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RESUMO

Jatropha curcas possui um grande potencial econdmico devido ao elevado teor de dleo e
proteinas de suas sementes. No entanto, a presenga de diterpenos t6xicos nas sementes desta
planta, os ésteres de forbol (EF), inviabiliza o aproveitamento do residuo da extracdo de 6leo na
alimentacdo animal. As vias biossintéticas de tais compostos ainda ndo foram elucidadas, porém
€ conhecido que a enzima sintase do casbeno € comprometida com esta rota, sendo o seu produto
o mais provavel precursor dos EF. Em J. curcas a expressdao de nenhum dos genes para a sintase
do casbeno foi encontrada em sementes, mas sim em folhas e raizes, indicando que estes sdo os
provdveis sitios de sintese de EF. Com objetivo de avaliar o envolvimento da sintase do casbeno
na regulacdo da biossintese e acimulo de EF em sementes, dois genétipos com teor de EF
contrastante foram comparados quanto a expressao relativa de genes para a sintase do casbeno
em raiz e folha. Nove genes foram expressos em raiz e um também em folha, em ambos os
gendtipos. A expressdo relativa de sintase do casbeno em folha foi cinco vezes superior para o
gendtipo com maior teor de ésteres de forbol, enquanto que em raiz ndo houve diferenca
significativa para a expressdo relativa entre os genotipos. Essa diferenca entre os niveis
transcricionais de sintase da casbeno em folhas indica que essas provavelmente contribuem
significativamente para a biossintese e acimulo de EF e que a atividade da sintase do casbeno na
regulacio da biossintese de ésteres de forbol ndo € determinada transcricionalmente.
Complementarmente, o presente trabalho avaliou a eficiéncia de diversos protocolos para
hibridizacdo in situ e PCR in situ em J. curcas com o intuito de contribuir para o
desenvolvimento de técnicas de andlise de expressdo génica in situ nesta espécie. No entanto,
foram encontrados diversos obstdculos para a obtencdo de resultados satisfatorios. Estas técnicas
requerem muito tempo para serem otimizadas, pois todas as adaptagdes devem ser empiricamente
testadas, 0 que torna o processo muito oneroso, € muitas vezes sao restrita para tecidos e genes

especificos.

Palavras chave. Jatropha curcas. Sintase do casbeno. Esteres de forbol. Hibridizagdo in situ.

PCR in situ



ABSTRACT

Jatropha curcas has a great economic potential due to its high oil and protein seeds content.
However, the presence of toxic diterpenes, phorbol esters (PE), precludes the employment of the
oil extraction residue into animal feed. PE biosynthesis has not yet been elucidated, casbene
synthase is known to be involved in this biosynthetic pathway, and its product casbene is the
most likely precursor to PE. In J. curcas, expression of none of the genes for caspase synthase
has been found in seeds, but was reported to leaves and roots, the probable sites for PE synthesis.
In order to evaluate the involvement of casbene synthase in regulation of PE biosynthesis and its
accumulation, two genotypes with contrasting PE content were compared for the relative
expression of casbene synthase genes in root and leaf. Nine genes were expressed in root and one
was also expressed in leaf in both genotypes. The relative expression of casbene synthase in leaf
was five times higher for the high PE content genotype, whereas in roots there was no significant
difference for the relative expression between the genotypes. These results indicate that the
leaves probably contribute significantly to PE biosynthesis and that the activity of casbene
synthase in the regulation of phorbol esters biosynthesis is not determined transcriptionally.
Additionally, we evaluated the efficiency of several protocols for in situ hybridization and in situ
PCR in J. curcas aiming contribute to the development of in situ gene expression analysis
techniques for this species. However, several obstacles were encountered to obtain satisfactory
results. These techniques require a lot of time to be optimized as all adaptations must be
empirically tested, which is very time and resource consuming and are often restricted to specific

tissues and genes.

Key words. Jatropha curcas. Casbene synthase. Phorbol esters. In situ hybridization. In situ PCR
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1 INTRODUCAO

1.1 Jatropha curcas L.

O pinhdao manso (Jatropha curcas L.) (Fig. 1) é de grande importancia para a
producdo de biocombustiveis. Esta planta apresenta sementes com alto conteido de 6leo que
pode ser facilmente convertido em biodiesel, juntamente com um elevado teor proteico que
poderia ser utilizado no aproveitamento do residuo da extracdo de 6leo para a alimentagdo animal
(Achten et al., 2008; Weyerhaeuser et al., 2007). Porém, este recurso ndo pode ser aproveitado
devido a presenca de diversos compostos toxicos nas sementes, em especial os diterpenos ésteres
de forbol (EF) (Goel et al., 2007; Haas, Sterk e Mittelbach, 2002).

A ocorréncia de um genétipo de J. curcas com teor de EF reduzido foi documentada
no México (Insanu et al., 2013; Vera-Castillo et al., 2014), porém a producdo de biocombustiveis
utiliza quase que exclusivamente os genotipos com elevado teor de EF (King et al., 2009).
Comparagdes entre estes gendtipos com teor contrastante de EF ndo mostraram diferengas quanto
ao teor de proteina ou 6leo, apenas na concentracdo de EF (He et al., 2011; Makkar, Aderibigbe e
Becker, 1998; Martinez-Herrera et al., 2006). Desta forma, o estudo comparativo entre estes
genotipos de J. curcas pode ser uma base para o desenvolvimento de variedade ndo toxicas desta

planta.

1.2 Biossintese de terpenos

A biossintese de terpenos (Fig. 2) se inicia pela producdo de isopentenil-difosfato
(IPP) e dimetilallil-difosfato (DMAPP), que ocorre no citosol e plastideos (Meena et al., 2017).
No citosol, IPP € produzido a partir de reacdes de condensacdo de moléculas de acetil-coA pela
via do 4cido mevaldnico (via MVA), e moléculas de DMAPP sdo produzidas a partir da
isomerizagdo de IPP pela reagdo da enzima isopentenil pirofosfato isomerase (Kasahara, 2002).
Enquanto que em plastideos, o [IPP e DMAPP sdo formados a partir de piruvato e gliceraldeido-3-
fosfato através da via do metileritritol fosfato/1-deoxi-D-xilulose (via MEP) (Eisenreich, Rohdich

e Bacher, 2001; Lichtenthaler, 1999). Em seguida, as moléculas de IPP e DMAPP produzidas no



Figura 1 - Pinhdo manso (Jatropha curcas L.)

Fonte: Imagem do autor
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Figura 2. Biossintese de terpendides.
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citoplasma sdo utilizadas na sintese de farnesil difosfato (FDP) precursor de sesquiterpenos e
triterpenos, ao passo que o IPP e DMAPP oriundos de plastideos, sao utilizados na biossintese de
geranil difosfato (GDP) e geranilgeranil difosfato (GGPP), precursores de mono- e diterpenos
(Gerber et al., 2009). Porém, estes precursores para a sintese de terpenos no citoplasma e
plastideos ndao sdo necessariamente isoladas, pois existe um fluxo de compostos de 5 carbonos
entre o citosol e os plastideos (Bick e Lange, 2003; Kasahara, 2002; Laule et al., 2003). GGPP ¢é
formado pela ag¢do da preniltransferases chamadas GGPP sintase (Lin et al., 2010). Esta enzima
adiciona trés moléculas de IPP (5C) a uma molécula de DMAPP (5C) para formar o composto de
20 carbonos, GGPP, estd molécula € o principal ponto de ramificacdo na biossintese de

diterpenos, dentre estes, os ésteres de forbol (Fig. 3) (Bouvier, Rahier e Camara, 2005; Cheng et

al., 2007).

1.3 Biossintese de ésteres de forbol

A biossintese de ésteres de forbol ainda ndo foi elucidada, porém € conhecido que a
sintase do casbeno (CS) participa desta rota, sendo o seu produto o mais provavel precursor
destes diterpenos (Fig. 4) (Kirby et al., 2010). A sintase do casbeno foi inicialmente clonada e
caracterizada para Ricinus communis (Mau e West, 1994), e posteriormente para outras plantas da
familia Euphorbiaceae, como J. curcas (Kirby et al., 2010; Nakano et al., 2012) a qual apresenta
14 sequéncias gendmicas para CS putativas (Tabela 1), que serdo referidos neste trabalho como
sintases do casbeno (King et al., 2014; Sato et al., 2011). Anélises de transcritos para sintases do
casbeno demonstrou que nenhum destes genes € expresso em sementes, com apenas alguns sendo
relatados em folha e raiz (King et al., 2013). Este padrao espacial de expressao indica que os EF
provavelmente sao sintetizados nas folhas e raizes e posteriormente transportados para as
sementes (Nakano et al., 2012). Em relacdo a distribui¢do espacial dos ésteres de forbol nas
sementes, estes sdo mais concentrados no tegma e com concentracdo decrescente do exterior para
o interior do endosperma (He et al., 2012), o que também refor¢a a hipotese de que a biossintese
destes compostos ocorre no tecidos maternais. Dessa forma, a comparacdo da expressdo
transcricional de CS entre gendtipos com teor de ésteres de forbol contrastante pode contribuir
para a elucidacdo do envolvimento da sintase do casbeno na regulacdo da biossintese e acimulo

de ésteres de forbol. A compreensdo desta rota biossintética ¢ um passo fundamental para o
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aprimoramento de estratégias de silenciamento génico por RNAi que possibilitem o
desenvolvimento de variedades ndo téxicas de J. curcas, e assim, o residuo da extragdao de 6leo

possa ser utilizado na alimentac@o animal.

1.4 Analise de expressao génica

A expressdo de genes de sintase do casbeno foi detectada para raizes e folhas de J.
curcas, no entanto, os tecidos nos quais estes genes sdo expressos ainda nao foram determinados
e este € um importante passo na compreensdo da fun¢do de um gene. Sendo assim, o
aprimoramento de protocolos para determinar a expressdo destes genes in sifu € uma importante
etapa no entendimento do papel da CS na biossintese de EF. Para tanto, podem ser empregadas as
técnicas de hibridizacdo in situ (ISH) e PCR in situ. A hibridizacdo in situ utiliza sondas
marcadas com nucleotideos ligados a digoxigenina (nucleotideos-DIG), um esterol encontrado
apenas em pétalas e folhas de Digitalis purpurea (Foidl et al., 1996), de maneira que a
especificidade da sonda € confirmada pelo uso de controles. Em experimentos de ISH sdo
utilizadas duas sondas separadamente, uma anti-senso, complementar ao transcrito alvo e uma
sonda senso, com a mesma sequéncia que o transcrito alvo. Tais sondas apresentam
comprimentos semelhantes € mesmo percentual de bases GC. Dessa maneira, € esperado se obter
com a sonda senso, o sinal plano de fundo que correspondente a interagdo inespecifica da sonda
com o tecido, enquanto que com a sonda anti-senso o sinal correspondente a sonda hibridizada ao
transcrito alvo, dessa forma, demonstrando em quais células especificas do tecido ocorre o gene é
transcrito. A PCR in situ, por sua vez emprega uma adaptacdo da RT-PCR, de maneira que, o
transcrito alvo € utilizado como molde para a sintese de um DNA complementar (cDNA), e o
cDNA resultante € entdo amplificado por PCR com iniciadores especificos e nucleotideos-DIG.
Para a deteccdo do sinal, tanto a hibridizacdo in situ como na PCR in situ utilizam anticorpos para
digoxigenina, conjugado a enzima fosfatase alcalina, que € diretamente responsavel pelo
desenvolvimento de sinal. Desta forma, a deteccao do sinal demonstra a presenca da enzima
conjugada ao anticorpo, que por sua vez reconhece os nucleotideos-DIG possibilitando a
marcacdo de regides especificas do tecido que apresentam o transcrito para o gene alvo e dessa

forma relacionar a expressdo génica com a anatomia da planta (Bagasra, 2007; Hejitko et al.,

2006).



Figura 3. Esteres de forbol encontrados no 6leo de J. curcas.
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Figura 4. Possivel participa¢do de sintase do casbeno (CS) na biossintese

de ésteres de forbol.
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Tabela 1. Genes para sintase do casbeno encontradas no genoma de J. curcas

Gene

Produto génico

Jer4S01081.10

Sintase do casbeno

Jer4S01081.20

Sintase do casbeno

Jer4S01081.30

Sintase do casbeno

Jerd4S07766.10

Sintase do casbeno

Jer4S00143.10

Sintase do casbeno

Jer4S500946.40

Sintase do casbeno

Jcr4S04129.10

Sintase do casbeno

JerdS13838.10

Sintase do casbeno

Jer4S03300.10

Sintase do casbeno

Jcr4S04482.10

Sintase do casbeno

JerdS20454.10

Sintase do casbeno

Jer4S06058.10

Sintase do casbeno

Jerd4S03853.10

Sintase do casbeno

Jerd4S03333.20

Sintase do casbeno

Dados do autor
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No estudo da participagdo de genes na regulacdo de rotas biossintéticas € importante
considerar que a expressdo génica apresenta alguns pontos de controle, podendo ocorrer nos
niveis transcricional, pds-transcricional, traducional e pds-traducional, a depender do gene
(Nakaminami et al., 2014; Sousa Abreu, de et al., 2009). Desta maneira, organismos com nivel
de expressdo transcricional semelhante, para um determinado gene, ainda assim, podem
apresentar fendtipos diferentes devido a fendmenos de regulacdo pds-transcricionais distintos.
Além disso, o padrdo espacial da expressdo génica também pode influenciar fortemente o
fenétipo (Chou et al., 2016).

Levando isso em consideracdo, o conhecimento da localizacdo da expressao génica
da sintase do casbeno € crucial para a compreensdo da biossintese de ésteres de forbol. Com o
objetivo de avaliar a participacdo de genes para sintases do casbeno na regulagdo da biossintese
de EF, amostras de raiz e folha de dois gendtipos de J. curcas com teor de EF contrastante forram
avaliadas quanto a expressdo de sintase do casbeno por RT-PCR e RT-qPCR. Também foram
testados protocolos de hibridizacao in situ e PCR in situ para tentar estabelecer um método de

andlise de expressdo génica in situ nesta planta.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

O objetivo geral deste trabalho foi determinar o perfil transcricional da sintase do casbeno
na regulacdo da biossintese e acimulo de ésteres de forbol através da comparagdo da expressio
relativa de CS em dois genétipos de J. curcas, que apresentam teor contrastante de ésteres de

forbol.

2.2 Objetivos especificos

e Comparar a expressdo de sintases do casbeno em raiz e folha de dois genodtipos de J.

curcas com teor de ésteres de forbol contrastantes por RT-PCR e RT-qPCR;

e Avaliar a eficiéncia de protocolos de hibridizacdo in situ e PCR in situ com o intuito de

analisar a expressdo génica in situ de sintase do casbeno em J. curcas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Expressao de sintase do casbeno em raiz e folha

3.1.1 Material biologico

Neste estudo foram utilizados dois genétipos de J. curcas, um com alto teor de
ésteres de forbol (Alto [EF]), e baixo (Baixo[EF]). Para o genétipo alto [EF], foram coletadas
sementes de pinhdo manso na fazenda experimental da UFC, enquanto que para o genétipo baixo
[EF], foram usadas sementes disponibilizadas pela EMBRAPA (Brasilia). Os experimentos
foram organizados em trés replicatas bioldgicas independentes, sendo em cada replicata,
coletadas amostras de trés plantulas. Estas foram cultivadas na casa de vegetacdo da UFC, em
areia lavada, irrigadas diariamente e mantidas sob iluminacio natural. Foram coletadas amostras
de raiz com 15 dias ap6s germinacdo e folhas totalmente expandidas com largura superior a 5 cm.
Durante a coleta de raizes, a areia era removida com agua e as raizes eram expostas minimizando
a perda de raizes secunddrias, estas eram cortadas e imediatamente resfriadas em N, liquido e
armazenadas a -80 °C para posterior extracdo de RNA total. Semelhantemente, as folhas eram
cortadas na base do limbo foliar e imediatamente resfriadas em N, liquido.

Os experimentos de analise de expressdo génica in situ, foram feitos com amostras de
raizes recém-emergidas, folhas jovens e embrides de J. curcas, assim como folhas jovens de Zea
mays. O material coletado era imediatamente submerso em fixador karnovsky. Para a coleta de
embrides, sementes foram incubadas em cidmara dimida em fitotron a 25 °C, 12 horas de
fotoperiodo por 24 horas, para ativagdo do metabolismo do embrido. Em seguida, era coletado o
embrido de sementes turgidas. Também foram utilizadas amostras de folhas jovens de Zea mays,

com aproximadamente 1 cm de largura, cultivadas na casa de vegetacao da UFC.

3.1.2 Purificacdo de RNA total

Todo o material que entrou em contato com as amostras foi previamente autoclavado.

Amostras de raiz ou folha referentes a cada replicata biologica foram maceradas em N, liquido.

Aproximadamente 300 mg de material pulverizado era coletado e submetido a purificagdo de
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RNA total com o kit Plant RNA Purification Reagent (Invitrogen®), de acordo com o protocolo
estabelecido pelo fabricante. A amostra pulverizada era colocada em um tubo de ensaio de 1,5
mL e adicionadas de 800 pL de reagente Plant RNA Purification, os tubos eram eram
brevemente vortexados e incubados em posi¢cdo horizontal a temperatura ambiente por 10
minutos. Em seguida, as amostras eram centrifugadas a temperatura ambiente a 12000g por 5
minutos, o sobrenadante coletado e adicionado de 160 uLL de NaCl 5M e 480 uL de cloroférmio e
misturados por inversdo. O material era novamente centrifugado a 12000g por 10 minutos, 4 °C,
e o conteido da fase aquosa coletado e adicionado de igual volume de isopropanol gelado,
incubado por 10 minutos a temperatura ambiente e centrifugado a 12000g por 10 minutos, 4 °C.
O sobrenadante era descartado e o pellet lavado com 1 mL de etanol gelado 70% e novamente
centrifugadas a 12000 g por 2 minutos, 4 °C. O etanol era descartado e o pellet resultante
incubado a temperatura ambiente por aproximadamente 30 minutos para permitir a evaporagdo de
vestigios de etanol. Este pellet era por fim ressuspenso em 30 puL de tampao TE (Tris 10mM,

pH 8,0; EDTA ImM) e armazenado a -80 °C.

3.1.3 Quantificacdo, andlise da integridade do RNA total.

As amostras de RNA purificadas foram quantificadas em espectrofotometro
Nanodrop ND-1000 (thermo scientifc) em leituras a 260 nm. A pureza das amostras foi avaliada
observando a relacdo dos valores de absorbancia com 260/280 nm e 260/230 nm. A integridade
do RNA extraido foi verificada utilizando 0,5ug de RNA total em eletroforese em gel de agarose
1,2% corrida com 100V em tampao 3-(N-morpholino) dcido propanosulfonico (MOPS) (MOPS
20 mM; acetato de s6dio 5 mM e EDTA 1mM, pH 7,0) corado com brometo de etidio

(0,5ug/mL), os géis foram visualizados em transiluminador de luz UV.

3.1.4 Tratamento com Dnase e sintese de cDNA

Com o intuito de evitar possiveis contaminacdes com DNA gendmico, o RNA
utilizado foi tratado com o kit Dnase 1 (Sigma-Aldrich) de acordo com o protocolo estabelecido
pelo fabricante. Desta forma, para cada replicata bioldgica foram utilizados 2 ug de RNA total,

adicionados de 2uL de tampdo de reagdo para Dnase 1 10X, 2 uL de solu¢do de Dnase e dgua
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livre de nuclease para completar um volume de 20 pL. Estes componentes eram misturados por
leve agitacdo e incubados em termociclador por 15 minutos a 37 °C. Em seguida, as amostras
eram adicionadas de 2ul. de EDTA 125mM e novamente incubados em termociclador a 70 °C
por 10 minutos.

Uma vez que 2 pg de RNA total para cada replicata bioldgica foram tratados com
Dnase, 1,5 pg deste produto de digestdo foi usado na sintese de cDNA em triplicata (0,5 ug para
cada biblioteca de cDNA, fabricadas independentemente) e os 0,5ug restantes foram usados em
uma reagdo controle negativo. Desta forma, as amostras de folha e raiz de cada gendtipo possuem
trés replicatas bioldgicas, e cada replicata bioldgica € representada por trés bibliotecas de cDNA e
um controle negativo. A sintese de cDNA foi realizada através da reacdo com a enzima
transcriptase reversa, na qual sdo utilizados 0,5 pg de RNA adicionado de 1 puL de solucdo
Oligo(dT) 15 primer (0,5ug/uL) (Promega) e incubados a 70° C por 5 minutos, seguidos de
incubagdo em gelo por 5 minutos. Posteriormente, era adicionado uma mistura padrdo contendo
para cada reacdo: 2 pL de ANTP 5mM (Promega); 2 uL de MgCl, 25mM (Promega); 4 uL de
tampao de reacdo 5X (ImProm-II" Reaction Buffer, Promega); 4,5 pL 4gua livre de nuclease e
1uL de enzima transcriptase reversa (ImProm-II"™ Reverse Transcriptase, Promega) para cada
reacdo de sintese de cDNA e para as reacdes controle negativo, no lugar de enzima transcriptase
reversa, 1 uL de 4gua livre de nuclease. As bibliotecas de cDNA foram fabricadas em
termociclador Biocycler (Long Gene Scientific Instruments) a temperatura de 42 °C por 1 hora,
seguida de 75 °C por 15 minutos. O cDNA sintetizado foi diluido 4 vezes com dgua livre de
nuclease, quantificados com espectrofotometro Nanodrop ND-1000 (thermo scientifc) em leituras
a 260 nm e armazenado a -20 °C. No presente estudo, a eliminacdo do DNA gendmico foi
demonstrada por qPCR utilizando iniciadores para o gene EF-1la, complementares a regides de

introns, e amostras de cDNA e reacdes controle -RT

3.1.5 Iniciadores para RT-PCR e RT-qPCR

Foram utilizados os iniciadores especificos para os genes EF-1a, GAPDH, PP2A,
UCP e quatorze genes para sintase do casbeno (Jcr4S01081.10; JerdS01081.20; JerdS01081.30;
JerdS00143.10; JerdS07766.10; JerdS00946.40; JerdS04129.10; JerdS13838.10; Jer4S03300.10;
JerdS04482.10; JerdS20454.10; JerdS06058.10; JerdS03853.10; JerdS03333.20) (Tabela 2). Os
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iniciadores foram desenhados com o software perlprimer, e nas jun¢des exon-exon sempre que
possivel. A especificidade dos iniciadores foi testada por andlise da curva de fusdao na qPCR,

juntamente com eletroforese em gel de agarose dos amplicons formados por RT-PCR.

3.1.6 RT-PCR

Foram realizados experimentos de RT-PCR com os iniciadores para os genes
constitutivos GAPDH, EF-1a, UCP e os 14 genes para sintase do casbeno. Para RT-PCR foi
utilizada apenas uma biblioteca de cDNA de cada replicata bioldgica. As reagdes ocorreram de
acordo com os seguintes parametros: em tubos de PCR eram adicionados 0,2 pg de cDNA; 0,8
pL de ANTP 5mM; 0,8 uL de solugdo de cada iniciador 20uM; 0,1uL de solugdo de enzima Go
Taq DNA Polymerase S5U/uL (Quatro G); 2uL de tampdo de reacdo 10X (tampao Go Tag DNA
Polymerase 10X , Quatro G) e dgua livre de nuclease perfazendo um volume de 20uL. Todas as
reacOes foram realizadas concomitantemente a reagcdes sem molde para verificar contaminacoes.
As amplificagdes ocorreram em termociclador Biocicler, com etapa inicial de aquecimento a 94
°C por 5 minutos, seguidos de 32 ciclos de 30 segundos a 94 °C, 1 minuto a 50-60 °C,
dependendo da temperatura de anelamento dos iniciadores e 30 segundos a 72 °C. Por fim, era
realizado um ciclo adicional de extensdo a 72 °C por 10 minutos. Os genes que apresentaram

expressao pela RT-PCR foram em seguida analisados por RT-qPCR.

3.1.7 qPCR

Os experimentos de RT-qPCR foram organizados da seguinte maneira, amostras de
raiz e folha de cada gendtipo foram agrupadas em trés replicatas biolégicas independentes, cada
replicata bioldgica representada por trés bibliotecas de cDNA independentes, e por sua vez, cada
biblioteca de cDNA foi usada em uma reacdo distribuida em trés pogos da placa de PCR. As
reacOes ocorreram de acordo com os seguintes parametros: 1,2 uLL de iniciador (20mM) forward
e reverse ; 6,0 uL. de cDNA (10ng/uL); 30 uL de Go Tag® qPCR MASTER MIX 2X e 21,6 uLL
de 4gua livre de nuclease perfazendo um total de 60 puL por reacdo que eram entdo distribuidas
em trés pocos. Todas as reacOes foram realizadas concomitantemente com um controle sem

molde para constatar a auséncia de contaminagdes. Foi utilizado o termociclador Mastercycler®
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Tabela 2. Iniciadores para genes de referéncia e possiveis genes para sintase do casbeno em J. curcas.

Gene Produto génico Sequéncia (5°-3”) Amplicon (pb)
EF-1a Fator de alongacdo la RF(;F CGA?"IT CG CC:"I? é;; (}Ag,g é} CA AC G 137
o rwsena  FAMMGOMATOCOMCEC
GA3DH Gliceralfieido—3-fosfato F TGGTTGATCTCACTGTTAGG 73
desidrogenase R AGACTCCTCTTTGATAGCAG
UCP Proteina d.e cg{ljugagﬁo a F CACCCAAATATTAACAGCAACGG 9
ubiquitina R TGAAAGCAACACCTTAGATATGG
Jcr4S01081.10 Sintase do casbeno R e T CAG 120
Jcr4S01081.20 Sintase do casbeno T e O eAs 161
Jcr4S01081.30 Sintase do casbeno A ot 234
JcrdS07766.10 Sintase do casbeno ll; égi?gig?‘%l{gi%%gcc%?% 237
JerdS00143.10 Sintase do casbeno Ff ’I“CAACATCG[Z(:JAT”I:F gfg’l?’l? GATTTTGA AGCCGC (? C 164
Jcr4S00946.40 Sintase do casbeno R ggzggg%%g@a%&ygg@ggg& G 132
JcrdS04129.10 Sintase do casbeno £ iéiﬁ}:ggég?}r gfgﬁ,ﬁjﬁ%ﬁiﬁ 209
JerdS13838.10 Sintase do casbeno RF :é%%&?fggg é}AGAG(?gfg GGG 165
1cr4$03300.10 Sintase do casbeno VLA AN 89
JerdS04482.10 Sintase do casbeno U 238
JcrdS20454.10 Sintase do casbeno lf gg{} CT"I? (?FGAGAACTA%ACC,}A?F[Z??CAS"?T% 77
Jerd4S06058.10 Sintase do casbeno gf?,? é g,;r g gff;gf GA”S (;F CC,EFTC%CX} 115
Jer4S03853.10 Sintase do casbeno R }: C?EAA,;F? (}A"lél"(g}i%ATiCGTGGTAE}C"}FiE% A 112
Jer4$03333.20 Sintase do casbeno FGCTGAGATIGAAGAGCAACTAAG 100

R CTTGAAATAGAAGTGCCGAAGTA

Dados do autor
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ep Realplex Eppendorf, em placas de 96 pocos. Cada reacdo obedecia os seguintes parametros:
95 °C por 5 minutos para a ativagdo da enzima seguidos de 40 ciclos com 95 °C por 15 segundos,
15 segundos de anelamento a 50 - 60 °C, dependendo da temperatura de anelamento dos
iniciadores e 60 °C por 20 segundos para a extensdo, seguidos do aquecimento gradativo da

temperatura de 60 °C a 95 °C para curva de fusdo.
3.1.8 Anadlises dos dados

Os produtos RT-PCR foram adicionados de 5 pL de tampao de aplicagcdo (loading
dye 6X, Promega), homogeneizados e 10 uL destes produtos de PCR eram aplicados em gel de
agarose 2% em tampdo TBE (tris 0,1M; acido bérico 0,1M e EDTA 0,002M), corado com
brometo de etidio (0,5ug/mL) e submetidos a eletroforese a 100V. Os géis eram em seguida
visualizados em transiluminador de luz UV.

Os valores de CT obtidos para os genes normalizadores foram avaliados pelo
algoritmo GeNorm do software qBase plus (Biogazelle) e os valores de CT para as sintases do
casbeno foram utilizados na andlise da expressao relativa utilizando o método 224CT 4e acordo
com Livak et al., (2001). Os valores de expressao relativa entre os gendtipos foram avaliados

quando a sua significancia estatistica por teste ¢
3.2 Hibridizacao in situ e PCR in situ
3.2.1 Fixacdo e processamento do material vegetal

Amostras de folha madura, raiz em desenvolvimento e embrido de J. curcas assim
como folha jovem de Zea mays foram coletadas e imediatamente submersas em fixador gelado
(paraformaldeido 4% em tampao fosfato (Na,HPO4 7mM; NaH,PO4 3mM; NaCl 130mM; pH 7))
(Kasnovsky, 1965, modificado). Apds a fixacdo, as amostras eram lavadas em tampado fosfato
para remover o excesso de paraformaldeido, e em seguida desidratadas em série etilica (10, 20,
30,40 50, 60, 70, 80, 90, 100% 40 minutos cada passo) e infiltradas com resina pré-polimerizada
metil-metacrilato/butil-butilmetacrilato/peréxido de benzoila (Eletrom microscopy sciences), a

resina foi prepara nas propor¢oes 4 partes de metil-metacrilato, 1 parte de butil-butilmetacrilato e
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7% peréxido de benzoila e incubada a 65 °C por 40 minutos para a pré-polimerizacdo. A
infiltracdo foi realizada sob constante inversdo durante 3 dias em geladeira com troca de resina a
cada 12 horas. Passada a infiltracdo, o material era incluso na mesma resina e armazenadas a -20
°C.

Foi tentado manter condi¢des livres de ribonuclease sempre que possivel. Toda a
vidraria e solu¢des que entraram em contato com as amostras eram previamente tratadas para a
eliminacdo de ribonucleases, sendo as vidrarias incubadas a 200 °C por 4 horas e as solugdes
tratadas com 0,1% DEPC e autoclavadas. Sec¢des de 5 um de espessura foram obtidas com o uso
de microtono rotativo de avango automatico (Leica RM 2065). As seccdes eram distendidas em
agua-DEPC em laminas histoldgicas previamente tratadas com 2% (3-Aminopropyl) trietoxylane
em acetona. As seccdes eram entdo secas em estufa a 50 °C por 24 horas e armazenadas em
recipiente livre de ribonucleases a -20°C para posterior uso em experimentos de hibridizacdo in

situ € PCR in situ.

3.2.2 Preparo de sondas

Foram preparadas sondas senso e anti-senso para transcritos do gene EF-1a, e sintase
do casbeno Jcrd4S01081.10 de J. curcas. Assim como sondas senso € anti-senso para oS
transcritos do gene para malato desidrogenase (MDH), e enzima maélica (ME) de Z. mays. Uma
vez que o padrio espacial de expressao destes genes € conhecido, MDH € expresso nas células do
mesofilo e ME nas células da bainha vascular, estes seriam um controle positivo para a

especificidade das técnicas.

3.2.2.1 Obtengdo de sequéncias alvo, e clonagem em vetor p-GEM/T

As sequéncias utilizadas para o preparo das sondas foram obtidas através de RT-PCR
de amostras de raiz de J. curcas no caso dos genes EF-1a e sintase do casbeno Jcr4S01081.10; e
folha de Z. mays para os genes MDH e ME, como descrito nos tépico 3.1.1 - 3.1.6. Os produtos
de PCR foram purificados através de precipitacdo padrdo com fenol/cloroférmio, e inseridas no
plasmideo p-GEM/T easy vector de acordo com o protocolo estabelecido pelo fabricante (p-

GEM/T Yeasy Vector System, Promega), utilizando uma razdo molar de produto de PCR: vetor
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de clonagem de 6:1. Os plasmideos ligados ao inserto eram utilizados na transformacao de E. coli
TOP 10 (Invitrogen) por choque térmico, também de acordo com o protocolo estabelecido pelo
fabricante do plasmideo (p-GEM/T Yeasy Vector System, Promega). As bactérias transformadas
eram plaqueadas em meio LB/Agar/Ampicilina/[PTG/X-Gal. As coldnias resultantes eram
submetidas a blue/white screening e as colOnias brancas avaliadas quanto a presenga do inserto
através de PCR com iniciadores especificos para o gene alvo e eletroforese em gel de agarose

como descrito nos tépicos 3.1.6 e 3.1.8.

3.2.2.2 Determinagdo da orientacdo da sequéncia inserto, linearizacao e transcri¢cdo in vitro

O plasmideo p-GEM/T easy vector apresenta um sitio de clonagem flanqueado por
diversos sitios de reconhecimento para endonucleases, juntamente com uma regido promotora em
cada lado do sitio de clonagem (Fig. 5.A). A orientacdo do inserto no plasmideo foi determinado
por PCR utilizando um iniciador complementar a regido promotora T7 e os iniciadores forward
para uma reacdo e reverse para outra reagdo. Dessa forma, amplificagdo com os iniciadores T7 e
reverse demonstra que o inserto estd na orientacdo T7, como € exemplificado na figura 4.B. Com
o inserto nessa orientacdo, o plasmideo seria linearizado com a endonuclease Spel para a sintese
da sonda senso e Ncol para a sintese da sonda anti-senso.

As sondas marcadas com digoxigenina foram fabricadas através de transcri¢io in
vitro utilizando DIG RNA Labeling kit (Roche), que contem o ribonucleotideo ribouracil-
digoxigenina, de acordo com o protocolo estabelecido pelo fabricante. No exemplo da figura 5.B,
o plasmideo linearizado com a endonuclease Spel seria usado como molde pela RNA polimerase
T7 para a sintese da sonda anti-senso, enquanto o plasmideo linearizado pela endonuclease Ncol
seria usado pela RNA polimerase SP6 para a sintese da sonda senso. Apds sintetizadas, as sondas
eram quantificadas por dot-blotting de acordo com o protocolo do manual de aplicagdes para
digoxigenina (Roche). Apds determinada a concentragdo da sonda sintetizada, estas eram

rmazenadas em 50% formamida a -20 °C para posterior uso em experimentos de ISH.
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Figura 5. Sistema de clonagem com vetor p-GEM/T easy. Al. Promotor para RNA polimerase
T7; A2. Promotor para RNA polimerase SP6; A3. Sitio de clonagem flanqueado por sitios de
reconhecimento para endonucleases de restricao; B. Exemplo de sequéncia inserto em orientacao

T7
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3 3. Sitio de clonagem flanqueado por
1 sitios de reconhecimento para
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Adaptado de PROMEGA CORPORATION: Technical manual. pGEM®-T and pGEM®-T Easy Vector Systems.
2015
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3.2.3 Hibridizagdo in situ

3.2.3.1 Remocao de resina, reidratacdo e permeabilizacdo de secgdes

De modo geral, os experimentos de hibridizagdo in situ consistiam primeiramente da
remocdo de resina das secc¢des, por lavagem em acetona, seguida de reidratacdo em série etilica
com concentragdes decrescentes de etanol. Uma vez reidratadas, as sec¢des eram permeabilizadas
por digestdo com proteinase K (Sigma) (2-20 pg/ml) por 30 minutos a 37 °C. Diferentes
concentracdes de proteinase K foram testadas para cada tecido. A permeabilizacdo era parada
com solugdo glicina 100mM em tampao fosfato, a as seccdes fixadas com 4% paraformaldeido

em tampao fosfato.

3.2.3.2 Neutralizacao de cargas e hibridizacdo

Foram testados dois métodos para a neutralizacdo de cargas que ndo influenciaram os
resultados. Carboxilacdo utilizando 0,1% DEPC em tampao fosfato pH 7.2 e acetilacdo
empregando 0,5% anidrito acético em trietolamina 0,1M, pH 8.0. Depois da neutralizadas, as
secgoes eram desidratadas em série etilica crescente e submetidas a hibridizacdo. A hibridizacao
consistia na incubagdo das sec¢des em solugdo de hibridizacdo adicionada de sonda anti-senso,
ou sonda senso, ou sem sonda. A solucdo de hibridizacdo consistia de NaCl 3M; fosfato de s6dio
0,1M, pH 6,8; EDTA 50mM; tRNA de levedura 1mg/ml; tris-HCI 0,1M, pH 6,8; 10% dextran
sulfate; inibidor de Rnase 40uni/ml; e sonda 0,8 ng/uL. Foram testados diferentes tempos e

temperaturas de hibridizagdo (14-18 horas a 42 - 55 °C).

3.2.3.3 Lavagens e deteccao

As secgoes eram lavadas em SSC 2x, SSC 1x (NaCl 150mM, citrato de s6dio 15 mM)
sob agitacdo por uma hora cada passo a 42-70 °C. Em seguida as sec¢des eram tratadas com
ribonuclease A para a remocdo de sondas nao hibridizada (Sigma) (20pg/ml) em tampao NTE
(NaCl 500mM; tris-HCI 10mM, pH 7,0; EDTA 1mM) por 30 minutos a 37 °C. Passado o

tratamento com ribonuclease as sec¢Oes eram lavadas em 0,1X SSC também por uma hora.



35

Também foram testadas lavagens com as concentragdes de SSC supracitadas acrescidas de 50%
formamida, também em temperaturas de 42-70 °C. Apds estas lavagens as seccdes eram
equilibradas em tampao de lavagem (tris 100mM, pH 7,5; NaCl 150mM; 0,3% triton X-100) por
10 minutos seguidas de bloqueamento em 0,5-1% BSA em tampao de lavagem por 30 minutos.
Ap6s o bloqueamento, as sec¢des eram incubadas com anticorpo anti-digoxigenina (Roche)
diluido 1:1000 em solugdo de bloqueamento por duas horas. Passada a incubaca, as sec¢des eram
submersas em quantidade abundante de tampdo de lavagem sob agitac@o leve por vinte minutos
quatro vezes e equilibradas em tampao alcalino por 10 minutos (tris 100mM, pH 9,5; NaCl
100mM, MgCl, 50mM). Por fim, as sec¢des eram incubadas em solucdo de deteccdo (NBT
300pg/ml; BCIP 150pg/ml em tampdo alcalino) por 12-72 horas para o desenvolvimento de
coloracdo. Quando ocorria o inicio de formacgdo de coloragdo nas sec¢Oes hibridizadas a sonda
senso, a reacdo de deteccdo era parada com lavagem em tampao TE (tris 10mM, pH 8,0; EDTA

ImM) e as sec¢des eram fotografadas.

3.2.4 PCR in situ

Para a PCR in sifu, a remocao da resina e reidratacdo se dava como descrito no topico
4.2.3.1. Em seguida, as sec¢Oes eram tratadas com Dnase para eliminagdo de DNA gendmico.
Para tanto, as secg¢Oes eram seladas em molduras para PCR in sifu e adicionadas de SuL de
tampdao de reacdo para Dnase 1 10X, 5 puL de solu¢do de Dnase e dgua livre de nuclease para
completar um volume de 50 uL e encubadas por 16 horas a 37 °C. Passado este tempo as sen¢des
eram adicionadas de 5 pL de EDTA 125mM e encubadas a 70 °C por 10 minutos. As sec¢Oes
eram entdo lavadas em 2X SSC e utilizadas na reacdo com transcriptase reversa. Para tanto era
adicionados: 5Sul de iniciador anti-senso 20 mM; SuL. de ANTP SmM (Promega); 5 uLL de MgCl,
25mM (Promega); 10 pL de tampio de reagdo 5X (ImProm-II"™ Reaction Buffer, Promega); 20
uL 4gua livre de nuclease e 5 uL de enzima transcriptase reversa (ImProm-II'" Reverse
Transcriptase, Promega). Para as reacdes controle negativo ndo era adicionada transcriptase
reversa para a sintese do cDNA. Apds a reagdo com a transcriptase reversa as secgOes eram
lavadas com SSC 2X e submetidas a PCR com os iniciadores especificos seguindo os seguintes
parametros 5 uL. de ANTP 5mM; 5 pL de solugdo de cada iniciador 20uM; 1,25uL de solucao de
enzima Go Taq DNA Polymerase SU/uL (Promega); 10 uL de tamp@o de reagdo 5X (tampao
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incolor Go Taq DNA Polymerase 5X , Promega) e dgua livre de nucleases completando o volume
de cada reacdo para 50 pL. As amplificacdes foram realizadas em termociclador Biocicler com
placa para adaptagdo in situ. As passos da PCR eram: etapa inicial de aquecimento a 94°C por 5
minutos, seguidos de 22-30 ciclos de 30 segundos a 94°C, 1 minuto a 50-60 °C, dependendo da
temperatura de anelamento do iniciador e 30 segundos a 72 °C. Por fim, era realizado um ciclo
adicional de extensao a 72 °C por 10 minutos.

Apds a PCR as secgdes eram submetidas ao mesmo procedimento de bloqueamento,
encubacdo com anticorpo, lavagem em tampao 1 e detec¢ao descritos no tépico 4.2.3.3. Quando
ocorria o inicio de formacgao de colorac@o nas sec¢des controle negativo, as reacdes eram paradas

com tampao TE (Tris 10mM, pH 8,0, EDTA 1mM) e fotografadas.
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4 RESULTADOS

4.1 Expressao de sintase do casbeno em raiz e folha de J. curcas

A gPCR com iniciadores para o gene EF-1a confirmou a auséncia de DNA gendmico,
onde ocorreu amplificagdo para amostras de cDNA e nao amplificagdo para os controles
negativos (Fig. 6). A normalizacido dos dados de expressdo relativa foi feita utilizando os genes
de referéncia (GAPDH, UCP e PP2A) que foram previamente estudados por Rocha et al., (2013).
O algoritmo GeNorm classificou estes genes como altamente estiveis para folha e
moderadamente estdveis para raiz.

A especificidade dos iniciadores foi demonstrada pela presenca de um pico Unico nas
curvas de fusdo na qPCR (Fig. 7), juntamente com a eletroforese dos produtos de RT-PCR que
mostrou amplicons com o nimero de bases previsto na tabela 2 (Fig. 8). Dentre os genes para
sintase do casbeno, foi detectada a expressdo de nove em raiz (Jcr4S01081.10, Jer4S01081.20,
JerdS01081.30, JerdS06058.10, JerdS04129.10, JerdS03333.20, Jer4dS03853.10, JerdS20454.10,
JcrdS04482.10) para os dois gendtipos. Somente um destes genes foi expressao também em folha
(JcrdS01081.10), idem em ambos os gendtipos. Os cinco genes restantes ndo foram expresso em
nenhuma das amostras (JcrdS00143.10, JcrdS07766.10, JcrdS00946.40, JcrdS13838.10,
Jcr4S03300.10) (Fig. 8 e Tabela 3). A expressao relativa para cada um dos genes expressos foi
demonstrada utilizando o genétipo com alto teor de éteres de forbol (Alto [EF]) como calibrador.
Em folha, o gene Jcr4S01081.10 foi cinco vezes mais expresso no genétipo alto [EF] do que no
genotipo baixo [EF] (Fig. 9.A). Por outro lado, em raiz, a expressdo relativa ndo apresentou
diferenca estatisticamente significativa entre os gendtipos para nenhum dos genes avaliados
(JcrdS01081.10, Jer4S01081.20, Jer4S01081.30, JerdS04129.10, JerdS13838.10, Jer4S03300.10,
JerdS04482.10, JerdS20454.10, Jer4S06058.10, Jer4S03333.20 e Jer4S03853.10) (Fig. 9B-J).



Figura 6. Curvas de qPCR com os iniciadores para o gene EF-1a com bibliotecas de cDNA e reagdes controle
negativo.
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Figura 7. Curvas de fusdo para genes normalizadores e sintases do casbeno putativas.
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Figura 8. Eletroforese de produtos de RT-PCR com os iniciadores especificos para os genes
normalizadores e genes para sintase do casbeno. Jcr4S1081.10 foi o dnico gene transcrito tanto

em folha como raiz. PCR com 32 ciclos.
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Tabela 3. Expressdo de sintases do casbeno em raiz e folha de dois genétipos de J. curcas.

Gene ID Raiz alto [EF] Raiz baixo [EF] Folha alto [EF] Folha baixo [EF]

Jcr4S01081.10 X X

Jer4S01081.20

Jcer4S01081.30

Jer4506058.10

Jcr4S04129.10

Jer4S03333.20

Jcr4S03853.10

JcrdS20454.10

il iaitai bt iadts
il ialtaitadiadts

Jcr4S04482.10

Jcr4S00143.10

Jer4S07766.10

Jer4500946.40

Jer4S13838.10

Jcr4S03300.10

Dados do autor
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Figura 9. Média de expressdo relativa de sintase do casbeno em dois gendétipos de J. curcas. A
significancia estatistica foi avaliada por teste #. A. Diferencas de expressdo relativa em folha
para CS foi estatisticamente significativa, sendo cinco vezes superior para o gendtipo com

elevado teor de EF. B-J. Expressdo relativa em raiz ndo apresentou diferenca significativa.
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4.2 Analise de protocolos de hibridizacao in situ e RT-PCR in situ

Os experimentos de hibridizacdo in sifu para o gene EF-1a em amostras de embrido
de J.curcas resultaram em sinal em todo o tecido para a sonda anti-senso (Fig. 10.A). Sinal fraco
foi obtido nas amostras hibridizadas com sonda senso (Fig. 10.B). Por outro lado, com o gene
Jer4S01081.10, foram obtidos resultados ndo replicdveis (Fig. 11) e um sinal inespecifico era
constantemente presente para ambas as sondas, em especial nas paredes celulares em amostras de
folha e raiz (Figs. 12, 13). Nenhum sinal foi detectado para os controles ndo hibridizados a
sonda, mas incubadas ao anticorpo assim como as sec¢des hibridizado a sonda mas ndo incubado
com anticorpo (Fig. 11, 12, 13). O grupo controle tratado com ribonuclease previamente a
hibridizacdo apresentou sinal com igual intensidade ao das sec¢Oes ndo tratado (Fig. 14). Os
experimentos com sondas para os genes enzima malica (ME) e o gene malato desidrogenase
(MDH) em amostras de folha de Z. mays também resultaram em sinal inespecifico para ambas as
sondas independente do gene utilizado. as lavagens em diferentes temperaturas ndo melhoraram a
especificidade do sinal (Fig. 15). A precipitacio da sonda com sulfato de amdnio mostrou
significativa diminuicdo da intensidade do sinal inespecifico (Fig. 16). A comparacdo com
diferentes concentracdes de proteinase K aparentemente nao afeta a especificidade do sinal (Fig.
17). Nao foi obtido sinal no controle sem sonda (Fig. 18).

Os experimentos de PCR in situ com amostras de embrido de J. curcas € o gene
constitutivo EF-1a resultaram em sinal mais intenso nos meristemas radiculares, porém estes
resultados ndo foram replicaveis (Fig. 19). A comparacdo da reacdo de PCR in situ com e sem
DNA polimerase mostrou sinal nas seccoes com DNA polimerase e nao mostrou sinal na
auséncia desta enzima (Fig. 20). Enquanto que as reagdes com Z. mays resultaram em sinal
inespecifico para ambos os genes, com sinal mais intenso para as células da bainha vascular (Fig.

21).



Figura 10. Embrides de J. curcas utilizados em hibridizagao in situ com sondas para o gene
EF-1a. A. Sonda anti-senso; B. Sonda senso. mm; meristema radicular

Dados do autor
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Figura 11. Embrides de J. curcas hibridizados com sondas para o gene Jcr4S01081.10
demonstrando a aleatoriedade de resultados obtidos com ambas as sondas. Ndo ocorre a
formacdo de sinal positivo na auséncia de sonda ou de anticorpo, constatando que o sinal obtido
ndo € oriundo de atividade fosfatase alcalina endégena do tecido. A,C. Sonda anti-senso; B,D.
Sonda senso; C. Nao hibridizado a sonda; F. Sonda anti-senso mas n@o incubado ao anticorpo.
mr; meristema radicular, fp; corddo procambial.

Dados do autor
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Figura 12. Folhas de J. curcas utilizadas em hibridizacdo in situ para o gene Jcr4S01081.10
demonstrando a obtencdo de sinal positivo com igual intensidade com ambas as sondas. A. Sonda
anti-senso; B. Sonda senso; C. Nao hibridizada a sonda; D. Hibridizado a sonda anti-senso mas
nao encubado com anticorpo. aed; epiderme adaxial, fv; feixes vasculares, pa; parénquima, eab;
epiderme abaxial.
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Figura 13. Raizes de J. curcas utilizadas em hibridiza¢do in situ com sondas para o gene
JerdS01081.10 demonstrando a obtengdo de sinal positivo com igual intensidade com ambas as
sondas.. A. Sonda anti-senso; B. Sonda senso; C. N&o hibridizada a sonda; D. Sonda anti-senso
mas ndo incubado ao anticorpo. co; cortex, xi; xilema, fl; floema

Dados do autor
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Figura 14. Raizes de J. crucas mostrando sinal obtido com e sem tratamento com ribonuclease
prévio a hibridizacdo. Estes resultados demonstram que o sinal obtido se deve ao aprisionamento
da sonda no tecido, uma vez que o mRNA € eliminado pelo tratamento com ribonuclease. A.
Sonda anti-senso; B, Sonda Senso; C. Sonda anti-senso com tratamento com ribonuclease; D.
Sonda senso com tratamento com ribonuclease.

Dados do autor



Figura 15. Folhas de Zea mays hibridizadas a sonda anti-senso para o gene ME lavadas em
diferentes temperaturas. A. Lavagens em SSC a 42 °C. B. Lavagens em SSC a 70 °C.m.
mesofilo; fv. Feixe vascular.
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Figura 16. Folhas de Z. mays demonstrando o efeito da precipitacdo de sonda anti-senso MDH
com acetato de amdnio. A. Sonda ndo precipitada; B. Sonda precipitada; C. Sem sonda. m;
células do mesofilo, bv; células da bainha vascular.

Dados do autor
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Figura 17. Comparacdo de concentragdes com proteinase K. A. 2u/ml; B. 25 p/ml; C. 50 pu/ml; D.
Controle sem sonda com, proteinase k 50 p/ml. m; células do mesofilo, bv; células da bainha
vascular.
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Figura 18. Folhas de Z. mays utilizadas em hibridizacdo in sifu com sondas para os genes MDH
e ME.. A. Sonda anti-senso para o gene MDH; B. Senso para o gene MDH; C Sonda anti-senso
para o gene ME; D. Sonda senso para o gene ME; E. folha ndo hibridizada a sonda. m; células
do mesofilo, bv; células da bainha vascular.

Dados do autor
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Figura 19. Embrides de J. curcas utilizados em PCR in situ com iniciadores especificos para o
gene EF-1a demonstrando a ndo replicabilidade de resultados. A,C. experimento RT-PCR para o

qual é esperado a obtencdo de sinal positivo; B, D. controle negativo sem RT. mr. Meristema
radicular.
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Figura 20. Amostras de embrido de J. curcas utilizadas em PCR in situ comparando o efeito do
uso de DNA polimerase. A. + DNA polimerase; B. - DNA polimerase.
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Figura 21. Folhas de Z. mays utilizadas em PCR in situ. A. RT-PCR com iniciadores para o gene
ME; B. PCR sem RT com iniciadores para o gene ME; C. RT-PCR com iniciadores para o gene
MDH; D. PCR sem RT com iniciadores para o gene MDH. Bv; células da bainha vascular, m;
células do mesofilo.

Dados do autor
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4 DISCUSSAO

5.1 Expressao de sintase do casbeno em raiz e folha de J. curcas

Neste trabalho foi avaliada a expressao de genes para a sintase do casbeno em dois
gendtipos de J. curcas, com teor de ésteres de forbol contrastante. Dentre os quais, trés
(JcrdS01081.10, JerdS01081.20, JerdS01081.30) apresentam o peptideo transito para o plastidio
(King, Li e Graham, 2011) e o motivo DDxxD que foi previamente encontrado em J. curcas
(Nakano et al., 2012) e R. communis (Mau e West, 1994). O motivo DDxxD também ¢ presente
no gene (Jcr4S00143.10).

Os resultados do referido trabalho corroboram com Soares (2015). A autora analisou
amostras de raiz, folha, endosperma, tegumentos e embrido do genétipo com elevado teor de EF,
quanto a expressdo de genes para a sintase do casbeno. Jcr4S01081.10 foi expresso em folha e
raiz e em niveis mais baixos em embrido. Outros oito genes foram expressos exclusivamente em
raiz e a expressdo de nenhum destes genes foi detectada para endosperma e tegumentos. Com
base nestes dados a autora sugeriu que os ésteres de forbol e/ou seus precursores seriam
sintetizados nas raizes e folhas e posteriormente transportados para as sementes. Esta diferenca
entre os sitios de sintese e acimulo de metabdlicos secunddrios j4 foi documentada para
alcaloides em tabaco (Nicotiana tabacum), que apresentou expressdo de genes envolvidos na
biossintese de nicotina em raizes jovens e acumulo deste composto nas folhas (Shoji e
Hashimoto, 2011).

As andlises de expressdo relativa mostraram que em raiz, os niveis transcricionais de
sintase do casbeno ndo sdo diferentes entre os genodtipos analisados (Fig. 9.B-J). A confiabilidade
de dados de expressdo relativa depende, entre outros fatores, da demonstracdo da eliminagdo de
DNA gendémico e de uma normalizacdo com genes de estabilidade apropriada (Bustin et al.,
2010; Guénin et al., 2009; Gutierrez et al., 2008; Hellemans et al., 2007; Hruz et al., 2011; Li, Q.
et al., 2012; Remans et al., 2008; Vandesompele et al., 2002). Embora existam aparentes
diferencas na expressao relativa em raiz entre os gendtipos, a andlise estatistica por teste ¢ julgou
estas nado significantes (Kitchen, Kubista e Tichopad, 2010). Li et al., (2016) demonstrou que o
silenciamento de dois genes para a sintase do casbeno por RNAi em J. curcas resulta em plantas

com teor reduzido de ésteres de forbol, confirmando o papel regulatério da CS na regulacdo da
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biossintese destes diterpenos. Considerando que uma diminui¢ao dos niveis transcricionais de CS
em J. curcas resulta em um fendtipo com teor reduzido de ésteres de forbol, a ndo diferenca na
expressao relativa encontrada no presente trabalho, é um indicativo de que a atividade da sintase
do casbeno ndo € regulada transcricionalmente, e sim provavelmente no nivel pos-trascricional
e/ou pos-traducional. A biossintese e acimulo de metabdlicos secundérios pode ser estritamente
controlada no nivel pds-transcricional e pos-traducional (Patra et al., 2013). Em macieira (Malus
pumila) foi demonstrado que MdMYB, um regulador crucial da biossintese de antocianinas, é
regulado por ubiquitina¢do e consequente degradacdo pela rota dependente do proteassoma 26S,
controlando o desenvolvimento de coloracio em macas (Li, Y.-Y. et al., 2012). Além disso, a
concentracdo de muitas proteinas ndo € necessariamente determinada pela concentracdo de
mRNA, pois a razdo mRNA/proteina é resultado de multiplos processos envolvidos no controle
da expressdao génica (Boel et al., 2016; Maier et al., 2011; McManus, Cheng e Vogel, 2015;
Plotkin, 2010; Sousa Abreu, de et al., 2009). Esta falta de relacdo entre a concentracdo de
proteinas e mRNA ja foi documentada em Arabidopsis, para genes relacionados a resposta ao frio
(Nakaminami et al., 2014), da mesma forma que em animais (Ghazalpour et al., 2011). Por outro
lado, em folha a expressdo relativa do gene Jcr4S01081.10 foi cinco vezes superior no genoétipo
com elevado teor de ésteres de forbol (Fig. 9.A). Estes resultados tornam possivel sugerir que a
sintase do casbeno expressa na folha, provavelmente participa ativamente na regulacdo da
biossintese de EF, porém ndo descartam a possivel contribuicdo da regulacdo no nivel pds-
trascricional e/ou pés-traducional.

A andlise de expressao relativa de genes para sintases do casbeno em gendtipos com
teor de ésteres de forbol contrastante mostrou que tal diferenca fenotipica ndo se deve a regulagcdo
da sintase do casbeno no nivel transcricional em raiz. Embora o envolvimento da CS na
biossintese de EF seja ja conhecido, a biossintese de destes diterpenos ainda nao foi elucidada,
sendo que existem diversos passos posteriores a formacdo de casbeno, que ainda nao foram
desvendados (Chen e Baran, 2009; Kawamura et al., 2016). Portanto, a disparidade de teor de
ésteres de forbol entre os genétipos analisados também pode ser resultado do controle pds-
transcricional e/ou poés-traducional na expressdo de sintase do casbeno, ou a regulacdo da

biossintese de ésteres de forbol ocorre em outro ponto desta rota biossintética.
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5.2 Protocolos de expressao génica in situ

A andlise dos niveis transcricionais de CS mostraram que a discrepancia no teor de
EF entre os genétipos ndo estd relacionado a expressdo relativa para nenhum dos genes
analisados em raiz. E plausivel que tal diferenca fenotipica seja resultado do padrio espacial de
expressdo génica da sintase do casbeno, uma vez que ndo é conhecido em quais tecidos da raiz
estes genes sdo expressos (Chou et al., 2016). Sendo assim, para investigar o papel da CS nessa
rota biossintética, também foi tentado aprimorar protocolos para andlise de expressdo génica in
situ em J. curcas, objetivando localizar moléculas de mRNA em seccdes de tecido, e assim
associar a expressdo génica com a anatomia desta planta (Burlat ef al., 2004). No entanto, foram
encontrados diversos obstidculos para a obtencdo de resultados satisfatorios com técnicas de
hibridizacdo in situ e PCR in situ. Estas técnicas normalmente requerem uma série de adaptacoes

especificas para o material bioldgico e genes utilizados (Bagasra, 2007; Hejatko et al., 2006)

5.2.1 Hibridizacdo in situ

Primeiramente, foram testados protocolos com sondas para o gene constitutivo EF-
la. Com os quais foi obtido sinal em todo o tecido hibridizado a sonda anti-senso (Fig. 10.A),
demonstrando a expressao constitutiva deste gene nas células do embrido. Enquanto que para a
sonda senso foi obtido sinal fraco considerado plano de fundo (Fig. 10B). Estes resultados foram
considerados promissores, pois o gene EF-1a realmente apresentam este padrao homogéneo de
expressdo e a auséncia de sinal com a sonda senso indica que a sonda ndo estd interagindo
inespecificamente com o tecido (Athman et al., 2014).

Enquanto aos resultados obtidos com sondas para o gene Jcr4S01081.10, estes ndo
apresentaram a especificidade esperada. Nas seccdes de embrido, foi obtido sinal intenso para os
meristemas radiculares (Fig. 11. A e D). A expressdo de Jcr4S01081.10 ja foi relatada para o
embrido, supostamente nos meristemas radiculares (Soares, 2015). Porém, estes resultados ndo
foram replicdveis. A variacdo em resultados de ISH ndo € novidade (Nederlof et al., 1992), por
conta disso, estes experimentos sdo sempre realizados com replicatas técnicas e com multiplas
seccOes de tecido por lamina. Os grupos controle ndo hibridizado a sonda, mas tratado com

anticorpo (Fig. 11.E) ndo apresentaram sinal, demonstrando que nao ocorre o reconhecimento do
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tecido pelo anticorpo, ou o aprisionamento do anticorpo no tecido. Esta retencdo do anticorpo no
tecido ocorreu em experimentos piloto realizados em sec¢des com espessura superior a 10um,
com as quais era obtido forte sinal para este grupo controle (sem sonda, com anticorpo). O grupo
controle hibridizado a sonda anti-senso, mas nao tratado com anticorpo (Fig. 11.F) também nao
resultaram em sinal, demonstrando que a presen¢a da digoxigenina sem anticorpo ndo contribui
para o sinal, Além de certificar que ndo existe atividade fosfatase alcalina endégena no tecido,
que resultaria na formagao de forte sinal de plano de fundo.

Nas amostras de folha e raiz era sempre obtido sinal em todo o tecido e com ambas as
sondas, principalmente na parece celular (Figs. 12, 13). Estes resultados indicam que ocorre a
formacdo de sinal referente a interagdo da sonda com o transcrito alvo, porém também ocorre a
interacao das sondas com o tecido, o que torna impossivel a distin¢do entre o sinal verdadeiro do
sinal plano de fundo. Os protocolos de ISH tem muitos passos que podem ndo estar otimizados
para o gene e tecido utilizado, resultando em sinal plano de fundo. Primeiramente foi testado se a
presenca deste sinal inespecifico, principalmente nas paredes celulares era resultado do
aprisionamento de transcritos durante a sintese da parede. Para tanto, foi avaliado o efeito de
tratamento com ribonuclease prévio a hibridizacdo, que resultou em sinal idéntico as sec¢des nao
tratadas com ribonuclease (Fig. 14). Estes resultados demonstram que o sinal plano de fundo se
deve a interacdo inespecifica da sonda com o tecido. Com base nisso, foram testadas diversas
modificagdes no protocolo na tentativa de diminuir o sinal plano de fundo. Primeiro foi testado
diferentes niveis de estringéncia das lavagens. Com este intuito, foram usadas lavagens com 50%
formamida em 2X SSC, 1XSSC e 0,1X SSC, e temperaturas de 42, 50 e 70 °C. Porém, foi
percebido que o aumento da instringéncia durante as lavagens contribui para a inespecificidade
do sinal (Fig. 15), além de ser muito agressivo para o tecido, causando a perda de seccoOes.
Portanto, foi decidido adotar todas as lavagens a 50 °C sem a adi¢do de formamida, que é a
temperatura rotineiramente usada em experimentos de ISH. Também foram testadas diferentes
temperaturas de hibridizacdo (42, 50 e 70 °C), sem diferenca nos resultados (dados nao
mostrados). Assim como diferentes concentragdes de proteinase k (2-100 pg/ml) também sem
diferencas nos resultados (dados nao mostrados).

Considerando estes resultados, provavelmente o que ocorre € a presenca de sinal da
sonda ligada ao transcrito juntamente com forte sinal no plano de fundo, desta forma, ndo é

possivel identificar quais células apresentam a expressdo do gene alvo. Sendo assim, foi adotado
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o uso de amostras de tecido e genes cuja padrdo espacial de expressdo eram conhecidos. Para
tanto, foram utilizadas seccdes de folha de Z. mays e os genes MDH, expresso nas células do
mesofilo e ME expresso nas células da bainha vascular (Bowles ef al., 1992), para assim tentar
otimizar os protocolos e reduzir o sinal plano de fundo. Em relacdo as sondas usadas, dois
aspectos podem contribuir com a formacdo de sinal inespecifico; a concentracdo de sonda
utilizada e o processo de fabrica¢do da sonda. Concentragdes elevadas propiciam a formacao de
sinal inespecifico, enquanto que em concentragdes baixas ndo € formado sinal. A concentragdo
utilizada depende principalmente do cumprimento da sonda usada (Francoz et al., 2016). Quanto
ao preparo da sonda, ¢ fundamental que esta seja devidamente precipitada com acetato de amdnio
ou cloreto de litio (Fig. 15). Provavelmente, nucleotideos-DIG ou mesmo oligonulceotideos-DIG
produzidos durante o reacdo de transcri¢do in vitro podem reconhecer sequéncias inespecificas,
ou mesmo ser retidos no tecido, resultando na formagao de sinal plano de fundo. Em relacdo ao
tratamento com proteinase, diferentes concentracdes de proteinase k aparentemente ndo
influenciaram a especificidade do sinal (Fig. 16). No meio celular, 0o mRNA estd associado a
proteinas em um complexo proteina mRNA (Doma e Parker, 2007), que inviabilizam o acesso da
sonda ao transcrito alvo. Dessa forma, as condi¢des desse passo de digestio devem ser
determinadas empiricamente para cada amostra utilizada (Ellison er al., 2016), pois em
concentracdo de proteinase k muito baixa nido ocorre a permeabilizacdo necessaria do tecido e
proteinas associadas a dcidos nucleicos ndo sdo removidas, resultando em sinal ndo consistente.
Por outro lado a digestdo em concentracdes muito alta pode causar a perda da integridade das
membranas celulares, liberando o mRNA para as células circundantes, contribuindo para a
formacgao de sinal plano de fundo. Com base nestes resultados foi adotada a concentracao de
50ug/ml, pois concentracOes superiores a isso danificam os tecidos (Fig. 17). Os resultados
obtidos com os grupos controle sem sonda demonstram que o sinal obtido ndo se deve a atividade
de fosfatase alcalina end6gena, ou ao reconhecimento do tecido pelo anticorpo.

Com base nestes resultados, as possiveis explicagdes para este sinal plano de fundo
sdo a interacdo inespecifica da sonda com o tecido ou a interacdo da sonda com DNA gendmico
desnaturado, que expde as sequéncias dos genes utilizados que sao complementares tanto a sonda

anti-senso como senso (Kiipper et al., 2007).
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5.2.2 PCR in situ

Os experimentos de PCR in situ para o gene EF-1a em amostras de embrido de J.
curcas, mostraram resultados ndo replicdveis (Fig. 18). O controle negativo sem RT testa para a
presenca de contaminacdo por DNA gendmico. A obtencdo de sinal nas secgdes controle
negativo poderia ser resultado de contaminagdo com DNA gendmico, ou do aprisionamento de
nucleotideos-DIG ou oligonucleotideos-DIG em células de citoplasma mais denso. Porém, os
resultados obtidos com seccdes ndo tratadas com Dnase, ou RT utilizadas em reacdes contendo os
nucleotidios-DIG, mas diferentes quanto a adi¢gdo de DNA polimerase, mostraram que ndo ocorre
o aprisionamento de nucleotideos-DIG, pois ndo foi detectado sinal para as seccdes sem a adi¢ao
de DNA polimerase (Fig. 19). A presenca de sinal nos nucleos das células adicionadas de DNA
polimerase é um forte indicio de contaminacdo com DNA genomico. Os resultados obtidos com
folha de Z. mays também demonstraram a inespecificidade do método, com obtencdo de sinal
mais intenso para as células da bainha vascular, independente do gene utilizado (Fig. 20).
Possivelmente, a obtencdo de sinal mesmo no controle sem RT é um forte indicativo de que a
eliminacdo de DNA gendmico nio foi satisfatéria (Nuovo, 1995), no entanto prolongar a digestao

com Dnase foi tentado e ndo houve melhorias aparentes na especificidade do sinal.
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6 CONCLUSOES

A andlise de expressdo relativa em folha demonstrou niveis transcricionais superiores de
CS para o genétipo com elevado teor de ésteres de forbol, apontando para um provavel papel da
CS na regulacdo da biossintese de ésteres de forbol nesse 6rgao. Por outro lado, em raiz nenhum
dos genes para CS apresentou niveis de expressdo significativamente diferentes ente os
gendtipos. Em relagdo a andlise de expressdo génica in sifu, tanto a hibridizagdo in situ como a
PCR in situ apresentaram resultados inespecificos e/ou ndo replicdveis, provavelmente causados
pela presenca de sinal plano de fundo juntamente com o sinal especifico. Dessa forma sio

necessarios mais estudos para o aprimoramentos destas técnicas para J. curcas.
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7 PESPECTIVAS FUTURAS

A presenca de reagdo inespecifica em hibridizagao in situ € um problema constante para o
uso desta técnica. A utilizacdo de uma sonda senso controle teoricamente permite diferenciar o
sinal plano de fundo, do sinal obtido com a sonda anti-senso hibridizada ao transcrito alvo. No
entanto, esta nao necessariamente ¢ um controle efetivo. Genes podem ser transcritos nos dois
sentidos, ou seja, € produzido transcrito complementar tanto a sonda anti-senso como senso (Coll
et al., 2010), resultando em sinal idéntico com ambas as sondas. Uma alternativa para a sonda
senso seria o uso de um mutante no qual o gene alvo ndo € transcrito, dessa forma, seria utilizado
apenas a sonda anti-senso, tanto no espécime selvagem como no mutante. Uma vez que o
mutante ndo apresenta o transcrito alvo, qualquer sinal obtido neste, seria sinal plano de fundo.
Em Arabidopsis, estudos de hibridizacdo in situ para o gene FIE (fertilization independent
endosperm) foram realizados com apenas sonda anti-senso, sem controle senso, ou mutante fie,
pois este era letal (Xu et al., 2016). Em comunicacdes ndo publicadas com pesquisadores que
utilizaram ISH, foi constantemente relatado a aleatoriedade da obten¢do de sinal, muitas vezes
atribuida ao estado de desenvolvimento da amostra, assim como tamanho e sequéncia das sondas
utilizada, ou mesmo a expressdo do gene alvo em ambos os sentidos. Outra estratégia para
diminuir a formag¢do de sinal plano de fundo € o uso de uma concentracao 10 vezes superior de
sonda ndo marcada em relacdo a concentracdo de sonda-DIG, dessa forma o tecido € saturado
com sondas ndao marcada, dificultando a interacdo inespecifica da sonda-DIG (Bagasra, 2007;
Landegent et al., 1987). Uma vez que as sondas preferencialmente interagem com o mRNA alvo
em relacdo a interacOes inespecificas, a saturacio do tecido com sondas ndo marcadas diminuiria
a formagao de sinal plano de fundo. Outra estratégia seria a combinagdo dos protocolos de PCR e
hibridizacdo in situ. Possivelmente, realizar a RT-PC in situ utilizando nucleotideos nao
marcados e em seguida, essas sec¢des contendo os produtos de PCR seriam submetidas a ISH
com a sonda anti-senso apenas, na esperanca de que o acimulo da sequéncia alvo poderia

favorecer a obtengdo de sinal especifico.
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