.2.4 Sequenciamento de DNA

As amostras de plasmideo contendo AtPLAC8-11.1 que obtiveram padrdes corretos de
digestdo, conforme descrito no item acima, foram enviadas para sequenciamento na Unidade de
Anélises Moleculares e de Proteinas - Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Nestes
sequenciamentos os primers utilizados foram M13 Forward (5"-GTAAAACGACGGCCAG-3)
e M13 Reverse (5"-CAGGAAACAGCTATGAC-3"). Para o variante de splicing AtPLACS-
11.2, os primers utilizados para o0 sequenciamento sao os descritos na tabela 1, que amplificam

a regido codificante da forma variante de splicing AtPLAC8-11.2 de 564 pb.

Os alinhamentos das sequéncias obtidas nos sequenciamentos versus a sequéncia do
PENTR/D-TOPO-AtPLACS-11.1/AtPLAC8-11.2 foram realizados utilizando os softwares
Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA.7), Chromas (Consensus-based colouring

of multiple alignments) e transferidas para o software GeneDoc para melhor visualizacéo

3.1.3 Recombinagédo com os vetores de destino pEarleyGate

As reacdes de recombinagdo entre o vetor de entrada e os vetores de destino binarios
pEarleyGate (EARLEY et al. 2006), escolhidos para utilizagdo neste trabalho, foram realizadas
somente para 0 gene AtPLAC8-11.1. As reacgdes de recombinagéo entre o plasmideo pENTR/D-
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TOPO-AtPLACS8-11.1 e os vetores de destino pEarleyGate 100 (superexpressdo), 101
(superexpressao + localizagéo subcelular) e 302 (superexpressao + flag de histidina) mostrados
na Figura 6, foram realizadas por meio da enzima LR clonase com o uso do kit LR Clonase 11

(Invitrogen).

A_‘.'.’,'-:""‘/
GATEWAY

pEarleyGate
Vector:

BAR 358 am1 CmR ocdB a2 OCS
100 LB e - - em == RB

BAR 358 amR1 CmR ccdB atR2 YFP HA OCS

101 LB com— P —am— — —am- RB

BAR amRt CmR ccdB atR2 Flag OCS
302 LB — o — emm————emm— RB

Figura 6. Vetores de transformacdo de plantas pEarleyGate. Todos os plasmideos pEarleyGate sdo vetores binarios
e tém as sequéncias LB (left border) e RB (right border) para transferéncia de T-DNA mediada por Agrobacterium.
Os cassetes Gateway em cada vetor incluem locais de recombinacdo attR1 e attR2; gene de resisténcia ao
cloranfenicol (CmR); gene ccdB que é letal para a maioria das cepas de Escherichia coli; BAR, o gene de
resisténcia a herbicida Basta para selecdo de plantas transgénicas; 35S, o promotor 35S do virus do mosaico da
couve-flor e seu enhancer a montante. Vetores pEarleyGate diferentes permitem a engenharia e a expressdo de
proteinas fusionadas com tags de HA, FLAG, e/ou proteinas fluorescentes amarelas (YFP) Earley et al. (2006).

Antes da realizacdo das reacdes de recombinacéo, o vetor de entrada pENTR/D-TOPO-
AtPLACS8-11.1 sofreu uma restricdo para linearizagdo com enzima Apal (New England
Biolabs®), visto que ambos vetores (entrada e destino) possuem a mesma marca de selecéo:
resisténcia ao antibidtico canamicina. O protocolo de restricdo foi conforme o item 3.1.2.3,
porém com algumas altera¢es: aumento do tempo de incubacdo da reacdo para 16 horas visando
a completa clivagem do material; o buffer utilizado, no qual a enzima apresenta 100% de
atividade foi o CutSmart® Buffer e a quantidade de DNA utilizado na reacgdo foi 2000 ng do
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vetor de entrada.

Para cada reagdo de recombinacédo, 125 ng do vetor de entrada linearizado e purificado
(PENTR/D-TOPO-AtPLAC8-11.1), e 125 ng dos vetores de destinos (pEarleyGate 100,101 e
302) e agua ultrapura (Milli-Q) em quantidade suficiente para completar o volume final de 8 pL
foram adicionados em tubos individuais de 0,2 mL sob temperatura ambiente. Em seguida,

foram executados 0s passos descritos no protocolo do fabricante.

A misturaenzimética LR Clonase Il foi descongelada em gelo por 2 minutos sendo agitada
em vortex cuidadosamente duas vezes por dois segundos cada vez. Apés, 2 uL da mistura
enzimatica LR Clonase Il foram adicionados a reagdo, que foi agitada em vortex e centrifugada
brevemente. A reacdo foi incubada a 25 °C por 12 horas em termociclador Veriti™ 96-Well
Thermal Cycler (Applied Biosystems®). Por fim, adicionou-se 1 pL da solugéo de Proteinase
K para interromper a reagdo, e incubou-se a amostra a 37 °C por 10 minutos. Em seguida, 2 pl
da reacdo de recombinacéo foram utilizados na transformacéo de E. coli OmniMAX, por choque

térmico, conforme protocolo descrito no item 3.1.2.

3.1.3.1 Analise por PCR das coldnias transformantes nas recombinacdes entre os

vetores de entrada e vetores de destino e isolamento de plasmideo (Miniprep)

As andlises por PCR foram realizadas conforme descrito no item 3.1.2.1. e indicado na
tabela 3. Seguiu-se com o protocolo de isolamento de plasmideos positivos para PCR de colonia

conforme item 3.1.2.2.

3.1.3.2 Confirmacdo das recombinacdes por restri¢cdo enzimatica

As clivagens foras realizadas conforme item 3.1.2.3.

3.1.4 Transformagdo de Agrobacterim tumefaciens EHA105 com o0s vetores
pEarleyGate recombinados.

Células eletrocompetentes de A. tumefaciens EHA105 foram submetidas a transformacoes

através do protocolo de eletroporacgdo. Para cada transformacdo, utilizou-se 150 pL de células
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eletrocompetentes e 100 ng de cada produto de recombinacéo descrita no item 3.1.3.

Células de Agrobacterium tumefaciens EHA105 eletrocompetentes foram descongeladas
em gelo e o DNA de interesse foi adicionado a esta aliquota de bactérias em um tubo de
microcentrifuga de 1,5 mL. Ap0s, a reacdo de transformacao foi incubada em gelo por cinco
minutos, bem como a cubeta vazia. A reacéo foi transferida para cubeta, sendo entao inserida
no eletroporador, onde um pulso elétrico (2500V) foi aplicado. Adicionou-se 0.5 ml de meio
LB liquido nas células transformadas e a reagdo foi incubada a 28 °C por 1 hora para recuperacao
das células bacterianas. Por fim, a suspensao bacteriana eletrotransformada foi plaqueada em
meio LB solido contendo os antibioticos rifampicina (100 mg/L) e canamicina (50 mg/L). Estas

placas foram incubadas em estufa por 48 horas a 28 °C para a formacéo de coldnias.

3.1.5 Floral Dipping

Plantas de Arabidopsis thaliana, ecotipo Columbia Col-0, foram transformadas
geneticamente através do método de floral dipping (Zhang et al. 2006). Para cada vetor de
destino utilizado nesse trabalho, realizaram-se 0s seguintes passos: a partir de uma colonia
isolada de Agrobacterium tumefaciens EHA105 contendo o plasmideo de interesse foi
produzido um pré-inéculo de 5 mL com meio LB liquido em tubo falcon estéril de 15 mL,
contendo os antibidticos de selecdo: rifampicina (100 mg/L) e canamicina (50 mg/L). O pré-
inéculo foi incubado por 48 horas a 28°C e 180 rpm em agitador rotacional (New Brunswick
Scientific). Apos esse periodo, houve a passagem do pré-indculo para um Erlenmeyer de 2 L,
contendo 500 mL de meio LB liquido e os antibidticos de selecdo: rifampicina (100 mg/L) e
canamicina (50 mg/L), durante 24 horas sobre as mesmas condicdes de incubacdo do pré-

inéculo.

Transcorridas as 24 horas de incubacdo do indculo, adicionou-se 0,5 mL de
acetoseringona (100 mM) e a cultura de céelulas foi novamente incubada nas mesmas condigdes
por mais 3 horas. Apo6s, a cultura foi centrifugada a 4560 x g durante 15 minutos em temperatura
ambiente. O precipitado foi ressuspendido em uma solucéo fresca de sacarose (5%). Por fim,
adicionou-se 100 pL do surfactante de silicone Silwet L-77 (Momentive) e houve a imerséo de
inflorescéncias (“Floral dip”) de plantas de Arabidopsis thaliana Col-0 de 3-4 semanas nessa
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suspensdo de agrobactérias por 15 segundos.

As plantas foram cobertas com sacos pléasticos e posicionadas na horizontal,
permanecendo assim por 24 horas, de modo a manter um ambiente Umido adequado para a
ocorréncia da infeccdo por Agrobacterium tumefaciens EHA105. Depois desse periodo, a
cobertura plastica foi removida, as plantas foram colocadas na posicéo vertical e cultivadas por
aproximadamente 20 dias, periodo de tempo necessario para a maturacdo das sementes.
Transcorrido esse perido, ndo houve mais adi¢do de agua nas plantas, de modo a ocorrer a
dessecacdo total das mesmas, facilitando assim, o procedimento de coleta das sementes. Foram
submetidas ao procedimento de transformacdo genética seis plantas para cada uma das

construcdes citadas.

3.1.6 Selecdo de plantas transgénicas de A. thaliana

As sementes T1 das plantas utilizadas no processo de transformacéo genética pelo método
de floral dipping foram submetidas a assepsia adicionando-se 1 mL de etanol 70% por 1 min, e
em seguida hipoclorito 50% por 10 minutos, sob constante agitacdo. As sementes foram lavadas
5 vezes com agua destilada estéril, sendo ressuspendidas em solucdo estéril de agarose 0,1%.
As sementes transformadas foram inoculadas em placas de Petri contendo meio MS meia-forga
(Murashige and Skoog Basal Salt Mixture - Sigma-Aldrich) com 1% (m/v) de sacarose e 0,5%
de fitagel (m/v). O pH da solucéo nutritiva foi ajustado para 5,8 pela adicdo de KOH. As placas
foram suplementadas com o antifingico nistatina (50 pug/mL) e o antibiético carbenicilina (250
pug/mL), ambos empregados para evitar contaminacdo pelo crescimento de Agrobacterium
tumefaciens. Para a selecdo das sementes transgénicas foi utilizado o herbicida glufosinato de
amonio (10 mg/L). As sementes foram estratificadas no escuro a 4 °C por 72h antes de serem
transferidas para sala de cultivo sob condic¢des de dia longo com 16h de luz/8h escuro, 24°C,
130 pmol m2 s de radiacéo fotossinteticamente ativa (PAR) e 34% de umidade relativa (UR).
Apos a vizualizacdo de plantulas transgénicas resistentes em placa, as mesmas foram passadas
para meio MS meia-forca sem antibidticos e antifingicos. As plantulas desenvolvidas foram
transferidas para uma mistura de 1:2 solo e vermiculita expandida, e crescidas na sala de cultivo

conforme descricdo anterior. Alternativamente, as sementes foram germinadas diretamente em

36



uma mistura de 1:2 solo e vermiculita expandidas e crescidas em sala de cultivo. As plantas
estabelecidas em solo foram pulverizadas com solugéo de Basta (1 mL de basta na concentragéo
de 120 mg/mL + 999 mL de H2O + 500 pL de Silwet) para selegdo das plantas transformantes.

3.1.7 Estudos de localizagdo em planta

Plantulas transformadas com Pro35S::AtPLACS8-11.1::YFP foram crescidas em placa com
meio MS meia-forca, 1% de sacarose e 0.5% de fitagel. A localizacdo de YFP foi realizada com
0 uso do microscopio de fluoescéncia Axio Imager. D2 (Zeiss). A YFP foi excitada em 490 nm

e a emissao foi detectada na faixa de 530 nm.

3.1.8 Reacdes de PCR quantitativa RT-gPCR: analise da expressao de AtPLAC8-11.1
e AtPLACS8-11.2

Para verificar os niveis de expressdo do gene AtPLACS8-11.1 e da forma variante de
splicing AtPLAC8-11.2 na parte aérea de plantas de Arabidopsis thaliana Col-0, foram
realizadas reacdes de RT-gPCR. Os experimentos foram realizados em triplicata bioldgica e

quadruplicatas experimentais.

3.1.8.1 Extracdo de RNA total e sintese de cDNA

As partes ereas de trés plantas do tipo selvagem Col-0 foram coletadas para extracdo de
RNA e sintese de cDNA. O RNA total foi extraido de acordo com o protocolo TRIzol™ Reagent
(Invitrogen). Aproximadamente 100 mg de tecido vegetal das amostras em andlise foram
maceradas em um tubo de microcentrifuga de 1,5 mL com nitrogénio liquido. Apds, 1 mL do
reagente TRIzol foi adicionado e as amostras foram homogeneizadas por agitacdo intensa e
incubadas por 5 minutos para permitir a dissociacdo completa do complexo de nucleoproteinas.
Em seguida, 0,2 mL de cloroformio foram adicionados a cada amostra e 0s tubos foram entéo
submetidos a agitacdo por 15 segundos, sendo posteriormente incubados em temperatura
ambiente por trés minutos. As amostras foram centrifugadas por 15 minutos a 12.000 x g a 4°C

e a fase aquosa contendo o RNA foi transferida para um novo tubo, no qual adicionou-se 0,5
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mL de isopropanol. As amostras foram agitadas cuidadosamente, incubadas em temperatura
ambiente por 10 minutos e centrifugadas por 10 minutos a 12.000 x g a 4°C. O sobrenadante
foi descartado com auxilio de uma micropipeta e o precipitado ressuspendido em 1 mL de etanol
75% (-20°C). As amostras foram brevemente agitadas, centrifugadas por 5 minutos a 7500 x g
a 4 °C, e o sobrenadante foi descartado. O excesso de EtOH foi removido delicadamente com
auxilio de uma micropipeta e o precipitado foi ressuspendido em 50 pL de agua isenta de
RNAse. O RNA foi visualizado por eletroforese em gel de agarose 1.2% com gel red, sendo
estocado a -80°C até a sintese do DNA complementar (cDNA). O kit commercial RQ1 RNase-
Free DNase (Promega) foi utilizado para remocdo de possivel contaminacdo com DNA
gendmico, através do seguinte protocolo: 1 pug de RNA total em 8 pL de H20 foi adicionado
juntamente com 1 pL de RQ1 10X Reaction Buffer e 1 uL de RQ1 RNase-Free DNase. As
amostras foram incubadas a 37°C durante 30 minutos. Posteriormente, adicionou-se 1pl de RQ1
DNase Stop Solution, realizando nova incubag&o a 65 °C em termociclador durante 10 minutos
para inativar a enzima. A sintese de cDNA foi realizada utilizando-se a enzima M-MLV Reverse
Transcriptase (Promega), seguindo as instrucdes do fabricante. Foram adicionados a cada
amostra (no gelo) 1 uL de primer oligo(dT) 500 ug/mL, 10 uL do RNA total purificado (1 pg)
na etapa acima descrita e 1 pL de dNTP Mix, 10 mM. As amostras foram incubadas por cinco
minutos a 65°C em termociclador e em seguida incubadas no gelo por mais 2 minutos. Foram
adicionados 4 pl 5X First-Strand Buffer e 2 ul 0,1 M DTT em cada amostra com posterior
incubacdo a 37°C por 2 minutos. Apos, adicionou-se 1 ul de M-MLV Reverse Transcriptase e
as amostras foram incubados em termociclador a 37°C por 50 minutos e a reacdo foi inativada

por aquecimento a 70°C por 15 minutos.

3.1.8.2 RT-gPCR

O cDNA sintetizado conforme descrito acima, foi utilizado como template nas reacdes de
RT-gPCR. As reacbes de RT-gPCR foram realizadas em aparelno Applied
Biosystems StepOne and Real-Time PCR Systems (Thermo Fisher Scientific) nas seguintes
condigdes: etapa de desnaturacéo inicial de 5 min a 94 °C, seguida por 45 ciclos de 10s a 94 °C,

155a60°C, e 15sa72°C. Em seguida, as amostras foram mantidas por 2 minutos a 40 °C para

38



reanelamento, sendo aquecidas de 55 a 99 °C para obtencéo da curva de desnaturac¢ao do produto

de amplificacdo.

As reacOes de RT-gPCR foram realizadas em um volume final de 25 L, sendo 0s mesmos
compostos de: 12,5 uL da amostra de cDNA diluido 50X em H0, 2,0 uL tamp&o PCR 10X, 1,2
pL de MgCl, a 50 mM, 0,4 uL de dNTPs a 5 mM, 0,4 uL de cada primer a 10 uM, 4,95 puL de
H20, 1,0 uL de SYBR-GREEN (1:100,000 Molecular Probes), e 0,05 pL de Platinum Tag DNA
Polymerase (5 U/uL; Invitrogen). Os experimentos foram realizados em triplicatas e os primers
utilizados nas reaces estdo listados na Tabela 4 abaixo. Utilizou-se como gene referéncia para
normalizacdo o gene PP2A (At1g13320). A analise dos dados foi realizada através dos softwares
StepOnev2.3 e Microsoft Office Excel, utilizando-se a metodologia 224 descrita por Livak and
Schmittgen (2001).

Tabela 4. Primers utilizados nas reac¢fes de RT-gPCR

Nome Sequéncia

AtPLACS-11.1 F: ACTGGGTGATGGGATCAAAG

R: AGGAGCAAAACTTGGTGCTT

AtPLACS-11.2 F: ACTGGGTGATGGGATCAAAG

R: TCACCACACTTGAACACTTATATCAA

PP2A F: TAACGTGGCCAAAATGATGC

R: ACCAAGCGGTTGTGGAGAAC

F: Forward; R: Reverse.

3.2 CARACTERIZACAO DOS MUTANTES

3.2.1 Material vegetal: Obtencéo de sementes com insercéo de T-DNA

No presente trabalho, de acordo com a inser¢do de T-DNA existente, foram selecionados
e adquiridos os mutantes CS852038 e CS378853 para 0 gene AtPLAC8-11.1, com insercao de
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T-DNA no promotor e no primeiro éxon do gene, respectivamente, a partir do banco de sementes
Arabidopsis Biological Resource Center (ABRC).

3.2.2 Assepsia e cultivo de Arabidopsis thaliana

Sementes de Arabidopsis thaliana selvagem Columbia-0 e linhagens mutantes CS852038
e CS378853 foram esterilizadas com EtOH 70%, com adicdo de Triton-100x a 0,1%, durante
15 minutos. Posteriormente, as sementes foram lavadas com agua destilada estéril por quatro
vezes, resuspendidas em agarose 0,1% e entdo inoculadas em placas Petri contendo meio MS
meia-forga (Murashige and Skoog Basal Salt Mixture - Sigma-Aldrich) com 1% (m/v) de
sacarose e 0,5% (m/v) de fitagel. O pH da solugéo nutritiva foi ajustado para 5,8 pela adigéo de
KOH. Para a anélise de segregac¢do de mutantes o meio foi suplementado com o herbicida Basta
(Glufosinato amonio, Sigma-Aldrich), na concentracdo de 10mg/L, para CS852038, e 0
antibidtico Sulfadazina (Synth), na concentracdo de 7.5 mg/L, para CS378853. As sementes
foram estratificadas no escuro a 4 °C por 72h antes de serem transferidas para sala de cultivo
sob condicOes de dia longo com 16h de luz/8h escuro, 24°C, 130 pmol m=2 s? de radiacéo
fotossinteticamente ativa (PAR) e 34% de umidade relativa (UR). Ap6s uma semana em sala de
cultivo, as plantulas foram passadas para uma mistura de 1:2 solo e vermiculita expandida e

crescidas nas condigdes supracitadas durante quatro semanas.

3.2.3 Genotipagem de plantas mutantes

A genotipagem dos mutantes, para obtencdo das linhagens homozigotas, ocorreu através
de reacdes de PCR. Inicialmente realizou-se extracdo de DNA (&cido desoxirribonucléico)
génomico das folhas das linhagens mutantes (CS852038 e CS378853) e de plantas selvagem
Col-0.

3.2.3.1 Extragdo de DNA genémico

O DNA gendmico foi extraido conforme protocolo adaptado de Clarke (2009), utilizando
o reagente CTAB (Merk) - Brometo de Cetiltrimetilam6nio. Inicialmente, preparou-se um

tampdo de extracdo composto por 3 mL de CTAB 10% em agua, 2,8 mL de cloreto de sodio
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(NaCl) 5 M, 400 pL de &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) pH 8,0 5 M, 1 mL Tris-HCI
pH 8,0 1 M, 0,3g de polivinilpirrolidona 40 kDa (PVP40), 20 uL de B-mercaptoetanol e 2,48
mL de &gua para completar o volume final de 10 mL. Aproximadamente 100 mg de tecido
vegetal foi coletado e macerado em nitrogénio liquido em tubos de microcentrifuga de 1,5 mL.
O tampaéo de extracdo foi pré-aquecido a 65°C e entdo adicionou-se 200 pL do mesmo em cada
amostra. Os tubos contendo o tecido macerado imerso no tampao de extracdo foram incubados
em banho-maria a 65°C por 50 minutos sendo agitados em vortex a cada dez minutos. Apos
transcorrido o periodo de 50 minutos, as amostras foram centrifugadas a 13.000 x g por 5
minutos a temperatura ambiente e a fase aquosa foi transferida para um novo tubo de
microcentrifuga de 1,5 mL. Adicionou-se 200 pL de cloroférmio a solucdo aquosa, agitando
vigorosamente. Apos, as amostras foram centrifugadas a 13.000 x g por cinco minutos, a
temperatura ambiente, e novamente a fase aquosa foi transferida para um novo tubo de
microcentrifuga de 1,5 mL e o processo descrito neste paragrafo foi repetido por mais uma vez,
adicionando-se ao final 150 pL de isopropanol gelado (-20°C). Os tubos foram misturados por
imersdo e incubados a -20°C por 20 minutos. ApoOs esse periodo, as amostras foram
centrifugadas a 13.000 x g por 10 minutos, a temperatura ambiente, e o sobrenadante foi
descartado. Realizou-se lavagem do material precipitado (DNA) com 500 uL de EtOH 70%
gelado (-20°C) e centrifugacdo a 13.000 g por 10 minutos. A fase aquosa foi descartada e o
precipitado foi seco e ressuspendido em 30 uL de H20. O DNA gendémico foi quantificado em

NanoDrop Lite (Thermo Scientific™).

3.2.3.2 ReacOes em cadeia da polimerase (PCR)

As reacles de PCR utilizaram como template o DNA gendmico extraido conforme item
3.2.3.1 acima. Os primers especificos para a genotipagem dos mutantes foram desenhados

através do site: http://signal.salk.edu/tdnaprimers.2.html (Tabela 5).

Tabela 5. Primers para RT-PCR utilizados para genotipagem

Insercdo de T-DNA Sequéncia Produto (pb)
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Regido Promotora F: CCCATCTGTTTTGACATAATTTCTTC 1134
CS852038 R: GGTTCGCTGGTTCGGTGTA
Regido Promotora F: CCCATCTGTTTTGACATAATTTCTTC 472-772
CS852038 LB: AACGTCCGCAATGTGTTAAGTTG
Exon 1 F: CGACCGTTGAAAAGTCAAAAC 1074
CS378853 R: TATGATCGGAGTTCATGCATG
Exon 1 F: CGACCGTTGAAAAGTCAAAAC 503-803
CS378853 LB: GTGGATTGATGTGATATCTCC

F: Forward; R: Reverse; LB: Left Border of T-DNA.

Foram utilizados trés primers para cada mutante: dois primers (forward e reverse) que
amplificam a sequéncia do gene que flanqueia a insercdo de T-DNA, e o terceiro primer LB
(left border of T-DNA) que hibridiza na inser¢do de T-DNA. Para as reagdes de genotipagem
foram utilizados dois conjuntos de primers para cada mutante: uma rea¢do com 0s primers
forward e reverse, para possivel amplificacdo da banda selvagem e outra reacdo com os primers
forward e left border, para amplificar a banda caracteristica de inser¢do de T-DNA. As reacdes
de PCR foram realizadas conforme procedimento descrito no item 3.1.2.1, utilizando 1uL de
DNA genémico como template. As condi¢des utilizadas no termociclador seguem conforme
Tabela 3, com modificacdes na temperatura de anelamento para 50°C e com um maior tempo
de anelamento: 1 minuto e 30 segundos. A visualiza¢do dos produtos obtidos na PCR ocorreu
conforme 3.1.1.

3.2.4 Analise de segregacao

Para a analise de segregacdo das linhagens mutantes foi utilizado sementes T2 crescidas
em laboratorio. Foi avaliada a germinacdo e estabelecimento de pléantulas das linhagens
mutantes CS852038 e CS378853 em meio com selecdo por BASTA e sulfadiazina,
respectivamente. As concentracdes de herbicida e antibiotico utilizadas na sele¢do dos mutantes

estdo descritas no item 3.2.2. A contagem do numero de plantulas em selegdo foi comparada
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com o nimero de plantas em meio sem selecdo para contabilizacdo do nimero de sementes
invidveis. Com estes dados foi possivel verificar o nivel de sobrevivéncia para cada linhagem
mutante e estabelecida heterozigosidade e/ou homozigozidade. O mesmo foi realizado com
plantas Col-0 para verificar a eficiéncia do método de selecdo. As sementes Col-0, CS852038 e
CS378853 foram esterelizadas, estratificadas e crescida em placa conforme item 3.2.2 por 15
dias.

3.2.5 Reag0es de PCR quantitativa RT-gPCR com as linhagens mutantes

Para verifificar o nivel de expressao génica das linhagens mutantes, o experimento de RT-
gPCR foi realizado utilizando as partes areas de trés plantas T3 de cada linhagem em estudo:
Wild type, mutante com inserc¢éo de T-DNA no promotor do gene AtPLAC8-11.1 e mutante com
insercdo de T-DNA no primeiro éxon do gene AtPLAC8-11.1. A extracdo de RNA total, sintese
de cDNA e a reacdo de RT-gPCR seguiram de acordo com os itens 3.1.8.1 e 3.1.8.2 descritos
anteriormente, ocorrendo apenas a mudanga no normalizador utilizado, que passou a ser 0 gene
endogeno Ubiquitina-10 (AT4G05320). Os experimentos foram realizados em triplicata

bioldgica e triplicatas experimentais e os primers utilizados nas rea¢fes constam na Tabela 6.

Tabela 6. Primers para RT-PCR

Nome Sequéncia

AtPLACS-11.1 F: ACTGGGTGATGGGATCAAAG

R: AGGAGCAAAACTTGGTGCTT

Ubiquitina 10 F: GGCCTTGTATAATCCCTGATGAATAAG

R: ACTATGTTTCCGTTCCTGTTATCTCTTT

F: Forward; R: Reverse

3.2.6 Analises Morfoldgicas

3.2.6.1 Avaliagéo do crescimento das raizes

Para avaliar o crescimento das raizes, sementes do tipo selvagem (Col-0) e mutantes

homozigotos CS378853 foram esterelizadas, estratificadas e crescidas em placa conforme item
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3.2.2. As placas quadradas com dimensdes de 115x115 mm foram mantidas na vertical para
acompanhamento do crescimento das raizes. As medidas de comprimento de raiz foram
realizadas a partir do quarto dia de cultivo. As raizes foram fotografadas e o tamanho das
mesmas foi determinado com auxilio do software ImageJ (Image Processing and Analysis in

Java).

3.2.6.2 Teste de Germinacao

O experimento de germinacéo foi realizado com sementes do tipo selvagem (Col-0) e
mutantes homozigotos CS378853 que foram esterelizadas, estratificadas e germinadas em placa
conforme item 3.2.2. Foram utilizadas trés placas de Petri contendo 45 sementes em cada, tanto
para a linhagem mutante quanto para a selvagem. A verificagdo da germinacgdo ocorreu com
auxilio de um microscopio de luz. A germinacéo foi contabilizada pela emissao da radicula (raiz

embrionaria) durante o periodo de 72 horas.
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4 RESULTADOS

4.1 ANALISES insilico

4.1.2 Estrutura do gene AtPLACS8-11.1 e da forma variante de splicing AtPLAC8-11.2

Com auxilio do software SnapGene Viewer realizou-se a montagem da estrutura génica
de AtPLAC8-11.1 e da forma variante de splicing AtPLACS8-11.2 (Figura 7). A regido
codificante da forma candnica de splicing AtPLAC8-11.1 possui 0s quatro éxons do gene,
totalizando 573pb (Fig 7b). Porém, na forma alternativa de splicing AtPLAC8-11.2, ocorre a
retencdo do ultimo intron durante o processamento do RNA mensageiro (Fig 7¢). Contudo, 0
ultimo intron apresenta um stop cédon (TGA), assim sendo, a regido codificadora do splicing
alternativo possui 564 pb devido a retencdo de 80pb do ultimo intron e a exclusdo do quarto
éxon (Fig 7d).

Genomic Sequence At1g52200 (1462pb)

SUTR El 1 By I E3 13 E4 JUR

CDS Sequence At1g52200 (573pb)
' YD) ED
Transcript Sequence At1g52200.2 (939pb)

N 6 B, B S 1 Hg

L80b | TGA

CDS Sequence At1g52200.2 (564pb)
N B B B
Figura 7. Estrura do gene At1g52200 e do splicing alternativo At1g52200.2. a) Sequéncia genémica do gene
At1g52200 com quatro éxon e trés introns. b) Sequéncia codificante do gene At1g52200 composta pelos quatro
éxons. ¢) Sequéncia transcrita do splicing alternativo demonimado At1g52200.2, mostrando a retengdo do ultimo

intron. d) Sequéncia codificante do splicing alternativo com retencéo dos 80 pb do ultimo intron. Setas em azul
representam éxons e setas em preto indicam os introns.
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A exclusdo do quarto éxon na forma variante de splicing ndo acarreta na perda do
dominio que define a familia génica PLACS, visto que o mesmo estd localizado entre os
aminoacidos 53 a 151, abrangendo, portanto, os trés primeiros éxons no gene AtPLAC8-11.2,
conforme representado em vermelho na Figura 8. O dominio transmembrana compreendindo
entre 0s amino&cidos 94 & 113, representado em laranja na mesma figura, também é mantido em
ambas as formas: canonica e variante de splicing, visto que as diferencas nas sequéncias

peptidicas das mesmas inicia a partir do aminoacido 161.

TP PLACB domain —

Figura 8. Dominios do gene AtPLAC8-11.1: PLACS e transmembrana. As barras pretas representam 0s quatros
éxons existentes no gene e as linhas pretas os trés introns. As barras vermelhas encontradas no primeiro, segundo
e terceiro éxon indicam o dominio PLACS e a barra laranja contida no terceiro éxon o dominio transmembrana.

As sequéncias peptidicas do gene AtPLACS8-11.1 e da forma variante de splicing
AtPLACS8-11.2 foram utilizadas para realizar buscas por similaridade protéica através da

ferramenta SWISS-MODEL (https://swissmodel.expasy.org/). A Figura 9 retrata o resultado

encontrado apenas para a forma variante de splicing, AtPLAC8-11.2, havendo identidade com o

dominio chaperona de Escherichia Coli de 18.92%.

IfSort #Name #Title ¢ Coverage $GMQE < QSQE <ldentity < Method
v 4xvv.1.A Acid stress chaperone HdeB : 0.05 0.16 18.92 X-ray, 1.7A
T - SRS NNCGEEVOOFGTPNORTRVEVSQFAPPNY 5
4xvv.1l.A
Target [OR NESVGRPWSTGLFDCOADQANAVLTTIVPCVTFGQ °°

4xvv.l.A

Target IAEVMDEGEMTCPLGTFMYLLMMPALCSHWVMGSKYREKM
4xvv.l.A

Target RRKFNLVEAPYSDCASHVLCPCCSLCQEYRELKIRNL

4xvv.1.A [DCOEFMDMNERSH 26
Target [ S 187
axvv.1.a ESGC0TVOEEE o

Figura 9. Similaridade protéica encontrada entre o variante de splicing (target) e o dominio chaperona de
Escherichia Coli (4xvv.1.A) através do Swiss-Model. Uma identidade de 18.92% foi encontrada entre as sequéncia
peptidicas, sendo representadas pelo sublinhado preto a partir do residuo 146.
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4.1.3 Padréo de expressao frente a estresses abioticos

Anélises in silico através do browser ePlant (http://bar.utoronto.ca/eplant/), presente na
plataforma BAR (The Bio-Analytic Resource for Plant Biology) (http://bar.utoronto.ca/),

indicam que o gene em estudo apresenta expressdo modulada frente a condi¢des de estresses
abidticos (Figura 10). E possivel verificar elevada resposta apds estresses abi6ticos como UV-
B, apds trés horas, e a estresse oxidativo apds 24 horas. Verifica-se também, modulacGes em

menor grau quando exposto a estresses genotdxicos e ao frio apds 24 horas. Estresse como o sal
regula negativamente a expressdo do gene.
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Figura 10. Predigdes in silico dos diferentes padrdes de expressdo do gene AT1G52200 frente a condicOes de estresses abidticos.
ePlant (2018).
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4.2 CLONAGEM E TRANSFORMACAO

4.2.1 Amplificacdo do gene AtPLACS8-11.1 e do produto do splicing alternativo
AtPLACS8-11.2 a partir de cDNA de Arabidopsis thaliana.

A primeira etapa do presente trabalho consistiu na amplificacdo do gene AtPLACS8-11.1¢e
seu variante de splicing AtPLAC8-11.2 por RT-PCR. Através da reacdo de amplificacdo, foi
possivel obter fragmentos Unicos de DNA para ambos 0s genes (Figura 11a e 11b), assegurando
a especificidade da reacdo. Nas reacfes de amplificacdo, foram utilizados primers (Tabela 1)
gue mantinham o codon de parada (com stop - CS), assim como primers que eliminavam esse
codon (sem stop - SS), para que houvesse seguimento da sintese protéica e fusdo a proteina YFP
(yellow fluorescent protein) na recombinacdo com os vetores de destino.

500

Figura 11. Amplificacdo da sequéncia codificadora do gene AtPLAC8-11.1 e seu variante de splicing AtPLACS-
11.2. Visualizacdo em gel de agarose 1.2% corado com gel red (a) Sequéncia codificadora de AtPLAC8-11.1. M:
Marcador de peso molecular de 100 pb (Ludwig®); Linha 1 e 2: fragmento de AtPLAC8-11.1-CS; Linha 3:
fragmento de AtPLAC8-11.1-SS; C-: Controle negativo da reacdo de PCR com o primer SS; C-*: Controle negativo
da reacdo de PCR com o primer CS (b) Sequéncia codificante do splicing alternativo AtPLAC8-11.2. (b) M:
Marcador de peso molecular de 100 pb (Ludwig®), Linha 1 a 4: fragmento de AtPLAC8-11.2-CS; C- Controle
negativo da reacdo de RT-PCR com o primer CS. CS = conjunto de primers com stop codon. SS = conjunto de
primers sem stop codon.
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4.2.2 Clonagem de AtPLACS8-11.1 e AtPLACS8-11.2 no vetor de entrada pENTR/D-
TOPO

Para selecdo de col6nias positivas, contendo os plasmideos pPENTR/D-TOPO::PLACS8-11
e pENTR/D-TOPO::PLAC8-11.2, separadamente, foi realizado PCR de col6nia cujos produtos
podem ser visualizados na Figura 10a e 10b. Amplificac6es conforme o controle positivo foram
observadas na Figura 12a, linhas 1, 2, 3, 5 e 10. Contudo, na linha 2 da figura 12b, verifica-se
uma banda acima das demais, podendo ser um indicativo de falso positivo. Nesse sentindo
utilizou-se o DNA plasmidial de tal colénia para realizacéo de restricdo e confirmacéo de que a

col6nia poderia ser um falso positivo.

Figura 12. PCR de colbnias de Escherichia coli OmniMAX transformadas com o plasmideo pENTR/D-TOPO®.
(a) PCR de col6nia para AtPLAC8-11.1. M: Marcador de peso molecular de 100 pb (Ludwig®); Linha 1 a 5:
AtPLACS8-11.1-CS; Linha 6 a 10: AtPLAC8-11.1-SS; C+: Controle positivo da reacdo de PCR (produto purificado
da PCR AtPLACS8-11.1). (b) PCR de colbnia para AtPLAC8-11.2. M: Marcador de peso molecular de 100 pb
(Ludwig®); 1 a 5: AtPLACB8-11.2 CS; C+: Controle positivo da reacdo de PCR (produto purificado da PCR
AtPLACS8-11.2); C-: Controle negativo da reacdo de PCR. CS = conjunto de primers com stop codon. SS = conjunto
de primers sem stop codon.

Os plamideos foram isolados a partir das colénias 1, 3, 5 (AtPLAC8-11.1- CS) e 10
(AtPLACB8-11.1-SS) (Figura 12a) e das colbnias 1, 2, 3 e 4 (AtPLAC8-11.2-CS) (Figura 12b).
Para confirmacdo das clonagens, foram analisados os perfis de fragmentos dos diferentes
plasmideos submetidos a restricdo enzimatica, com as endonucleases Ncol e EcoRV (New
England Biolabs®), conforme Figura 13. Eram esperados os fragmentos de 155, 548 e 2249 pares
de bases para AtPLAC8-11.1 (Figura 13a) e 155, 539 e 2579 pares de bases para AtPLAC8-11.2
(Figura 13b). As colbnias 1, 3, 5 e 10 da Figura 12a, que foram utilizadas para a restri¢do, sdo
representadas respectivamente pelas linhas 1, 2, 3 e 4 na Figura 13a. Para as reac0es de restricdo
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na Figura 13b, utilizou-se as colbnias 1, 2, 3 e 4 da Figura 12b, sendo representadas
respectivamente pelas linhas 1, 2, 3 e 4 na Figura 13b. Observa-se perfis de fragmentos corretos
para as linhas 3 (col6nia 5 - AtPLAC8-11.1-CS) e 4 (coldnia 10 - AtPLAC8-11.1-SS) na Figura
13a e para as linhas 1 (col6nia 1 - AtPLAC8-11.2-CS) e 3 ( colbnia 3 - AtPLACB8-11.2-CS) na
Figura 13b.

2080pb

Figura 13. Padréo de clivagens dos clones com endonucleases de restricdo. O DNA plasmidial foi clivado com as
enzimas de restricdo Ncol (New England Biolabs®) e EcoRV (New England Biolabs®). O produto resultante da
clivagem foi visualizado em gel de agarose 1,2% corado com gel red. (a) Restri¢des para AtPLAC8-11.1: M:
Marcador de Peso Molecular de 100 pb (Ludwig®); Linhas 1,2,3,4: Padrdo de restricgdo do DNA plasmidial
recombinante. (b) Restri¢cdes para AtPLAC8-11.2: M: Marcador de Peso Molecular de 1kb (Ludwig®); Linhas
1,2,3,4: Padrao de restrigdo dos plasmideos recombinantes. Fragmentos esperados: AtPLAC8-11.1 = 155, 548e 2249
pb; AtPLACS8-11.2 = 155, 539 e 2579pb.

Amostras de plasmideo pENTR/D-TOPO::PLAC8-11 colbnia 5, AtPLAC8-11.1-CS, e
colbnia 10, AtPLACS8-11.1-SS, foram sequenciadas. Os resultados obtidos indicaram que a
sequéncia de AtPLAC8.11.1 néo sofreu alteracdes de nucleotideos e que o inserto foi integrado
na orientacdo correta, para ambas sequéncias de AtPLAC8-11.1 (com e sem stop codon)
conforme Figuras 12 e 13. Através do sequenciamento da preparacdo nimero 10 de pENTR/D-
TOPO::ATPLACS8-11.1-SS, representada pela sequéncia de orientacdo 3'-5', € possivel observar
que houve a insercdo da regido codificante do gene AtPLAC8-11.1-SS no vetor de entrada, com
completo pareamento com a sequéncia CDS de 573 pb. Conforme esperado, existe a perda dos
trés pares de bases referentes ao stop codon TAA que ndo foi amplificado devido o conjunto de
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primers utilizados, indicado pela seta vermelha na Figura 14.

0 % 140 x 160 x 200 ® 22 * 2
Foward : CCCCTTCACCE ::238
573 e S A : 109
40 * 260 % 280 X 300 s 320 ¢ 340 -
Foward : 357
573 228
Foward : : 476
573 : 347
Foward : :..595
573 : 466
GAATACAGAGAGCTCAAGATTAG
* 620 * 640 » 660 o 680 o 700 %
Foward : 714
573 573
720 * 740 sl 760 - 780 o 800 i 820 ™
Foward : GACCCAGCTTTCTTGTACAAAGTTGGCATTATAAGAAAGCATTGCTTATCAATTTGTTGCAACGAACAGGGTCACTATCAGCCAAAATAAAATCCTTATTGCCATCCGGCTGATATCCC - 833
573 e e o e e e e e e e e e B e S e B o N 5 e e e et e S N e B St e e e o e e e S e e e o 2 -
840 * 860 *
Foward : CTATACTGAGTCGTATTACATTGCTCATAGTTGTTTCCTITGCCA : 877
573 g e e e e R S e e e e e e S e H -

Figura 14. Sequenciamento da regido codificante do gene AtPLAC8-11.1-SS no vetor de entrada pPENTR/D-TOPO.
SS = conjunto de primers sem stop codon. A seta vermelha indica o ndo pareamento com o codon de terminagéo da regido
codificante do gene.

A Figura 15 mostra o alinhamento do produto de clonagem no vetor de pENTR/D-
TOPO::ATPLAC8-11.1-CS, colbnia 5 - AtPLAC8-11.1-CS, com a sequéncia CDS de 573 pb.
Pode ser verificado, a partir do sequenciamento desse clone que houve completo alinhamento

com a sequéncia codificante do gene AtPLACS8-11.1.

3 70 *
Forward : IGTACAAAAAAGCAGCCTCCECGGCCGCCCCCTTCMC 1 120
573ph  : mmmmmmmmmm—— e m e A 82
Forward : 1 240
573pb
Forward : JMSgy 3
573pb 22
Forward : [ : 480
573pb ;44
% 500 x 520 % 540 % S5€0 x 580 % 600
Forward : E > 1 600
573pb : Se2
ARTACAGAGAGCTCARGATTAGGAATCTIGATCCTTCTCTAGGTTGGAATGGGATACTTGCTCAAGGACAAGGACARTATGAGAGAGAAGCACCAAGTTTTGCTCCTACAAATCAATAT
* 620 * 640 b
Forward : § R GGTGSYGCGCGCCCACCCARCTTTTTTTGTWCAAAGTTGGCCTTAT © €57
573ph t RS — == = = e e : 873
TGTCTAAGTAA

Figura 15. Sequenciamento do produto de clonagem da regido codificante do gene AtPLAC8-11.1-CS no vetor de
entrada pENTR/D-TOPQ. CS = cojunto de primers com stop codon.
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A Figura 16 mostra o resultado do sequénciamento obtido com o produto purificado da
reacdo de PCR para amplificacdo da regido codificante do splicing alternativo, denominado por
Forward. Destacado em amarelo, estdo os 80 pares de base do ultimo intron que ficam retidos

durante o processamento do mMRNA.

Forward 120

S64 120
ARACAACGGTTT,

S E N C A GCAAGCTAATGTTAACCTATCTGTTGGGAGGCCATGGAGCACTGGTTTGTTTGATTGTCAAGCAGACCAAGCCAATGCCGTTTT B 240

564 240

Forward e : 360

564 : 360

Forward : 480

564 : 480
AGATTGTGCCA

" 500 . 520 . 540 * 560 »
Forward BGTACTAACTCAAAACG! GATACAAATCTATATTTATGGTCCAGGAATTTTATTTGATATAAGT! AGTGTGGTGAGAGACAGCCCTTCCG : 579
564 TACTAACTCAAAACG' TTTATGGTCCAGGAA? GT GA-========mmm——— : 564
CTAGGTACTAACTCAAAACG CTATATTTATGGTCCAGGAATTTTATTT

Figura 16. Resultado do sequenciamento da regido codificante do gene AtPLAC8-11.2 — CS amplificado a partir
de cDNA de Arabidopsis thaliana. CS = cojunto de primers com stop codon.

4.2.3. Recombinacdo com o0s vetores de destino

As reacOes de recombinacBes entre os vetores de entrada e os vetores de destino
pEarleyGate 100 (superexpressdo), 101 (superexpressdo com fusdo a YFP) e 302
(superexpressdo + flag de histidina), foram realizadas somente com o gene AtPLAC8-11.1. As
colbnias recombinantes crescidas em placa com meio seletivo foram submetidas a PCR de

col6nia para confirmacéo da insercdo do gene de interesse (Figura 17).
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500 pb

Figura 17. PCR de coldnias de Escherichia coli OmniMAX contendo os plasmideos pEarleyGate100::AtPLACS-
11.1-CS, pEarleyGate101::AtPLAC8-11.1-SS e pEarleyGate302::AtPLAC8-11.1-SS para confirmagao da presenga
do gene AtPLACS8-11.1 (573pb). O produto resultante da reacdo de PCR foi visualizado em gel de agarose 1,2%
corado com gel red. M: Marcador de peso molecular de 100 pb (Ludwig®). Linhas 1 a 3: pEarleyGate100 —
AtPLAC8-11.1-CS; Linhas 4 a 6: pEarleyGate101 — AtPLAC8-11.1-SS; Linhas 7 a 9: pEarleyGate302 — AtPLACS-
11.1-SS. C-: Controle negativo da reacdo de PCR; C+: Controle positivo da reacdo de PCR - pENTR/D-TOPO®-
AtPLACB8-11.1-CS = conjunto de primers com stop codon. SS = conjunto de primers sem stop codon.

As colbnias positivas para o PCR de colbnia tiveram os plasmideos isolados. A
confirmacédo da clonagem foi realizada por restrigdo enzimatica com as endonucleases Ncol e
EcoRV (New England Biolabs®). Os fragmentos esperados sdo: pEarleyGatel00::AtPLACS-
11.1-CS = 6624/3823/155pb; pEarleyGate101::AtPLAC8-11.1-SS = 7426/3823/155pb;
pEarleyGate302::AtPLAC8-11.1-SS = 6647/2524/155pb e C+: pENTRD-TOPO::AtPLACS-
11.1 = 2449/548. Na figura 18, os plasmideos testados nimero 1 (pEarleyGate100::AtPLACS-
11.1-CS), 2 (pEarleyGatel01::AtPLAC8-11.1-SS) e 6 (pEarleyGate302::AtPLAC8-11.1-SS)

continham os fragmentos corretos.
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M 1 2 3 4 5 6

Figura 18. Clivagens com endonucleases Ncol e EcoRV (New England Biolabs®). Os produtos das digestdes
foram visualizados em gel de agarose 1,2% corado com gel red. Produto das clivagens para AtPLAC8-11.1. M:
Marcador de Peso Molecular de 1 kb (Ludwig®); Linha 1: pEarleyGatel100::AtPLAC8-11.1-CS; Linha 2:
pEarleyGate101::AtPLAC8-11.1-SS; Linha 3: pEarleyGate101::AtPLAC8-11.1-SS; Linha 4:
pEarleyGate101::AtPLAC8-11.1-SS; Linha 5: pEarleyGate302::AtPLAC8-11.1-SS; Linha 6:
pEarleyGate302::AtPLAC8-11.1-SS.  Fragmentos  esperados:  pEarleyGate100::AtPLAC8-11.1-CS =
6624/3823/155 pb; pEarleyGate101::AtPLAC8-11.1-SS = 7426/3823/155 pb; pEarleyGate302::AtPLAC8-11.1-SS
=6647/2524/155 pb. CS = conjunto de primers com stop codon. SS = conjunto de primers sem stop codon.

4.2.4 Transformacdo de Agrobacterium tumefaciens EH105

Células eletrocompetentes de A. tumefaciens EHA105 foram submetidas a transformacoes
com 0s vetores binarios recombinantes para posterior transformacéo genética de plantas de
Arabidopsis thaliana. Para confirmacao da presenca do inserto AtPLAC8-11.1 através de PCR
de coldnia foram selecionadas colénias de Agrobacterium transformadas com os vetores de
destino pEarleyGate 100, 101 e 302. Os resultados obtidos sdao mostrados na Figura 19.
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Figura 19. PCR de colbnia para confirmacdo da transformacdo das A. tumefaciens EH105 (a) Produtos da
amplificagdo por PCR do DNA plasmidial de A.tumefaciens transformadas com os vetores de destino pEarleyGate
100 e 101. M: Marcador de Peso Molecular de 100 pb (Ludwig®); Linha 1 pEarleyGate100::AtPLAC8-11.1-CS;
C-: Controle negativo da reacdo de PCR = H0 + conjunto de primers CS; C+ : controle positivo da rea¢do de PCR
= AtPLACB8-11.1-CS; Linha 2: pEarleyGate101::AtPLAC8-11.1-SS; C-: Controle negativo da reagdo de PCR = H,0
+ conjunto de primers SS; C+ : controle positivo da reacdo de PCR = AtPLAC8-11.1-SS. (b) Produtos da
amplificagdo por PCR do DNA plasmidial de A. tumefaciens transformadas com o vetor de destino
pEarleyGate302. M1: Marcador de Peso Molecular de 100 pb (Ludwig®); Linha 1: pEarleyGate302:: AtPLAC8-
11.1-SS; C-: Controle negativo da rea¢do de PCR = H,0 + conjunto de primers SS; C+: controle positivo da reacéo
de PCR = AtPLAC8-11.1-SS. M2: Marcador de Peso Molecular de 1 kb (Ludwig®); Linha 2: Vetor
pEarleyGate101 vazio (12453 bp). CS = conjunto de primers com stop codon. SS = conjunto de primers sem stop
codon.

4.2.5 Selecao das sementes transformantes

Plantas de Arabidopsis thaliana foram transformadas com os vetores de destino
pEarleyGate 100, 101 e 302 via método de floral dipping, conforme item 3.1.5. Passado o
periodo essencial para o desenvolvimento e a maturacdo de sementes, apds a transformacao
genética, as mesmas foram coletadas e submetidas a selecéo in vitro utilizando o herbicida Basta
[10mg/L]: marca de resisténcia existente nos vetores pEarleyGate100,101 e 302. Plantas
transformadas, resistentes ao herbicida Basta, cresceram em meio seletivo, com abertura e
expansao dos cotilédones, bem como a emissdo do primeiro par de folhas verdadeiras, ao
contrério das plantas ndo transformadas. Exemplos destes tipos de observacdes fenotipicas estdo
representado na Figura 20.
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Figura 20. Sele¢do in vitro de sementes transgénicas coletadas de plantas de Arabidopsis thaliana transformadas
pelo método de floral dipping. Os circulos mostram as plantuas transformadas resistentes ao herbicida Basta [10
mg/L] utilizado na selegdo. (a) Selecdo de sementes transgénicas TO superexpressando PLACS8-11::HIS
(pEarleyGate 302). (b) Selegcdo de sementes transgénicas TO superexpressando PLAC8-11::YFP (pEarleyGate
101).

Ao realizar o processo de selecdo dos transformantes verificamos que as plantulas com
caracteristicas fenotipicas de transformadas ndo apresentavam raizes desenvolvidas. Nesse
sentido, apos selecdo em placa com herbibida Basta, as mesmas foram passadas para placa com
meio MS meia-forga, livre de selecdo, para que a raiz fosse recuperada e entdo foram
transferidas para potes com solo. A Figura 21 ilustra tais procedimentos.

Figura 21. Etapas da selecdo de plantas transgénicas de A. thaliana pEarleyGate302::AtPLAC8-11.1-SS. (a)
Plantula transformada em meio seletivo com Basta [10 mg/L]; (b) Passagem da plantula crescida em meio seletivo
para meio sem adicéo do herbicida Basta; (c) Recuperacdo das raizes ap6s cinco dias em meio sem selecéo; (d)
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Plantula desenvolvendo-se em solo apds a passagem das etapas de selecdo e enraizamento.
Outra estratégia para selecdo das plantas transgénicas, visando obter plantas
transformadas com tamanho de raiz propicio para desenvolvimento e crescimento em solo, foi

a pulverizagdo de uma solucéo de basta conforme descrito no item 3.1.6, em plantas com a raiz

ja estabelecida. A Figura 22 ilustra a estratégia de selecéo.

Figura 22. Selecdo de transformantes por pulverizacdo de uma solugdo de Basta. Uma solugdo preparada a partir
de 1 mL de Basta [120 mg/mL] + 999 mL de H,O + 500 pL de Silwet foi pulverizada em plantas estabelecidas
oriundas das sementes coletadas das plantas submetidas ao floral dipping. (a) Plantas apds cinco horas da aplicacdo
da solucdo com Basta; (b) Plantas apds cincos dias da aplicacdo da solu¢do com Basta; (c) As plantas que
sobreviveram a selecdo foram passadas para solo para que completassem seu ciclo de vida.

Independentemente da utilizacdo de dois métodos distintos para a selecdo de plantas
transgénicas, nao foi possivel crescer os transformantes até a fase de coleta das sementes. As
principais caracteristicas observadas foram: tamanho reduzido das raizes e dificuldade de
crescimento em solo (Figura 23).

Figura 23. Plantula transformante em solo ap6s sele¢do em placa com o herbicida Basta [10 mg/L]. Transformante
superexpressando PLAC8-11::HIS (pEarleyGate 302).
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4.2.6 Localizacéo subcelular de AtPLACS8-11

Plantas de A. thaliana transformadas para superexpressao de PLAC8-11::YFP tiveram
suas sementes coletadas e as mesmas passaram por selecdo com o herbicida Basta. Aquelas com
caracteristicas fenotipicas de plantas transgénicas foram analisadas em microscopio de

fluorescéncia com aumento de 10x para analises prelimiares da localizacdo subcelular de

PLAC8-11.1 (Figura 24). As plantas transgénicas analisadas exibiram a fluorescéncia resultante
da fusdo PLAC8-11::YFP no tecido foliar (24c), hipocotilo (24 f, g e h), raiz (24i) e tricoma (24

J e k). N&o foi obsevada fluorescéncia nas plantas selvagens (24l).

Figura 24. Analise preliminar das plantulas transgénicas superexpressando PLAC8-11::YFP em microscépio de
fluorescéncia com aumento de 10x. As plantulas resistentes ao herbicida Basta foram analisadas em microscépio
de fluorescéncia (filtro FITC; excitagdo 490 nm e emissdo 530 nm). (a): Tecido foliar em filtro de campo claro; (b)
Equivalente tecido foliar exibindo coloracéo avermelhada devido a autoflorescéncia da clorofila; (c): Equivalente
tecido foliar no filtro correto para visualizacdo de YFP: planta transgénica exibindo fluorescéncia devido a proteina
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YFP. (d af): Hipocétilo em diferentes filtros: d: filtro de campo claro, e: filtro para clorofila, f: filtro para YFP. (g
e h) Hicopatilo exibindo fluorescéncia em filtro para YFP; (i) Raiz exibindo ténue fluorescéncia em filtro para
YFP; (j e k) Fluorescéncia obseservada nos tricromas em filto para YFP; (I) Controle negativo: planta selvagem
Col-0 observada em filto para YFP.

Conforme ilustra a Figura 25, é possivel observar fluorescéncia nas membranas
plasmaticas que estdo delimitando as células em analise. Além disso, durante realizacdo das
imagens, verificou-se uma movimentacgdo da fluorescéncia em pontuac@es, ao longo da célula.
A movimentacdo observada através da fluorescéncia pode ser um indicativo de que a proteina
poderia estar sendo reciclada por alguma vesicula secretora, sendo eliminada da célula, devido
a mesma nao tolerar os altos indices de superexpressdo da proteina codificada pelo gene em
estudo. Entretanto, é necessario a realizagdo de estudos de co-localizagdo com marcadores

especificos para organelas para testar esta hipdtese.

Figura 25. Anélise das plantulas transgénicas superexpressando PLAC8-11::YFP em microscépio de fluorescéncia
com aumento de 40x. E observada fluorescéncia ao nivel de membrana plasmatica e movimentagio da
fluorescéncia ao longo da célula. As setas vermelhas ajudam a visualizar a movimentacgéo da fluorescéncia em uma
célula que esta sendo acompanhada através das imagens consecutivas em (a) até (f).



4.2.7 Nivel de expressdo do gene PLAC8-11 e PLAC8-11.2 em folhas de Arabidopsis
thaliana

Reacbes de RT-qPCR foram realizadas conforme item 3.1.8 para analisar os niveis de
transcritos de AtPLAC8-11.1 e AtPLAC8-11.2 em folhas de A. thaliana. Os experimentos foram
realizados em triplicata biologica e quadruplicata técnica. Conforme Figura 26, verifica-se um
maior nivel de expressdo de AtPLAC8-11.1 em comparagdo com AtPLACS8-11.2 em folhas de

A. thaliana, sob condigdes normais de crescimento.

0,856858088

0,9
0,8

05 -
04 -
03 -

BAtPLACS8-11.2
OAtPLACS-11.1

Expressao relativa de mRNA

0,2 -
0,1 -

0,000345728

AtPLACS8-11.2 AtPLACS8-11.1
Folhas

Figura 26. Determinagdo do nivel de expressdo do gene AtPLAC8-11.1 e AtPLAC8-11.2 em folhas de plantas de
Arabidopsis thaliana Col-0 em condi¢Bes normais de crescimento. O RNA total das folhas de A. thaliana foi
utilizado para a sintese de cDNA e as analises foram realizadas usando RT-gPCR. O nivel de expressdo foi
normalizado em relacdo ao nivel de expressdo do gene PP2A. Os resultados foram analisados pelo método 2-44¢t
descrito por Livak and Schmittgen (2001).

4.3 CARACTERIZACAO DOS MUTANTES

4.3.1 Obtencéao de sementes com inser¢éo de T-DNA

No presente trabalho, foram selecionados e adquiridos dois mutantes de A. thaliana para
0 gene AtPLACS8-11.1 com insercdo de T-DNA a partir do banco de sementes Arabidopsis

Biological Resource Center (ABRC), descritos conforme Tabela 7.
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Tabela 7. Mutantes para AtPLAC8-11.1 com insercéo de T-DNA

Ecotipo | Insercdo de T-DNA | Nuamero Stock |  Gendtipo Vetor e Selecao
Columbia Promotor CS852038 Heterozigoto pDs-Lox/Basta
Columbia Exon 1 CS378853 Homozigoto | pAC161/Sulfadiazina

4.3.2. Genotipagem de mutantes

Conforme descrito na metodologia, trés primers foram utilizados nas reagdes de
genotipagem para cada um dos mutantes. Dois deles, chamados de forward (F) e reverse (R)
amplificam a sequéncia do gene que flanqueia a insercéo, e o terceiro primer chamado de LB
(left border of T-DNA) hibridiza na insercdo do T-DNA (Tabela 5). Os produtos obtidos na PCR
para CS852038 e CS378853 podem ser observados nas Figura 27 e 28, respectivamente. De
acordo com cada conjunto de primers utilizados tém-se um tamanho esperado de fragmento.
Para o0 mutante CS852038, a combinagéo dos primers F + R apresenta uma banda de 1134 pb,
jaacombinacao F + LB, amplifica um fragmento (com a inserc¢éo de T-DNA) entre 442-772pb.
Verifica-se nas imagens da Figura 27 a e b (linha 1 e 3, respectivamente) que na reagdo com
plantas selvagem (Col-0) ha amplificacdo de um fragmento menor que 1500pb, conforme
esperado para a planta selvagem. Para as linhagens mutantes CS2038.1 e CS2038.2, os
fragmentos resultantes da amplificacdo para banda selvagem foram acima de 1500 pb (3 e 5), e
os fragmentos resultantes da amplificacdo da banda mutante ficaram em 600 pb, diferente dos
fragmentos oriundos de uma contaminacdo em 2 e C2-. Nesse sentindo, ha indicios de que as
linhagens CS852038.1 e CS852038.2 sdo homozigotas para a inser¢do de T-DNA.
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Figura 27. Produtos amplificados por PCR a partir do DNA genémico de plantas de Arabidopsis thaliana com
insercdo de T-DNA no promotor do gene de AtPLAC8-11.1, linhagens CS852038.1 e CS852038.2. Em uma das
reacOes, utilizou-se DNA gendmico de plantas selvagens (Col-0). (a) M: Marcador de Peso Molecular de 100 pb
(Ludwig®); Linha 1: DNA gendmico de plantas selvagens + primer F e R; Linha 2: DNA gendmico de plantas
selvagem + primer F e LB; Linha 3: DNA gendmico da linhagem CS852038.1 + primer F e R; Linha 4: DNA
gendmico da linhagem CS852038.1+ primer F e LB; Linha 5: DNA gendmico da linhagem CS852038.2 + primer
F e R; Linha 6: DNA gendmico da linhagem CS852038.2 + primer F e LB; C1-: Controle negativo - H,0 + primer
F e R; C2-: Controle negativo - H20 + primer F e LB. (b) M: Marcador de Peso Molecular de 100 pb (Ludwig®).
Linha 1: DNA gendmico da linhagem CS852038.2 + primer F e R; Linha 2: DNA genémico da linhagem
CS852038.3 + primer F e LB; Linha 3: DNA gendmico de Col-0 + primer F e R. Os produtos das amplificac6es
foram visualizados em gel de agarose 1,2% corado com gel red.

Na Figura 28, a combinacgdo dos primers F + R gera um fragmento caracteristico de banda
selvagem em 1074 pb e a combinagdo dos primers F + LB gera um fragmento entre 503-803pb.
Apesar da amplificagdo da banda mutante ndo ter sido efetiva, nas linhas 2, 4 e 6, existe
indicativos de que as linhagens testadas sdo homozigotas para a inser¢cdo de T-DNA, uma vez
que nenhuma das linhagens mutantes exibiram a banda selvagem e que a planta Col-0 exibiu

uma forte banda selvagem logo acima de 1000 pb (Figura 28, linha 7).
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Figura 28. Produtos amplificados por PCR a partir do DNA genémico de plantas de Arabidopsis thaliana com
insercdo de T-DNA no primeiro éxon do gene de AtPLACS8-11.1, linhagens CS378853.1, CS378853.2 e
CS378853.3. Em uma das reacd@es, utilizou-se DNA gendmico de plantas selvagem (Col-0). (a) M: Marcador de
Peso Molecular de 100 pb (Ludwig®); Linha 1: DNA gendmico da linhagem CS378853.1 + primer F e R; Linha
2: DNA gendmico da linhagem CS378853.1 + primer F e LB; Linha 3: DNA gendmico da linhagem CS378853.2
+ primer F e R; C-: Controle negativo - H,0 + primer F e R; Linha 4: DNA gendmico da linhagem CS378853.2 +
primer F e LB; C-: Controle negativo — H20 + primer F e LB; Linha 5: DNA gendmico da linhagem CS378853.3
+ primer F e R; Linha 6: DNA genémico da linhagem CS378853.3 + primer F e LB; Linha 7: DNA genémico de
Col-0 + primer F e R; Linha 8: DNA gendmico de Col-0 + primer F e LB. Os produtos das amplificaces foram
visualizados em gel de agarose 1,2% corado com gel red.

4.3.4 Analise da Segregacéo

A anélise da segregacao foi realizada com o indculo de 100 sementes da linhagem de
interesse em meio com selecdo por antibiotico ou herbicida, dependendo do mutante analisado,
e 50 sementes em placa com meio controle para contabilizacdo de sementes inviaveis. Foi
realizada a andlise de segregacdo para 0os mutantes das linhagens CS852038 e CS378853. O
calculo de sobrevivéncia de plantulas em meio com selecéo foi utilizado para caracterizagéo de
heterozigosidade e homozigosidade. A porcentagem de sobrevivéncia esperada para linhagens
heterozigotas em meio seletivo é de 70 a 80 % (3:1), e de linhagens homozigotas deve ser maior
que 90 %. Verificamos que as linhagens analisadas obtiveram sobrevivéncia maior do que 90%
em meio seletivo, caracterizando homozigosidade para a mutagdo, conforme Tabela 8. Na

Figura 29 é possivel observar as placas utilizadas para o experimento de segregracdo com o
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mutante CS378853.

Figura 29. Placas analisadas no teste da segregacdo para o mutante com insercdo de T-DNA no primeiro éxon do
gene AtPLAC8-11.1 (Linhagem CS378853.5). Sele¢do realizada com antibiético sulfadiazina [7.5 mg/L]. (a)
Primeira placa de sementes da linhagem CS378853.5 germinadas em meio seletivo; (b) Segunda placa de sementes
da linhagem CS378853.5 germinadas em meio seletivo. (c) Controle positivo: sementes da linhagem CS378853
germinadas em meio MS meia-forga sem adicdo de sulfadiazina; (d) Controle negativo: sementes de plantas
selvagem (Col-0) germinadas em meio seletivo contendo sulfadiazina [7.5 mg/L].

Tabela 8. Resultado do experimento da analise de segregac¢éo

Mutante - % de sementes que germinaram CS852038 CS378853
12 placa: sulfadiazina [7.5 mg/L] 92%

12 placa: basta [10 mg/L] 92%

2% placa: sulfadiazina [7.5 mg/L] 92%
2% placa: basta [10 mg/L] 92%

Controle positivo: sem sele¢éo 92% 90%
Controle Negativo: Columbia + sulfadiazina [7.5 mg/L] 0%
Controle Negativo: Columbia + basta [10 mg/L] 0%

4.3.5 Andlise da expressdo do gene AtPLACS8-11.1 nos mutantes CS852038 e
CS378853

Foi realizada a analise da expressdo do gene PLAC8-11.1 em folhas de plantas do tipo
selvagem e mutantes CS852038 e CS378853 para comprovacao de que a insercdo homozigota

de T-DNA, demonstrada pelo teste de segregacio, esta situada no gene de interesse (Fig. 30). E
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possivel verificar que os mutantes com insercdo de T-DNA no promotor do gene PLAC8-11.1
(CS852038) sao plantas knockdown, nesse sentindo, hd uma reducdo da expressdo génica de
PLAC8-11.1, mas a mesma ainda € detectada. Os mutantes com insercédo de T-DNA no primeiro
éxon do gene PLAC8-11.1 (CS378853) sdo plantas knockout, ou seja, ndo ha expressao génica
do gene PLAC8-11.1 em comparacdo com as plantas selvagem Col-0. Obter linhagens mutantes
knockout e knockdown de um gene de interesse € de extrema relevancia para o estudo da funcéo

molecular e fisiol6gica do mesmo.

Mutantes T-DNA
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Selvagem Knockdown Knockout CS378853
CS852038

Folhas

Figura 30. Analise da expresséo do gene AtPLAC8-11.1 em folhas de plantas mutantes CS852038 e CS378853
com insercdo de T-DNA na regido promotara e éxon 1, respectivamente. O RNA total das folhas de A. thaliana foi
utilizado para a sintese de cDNA e as andlises foram realizadas usando RT-gPCR. As colunas apresentam a média
das triplicatas bioldgicas e as barras o erro padrao. (n=3). O normalizador utilizado foi Ubiquitina-10 (AT4G05320)
e as analises foram realizadas utilizando o método 222t descrito por Livak and Schmittgen (2001).

4.3.6 Analise morfoldgica do comprimento de raiz do mutante knockout plac8-11.1

Durante os procedimentos de cultivo das linhagens mutantes e experimentos para
genotipagem, verificou-se que as linhagens mutantes knockout plac8-11.1 apresentavam
visualmente um tamanho de raiz aumentado em comparacao com as plantas selvagens. Nesse
sentindo, realizou-se um experimento quantitativo durante um periodo de oito dias apds

estratificacdo, para comparar e verificar se as linhagens knockout plac8-11.1 realmente

65



possuiam tal feno6tipo observado. Plantulas do mutante knockout plac8-11.1 exibem tamanho de
raiz significativamente maior em comparagdo com plantulas do tipo selvagem, quando crescidas

em meio controle nos dias 4, 6 e 8 de analise (Fig. 31 e 32).

12012IR L

" knockout plac8-1
;. > “' 4) i

Figura 31. Crescimento de plantulas de Arabidopsis thaliana do tipo selvagem Col-0 e mutante knockout plac8-
11.1 (a) Plantulas selvagem e knockout plac8-11.1 crescidas por 4 dias em meio MS meia-forga. (b) Plantulas
selvagens e knockout plac8-11.1 crescidas por 10 dias em meio MS meia-forga. A linha azul vertical separa as
plantulas do tipo selvagem das plantulas mutante knockout plac8-11.1.
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Figura 32. Quantificagdo do comprimento de raizes de plantulas de Arabidopsis thaliana do tipo selvagem Col-0
e plantulas mutante knockout plac8-11.1 crescida em meio MS meia-forca. Analises foram realizadas em quatro,
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seis e oito dias ap6s o processo de estratificacdo e cultivo em sala de crescimento. A quantificacdo das raizes foi
realizada com o software ImageJ. As analises estatisticas foram realizadas através do teste t e os * indicam
diferencas significantivas com p<0.01.

4.3.7 Experimento de Germinagéo

Foi realizada uma andlise da germinacédo de sementes de A. thaliana do tipo selvagem e
mutante knockout plac8-11.1 para testar se os resultados obtidos no experimento de medida do
comprimento de raiz eram devidos a uma germinagdo precoce das sementes knockout plac8-
11.1. A germinagdo das sementes foi acompanhada durante 72 horas e contabilizada pelo
rompimento do endosperma pela raiz embrionaria e emissdo desta através do revestimento da
semente (Fig 33). Ndo houve diferenca na porcentagem de germinacdo entre sementes do tipo
selvagem e knockout plac8-11.1 durante 24, 48 e 72 horas de analise (Fig 34). Dessa maneira,
a possibilidade das plantulas knockout plac8-11.1 possuirem um maior tamanho de raiz devido

a uma germinacgéo adiantada foi refutada.

Figura 33. Andlise visual das sementes no teste de germinacdo com auxilio de lupa. (a) Semente ndo germinada;
(b) Semente considerada germinada apds a raiz embrionaria se projetar através do revestimento da semente.

67



110

a
[N
o
o

(e}
o

~N o
o O

Porcentagem de germinacao
D
o

50

40

30

20 24h 48h 72h
—e—Exon 40,41827542 90,34105534 100
—a—WT 38,27866328 90,12859013 100

Figura 34. Porcentagem de germinacéo de sementes do tipo selvagem e mutante knockout plac8-11.1 durante 72
horas. Foram analisadas o total de 135 sementes do tipo selvagem e knockout plac8-11.1. O nimero total de
sementes que germinou em cada uma das placas foi considerado como 100% para os célculos de germinacéo.
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5 DISCUSSAO E PERSPECTIVAS

O sequenciamento do genoma de Arabidopsis thaliana forneceu a oportunidade de
determinar as funcgdes de aproximadamente 27.000 genes codificadores de proteinas. Pesquisas
voltadas ao estudo do fen6tipo de plantas mutantes sdo considerados excelentes abordagens para
elucidar os papéis dos genes e seus produtos, esclarecendo as vias bioquimicas, de
desenvolvimento e de sinalizacdo (AJJAWI et al., 2009; INITIATIVE, 2000). Até o momento,
ndo ha na literatura nenhum estudo experimental indicando a funcionalidade do gene AtPLACS-

11.1, localizacdo subcelular e sua relevancia frente a processos celulares especificos.

Mais de um mRNA pode ser originado a partir de um anico pré-mRNA por splicing
alternativo atuando para diversificar o transcriptoma e o proteoma de um organismo (SHANG;
CAO; MA, 2017). Neste contexto, o presente trabalho apresenta pela primeira vez a
confirmacdo experimental da existéncia e amplificacdo da forma alternativa de splicing
AtPLACS-11.2. O papel de AtPLACB8-11.2 ainda precisa ser testado experimentalmente.

A selecdo de plantulas de A. thaliana superexpressando AtPLAC8-11.1, em meio seletivo
contendo o herbicida Basta, estd sendo um desafio, apesar das duas metodologias empregadas
para selecdo: recuperacdo da raiz em meio MS meia-forca apos selecdo inicial com o herbicida
Basta [10 mg/L] e pulverizacdo de Basta em plantas com as raizes bem estabelecidas. Mesmo
apresentando caracteristicas de transformantes (expansdo dos cotilédones e emissdo do primeiro
par de folhas verdadeiras) e apresentarem fluorencéncia YFP (Figura 24), as possiveis plantulas
transformantes apresentavam tamanho de raiz reduzido, cessando seu crescimento ap06s alguns
dias (Figura 21 e 23).

Vaérias hipdteses podem ser consideradas para o entendimento deste fenotipo, uma delas
é de que os agentes seletivos empregados nos métodos de selecdo de plantas transgénicas
frequentemente exercem um efeito negativo sobre o crescimento das plantas (WEI, 2004).
Dados de microarranjos revelaram a ativacao de varios genes relacionados a estresse, incluindo
genes correlacionados com a desintoxicacdo em plantas de A. thaliana tolerantes ao glufosinato
que foram expostas ao herbicida. Nesse sentindo, presume-se que as plantas transgénicas ativem

outros processos de desintoxicagao para compensar os efeitos toxicos do herbicida residual ou
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seus derivados (ABDEEN; MIKI, 2009). Conforme relatado anteriormente, o AtPLAC8-11.1,
por interagir com um regulador negativo da PCD, pode estar ativando a via de PCD frente a
sinais de estresse. Devido ao elevado nivel de toxicidade do herbicida Basta e da superexpressdo
de um gene relacionado com PCD, as plantulas transformantes podem nao suportar tal situacéo,
diminuindo o tamanho da raiz e cessando seu crescimento. A limitagcdo do crescimento em
plantas é uma estratégia de aclimatacdo contra os estresses abidticos (YAN et al., 2011). Em
estudos realizados utilizando A. thaliana foi visto que o estresse desencadeado por NaCl inicia

a PCD na raiz primaria, levando a sua eliminacdo (HUH et al., 2002).

Além disso, existem relatos de genes que quando superexpressos causam fendtipos
pleiotropicos. O gene LEAFY COTYLEDON1 (LEC1), estd entre os diversos reguladores
chave que controlam a maturacdo de sementes em Arabidopsis thaliana. Porém, a
superexpressdo constitutiva da LEC1 causou letalidade das plantulas, dificultando seu estudo
funcional (MU et al., 2008). Em A. thaliana, também foi visto que a superexpressao de uma das
quatro proteinas que contém o dominio CSD (Cold shock domain) conservado, AtCSP4
(AT2G21060), induziu a letalidade do embrido (SASAKI; IMALI, 2012). Uma alternativa para
conseguir realizar a superexpressao de AtPLAC8-11.1, e assim estudar sua funcéo, é através da
superexpressdo a partir de um promotor induzivel. Os sistemas indutiveis oferecem a
possibilidade de ativar a expressdo génica em estagios especificos do desenvolvimento das
plantas e em tecidos de interesse, permitindo assim analisar a funcdo de genes requeridos para
a viabilidade da planta (BORGHI, 2010).

No banco de informacdes TAIR (The Arabidopsis Information Resource) é predito que a
proteina codificada pelo gene AtPLACS8-11.1 seja expressa em estruturas como cotilédone,
célula guarda, raiz, hipocotilo, folha, dentre outros. Ainda de acordo com o TAIR, existe a
predicdo de que a proteina PLACS8 seja um componente integral da membrana plasmatica. Na
Figura 25, observa-se que as membranas das células estdo visivelmente delimitadas pela
fluorescéncia, fornecendo forte indicativo de localizagdo membranar. As células eucarioticas
sdo compartimentadas por membranas que circundam organelas com funcGes especificas, sendo
que a comunicacdo e 0 transporte entre esses compartimentos ligados a membrana séo

fundamentais para a celula (SPETH et al., 2009). Ao mesmo tempo, as movimentacdes da
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fluorescéncia, que foram observadas, podem indicar que a proteina esteja sendo reciclada pela

celula, via vesciculas secretoras, indicando possivel toxicidade da superexpressao génica.

As PCRs para genotipagem dos mutantes (Figuras 27 e 28), deram indicios de
homozigosidade para a mutacdo. Porém os resultados obtidos somente por essas analises nao
foram conclusivos, uma vez que para o mutante CS852038 (Figura 27) houve um padrdo de
banda selvagem muito similar entre as linhagens mutantes e a linhagem selvagem, e na Figura
26 houve auséncia da amplificacdo da banda mutante por parte das linhagens mutantes
CS378853. De acordo com O’malley, Barragan e Ecker (2015), a genotipagem bem-sucedida
depende da selecdo de bons primers que flanqueiam o local da inser¢éo e visam a borda esquerda
do T-DNA (LB). As andlises de segregacdo das sementes mutantes indicaram segregacao
homozigota (Figura 27 e Tabela 8) e os resultados da RT-qPCR com a parte &rea das plantas
potenciais homozigotas para insercdo de T-DNA no gene AtPLAC8-11.1 e com plantas
selvagens indicaram que as linhagens CS852038 sao knockdown e as linhagens CS378853 sdo
knockout para o gene AtPLAC8-11.1, em comparacdo com as plantas selvagens. A insercao de
T-DNA em um exon ou um intron na regido codificadora da proteina € igualmente capaz de
eliminar o gene alvo, enquanto inser¢cdes antes do cddon de inicio ou apo6s o cdédon de parada

s&0 um pouco menos efetivas (FOJTOVA et al., 2011).

O fenotipo de maior comprimento de raiz em plantulas knockout plac8-11 (Fig. 32) parece
estar em conformidade com o tamanho reduzido de raiz encontrado em plantulas
superexpressando o gene AtPLAC8-11.1. Diversos estudos utilizando mutantes de T-DNA
foram Uteis para concluir via alteracdo fenotipica a funcdo do gene em estudo. Por exemplo, a
mutacdo knockout em um membro da familia génica CEP (C-terminally encoded peptide), cep3
(At2g23440), levou a um crescimento aumentado de raiz e parte aérea sob uma gama de
condicBes abioticas de estresse, nutrientes e luz em A. thaliana. Nesse sentindo, os autores
propuseram que os genes CEPs sejam reguladores negativos do desenvolvimento radicular,
mediados por influéncias ambientais no desenvolvimento das plantas (DELAY; IMIN;
DJORDJEVIC, 2013). Via obtencdo de mutantes duplos de T-DNA, pesquisadores descobriram
que GTL1 (trihelix transcription factor GT-2-LIKE1l) e seu homologo DF1 regulam o

crescimento de pélos radiculares em Arabidopsis, atraves da repressdo do fator de transcri¢éo
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reponsavel por controlar o crescimento dos pélos radiculares, ROOT HAIR DEFECTIVE 6-
LIKE 4, uma vez que os mutantes duplos gtll-1 dfl-1 apresentam pélos radiculares
significativamente mais longos em comparacdo com o tipo selvagem (SHIBATA et al., 2018).
Em vista disso, devem ser realizados novos experimentos visando avaliar o desenvolvimento
radicular do mutante knockout plac8-11.1 para verificar a fungdo de AtPLACS8-11.1 como

possivel regulador negativo do desenvolvimento radicular em Arabidopsis.

As analises dos transcritos de AtPLAC8-11.1 e AtPLACS8-11.2 por RT-gPCR mostraram
um maior nivel de expressdo em parte aérea de A. thaliana da forma canonica do gene AtPLACS-
11.1 em condic¢des normais de crescimento. O variante de splicing AtPLAC8-11.2 parece ndo
apresentar expressdo génica significativa. Porém, varios trabalhos sugerem que a regulacdo pos-
transcricional da expressdo génica exerce papéis criticos na resposta das plantas as mudancas
ambientais, sendo o splicing alternativo um novo meio de regulacdo para aptiddao ambiental das
plantas, causando melhorias nos fendtipos de plantas e culturas (ALI; REDDY, 2008; SYED et
al., 2012; SHANG; CAO; MA, 2017).

Nesse sentindo, estudos devem ser aprofundados para concluir a caracterizacdo molecular,
fenotipica e funcional do gene AtPLACS8-11.1, bem como da forma alternativa de splicing

AtPLACS8-11.2. Para tal, deve-se seguir os seguintes procedimentos como perspectivas futuras:

e Realizar a superexpressao indutivel de AtPLAC8-11.1 e AtPLAC8-11.2 em plantas de A.
thaliana.

e Analisar fenotipicamente e os niveis de expressao de AtPLAC8-11.1 e AtPLAC8-11.2
em diferentes tecidos de A. thaliana em condicdes controle e quando submetidas a

diferentes estresses abioticos, como UVB e frio.

e Realizar estudos de localizacédo e colocalizacdo subcelular para o gene AtPLAC8-11.1 e
AtPLACS8-11.2 em protoplastos de A. thaliana, utilizando marcadores especificos de

organelas.

e Avaliar fenotipicamente e molecularmente as respostas das plantas knockdown e

knockout de AtPLAC8-11.1 frente a condicOes de estresses abioticos.

e Aprofundar os estudos quanto ao tamanho das raizes nas plantas knockout plac8-11.1.
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