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Resumo

GLENZEL, Vitéria Hirdes. Caracterizacéo in silico dos genes VfDGATs e VfFADs
e ensaios preliminares para clonagem em vetor viral. 2019. 69f. Trabalho de
Conclusédo de Curso (Bacharel em Biotecnologia) — Curso de Graduacdo em
Biotecnologia, Centro de Desenvolvimento Tecnolégico, Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas, 2010.

Vernicia fordii (tungue) é uma arvore que possui valor agregado devido a alta
capacidade secativa que o 6leo da mesma contém. Este fato € devido ao 6leo de
tungue ser composto por 80% do acido graxo denominado acido alfa-eleostearico.
Além disso tem sido prospectado para ser utilizado como biodiesel. No entanto, o
tungue apresenta baixa produtividade e é de dificil melhoramento. Sendo assim,
esforgos tem sido feitos para entender melhor o metabolismo lipidico de tungue, no
intuito de produzir esse 0leo em outras plantas. Dentre as enzimas presentes no
metabolismo, dois grupos tem chamado a atencdo, s&do as Diacilglicerol
Aciltransferases (DGATS) e as Dessaturases/Conjugases de Acidos Graxos (FADS).
Neste sentido, o objetivo do trabalho foi caracterizar in silico os genes VIDGATSs e
VIFADs, bem como realizar ensaios preliminares para clonagem dos genes VIDGAT2
e VIFADX, em vetor viral. Como resultados foi possivel observar que as enzimas
envolvidas no metabolismo lipidico de Euphorbiaceae foram agrupadas
filogenéticamente de acordo com sua funcéo e localizacdo subcelular, demonstrando
0 papel da conservacédo de genes importantes para determinada especialidade. Foi
observado que as enzimas VIDGATs e VfFADs conservam alguns dominios de
funcdes entre si. Ainda, foi realizada uma analise de expresséo in silico dos genes
VIDGATs e VfFADs e um interatoma que permite verificar in silico interacdes entre
diferentes proteinas. Foi possivel a extracdo de acidos nucléicos de tungue, tal como
a amplificacdo do gene VIDGAT2. Além disso, foi realizada a extracao do vetor viral
TRBO (do inglés, “TMV RNA-based overexpression”) seguido de sua clivagem com a
enzima de restricdo Avrll. No entanto, novas tentativas sdo necessarias para que seja
possivel a amplificacdo do gene VIFADX, e clivagem com a enzima de restricdo Pacl.
Desta forma, as informagdes obtidas neste estudo permitiram compreender melhor
as funcdes e relacdes filogenéticas entre as VIDAGTs e VfFADs, o que poderao ser
utilizadas para o desenvolvimento de estratégias para a producdo do 6leo de tungue
em outras espécies vegetais mais produtivas. Tendo-se como perspectivas futuras,
prosseguir com a clonagem dos genes VIDGAT2 e VfFADX em vetor viral para
expressao transiente em tabaco.

Palavras-chave: Tungue; Metabolismo lipidico; VIDGATs e VfFADs; Estudos

in silico.



Abstract

GLENZEL, Vitéria Hirdes. In silico characterization of VIDGATs and VfFADs genes
and preliminary assays for viral vector cloning. 2019. 69f. Trabalho de Conclusdo
de Curso (Bacharel em Biotecnologia) — Curso de Graduagdo em Biotecnologia,
Centro de Desenvolvimento Tecnoldgico, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas,
20109.

Vernicia fordii (tungue) is a tree that has added value due to the high drying
capacity that its oil contains. This is due to the fact that tung oil is composed of 80% of
the fatty acid called alpha-elosteic acid. In addition it has been prospected to be used
as biodiesel. However, the tung has low productivity and is difficult to enhance. Thus,
efforts have been made to better understand the tung lipid metabolism in order to
produce this oil in other plants. Among the enzymes present in the metabolism, two
groups have drawn called attention, they are the Diacylglycerol Acyltransferases
(DGATSs) and the Fatty Acid Desaturases / Conjugases (FADSs). In this sense, the
objective of this work was to characterize the genes VIDGATSs and VfFADs in silico, as
well as to carry out preliminary assays for cloning the VIDGAT2 and VfFADX genes in
viral vector. As results it was observed that the enzymes involved in the lipid
metabolism of Euphorbiaceae were phylogenetically grouped according to their
function and subcellular localization, demonstrating the role of the conservation of
important genes for a particular specialty. It was observed that the enzymes VIDGATSs
and VfFADs retain some function domains with each other. In addition, an in silico
expression analysis of the VIDGATs and VfFADs genes was performed and an
interatoma that allows to verify in silico interactions between different proteins. It was
possible to extract tung nucleic acids, such as well as amplification of the VIDGAT2
gene. In addition, the TRBO viral vector (TMV RNA-based overexpression) was
extracted followed by its cleavage with the restriction enzyme Avrll. However, further
attempts are needed to enable the amplification of the VfFADX gene, and cleavage
with the Pacl restriction enzyme. Therefore, the information obtained in this study
allowed a better understanding of the the phylogenetic functions and relationships
between VIDAGTs and VfFADs, which can be used to develop strategies for tung oil
production in other more productive plant species. As future perspectives, continue
cloning the VIDGAT2 and VfFADX genes into viral vector for transient tobacco
expression.

Key-words: Tung; Lipidic metabolism; VIDGATs and VfFADSs; In silic studies.
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1 Introducéo geral

O tungue (Vernicia fordii), espécie da familia Euphorbiaceae, é proveniente da
China, onde comecou a ser cultivado com o objetivo de producdo de combustivel. Ao
longo dos anos, foi introduzido em outros paises, incluindo o Brasil, devido as
caracteristicas comerciais favoraveis relacionadas ao conteudo oleaginoso que essa
planta possui (SILVA et al., 2013) (SHOCKEY, 2016). O dleo de tungue é produzido e
armazenado em suas sementes, em concentracdes que chegam a 60% da massa
fresca, e tem sido atualmente utilizado como componente importante em produtos de
alto valor agregado, como vernizes, tintas, resinas, corantes e etc (VANHERCKE et
al., 2013). Isso porque o 6leo de tungue possui em sua composic¢ao cerca de 75-80%
de um acido graxo, denominado acido-alfa eleosteéarico (a-ESA) ou acido octadeca-
9,11,13-trienoico que é facilmente oxidado, conferindo capacidade secativa ao Oleo
(SHOCKEY, 2016).

A China é responsavel por pelo menos 70% da producédo do o6leo de tungue
mundial. No Brasil, mais especificamente no estado do Rio Grande do Sul, a producéo
de sementes foi de 264 toneladas no ano de 2013 (SHOCKEY et al., 2016). No mesmo
ano, a producéao de fruto seco por hectare foi de cerca de 2933 kg, segundo o IBGE
(Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica). Ja em 2018, estimou-se que o estado
foi responsavel pela producédo de 314 toneladas de fruto seco, contabilizando 100%
da producédo nacional de tungue. Os maiores produtores sdo 0S municipios de
Fagundes Varela, Coqueiro Baixo, Veranopolis e Cotipord, todos localizados na serra
Gaucha (IBGE, 2018).

Apesar da expanséao da cultura pelo mundo, a principal problematica acerca da
arvore de tungue é ainda seu baixo rendimento de frutos e caracteristicas
agronémicas desfavoraveis (BROWN & KEELER, 2005). Sendo assim, esfor¢os para
melhorar a producéo de 6leo tem sido realizados, especialmente em paises onde a
técnica de extragdo ja é consolidada, como a China e Paraguai, este ultimo que ocupa

o segundo lugar no ranking de producéo de sementes de tungue (FAO, 2013). Porém,
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as caracteristicas agrondémico-fisiolégicas da cultura dificultam cruzamentos e
melhoramentos convencionais, tornando-se necessarias novas abordagens para
melhorar a produtividade da arvore de tungue.

Além disso, com avancos em estudos sobre a fisiologia, biologia molecular e
bioquimica do tungue, alguns pesquisadores tem direcionado seus esforcos na
transferéncia de genes, que codificam para as proteinas responsaveis pela
biossintese de acido a-eleoesteérico, para plantas com maior rendimento, que
possuam caracteristicas agronémicas bem consolidadas, e sejam de facil manejo e
producéo (VANHERCKE et al., 2013; SHOCKEY et al., 2016), a exemplo do tabaco
(Nicotiana tabacum). O tabaco possui caracteristicas agronémicas favoraveis, como
bom rendimento, estabilidade entre cultivos, ndo se trata de uma cultura alimenticia,
podendo ser feito 0 manejo integrado com outras culturas como milho e feijao, e possui
também significativa area foliar em comparacdo com outras culturas (HEEMANN,
2009). Além disso, técnicas de transformacéo genética estdo bem estabelecidas para
esta cultura (ANDRIANOV et al., 2010). No entanto, € necessario que se conheca bem
0 metabolismo lipidico envolvido na producdo do Oleo de tungue, assim como 0s
genes que codificam para as enzimas envolvidas nos momentos de maior acamulo de
Oleo, para que as chances de sucesso sejam aumentadas.

Neste contexto, alguns estudos tem abordado o papel de enzimas que estao
relacionadas ao acumulo de 6leo nas sementes de tungue, dos quais, duas tem
despertado a atencdo. Séo elas as Diacilglicerol aciltransferases (DGATS); do inglés,
diacylglycerol acyl transferase (EC 2.3.1.20), e as Dessaturases de &cido graxo
(FADs); do inglés, fatty acid desaturase (EC 1.14.19.1) (GALLI et al. 2014). As
enzimas DGAT catalisam a etapa final de acilacdo na via de biossintese dos
triacilglicerois (TAGS), transferindo um grupamento Acil, de Acil-CoA, para a posi¢cao
3 do diacilglicerol, formando o TAG (DYER et al. 2008). J4 as enzimas FADs séo
responsaveis por incluir insaturacées e/ou conjugacbes nos acidos graxos que
constituem os TAGs.

Portanto, neste trabalho, buscou-se entender, através de andlises in silico, o
papel das DGATs e FADs no metabolismo de tungue. Além disso, buscou-se, clonar
0s genes que codificam para VIDGATSs e VfFADs, que se mostrassem mais relevantes
para a sintese de acido a-eleostearico, em um vetor viral de expressdo, para que

futuramente pudessem ser utilizados na producéo deste acido graxo de tungue em
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folhas de tabaco. Ao longo deste trabalho, serdo melhor elucidadas as técnicas
utilizadas para realizagdo do mesmo, assim como as analises utilizadas e os métodos

empregados.

2 Objetivo

2.1 Objetivo geral
Caracterizar in silico os genes VIDGATSs e VfFADs, bem como realizar ensaios
preliminares para clonagem dos genes VIDGAT?2 e VfFADX, em vetor viral.

2.2 Objetivos especificos

- Realizar a triagem através de alinhamentos de contigs de mRNAs que
codificam para DGATs e FADs provenientes de bancos de mRNAseq ja descritos
anteriormente, oriundos de sequénciamento de frutos maduros de tungue;

- Determinar a regido codificadora (ORF, do inglés, open reading frame) das
sequéncias identificadas;

- Realizar analises de gendmica estrutural comparativa entre as sequéncias
identificadas com as de outras espécies da familia Euphorbiaceae;

- Analisar a expressao in silico de VIDGATs e VfFADs em frutos maduros de
tungue;

- Desenhar os primers para amplificacdo dos genes VIDGAT2 e VIFADX,
visando sua clonagem;

- Simular in silico o vetor viral TRBO com as sequéncias dos genes de interesse;

- Amplificar os genes VIDGAT2 e VfFADX;

- Realizar a restricdo enzimatica no vetor e no inserto para posterior montagem

in vitro das sequéncias.
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3 Revisdo bibliografica

3.1 Tungue (Vernicia fordii)

A arvore de tungue, ou simplesmente tungue, € um planta milenar que comecgou
a ser cultivada e utilizada comercialmente pela China, e é possivel encontrarmos
registros de sua utilizacdo em escrituras de Confucio a 400 anos a.C. Na China, o 6leo
de tungue tem sido utilizado a diversos anos para impermeabilizacdo de alvenaria,
tecidos, cal¢ados, roupas e papel. Além disso, o 6leo misturado com argamassa de
cal ou residuo de tungue queimado foi um dos primeiros agentes do mundo para
impermeabilizacdo e calafetagem de barcos (BROWN & KEELER, 2005). No Brasil, 0
tungue comecou a ser introduzido no inicio do século XX pela empresa de Tintas
Renner® (ALMEIDA et al., 2012; SILVA et al., 2013).

O tungue € uma arvore caducifolia, de ciclo de vida perene, e clima subtropical,
pertencente a familia Euphorbiaceae. Apresenta como caracteristicas fisicas uma
altura de cerca de 12 metros, com casca lisa, madeira macia, e folhas verdes escuras
em formato de coracao, de onde deriva o nome “tung” (do chinés, “cora¢ao”) (Figura
1 e 3). Suas flores sao de tonalidades brancas e rosadas, se apresentam em forma
de cachos e séo produzidas logo no inicio da primavera (Figura 2). A reproducao do
tungue se apresenta de forma mondica, isto €, as arvores possuem flores femininas e
masculinas, sendo, geralmente, flores pistiladas rodeadas por varias flores
estaminadas, em uma proporcdo média de uma flor estaminada a cada 20 flores. Ja
como caracteristicas dos frutos de tungue, podemos citar que estes sao esféricos,
tendo em média 1 a 2,5 centimetros de comprimento, variando de cor verde a roxo
escuro a medida que amadurecem, e possuem um envoltério duro, onde cada fruto
possui comumente 5 sementes, podendo variar de 3 a 7 (Figura 4) (BLACKMON,
1943) (BROWN & KELLER, 2005).
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Figura 1: Arvore de tungue em época de floragéo (Lanzetta, Embrapa Clima Temperado,
Pelotas/RS, 2014).

Figura 3: Folhas e frutos de tungue em estadio de amadurecimento (Biodiesel Brasil, acesso

em novembro de 2019).



23

Figura 4: Frutos e sementes de tungue (Wood Works, acesso em novembro de 2019).

Quanto a producéo, o tungue pode produzir frutos somente uma vez ao ano,
nos meses que contemplam o verdo, o que resulta na producéo de cerca de 2.000 kg
por hectare de 6leo (DUKE, 1983). Ja se tratando do rendimento do 6leo de tungue,
esse representa cerca de 50% do peso da améndoa e 20% do peso do fruto (CARELS,
2009). Ao cairem no chéo, os frutos sao deixados por algumas semanas para secar e
curar; a seguir as nozes sao separadas da casca e pressionadas para extracao de
6leo (BROWN e KELLER, 2005).

Quanto a suas caracteristicas fisiologicas, o tungue possui algumas vantagens,
como um sistema radicular profundo e pivotante, com crescimento de raizes laterais,
que é capaz de tolerar curtos periodos de estiagem sem comprometer de forma
significativa a producao de frutos. Devido a isso, é que prefere solos bem drenados,
com arejamento e alta capacidade de retencdo de umidade (BLACKMON, 1943;
BROWN e KELLER, 2005). Necessita de aproximadamente 350 a 400 horas de frio
(abaixo de 7,2 °C), para que ocorra a quebra de dorméncia e estimulo a floracéo.
Assim se torna possivel a diferenciacédo do florescimento e a frutificacdo. Entretanto,
geadas tardias podem afetar a producdo de flores e frutos quando atingem esses
tecidos, que séo frageis em inicio de formacdo, o que pode conferir um problema
frente a produtividade da planta (ALMEIDA et al., 2012).

O tungue vem sendo utilizado a diversos anos devido a qualidade secativa que
seu Oleo atribui a tintas, vernizes, epoxis, entre outros produtos. Inicialmente foi
pensado também para utilizacdo como biodiesel, por ser uma cultura oleaginosa nao
alimenticia (SHOCKEY, 2016). Estudos tem sido feitos para melhorar as atribui¢cdes
do dleo de tungue para esta finalidade. Entretanto, a respeito da cultura, outros
esforcos sdo necessarios para padronizar e assim melhorar a produgédo de sementes

de tungue para utilizagdo do 6leo, seja para uso como biodiesel ou na formulagéo de
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outros produtos (VANHERCKE et al., 2013). Estudos cientificos a respeito da cultura
do tungue no Brasil ainda sdo escassos, quando comparamos com outras culturas. A
producdo cientifica comeg¢ou a aumentar a partir de 2006, devido a busca por novas
plantas oleaginosas (ALMEIDA, 2012). O tungue € uma cultura exigente quando se
tratando de condic¢des climéticas, necessitando de condi¢cbes especificas para que se
obtenha uma producdo significativa. Exigindo verBes longos e Umidos, e em
contrapartida invernos amenos, ndo tdo rigorosos e nem tdo quentes. Além disso,
apresenta algumas caracteristicas pouco favoraveis, como baixo niumero de flores
fémeas (apenas uma dentre 20 flores), que diminuem a chance de polinizagéo e
consequentemente o numero de frutos. Possui baixa padronizagcdo no tamanho e
formato dos frutos (BROWN & KEELER et al.,, 2005). Contudo, a principal
problematica se encontra no tempo de geracdo de frutos. A producdo do tungue é
iniciada somente no terceiro ano apés o plantio, estabilizando a producdo no quarto
ou quinto ano e alcangcando sua maxima producdo somente em 10-12 anos (DUKE,
1983). Devido a isso e a crescente demanda por 6leos vegetais, a saida de Oleo de
tungue ndo tem sido capaz de satisfazer as exigéncias do mercado internacional
(ALMEIDA et al., 2012).

Sendo assim, se faz necessaria a busca por estratégias de melhorar a
producédo da arvore de tungue, tal como novas alternativas para obtencéo de 6leo do
mesmo. Com isso, pode-se destacar a producdo do 6leo em outras plantas, atraves

de técnicas de biotecnologia e engenharia genética.

3.2 Metabolismo lipidico de plantas

A sintese de lipideos em plantas € um processo sofisticado, que envolve
diversas etapas enzimaticas. Ao contrario de outros organismos, onde a sintese
ocorre no citosol, em plantas ela inicia nos plastideos. Além disso, os lipideos em
plantas sédo sintetizadas na forma de Triacilglicerdis (TAGS), que se apresentam como
ésteres compostos por trés acidos graxos (AG) ligados ao glicerol (1,2,3-propanotriol).
Esses lipideos se acumulam em micelas no citosol, chamados de oleossomos, e
guando necessério sdo levados aos peroxissomos para degradacao, o que tem como
vantagem nao causar um aumento na osmolaridade celular, porém também podem
ser encontrados em outros compartimentos celulares, como nos cloroplastos, fator

induzido por questdes ambientais. As fungcdes dos TAGs nos vegetais vao de reserva
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energética e de carbono, constituintes dos tecidos como da propria parede celular e
energia para o crescimento pés-germinativo. J4 nas folhas atuam como reserva
transitéria para AGs envolvidos na remodelacdo da membrana, sinalizacdo lipidica
e/ou renovacao de acidos graxos (XU & SHANKLIN, 2016; MANAN et al., 2017).

Quanto aos acidos graxos, esses sao divididos em dois grupos: insaturados e
saturados. Os AG insaturados sao aqueles que possuem uma ou mais ligacdes duplas
em suas cadeias carbonicas, e os saturados, sdo aqueles que nao possuem ligagbes
duplas carbono-carbono (CHRISTIE, 1986). Além disso, pode-se encontrar alguns
grupos funcionais nos AGs que conferem fungdes especificas na sua formacédo e
funcdo, como hidroxilas, epoxi, acetil, entre outros (DURRETT; BENNING;
OHLROGGE, 2008). Os principais AGs presentes nos 6leos vegetais sao os acidos
palmitico (16:00), estearico (18:00), oléico (18:01), linoléico (18:02) e linolénico (18:03)
(DURRETT; BENNING; OHLROGGE, 2008).

Podemos descrever a sintese de TAGs nas plantas em trés principais etapas,
gue ocorrem preferencialmente através de uma via dependente de Acil-CoA, onde o
mesmo € utilizado na incorporacéo de trés grupamentos acil ao glicerol, catalisada
pelas enzimas glicerol 3-fosfato aciltransferase (G3PAT, EC 2.3.1.15), &acido
lisofosfatidico aciltransferase (LPAT) e fosfatidico fosfatase (PAP, EC 3.1.3.4). A via
€ chamada Via de Kennedy, e as etapas subsequentes séo: a) biossintese de AGs
nos cloroplastos; (b) ativacéo e transporte dos AGs ao reticulo endoplasmatico; e por
fim (c) sintese de TAGs (Figura 5) (LI-BEISSON et al., 2013; MANAN et al., 2017).

Inicialmente, ocorre a conversao do acetil-CoA em malonil-CoA, pela enzima
acetil-CoA carboxilase (ACCase, EC 6.4.1.2). A ACCase se apresenta de duas formas
em plantas superiores: ACCase homomérica e heteromérica. A reacdo de
carboxilacdo é realizada pela forma heteromérica da ACCase, que possui quatro
subunidades: uma subunidade codificada no plastideo, a subunidade B da carboxil
transferase (BCT), e trés subunidades codificadas no nucleo, denominadas proteina
transportadora de biotina carboxila (BCCP, EC 2.1.3.15), biotina carboxilase (BC) e
subunidade a-carboxil transferase (a-CT) (LI-BEISSON et al., 2013). Se tratando do
tungue, estudos demonstraram que a BCCP, tem maiores niveis de expressdo nos
estadios finais de amadurecimento dos frutos, momento que coincide com maiores

niveis de producéo de 6leo. Além disso, foi descrito que o gene que codifica para a
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enzima homomérica ACCase também possui um aumento em sua expressao a
medida que os frutos amadurecem (GALLI et al., 2014).

Apos a formacado do malonil-CoA, a enzima malonil-CoA aciltransferase (MAT)
catalisa a reacdo de condensacdo do malonil-CoA com o auxilio da proteina
transportadora de acil (ACP, EC 2.7.8.7), formando malonil-ACP. Apés isso, deve
ocorrer a formacao de um acido graxo de 18 carbonos que € catalisada por uma série
de reacdes. Dentre elas podemos citar sete ciclos de reagfes de condensacéao,
reducao e desidratacao realizados pelas enzimas Slil e | (KAS I, EC 2.3.1.180 e KAS
I, EC 2.3.1.41), 3-cetoacil-ACP redutase (KAR, EC 1.1.1.96), hidroxiacil-ACP
desidratase (HAD) e enoil-ACP redutase (EAR). O cetoacil-ACP gerado sofre seis
adicOes consecutivas de carbono pela enzima KASI, o que resulta na formac¢ao de um
acido graxo de 16 carbonos, ligado a ACP, o palmitoil-ACP. O alongamento final
decorrente do palmitoil-ACP (16 carbonos) ao estearoil-ACP (18 carbonos) é
catalisado pela enzima KASII (EC 2.3.1.179) (LI-BEISSON et al. 2013).

Ja no reticulo endoplasmatico, o primeiro passo que ocorre para formacéo do
TAG é a conversao do diacilglicerol (DAG). As enzimas diacilglicerol aciltransferase
(DGATs) e fosfolipidio diacilglicerol aciltransferase (PDAT, EC 2.3.1.158) entéo
catalisam o final da rota dos diacilglicer6is (DAG) e o comeco da sintese dos
triacilglicerois (TAG): a DGAT transfere um grupamento acil, na forma de acil-
coenzima A, para um 1,2-diacilglicerol transformando-o em um triacilglicerol; enquanto
gue a PDAT transforma DAG em TAG através da transferéncia do grupamento acil
proveniente de um fosfolipidio (NELSON e COX, 2017). A formacé&o de acidos graxos
insaturados, ocorre pela acdo de enzimas dessaturases (FADs). Essas enzimas
removem dois hidrogénios e geram uma insaturacdo nos DAGs (MANAN et al., 2017).
As reacfes ocorrem a partir do 18:00 estearoil-ACP, que é dessaturado em 18:01
oleoil-ACP, por meio de uma enzima denominada ACP estearoil dessaturase (SAD,
EC 1.14.99.6). A seguir, novas insaturacdes ocorrem para geracdo de outros acidos
graxos, como o 18:02 linoleico-ACP e 18:03 linolénico-ACP. As reacdes séao
catalisadas pelas enzimas A12-dessaturase (FAD2, EC 1.3.1.35) e w3- dessaturase
(FADS3, EC 1.14.19.25), respectivamente (SHOCKEY et al., 2016) (Figura 5).
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Figura 5: Rota metabdlica de lipideos em plantas. TAG: triacilgliceril; AG: acido Graxo; DAG:
diacilglicerol; GL: galactoglicerolipideos; GPAT: glicerol-3-fosfato aciltransferase; PDAT: fosfolipideo
diacilglicerol aciltransferase; PDCT: fosfatidilcolina transferase; DGAT: diacilglicerol aciltransferase;
LPA: &cido lisofosfatidico; LPAAT: acido lisofosfatidico acil transferase; PC: fosfatidilcolina; PA: acido
fosfatidico; PAP: &acido fosfatidico fosfatase; CPT: colina fosfotransferase; LPC: acido fosfaltidilcolina;
MAG: monoacilglicerol; MAGL: monoacilglicerol lipase; DAGL.: diacilglicerol lipase; TAGL.: triacilglicerol

lipase; FADs: dessaturases de acidos graxos. (Manan et al., 2017 adaptado).

3.2.1 Regulacdo do acumulo de é&cido alfa-eleostearico no 6leo de tungue
através das enzimas DGAT2 e FADX

O acido alfa-eleostearico (a-ESA), presente no 6leo de tungue, € um &acido
graxo conjugado triendico, que corresponde a cerca de 80% do conteudo de acidos
graxos presentes nestas sementes (SMITH, 1971; PARK et al., 2008). Sendo assim,
0 Oleo de tungue possui uma quantidade reduzida em outros acidos graxos usuais,
como palmitato, estearato, oleato, linoleato e linolenato. Ja foi relatada a presenca do
a-ESA em outros espécies vegetais, como o0 melao chinés (Momordica charantia). No
entanto, no tungue é onde sdo encontradas as maiores e mais puras concentracdes
do a-ESA (SHOCKEY, 2016). Sua conformagédo tem chamado atencdo devido as
caracteristicas secativas que o a-ESA confere ao 6leo de tungue, e vem sido usado
pela industria desde entdo. Diversos estudos relataram diferentes utilizagées para o

0leo de tungue, como sua presenca em resinas de poliéster e epdxis, 0 que mantém
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a qualidade desses materiais, diminuindo a quantidade de materiais de origem fossil
ou toxicos no caso do epoxi (DAS et al., 2011; HUANG et al., 2014). Além disso,
devido a crescente busca por combustiveis de origem renovavel, preferencialmente
provenientes de culturas ndo alimenticias, o tungue também chamou atencédo dos
pesquisadores. No entanto, para um biodiesel ideal, s&o preferiveis AGs
monoinsaturados, pois esses possuem maior estabilidade oxidativa, diferente do a-
ESA de tungue (DURRETT; BENNING; OHLROGGE, 2008). Sendo assim, para uso
como biodiesel seria necessério que o contelldo do mesmo fosse diminuido.

O a-ESA se caracteriza bioquimicamente como 18:3A9cis, 11 trans, 13 trans
(Figura 6). Este, possui uma reatividade exclusiva, que possibilita sua participacéo em
uma variedade de reacdes quimicas, como reacdes acido-base, de esterificacédo, de
reducao, de polimerizacao térmica, reacdes de Diels-Alder e também adi¢cdo de duplas
ligacbes carbono-carbono (DAS et al., 2011).

HOOC 9

/7 Y/
11 13

Figura 6: Estrutura do a-ESA (SHOCKEY 2016).

Diversos estudos tém abordado o papel de enzimas que estéo relacionadas a
sintese e ao acumulo de 6leo nas sementes de tungue, e, mais especificamente, a de
a-ESA. Duas enzimas tém despertado a atencao por estarem intimamente ligadas ao
acumulo de 6leo em tungue, a VIDGAT?2 e a VfFADX (GALLI et al. 2014).

A enzima DGAT2 pertence as jA mencionadas DGATs. Até o momento, trés
DGATSs tém sido reportadas em tungue: DGAT1, DGAT2 e DGAT3 soluvel. De acordo
com Shockey et al. (2006), a expressao do gene VIDGAT2 em células de levedura
resultou em um acumulo elevado de TAGs em comparacdo com o VIDGATL1. Além
disso, foi demonstrado que a enzima DGAT2 incorpora preferencialmente acidos
graxos incomuns como o acido a-eleostearico em TAGs, diferente da DGAT1, que
incorpora AGs usuais, como oleato e palmitato (KROON et al. 2006). Vale mencionatr,
gue o VIDGAT2 é expresso em niveis baixos em outros tecidos do tungue, com

excecao do fruto, onde essa expressao € acentuada, principalmente nos estagios de
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maior amadurecimento do mesmo (GALLI et al., 2014). O VIDGAT1 por outro lado, é
expresso em niveis basais em todos os tecidos, e ndo demonstra aumento
significativo de sua expressao durante o desenvolvimento das sementes de tungue
(SHOCKEY etal., 2006; GALLI etal., 2014). Sendo assim, a enzima DGAT2 de tungue
demonstra desempenhar um papel importante na determinacdo do teor de 6leo e,
consequentemente, da incorporacao de a-ESA ao 6leo de tungue.

A enzima FADX é responsavel por transformar o acido linoleico em a-ESA,
introduzindo a ligagdo na posi¢cdo trans, e ndo cis como ocorre com outras
dessaturases. Esta apresenta cerca de 73% de similaridade de aminoacidos com a
FAD2, outra dessaturase. Assim como o VIDGAT2, o gene VfFADX apresenta um
aumento de sua expressao nos estagios mais avancados de amadurecimento dos
frutos de tungue, e foi demonstrado também que este s6 é expresso em frutos, nao
sendo expresso em nenhum outro tecido da planta (SHOCKEY, 2016). A FADX
também demonstrou em outros estudos possuir boa plasticidade enzimatica, por ser
capaz de gerar uma variedade de produtos alternativos de acidos graxos conjugados
e dessaturados na presenca de substratos exdgenos (DYER et al. 2002). Além disso,
um estudo filogenético comparando a FADX de tungue com outras enzimas que tem
o papel de modificadores de lipideos (dessaturase, hidroxilase, epoxigenase,
acetilenase e conjugase) revelou varias posicfes de aminoacidos proximos ao local
ativo que podem ser fatores importantes na determinacdo da atividade enzimatica
(DYER et al., 2002). th

Visto isso, estudos prévios ja haviam demonstrado que estes dois genes
aumentam sua expressao durante o desenvolvimento do fruto, atingindo os maiores
valores nas sementes de frutos maduros (GALLI et al. 2014). Em conjunto, estes
resultados demonstram que o papel dessas enzimas esta intimamente ligado ao
acumulo de 6leo nos frutos maduros.

Considerando entdo a importancia dos dois genes citados para o acumulo de
O0leo e sintese de a-ESA, estudos relacionados a compreensdo de como S&ao
regulados e o que determina sua especificidade de atuacdo em relacdo a outras FADs
e DGATs sdo de extrema importancia. Neste contexto, comparar as sequéncias
nucleotidicas e/ou aminoacidicas de FADs e DGATSs entre diferentes espécies com
conteddos distintos de acidos graxos, utilizando de ferramentas de bioinformética

pode fornecer informacdes relevantes. Como foi observado por REN et al. (2013), ao
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analisar polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) em 38 acessos de tungue,
reportou a presenca de dois SNPs em uma sequéncia de 1,2 kb do gene VIFAD2, por
exemplo, os quais foram associados a maiores niveis de a-ESA (REN et al., 2013).
Estes resultados indicam que além de uma gama de enzimas envolvidas no
processo de sintese e acumulo de a-ESA em tungue, estes processos também podem
ser dependentes de divergéncia nas sequéncias e nos mecanismos de regulacédo da

transcricdo dos genes que codificam para estas enzimas.

3.3 Tentativas de producdo de &cidos graxos conjugados de tungue em outros
organismos

Uma vez que a produtividade do tungue € limitada, esforcos para a
transferéncia de genes do mesmo, que codificam para as proteinas responsaveis pela
biossintese de a-ESA, para plantas com maior rendimento tem sido alvos de estudos.
Um dos primeiros relatos que se tem na literatura procede de uma abordagem de
estudo, com o objetivo de identificar todos os componentes envolvidos na biossintese
e acumulo de a-ESA nas sementes de tungue, feito por Dyer e colaboradores em
2002. Os pesquisadores se dedicaram a entender e demonstrar por meio de diferentes
técnicas o funcionamento de duas enzimas de tungue, a FAD2 e a FADX. Para isso,
clonaram os genes que codificam para as enzimas FAD2 e FADX de tungue em
leveduras (Saccharomyces cerevisiae). Com isso, conseguiram identificar que a FAD2
de tungue sintetiza acido linoléico e que o FADX de tungue converte o mesmo em a-
ESA (DYER et al, 2002).

Em 2004, dois anos depois, 0 mesmo grupo prosseguiu o trabalho decidindo
clonar os genes que codificam para a dessaturase de 6mega-3 (FAD3) de tungue em
leveduras. Observaram entdo que a quantidade de acido linolénico sintetizado nas
células de levedura pela FAD3 de tungue foi cerca de 10 vezes maior que o observado
pela expressdo de um FAD3 de colza (Brassica napus) no mesmo organismo. Estes
dados sugerem que FAD3 do tungue pode ser Util para a producao biotecnoldgica de
6mega-3 em organismos transgénicos (DYER et al., 2004). O 6mega-3 que é um acido
graxo de grande importancia para a dieta humana e que atualmente se encontra em
maior concentragcdo em tecidos animais, como de peixes.

No ano seguinte, em 2005, Shockey e colaboradores propuseram a clonagem

de duas isoformas de NADH: citocromo b5 redutase de sementes de tungue
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(VICBR1A e VfCBR1B), em Nicotiana tabacum cv. Bright Yellow 2 e em
Saccharomyces cerevisiae. Tendo o0 objetivo de analisar a funcdo e definir a
localizagcdo subcelular dessas enzimas, ambas expressas no momento de
desenvolvimento de sementes de tungue durante a sintese de 6leo. Estas enzimas
séo responsaveis pela doacao do par de elétrons que possibilita a reducdo de oxigénio
em algumas reacfes, pois durante o ciclo catalitico do FAD2, dois atomos de
hidrogénio sao extraidos do substrato de acidos graxos e transferidos para um atomo
de oxigénio para produzir agua como subproduto. Como resultados, apés a
superexpressao em Saccharomyces cerevisiae, o gene VICBR1A foi enzimaticamente
ativo e exibiu uma especificidade estrita para o NADH como redutor. A localizac&o
subcelular e as propriedades bioquimicas das enzimas de tungue sdo consistentes
com um papel potencial na dessaturacao e conjugacédo de acidos graxos. As analises
de imunofluorescéncia de célula de tabaco contendo CBR1A, CBR1B revelaram
direcionamento definitivo das proteinas para o reticulo endoplasmatico, enquanto uma
proteina CBR de Arabidopsis thaliana anteriormente ndo caracterizada foi direcionada
especificamente para mitocondrias (SHOCKEY et al., 2005).

Passando alguns anos, em 2011, os pesquisadores Heping Cao e
colaboradores realizaram a expressao do gene VIDGAT1 em Escherichia coli e
posteriormente sua purificacdo por cromatografia de afinidade. Entretanto, devido a
complexidade e entrelacamento que a proteina foi produzida nédo foi possivel a
completa purificacdo da mesma (CAO et al., 2011).

Um ano depois, em 2012, o mesmo grupo realizou a expressao e purificacao
da proteina DGAT2 de tungue também em E. coli. Segundo 0os mesmos, ainda tiveram
0 objetivo de comparar a expressao da DGAT2 em E. coli com a expressao em
leveduras. Contudo, devido ao fato de bactérias néo realizarem modificacées pos-
traducionais ou a proteina estar dobrada, a mesma néo exerceu sua funcdo como em
leveduras (S. cerevisiae). Além disso, foi verificado que a mesma deve estar
associada a outras proteinas, lipideos e membranas, como ocorreu com a DGAT1 no
estudo relatado anteriormente (CAO et al., 2012). Estes dados corroboram o fato de
gue proteinas complexas como as citadas necessitam de um sistema de expressao
eucarioto, como leveduras ou outras plantas.

O ano de 2012 foi um ano aureo para o tungue. Chen e colaboradores também

propuseram a expressdo de proteinas de tungue em organismos heterélogos. A
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aposta dos pesquisadores foi expressar VIDGAT2 e VIFAD2 em Aspergillus
fumigatus, um fungo endofitico isolado do préprio tungue. O experimento demonstrou
gue houve um aumento de mais de 6 vezes na producdo de acido linoléico em
comparacao com o fungo néo transgénico (CHEN et al., 2012).

Um ano depois, em 2013, Cui e colaboradores trouxeram novamente a
expressdo de VIDGAT2 em leveduras e comparam sua expressao com a expressao
da mesma em outros tecidos do tungue. A levedura escolhida pelos pesquisadores foi
uma espécie bem estudada por sua capacidade de produzir 6leos, a levedura
Rhodotorula glutinis. Como resultados obtiveram que VIDGAT2 foi altamente
expresso em clones de leveduras transgénicas, e o conteudo total de acidos graxos
em um desses clones, VIDGAT2-3, foi 7,8 vezes maior do que no controle (CUl et al.,
2013).

Em 2015, o mesmo grupo de pesquisa com associacdo entre outros
colaboradores publicou um estudo sobre os efeitos dos genes VIDGAT2 e VIFAD2 em
Rhodotorula glutinis e Arabidopsis thaliana no acumulo de &cidos graxos. Os dados
obtidos por PCR em tempo real revelaram niveis variaveis de expressao entre os
transgénicos, com um nivel de expressao mais alto de VIDGAT2 do que de VfFAD2.
A relacéo entre a expressdo de VfFAD2 e o acido linoléico aumentou em R. glutinis,
ja em A. thaliana ndo apresentou diferenca estatistica. O nivel de expressao de
VIDGAT2 foi estatisticamente correlacionado com o aumento do teor de acidos graxos
totais em R. glutinis e em A. thaliana. Com um nivel de expressédo semelhante entre
os transformantes contendo um ou os dois genes, 0s co-transformantes VfFAD2-
VIDGAT2 apresentaram um maior rendimento de acido linolénico (C18: 3) em R.
glutinis (aumento de 174,36%) e A. thaliana (aumento de 14,61%), e o0 acido
eicosatrienoico (C20: 3) foi enriquecido (aumento de 17,10%) em A. thaliana. Estes
dados sugerem que o VIFAD2-VIDGAT2 teve um efeito sinérgico no metabolismo de
acidos graxos insaturados em R. glutinis e, em menor grau, em A. thaliana (CHEN et
al., 2015).

No mesmo ano, Erp e colaboradores propuseram a clonagem de genes néo so
de tungue mas de mamona em Arabidopsis thaliana. Para o tungue, o gene escolhido
foi VIFAD e VIDGAT2. Obtiveram que a expressao de VfFAD em Arabidopsis produziu
aproximadamente 7,5% de a-ESA em lipidios de sementes. A co-expressdo de

VIDGAT2 aumentou os niveis de a-ESA para aproximadamente 11%. A
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superexpressao de VIDGAT2 combinada com a supressao de AtDGAT1 aumentou o
acumulo de a-ESA para 14% a 15% (ERP et al., 2015).

Ap6s anos de diversos estudos aqui relatados, pode-se observar que ao longo
do tempo foram construidas informa¢des que hoje podem ser usadas para tornar a
producdo de 6leo de tungue em outras plantas mais eficiente. Foi assim que em 2017,
Yurchenko e colaboradores propuseram dentre diversas abordagens expressar a
VIDGAT2 juntamente com a VfFADX em Arabidopsis, utilizando uma variedade
mutada que impede a decomposicao de acidos graxos, facilitando assim seu acamulo.
Os resultados demonstraram que houve um aumento sinérgico no teor de 6leo das
folhas de Arabidopsis € um acumulo de a-ESA (YURCHENKO et al., 2017). Este
estudo foi uma das principais fontes de inspiracéo para o presente trabalho.

O estudo mais recente que envolve a tentativa de clonagem de genes de
tungue em outros organismos foi proposto ainda este ano, 2019, por Liu e
colaboradores. O gene escolhido foi 0 que codifica para a proteina desidratase
transportadora de beta-hidroxi-acil-acil (HAD) de tungue. Essa proteina catalisa a
formacédo de enoil- [ACP] a partir de beta-hidroxilacil-[ACP] e desempenha um papel
fundamental na determinacdo da composicédo de acidos graxos durante o processo
de biossintese de 6leo. O gene foi detectado em todos os 6rgao da planta, mas seu
transcrito foi 0 mais abundante nas sementes de tungue nas 20 semanas apos a
floracdo, quando o 6leo se acumula mais rapidamente. O VfHAD foi clonado em E.
coli, S. cerevisiae e N. tabacum, e como resultado se obteve que a expressao
heter6loga de VfHAD aumentou significativamente o teor de acidos graxos C16 em
ambos os trés organismos.

Estes estudos nos ajudam a compreender de forma mais ampla o metabolismo
lipidico de tungue, e direcionar cada vez mais os estudos, uma vez que O

conhecimento cientifico € feito de etapas.

3.4 A importancia da bioinformatica para analises in silico

Apesar de diferentes estudos estarem elucidando diversas questfes
relacionadas ao metabolismo de tungue ao longo dos anos, ainda se faz necessario
gue se entenda melhor o papel de enzimas envolvidas no metabolismo lipidico do
tungue, sobretudo as enzimas DGATs e FADs. Sendo assim, ferramentas de

bioinformética podem ser um meio acessivel para o fornecimento de informacdes
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relevantes. J& que andlises de bioinformatica sdo ferramentas completas que
permitem testar in silico diversas hipoteses pensadas pelos pesquisadores, e entender
como funcionam alguns processos moleculares e bioquimicos nos organismos.

Dentre elas, podemos citar o alinhamento de sequéncias, que permite
comparar por meio de softwares especializados as semelhangas encontradas entre
diferentes sequéncias de aminoacidos das proteinas de interesse (HUNG e WENG,
2016). Além disso, podemos comparar essas sequéncias a nivel evolutivo, atraves de
arvores filogenéticas. Essa ferramenta permite que se observe ao longo da evolucéo
0 qudo préximas ou distantes estdo um organismo de outro, ou nesse caso, uma
proteina de outra. Ainda, pode-se comparar a proximidade evolutiva entre proteinas
de um mesmo grupo, analisando os motivos que foram conservados ou ndo, ao longo
da diferenciacdo dessas proteinas em sua estrutura que ditam as funcdes dessas
proteinas (CHOWDHURY e GARAI, 2017).

A nivel interativo, é possivel que através de ferramentas de bioinformatica, se
analise quais proteinas interagem com a proteinas de interesse em determinado meio,
e ainda quais interacdes sdo essas. Como de coexpressao, quais proteinas sao
homélogas ou até mesmo identificar genes vizinhos.

Outra abordagem interessante utilizada € a analise de expressao in silico, onde,
ferramentes especilizadas identificam através da quantidade de reads de um contig,
0 qudo ele é expresso em determinada situacdo. Sdo utilizadas para essa analise
sequéncias de bancos de mRNAseq. A analise da expresséo de determinados genes
habitualmente é feita in vitro, através de técnicas como a PCR em tempo real, da
analise de micro arranjos, SAGE ou Northern Blot. Contudo, essas analises podem
demandar mais tempo, material, reagentes, recursos humanos e custos em geral.
Visto isso, e com o0 acesso de bancos de mRNAseq cada vez mais completos,
incluindo os on-line, pode-se iniciar a realizacdo de andlises de expressao agora
também de modo in silico.

Sendo assim, essas analises se fazem importantes para que entendamos,
como, evolutivamente as enzimas envolvidas no metabolismo lipidico de tungue se

diferenciam de outras plantas da mesma familia a ponto de produzir o a-ESA.
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3.5 Utilizacdo de vetores virais para expressdo heter6loga de proteinas em
plantas

As plantas vém sendo utilizadas como meio para producédo heteréloga de
proteinas ha um tempo consideravel. Seja para producédo em larga escala de vacinas,
proteinas utilizadas em formulacdes comerciais, ou purificadas e utilizadas para algum
fim. Ao longo do tempo as técnicas de transformacdo genética foram sendo
melhoradas, e as plantas se apresentam como uma boa alternativa de biofabrica. Isso
se d& por possuirem a maquinaria eficiente de pds-traducdo de eucariotos, e mesmo
assim serem mais baratas que a utilizacdo de células ou modelos animais,
apresentando ainda maior taxa de sucesso e menor taxa de contaminacao,
juntamente com altas taxas de biomassa (MORTIMER et al., 2015).

Os vetores virais tém sido utilizados como um meio eficiente de introducéao de
transgenes em plantas, por possibilitarem a multiplicacdo deste quando inserido no
local do genoma viral onde se encontram 0s genes associados ao processo de
infeccdo, impedindo assim, que a mesma ocorra na planta. Esse método foi baseado
na maquinaria de infeccado do Virus do Mosaico do Tabaco (TMV) (LINDBO, 2007).
Atualmente existem diversos vetores virais, que semelhantes a um plasmideo
bacteriano, possibilitam que um inserto, contendo o gene de interesse, seja
introduzido a maquinaria de transcricdo da célula vegetal. Este vetor serve como um
“facilitador” ja que possui a capacidade inata proveniente do virus de se multiplicar na
célula vegetal, multiplicando assim o transgene. A expressao do gene na planta se da
de forma transiente, isso €, por um periodo de tempo limitado, o que faz com que a
técnica seja ideal para determinar funcdo de genes, podendo também ser utilizada
para a producédo de biofabricas vegetais.

Ao longo do tempo, a técnica foi aprimorada e foi visto que inserir o vetor viral
recombinante contendo o gene de interesse em uma bactéria que naturalmente
também infecta plantas tornaria o processo mais eficiente (MORTIMER et al., 2015).
A bactéria em questdo € a Agrobacterium tumefaciens, conhecida por causar a
doencga “galha da coroa” em plantas (TZFIRA et al., 2004). Contudo, as cepas
utilizadas em técnicas de biologia molecular ndo possuem 0s genes que causam a
doenca, nao interferindo na integridade da planta (BRASILEIRO, 2015). Surgiu assim
0 processo de agroinfiltracéo, processo pelo qual agrobacteria contendo o vetor viral

recombinante, é introduzido na planta.
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As vantagens de se utilizar vetores virais para transformagdo genética séo
diversas. No entanto a principal vantagem é a possibilidade de realizar a
transformacdo na planta ja adulta, ndo sendo necesséario o cultivo in vitro para
transformacdo na plantula (CANCADO et al., 2009). Eliminando esta etapa,
eliminamos também as dificuldades encontradas no cultivo in vitro, como necessidade
de padronizacéo de cultivo, problemas com contaminagdes, necessidade de meios de
cultivo mais elaborados e até mesmo ambiente estéril para realizacdo das atividades
(BRASILEIRO, 2015).

Neste trabalho, foi escolhido, devido a abordagem de superexpressao, a
utilizagdo do vetor viral TRBO (do inglés, “TMV RNA-based overexpression”). Além
disso, este vetor apresenta boa taxa de infeccdo quando utilizado em tabaco, por ser
uma variacao do vetor TMV (LINDBO, 2007). Este vetor é produzido e vendido pela
empresa Addgene e conta com sitios de restricdo para diversas enzimas e outros

elementos que podem ser observados na Figura 7.
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Figura 7: Mapa do vetor viral de pJL-TRBO

Podemos observar no vetor a presenca de um elemento préximo aos 2000pb,
o0 TMV-6mega. Este elemento € um enhancer, que tem o objetivo de ressaltar a
expressdo do vetor em tabaco. Além disso, pode-se notar a presenca de origens de
replicacdo para multiplicagcdo do plasmideo em bactérias, caracterizado pelo “oriV”.
Vale ressaltar a presenca das enzimas escolhidas, a Pacl e Avrll. Demonstrado pelo
simbolo “KanR” observa-se também a presenca do marcador de selecdo do vetor,
para o antibiotico Kanamicina. Nos simbolos representado por peguenos
quadradinhos, é possivel observar a presenga das “left” (LB T-DNA repeat) e “right”
(LR T-DNA repeat) borders no vetor, ou seja, bordas esquerda e direita. O “T” em T-

DNA é referente ao DNA de transferéncia necessario para que o plasmideo seja
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transcrito na planta que sera inserido. Este comeca a ser transcrito da esquerda para
a direita. Vale ressaltar a presenca das enzimas escolhidas, a Pacl e Avrll, dentre
outras diversas (Figura 7).
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4 Materiais e Métodos

4.1 Anélises In silico

4.1.2 Alinhamento de sequéncias e analise filogenética

Inicialmente as sequéncias de VIDGATs e VfFADs foram obtidas a partir de
bancos de dados de RNAseq de tungue previamente obtidos pelo nosso grupo de
pesquisa e depositados no GEO (gene expression omnibus) sob o numero
GSE50810, e diretamente a partir do GenBank (NCBI). Desta forma, foram localizadas
diversas contigs correspondentes a sequéncias de VIDGATs e 7 sequéncias ja
curadas de VfFADs. Para determinar quais destes contigs de VIDGATSs apresentavam
sequéncias completas destes genes, os mesmos foram alinhados entre si utilizando a
ferramenta ClustalW 1.8.1, e suas ORFs determinadas utilizando a ferramenta online
ORFinder (NCBI). Este passo foi feito para realizar uma triagem inicial das sequéncias
para posteriormente ser feito o seguinte alinhamento. Desta forma foram obtidas as
sequéncias curadas de VIDGATs. A seguir, sequéncias de DGATs e FADS de
mamona (Ricinus communis) e pinhdo-manso (Jatropha curcas) foram obtidas a partir
do Genbank e alinhadas com as de tungue, previamente comentadas, com a
ferramenta ClustalW 1.8.1, utilizando parametros padrdo do mesmo. As sequéncias
de mamona e de pinhdo-manso foram utilizadas a método de comparacdo com o
tungue por se tratarem de plantas oleaginosas bem conhecidas da mesma familia do
tungue, a Euphorbiaceae.

Posteriormente, as sequéncias foram submetidas ao programa MEGASG,
utilizando o método de agrupamento Neighbor Joining, com valores de bootstrap de
1000 (TAMURA et al., 2007). A edicdo da arvore gerada foi feita através da ferramenta
online iTOL (itol.embl.de/upload.cgi)

4.1.3 Heat Map

O Heat Map foi realizado para aferir a expressao in silico dos genes das
enzimas DGATs e FADs em tungue, utilizando o software MeV 4.9 . O Heat Map é um
mapa de calor que calcula por meio da quantidade de reads de um gene o quao ele é

expresso.


https://itol.embl.de/upload.cgi
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Para a realizacdo desta andlise, as contigs correspondentes as sequéncias
curadas de VIDGATSs e VfFADs (obtidas conforme item anterior) foram localizadas nos
dados suplementares apresentados por Galli et al (2014). Neste referido estudo, as
sequéncias presentes no banco de mRNAseq obtido a partir de sementes maduras
de tungue foram alinhados aos contigs de DGATs e FADs utilizando Bowtie v 0.12.7
com os parametros padrdes a fim de verificar a abundancia destes genes nesta
biblioteca. A contagem das leituras foi realizada com auxilio da ferramenta SAMtools
(version 0.1.16). Desta forma, o estudo informa o nimero de reads obtidos para cada
uma das contigs. Estes dados foram utilizados para a geracdo deste Heat map.

4.1.4 Interatoma

Através da sequéncia de aminoacidos da proteina que mais demonstrou ser
expressa no Heat Map, foi feita o interatoma com a ferramenta STRING 11.0 (db.org).
O interatoma possibilita detectarmos as proteinas que estdo interagindo com a
proteina de interesse. E necessario entrar com a sequéncia de interesse e selecionar
0 organismo ao qual faz parte. Infelizmente o tungue ndo se encontra disponivel no
banco de dados, entdo a planta escolhida que mais se assemelhou ao tungue foi a
mamona, que como ja mencionado é uma Euphorbiaceae oleaginosa, assim como o

tungue.

4.1.5 Analises de motivos
Esta andlise foi realizada para aferir relacdes evolutivas entre as diferentes
DGATs e FADs de tungue através da identificacdo de motivos conservados presentes

nas mesmas. A analise foi feita utilizando a ferramenta MEME Suit 5.1.0.

4.2 Desenho de primers e Construcédo do vetor (in silico)

Primeiramente, as sequéncias de VIDGAT2 e VfFADX foram obtidas do
GenBank (NCBI), e foram salvas em arquivo FASTA. Apés isso, através do software
Vector NTI os primers forward (F) e reverse (R) foram desenhados. Foi levado em
consideracao os padrdes de qualidade como temperatura de anelamento, quantidade
de GC (guanina e citosina) tal como a quantidade de dimeros e hairpins. Os primers

para VfFADX foram feitos a partir da maior ORF, que contém 1186 pares de base. Ja
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os primers para VIDGAT2 foram desenhados a partir da maior ORF também, de 1068
pares de base.

Apoés, foi adicionada nas extremidades das sequéncias dos primers, sitios de
clivagem para enzimas de restricdo. As enzimas sao necessarias para clivar o inserto
e 0 vetor em posi¢cdes concisas para que seja possivel o encaixe do inserto no local
correto do vetor TRBO. As mesmas foram escolhidas com base na melhor dupla que
estivesse posicionada de forma estratégica no vetor TRBO, onde fosse possivel
adicionar a sequéncia dos insertos, os genes VIDGAT2 e VIFADX. As enzimas
escolhidas foram entdo a Pacl e Avrll que clivam na posicdo 5 e na posi¢ao 3,
respectivamente. A seguir, as sequéncias foram enviadas a empresa Thermo Fisher
SCIENTIFIC para que fosse feita a sintese.

A montagem do vetor TRBO com os insertos in silico também foi realizada no
software Vector NTI. Foi adicionado nos sitios de restricdo das enzimas as sequéncias
dos primers de VIDGAT2 e VIFADX.

4.3 Extracdo de acidos nucléicos, sintese de cDNA e Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR)

Inicialmente amostras de fruto maduro e folhas de tungue foram obtidas da
sede da Embrapa Clima Temperado da cidade de Pelotas/RS. As amostras do fruto
foram maceradas com auxilio de nitrogénio liquido e foram imediatamente
armazenadas em ultrafreezer a -80 °C. As amostras de folha foram armazenadas em
freezer a -20 °C até o momento das analises. Foi feita a extracdo de RNA de cerca de
0,1g de amostra de fruto maduro utilizando o reagente Concert Plant RNA Reagent
(Thermo Fisher SCIENTIFIC™) conforme instru¢gdes do fabricante. A qualidade do
RNA extraido foi avaliada através de eletroforese utilizando gel de agarose 0,5% e
corado com brometo de etidio, enquanto que a concentracdo foi avaliada utilizando a
técnica de espectrofotometria (NanoVue™ Plus GE Healthcare Life Science). A partir
de 500ng de RNA total, foi realizada a digestdo com 1U de DNAse e 1 x DNAse |
Reaction Buffer (Invitrogen™), e posteriormente a sintese de cDNA com a enzima
MMLYV (Invitrogen™), conforme indica¢des do fabricante.

Para extracdo do DNA da folha de tungue, foi utilizado o reagente PureLink
Total DNA Purification Kit (Invitrogen™) também de acordo com as instru¢gdes do

fabricante. A qualidade foi avaliada também por eletroforese em gel de agarose 1%
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corado com brometo de etidio, e a concentracdo por espectrofotometria utilizando o
mesmo equipamento.

Com o material genético a ser utilizado (cDNA ou DNA) extraido, e 0os primers
especificos para os genes VIDGAT?2 e VfFADX foi realizada a técnica de reacdo em
cadeia de polimerase (PCR) para amplificacéo dos genes de interesse. As condigbes
da PCR foram uma temperatura de desnaturacdo do DNA de 95°C, por 5 minutos,
seguida por uma de 45 segundos, uma temperatura de anelamento de 50°C para
ambos 0s genes através de 35 ciclos, uma temperatura 6tima de reacdo para acéo da
enzima taq polimerase de 72°C por 45 segundos, e ap0s a repeticdo dos ciclos, por 7
minutos. O reagente utilizado foi o kit GoTag® Green Master Mixes (Promega™) em
aparelho termociclador modelo T100™ (Bio-Rad). O produto da PCR foi verificado
através de migracao eletroforética em gel de agarose 1% corado com brometo de
etidio.

4.4 Construcédo do vetor de clonagem (in vitro)

O vetor escolhido foi o vetor viral TRBO, adquirido comercialmente da empresa
Addgene, para realizacéo da construgao do vetor foi necessario a extracdo do mesmo,
gue se encontrava inserido em bactéria do género E-coli cepa DH5-ALFA, adaptada
para clonagem. Inicialmente foi feito um pré in6culo de 12 horas da bactéria para
favorecimento do crescimento e multiplicacdo do vetor pela mesma, em meio Luria
Bertani (LB), com antibiético Kanamicina a 50mg/L utilizado como marcador de
selecdo. No dia seguinte, o pré-inoculo foi passado para um volume de meio LB maior,
também com antibidtico, para obtencdo de massa celular. Apés isso, a extracao do
mesmo foi feita por protocolo adaptado através das Solucdo 1 de Lise, Solucdo 2
solubilizadora de lipideos, e Solucdo 3 neutralizadora de pH que precipita 0 DNA
cromossomal, onde por fim se adiciona o isopropanol para precipitacdo do DNA
plasmidial, que € o de interesse (SAMBROOK and RUSSEL, 2001). A qualidade da
extracdo do vetor plasmidial foi analisada por eletroforese em gel de agarose 0,8%
corado com brometo de etidio, enquanto que sua concentracdo foi avaliada por
espectrofotometria (NanoVue™ Plus GE Healthcare Life Science). Apos a extracdo
do vetor, o mesmo foi clivado com enzimas de restricdo escolhidas, Avrll e Pacl

conforme instruc¢des do fabricante (Invitrogen™) para fazer abertura na regido concisa
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ao encaixe do inserto. Os padrbes de cortes foram analisados também por
eletroforese em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etidio.
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5 Resultados e Discusséo

Sendo assim, neste trabalho foram realizadas analises utilizando ferramentas
de bioinformatica que permitem elucidar melhor as questbes envolvendo o
metabolismo lipidico do tungue. Além disso, foram realizados 0s passos iniciais para
clonagem de duas proteinas importantes também no metabolismo lipidico de tungue,
a VIDGAT2 e a VfFADX. Os resultados obtidos sédo apresentados nos itens

subsequentes.

5.1 Analises In silico

5.1.2 Identificagcdo e estrutura dos genes VIDAGTs e VIFADs e analises
filogenéticas

Inicialmente foram realizados alinhamentos das sequéncias de contigs dos
genes VIDGAT e VfFAD extraidos de bancos de mRNAseq e do Genbank através da
ferramente ClustalW (Figura 8). Os resultados serviram para que fosse possivel fazer
a triagem das sequéncias, determinar as sequéncias curadas, e também utiliza-las
nas analises filogenéticas. Desta forma, foi possivel a identificacdo de 3 formas de
VIDGATSs: a VIDGAT1, VIDGAT?2 e a VIDGATS3 Soluvel (Figura 9). E também 7 formas
de VfFADs: a VfFADX, VfFAD2, VfFADS3, VfFAD3 Precursora, VfFAD3 do RE, VfFAD6
e VfFADO9.
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Clustal Omega
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Clustal Omega is a new multiple sequence alignment program that uses seeded guide trees and HMM profile-profile techniques to generate alignments between three
or more sequences. For the alignment of two sequences please instead use our pairwise sequence alignment tools.

Important note: This tool can align up to 4000 sequences or a maximum file size of 4 MB.

STEP 1 - Enter your input sequences

Enter or paste a set of

PROTEIN

sequences in any supported format:

Figura 8: Ferramenta Clustal Omega utilizada no alinhamento de sequéncias.
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VIDGAT2Z o e 0
VEDGATL  mmmm e e e e e e 0
VFDGATSoluble MELSGVALRQLPCFSSRIVNSSEFRDKGHLQCYNYYHGEARFVRCGPSSLSGIKKEKESA 60
VFDGAT2 o
VFDGATLT ~ mmmmmmmmmmeeeeee- MTTILETPDNSTDATTSGGAES-SSDLN------ LSLRRRRTA- 35
VFDGATSoluble MSKKKLKLLKGLSKDLSVFFQIDPDNSQAKLVAEAAQEL TKELQELRAKEKELKRNKKQE 120
VFDGAT2 o
VIDGATL ~ mmmmmmmmmmmmmmm e SNSDGAV - - - -AELASKIDELES--------- 54
VfDGATSoluble KAKLKAEARTNYQCQSSTSECSDSECDSNLRNGVVQPVLVELQQQLEATGHDTSSNLSKA 180
VFDGAT2 o
VFDGATL e DAGGGQVIKDPGAEMDSGTLKSNGKDCGTVKDRIENRENRGGSDVK 100
VFDGATSoluble QAKRIEVCMGNKCKKSGGAAL LEAFESVVG- - -VEGAVVGCKCM- - - - - - GKCRDGPNVR 231
VFDGAT2 MGMVEVKNEEEVTTFKSGETYPT 23
VFDGAT1 FTYRPSVPAHRALKESPLSSDNIFKQSHAGLFNLCIVVLVAVNSRLITENIMQYGWLIKT 160
VFDGATSoluble VN----- AAHDPIT--===-==-- TPPNSYPLCIGVGLEDVG-VIVANYF -~~~ - - - 265
VFDGAT2 NTFQSVLALATWLGSFHFILFLVSSSTFLPFSKFLLVIGLLLFFMVIPTINDRSKLGQCLF &3
VFDGAT1 GFWFSSRSLRDWPLLMCC - -~ -~ === ===~~~ ==~~~ LTLPIFSL------- A 187
VFDGATSoluble = =~ QDKDKHLGLAPAS - = = = = = = = = = = = = = e e e e e 278
*
VFDGAT2 SYT-SRHVCSYFPTTLHVEDINAFRSDRAYVFGYEPHSVFPIGVMILSLGLIPLPNIKFL 142
VFDGAT1 AYLVEKLACRKYISAPTVVFLHILFS-------- STAVLYPVSVILSC-ESAVLSGVA-- 236
VFDGATSOlUble == e s o e e e e e e e e e 278
VFDGAT2 ASSAVFYTPFLRHIWSWCGLTPATRKNFVSLLSSGYSCILVPGGVQETFYMKQDSEVLLL 202
VFDGATL - LMLFA--CIVWLKLVSYAHTNFDMRALA- - -NSVDKGDALSNASSAESSHDVSF 285
VFDGATSOlUble == e s o e e e e e e e e e 278

Figura 9: Exemplificacdo dos dados que s&o gerados na ferramenta de alinhamento. Na figura vemos
o alinhamento das sequéncias de DGATSs de tungue, no entanto, como mencionado, essa analise foi
feita para todas as sequéncias de DGATs e FADs de tungue, mamona e pinhdo-manso.

As sequencias génicas das VIDGATs e VfFADs curadas foram entdo avaliadas
guanto ao tamanho e orientacao de suas regifes codificadoras através da ferramenta
ORFinder (NCBI) (Figura 10). Conforme observado na Tabela 1, as DGATSs variaram
de tamanho de 223 a 319 aa, sendo que a DGAT1 se apresentou em sentido
antisense, e as DGATs 2 e 3 em sentido sense. Quanto as FADs, variaram de
tamanho entre 300 a 458 aa. Com excecédo a FAD2, que se apresentou em sentido

sense, todas as demais FADs se apresentaram em sentido antisense (Tabela 2).
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As informacdes de nome, abreviacéo, contigs, tamanho em aminoacidos (aa),
posicado inicial e final dos mesmos, e analise de quadros de leitura (frames), nos
ajudam a classificar as sequéncias em seus tamanhos, e verificar onde comecam e
terminam essas sequéncias de aminoacidos. Pode-se observar que as contigs, tanto
de DGATs quanto de FADs, continham tamanhos similares em aminoacidos, mas
correspondiam a genes diferentes. As maiores contigs analisadas de cada VIDGAT e
VfFAD foram utilizadas para geracdo de uma arvore filogenética e estao contidas na

tabela.
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Figura 10: Demonstracéo da ferramenta ORFinder (NCBI).

Tabela 1 - Dados das sequéncias de VIDGATSs.

Posi. Posi.
Tamanho inicial final

Nome Abreviacéo Contig (aa) (aa) (aa) Frame
Diacilglicerol
Aciltransferase 1 DGAT1 21 Locus 555 Transcript_10 14 319 1880 921 -3
Diacilglicerol
Aciltransferase 2 DGAT2 21 _Locus_ 4727 _Transcript_8 10 223 228 899 +3
Diacilglicerol

Aciltransferase 3
(solavel) DGAT3 - 278 1 837 +1




Tabela 2 - Dados das sequéncias de VfFADs de tungue.
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Posi. Posi.
Tamanho inicial final
Nome Abreviacéo Contig (aa) (aa) (aa) Frame
Delta 12 dessaturase
de &cido graxo FAD2 51 Locus 184 contig 5 6 383 432 1583 +3
Dessaturase/conjugase
de &cido graxo FADX 31 Locus 16 contig 5651 6924 386 1337 177 -2
Omega-3 desaturase
de acido graxos FAD3 21 lLocus_314 contig_13 20 458 1400 24 -3
Omega-3 dessaturase
de AG (RE) FAD3RE 51 Locus 14571 contig 3 4 300 1346 444 -3
Omega-3 dessaturase
de acido graxo FAD3
precursora Precursora 31 Locus 4593 contig 4 4 452 1789 431 -3
Omega-6 dessaturase
de AG (cloroplasto) FAD6 41 locus 1134 contig 5 9 417 1890 637 -1
Delta 9 dessaturase de
acido graxo FAD9 21 Locus 244 contig_22 25 370 1244 132 -3

Apoés, foi realizada a analise filogenética utilizando as sequéncias curadas de

DGATs e FADs de tungue, aléem das sequéncias de mamona e pinhdo-manso, para

aferir as relacfes evolutivas dessas enzimas nas trés plantas.

A respeito da arvore filogenética das DGATSs, pode-se observar que na Figura

11, foram formados 3 clados distintos, sendo que 1 clado contém somente as

DGATSs1, outro somente as DGATs2 e outro com as DGATs3 Sollveis.

Tree scale 0.1

10U
B2

|
1001

50

100

VIDGAT2
JcDGAT2
RcDGAT2
VIDGAT3Soluble
RcDGAT3Soluble
VIDGAT1
JcDGAT1
RcDGAT1

Figura 11: Arvore filogenética das DGATSs de tungue (Vf), mamona (Rc) e pinhdo-manso (Jc), com 0s

valores de bootstrap descritos.

Pode-se confirmar que existe a identidade em cada uma das sequéncias

preditas de DGATSs obtidas de tungue, visto que VIDGAT1 se encontra no clado das
DGATs1, a VIDGAT2 no clado das DGATs2 e a VIDGAT3 no clado das DGATs3. Além

disso, deve-se ressaltar a proximidade da VIDGAT3 com a RcDGATS3, que ja havia
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sido observada anteriormente por Cao et al., 2013. Esses dados demonstram como
genes semelhantes se conservam ao longo da evolu¢cdo em plantas das mesmas
familias para manter funcdes importantes para as mesmas. Além disso, sugerem que
a divergéncia das 3 sequéncias ocorreu antes do surgimento destas 3 espécies e que
apenas pequenas modificacdes na sequencia aminoacidica ocorreram apos esta
especiacdo, caracaterizando as sequéncias de DGATs de Vf ort6logos das de Jc e
Rc.

Ja na arvore filogenética das FADs, observa-se na Figura 12, que mais clados
foram formados, ja que a familia das FADs é mais ampla e inclui outros grupos de
dessaturases. Sendo assim, foi formado um clado composto majoritariamente de
FADs3, onde contém também, no entanto, a JCFAD2 do RE, o que indica que esta é
mais proxima das FADs3 do que das FADs2 proriamente ditas, diferente da JCFAD2
gue nado se encontra no RE. O outro € composto de FADs2, e nesse clado também
estdo presentes as FADsX, o que demonstra que as FADsX sdo coOpias que se
originaram a partir das FADs2, e se assemelham mais a FAD2 de Jc, do que a FAD2
de tungue. Além disso, foram formados clados que incluem as FADs Sintase e FADs
oxirredutases. Essas ultimas, ainda ndo estdo bem caracterizadas em tungue, motivo
pelos quais ndo foram apresentadas na arvore. Ainda, deve-se citar que foram
formados dois subclados independentes dentro do clado das FADs2 e FADs3: o
subclado da VfFAD9 e o subclado da VfFADG, sugerindo que estas enzimas surgiram
ainda antes da diversificacdo entre FAD2, FAD3 e FADX, e que a VfFADG6 surgiu a
partir de mutacdes da VIFAD9. além disso, a diferenca a nivel aminoacidica sugere
gue apresentam funcdes distintas das demais FADs. Essas enzimas sado atualmente
pouco caracterizadas, justamente pelo fato de ndo serem descritas versfes ortélogas

em outros organismos como temos das FAD2 e 3, por exemplo.
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Figura 12: Arvore filogenética de FADs de tungue (Vf), mamona (Rc) e pinhdo-manso (Jc), com 0s

valores de bootstrap descritos.

No caso das FADs, foi observado o mesmo padrdao que se observou nas
DGATs, em praticamente todas as enzimas. Além disso, deve ser ressaltada as
proximidades evolutivas que as enzimas que se localizam no mesmo compartimento
dentro da célula apresentam. Como é o caso da FAD3 de mamona e pinhdo-manso
gue se encontram no RE.

Apés, foi realizado a andlise de motivos conservados entre as VIDGATs e
VfFADs de tungue de acordo com o item 4.1.5. Podemos observar na Figura 13 que
foram encontrados 5 motivos entre as VIDGATs. Sendo que desses, 0s motivos 2, 3
e 4 estdo presentes nas 3 copias de VIDGATSs, o motivo 1 presente na DGAT1 e na
DGAT3 e o motivo 5 na DGAT1 e DGAT2. Esses dados demonstram que as regifes
foram conservadas nos genes que codificam para as VIDGATs em tungue, devido as
semelhanca nas fun¢des que as mesmas exercem. O que vai de encontro com as
proximidades evolutivas encontradas na arvore filogenética apresentada acima. No
entanto, existem algumas divergéncias na quantidade e locais de motivos entre as
sequéncias, que demonstram que essas proteinas diferem entre si em possuem
fungBes distintas. Essas diferencas podem ser a nivel de especificidade ou tipos de
substratos em que atuam ou mesmo local de funcdo em diferentes compartimentos

celulares, diferentes tecidos ou momentos ao longo do desenvolvimento da planta.

44 RcFADNADbindingoxidoreductasesputative
97 I
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Name p-value Motif Locations

VDGAT1 3.04e-31 M . [ m
VIDGAT2 2.88e-24 ] m / M

VfDGAT3Soluble  2.88e-24 o m M e

Motif Symbol Motif Consensus
1. I RDWGHLQCC

. [ CIGWCKLVPYVRVNF

[ FFMVDP

[ | TPPNSY

| MQEGWLIKQ

SESSIN

Figura 13: Motivos conservados encontrados nas sequéncias das enzimas DGATs de tungue.

Ja se tratando dos motivos conservados em FADs de tungue, (Figura 14) foram
encontrados também 5 motivos, onde destes, todos estdo presentes em todas as
FADs, com variacdes apenas na localizacdo dos mesmo. Com excecao da VIFADSG,
gue apresentou somente os motivos 1 e 2. Vale destacar que os genes VIFAD2 e
VIFADX s&@o 0s que possuem a maior proximidades entre si. Podemos observar
também que o gene que mais se distancia € o VfFADG, o que corrobora com os dados
obtidos na arvore filogenética acima, onde podemos observar que ele pode ser um
gene mais derivado, que sofreu mais modificacbes ao longo da evolucdo, nao
mantendo tantas regibes conversados, ja que o surgimento desta FAD pode ter

conferido vantagem adaptativa a planta e, por isso, se manteve evolutivamente.

Name p-value Motif Locations
VFFAD2 5.06e-188 I |
VIFADX 1.53e-184 I |
VFEAD3 8.06e-200 [ s [ [
VfFAD3PRECURSOR  6.18e-194 T e [
ViFADG 2.16e-53 I
Motif Symbol Motif Consensus
1. 3 YHGWRISHRRHHSNTGSLERD
2. Il L IKPILGKYY
3. FSYVVRDLAVVEGEYAIALY
4. I
5 |:| PLYLPFNLWGRSPGKFGSHYDPYSPJYAPRERKEIYTSDAC

Figura 14: Motivos conservados encontrados nas sequéncias das enzimas FADs de tungue.
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5.1.3 Analises de expressao in silico

Foi realizada uma analise de expressao in silico para geracao do Heat Map das
sequéncias de DGATs e FADs de tungue (Figuras 15 e 16). A leitura do mapa se d&a
de acordo com as cores mais quentes do mesmo, como demonstrado na linha de cima
de cada mapa, que vai de tom azul vivo até amarelo vivo, onde temos 0 maior nimero
de reads, isso €, uma expressao mais acentuada.

Na Figura 15, pode-se observar que o gene mais expresso foi o VIDGATL,
seguido de VfDGAT2 e por fim o VIDGATX (VfDGAT3 soluvel). No entanto, era
esperado que, de acordo com a literatura e estudos in vitro, VIDGAT2 fosse a mais
expressa em frutos maduros de tungue, contudo, VIDGAT1 obteve um maior nimero
de reads nesta analise. Porém, a VIDGAT1 ndo deixa de apresentar taxas de
expressao relativa altas em frutos maduros, corroborando para esses dados (GALLI
et al., 2014). Esse fato pode ser devido aos dados descritos na literatura nao
apresentarem uma comparacgao entre as copias, apenas entre as amostras avaliadas.
Além disso, deve-se ressaltar que as analises de expresséo in silico, sdo baseadas
no alinhamento dos reads, e se houve qualquer interferéncia no processo de
sequenciamento, pode haver uma modificacdo na quantidade de reads,

superestimando as sequéncias mais expressas no momento do sequenciamento.

I
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Figura 15: Heat Map das sequéncias de DGATSs de tungue.
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Ja na Figura 16, os dados de FADs demonstram que a maior expressao se deu
da VfFADX e VfFAD2, seguido da VfFADG6, da VfFAD9, da VfFAD3 Precursora, e por
fim da VfFAD3 e VfFAD3 do RE. Estes dados foram esperados, ja que havia sido
demonstrado em outros estudos in vitro, que a VfFADX ¢é altamente expressa no fruto
maduro, que foi o parametro utilizado para esta analise (SHOCKEY et al., 2016). Além
disso, em Galli et al.,(2014) pode ser observado in vitro, esse mesmo padrdo de
expressao quando olhamos para os dados apresentados em fruto maduro, o que

indica correlacdo positiva entre avaliacao in silico e in vitro.
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Figura 16: Heat Map das sequéncias de FADs de tungue.

Visto isso, pode-se dizer que a andlise de expressao in silico € um parametro
relevante a ser analisado, mas nao é perfeito, se fazendo interessante a combinacgao

de diferentes métodos para uma melhor confiabilidade.

5.1.4 Analise de interatoma

Apoés a obtencdo dos demais dados de bioinformatica, se fazia interessante
verificar, através de um interatoma, quais proteinas interagiam e que tipo de interacao
faziam, com algumas das DGATs e FADs de tungue.

As reacOes metabdlicas nos organismos sdao muito complexas e envolvem
diversas enzimas que se relacionam entre si (MANAN et al., 2017). Essa afirmacao
pode ser vista através dos interatomas gerados. Nos 3 interatomas, realizados com
as sequéncias de DGAT1, DGAT2 e FADX, podemos observar a presenca de
diferentes enzimas que nado participam somente do metabolismo lipidico mas de
outras reacdes que precisam ocorrer na célula. Os interatomas obtidos forneceram
informacdes de proteinas pertencentes a intera¢des do tipo textmining, co-expressao
e com validacdo experimental, os quais sdo representados através de linhas

amarelas, pretas e rosadas, respectivamente (Figura 17).
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Figura 17: Legenda obtida da ferramenta STRING que demonstra o que cada cor significa no

interatoma.

Na Figura 18, podemos observar nas linhas pretas uma co-expressao entre a
DGAT1 de tungue e diversas proteinas que interagem entre elas. A exemplo da
fosfolipase D que aparece em duas isoformas no interatoma. Essa enzima esta
envolvida no metabolismo de fosfolipideos estruturais, como a fosfatidilcolina e a
fosfatidiletanolamina, e seus principais produtos sdo o acido fosfatidico, que é
apresentado na Figura 5 do item 3.2 deste trabalho, como integrante da rota de
lipideos em plantas, que tem uma funcéo impar na transducéo de sinal intracecular, e
a colina (KOLESNIKOV et al.,, 2012). Além disso, ocorre uma interacdo de
coexpressao também com a Peroxina 3 (Pex3), que juntamente com a Pex19 e Pex12
denominada no interatoma “Proteina de biogénese do peroxissomo 12” sdo essenciais
para a biogénese de peroxissomos e direcionamento de proteinas para a membrana
do peroxissomo (THEODOULOU, et al., 2013). Pode-se observar também na Figura
5, a importancia do peroxissomo no metabolismo lipidico, e ndo s6 nele mas em
diferentes funcdes celulares. Além disso, sdo demonstradas outras proteinas como
de ligacdo ao DNA, de ligacdo a ions metalicos, e fatores de transcricdo, que nao
necessariamente estdo diretamente ligados ao metabolismo lipidico mas
desempenham funcfes gerais na célula, e indiretamente se correlacionam com 0s

niveis de DGAT1 nas células.
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Figura 18: Resultado do interatoma realizado com a proteina DGAT1.

Ja no interatoma da DGAT2 (Figura 19), podemos observar a presenca de
proteinas relacionadas ao metabolismo lipidico; no entanto, a maioria destas
interacdes ndo sao de co-expressao e sim de textmining, ou seja, foram citadas nas
mesmas publicacdes em que a palavra 'DGAT?2' foi citada. Estas interacGes do tipo
textmining (linhas amarelas) como é o caso da proteina de Destoxificacdo de
proteinas, da Proteina N-benzoiltransferase de antranilato e de outras proteinas que
ainda ndo foram caracterizadas. Ja as interacfes do tipo co-expressao (linhas pretas)
apontaram para proteinas esperadas, como as DGATs 1 e 3. Além disso, pode-se
citar a interacao com as diferentes isoformas da PDAT 1 e 2 (fosfolipideo diacilglicerol
aciltransferase) que € uma enzima com funcéo e localizacdo bem préxima as DGATSs
catalisando também os DAGs (MANAN et al., 2017).
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PDAT1-1

Por fim, analisando o interatoma da FAD2 de tungue (Figura 20), também séo
encontradas diferentes interagcdes do tipo textminings (linhas amarelas), mas também
de co-expresséo (linhas pretas), além de interacdes determinadas experimentalmente
(linhas rosadas). Pode-se observar a presenca de interacdes de co-expressao com as
DGATs, o que é um fato bem interessante e corrobora para o embasamento do
trabalho de que esses grupos de enzimas estdo interligadas no metabolismo de
lipidios. Além disso, observamos interacées com outras FADs, como a FAD3 e FADS9.
Observa-se uma interacéo de co-expressao com a proteina 3 Oxoacil sintase, e com
outra proteina transportadora de grupamentos acil, aos quais interagem também com
as FADs presentes no interatoma. Observa-se ainda a presenca da KASII
desempenhando diversas interacdes com as proteinas presentes no interatoma, isso
por ser uma cetoacil sintase, essa enzima (juntamente com as outras enzimas KAS)
adicionam carbonos para alongamento de cadeias de AG (LI-BEISSON et al., 2013).
Por fim, deve ser citada a presenca da enzima NIA (nitrato redutase) que reduz o
nitrato a nitrito e esta envolvida no metabolismo de praticamente todas as plantas
(DONATO et al., 2004).
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Figura 20: Resultado do interatoma realizado com a proteina FAD2.

5.2 Clonagem dos genes VIDGATZ2 e VIFADX em vetor viral

Foi entdo que, através dos dados obtidos com as analises de bioinformatica, e
com dados coletados na literatura, decidiu-se dar inicio a clonagem dos genes
VIDGAT?2 e VfFADX.

Os primers foram desenhados no software Vector NTI seguindo as diretrizes
padrao incluindo sequéncias relativas aos sitios de restricdo enzimatica (Figuras 21 e
22). Ao passo seguinte, foi obtido as sequéncias de primers demonstrada na Tabela
3.

Primer F Primer R

Pacl(6) AvrIl (1064)

VFDGAT2
1068 bp

Figura 21: Demonstragdo dos primers forward (F) e reverse (R) de VIDGAT2 e as sequéncias das
enzimas de restricdo Pacl e Avrll nas extremidades.
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Primer F Primer R

Pacl(6) Avrll(1175)

VFFADX
1179 bp

Figura 22: Demonstracdo dos primers forward (F) e reverse (R) de VfFADX e as sequéncias das
enzimas de restricdo Pacl e Avrll nas extremidades.

Tabela 3 - Sequéncias de primers dos genes VIDGAT2 e VIFADX.

Gene Sequéncia dos Primers 5’ 3’
VIDGAT2 F TACTCTCCTCTTAATAAGAGTATTG
VIDGAT2 R TAAACTTGAAATTTTTTGACC

VIFADX F CTTAACAGAACAATGGGAG
VIFADX R TCTGGTATAGTAATAAGTTTTGA

Como as sequéncias de primers tinham o objetivo de amplificar a proteina
integral, os mesmos foram desenhados nas extremidades das sequencias génicas,
apesar de o programa ter informado que os primers desenhados possam formar
dimeros e hairpins, que eventualmente poderiam influenciar na eficiéncia dos primers.

Com as sequéncias desenhadas, foi feito a montagem in silico dos genes de

interesse, no vetor TRBO através do software Vector NTI (Figuras 23 e 24).



59

KS primer
pBluescriptks TMV Omega
LB T-DNA repeat r

oriV j

onV
Ka nR%

TRBOVFDGAT2
11844 bp
trfA
RB T-DNA repeat\/
Avrll (7005)
VIDGAT2 Pacl (5762)

Figura 23: Demonstracao do vetor viral TRBO+VfDGAT2.

KS primer
pBluescriptKS TMV Omega
LB T-DNA repeat

onV \\

f% e

TN

TRBOVfFADX
11774 bp
trfA
RB T-DNA repeat\/
Avrll (6935)
VIFADX Pacl (5762)

Figura 24: Demonstracéo do vetor viral TRBO+VfFADX.
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Seguindo os passos para realiza¢do da clonagem, foi feita a extracdo do acidos
nucléicos de tungue conforme descrito no item 4.3 onde, os resultados sao
demonstrados através da migracgédo eletroforética em gel de agarose.

O material genético extraido (fosse RNA ou DNA) serviria como molde para
amplificacdo de VIDGAT?2 e VfFADX. Para isso, era necessario que o mesmo tivesse
uma qualidade e integridade adequadas para que ndo houvessem contaminantes, que
resultassem em inibicdo da PCR. A qualidade do RNA foi aferida conforme item 4.3,
e como resultados obtivemos uma concentracao de 368,4 pg/pl; a razdo Azeozso NM
(relacdo &cido nucléico/proteina) foi de 1,94; e a razdo de Aoz Nm (relacdo
proteina/compostos fendlicos) de 1,02. Esses resultados indicam uma qualidade
suficiente para prosseguirmos com a PCR. A qualidade do DNA também foi aferida
de acordo com o item 4.3 e os resultados obtidos foram uma concentracdo de 114,5
Hg/pl; razdo Azeorso Nm de 1,6; e a razdo de Azso2z0 Nm 0,5. Esses resultados indicam
uma qualidade suficiente para prosseguirmos com a PCR, ja que os valores ideais
destas razdes vao de 1,8 a 2,2 de qualidade. Na Figura 25, pode-se observar as
bandas de DNA de tungue em gel de eletroforese. No gel pode-se observar que ha

pouca ou nenhuma degradacao no DNA.
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Figura 25: Gel de eletroforese demonstrando a extracdo de DNA de tungue. As duas bandas

representam duplicatas da extracao.

O gene VIDGAT2 foi amplificado com sucesso, como demonstrado na Figura
26, permitindo a utilizacdo deste amplicon para os procedimentos de clonagem. Foram
utilizados primers que amplificassem a proteina ubiquitina como controle positivo das
reacoes de PCR, sendo esta um gene enddgeno em plantas, incluindo o tungue.

No entanto, dificuldades foram encontradas ndo permitindo que fosse feita a
amplificacdo do gene VfFADX até o presente momento (Figura 26). Uma vez que
variaveis como condi¢Bes da reacdo de PCR, amostra e reagentes foram testadas,
acredita-se que a razao pela qual ndo se tenha obtido éxito tenha sido a baixa
eficiéncia dos primers, que foi a Unica variavel que nao foi possivel ser alterada devido
a questdes de tempo e orcamento. E sabido que para que o gene seja amplificado,
diversas condicbes devem estar adequadas, como qualidade do material genético,
qualidade dos reagentes, primers puros e sem contaminagdo, primers que nao
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formem dimeros e al¢as, sendo este Ultimo, um fator que néo foi possivel alcancar até

0 momento.

Figura 26: Gel de eletroforese demonstrando o resultado da ampificacdo por PCR dos genes VIDGAT2
e VfFADX, onde 1: marcador de peso molecular; 2: VfFADX; 3: VIDGATZ2; 4. Controle ubiquitina.

A segquir, foi realizada a extracdo do vetor TRBO para que fosse possivel
prosseguirmos com o0s cortes utilizando enzimas de restricdo, para posterior
montagem com o inserto, o gene VIDGAT2. Como observado nas Figuras 27 Ae B,
o vetor TRBO se comporta de duas formas distintas de acordo com seu enovelamento,
ou de sua conformacao, por se tratar de um construcdo de DNA circular que pode se

linearizar e monstrar um padrdo de banda distindo no gel de agarose.
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Figura 27A: Gel de eletroforese demonstrando a extracdo do vetor TRBO na conformacédo de 1 banda
indicada com a seta. 27B: Gel de eletroforese demonstrando a extracéo do vetor TRBO na conformacéo

de 2 bandas indicadas com a seta.

A qualidade das extracdes foi verificada conforme item 4.4 apresentando
valores adequados, nos quais a concentracao foi de 384,5 pug/ul, a relagcdo Azeorzso foi
de 2,1 e a relagé@o Azso230 Nm foi de 2,3. Sendo assim, prosseguimos para a digestao
enzimatica, realizada conforme item 4.4. Como pode ser observado na Figura 28, foi
possivel realizar a digestdo enzimatica do vetor TRBO com a enzima Avrll. No entanto,
guando tentado realizar o corte em outra extremidade com a enzima Pacl, ndo obteve-
se sucesso. Foram testadas diversas variaveis, e seguidas as instru¢cdes de acordo
com o fabricante. Foram testadas reacfes de corte com diferentes extracdes de
vetores, eluidos em agua ou em TE (tampéo de eluicdo constituido por tris-base e
EDTA). Este ultimo que inicialmente se pensou ser o agravante, ja que o EDTA por
ser um quelante de ions poderia estar atrapalhando o substrato contido no tampéo
para que a enzima agisse. No entanto, ao ser trocado o TE para eluicdo em agua
ultrapura livre de nucleases, ainda nao foi possivel realizar a digestdo. Visto isso,
acreditou-se que a enzima nao estaria funcional. Sendo assim, foi feita a busca em
departamentos da universidade que trabalham com enzimas de restricdo, porém por
se tratar de uma enzima especifica e pouco utilizada, ndo foi encontrado outro
exemplar da enzima. Infelizmente a falta de tempo hébil para aquisicdo de uma nova

enzima impossibilitou que até o presente momento fosse feita a digestdo do vetor
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TRBO com a enzima Pacl. Desta forma, optou-se por ndo realizar a digestédo

enziméatica do inserto.

Figura 28: Gel de eletroforese demonstrando a digestdo enzimatica do vetor TRBO com a enzima de
restricdo Avrll. Onde, 1: controle da reacdo, contendo somente o vetor e o tampdao utilizado para a

enzima, sem ser feita a digestdo enzimatica; 2: vetor apos a digestdo enzimatica.
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6 Conclusdes e perspectivas

Visto a importancia econémica que o tungue e seu 6leo apresentam, sobretudo
para a regidao Sul do Brasil, e percebendo a importancia da realizacdo de estudos
acerca do metabolismo lipidico de tungue é que se conclui este trabalho. Nele, foi
possivel entender melhor sobre a filogenia, organizacdo, e interacdo de enzimas
DGATs e FADs, em especial a DGAT2 e FADX de tungue, em comparacao ainda com
outras Euphorbiaceaes, a mamona e o pinhdo-manso.

Foi possivel observar que as enzimas envolvidas no metabolismo lipidico de
tungue, mamona e pinhd-manso, tem proximidade evolutiva de acordo com sua
funcao e localizacdo, demonstrando o papel da conservacao de genes importantes
para determinada especialidade nas plantas. Além disso, foi observado que as
enzimas DGATs e FADs de tungue conservam alguns motivos de fungdes entre si 0
gue demonstra que embora muito parecidas, ndo sado identicas e cada uma possui
uma funcao e um papel a ser cumprido. Este fato pode ser visto também analisando
o interatoma, onde cada enzima interage com proteinas diferentes.

Além disso, observou-se ser possivel a extragcdo do material genético (RNA e
DNA) de tungue, tal como a amplificacdo por PCR do gene VIDGAT2. Foi possivel
também a extracdo do vetor viral TRBO seguido de sua digestdo com a enzima de
restricdo Avrll. No entanto novas tentativas sdo necessarias para que seja possivel a
amplificacdo do gene VIFADX, e digestdo com a enzima de restricao Pacl.

Como perspectivas futuras, deseja-se prosseguir com a clonagem dos genes
VIDGAT2 e VfFADX para expressao transiente em tabaco. Para isso visamos,
juntamente com o grupo de pesquisa, adquirir primers novos para amplificacdo do

gene VfFADX, tal como a aquisicdo de uma nova Pacl funcional.
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