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RESUMO

A planta modelo, Arabidopsis thaliana, produz uma diversidade de metabdlitos secundarios.
Dentre os metabolitos secundarios, os terpenos formam a maior e mais diversa classe. Os
terpenos estdo envolvidos em varias funcgdes fisioldgicas importantes nos vegetais, entre as
quais tém sido associados a compostos alelopaticos O geranil geranil difosfato (GGPP) é o
precursor para a biossintese de terpenos. Estudos anteriores estabeleceram uma associagdo
entre plantas transgénica que supostamente superexpressavam os genes GGR, GGPPS2 e
GGPPS6, envolvidos na sintese de terpenos, com efeitos alelopaticos. Para contribuir na
elucidacdo desta associacdo, o primeiro capitulo deste estudo teve como objetivo estudar o
efeito do silenciamento dos genes GGR, GGPS2 e GGPPS6 em A. thaliana e resposta
alelopética de Arabidopsis. Assim, vetores de RNAI para GGR, GGPS2 e GGPPS6 foram
sintetizados e transferidos para Agrobacterium tumefaciens e em seguida as plantas de
Arabidopsis foram transformadas para o silenciamento desses genes. As plantulas
transformadas foram selecionadas em meio MS contendo glufosinato de aménio como
composto seletivo. Foi possivel selecionar trés plantas da geracdo T1 e duas plantas da
geracdo T2, transformadas com o vetor de silenciamento para o gene GGPPS2. Entretanto,
as plantas transformadas ndo sobreviveram. Além disso, ndo foi possivel selecionar plantas
com vetores de silenciamento para os genes GGR e GGPPS6. No segundo capitulo, o
objetivo foi avaliar a expressdo relativa do gene GGR em plantas selvagens e transgénicas de
Arabidopsis thaliana que que supostamente superexpressam esse gene. Adicionalmente,
objetivou-se verificar a associagdo entre os niveis de expressdo de GGR e respostas
alelopaticas em A. thaliana. Assim, uma serie de PCR em Tempo Real, utilizando sondas
TagMan® para GGR tendo como genes de referéncia: ACT2 e RAD23C. Ao contrario do
esperado, as plantas selvagens expressaram mais 0 gene GGR que todas as linhagens que
supostamente superexpressavam esse gene. Esse dado pode indicar que um processo de
cossupressao de GGR pode ter ocorrido nas plantas transgénicas. Estudos prévios sobre as
respostas alelopaticas mostram que extratos foliares de plantas transgénicas de Arabidopsis
com GGR tém efeito alelopatico mais acentuados que os extratos de plantas selvagens.
Assim, pelo menos para o gene GGR, quanto menor o seu nivel de expressdo maior a
resposta alelopatica da planta. Uma possivel explicacdo para isso se baseia no fato de que a
menor expressdo de GGR disponibilizaria mais substrato para a enzima GGPP sintase e
consequentemente, maior producdo de terpenos. Outra possibilidade é que a reducdo da
expressdo de GGR poderia induzir outras vias metabdlicas que aumentam a producdo de
compostos alelopéticos.

Palavras-chave: Arabidopsis thaliana, Geranil geranil difosfato, Alelopatia, Fitoquimicos,
Terpenos.






ABSTRACT

The model plant, Arabidopsis thaliana, produces a variety of secondary metabolites. Among
the secondary metabolites, terpenes are the largest and most diverse class. Terpenes are
involved in several important physiological functions in plants, among which they have been
associated with allelopathic compounds. Geranyl geranyl diphosphate (GGPP) is the
precursor for the biosynthesis of terpenes. Previous studies established a positive association
between transgenic plants that supposedly overexpressed GGR, GGPPS2 and GGPPS6
genes, which are involved in terpene synthesis, and allelopathic response. Therefore, the first
part of this research focused on investigating the effect GGR, GGPS2 and GGPPS6
silencing on A. thaliana allelopathic response. Furthermore, GGR, GGPS2 and GGPPS6
RNAI vectors were transferred to Agrobacterium tumefaciens and then used to transform
Arabidopsis plants with the purpose of silencing these genes. Transformed Arabidopsis
seedlings were selected on MS medium containing glufosinate-ammonium as selective
compound. It was possible to select three T1 generation plants and two T2 generation plants
containing the silencing vector for GGPPS2 silencing. However, the transformed plants did
not survive. Moreover, it was not possible to select plants containing GGR and GGPPS6
silencing vectors. In the second chapter, the objective was to evaluate the expression of GGR
gene in wild type and transgenic A. thaliana transgenic plants that supposedly overexpressed
this gene. In addition, the association between GGR expression levels and allelopathic
responses in A. thaliana was investigated. Thus, a series of RT-PCR using TagMan probes
for GGR and the following reference genes: RAD23C and ACT2 were performed. Contrary
to expectations, wild plants expressed the GGR gene at higher level than all lineages of GGR
transformed plants. This data indicates that a cosuppression of GGR may have taken place in
the transgenic plants. Previous studies on allelopathic responses of Arabidopsis showed that
leaf extracts of GGR transformed Arabidopsis plants have stronger allelopathic effect than
those from wild type plants. Thus, at least with respect to GGR gene, the lower the level of
GGR expression the higher the allelopathic response of Arabidopsis plant. One possible
explanation for this phenomenon is based on the fact that a low expression of GGR would
provide more substrate for GGPP synthase, which consequently would increase terpene
production. Another possibility links the reduction of GGR expression with the induction of
other metabolic pathways associated with an increase of allelopathic compound production.

Key-words:  Arabidopsis  thaliana,  Geranylgeranyl  diphosphate,  Allelopathy,
Phytochemicals, Terpenes.
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1. INTRODUCAO GERAL

1.1.  Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana é uma planta herbédcea pertencente a divisdo Magnoliophyta,
classe Magnoliopsida, ordem Brassicales e familia Brassicaceae. Fora do contexto
taxonémico, esta planta foi descrita pela primeira vez por Alexander Braun, em 1873, onde
verificou uma planta “mutante” em meio a um campo de plantas selvagens nas proximidades
de Berlim. Possivelmente, tal modificacdo ocorrera no gene AGAMOUS, cujo fenétipo
mutante resulta em flores acopladas no interior de outras flores e auséncia de estames e
carpelos (YANOFSKY et al., 1990; MEYEROWITZ, 2001). A sequéncia do genoma de
Arabidopsis foi publicada no ano 2000, sendo a primeira planta a ter seu genoma
completamente sequenciado (The Arabidopsis Genome Initiative, 2000).

A aceitacdo generalizada de A. thaliana como planta modelo ocorreu na década de
1980, em decorréncia de sua utilidade em experiéncias genéticas. Considera-se como
"organismo modelo™ uma espécie extensivamente estudada com a finalidade de se entender
fendmenos bioldgicos especificos, para que as descobertas facilitem o entendimento de
fendmenos similares em outros organismos (DELATORRE & SILVA, 2008). Dentre as
vantagens de se utilizar A. thaliana em estudos moleculares se devem em grande parte as
seguintes caracteristicas dessa planta: porte pequeno, 0 que permite 0 seu crescimento em
espaco reduzido, rapida reproducdo sexual, autogamia, ciclo de vida curto e alta producdo de
sementes. Além disso, uma caracteristica importante para que Arabidopsis fosse considerada
uma espécie modelo é sua possibilidade de ser transformada geneticamente por
Agrobacterium tumefaciens (DELATORRE & SILVA, 2008; KOORNNEEF & MEINKE,

2010).
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1.2.  Metabolitos secundarios e Terpenoides

Metabolitos secundarios, também conhecidos como produtos secundarios ou produtos
naturais, sdo compostos organicos sintetizados por plantas, que ndo sdo essenciais para 0
crescimento e desenvolvimento vegetal, contudo, podem atribuir aos individuos que o0s
produzem vantagens adaptativas a determinadas condicdes ambientais. Os metabdlitos
secundarios especificos sdo restritos a uma espécie ou grupo de espécies, enquanto 0S
metabolitos primarios ocorrem em todo o reino vegetal essenciais para a sobrevivéncia da
espécie (TAIZ & ZEIGER, 2004).

A Arabidopsis produz uma boa diversidade de metabdlitos secundarios tais como
antocianinas, flavonoides, ésteres, glicosinolatos, terpenoides, camalexinas e outros derivados
do triptofano (KLIEBENSTEIN, 2004).

Dentre os metabolitos secundarios, a classe dos terpenos (ou terpenoides) é a maior e
mais diversa. Estes compostos estdo envolvidos na acdo contra patdgenos, contra herbivoros,
na polinizacdo, como hormonios vegetais (giberelinas) e na competicdo entre plantas vizinhas
(THOLL & LEE, 2011a). O terpeno cineol, por exemplo, é um composto volatil e possui
toxicidade se ingerido por herbivoros. Um estudo com as espécies de marsupiais Wallabia
bicolor e Trichosurus vulpecula demonstrou que a introducéo de cineol na dieta dos animais,
diminuiu tanto a ingestdo quanto o esforco forrageiro dos mesmos em relagcdo aos alimentos
que possuiam maior concentra¢do do composto (BEDOYA-PEREZ et al., 2014).

O termo terpeno é genérico para todos os componentes sintetizados a partir de
precursores do isopreno (MATHEWS et al., 2000). A obtencao dos terpenos ocorre pela fuséo
repetitiva de unidades ramificadas de cinco carbonos (isopreno ou isoprendides), em um
arranjo "cabeca-cauda”. Os terpenos séo classificados de acordo com o nimero de unidades
de isoprenos que apresentam, sendo que um isopreno possui cinco atomos de carbono. Assim,

existem os monoterpenos (possuem 10 carbonos, dois isoprenos), os sesquiterpenos (15
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carbonos, trés isoprenos), os diterpenos (20 carbonos, quatro isoprenos), os triterpenos (30
carbonos, seis isoprenos), os tetraterpenos (40 carbonos, oito isoprenos) e o0s politerpenos, que
contém mais do que oito unidades de isopreno (CROTEAU et al., 2000).

As formacdes das unidades isoprendides ocorrem a partir de duas rotas independentes:
rota do acido mevalonico (MVA) e rota 2-C-metil-D-eritritol 4-fosfato (MEP)
(CARRETERO-PAULET et al., 2002). As plantas sintetizam isoprendides por ambas as vias
citadas, porém, em compartimentos distintos: a via MEP sintetiza isopentenil difosfato (IPP) e
dimetilalil difosfato (DMAPP) nos plastidios e a via MVA produz IPP no citosol
(RODRIGUEZ-CONCEPCION & BORONAT, 2002).

O MVA ¢ o primeiro precursor especifico na biossintese dos terpenoides e ap6s uma
série de reacdes, forma geranil difosfato (GPP - 10 Carbonos), farnesil difosfato (FPP - 15
Carbonos) e geranil-geranil difosfato (GGPP - 20 Carbonos) (VALDUGA et al., 2009). A
sintese do MVA ocorre pela condensacdo de trés moléculas de acetil-CoA por meio da via
acetoacetil-CoA e 3-hidroxi-3-glutaril-CoA (HMG-CoA), que posteriormente produzira o IPP
(WANKE et al., 2001).

Todos os terpenoides sdo derivados da condensacdo entre IPP e DMAPP, conforme

mostrado na Figura 1.
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Figura 1. Esquema dos compartimentos celulares e vias envolvidas na biossintese de isoprenos em Arabidopsis
thaliana. Fonte: Adaptado de Beck et al., 2013.
1.3.  Geranil geranil difosfato

Muitos produtos importantes para o crescimento vegetal e para respostas a mudancas
ambientais sdo derivados do isopreno (OKADA et al., 2000). O geranil geranil difosfato
(GGPP), um dos derivados de isoprenos, é formado pela condensacdo entre IPP e DMAPP
(GIULIANO, 2014).

O GGPP é um precursor para a biossintese de componentes necessarios ao
crescimento vegetal, como giberelinas, carotenoides, clorofila, isoprendides, quinonas e
proteinas relacionadas ao geranil geranil. Os carotenoides, por exemplo, sdo sintetizados pela
condensacdo de duas moléculas de GGPP (OKADA et al., 2000). Estes sdo considerados a
primeira linha de defesa presente no citoplasma das plantas, onde exercem funcdes
relacionadas a protecdo contra processos foto-oxidativos potencialmente prejudiciais, como a
toxicidade de oxigénio, através da captura de moléculas nocivas sob a luminosidade

(TAKANO et al., 2005; RAMEL et al., 2012).
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Além de ser precursor de carotenoides, o GGPP também ¢é precursor do acido
abscisico, de tocoferois, da cadeia fitol da clorofila, de plastoquinonas e do acido giberélico
(CHAO et al.,, 2014). Todos componentes de grande importancia para o crescimento e
desenvolvimento das plantas.

Em Arabidopsis, foram identificados 12 genes da familia GGPP sintase (GGPPS)
(BECK et al., 2013). Desses, seis genes ja haviam sido reportados anteriormente por Okada et
al. (2000) e Zhu et al. (1997a; 1997 b), tratam-se dos mesmos genes, porém, com
nomenclaturas diferentes (Tabela 1). No contexto deste trabalho, a citacdo dos genes em
estudo (GGR - At4g38640; GGPPS2 - At2g23800 e GGPPS6 - At1g49530) segue a
denominacdo feita por Okada et al. (2000). Quanto a mencdo dos demais genes, foram

utilizados os nomes registrados no banco de dados TAIR (http://www.arabidopsis.org/).

Tabela 1. Relagdo do cdédigo dos genes GGPP sintase de acordo com o TAIR e seus respectivos sinénimos
relatados por Beck et al. (2013), Okada et al (2000) e Zhu et al. (1997 a; 1997 b). No presente trabalho, os genes
estudados (GGR, GGPPS2 e GGPPS6) sdo mencionados segundo a nomenclatura de Okada et al. (2000) e estdo
destacados em negrito.

TAIR BECK et al. OKADA et al. Zhu et al. Zhu et al.

(2013) (2000) (1997a) (1997b)

At1g49530 GGPPS1 GGPPS6 GGPPS6
At2918620 GGPPS2
At2g18640 GGPPS3 GGPPS4
At2g23800 GGPPS4 GGPPS2 GGPPS5
At3g14510 GGPPS5
At3g14540 GGPPS6
At3g14550 GGPPS7 GGPPS3
At3920160 GGPPSS8
At3929430 GGPPS9
At3932040 GGPPS10
At4g36810 GGPPS11 GGPPS1
At4g38640 GGPPS12 GGR
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As enzimas de GGPP sintase possuem localizagdes supostas (putativas) a diferentes
compartimentos celulares, tais como mitocondrias, reticulos endoplasmaticos ou plastidios. O
gene GGPPS6 (Atlg49530) foi localizado em mitocondrias; os genes At2g18640 e
At2g23800 (GGPPS2) em reticulos endoplasmaticos. Ja os genes At3g14540, At3g14550,
At3g20160, At39g29430, At4g36810 foram localizados em plastidios (BECK et al., 2013).

Estudos de expressdo mostram que At1g49530 e At4g36810 sdo genes constitutivos,
expressos em todos os 6rgdos e em quase todos os tecidos da planta; ja o gene At3g14510 é
considerado um pseudogene (BECK et al., 2013). Algumas das enzimas GGPP sintases em
Arabidopsis podem ter funcdes fisiologicas associadas a biossintese de terpenos (OKADA et
al., 2000). As plantas acumuladoras de terpenos frequentemente apresentam estruturas de
células secretoras especificas e exalam odores. Estas caracteristicas ndo sdo evidentes em
Arabidopsis, porém, mesmo assim ha producdo destes compostos na planta (THOLL & LEE,
2011a).

Com respeito ao gene At4g38640 (GGR), localizado em plastideos, sua expressao é
considerada constitutiva em raizes, folhas, caules e flores de A. thaliana. Apesar de possuir a
menor similaridade dentre os 12 genes da familia GGPPS em A. thaliana, 0 GGR pode ser
ativo como heterodimero em juncdo com At4g36810, resultando em uma enzima GGPPS
envolvida na sintese de monoterpenos (WANG & DIXON, 2009; BECK et al., 2013; CHEN,
FAN & WANG, 2015). Alguns experimentos in vitro demonstraram que por si mesmo, GGR
ndo é uma enzima GGPPS ativa. Assim, este gene foi reclassificado como membro da classe
de genes prenil difosfato sintase, dentro da subfamilia de proteinas denominada GPP sintase

II de “subunidade pequena” (SSU-II, do inglés GPP synthase small subunit).
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CAPITULO I:

Transformacdo Genética de Arabidopsis thaliana L. (Brassicaceae)
via Agrobacterium tumefaciens para Silenciamento dos Genes
GGR, GGPPS2 e GGPPS6 por RNA de interferéncia

1. INTRODUCAO
1.1.  Alelopatia

Como ja mencionado, 0s terpenos estdo envolvidos em processos de interacdes planta-
planta. Esta caracteristica os definem como compostos alelopaticos. A alelopatia, no contexto
vegetal, se caracteriza pela producdo e liberacdo de substancias quimicas por plantas que
afetam, quer seja de forma positiva ou negativa, o crescimento e desenvolvimento de outras
plantas (TUR et al.,, 2012). Esta acdo de aleloquimicos sobre outras plantas tem sido
considerada como uma alternativa potencial ao uso de defensivos agricolas, como
nematicidas, inseticidas e herbicidas (FERREIRA & AQUILA, 2000).

Uma vez que terpenos estdo presentes em Arabidopsis, e que suas enzimas GGPP
sintases estdo associadas a biossintese destes compostos, no presente trabalho pretendeu-se
investigar a relacdo dos terpenos aos processos de alelopatia por meio de bioensaios, bem
como estudar as funcdes fisioldgicas de trés genes GGPP sintase - GGR, GGPPS2 e GGPPS6
(nomenclatura de Okada et al., 2000) - na espécie vegetal em questdo.

Em trabalho anterior, Toledo (2014) realizou bioensaios com sementes de gergelim
(Sesamum indicum L.), submetendo-as aos efeitos de extratos aquosos de cinco linhagens
(4GA, 4GB, 4GC, 4GD e 4GM) de Arabidopsis que superexpressavam 0s genes supracitados.
O efeito dessas plantas sobre o crescimento de gergelim foi comparado com aquele de plantas

de Arabidopsis ndo transformadas (selvagens). Como resultado, verificou-se que o extrato
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foliar de plantas transformadas inibiram tanto o crescimento de raizes quanto o crescimento
do caule de plantulas de gergelim de forma mais intensa que o respectivo controle. Por
exemplo, o extrato foliar de uma das linhagens transformadas de Arabidopsis (4GA,
superexpressando o gene GGR), diluido a 1,5%, inibiu o crescimento de plantulas de gergelim
em torno de 64% (raiz) e 42% (caule) quando comparado com os extratos foliares de plantas

selvagens (Tabela 2).

Tabela 2. Porcentagem de inibicdo de extratos aquosos de folhas de plantas selvagens (WT) e plantas da
primeira geracdo transformada para superexpressdo do gene GGR (linhagens 4GA, 4GB, 4GC e 4GM) sobre
sementes de gergelim (Sesamum indicum). Fonte: TOLEDO, 2014.

Inibi¢do do crescimento (%)
Extrato WT
emrelacdo ao | Extrato 4GA Extrato 4GB Extrato 4GC | Extrato 4GM
Diluicéo controle emrelacdo ao | emrelacdo ao | emrelacdo ao | em relagéo ao
do extrato negativo extrato WT extrato WT extrato WT extrato WT
(agua)

Inibicdo e e 48 64
da parte 1,5% 70 64 88 84 82
radicular 0,75% 57 76 90 5,5 60
Inibicdo K N D 21 72
da parte 1,5% 26 42 65 66 70
aérea 0,75% 38 61 69 40 26

Além desta inibicdo, foi verificado que o tempo de germinacdo das sementes de
gergelim submetidas aos extratos foliares de Arabidopsis foi maior, de 30 a 60 horas, do que
aquelas tratadas com agua destilada, que foi de 25,6 horas (TOLEDO, 2014).

Os terpenos exercem varias func@es fisioldgicas importantes, entre as quais tém sido
associados com compostos alelopéticos (TOLEDO, 2014). As plantas produtoras de
compostos alelopaticos apresentam potencialidades de aplicacdes, dentre estas, o controle de
ervas daninhas, com menos custos e menores prejuizos ao meio ambiente (ALBUQUERQUE

etal., 2011).
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Concomitantemente, esta pesquisa pode resultar em produtos biotecnol6gicos, como
por exemplo, plantas geneticamente modificadas cujo potencial alelopatico seja mais efetivo
no controle de plantas daninhas (ALBUQUERQUE et al., 2011).

Este estudo faz parte de um programa de pesquisa que visa entender melhor a relagédo
entre a sintese de terpenos e compostos alelopaticos. Toledo (2014) estabeleceu uma
associacdo entre a superexpressdo de genes associados a sintese de terpenos e efeitos
alelopaticos em plantas de Arabidopsis. Em funcéo disso, é crucial estudar a funcdo dos
genes GGR, GGPPS2 e GGPPS6, envolvidos na sintese de terpenos. O silenciamento desses
genes pode dar uma contribuicdo muito importante na elucidacdo da associacao entre terpenos

e alelopatia.

1.2.  Silenciamento génico e RNA interferente

O gene é a unidade do DNA que possui informacdo para a sintese especifica de uma
cadeia polipeptidica ou um RNA funcional (LODISH et al., 2007). A expressdo de muitos
genes esté sujeita a regulacdo, dessa forma, estes genes sdo ativados somente quando a célula
necessita de seus produtos. Por outro lado, existem genes expressos durante todo o tempo, e
por causa disso sdo conhecidos como constitutivos ou genes “housekeeping” (BROWN,
2003).

A expressao de um gene abrange uma série de etapas, sendo a transcricao e a traducao
as duas principais etapas desse processo. Durante a transcri¢do, a sequéncia de nucleotideos
de uma das fitas de DNA, chamada de senso, de um determinado gene serve como molde. A
enzima RNA polimerase Il se liga a regido do DNA (denominada de promotor) e catalisa a
formacgdo de uma molécula de mRNA complementar a sequéncia original. A traducdo é a
segunda maior etapa da expressao génica, onde a sequéncia do mRNA ¢ decodificada para a

sintese da cadeia de aminoacidos, formadora de proteinas (CLANCY & BROWN, 2008).
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Foram evidenciados em estudos ao longo dos anos, grande quantidade de RNAs que
eram transcritos mas ndo codificavam proteinas. Posteriormente, tal ocorréncia pode ser
explicada pelos processos de splicing de mRNA, genes de RNA funcionando como
maquinaria de traducdo (tais como rRNA, tRNA) e pela presenca de pequenos RNAS
reguladores da traducdo de mMRNA (RINN & CHANG, 2012). A expressao génica pode ser
interrompida por varios processos em qualquer uma das suas etapas. No ambito do processo
de transcricdo um dos processos que pode interromper a manifestacdo do produto de um gene
sd0 0s processos baseado na similaridade entre sequéncias génicas.

Em plantas, o silenciamento génico pode ocorrer tanto no nivel transcricional quanto
pos-transcricional (ELMAYAN et al., 1998). Nestas interacdes, o silenciamento dependente
de homologia (SGDH), também denominado de co-supressdo pode ocorrer de ser pos-
transcricional (SGPT) ou silenciamento génico transcricional (SGT). No SGPT ocorre
degradacdo de RNAs homdlogos e consequentemente ndo ocorre a tradugdo. J& no processo
de SGT, a transcri¢do é bloqueada pela inducdo de um RNA antisenso (VENDRUSCOLO,
2003).

No presente trabalho, o foco ser4 dado no silenciamento génico pds-transcricional
(SGPT). Esse tipo de fenébmeno é de ocorréncia natural e foi primeiramente observado nos
anos de 1990 em varios organismos como plantas, fungos, animais e ciliados (VAUCHERET
et al., 2001). Esse processo foi denominado de RNAi (RNA interferente).

Durante o processo de RNAI ocorre uma interferéncia no processo de transcri¢do
mediada por fragmentos de RNA dupla fita (dASRNA — double-stranded RNA). Em plantas,
RNAI foi primeiramente descrito em petinia por Napoli et al. (1990). Neste estudo, os autores
pretendiam superexpressar um gene envolvido na produgdo de pigmentos, atraves da
introducdo do gene da enzima chalcona sintase (CHS) para producéo de uma coloragcdo roxa

intensa. Contudo, de forma surpreendente, a introducdo desse gene resultou em um blogueio

34



total da biossintese de antocianina, e as plantas transformadas apresentaram flores brancas ao
invés da coloracdo pretendida. Tal fendbmeno, denominado de "co-supressdo”, também foi
observado em outros organismos, mas na época, 0 mecanismo envolvido no silenciamento
génico ainda ndo havia sido esclarecido (FRANCA et al., 2010). Posteriormente, descobriu-
se que se tratava de SGPT, também conhecido como RNAIi (RNA interferente).

Em 1998, Andrew Fire e Craig Mello descreveram em Caenorhabditis elegans o
mecanismo basico de RNAI, o que lhes rendeu o Prémio Nobel de Medicina em 2006. Nesta
investigacdo do fendmeno de interferéncia por RNA, observou-se que a injecdo de dupla fita
de RNA em nematelmintos C. elegans, causava diminuicdo ou eliminacdo dos transcritos de
RNAs mensageiros endogenos. Os individuos de C. elegans que receberam o dsRNAs
apresentaram fendtipos muito especificos, relacionados aos genes correspondentes. Assim,
eles manifestaram deficiéncias em estruturas musculares e mobilidade prejudicada.

O evento de RNAI é de ocorréncia natural nas células de organismos eucarioticos. De
forma geral, o RNAI tem sido relacionado a protecdo dos organismos, incluindo animais e
plantas, contra virus, elementos transponiveis (transposons), além de estarem envolvidos em
processos de regulacdo génica (VAUCHERET et al., 2001; SZWEYKOWSKA-KULINSKA
et al., 2003).

RNAI é disparado pela introducéo de uma molécula de RNA dupla fita em uma célula.
Em seguida, uma enzima conhecida como Dicer, que é uma endoribonuclease, corta a dupla
fita de RNA em pequenos fragmentos (21 a 23 nucleotideos), denominados de small
interfering RNAs (siRNAs). Uma das fitas desses fragmentos siRNAs é incorporada em um
complexo enzimético denominado de RISC (RNA-induced silencing complex), que por sua
vez, se liga a0 mRNA complementar a sequéncia dos siRNAs. Em seguida, o complexo
RISC cliva os transcritos complementares, resultando na interrupg¢do do processo tradugéo

(GLICK et al., 2009).
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Os sRNAs (small RNAs) abrangem diversas classes de RNAs nao-codificantes,
incluindo os small interfering RNAs (siRNAs), os micro RNAs (miRNAs), os small nucleolar
RNAs (snoRNAs) e os small nuclear RNAs (SnRNAs), cada um deles com suas propriedades
e funcdes (BUCKINGHAM, 2003).

Existem trés vias naturais de silenciamento de RNA em plantas: a via de silenciamento
com siRNA citoplasmatico, a de silenciamento de mRNAs enddgenos por miRNAS e a via
associada a metilacdo do DNA e supressdo da transcricio (BAULCOMBE, 2004). Em
mamiferos, nematddeos e moscas, RNAI pode ser induzido pela introducdo direta de RNAs
fita dupla. J& em plantas, RNAIi geralmente € estabelecido através da transformacdo com um
"construct” que produz dsRNAs via formacéo de hairpin (HIRAl & KODAMA, 2008).

Os vetores RNAI consistem de sequéncias marcadas e repetidas de maneira invertida
sob o controle de um promotor forte. As sequéncias repetidas e invertidas sdo separadas por
um fragmento espacador. Apds a transcricdo, estas sequéncias formam uma estrutura de dupla
fita de RNA (dsRNA), denominada "stem". Ja o espacador forma o "loop" (i.e., alca) do RNA

hairpin (HIRAI & KODAMA, 2008).

2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL
Estudar o efeito do silenciamento dos genes de Geranil geranil sintase: GGR

(At4g38640), GGPS2 (At2g23800) e GGPPS6 (At1g49530) em A. thaliana.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Desenhar vetores de expressdo de siRNAs para silenciamento dos genes GGR,

GGPPS2 e GGPPS6 em Arabidopsis thaliana;
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o Obter linhagens de plantas geneticamente modificadas a partir da selecdo de plantulas
tolerantes ao herbicida glufosinato de aménio (GA);

o Caracterizar o fenotipo e os aspectos fisioldgicos apresentados por plantas de
Arabidopsis thaliana transformadas para supressdo dos genes GGR, GGPPS2 e GGPPS6;

o Estudar os efeitos do silenciamento destes genes através de bioensaios alelopaticos

sobre sementes de gergelim.

3. MATERIAL E METODOS
3.1. Material vegetal

As sementes de A. thaliana (ec6tipo Columbia) foram cedidas pelo Laboratério de
Reproducdo Vegetal, da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (CENARGEN). No
Laboratério de Biologia Molecular de Plantas — Departamento de Botanica (UnB),
aproximadamente 10 sementes foram colocadas em cada pote contendo substrato (Tropstrato
HT Hortalicas® ou Bioplant®) autoclavado, totalizando aproximadamente 21 potes. As
bandejas com os potes foram cobertas com um filme plastico e colocadas no escuro a 4° C
durante 48 h, para sincronizar a germinagao.

Depois deste periodo, os potes foram transferidos para uma sala de crescimento, sob
fotoperiodo de 16 h de luz, a 22° C. As sementes germinaram de 2 a 3 dias ap6s a
transferéncia para a sala de crescimento. As primeiras inflorescéncias foram removidas logo
apos emergirem, a fim de induzir o desenvolvimento de mais inflorescéncias, por meio da
quebra da dominancia apical. As sementes obtidas a partir destas plantas foram armazenadas
em tubos e colocados sob refrigeracdo a 4° C, para que fossem selecionadas e utilizadas em

experimentos posteriores.
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3.2.  Vetores para silenciamento génico

Foram desenhados os vetores pGGRRNAI, pPGGPPS2RNAI e pGGPPS6RNAI (Figuras
2, 3 e 4) para o silenciamento de seus respectivos genes alvo: GGR (At4938640), GGPPS2
(At2g23800) e GGPPS6 (At1g49530). As sequéncias nucleotidicas de GGR, GGPPS2 e

GGPPS6 estdo disponiveis no GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), acessos

NC_003075.7, NC_003071.7 e NC_003070.9, respectivamente (Anexos 1-3). Ap0s serem

desenhados, os vetores foram sintetizados pela empresa Epoch Biolabs (Texas, EUA).
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Figura 2. Desenho esquematico do vetor pPGGRRNAI. O vetor é controlado pelo promotor 35SCaMV. Possui
sequéncias do gene GGR de aproximadamente 400 pb na orientagdo senso e antisenso, separadas pelo intron 3
do gene da malato sintase de Nicotiana tabacum. Os genes bar e nptl conferem resisténcia ao glufosinato de
amonio e a canamicina, respectivamente.
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Figura 3. Desenho esquematico do vetor pPGGPPS2RNAI. O vetor é controlado pelo promotor 35SCaMV. Possui
sequéncias do gene GGPPS2 de aproximadamente 400 pb na orientagdo senso e antisenso, separadas pelo intron
3 do gene da malato sintase de Nicotiana tabacum. Os genes bar e nptl conferem resisténcia ao glufosinato de

amonio e & canamicina, respectivamente.
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Figura 4. Desenho esquematico do vetor pGGPSS6RNAI. O vetor € controlado pelo promotor 35SCaMV. Possui
sequéncias do gene GGPPS6 de aproximadamente 400 pb na orientagdo senso e antisenso, separadas pelo intron
3 do gene da malato sintase de Nicotiana tabacum. Os genes bar e nptl conferem resisténcia ao glufosinato de

amonio e a canamicina, respectivamente.
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Os vetores possuem como promotor o 35S, proveniente de RNA35S do virus do
mosaico de couve-flor (CaMV - Cauliflower mosaic virus). Para cada um dos trés vetores de
silenciamento, uma sequéncia do gene a ser silenciado, de aproximadamente 400 pares de
bases, estd inserida tanto na orientacdo senso quanto na orientacdo antisenso. Entre as
sequéncias senso e antisenso existe um intron 3 do gene da malato sintase de Nicotiana
tabacum.

Nos vetores estdo inseridos os genes bar e nptl, que conferem resisténcia ao herbicida
glufosinato de aménio (GA) e ao antibiotico canamicina, respectivamente. Utilizou-se o
antibidtico canamicina como marcador seletivo para as bactérias e 0 GA para plantas. Os
sitios de restricdo reconhecidos pelas enzimas Hpal, Mfel e Ascl. Pacl foram adicionados nas
terminacbes opostas das sequéncias génicas para amplificacdo dos fragmentos senso e

antisenso, respectivamente (Figuras 5-7).

B TCGCCGCTTTCCCCACCGCCTGTGCCCTAGAAATGGTGCACGCGGCTTCGTTGATACACGACGACC
TCCCCTGTATGGACGACGATCCTGTGCGCAGAGGAAAGCCATCTAACCACACTGTCTACGGCTCTGGCATGGCCATTCTC
GCCGGTGACGCCCTCTTCCCACTCGCCTTCCAGCACATTGTCTCCCACACGCCTCCTGACCTTGTTCCCCGAGCCACCATC
CTCAGACTCATCACTGAGATTGCCCGCACTGTCGGTCCACTGGTATGGCTGCAGGCCAGTACGTCGACCTTGAAGGAGGT
CCCTTTCCTCTTTCCTTTGTTCAGGAGAAGAAATTCGGAGCCATGGGTGAATGCTCTGCCGTGTGCGGTGGCCTATTGGG
CGGTGCCACTGAGGATGAGCTCCAGAGTCTCCGAAGGTACEEEIETTAATTAA

BB - sitio de Ascl; BB - Sitio de Hpal; Realce cinza - Sequéncia nucleotidica da regido codificante de GGR;
BAEINE - sitio de Mfel; [FTAATTAA - Sitio de Pacl

Figura 5. Sitios de restricdo e fragmento escolhido a partir da regido codificante de GGR para confeccdo do
vetor.

B TGAGCAAAGCCGAATCAGTGAACAAAGCTCTAGAAGAAGCAATTCCAGTCGGAGAGCCACTCAA

GATTCATGAAGCCATGCGATACGCGATTCTTGCGGCTGGAAAACGTGTTAGGCCAATACTCTGCCTTGCTTCTTGCGAGC
TAGTAGGTGGCCAAGAAAATGCGGCAATGCCCGCCGCTTGTGCGGTTGAGATGATCCACACGATGTCTCTAATCAAAGA
CGATTTGCCTTGTATGGACAACGACGATTTGCGTCGTGGAAAGCCCACGACGCACAAAGTCTACGGCGAAGGAGTTGCC

ATTCTCTCTGGTGGGGCTCTCTTGTCTCTTGCCTTTGAGCACATGACCACCGCTGAAATATCCTCGGAGAGAATGGTTTGG
GCGGTGAGAGAATTGGCTAGGTCEEBIIET TAATTAA

EEEEEEEE - sitio de Ascl; [N - Sitio de Hpal; Realce cinza - Sequéncia nucleotidica da regi&o codificante de GGPPS2;
BEEIRE - sitio de Mfel; [FFAATTAA — Sitio de Pacl.

Figura 6. Sitios de restrigdo e fragmento escolhido a partir da regido codificante de GGPPS2 para confecgdo do
vetor.
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N EATGAGTTTTAAGAACGAAGACGACGAATTGAGATATCTTGAGTTGATGCATGTTCATAAAACCGC

GGTTTTGGTTGAAGCTGCGGCTGTTGTGGGAGCTATAATGGGAGGTGGGTCTGATGAAGAGATTGAGAGGCTTAAGAGC

TACGCGAGGTGCGTTGGACTGATGTTTCAGGTGATGGATGATGTACTCGATGAGACCAAGTCTTCCGAGGAGCTTGGGA

AAACTGCCGGTAAAGATTTGATCACCGGAAAGCTGACGTATCCGAAGGTGATGGGTGTGGACAATGCGAGAGAATATGC
AAAGAGTTGAACAGAGAAGCGCAGGAACATCTTCAGGGGTTTGATTCTGACAAGGTGGTTCCTTTGTTGTCTCTCGCTGA
TTATATTGTCAAGAGACAAAACTCABEEIIETTAATTAA

BB - sitio de Ascl; [N - Sitio de Hpal; Realce cinza — Sequéncia nucleotidica da regido codificante de GGPPSS;
BEENE - sitio de Mfel; [FTAATTAA - Sitio de Pacl.

Figura 7. Sitios de restricdo e fragmento escolhido a partir da regido codificante de GGPPS6 para confeccdo do
vetor.

3.3. Transformacdo de Agrobacterium tumefaciens com os vetores pGGRRNAI,
pGGPPS2RNAI e pGGPPS6 RNAI

A transferéncia dos vetores dos genes pGGRRNAI, pGGPPS2RNAI e pGGPPS6 RNAI
para Agrobacterium tumefaciens foi realizada pelo método de eletroporacdo (WEIGEL &
GLAZEBROOK, 2002). As células competentes utilizadas pertenciam a linhagem LBA4404.

Em tubos de microcentrifuga estéreis e devidamente identificados, 1 uL de cada vetor
(10 ng.uL™?) foi adicionado a 40 pL do estoque de células competentes de A. tumefaciens
desarmada. Apds seus conteldos serem delicadamente misturados, os tubos foram incubados
no gelo por 2 min. Em seguida, as suspensdes foram transferidas para cubetas de
eletroporagdo de 0,1 cm, previamente resfriadas no gelo. O pulso foi aplicado em
eletroporador MicroPulser (Bio-Rad™). Em seguida, adicionou-se as suspensdes 1 mL de
meio LB (Luria-Bertani) liquido (SAMBROOK & RUSSELL, 2006), suplementado com 0s
antibidticos canamicina (100 mg.L™), espectinomicina (100 mg. L) e rifampicina (100 mg.
L.

Ap0s a eletroporacdo, as suspensdes bacterianas foram transferidas das cubetas para os
tubos de microcentrifuga e colocados em incubadora a 28° C durante 4-6 h. Foram
transferidos volumes que variaram de 100 uL, 200 pL e 500 pL de cada suspenséo de células

para a superficie de placas contendo meio LB sélido (1% de triptona, 0,5% de extrato de
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levedura e 1% de cloreto de sodio; pH ajustado para 7.0 com NaOH; 1,6% de agar;
autoclavado a 120° C por 20 min.), suplementado com os antibidticos canamicina (100 mg.L"
1y, espectinomicina (100 mg.L?) e rifampicina (100 mg.L ™). As suspensdes foram espalhadas
nos meios de cultura com auxilio de alga de vidro esterilizada por imersdo em alcool etilico e
passagem pela chama. Depois que as suspensdes secaram sob o meio LB, as placas foram

vedadas e colocadas em incubadora a 28° C por 2-3 dias.

3.4. Preparo de pré-inéculos e confirmacédo da transgenia das colonias obtidas

As col6nias obtidas apo6s 2-3 dias foram selecionadas para o preparo de pré-inoculos.
Para tanto, a ponta de um palito foi encostada na colonia e 0 mesmo fora deixado dentro de
tubos Falcon contendo 5 mL de meio LB liquido (SAMBROOK & RUSSELL, 2006)
suplementado com 5 pL de canamicina (100 mg.L™Y), 5 pL de rifampicina (100 mg.L?) e 5
UL de espectinomicina (100 mg.L™?). Os tubos foram mantidos em incubadora durante 48 h, a
28° C e 180 rpm. Apos 48 h, armazenou-se 0s pré-indculos em refrigerador.

Para a confirmacdo da transformacdo das coldnias que cresceram, 400 uL de células
bacterianas dos pré-indculos foram colocados em tubos de microcentrifuga e centrifugados a
13.000 rpm por 30 s. Apds a centrifugacdo, descartou-se o sobrenadante e ao pellet adicionou-
se 200 pL de tampdo PBS 1X (0,14% de Na,HPOs, 0,024% de KH2PO4, 0,8% de NaCl e
0,02% de KCI; pH ajustado para 7,4; autoclavado por 20 min. a 120° C). Apoés a
homogeneizacdo do conteudo dos tubos, as fitas foram colocadas em contato com 0s mesmos
por cerca de 10 min., intervalo de tempo no qual pode-se verificar a coloragcdo ou auséncia de
cor da linha teste da fita, 0 que indica a presenca ou a auséncia da proteina PAT,
respectivamente (Método de imunocromatografia - Lateral Flow Strip Assay).

Além do teste por imunocromatografia, foram realizadas reacbes de PCR com as

bactérias eletroporadas com o vetor de silenciamento do gene GGR. Para tanto, utilizou-se o
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par de primers bar 534 e bar 90 (Tabela 3), que amplificam 448 pb. O programa utilizado no
termociclador consistia em 35 ciclos de 5 min. a 95° C; 1 min. a 95° C; 1 min. a 55° C; 1 min.
a 72° C, com extensao final de sete min. a 72° C e posterior manutencdo de 4° C até ser
retirado do termociclador e armazenado em freezer. Os produtos da PCR foram analisados por
eletroforese em gel de agarose 1%, 100 mL de tamp&o TBE 0,5X (TBE 5X: 54 g.L* de Tris
Base, 27,5 g.L* de 4cido borico, 20 ml de EDTA 500 mM pH 8,0), a 80 V, corado com 3 pL

de SYBR Safe (Invitrogen) e visualizado sob luz ultravioleta (UV).

Tabela 3. Sequéncia dos primers usados nas reacdes de PCR para confirmagdo da integracdo do vetor nas
bactérias eletroporadas e nas plantas submetidas ao mergulho floral (floral dip).

Primer Sequéncia do primer (5°-3°) Tamanho do amplicon
bar 534 GAAGTCCAGCTGCCAGAAAC
bar 90 GGTCTGCACCATCGTCAACC 448 pb

As linhagens de bactérias transformadas com os vetores de silenciamento dos genes
foram armazenadas a -80° C, sob a forma de cultura “stab” (GGR - col6nia 10 e GGPPS6 —
col. 01) e em glicerol 40% (GGR — col. 10, GGPPS2 — col. 02 e GGPPS6 — col. 01).

Para a conservagdo por ‘“stab”, primeiramente foram preparados dois tubos de
microcentrifuga contendo 300 uL de meio LB s6lido. Com auxilio de palitos de madeira, as
bactérias das duas linhagens supracitadas foram transferidas para os respectivos tubos Falcon
contendo 3 mL de meio LB liquido em cada um, onde cresceram a 28° C e 128 rpm durante
48 h. Apos este periodo, os pré-indculos foram tocados com alca de transferéncia esterilizada,
e em seguida, espetou-se a al¢ca no meio LB solido (com os antibioticos) contido no tubo de
microcentrifuga. Os tubos foram fechados, identificados com o nome da linhagem e
armazenados a 4° C.

Quanto ao estoque em glicerol, as linhagens bacterianas (GGR — col. 10, GGPPS2 —

col. 02 e GGPPS6 — col. 01) foram cultivadas em meio LB liquido até atingirem a fase
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exponencial de crescimento, onde OD600 = 0,5 a 1,0 (BRASILEIRO & CARNEIRO, 1998).
Transferiu-se 750 pL de cada suspensdo bacteriana para um tubo de microcentrifuga,
contendo 750 uL de glicerol 40% estéril. Os tubos foram fechados e a suspenséo e o glicerol
foram homogeneizados em agitador tipo “vortex”, obtendo uma concentracao final de glicerol
20% (v/v). Os tubos foram identificados, congelados rapidamente em nitrogénio liquido e

armazenados em -80° C.

3.5. Transformacao de Arabidopsis thaliana

As plantas foram cultivadas como descrito no subitem 3.1. Logo que emergiram, cerca
de 3-4 semanas ap0s a germinacdo, as primeiras inflorescéncias foram removidas, para
induzir o desenvolvimento de mais inflorescéncias. Aproximadamente seis dias apds esta
clivagem, as plantas, com botdes florais fechados e sem pétalas aparentes, foram submetidas
ao método de transformacdo denominado mergulho floral (floral dip) (CLOUGH & BENT,
1998), descrito por Brasileiro, Cabral & Silva (2015).

Para tanto, um dia antes da transformacédo das plantas, escolheu-se uma pré-cultura de
células bacterianas de cada uma das trés construcfes génicas, cuja transformacdo havia sido
confirmada (subitem 3.4). Em trés frascos Erlenmeyer, cada um contendo 200 mL de meio
LB liquido autoclavado, suplementados com os antibidticos canamicina (100 mg.L™Y),
espectinomicina (100 mg.L™?) e rifampicina (100 mg.L?) foram adicionados 1.500 pL das
pré-culturas correspondentes aos vetores pGGRRNAI, pGGPPS2RNAI e pGGPPS6 RNA.. Os
frascos foram vedados e colocados em incubadora a 28° C, 200 rpm de agitagao durante 24 h.

Ap0s 24 h, realizaram-se leituras da densidade optica (OD600) em espectrofotdmetro,
a fim de que as culturas utilizadas no mergulho floral estivessem com OD600 entre 0,8 e 2,0.
As culturas de A. tumefaciens foram centrifugadas em tubos de centrifuga a 4.000 rpm

durante 23 min. Descartou-se o sobrenadante e o pellet foi ressuspendido em 250 mL de
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solucdo de infiltracdo (0,22% sais MS; 0,05% MES; 0,02% Silwet L-77; 5% sacarose; pH
ajustado para 5,7 e autoclavado).

As inflorescéncias foram mergulhadas na solucdo supracitada, com Agrobacterium
contendo o vetor de interesse (Figura 8). Os potes com as plantas mergulhadas
(aproximadamente 7 plantas para cada construcdo génica) foram devidamente identificados e
deixados na posi¢do horizontal durante 24 h, sob uma bandeja coberta com plastico filme. No
dia seguinte, os potes foram colocados na posicdo vertical e as plantas foram regadas
normalmente ao longo dos dias de cultivo até o aparecimento de silicas. As sementes dos

individuos foram coletadas e armazenas em tubos refrigerados a 4° C, para uso posterior.

Leituras OD600

(entre 0,8 e 2,0) .‘ =

Remogdo das primeiras LB liquido contendo Antibidticos e
inflorescéncias 1.500 pL de pré-cultura.
A 282 C, 200 rpm de <l
agitacdo por 24 hs. Centrifugagdo

4.000 rpm, 23 min.

e

Pellet ressuspenso em
solugdo de infiltragdo

Mergulho
floral

Figura 8. Esquema das principais etapas de transformagdo de Arabidopsis thaliana com Agrobacterium
tumefaciens por eletroporacéo.

3.6.  Selecdo e confirmacao de plantas transformadas geneticamente

Como mencionado, o herbicida glufosinato de aménio (GA) foi usado como marcador
seletivo para as plantas geneticamente modificadas. A resisténcia ao GA é conferida pelo
gene bacterial de resisténcia ao bialafos (BAR), que codifica a enzima fosfinotricina acetil-

transferase (PAT) (MARTINEZ et al., 2005) presente na construcdo do transgene. Ao passar
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aproximadamente trés semanas apés o mergulho floral, as sementes foram colhidas e
armazenadas em 4° C para posterior selecéo.

A selecdo foi realizada em placas contendo meio MS solido (MURASHIGE &
SKOOG, 1962) modificado (DAS & JOSHI, 2011) (4,3 g.L?* de sais MS; 10 g.L? de
sacarose; 0,5 g.L de MES; 8 g.L* de agar). Ap6s ser autoclavado, o meio foi suplementado
com GA (10 g.L?) e as placas foram vedadas até serem usadas para plagueamento das
sementes.

Para a esterilizacdo, uma parte das sementes de cada linhagem foi colocada em tubos
de microcentrifuga rotulados. Trabalhando em capela de fluxo esterilizada com etanol,
adicionou-se 1 mL de solucdo de lavagem (70% de etanol + 0,05% de Triton X-100) as
sementes, seguindo-se uma agitacdo manual dos tubos por 5 min. A solucdo de lavagem foi
retirada com pipeta e substituida por 1 mL de etanol 95%, que ap6s 5 min. foi retirado e
novamente substituido por 1 mL de solu¢édo de lavagem.

As sementes, juntamente com a solucdo de lavagem, foram retiradas com pipeta e
colocadas sob filtros de papel esterilizados, onde permaneceram até que os filtros secassem.
Depois de secas, as sementes foram polvilhadas sob as placas contendo 0 meio MS sélido. As
placas foram vedadas e colocadas em sala de crescimento. Ap6s aproximadamente 14 dias,
analisou-se as plantas visualmente, a fim de verificar a diferenciacdo entre as plantas
transformadas (mais robustas, com folhas mais verdes e raizes mais longas), das nao-
transformadas, que possuem folhas amareladas e raizes curtas.

Estas plantas (geracdo Ti), possivelmente transformadas, foram transferidas para
recipientes com solo, crescidas em camara de crescimento até que gerassem sementes
(eventos da geracdo T.). A confirmacdo da transgenia por reaces de PCR foi realizada com
amostras foliares de plantas das geragdes T e T». Foram usados 0s mesmos pares de primers

(bar 90; bar 534) e ciclos citados no topico 5.4.
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4. RESULTADOS

4.1. Confirmacao da transformacéo genética de coldnias bacterianas

A confirmacdo da transformacdo genética das bactérias eletroporadas foi realizada

pelo método de imunocromatografia com tiras, conforme mencionado no subitem 3.4. A

deteccdo da proteina PAT nos pré-inoculos preparados, foi verificada em um pré-inoculo de

colbnias bacterianas transformadas com o vetor de silenciamento do gene GGR (denominado

de GGRcol.10), em duas coldnias para 0 GGPPS2 (GGPPS2col.01 e GGPPS2col.02) e em

dez colbnias transformadas com o vetor de silenciamento de GGPPS6 (GGPPS6 col.01 a

GGPPS6 col.10) (Figura 9).

A GGR (colénia 10) B
(4

Linha coarole

Linha 1esie

GGPPS2 (Colonias 01 ¢ 02)

GGPPS6
(Colénias 01 a 10) | |

,-l

Figura 9. Deteccdo da proteina PAT nos pré-indculos de Agrobacterium tumefaciens eletroporadas com os

vetores de silenciamento dos genes GGR, GGPPS2 e GGPPS6.
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Os pré-inoculos cuja transformacédo genética foi confirmada foram armazenados sob a
forma de cultura “stab” e glicerol 40% em freezer -80° C (subitem 3.4). A técnica de PCR foi
utilizada apenas com o material genético das colonias de bactérias eletroporadas com o vetor
pGGRRNAI, para silenciamento do gene GGR. O par de primers utilizados nas reacdes de
PCR foi bar 534 e bar 90, que amplifica 448 pares de bases (Tabela 3). Conforme visualizado
em gel de agarose 1%, a presenca da banda correspondente a colénia 10 (GGRcol.10) sugere a
introdugdo do vetor a mesma (Figura 10). Os resultados corroboraram tanto pelo teste de

imunocromatografia quanto pela eletroforese realizada com a colonia em questéo.

Figura 10. Gel de agarose a 1%. A coldnia GGRcol.10 (coluna 10) apresentou produto de amplificagdo de DNA
gendmico com os primers bar 534 e bar 90. Relacéo das amostras aplicadas no gel: (1) Marcador 1kb Ladder; (2)
DNA das bactérias da coldnia nimero 10; (3) Controle positivo — plasmideo pGGRRNAI; (4) Controle negativo
—agua (NTC - No template control).

4.2.  Selecdo de plantas geneticamente modificadas

Conforme descrito no subitem 3.5, as plantas foram submetidas ao mergulho floral
com meios de infiltragdo contendo o vetor pPGGRRNAI, pGGPPS2RNAI e pGGPPS6RNAI,
separadamente. Estas plantas geraram sementes (To), que foram armazenadas e selecionadas.
Inicialmente, a concentragdo de GA utilizada no meio MS era de 7,5 mg.L™. Porém, essa
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concentracdo de herbicida ndo foi suficiente para a selecdo de plantas transformadas, visto
que tanto o controle quanto as sementes advindas do tratamento de mergulho floral
germinaram. Assim, para selecionar eficientemente plantulas transformadas, a concentracédo
de GA foi aumentada para 10 mg.L™.

A concentracdo de 10 mg.L™* de GA no meio seletivo foi mais eficaz no processo de
selecdo, visto que, a diferenca entre o tratamento e o controle (plantas selvagens) foi evidente
(Figura 11). Para prevenir a contaminacdo bacteriana nos meios de cultura também foi
adicionado aos meios seletivos os antibidticos Timentin® (150 mg.L?) e Cefotaxima (300

mg.L ™).

Ay

— A8 CONTROLE |
| GGPPS2 [ (wT)

~—

—~——

Figura 11. Placas com meio MS suplementado com o marcador seletivo glufosinato de amonio (10 mg.L™?) e os
antibidticos Timentin® (150 mg.L?) e cefotaxima (300 mg.L?). A placa da esquerda refere-se a selecdo de
plantas transformadas com o vetor de silenciamento de GGPPS2 e possui duas plantulas bem desenvolvidas
(destaque setas). A placa da direita (controle) apresenta plantulas muito pequenas e sem clorofila.

Apbds o plagueamento em meio seletivo de sementes provenientes das plantas
submetidas ao mergulho floral, algumas plantulas foram identificadas possivelmente como
transformadas (geracdo T1). Em seguida estas plantulas foram transferidas para o substrato de
terra vegetal (Bioplant®). A confirmacdo da transformacéo foi feita via PCR em trés plantas

para a construgdo de silenciamento do gene GGPPS2, as quais foram denominadas de “D41”,

“D42” e “D43” (Figura 12).
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Figura 12. Gel de agarose a 1%. Produto de PCR das plantas das linhagens D41, D42 e D43 (primeira geracéao)
com o vetor pPGGPPS2RNAI. Relagdo das amostras aplicadas no gel: (1) Marcador 1kb Ladder; (2) Controle
negativo — dgua (NTC - No template control); (3) Controle negativo — DNA de planta selvagem; (4) DNA da
planta D41; (5) DNA da planta D42; (6) DNA da planta D43; (7) Controle positivo — plasmideo pGGPPS2RNA..

As sementes dessas trés plantas foram armazenadas em refrigerador, para que fossem
novamente colocadas em meio seletivo, a fim de se obter a geracdo T.. Por meio de PCR,
confirmou-se a integracdo da constru¢do ao genoma de uma planta da linhagem D42 e uma
planta da linhagem D43 denominadas de “D42E” e “D43A”, respectivamente (Figura 13). As

duas plantas se apresentaram saudaveis até certo ponto, contudo, ndo sobreviveram até

gerarem sementes.

500 bp
250 bp

Figura 13. Gel de agarose a 1%. Produto de PCR das plantas das linhagens D42E e D43A (segunda geracdo)
com o vetor pGGPPS2RNAI. Relacdo das amostras aplicadas no gel: (1) Marcador 1kb Ladder; (2) Controle
negativo — dgua (NTC - No template control); (3) Controle negativo — DNA de planta selvagem; (4) DNA da
planta D42E; (5) DNA da planta D43A,; (6) Controle positivo — plasmideo pGGPPS2RNA..
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5. DISCUSSAO

Dentre os métodos de transformacdo genética de Arabidopsis thaliana, dois dos
principais podem ser destacados: o método de transformacéo de raiz, que utiliza cultura de
tecidos (in vitro) (VALVEKENS et al., 1988) e o método floral dip, realizado in planta
(CLOUGH & BENT, 1998). O método floral dip, descrito por Clough e Bent (1998) é
extensamente utilizado e é considerado um protocolo simples, rapido e com baixos custos.
Entretanto, sua frequéncia de transformacédo na geracdo T1, varia de 0,1% a 3% (GHEDIRA
etal., 2013).

Este método, que consiste na imersdo das inflorescéncias de Arabidopsis thaliana em
suspensdo contendo Agrobacterium e um surfactante, € suficiente para a geracdo de sementes
transformadas (HARRISON et al., 2006). Porém, existem algumas dificuldades no processo
de selecdo das plantas, tais como a distin¢do entre plantulas transformadas de plantulas ndo
transformadas; a contaminacao fungica do meio; e o atraso no branqueamento das plantulas
ndo transformadas, seja pela contaminacdo por fungos, que esgotam o antibidtico do meio ou
pela aglomeragdo de plantulas na placa, que faz com que o contato entre as raizes e o
antibiodtico seja minimizado. A metodologia de selecdo proposta por Harrison et al (2006) leva
um periodo de trés dias, ao contrario de outras selecBes que levam cerca de sete a dez dias,

esta reducdo no tempo também visa evitar os problemas de selecdo ja mencionados.

6. CONCLUSOES

Constatou-se que o sistema de transformacdo via Agrobacterium tumefaciens foi
eficiente para a transformacéo de plantas com o vetor de silenciamento do gene GGPPS2.
Para esta construcdo génica, foi possivel selecionar trés plantas na geracdo T1 e duas plantas
na geracdo T2. Para dar prosseguimento aos estudos da progénie, seria necessario selecionar

mais plantas tanto da geracdo T1 quanto da geracdo T2.
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Quanto ao silenciamento dos genes GGR e GGPPS6, o ideal é que tanto a
transformacdo de Agrobacterium tumefaciens quanto de Arabidopsis thaliana fossem
repetidas. O silenciamento dos genes por meio de RNA interferente poderia dar mais suporte

a associacao destes genes nos processos de alelopatia e outros processos envolvidos.
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CAPITULO II:

Expresséo Génica por PCR em Tempo Real de Arabidopsis
thaliana L. (Brassicaceae) Superexpressando GGR e sua

Associacdo com Respostas Alelopaticas

1 INTRODUCAO
1.1  PCRem Tempo Real

A técnica de PCR em tempo real consiste na coleta continua dos sinais de
fluorescéncia de uma ou mais reacdes de PCR ao longo de um intervalo de ciclos (SHIPLEY,
2007). Os dados sdo armazenados enquanto o processo de PCR ocorre, combinando a
amplificacdo e a deteccdo em uma Unica etapa (WONG & MEDRANO, 2005).

Uma das principais vantagens da RTq-PCR em relacdo a PCR convencional estad em
sua acuracia e alta sensibilidade na determinacdo da concentragdo inicial de DNA
(NAVARRO et al., 2015). Os instrumentos de RTg-PCR consistem, basicamente, em
termocicladores acoplados a uma fonte de luz (uma lampada, laser ou LED), um sistema
detector de fluorescéncia e um software, que exibe os dados de fluorescéncia captados sob a
forma de uma curva de amplificacdo (NAVARRO et al., 2015).

De acordo com a metodologia utilizada, a PCR quantitativa em tempo real pode gerar
dados absolutos e dados relativos. Na RTg-PCR absoluta é necessario se fazer uma curva
padrdo por meio de diluicGes seriadas. A curva padrdo mostra uma relacdo linear entre o
limiar do ciclo (Ct - threshold cycle) e a quantidade inicial de RNA ou cDNA; considera-se
que a curva e as amostras possuem semelhancas em termos de eficiéncia de amplificacédo
(WONG & MEDRANO, 2005; SUGDEN & WINTER, 2008). O Cr ocorre na fase

exponencial da amplificacdo e e definido como o primeiro ciclo que o equipamento diferencia
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a amplificacdo gerada por fluorescéncia acima dos “ruidos de fundo” (background).
(BUSTIN, 2000; STRATAGENE, 2004).

Ja na RTQg-PCR relativa, a expressdo de um gene € medida com base em um padrao
externo ou uma amostra de referéncia, entdo, os resultados sdo gerados pela razdo entre o
gene marcado e a amostra de referéncia (WONG & MEDRANO, 2005).

A eficiéncia da normalizacdo depende muito da escolha do gene usado como
referéncia e a expressdo do mesmo deve ser constante entre os tecidos e células testados;
assim, ha um consenso geral no uso de genes constitutivos como controles internos das
analises de expressdo em RTg-PCR (EXPOSITO-RODRIGUEZ et al., 2008). Entretanto,
varios estudos apontaram que 0s niveis de transcritos de genes constitutivos comumente
usados podem variar de acordo com as condi¢des do experimento. Além disso, um gene com
expressao estavel em determinado organismo pode ndo ter esta mesma caracteristica em um
organismo diferente (EXPOSITO-RODRIGUEZ et al., 2008).

A RTQ-PCR possui trés fases principais: a fase exponencial, onde o produto de PCR
aumenta exponencialmente, desde que os reagentes estejam disponiveis na reacdo; a fase
linear, onde hd um aumento linear do produto de PCR e a quantidade de reagentes comeca a
ficar limitada; e a fase plateau, alcancada depois de vérios ciclos, onde a quantidade de
produto de PCR ndo mudara pois nesta fase alguns reagentes ja se esgotaram (YUAN et al.,
2006).

Geralmente, a detec¢cdo quantitativa dos amplicons pode ser realizada através de duas
principais metodologias: por meio de sondas fluorescentes especificas a determinados genes
ou por agentes que se ligam a moléculas especificas de dsSDNA, com base na transferéncia de
energia de ressonancia por fluorescéncia (FRET — fluorescence resonance energy transfer)

(PFAFFL, 2004).
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As sondas de hidrolise (sondas TagMan, por exemplo), um tipo de formato de sonda,
sdo especificas para a sequéncia alvo e sao marcadas com um repoérter na extremidade 5° ¢ um
qguencher na extremidade 3’. O quencher reduz a fluorescéncia do reporter quando a sonda
estd intacta e a fluorescéncia € gerada pela clivagem da sonda anelada pela atividade da
nuclease 5’ presente na Taq polimerase (WONG & MEDRANO, 2005; BUSTIN, 2005).

Um exemplo de intercalante de DNA é O SYBR green I, que se liga ao sulco menor de
dsDNA, o que resulta em uma emissdo de fluorescéncia mil vezes maior do que quando esta
livre na solucdo. Quanto maior a quantidade de dsDNA presente na reacdo, maiores serdo as
ligacbes nas moléculas de DNA e as fluorescéncias emitidas pelo SYBR green; assim,
qualquer amplificacdo de DNA que ocorre no tubo de reacdo é mensurada (VALASEK &
REPA, 2005). O método de deteccdo com sondas € mais eficiente do que o uso de
intercalantes de DNA, pois as sondas garantem a detec¢do apenas do amplicon marcado que é
complementar ao oligonucleotideo da sonda. Dessa maneira, produtos inespecificos e dimeros

de primers ndo sao detectados (SUGDEN & WINTER, 2008).

2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a expressdo relativa do gene GGR (At4g38640) em plantas transgénicas de
Arabidopsis thaliana que supostamente superexpressam esse gene, assim como verificar a
associacao entre os niveis de expressdo do GGR e respostas alelopaticas das plantas selvagens

e transgénicas.
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2.2.

3.1.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar RTq-PCR relativa de amostras das linhagens denominadas 4GA, 4GB, 4GC e
4GM, transformadas para superexpressdo de GGR e de plantas selvagens utilizando os
genes de referéncia ACT8 e RAD23C,;

Comparar os dados de RTg-PCR com os resultados previamente obtidos de
bioensaios alelopaticos com extratos foliares das plantas transformadas e de plantas

selvagens.

MATERIAL E METODOS
Material vegetal

As plantas transgénicas utilizadas sdo provenientes da transformacdo realizada por

Toledo (2014), pelo método floral dip via Agrobacterium tumefaciens. Essas plantas foram

produzidas para superexpressar 0 gene GGR e a selecdo dos transformados ja passou a

segunda geracdo (T2), cuja transformacao foi confirmada por PCRs.

As sementes de plantas selvagens e de linhagens superexpressando o gene GGR

(At4g38640) - linhagens 4GA, 4GB, 4GC e 4GM - foram colocadas em potes contendo

substrato autoclavado (Tropstrato HT Hortalicas® ou Bioplant®). As bandejas com os potes

foram cobertas com um filme plastico e colocadas no escuro a 4° C durante 48 h, para

sincronizacao da germinacdo. Os potes foram transferidos para uma sala de crescimento, com

fotoperiodo de 16 h, a 22° C. As sementes germinaram de 2 a 3 dias apés a transferéncia para

a sala de crescimento. Apdés a germinacdo, as plantas foram cultivadas por cinco semanas,

quando as folhas das rosetas foram coletadas para extracdo de RNA total.
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3.2. RNATotal

Ap0s cinco semanas de cultivo, as folhas das rosetas das plantas foram coletadas
(aproximadamente 100 mg de cada planta) e armazenadas em tubos de microcentrifuga
devidamente identificados. Este procedimento foi realizado com trés plantas selvagens (wild
type — WT) e trés plantas de cada linhagem citada, totalizando 15 tubos de amostras:
selvagens 1, 2, 3; 4GA 2,5, 8; 4GB 1, 2, 9; 4GC 1, 2,3 e 4GM 1, 2, 6. O conjunto de tubos
foi imerso em nitrogénio liquido e, logo em seguida, os tubos foram armazenados na
temperatura de -80° C.

Os procedimentos envolvendo a manipulacdo de RNA foram realizados em capela
esterilizada com hipoclorito e etanol 70% e em baixas temperaturas, utilizando gelo e
centrifuga refrigerada. As vidrarias foram esterilizadas por meio de aquecimento a 180° C em
estufa (overnight). Os materiais plasticos, tais como pistilos e provetas, foram colocados de
molho em solucdo de perdxido de hidrogénio a 3% durante 15 min. Em seguida, foram
enxaguados com agua tratada com dietilpirocarbonato (DEPC) 0,01%, para inativacdo de
RNases e autoclavados a 120° C por 20 min. Todos 0s materiais plasticos descartaveis, tais

como tubos e ponteiras, foram autoclavados sob as mesmas condi¢6es mencionadas.

3.2.1 Extragdo de RNA

A extracdo de RNA total de amostras de folha de A. thaliana (transgénica e selvagem)
foi realizada conforme as instrucdes do fabricante do reagente TRIzol™ (Invitrogen™).

Cada amostra foliar foi macerada com auxilio de pistilos no préprio tubo, com adi¢do
de nitrogénio liquido. Cada tubo continha 100 mg de tecido foliar e se adicionou 1 mL de
TRIzol™, e incubado por 5 min a temperatura ambiente. Subsequentemente, adicionou-se 200
uL de cloroférmio em cada amostra por cada mL de TRIzol® utilizado. Em seguida os tubos

foram agitados em vortex por 15 s e incubados por 3 min a temperatura ambiente.
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As amostras foram centrifugadas a 12.000 g durante 15 min em centrifuga refrigerada
a 4° C. Ap0ds a centrifugacao se coletou o sobrenadante contendo o RNA total das amostras. A
fase aquosa foi retirada e colocada em um novo tubo de microcentrifuga identificado. A esta
fase, adicionou-se 500 uL de isopropanol para cada mL de TRIzol™ utilizado e as amostras
foram deixadas a temperatura ambiente por 10 min.

Posteriormente, os tubos foram centrifugados a 12.000 g durante 10 min a 4° C. O
precipitado de RNA foi lavado pela adicdo de 1 mL de etanol 75%, seguida da agitacdo em
vortex e centrifugacdo a 7.500 g durante 5 min a 4° C. O etanol foi descartado e o0s tubos
foram deixados em capela durante 10 min, para que os precipitados secassem. O RNA foi
ressuspendido em agua nuclease-free (Invitrogen™) sem tratamento com DEPC e armazenado

a -80° C para uso posterior.

3.2.2. Checagem da Integridade de RNA total

A integridade das moléculas de RNA total foi verificada em gel desnaturante de
agarose 1,2% submetido a eletroforese. O gel continha 10% de MOPS 10X (MOPS 0,2 M;
acetato de sédio 50 mM, EDTA pH 8 10 mM), 5% de formaldeido e o volume final foi
completado com 4gua DEPC 0,01%.

As amostras para o gel foram preparadas com tamp&o de amostra (Sigma'), RNA na
proporcéo de 2:1 e 0,5 pL de brometo de etidio. As amostras foram desnaturadas em banho-
maria a 65° C durante 15 min, em seguida, colocadas em gelo e aplicadas nos devidos pogos.
Para a corrida do gel, o tampdo utilizado continha MOPS 1X e a voltagem utilizada de 70 V

por 1 h e 30 min. A visualizagéo do gel foi feita sob luz UV em fotodocumentador.
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3.2.3. Tratamento com DNase e Quantificacdo do RNA total

O tratamento do RNA com DNase foi realizado com kit Purelink™ (Ambion™),
seguindo as instrucdes do fabricante. Para tanto, foram utilizados 12 pL de RNA de cada
amostra aos quais foram adicionados 2 pL de Buffer DNase, 2 uL de DNAse e 4 uL de agua
nuclease-free, resultando em um volume final de 20 puL. O conteudo foi incubado a
temperatura ambiente por 15 min e em seguida, adicionou-se 2 uL de EDTA 25 mM as
reacOes. Os tubos de PCR foram levados ao termociclador a 65° C durante 10 min para a
inativacdo da enzima DNAse por meio do aumento da temperatura.

O RNA tratado com DNase foi quantificado em nanoespectrofotdmetro
NanoPhotometer™ (Implen™), onde as concentracdes das amostras sdo mostradas em ng/pL™*
e as absorbancias medidas pela razdo A260/A280 nm. As amostras foram armazenadas a -80°

C.

3.3.  Sintese de cDNA

Procedeu-se a sintese de cDNA com utilizacdo do kit Improm-Il Reverse
Transcriptase” (Promega™) conforme intrugGes do fabricante. Em tubos de PCR estéreis e
pré-resfriados em gelo, foram colocados 1 pg de RNA tratado com DNase, 0,5 g de primer
oligo(dT), que hibridiza na cauda poli (A) do mMRNA, e agua nuclease-free para um volume
final de 5 pL. Os tubos incubados em termociclador a 70° C por 5 min e 4° C por 5 min. De
acordo com a concentracdo de cada amostra, foram preparados 15 mixes individualmente,
compostos de dgua nuclease-free, Improm-11 buffer, MgCl, 25 mM, inibidor de ribonuclease
RNasin™ (Promega'™) e enzima transcriptase reversa Improm-11", com volume final de 15
ML.

As amostras de RNA previamente incubadas com o oligo (dT) foram adicionadas ao

mix mencionado anteriormente, formando um volume final de 20 pL por reacdo. Os tubos
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foram colocados em termociclador em um ciclo de 5 min a 25° C, 60 min a 42° C e 15 min a
70° C, correspondendo as etapas de anelamento, extensdo e inativacdo da enzima transcriptase

reversa, respectivamente. Em seguida, as amostras de cDNA foram armazenadas a -20° C.

3.4.  Verificacdo de contaminacdo de RNA mensageiro com DNA gendmico

Apos a sintese de cDNA e adicionalmente ao tratamento das amostras com DNase,
verificou-se a auséncia de contaminacdo com DNA gendmico (QDNA) por meio de ensaios de
PCR. Para tanto, foram utilizados dois pares de primers que amplificam os genes constitutivos
actina 2 (primer actin2 forward e reverse) e fator de alongamento (primer EFlo forward e
reverse) (Tabela 4). Os correspondentes pares de primers foram desenhados de maneira que
se anelassem a éxons diferentes, com pelo menos um intron entre as regides a serem
hibridizadas.

Além da adicdo dos primers mencionados, as reacdes foram preparadas com o Kit
composto de Taq DNA Polimerase, tampdo de PCR e cloreto de magnésio (Invitrogen™),
dNTP mix (Sigma™), agua milliQ e o DNA molde correspondente: amostras de cDNA (ver
subitem 3.2), um controle negativo com agua (no template control — NTC) e um controle
positivo com DNA de Arabidopsis thaliana selvagem. O DNA usado como controle positivo
proveio de uma planta com trés semanas de idade, diferente das amostras de cDNA utilizadas
nos experimentos seguintes (cinco semanas).

A PCR foi realizada da seguinte forma:

o Desnaturacéo a 94° C por 4 min, seguida por:

J 35 ciclos de amplificag&o.

o 94° C por 45 s; 50° C por 1 min; 72° C por 1 min;

o Extensédo final a 72° C por 5min.
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Os resultados das PCRs foram analisados por meio de eletroforese em gel de agarose
1% corado com brometo de etidio. Como apresentado na Tabela 4, os amplicons de 131 pb e
404 pb das reacBes com os primers actin2 e EFla, respectivamente, indicam que 0os cDNAs

das amostras ndo estdo contaminados com DNA genbémico.

Tabela 4. Sequéncia dos primers utilizados para checar a auséncia de DNA gendmico nas amostras de cDNA
utilizadas em PCR em Tempo Real.

Tamanho do
Tamanho esperado amplicon
Primer Sequéncia do primer (5°-3”) do amplicon - contaminado com

oriundo de mRNA DNA genbémico

actin2 forward | TAACTCTCCCGCTATGTATGTCGC

actin2 reverse | GAGAGAAACCCTCGTAGATTGGC 131 pb 209 pb
EFlo forward GCACTGTCATTGATGCTCC
EFla reverse GTCAAGAGCCTCAAGGAGAG 404 pb 497 pb

3.5. PCRem Tempo Real

A técnica de PCR em tempo real (RTg-PCR) foi utilizada para quantificar a expressao
relativa do gene GGR (At4g38640) em plantas selvagens e em linhagens que superexpressam
0 gene mencionado. Para cada linhagem foram analisados trés individuos (triplicatas
bioldgicas): selvagem 1, 2, 3; 4GA 2, 5, 8; 4GB 1, 2, 9; 4GC 1, 2, 3 e 4GM 1, 2, 6. Os
individuos foram analisados em triplicatas técnicas nos experimentos de RTQ-PCR. Foi
adquirida a sonda TagMan® para ensaio com 0 gene GGR e as sondas TagMan® para 0s
ensaios dos controles endogenos referentes aos genes actina 8 (ACT8 - At1G49240) e
RAD23C receptor de ubiquitina (RAD23C - At3G02540).

Os ensaios TagMan® adquiridos possuem 0s seguintes componentes: um par de

primers especificos; uma sonda marcada com fluoréforo VIC® (no caso de GGR) ou FAM®
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(RAD23C e ACT8) na extremidade 5’ e uma molécula “quencher” MGB (minor groove
binder - ligante do sulco menor) na extremidade 3°.

Antes dos ensaios de expressdo relativa do gene GGR, foram feitas diluicdes seriadas
de cDNA para verificar quais das diluicdes apresentariam as melhores curvas detectadas pelo
software. Assim, foi feito um pool das trés repeticGes bioldgicas de cada uma das linhagens
(4GA, 4GB, 4GC e 4GM), diluido em cinco pontos: 1:5 (ou 22, 1:25 (42), 1:125 (87%), 1:625
(16™) e 1:3.125 (327%). A sonda utilizada para o experimento de diluigio foi a GGR pois havia
mais conteddo em pL em relacdo as outras duas, entdo, seu uso ndo comprometeria 0S
préximos ensaios.

Utilizou-se as instrucdes do fabricante de TagMan® Universal Master Mix Il com
UNG (Applied Biosystems) para o preparo das reacdes de cada alvo, em triplicatas. Estas
foram preparadas para um volume final de 10 pL, composto de 5 pL de TagMan® Universal
Master Mix 1l; 4,5 puL de mix composto de cDNA e agua milliQ autoclavada (1:5) e 0,5 pL da
sonda Tagman® correspondente ao ensaio.

Todas as reacOes foram colocadas em placas de reacdo MicroAmp® (Applied
Biosystems'™) de 96 pocos, submetidas a amplificacdo em termociclador StepOne® (Applied
Biosystems'™) sob as seguintes condi¢des: 50° C por 2 min, para incubacdo da uracil-N-
glycosylase - UNG); 95° C por 10 min, para a ativacdo da polimerase; 40 ciclos de 95° C por
15 s (desnaturacdo) e 60° C por 1 min (anelamento/ extensdo). As analises da expressdo foram
feitas com utilizacdo do software StepOne™ versdo 2.3.

A quantidade relativa do gene de interesse foi obtida pela utilizacdo do método de
comparagdo de Ct (AACrT). Este método € um modelo matematico que calcula as mudangas de
expressao génica atraves da diferenca relativa entre a amostra do experimento e 0 gene de

referéncia (WONG & MEDRANO, 2005). O software StepOne™ determinou a quantidade
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relativa do gene em estudo por meio de comparagdo entre a quantidade em cada amostra do
gene alvo (GGR) e a quantidade nas amostras de referéncia (ACT8 e RAD23C).
Os dados da quantidade absoluta obtidos foram analisados por meio de anélise de

variancia (ANOVA) e teste-t de Student a 5%.

4, RESULTADOS
4.1. Integridade das amostras utilizadas para PCR em Tempo Real

As amostras de RNA total tiveram sua integridade preservada como pode ser
observado na Figura 14. Nota-se que as bandas de RNA ribossomal 28S (bandas superiores)
sdo mais intensas do que as bandas 18S (inferiores). As diferencas de intensidades entre as
amostras mostram diferencas de concentracdo. Nesse ponto ndo houve a preocupacdo de se
fazer um carregamento dos pogos com as mesmas quantidades de RNA. Porém, os valores
foram quantificados e equalizados para as andlises posteriores, como por exemplo para a

sintese de cDNA.

2 3 4 5 6 7 8 9

4GB1 4GB2 4GB9 4GC1 4GC2 4GC3 4GM1 4GM2 4GM6

28S . -

185 .
- M

Figura 14. Gel desnaturante de agarose 1,2% corado com brometo de etidio para checagem da integridade de
RNA. As bandas das subunidades de RNA ribossomal 28S (superiores) e 18S (inferiores) mostram a integridade
do RNA. Relacéo das amostras aplicadas no gel: (1) 4GB 1; (2) 4GB 2; (3) 4GB 9; (4) 4GC 1, (5) 4GC 2; (6)
4GC 3; (7) 4GM1; (8) 4GM 2; (9) 4GM 6.
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Com o proposito de utilizar amostras de cDNA livre de contaminagcdo genémica, 0
cDNA sintetizado (subitem 3.3) foi submetido a PCR com primers que se anelam a diferentes
éxons, o que permite a distingdo entre cDNA e DNA “nativo”. Para tanto, foram utilizados
dois pares de primers que amplificam os genes constitutivos actina 2 (primer actin2 forward e
reverse) e fator de alongamento (primer EF1a forward e reverse).

Conforme detalhado na Tabela 4 (subitem 3.4), a auséncia de contaminagdo por DNA
genémico, com o uso dos primers para 0 gene da actin2 que gerou fragmentos de cDNA
(amplicons) de 131 pb. A Figura 15 revela que o tamanho dos amplicons foi consistente com
0 esperado, ou seja, de aproximadamente 131 pb em todas as amostras testadas. Além disso,
percebe-se que a amostra de DNA de A. thaliana, usada como controle positivo, apresentou
banda de aproximadamente 209 pb, mostrando que essa amostra continha DNA genémico
(Figura 15). Os amplicons dos cDNAs amplificam menores nimeros de pares de base devido
ao processo de remocdo de introns (splicing) e juncdo dos éxons, que ocorre apos a

transcricdo do RNA.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 1516 17 18

M C WI1 WI2 WI3 4GA2 4GAS 4GA8 4GBl 4GB2 4GB9 4GCl 4GC2 4GC3 4GMI 4GM2 4GM6 C+

-
C—
Ce——
C—
| —
_—
-
| —
-

—w— . G G e ww o wew

Figura 15. Gel de agarose 1% corado com brometo de etidio. Produtos de PCR com o primer actin2 demonstram
gue as amostras de cDNA estdo livres de contaminacdo por DNA genémico. As amostras de cDNA apresentam
amplicons de 131 pb enquanto a amostra de DNA (controle positivo) apresenta 209 pb. Relacdo das amostras
aplicadas no gel: (1) Marcador Molecular 100 bp (Invitrogen™); (2) Controle negativo (NTC) - agua; (3);
Selvagem (WT) 1; (4) Selvagem (WT) 2; (5) Selvagem (WT) 3; (6) 4GA 2; (7) 4GA 5; (8) 4GA 8; (9) 4GB 1,
(10) 4GB 2; (11) 4GB 9; (12) 4GC 1; (13) 4GC 2; (14) 4GC 3; (15) 4GM 1; (16) 4GM 2; (17) 4GM 6; (18)
Controle positivo — DNA de Arabidopsis thaliana selvagem.
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Os primers EF1a néo resultaram em amplificacdo na maioria das amostras analisadas,
inclusive do DNA da planta selvagem de A. thaliana usado como controle positivo (Figura
16). Entretanto, as amostras que amplificaram com o primer EFlo apresentaram
aproximadamente fragmentos de 404 pb - WT 1, 4GB 1, 4GC 2, 4GC 3, 4GM 1 e 4GM 6.

Este é o tamanho esperado como indicio da auséncia de DNA gendmico.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

WT1 WT2 WI3 4GA2 4GA5 4GAS 4GBI 4GB9 4GCl1 4GC2 4GC3 4GMI1 4GM2 4GM6 C+ M

(e

500 bp

200 bp

Figura 16. Gel de agarose 1% corado com brometo de etidio com produtos de PCR com os primers que
amplificam o gene EF1a. As amostras de cDNA apresentam amplicons de 404 pb. A amostra de DNA selvagem
(controle positivo) ndo amplificou. Relacdo das amostras aplicadas no gel: (1) Marcador Molecular 100 bp
(Invitrogen™); (2) Controle negativo (NTC) - agua; (3) Selvagem (WT) 1; (4) Selvagem (WT) 2; (5) Selvagem
(WT) 3; (6) 4GA 2; (7) 4GA 5; (8) 4GA 8; (9) 4GB 1; (10) 4GB 9; (11) 4GC 1; (12) 4GC 2; (13) 4GC 3; (14)
4GM 1; (15) 4GM 2; (16) 4GM 6; (17) Controle positivo — DNA de Arabidopsis thaliana selvagem; (18)
Marcador Molecular 100 bp (Invitrogen™).

4.2. PCRem Tempo Real

Os resultados mostraram que ndo houve diferenca significativa quanto a expressao
média de GGR entre as plantas de uma mesma linhagem. Semelhantemente, a comparacédo
para os dois genes de referéncia ACT8 (Figura 17) e RAD23C (Figura 18), também ndo
mostraram variacdes significativas de expressdo nas plantas selvagens (WT). Quando
comparadas as medias de expressdo desses genes entre plantas selvagens (WT) e as linhagens

transgénicas, verificou-se que ndo houve diferenca significativa entre as plantas analisadas,
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com excecdo da linhagem 4GM (Figuras 17 e 18). A ANOVA mostrou que houve diferencas
entre as médias de expressdo de ACT8 e RAD23C obtidas comparadas nessa linhagem e os
valores observados no WT.

As Figuras 17 e 18 mostram a expressdo relativa, em plantas WT e transgénicas, do

gene GGR e os de referéncia ACT8 (At1G49240) e RAD23C (At3G02540), respectivamente.

Quantidade relativa do gene GGR
Gene referéncia: ACT8

0 6 R S SR Wy S N
PR S S AN R B S L y
o0 00 G @ ¥ ¥ ¥ o oY o oY e & & ¢
Amostra

Figura 17. Expressdo relativa do gene GGR em relagdo ao gene de referéncia ACT8 (AT1G49240) em amostras
foliares de Arabidopsis thaliana com cinco semanas de idade.
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Figura 18. Expressdo relativa do gene GGR em relacdo ao gene de referéncia RAD23C (At3G02540) em
amostras foliares de Arabidopsis thaliana com cinco semanas de idade.
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Com relacdo ao gene de referéncia ACT8, nas plantas selvagens a média da expressao
relativa de GGR variou de 1,6 a aproximadamente 3 vezes aquela verificada para as linhagens
4GA, 4GB e 4GC. A linhagem onde se verificou a maior diferenca na média de expressdo
relativa de GGR foi 4GM (26 vezes), sendo esse valor significativamente diferente das plantas
WT. Embora as demais linhagens ndo tenham tido diferencas estatisticamente significativas
das plantas WT, os resultados sugerem que as linhagens transgénicas de GGR expressaram
esse gene em menores quantidades.

De forma semelhante, quando se considera o gene de referéncia RAD23C, a expressdo
média relativa de GGR em plantas transformadas foi menor nas linhagens transgénicas em
comparacdo com plantas WT. Em termos de valores, a expressdo media relativa do gene entre
as linhagens transgénicas variou de 1,39 a 23 vezes menor que nos WT. Novamente, a
linhagem 4GM teve a mais baixa expressdo relativa de GGR, 23 X menor que nas plantas
WT.

Os resultados mostram que para os dois genes de referéncia, o gene GGR foi mais
expresso nas plantas WT. Embora as linhagens 4GA, 4GB e 4GC néo apresentara expressao
relativa média significativa de GGR comparada com WT, a tendéncia de que as plantas
transgénicas expressaram em menor grau 0 GGR foi consistente em todas as analises.
Adicionalmente, tanto com o gene de referéncia ACT8 quanto com RAD23C, a linhagem
4GM apresentou diferenca significativa de expressdo muito menor de GGR em relacéo as
WT.

Ao analisar os gréficos (Figuras 17 e 18), percebe-se que o0 ensaio com o gene ACT8
como controle enddgeno, apresentou um padrdo de valores mais uniformes em comparagéo

com RAD23C como controle enddgeno.
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5. DISCUSSAO

5.1. Amostras de cDNA e genes de referéncia utilizados em PCR em Tempo Real

A qualidade das amostras de RNA é uma caracteristica crucial para os ensaios de RTQ-
PCR, pois isso determina a reprodutibilidade e a relevancia dos resultados. A purificacdo de
RNA exige mais cuidados em comparacdo com a molécula de DNA, e para que seja incluido
em ensaios de RTq-PCR é necessario seguir alguns critérios rigidos, como por exemplo, estar
livre de contaminacdo com DNA e nucleases (BUSTIN & NOLAN, 2004).

Esses cuidados sdo necessarios, pois nos experimentos envolvendo RT-PCR é possivel
a contaminacdo do RNA com DNA genémico (gDNA), o que ndo é apropriado e pode gerar
resultados denominados de falso-positivos. Para fazer a distincdo entre RNA e DNA molde,
sdo utilizados pares de primers que se ligam a diferentes éxons, assim, as moléculas de DNA
e de cDNA sdo amplificadas com tamanhos distintos (MARTEL; GRUNDEMANN;
SCHOMIG, 2002).

Para o presente trabalho, esta checagem foi feita com as amostras de cDNA
sintetizadas com o intuito de verificar se as amostras estavam proprias para 0s ensaios de PCR
em tempo real. Por meio de PCR com o primer actin2 (ACT2), as amostras foram
consideradas apropriadas para tal finalidade, uma vez que ndo apresentaram vestigios de
gDNA. O primer em questdo se anela especificamente ao gene ACT2.

Arabidopsis thaliana possui oito genes funcionais para actina, que estdo divididos em
duas subclasses, de acordo com a filogenia e os padrdes de expressdo. Uma dessas subclasses
é composta pelos genes ACT2, ACT7 e ACTS8, os quais sao fortemente expressos nos tecidos
vegetais (NISHIMURA et al.,, 2003). Os genes ACT2 e de ACT8 possuem expressao
constitutiva e elevada na maioria dos tecidos vegetais de Arabidopsis, onde foram reportados

com maior intensidade em raizes, caules, folhas e com menor intensidade em silicas (AN et
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al.,, 1996). O fato de que o ACT2 tem expressdo constitutiva em tecidos foliares foi
preponderante na escolha deste gene para ser usado como referéncia.

O fator de elongacdo (EFla) esta entre os genes considerados como constitutivos,
juntamente com outros tais como poliubiquitina (UBQ), gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
(GAPDH) e B-tubulina (TUB). Estes genes foram classificados como constitutivos na era pré-
genémica por estarem envolvidos em processos celulares basicos, porém, nem sempre 0S

niveis de transcritos destes genes sao estaveis (CZECHOWSKI et al., 2005).

5.2. Andlise de expressao relativa do gene GGR em Arabidopsis thaliana

Os resultados dos ensaios de PCR em tempo real mostraram que as médias de
expressao relativa do gene GGR em plantas WT foram consistentemente maiores que aquelas
observadas nas plantas GGR-transformadas das linhagens 4GA, 4GB e 4GC. E importante
salientar que apenas a 4GM, que apresentou expressao relativa de GGR significativamente
diferente de WT, onde a expresséo foi de 26 e 23 vezes menor do que em plantas selvagens
para 0s genes de referéncia ACT2 e RAD23C, respectivamente (Figuras 17 e 18). Esse fato
causa surpresa, Visto que o0 esperado era que as plantas transformadas estariam
superexpressando GGR, uma vez que este gene esta sobre o controle do promotor CaMV
(Cauliflower mosaic virus) 35S.

O promotor CaMV35S é o mais utilizado em plantas transgénicas e possui muitas
vantagens, porém, sua aplicacdo também pode apresentar algumas fragilidades. Um dos
potenciais riscos envolvidos no uso excessivo do promotor CaMV35 é o fenbmeno de
silenciamento de genes (CHEN et al., 2013). Dentre algumas das possibilidades que podem
explicar as variagGes dos niveis de expressdo do transgene podem ser citados: o local onde
ocorre a insercdo do transgene no cromossomo e 0 numero de transgenes inseridos em cada

local de inser¢do de um mesmo cromossomo (STAM; MOL; KUTTER, 1997).
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Agrobacterium tumefaciens tem sido usada na transformacdo de plantas. Contudo,
existem alguns problemas decorridos do uso deste método, como menor nimero de copias
transgénicas comparado com outros métodos; insercdo de alto nimero de copias de T-DNA,
que podem afetar a estabilidade da expressdo do transgene e resultar na inducdo de
mecanismos de silenciamento (OLTMANNS et al., 2010).

Uma das classes do fendmeno de silenciamento é baseado na regulacdo epigenética de
genes. Esse mecanismo de inativacdo que pode surgir quando maultiplas cépias da mesma
sequéncia ou de sequéncia homologa sdo introduzidas em um genoma (RAJEEVKUMAR,;
ANUNANTHINI;  SATHISHKUMAR, 2015). Este silenciamento € denominado
silenciamento dependente de homologia (SGDH), conhecido também como co-supressao.

As plantas de Arabidopsis transformadas visando a superexpressdo de GGR usadas
neste estudo podem estar vivenciando um processo de co-supressdo. Assim, a menor
expressao relativa dos genes GGR (enddgeno e copias introduzidas) nas plantas transformadas
para superexpressa-lo podem ter sido suprimidos em diferentes graus por esse processo.

No presente trabalho, as plantas selvagens e as plantas transformadas apresentaram
fendtipo normal, aparentemente. Porém, ndo foram realizados estudos detalhados dos 6rgéos e
estruturas das plantas a fim de verificar possiveis alteracdes fenotipicas. No caso de fen6tipos,
por exemplo, sabe-se que a superexpressdao de um gene enddgeno pode resultar em um
fendtipo idéntico ao do organismo modificado para perda de funcdo (PRELICH, 2012).
Provavelmente, este mimetismo causa interferéncias em algum nivel da proteina e seus
complexos, que faz com que atue de maneira antagénica (PRELICH, 2012).

Nos graficos (Figuras 17 e 18) nota-se que a amostra de planta selvagem “WT 17
apresentou um nivel de expressdo de GGR inferior as demais plantas selvagens analisadas

(WT 2 e WT 3). Possivelmente, esta discrepancia ocorreu por alguma caracteristica da planta
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que ndo foi percebida no momento da coleta do material foliar, ainda que as plantas utilizadas

tenham sido selecionadas com padr@es visuais semelhantes e aparentavam-se saudaveis.

5.3. Expressdo do gene GGR e Alelopatia

As plantas sintetizam uma grande quantidade de fitoquimicos que desempenham
funcbes especializadas em interacGes ecologicas. Dentre estes fitoquimicos, os terpenos
representam a classe de metabolitos especializados (ou metabolitos secundarios) mais diversa
e mais especializada. Arabidopsis thaliana é capaz de sintetizar uma diversidade destes
metabolitos (THOLL & LEE, 2011a). Terpenos sdo sintetizados na maioria dos 6rgaos de A.
thaliana por enzimas terpeno sintases (TPSs). As TPSs geralmente catalisam a formacéo de
monoterpenos, sesquiterpenos e diterpenos a partir dos precursores de terpenos geranil
difosfato (GPP), farnesil difosfato (FPP) e geranil geranil difosfato (GGPP), respectivamente
(THOLL & LEE, 2011b).

Adicionalmente, a associacdo entre terpenos e alelopatia foi demonstrada através de
alguns trabalhos envolvendo espécies nativas. Essas espécies sintetizam terpenos que estavam
presentes nos extratos usados para determinar a reposta alelopatica das plantas. Assim,
extratos foliares de barbatimdo (Stryphnodendron adstringens) inibiram a germinacdo de
alface (Lactuca sativa var. grand rapids) e picdo (Bidens pilosus). Entretanto, ndo foi possivel
a identificacdo de quais tipos de terpenos estavam presentes nos extratos (SILVA et al., 2006).

Como ja mencionado, as plantas superexpressando o gene GGR analisadas no presente
estudo de RTQg-PCR séo provenientes da transformacdo realizada por Toledo (2014). Neste
mesmo trabalho, a autora constatou o efeito inibitorio de extratos aquosos de A. thaliana
selvagens e transformadas (na geracdo T1) sobre sementes de gergelim (Sesamum indicum),

conforme mostrado na Tabela 2.
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Em adicdo, Pierdonad (dados ndo publicados, 2015) estudou o efeito alelopatico da
linhagem 4GB de extratos foliares usando solventes organicos (hexano 70% e acetato de etila
30%). Além disso, a medida de concentracdo do extrato ppm (partes por milhdo) nas
quantidades que se seguem: 2.000 ppm, 1.000 ppm e 500 ppm. O uso de solventes organicos é
mais eficiente na extracdo de terpenos que a extracao aquosa (JOHNSON, HULL-SANDERS,
MEYER, 2007).

Os resultados foram similares aos obtidos com extratos aquosos. Constatou-se que 0S
extratos das plantas transformadas inibiram o crescimento das plantulas em todas as
concentracdes em relacdo ao controle (agua). A concentracdo do extrato de 2.000 ppm inibiu
significativamente o crescimento das raizes das plantas alvo (gergelim). A partir desses
trabalhos pode-se concluir que A. thaliana selvagem possui efeitos fitotoxicos e que as
linhagens transgénicas potencializam esses efeitos. Entretanto, estd claro que as plantas
analisadas ndo superexpressaram o0 gene GGR como demonstrado pelos experimentos de
RTg-PCR.

Como citado anteriormente, alguns experimentos in vitro demonstraram que por si
mesmo GGR ndo é uma enzima GGPPS ativa. Assim, este gene foi reclassificado como
membro da classe de genes prenil difosfato sintase, dentro da subfamilia de proteinas
denominada GPP sintase I de “subunidade pequena” (SSU-II, do inglés GPP synthase small
subunit). Apesar de possuir a menor similaridade dentre os 12 genes da familia GGPPS em A.
thaliana, o0 GGR pode ser ativo como heterodimero em juncdo com At4g36810, resultando em
uma enzima GGPPS envolvida na sintese de monoterpenos (WANG & DIXON, 2009; BECK
et al., 2013). Em plantas, 0 GGR reduz o geranil geranil difosfato (GGPP) em fitildifosfato
(KELLER et al., 1998). Por sua vez, o fitildifosfato € um precursor para a biossintese de

tocoferois, clorofila e filoquinonas (VALENTIN et al., 2006; MURAKAMI et al., 2007).
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Conforme mencionado no presente estudo, as plantas transformadas apresentaram
maior efeito inibitorio sobre o crescimento de plantulas de gergelim e apresentaram 0s
menores niveis de transcritos GGR. Ja as plantas selvagens, apresentaram os maiores niveis de
expressao de GGR e um menor efeito fitotdxico sobre as plantulas de gergelim. Tal ocorréncia
pode ser explicada pela maior quantidade de geranil geranil difosfato (GGPP), precursor de
terpenos, disponivel nas plantas transformadas, uma vez que o0 GGR é uma enzima que utiliza
GGPP como substrato para a sintese de outras moléculas. Outra possibilidade é que a reducao
do gene GGR pode afetar outras vias metabolicas, ndo necessariamente de terpenos,

envolvidas em processos de aleloquimicos.

6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

No presente estudo, constatou-se que as plantas selvagens de Arabidopsis thaliana
expressaram mais 0 gene GGR em comparacdo com as linhagens 4GA, 4GB, 4GC e 4GM,
que supostamente superexpressavam esse gene. Esse dado pode indicar que um processo de
cossupressao de GGR pode ter ocorrido nas plantas transgénicas. Estudos prévios sobre as
respostas alelopaticas mostram que extratos foliares de Arabidopsis thaliana transformadas
para superexpressao de GGR possuem maior efeito alelopatico do que os extratos de plantas
selvagens. Assim, quanto menor o nivel de expressdao de GGR maior a resposta alelopatica da
planta. Uma possivel explicacdo para isso se baseia no fato de que a menor expressdo de
GGR disponibilizaria mais substrato para a enzima GGPP sintase e consequentemente, maior
producdo de terpenos. Outra possibilidade é que a reducdo da expressdo de GGR poderia
induzir outras vias metabolicas que aumentam a producgédo de compostos alelopaticos.

Para um melhor entendimento da relagdo destes genes a compostos alelopaticos séo
necessarios mais estudos complementares nesta area. Assim, seria importante realizar

bioensaios com extratos foliares de plantas selvagens e de plantas de todas as linhagens
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analisadas por PCR em Tempo Real, seguindo a metodologia de extracdo com solvente
organico (JOHNSON, HULL-SANDERS, MEYER, 2007). A continuidade dos estudos
relacionados ao silenciamento dos genes por meio de RNA de interferéncia também é muito

importante para dar ainda mais suporte a esta linha de pesquisa.
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8. ANEXOS

ANEXO 1
Sequéncia completa do gene GGR de Arabidopisis thaliana, acesso NC_003075.7 (NCBI)

GGCTGAACCCAATTTTACTAAATTATCATTATCTCAAACACAACAAGGATAGATC
ATCCTCATAGGCGATGTTGTTTAGTGGTTCAGCGATCCCATTAAGCAGCTTCTGCT
CTCTTCCGGAGAAACCCCACACTCTTCCTATGAAACTCTCTCCCGCTGCAATCCGA
TCTTCATCCTCATCTGCCCCGGGGTCGTTGAACTTCGATCTGAGGACGTATTGGAC
GACTCTGATCACCGAGATCAACCAGAAGCTGGATGAGGCCATACCGGTCAAGCA
CCCTGCGGGGATCTACGAGGCTATGAGATACTCTGTACTCGCACAAGGCGCCAAG
CGTGCCCCTCCTGTGATGTGTGTGGCGGCCTGCGAGCTCTTCGGTGGCGATCGCCT
CGCCGCTTTCCCCACCGCCTGTGCCCTAGAAATGGTGAGATAGATTCCACTCTCTC
TCGCCTTGTAATCTCAATTTCGCCGTTAGTGTTTGATATGAGTGAGTAAGAAGAA
GAAATAGAAAGTCTTTGTTGTTGTTGTTGAGAGATGTGTGTGTTGTATCTAATAAT
GGAATGAATCAGGTGCACGCGGCTTCGTTGATACACGACGACCTCCCCTGTATGG
ACGACGATCCTGTGCGCAGAGGAAAGCCATCTAACCACACTGTCTACGGCTCTGG
CATGGCCATTCTCGCCGGTGACGCCCTCTTCCCACTCGCCTTCCAGCACATTGTCT
CCCACACGCCTCCTGACCTTGTTCCCCGAGCCACCATCCTCAGACTCATCACTGAG
ATTGCCCGCACTGTCGGCTCCACTGGTATGGCTGCAGGCCAGTACGTCGACCTTG
AAGGAGGTCCCTTTCCTCTTTCCTTTGTTCAGGAGAAGAAATTCGGAGCCATGGG
TGAATGCTCTGCCGTGTGCGGTGGCCTATTGGGCGGTGCCACTGAGGATGAGCTC
CAGAGTCTCCGAAGGTACGGGAGAGCCGTCGGGATGCTGTATCAGGTGGTCGAT
GACATCACCGAGGACAAGAAGAAGAGCTATGATGGTGGAGCAGAGAAGGGAAT
GATGGAAATGGCGGAAGAGCTCAAGGAGAAGGCGAAGAAGGAGCTTCAAGTGTT
TGACAACAAGTATGGAGGAGGAGACACACTTGTTCCTCTCTACACCTTCGTTGAC
TACGCTGCTCATCGACATTTTCTTCTTCCCCTCTGATTTTGGGCCCTCTTTTACATT
TGGGCCTTCCTTCGCTATACGAAATTAGGCCCTGTAATGGACTGTGTATCGTTCAT
TTTTAGCCCAGAGCTTCTTCGCTTGACCATTCATCTTCGCTACCACCTGTCATTATC
ATTGTTTTTTTTTTGTGTCGGCCATGTCAAAATCATTTAGTTACTACATGTACTTTT
AACCAAATTTATAGCAATCTACTATGTATGTATTTATTTA

ANEXO 2

Sequéncia completa do gene GGPPS2 de Arabidopisis thaliana, acesso NC_003071.7 (NCBI)

ATAGAAATTTTGATTTGATTTTGATGAAAAATGGAACCACAAATTCTTTTTCTCTA
TCTCTCACTCTTCATTCTCTCCCTAAACTTCTTCTTCACGAATCTTAAACCAAGGCT
AGTCCGCCTCTTCCAGCCTTCTTTAGAATCTCGTGTCAAGACCGCTCTTTTATCCC
GAAAGGAAGTAGCCGCGTTTCTTGATTCTCCCATTGTCGAAGACGAAGAAGGCGA
AGAAAGAGAAGAGGAAGAAGAAGGAGGTATCGTTTCAAATGCCAACTTTACGTT
TGAGTTTGATCCATACATGATGAGCAAAGCCGAATCAGTGAACAAAGCTCTAGA
AGAAGCAATTCCAGTCGGAGAGCCACTCAAGATTCATGAAGCCATGCGATACGC
GATTCTTGCGGCTGGAAAACGTGTTAGGCCAATACTCTGCCTTGCTTCTTGCGAGC
TAGTAGGTGGCCAAGAAAATGCGGCAATGCCCGCCGCTTGTGCGGTTGAGATGAT
CCACACGATGTCTCTAATCAAAGACGATTTGCCTTGTATGGACAACGACGATTTG
CGTCGTGGAAAGCCCACGACGCACAAAGTCTACGGCGAAGGAGTTGCCATTCTCT
CTGGTGGGGCTCTCTTGTCTCTTGCCTTTGAGCACATGACCACCGCTGAAATATCC
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TCGGAGAGAATGGTTTGGGCGGTGAGAGAATTGGCTAGGTCTATTGGGACAAGA
GGTTTAGTCGCGGGACAAGCGATGGATATAAGCAGTGAAGGTTTGGACTTAAAC
GAGGTCGGATTAGAGCATTTGGAGTTTATCCATGTTCATAAAACCGCGGTTTTGTT
GGAAACTGCCGCGGTTCTTGGCGCCATAATTGGTGGTGGATCTGATGAAGAGATT
GAAAGTGTGAGAAAGTTTGCAAGGTGCATTGGATTGTTGTTTCAGGTGGTGGATG
ATATTTTGGACGAGACGAAGTCGTCGGAGGAATTGGGAAAAACCGCCGGGAAAG
ATCAGCTCGCCGGAAAGCTAACGTATCCAAAGTTGATAGGGTTGGAGAAATCGA
AAGAATTTGTTAAGAGATTGACGAAAGATGCACGGCAACATCTTCAAGGGTTTAG
TTCTGAAAAGGTTGCTCCTTTAGTAGCTCTTACTACTTTTATTGCTAATAGAAATA
AGTGATTATATATTTGTTTTGTTTGTGTGTGTTGGGTTTATGTATACATGCTAAAG
TAGTGTGTTCCCTTATTTTTAAGTGTAACCACATTTTAAGATGTTTATTAATGAAT
ATTTAAAAATGTACATAATTTTT

ANEXO 3
Sequéncia completa do gene GGPPS6 de Arabidopisis thaliana, acesso NC_003070.9 (NCBI)

TTGTATTAGAGGCTAATGAAGAAACTTTACATTATTTTGGTGCTACTATTAGATAT
AAACACAACTCAATAAAGTTTACTTGCGCTGTAACATAATCATCATGCGGCCGCG
TTACAGTCTGATTCTGTCTGCAATGCGGCTAATACGACCGTCCAACCGCCGTCTA
AGTTCGATCGCAAGCTCCGACTCTGAGTTCATTTCATACATGAAGAATAAGGCTA
AGTCCATCAACAAAGCACTAGACAATTCAATTCCTCTTTGCAACAATTTTGTTCCT
CTTTGGGAGCCAGTACTCGAGGTTCACAAAGCTATGAGGTACACGCTTCTCCCAG
GCGGAAAACGAGTAAGGCCAATGCTCTGTTTGGTCGCTTGCGAGCTCGTAGGTGG
CCAAGAGTCAACCGCAATGCCAGCAGCCTGTGCGGTTGAGATGATTCACGCAGC
GTCGCTCATCCTAGACGACCTTCCTTGTATGGATGACGACAGCCTCCGCCGTGGA
AAACCCACCAACCATAAAGTTTTTGGCGAGAAAACATCCATCTTGGCCTCTAATG
CGCTCAGGTCTTTGGCCGTCAAGCAGACATTGGCATCGACCTCATTGGGGGTGAC
TTCAGAGAGGGTTCTTCGGGCTGTTCAGGAGATGGCGAGAGCTGTTGGGACAGA
GGGACTTGTGGCAGGCCAAGCAGCGGATTTGGCCGGAGAAAGGATGAGTTTTAA
GAACGAAGACGACGAATTGAGATATCTTGAGTTGATGCATGTTCATAAAACCGCG
GTTTTGGTTGAAGCTGCGGCTGTTGTGGGAGCTATAATGGGAGGTGGGTCTGATG
AAGAGATTGAGAGGCTTAAGAGCTACGCGAGGTGCGTTGGACTGATGTTTCAGGT
GATGGATGATGTACTCGATGAGACCAAGTCTTCCGAGGAGCTTGGGAAAACTGCC
GGTAAAGATTTGATCACCGGAAAGCTGACGTATCCGAAGGTGATGGGTGTGGAC
AATGCGAGAGAATATGCAAAGAGGTTGAACAGAGAAGCGCAGGAACATCTTCAG
GGGTTTGATTCTGACAAGGTGGTTCCTTTGTTGTCTCTCGCTGATTATATTGTCAA
GAGACAAAACTGACTGTTGCACCATAGCTTAATAATCAATGAAAAGCATCAAAG
ATGCAAAGCGAGAAAGTTATTTGTTTGTTTTTCCTTTTAAACGAGGAAAAAAGTG
GTTTGTTAAACATGTTTCGATTTAGCTAACCAAAATTTGCATAAATATTACAAT
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