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Resumo

Triacilgricerdis (TAGs) sdo a principal forma de estoque de lipideos em sementes de
plantas. As propriedades quimicas dos TAGs dependem da composicao de seus &cidos graxos. As
Diacilglicerol Aciltransferases (DGATS) sdo as principais enzimas para a biossintese de TAGs e
catalisam a condesacéo de diacilglicerol (DAG) com acidos graxos para a formacéo do principal
componente dos 06leos vegetais, os TAGs. Diferentes tipos de genes de DGATs (nomeados como
DGAT1, DGAT2, DGAT3 e DACT) tém sido identificados em plantas. DGAT1 e DGAT2 séo
bem caracterizados, mas pouco é sabido sobre a DGAT3 e a DACT na maioria das espécies. O
entendimento da via enzimatica da biossintese de TAGs, e sua regulacdo em plantas, é importante
para ajudar a melhorar o conteldo de dleos nutricionais e industriais. O éleo de mamona (Ricinus
communis) possui altos niveis de acido ricinoléico, um acido graxo “ndo usual” com
caracteristicas unicas que 0 tornam interessante para a industria. Este trabalho objetivou
caracterizar os genes de DGAT3 e DAcCT em mamona . Foram identificados quatro diferentes
genes homdlogos da DACT (DACTA, DAcTB, DACTC e DAcTD) e um homdlogo para DGAT3
em mamona. Foram caracterizados os padrdes de expressdao de DGAT3 e DACTA por meio de
RT-gPCRem 5 diferentes estagios do desenvolvimento da semente de mamona, onde foi
verificado que DGAT3 é expresso; entretanto, ndo foi possivel identificar expressdo consideravel
das DACcTs no desenvolvimento da semente de mamona. Através da expressao em protoplastos
de folhas de Arabidopsis thaliana de fusdes traducionais a YFP, tanto a DGAT3 quanto a
DACTA foram visualizadas em microscopio confocal para identificar sua localizacdo subcelular.
A DACTA parece se comportar igual as outras DGATS, associando-se a membranas do reticulo
endoplasmatico; porém, DGAT3 pareceu ter uma localizacdo diferente das outras DGATS, que
foi confirmada como citoplasmatica. Linhagens de A. thalianaexpressando RcDGAT3-CFP
foram obtidas. Sementes T3 homozigotas dessas plantas foram coletadas para caracterizacéo
qualitativa de lipideos neutros, via cromatografia gasosa (GC-FID). Quando expressas em
leveduras mutantes, incapazes de produzir triglicerideos, tanto DACTA quanto DGAT3 foram
capazes de complementar parcialmente a sintese de TAGs, demonstrando sua atividade
bioquimica na sintese de lipideos. A analise qualitativa por espectrometria de massas destes

TAGs produzidos nas leveduras possibilitara uma melhor caracterizacdo do papel destas enzimas



no metabolismo lipidico. Este trabalho visou contribuir com o entendimento da sintese do 6leo

€m mamona,

Palavras chave: 6leos vegetais; biocombustiveis; expressao génica; complementacdo de mutantes;

gendmica funcional.



Abstract

Triacylglycerides (TAGs) are the main seed storage lipids in plants. The chemical
proprieties of TAGs rely on their fatty acid composition. Diacylglycerol Acyltransferases
(DGATS) are the main enzymes for TAG biosynthesis as they catalyze the condensation of
diacylglycerol (DAG) to fatty acids for the formation of TAGs. Different types of DGAT genes
(named as DGAT1, DGAT2, DGAT3 and DACT) have been identified in plants. DGAT1 and
DGAT2 are well characterized, but little is known about DGAT3 and DACT in most plant
species. The understanding of enzymatic steps for TAG biosynthesis and their transcriptional
regulation in plants is important to help to improve the content and the composition of nutritional
and industrial oils. The castor bean (Ricinus communis) oil contains high levels of ricinoleic acid,
a “not usual” fatty acid with unique characteristics that make it interesting for industry purposes.
The aim of this work was to characterize the DGAT3 and DACT genes in castor bean . This work
identified four different DACT homologs (DACTA, DAcTB, DACTC and DAcTD) and one
DGAT3 homolog in castor bean. The patter of expression of castor bean DGAT3 and DACTA
were characterized by RT-gPCRover 5 different seed development stages, where it was verified
that DGATS3 is actively expressed; however, it was not possible detect significant DACT
expression throughout castor bean seed development. Via transient expression in protoplasts from
Arabidopsis thaliana leaves, the fusion proteins DAGT3-YFP and DACTA-YFP were analyzed
by confocal microscopy to access their subcellular localization. DACTA seems to behave as the
other DGATSs, associated to the endoplasmic reticulum membranes; yet, DGAT3 seems to
localize in a different manner of the others DGATSs, which was confirmed as cytoplasmic.
Transgenic A. thaliana lines expressing RCDGAT3-CFP were obtained. Homozygous T3 seeds of
these plants were harvested and their neutral lipids qualitatively characterized through gas
chromatography (GC-FID). When expressed in mutant yeasts that are unable to produce TAGs,
both DACT and DGAT3 were able to partially rescue the TAG synthesis, displaying their
biochemical activity on lipids synthesis. The qualitative analysis, through mass spectrometry, of
the TAGs produced by the yeasts will enable a better characterization of the role of these
enzymes on lipid metabolism. This work aimed to contribute to the understanding of the oil

biosynthesis in castor bean.

Keywords: plant oils; biofuels; gene expression; mutant rescue; functional genomics.
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1 INTRODUCAO

A biotecnologia tem como uma de suas finalidades trazer qualidade de vida para a
populagéo e contribuir com agdes menos nocivas ao meio ambiente. Um dos importantes passos
desta ampla area € o de levar maior sustentabilidade para a sociedade, participando na transicdo
de industrias que dependem do 6leo derivado do petroleo para uma situacdo mais sustentavel, que
utiliza 6leos vegetais (Dyer and Mullen, 2008).

O 6leo bruto, derivado do petrdleo, é composto por uma mistura de hidrocarbonetos e
outros quimicos que sao fracionados antes de serem usados, sendo 90% deste 6leo utilizado com
fins de combustivel, restando os outros 10% na fabricacdo de plasticos, lubrificantes e outros
produtos da industria petroquimica. A gasolina, um dos compostos do 6leo bruto, é constituida
por moléculas de 5-12 carbonos, enquanto o combustivel diesel apresenta 10-15 por molécula
(Durrett et al., 2008, Dyer and Mullen, 2008). Embora, economicamente a utilizacdo do petroleo
na producdo de combustiveis tenha sido favoravel, fontes renovaveis, com menor impacto ao
meio ambiente, tém sido desejadas. O biodiesel, diesel formado a partir do 6leo vegetal, contém
poucos compostos aromaticos ou com enxofre, o que reduz a formacgéo de éxido sulfurico, &cido
sulfurico e outros compostos que possam ser considerados carcinogénicos, além de aumentar a
lubricidade do combustivel (Durrett et al., 2008). O biodiesel também apresenta baixa producédo e
emissdo de monoxido de carbono (CO), e sua emissdo pode ser considerada neutra em relacéo a
producdo de CO,, ja que as plantas capturam a energia solar, via fotossintese, e convertem agua e
CO, em acucares e triglicerideos (TAGS), podendo diminuir a emissdo de gases do efeito estufa
em até 41% (Hill et al., 2006).

1.1 Oleo vegetal

Oleos vegetais séo quimicamente parecidos com 6leos de cadeias longas provenientes do
6leo bruto (petroleo) e, portanto, podem ser utilizados como biodiesel (Dyer and Mullen, 2008).
O oleo vegetal é formado por uma molécula de glicerol ligada a trés acidos graxos (FAS), que dao
a origem a uma molécula de triacilglicerol, ou triglicerideo (TAG). TAGs vegetais sdo
principalmente constituidos por uma mistura de acidos graxos de 16 ou 18 carbonos, tanto nas

formas saturadas ou insaturadas. Os principais FAs encontrados em 06leos vegetais sdo 0 acido
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palmitico (16:0), 4cido esteérico (18:0), 4cido oleico (18:1 A%), 4cido linoleico (18:2 A**?) e o

A®*2%%) (Jaworski and Cahoon, 2003); entretanto, diversos acidos graxos

acido linolénico (18:3
nomeados como nao usuais tém sido encontrados em espécies com baixo valor agronémico
(Figura 1). Esses lipideos sdo distinguidos devido ao numero de carbonos, numero de
insaturacfes e grupamentos funcionais em suas moléculas. Como o aumento no numero de
carbonos acaba levando a uma maior viscosidade das moléculas, TAGs sdo transesterificados em
ésteres metilicos de &cidos graxos (FAMES) na inddstria para que possam ser usados como
combustiveis. A viscosidade dessas moléculas estd relacionada ao quanto elas podem ser
queimadas (qualidade de combustdo), e ao acimulo de carbono nos bicos de injetores e anéis de
pistdes em motores de combustdo. De forma geral, quanto mais saturado o &cido graxo, melhor a
combustdo; porém, FAs saturados apresentam maior viscosidade e propensdo ao entupimento de
injetores (Beltrdo e Oliveira, 2008). Embora ndo exista um perfil de acidos graxo ideal,
atualmente é buscado um biocombustivel com alto indice de FAs mono-insaturados (Durrett et

al., 2008).

b
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Figura 1 Acidos graxos usuais e “niio usuais”. (A) Acidos graxos usuais sio encontrados na maioria das espécies
oleaginosas. (B) Acidos graxos sdo ditos como “ndio usuais”, pois sdo encontrados em sementes de poucas espécies
de plantas. O acido ricinoléico (Ricinoleic acid) é o principal acido graxo encontrado nas sementes de mamona
(Adaptado de Jaworski and Cahoon, 2003).
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Oleaginosas como a soja (Glycine max), dendé (Elaeis guineenses), canola (Brassica
napus) e mamona (Ricinus communis) tém sido cultivadas no Brasil (Beltréo e Oliveira, 2008).
Entre elas, a soja € principal fonte de biodiesel no Brasil, embora parte significante de sua
producdo seja direcionada para a industria de alimentos (Rogalski and Carrer, 2011). Esta planta
apresenta niveis variados na composicdo de FAs usuais insaturados em seus triglicerideos,
causando instabilidade na qualidade/pureza de seu 6leo. Metodologias vém sendo estudadas para
aumentar os niveis de pureza de &cidos graxos em TAGs, assim como modificacdes genéticas
para a expressao de acidos graxos ndo usuais em cultivares comercialmente exploradas (Buhr et
al., 2002, Burgal et al., 2008).

1.1.1 Oleo de mamona

A mamona ¢ uma planta perene cultivada na China, India e Brasil, paises cujo clima é
tropical ou subtropical. A semente desta oleaginosa é conhecida pelas suas proteinas toxicas e
também pela abundéncia de 6leo. Sessenta por cento do peso seco da semente de mamona € em
6leo, sendo que 90% dos triglicerideos sdo formados por apenas um FA, o acido ricinoléico
(Figura 1). Este acido graxo “ndo usual” tem caracteristicas {inicas, como conter apenas uma
instauragdo (A®) e possuir uma hidroxila ligada ao carbono 12. Esta hidroxila proporciona
propriedades fisico-quimicas Unicas ao acido ricinoléico, tornando-o mais reativo e simplificando
seu processamento para matéria prima de cosméticos, tintas, plasticos, entre outros produtos
(Chen et al., 2007, Dyer and Mullen, 2008).

1.2 Biossintese de Triglicerideos em plantas

A sintese de acidos graxos, em plantas, inicia-se no cloroplasto, onde moléculas de 2
carbonos (acetil-CoA), produzidas a partir do piruvato, sdo ativadas a malonil-CoA e entéo
transferidas para a proteina carreadora de acila (ACP), dando origem ao complexo malonil-ACP
e promovendo a sintese de acidos graxos via o complexo acetil-CoA carboxilase (Durrett et al.,
2008). Neste processo, moléculas de 2 carbonos sdo adicionadas até gerarem um acido graxo de

18 carbonos, onde podera ocorrer um passo de desaturagdo, por enzimas do tipo desaturases. Os
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acidos graxos, entdo, sdo dissociados das ACPs e exportados ao reticulo endoplasmatico, onde
sdo esterificadas a acil-CoAs (Figura 2). A enzima glicerol-3-fosfato aciltransferase (GPAT)
inicia o processo na formacéo de glicerolipideos, transferindo a cadeia acila do acil-CoA para o
glicerol-3-fosfato na posicdo sn-1, formando o acido lisofosfatidico (LPA) (Voelker and Kinney,
2001). A enzima &cido lisofosfatidico aciltransferase (LPAAT) € a responsavel por adicionar o
proximo grupo acila do acil-CoA na posi¢cdo sn-2 do LPA, criando a molécula de &cido
fosfatidico (PA). A formacdo de triglicerideos pode ser alcangada por diversas vias, sendo as
duas mais conhecidas a independente de acil-CoA (utilizando a enzima fosfolipideo:diacilglicerol
aciltransferase, PDAT), ou a dependente de acil-CoA, sendo essa Ultima reacdo catalisada pela
enzima diacilglicerol aciltransferase (DGAT). Para que o ultimo &cido graxo seja inserido, o
grupamento fosfato deve ser removido do acido fosfatidico, tornando disponivel a posicao sn-3
na entdo molécula de 1,2-diacilglicerol (DAG). A desfosforilacdo é realizada pela enzima acido
fosfatidico fosfatase (PAP) (Voelker and Kinney, 2001).

A) B) Endoplasmic Reticulum

u,-tl',-o-.cyl )
TAG H —C—O—ncyl @

Plastid n,4:4>-ey| m
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N—C—OH
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Figura 2 Biossintese de triglicerideos (TAGs). Acidos graxos s&o formados no cloroplastos (a) e entdo exportados
ao reticulo endoplasmatico (b), onde apds uma série de reacdes, triglicerideos séo sintetizados. A enzima limitante
para a sintese de TAGs é a diacilglicerol aciltransferase (DGAT) (Adaptado de Cagliari et al., 2011).
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1.2.1 Enzimas do tipo Diacilglicerol Aciltransferase (DGAT)

Enzimas do tipo acil-CoA: diacilglicerol aciltransferase (EC 2.3.1.20) sdo enzimas que
catalisam a acilacdo do DAG na sua terceira posicdo, utilizando acil-CoA como substrato.
DGATSs ja foram encontradas em diversos organismos e tém sido exploradas pela sua capacidade
de producdo de triglicerideos (6leo) (Cases et al., 2001, Peng et al., 2013, Li et al., 2010). Essas
proteinas sdo as ultimas da rota principal de sintese de TAGs (Kennedy pathway) e sao
consideradas como enzimas limitantes para a producdo dos mesmos (Ichihara et al., 1988).
Diversos tipos de DGATSs foram encontradas em eucariotos. DGAT1 possui entre 6 a 9 dominios
transmembranas, esta localizada no reticulo endoplasmaético e é expressa em varios tecidos das
plantas, inclusive nas sementes (Kroon et al., 2006); DGAT2, entretanto, possui apenas um ou
dois dominios transmembrana e sua localizacdo no reticulo endoplasmatico parece ser diferente
da de DGATL1. Além disso, essas enzimas possuem diferencas em relacdo as suas atividades
enzimaticas, indicando que elas tém papeis ndo redundantes nas células (Shockey et al., 2006).
DGAT1 e DGAT2 ndo apresentam homologia entre suas sequéncias, sendo DGAT1 maior que
DGAT2 e ambas possuem histdrias evolutivas independentes (Turchetto-Zolet et al., 2011). A
expressdo de DGAT2 também parece ter papel fundamental para o acimulo de TAGs em
sementes de mamona, pois ela é maior durante todo o desenvolvimento da semente em relacéo a
DGATL, e é menor em outros tecidos (Cagliari et al., 2010, Chen et al., 2007). A expressao de
DGAT2 de mamona em plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana, que ja expressavam a
acido graxo hidroxilase 12 (enzima que adiciona o grupamento hidroxila no carbono 12 do acido
oleico, formando o &cido ricinoleico), mudou o fendtipo das sementes dessas plantas, que
passaram a acumular 30% de &cido ricinoléico, ao invés de apenas 17% (Burgal et al., 2008),
indicando que essa enzima esta relacionada ao acimulo de acido ricinoléico.

Em 2006, Saha e colaboradores isolaram, a partir da fracdo citosolica de cotilédones em
desenvolvimento de amendoim (Arachis hypogaea), um novo tipo de diacilglicerol
aciltransferase. Por possuir baixa identidade em relacdo a DGATL1 e estar presente em outra
regido da célula, esta enzima foi nomeada como DGAT soluvel, ou DGAT3 (Saha et al., 2006).
Seis anos depois, Hernandez e colaboradores mostram que a DGAT3 de A. thaliana esta
localizada no citoplasma, diferente da localizacdo de AtDGAT1 (Hernandez et al., 2012). Desde

entdo, homologos de DGATS3 tém sido descobertas em outras espécies de plantas a fim de tentar
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entender sobre a possivel rota alternativa ao reticulo endoplasmatico para a sintese de TAGs (Cao
etal., 2013, Chi et al., 2014).

Durrett e colaboradores, em 2010, identificaram um novo tipo de DGAT em Euonymus
alatus, que ao invés de adicionar uma molécula de acila a DAG, adiciona uma molécula de dois
carbonos (acetil), formando 3-acetil-1,2-diacilglicerol (acTAG). Esta enzima foi denominada
diacilglicerol acetiltransferase (DACT) (Durrett et al., 2010). As propriedades fisico-quimicas dos
acTAGs diferem dos TAGs usuais, como por exemplo, a reducdo de 30% em sua viscosidade.
Esta caracteristica € importante na industria de biocombustiveis, pois acTAGs poderiam ser
diretamente aplicados para a combustdo, sem a necessidade do processo de transesterificagéo.
Durrett também expressou EaDACT, de forma heteréloga, em A. thaliana e observou a formacéo
de acTAGs em 40% do 6leo da semente desta planta (Durrett et al., 2010).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Caracterizar genes codificadores de diacilglicerol-acetiltransferases (DACT) e
diacilglicerol-aciltransferases solliveis (DGAT3) expressos em sementes de mamona (Ricinus
communis), visando contribuir para a elucidagdo dos mecanismos que controlam o metabolismo
de lipideos, disponibilizando ferramentas biotecnoldgicas para a manipulacdo da qualidade de

0leos vegetais.

2.2 Objetivos especificos

a) Estudar a expressdo dos genes identificados durante o desenvolvimento da
semente;

b) Analisar o padrdo de localizacdo subcelular destas enzimas em células de
vegetais;

c) Comprovar a funcionalidade dos genes através de um teste de complementacéo
em leveduras incapazes de sintetizar triglicerideos;

d) Superexpressar os genes em Arabidopsis thaliana e avaliar o perfil de seus

acidos graxos gualitativamente e quantitativamente;
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Identificacdo dos genes codificantes das enzimas diacilglicerol acetiltransferases
(DACT) e diacilglicerol aciltransferase solivel (DGAT3) em mamona

Com a finalidade de identificar possiveis genes codificantes para DACT e DGAT3 em
mamona, uma busca sistematica foi realizada no banco genbémico da mamona
(http://castorbean.tigr.org/), utilizando o gene EaDACT de Euonymus alatus (GenBank:
GU594061), e o gene AhDGAT3 (GenBank; AAX62735), de amendoim (Arachis hypogaea),
como iscas. A busca dos genes putativos foi realizada pelo software BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool), na configuracdo tBLASTx. Foram selecionadas sequéncias que
possufam um E-value menor que 10°°, pois havia sequéncias acima desse ponto de corte.
Posteriormente, sequéncias previamente caracterizadas e presentes no banco de dados de
Arabidopsis thaliana (https://www.arabidopsis.org//) e Phytozome (http://www.phytozome.net/)
serviram como parametro de comparacgdo para a identificacdo dos genes codificantes para DACT

e DGAT3 em mamona.

3.2 Expresséo de genes durante o desenvolvimento da semente de mamona

O cDNA de sementes de mamona da variedade comercial AL-Guarani, gentilmente
cedido por Cagliari (Cagliari et al., 2010), foi utilizado para a anélise da expressdo génica em
cinco diferentes estigios de desenvolvimento. Cada estdgio é baseado em caracteristicas
morfol6gicas das sementes, como cor, textura e tamanho, segundo Cagliari et al. (2010).

Oligonucleotideos sintéticos ja projetados (Tabela 1) com o auxilio do programa Primer3
(http://frodo.wi.mit.edu/primer3/primer3_code.html) foram utilizados para as reacdes de PCR em
tempo real (QPCR), utilizando a expressdo dos genes constitutivos ubiquitina (RcUBI) e fator de
elongacéo 1-alfa (RcEF1a) como normalizadores. RT-gPCR foi realizado com o passo inicial de
5 min a 94°C, seguido por 40 ciclos com 10 seg a 94°C, 15 seg a 60°C e 15 seg a 72°C. O perfil
da curva de melting dos produtos de PCR foi obtido depois da incubagéo a 40°C por 2 min para
reanelamento, seguido por um aquecimento de 55°C até 99°C. A diluicdo de cDNA utilizada foi
de 1:50, sendo adicionado 12.5 pL de cDNA por reacdo. O teste estatistico ANOVA seguido do

teste de Dunnett foi utilizado, comparando todos 0s estagios com o controle (primeiro estagio).
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Tabela 1 Primers utilizados para RT-qPCR .

Nome Sequéncia Tamanho
do
Amplicon
Rco_DACTAf 5’-CGGGTTTGATGCATGAGATT-3’ 214
Rco_DACTAr 5’-TGAGGGAAAAACAGCCAAAC-3’
Rco_DACcTBf 5’-GTGAAGGGCAGATGGAGGT-3’ 202
Rco_DACTBr 5’-CCATGAGGTTCCATCTTCTACC-3’
Rco_DACTCf 5’-CGTGGGAAATCACTTGGTTC-3’ 163
Rco_DACTCr 5’-GACGGAAAGAAGAGCCAAAA-3’
Rco DACcCTDf 5’-ATTCCTGACCATTGGATTCG-3’ 152
Rco DACTDr 5’-TCCAGAAGCCCGTTACAGTT-3’
Rco_DGAT3f 5’-CCTTGTCTGAGGACTTTTCCA-3’ 126
Rco DGAT3r 5’-TCTCCTTTGCTCGCAATTCT-3’
Rco_UBIf 5’-ATCGATCGAATCAAGGAACG-3’
Rco_UBIr 5’-CACCCTCAATGTTGTAGTCACG-3’
Rco_EFlaf N&o disponivel
Rco_EFlar
At_UBQ10f 5’-GGCCTTGTATAATCCCTGATGAATAAG-3’
At UBQ10r 5-ACTATGTTTCCGTTCCTGTTATCTCTTT-3’
At_PP2Af 5’-TAACGTGGCCAAAATGATGC-3’
At_PP2Ar 5’-ACCAAGCGGTTGTGGAGAAC-3’

As reacOes foram feitas em triplicatas técnicas, incluindo os genes normalizadores e 0s
controles negativos (reacdes sem cDNA), em placas de 96 pocos. A fluorescéncia do SYBR-
Green foi analisada pelo programa StepOne (Applied Biosystems), na versdo 2.1, e o valor do
Cycle Threshold (CT) de cada amostra foi calculado e reportado usando o método 24°T (Livak
and Schmittgen, 2001).

3.3 Clonagem dos genes

cDNAs completos dos genes RcDGAT3 (XM _002519293) e RcDACTA
(XM_002528977) foram amplificados a partir de cDNA de folhas de mamona, utilizando
primers especificos ( Tabela 2, Rc_DGAT3 e Rc_DACTA) que continham o cddon de término
(STOP) ou ndo. Os cDNAs foram clonados em vetores pENTR/D-TOPO com a finalidade de
gerar clones de entrada para o sistema Gateway (Invitrogen). As sequéncias correspondentes aos

genes foram confirmadas via sequenciamento. Para expressdo em Saccharomyces cerevisae 0s
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cDNAs completos dos genes codificadores de RcDACTA e RcDGAT3 contendo o stop-codon
foram subclonados a partir de pENTR-D para o plasmideo pVT103-U (Vernet et al, 1987; Figura
3) utilizando-se os sitios de BamHI e Xbal que foram inseridos nos primers utilizados para o
isolamento dos genes. Por expressar 0 gene URA3, o plasmideo permite o crescimento em meio
sem uracila em leveduras auxotroficas para este nutriente. Construces para RCDGATL1 foram
gentilmente cedidas por Turchetto-Zolet et al. (2011).

Tabela 2 Primers utilizados para clonagens

Nome Sequéncia
Rc_DGAT3_TOPOf 5’-CACCATGGAAGTCTCAGGCCTG-3’
Rc_DGAT3_STOPr 5’-TTAAGATGCAGGGGCCAGACC-3’
Rc_DGAT3_BHIf 5’-CACCGGATCCATGGAAGTCTCAGGC-3’
Rc_DGAT3_noStop_Xbalr 5’-GGTCTAGAGATGCAGGGGCCAGACCCAA-3’
Rc_ DACTA BHIf 5’-CACCGGATCCATGGAAGGAGAGTTCAAGAA-3
Rc_DACTA_noStop_Xbalr 5’-GGTCTAGACTTTGTATTCCATTGAAGA-3’
Rc_DACTA_ Xbalr 5’-GGTCTAGATTATTGTATTCCATTGAAGA-3’

Figura 3 Mapa do Plamideo pVT-U. URA3: gene relacionado a sintese de uracila (codifica a orotidina 5’-fosfato
descarboxilase); 2u ori: origem de replicagdo em levedura; ADHp e ADH3’: Promotor e regido 3° da alcool
desidrogenase; Ori: origem de replicacdo em bactéria; f1 ori: origem de replicacdo em fago; ApR: gene que confere
resisténcia ao antibidtico ampicilina (Vernet et al., 1987).
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3.4 Estudo da localizagdo subcelular das enzimas DGAT3 e DAcCT de mamona

A sequéncia codificadora dos genes RcDGAT3 e RcDACTA sem seus stop-codons foram
utilizados para criacdo de fusfes traducionais com a proteina de fluorescéncia amarela (yellow
fluorescent protein — YFP), obtidos atraves de clonagem Gateway (Invitrogen) no plasmideo de
expressdo pART7gatewayYFP:HA (Figura 4). Plasmideos contendo a proteina de reticulo
endoplasmatico (reticulon-like protein B13 - RTNLB13), fusionada a proteina de fluorescéncia
vermelha (red fluorescent protein — RFP) foram co-transformados para a identificacdo do reticulo
(Sparkes et al., 2010). Protoplastos provenientes do meséfilo de Arabidopsis thaliana foram
obtidos através da técnica Tape-Arabidopsis Sandwich (Wu et al., 2009) e a transformacao
realizada de acordo com Sheen (2002). A expressdo transiente da fluorescéncia da YFP nos
protoplastos foi visualizada por microscopia de fluorescéncia confocal, no Centro de Microscopia
da UFRGS (http://www.cme.ufrgs.br/) no equipamento Olympus FVV1000.

A sequéncia priméaria das proteinas codificadas pelos genes RCcDGAT3 e RcDACTA
foram utilizadas para a analise de dominios transmembrana putativos através do servidor
TMHMM-2.0 (http://www.cbs.dtu.dk/servicessTMHMMY/).

Sacl (221)

_ Notl (22g)
N Boli(é32)
N, _CaMV pass
- Ml (1052)

AmpR_ T mgmt)
__ Xhol(1582)
Nt (4015) — " attR1
NsiT (4889]_\ " ot a717)
MI[4860]_:\‘*- ™ " BamHI (1767)
t‘355__ ‘ -.g_:ﬂ:‘om (2037)
Smal (4133)_ o TcedB
HAtag__ - " Ncol (2338)
Xbal (4089) ~ BamHI (2490)
Banl (4077 = 1 .
Smal (g075) __ .‘: "I \\ ~. . ‘\SJJJ.GI (2g908)
Kpnl (4066) m"_'u—'* VNN EsaGaea)
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EcoRI (4046} | | PstI(3508)
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Sael (3037) |
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Figura 4 Mapa do plasmideo pART7gatewayYFP:HA. attR1 e attR2: sequéncias que permitem a recombinagéo
especifica do gene de interesse com o plasmideo de entrada; AmpR: gene de resisténcia ao antibidtico ampicilina;
CaMV p35S e t35S: promotor e terminador 35S; ccdB: gene que codifica a proteina control of cell death B ; YFP:
sequéncia codificadora para YFP; HA: sequéncia codificadora para o peptideo de hemaglutinina.
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3.5 Teste de complementacéo em leveduras

Leveduras (Saccharomyces cerevisiae) mutantes da linhagem H1246, incapazes de
sintetizar triglicerideos devido a mutacdes nos genes ARE1/ARE2/LRO1/DGAL (genes que
codificam DGAT-like nesta espécie) (Sandager et al., 2002), e transformadas como descrito por
Turchetto-Zolet et al. (2011) com o vetor pVT103-U (Vernet et al., 1987) (Figura 3) contendo as
sequéncias codificadoras para DGAT3, DACTA, ou DGATL1 (controle positivo) de mamona,
foram utilizadas para testar a complementacdo de fendtipo. Leveduras foram crescidas até sua
fase logaritmica (24 horas), ou até sua fase estacionéria (72 horas) a 30°C em meio de cultura em
meio minimo contendo 0,67% de Yeast Nitrogen Base, 2% de glicose, e drop out de aminoacidos
sem uracila. Células foram coletadas por centrifugacdo, lavadas e ressuspendidas em 1mL de
0.9% (wi/v) de cloreto de sodio (NaCl). Células foram homogeneizadas com um volume igual de
beads de vidro (0.5 mm), com vortex intenso por 5 min. Lipideos foram extraidos com uma
solucdo cloroférmio/metanol/0.9% NaCl em agua (2: 1: 1 v/v/v). A fase orgénica foi coletada,
secada e ressuspendida em 20 pL de cloroférmio. Os lipideos extraidos foram aplicados em
placas de silica gel para cromatografia de camada delgada (Pan et al., 2013), utilizando como fase
movel uma solucdo de hexano/éter dietilico/acido acético (90:10:1 v/v/v). As placas foram
visualizadas com uma solucdo de 0.03% de Coomassie Blue R250 (Sigma) em 20% de metanol.
Oléo de soja foi utilizado como padrdo para identificar TAGs.

3.6 Teste in vivo usando Nile red

Leveduras foram crescidas até a fase estacionaria (72 horas) e o ensaio de fluorescéncia
de Nile red foi realizado como descrito em Siloto (Siloto et al., 2009). Apds as medicdes de
fluorescéncia, células foram visualizadas em microscépio de fluorescéncia (Olympus CKX41),
utilizando o filtro G de excitacdo  verde ExBP480-550/DM570/BA590

(http://www.olympusmicro.com/primer/technigues/fluorescence/fluorotable3.html).

3.7 Transformacao de Arabidopsis thaliana

Plantas de Arabidopsis thaliana do ecétipo Columbia-0 (Col-0), foram crescidas e
transformadas por inoculagdo com Agrobacterium tumefaciens utilizando o método floral-dip
Zhang et al. (2006). O vetor binario pH7CWG2 (Karimi et al., 2005, Figura 5), contendo a
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sequéncia codificadora de RcDGAT3 fusionada a proteina de fluorescéncia ciana (cyan
fluorescent protein — CFP), obtido por meio da metodologia Gateway (Invitrogen), foi utilizado
para expressao deste gene em Arabidopsis. Plantas T1 foram selecionadas em meio contendo
higromicina (25mg/L), carbenicilina (500mg/L) e nistatina (50mg/L). A selecdo das linhagens foi
realizada observando-se a segregacdo da resisténcia ao antibidtico higromicina nas plantas T2.
Plantas homozigotas para o T-DNA foram selecionadas na geragdo T3. DNA das plantas foi
extraido pelo método CTAB e PCR para a identificacdo de transformantes foi realizado
utilizando os primers da tabela 1. O programa da PCR contém um passo inicial de 5 min a 94°C,
seguido por 35 ciclos com 60 seg a 94°C, 45 seg a 55°C e 45 seg a 72°C, e um passo para a
extensdo final de 7 min a 72°C.

Plantas T2 de A. thaliana expressando DGAT3-CFP foram visualizadas por microscopia

de fluorescéncia confocal (Olympus FVV1000).
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Figura 5 Mapa do vetor binario pH7CWG2. attR1 e attR2: sequéncias que permitem a recombinacdo especifica
do gene de interesse com o plasmideo de entrada; CaMV p35S e t35S: promotor e terminador 35S; ccdB: gene que
codifica a proteina control of cell death B; ECFP: sequéncia codificadora para CFP; Sm/SpR: gene de resisténcia ao
antibidtico espectinomicina; RB e LB: bordas direita e esquerda, respectivamente, do T-DNA; Hyg: gene de
resisténcia a higromicina (https://gateway.psb.ugent.be/vector/show/pH7 CWG2/search/index/).
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3.8 Expressao de RecDGAT3-CFP em A. thaliana

RNA total de plantulas T3 de A. thaliana foi extraido com Trizol (Invitrogen), conforme
instrugbes do fabricante. Transcrigdo reversa das fitas de RNA foram realizadas usando 200
unidades da transcriptase reversa M-MLV (Promega) e usando o primer T24V-poli-T, num
volume final de 25uL de reacdo. Os produtos de cDNA foram diluidos 1:10 e estocados a -80°C.
RT-gPCR das plantulas de A. thaliana foi realizado como descrito no item 3.2, utilizando como
normalizadores os genes ubiquitina 10 (AtUBQ10) e a proteina-fosfatase 2 (AtPP2A) (Tabela 1).

Extratos de proteinas foram obtidos de plantulas T3 homozigotas conforme a metodologia
de Daisuke Tsugama (Tsugama et al., 2011). Western blot foi realizado pelo método de Johan
Memelink (Memelink et al., 1994) utilizando um anticorpo policlonal anti-GFP de coelho, capaz
de detectar as variantes da GFP, conjugado com horseradish peroxidase (Santa Cruz
Biotechnology, sc-8334). Os anticorpos ligados a proteinas foram detectados usando o substrato
cromogénico (Novex® HRP Chromogenic Substrate). Para controle positivo, foi utilizado extrato
de proteinas totais de Nicotiana benthamiana (linhagem16c) expressando GFP (Ruiz et al.,
1998).

3.9 Analise do 6leo de sementes de A. thaliana expressando DGAT3-CFP

Sementes de linhagens 35S:DGAT3-CFP de A. thaliana foram adicionadas a uma solucgéo
contendo 1 mL 5% de acido sulfarico (H,SO,4) em metanol (v/v), 50 ug de hidroxitolueno
butilado (BHT) e 300uL de tolueno. As amostras foram agitadas intensamente e aquecidas a
85°C por 1.5 hrs. Apds, foram centrifugadas e a fase organica transferida para um novo tubo,
onde foi evaporada utilizando nitrogénio (Li-Beisson et al., 2010). As amostras foram
ressuspendidas em 500uL de hexano e 1L foi aplicado no cromatégrafo a gas (Modelo CG
2010, Shimadzu, Kyoto, Japdo), equipado com injetor automatizado, detector de ionizacdo em
chama usando coluna capilar de silica fundida (SBL 100, Shimadzu, 30 m x 0.25 mm, 0.25 mm
de espessura). O solvente para lavagem utilizado foi o hexano e a temperatura de injecdo foi de
240°C. O gas carreador foi o hidrogénio com injecdo constante de ImL min™. A deteccio foi
realizada a partir do espectrofotdmetro por ionizacdo em chama (FID), em uma temperatura de
260°C com a taxa de injecdo de gés de hidrogénio a 40 mL min™ e ar a 400 mL min™. A
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temperatura inicial do forno foi ajustada para 50°C por 1 min e aquecida até os 250°C em um
gradiente de 10°C min™. Cromatogramas foram analisados com base em suas &reas e tempos de

retencdo, e experimentos foram realizados em duplicatas bioldgicas.
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4 RESULTADOS

4.1 O genoma de mamona possui sequéncias codificadoras putativas para DGAT3 e

DAcCT

Visando um melhor entendimento de como ocorre a biossintese de lipideos em mamona,

sequéncias codificantes para DGAT3 e DAcT foram buscadas no genoma de mamona. Foi

encontrado um possivel gene homoélogo & AhDGAT3 na oleaginosa, e 4 possiveis genes
codificantes para DACT, denominados DACTA, DAcTB, DAcCTC e DAcTD (Tabela 3, Figura 5).

Tabela 3. Genes homologos a EaDACT e a AhDGATS3 identificados em mamona.

Gene Database Acesso AAs Exons introns
DGAT3 JGI - Phytozome 29889t000177 332 2 1
DACTA JGI - Phytozome = 27613t000006 352 1 0
DAcCTB JGI - Phytozome 27613t000005 406 6 5
DAcCTC JGI - Phytozome | 29812t000007 369 1 0
DAcTD JGI - Phytozome 29990t000016 367 1 0
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DAcTA =
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Figura 6 Estrutura gendmica de DAcTs e DGAT3 de mamona. introns estdo representados em cinza e éxons
estdo representados em azul, ou verde.

4.2 RcDGAT3 é expressa durante o desenvolvimento da semente de mamona

A primeira etapa experimental do presente trabalho foi verificar se 0s genes putativos para
RcDGAT3, RcDACTA, RcDACTB, RcDACTC e RcDACTD eram expressos durante o
desenvolvimento da semente de mamona, onde TAGs s&o acumulados. Para esta finalidade, RT-
gPCR foi realizado com cDNAs de cinco estagios do desenvolvimento (denominados S1, S2, S3,
S4 e S5 de acordo com Cagliari et al. 2010) da semente da oleaginosa; entretanto, ndo foi
detectada expressao significante de nenhum gene codificante para RcDACT (dado ndo mostrado).
Para dar continuidade na caracterizacdo funcional das DAcTs de mamona, DACTA foi

selecionada pois possui maior similaridade com a sequéncia de Euonymus alatus.

Quando analisamos a expressdo de RCDGAT3 observamos que ha expressdo durante todo
0 desenvolvimento da semente, com expressdo maxima no estagio S2, que representa a expansao
total da semente e alta mobilizacdo de carbono para sintese de triglicerideos, sendo este estagio

significativamente mais expresso que o S1 (Figura 7).
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Figura 7 Perfil de expressdo do mRNA da RcDGAT3 em sementes em desenvolvimento de mamona. Expressao
relativa média referente ao estagio S1 e aos genes de referéncia RcUBI e RcEF1a. Barras representam valores de erro
padrdo e o asterisco indica P<0,05 pelo teste ANOVA seguido de Dunnett. Abaixo estdo ilustrados os estagios de
desenvolvimento analisados.

4.3 RcDGAT3 e RcDACTA complementam mutantes de leveduras incapazes de
sintetizar TAGs

Diacilglicerol aciltransferases podem ser consideradas enzimas limitantes para a producéo
de TAGs, ja que sdo as ultimas enzimas da rota principal de sintese de triglicerideos. Para
compreender melhor sobre a funcdo dos genes putativos RCDGAT3 e RcDACTA, um teste de
complementacdo de fendtipo foi realizado (Figura 8). Leveduras capazes de produzir acidos
graxos, mas nao triglicerideos, foram transformadas com vetores que superexpressam a sequéncia
codificadora para as RCDGATSs e crescidas até sua fase estacionaria, onde, possivelmente,
triglicerideos seriam sintetizados. Apds 24 horas de crescimento, poucos TAGs foram detectados
nas leveduras mutantes contendo os genes para RcDGATs (Figura 8); entretanto, bandas
correspondentes a TAGs foram observadas em leveduras que foram crescidas por 72 horas,
mostrando que RcDGAT3 e RcDACTA podem recuperar parcialmente o fendtipo de leveduras
mutantes para a sintese de triglicerideos (Figura 8) e provavelmente possuem a atividade de
diacilglicerol aciltransferase.
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Figura 8 Cromatografia em camada delgada dos extratos lipidicos totais de leveduras selvagens (WT) ou
mutantes (H1246) para a sintese de triglicerideos. As células foram transformadas com o plasmideo pVT103-U
vazio (Empty vector) ou com o plasmideos contendo os genes RecDGAT1, RcDGAT3 e RcDACTA, e crescidas em
meio minimo sem uracila durante 24h (24) ou 72h (72). A regido da migracdo correspondente aos triglicerideos é
mostrada para todas as amostras e 6leo de soja foi utilizado como padrdo de migracdo (TAG). As setas indicam as
amostras onde se visualiza a complementacéo da sintese de TAG no mutante H1246.

4.4 Os triglicerideos produzidos pela superexpressdo de RCDGAT3 ou RcDACTA em
leveduras ndo sdo detectados com o corante fluorescente especifico Nile red

Para entender melhor o efeito que RCDACTA e RcDGATS3 nas leveduras H1246, mutantes
para a sintese de TAGs, a quantificacdo dos lipideos neutros produzidos nestas leveduras foi
realizada pelo método da fluorescéncia de Nile red (Siloto et al., 2009). Este método tem sido
aplicado para a quantificacdo de lipideos neutros e estd correlacionado com a atividade
enzimética de DGATS. Por este método, ndo foi possivel identificar diferengas quantitativas em
relacdo aos lipideos neutros entre leveduras mutantes H1246 carregando o vetor vazio,
RcDGATS3 ou DACTA (Figura 9).
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Figura 9 Deteccdo de lipideos neutros utilizando Nile red em leveduras mutantes da linhagem H1246
expressando RcDGATS. Os valores foram calculados dividindo a fluorescéncia do Nile red pela densidade dptica
(OD) a 600 nm, e representam os niveis de lipideos neutros acumulados pelas leveduras recombinantes. Barras
representam o desvio padréo.

Apds as medicdes de fluorescéncia em fluorimetro, as leveduras foram observadas com
microscopio de fluorescéncia. Embora diferencas em relacdo a producéo de lipideos neutros néo
tenham sidas detectadas por este método, as leveduras testadas apresentam clara diferenca de
fluorescéncia quando observadas pelo microscépio (Figura 10). Isso € devido ao filtro de emisséo
diferente do qual foi utilizado do experimento anterior, sendo neste Gltimo possivel apenas

observar os lipideos polares, ou fosfolipideos.
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Figura 10 Células de levedura H1246 expressando DGAT1, DGATS3, ou DACTA de mamona ap6s o ensaio de
Nile red. Leveduras com o plasmideo vazio (pVT103-U) foram utilizadas como controle. O espectro de excitacao
utilizado para fluorescéncia foi o mesmo da GFP. Imagens a esquerda mostram a fluorescéncia por Nile red, e
imagens a direita mostram o campo claro.

4.5 RcDACTA localiza-se no reticulo endoplasmatico

Para elucidar a localizacdo subcelular das proteinas codificadas pelos genes putativos
RcDGAT3 e RcDACT, inicialmente utilizamos o software TMHMM versdo 2.0 para predizer
possiveis dominios transmembrana. O algoritmo ndo predisse nenhum dominio transmembrana
para a RcDGATS3; entretanto, foram detectados 8 possiveis dominios para DACTA (Figura 11).
Para verificar a localizagdo subcelular dessas enzimas, ensaios de expressdo transiente em
protoplastos provenientes do meséfilo de A. thaliana foi realizado. Foram utilizadas fusdes
traducionais do gene da proteina amarela fluorescente (YFP), enquanto que a GFP foi utilizada
como controle de localizagdo citoplasmatica. E sabido que enzimas do tipo diacilglicerol
aciltransferases estdo usualmente presentes nas membranas do reticulo endoplasmatico das

células. Entdo, para uma melhor resolugédo sobre a localiza¢do subcelular das enzimas putativas,
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foi utilizada como comparagdo uma proteina que se localiza no reticulo (RNTLB13, Tolley et al.,

2008), fusionada a proteina vermelha fluorescente (RFP). Quando as imagens correspondentes a

fluorescéncia da GFP/YFP séo sobrepostas com aquelas que correspondem com a fluorescéncia

da RFP, ¢é possivel identificar se as proteinas se co-localizam (Figura 12). RcDACTA esta

localizada nas membranas do reticulo endoplasmético como as DGATSs convencionais (Shockey
et al., 2006); porém, ndo h& sobreposicdo entre RecDGAT3 e RNTLB13-RFP, mostrando que esta

proteina nao se localiza nas membranas do reticulo endoplasmaético (Figura 12).
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Figura 11 Predicdo de dominios transmembranas para DGAT3 e DACTA de mamona. O servidor TMHMM
plota a probabilidade da sequéncia de aminoacidos formarem uma helix transmembrana (0 - 1.0 no eixo y).
Aminoécidos relevantes das sequéncias sdo mostrados em vermelho. Nenhum dominio transmembrana foi
identificado para RcDGAT3, mas 8 foram identificados para RCDACTA.
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Figura 12 Protoplastos de mesofilo de Arabidopsis expressando transientemente GFP sozinha, RecDGAT3-YFP
ou RcDACTA-YFP co-expressas com RNTLB13-RFP. O painel da esquerda mostra as imagens da fluorescéncia
da GFP ou YFP (FP), enquanto o da direita mostra a sobreposi¢do da fluorescéncia vermelha dos cloroplastos na
primeira linha (GFP) e da proteina marcadora do RE RNTLB13-RFP (Overlay).

4.6 RcDGAT3-CFP localiza-se no citoplasma de células em diferentes tecidos de A.
thaliana

Para elucidar a localizacdo subcelular da RcDGAT3 e avaliar o seu efeito quando
expressa in planta, Arabidopsis thaliana, do ec6tipo Columbia-0, foi transformada com a
construcdo 35S::RCDGAT3-CFP via floral-dip. A partir desta transformacdo, 10 linhagens
independentes resistentes ao antibidtico higromicina foram obtidas e a inser¢do do transgene foi

confirmada por PCR, utilizando oligonucleotideos especificos para RecDGAT3 (Figura 13).

35



130 pb

Figura 13 Confirmacao por PCR da inser¢do da construgdo 35S::RcDGAT3-CFP em plantas de A. thaliana.
M: marcador de tamanho do DNA,; 1-8: transformantes; B: Controle negativo da PCR sem DNA molde. A banda
amplificada corresponde a um fragmento de 130 pb especifica do T-DNA.

Plantas de A. thaliana RcDGAT3-CFP, da geracao T2, foram utilizadas para a analise da
localizacdo subcelular da proteina de fusdo por microscopia confocal. Diferentes tecidos dessas
plantas apresentam a localizagédo de RcDGAT3-CFP por todo o citoplasma (Figura 14), indicando

que esta proteina localiza-se na regido citoplasmatica de plantas.

Pelo radicular Tricoma

Figura 14 Imagens de microscopia de fluorescéncia confocal de diferentes tecidos de A. thaliana expressando
RcDGAT3-CFP.
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4.7 Caracterizacao de A. thaliana que expressam RcDGAT3-CFP

O nivel de expressdo do mMRNA do transgene RcDGAT3-CFP foi avaliado por RT-gPCR
em plantulas T3 de A. thaliana. Das 9 diferentes linhagens testadas, todas o MRNA
correspondente a RcDGAT3 (Figura 15). Foi observado também uma variagdo na taxa de
expressdo steady-state entre as linhagens, sendo a linhagem #6 a que apresenta 0s niveis mais
elevados de mMRNA, sendo este até 50 vezes maior que a linhagem #1 (Figura 15).
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Linhagens de RcDGAT3-CFP Arabidopsis thaliana

Figura 15 RT-gPCR mostrando a expressdo relativa de RCcDGAT3-CFP em diferentes linhagens T3 de
Arabidopsis thaliana. Expressdo relativa média referente & linhagem 1 e aos genes de referéncia AtUBQ10 e
AtPP2A.

Para confirmar que a proteina RcDGAT3-CFP também estava sendo expressa, € que as
imagens obtidas na Figura 13 representavam a proteina fusionada a CFP, e ndo apenas a proteina
de fluorescéncia, um Western blot com anticorpo anti-GFP foi realizado. Como mostrado na
Figura 16, a proteina foi detectada nos 4 extratos totais de proteinas de plantulas de Arabidopsis
T3 (Figura 16, canaletas 2 e 1), ou T4 (Figura 16, canaletas 4 e 6).
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Figura 16 Western blot, hibridizado com um anticorpo especifico para GFP, do extrato proteico das linhagens
de A. thaliana expressando RcDGAT3-CFP. Numeros correspondem as linhagens avaliadas na figura (14) e (+)
corresponde a uma planta controle expressando GFP.

4.8 Sementes T3 de A. thaliana superexpressando RcDGAT3-CFP tém perfil de
acidos graxos similar aos de sementes selvagens (WT)

Visando entender se a superexpressdo de RcDGAT3 levaria a alguma mudanca na
composicéo de &cidos graxos em sementes de Arabidopsis, extratos de sementes foram analisados
por cromatografia a gas com detector de ionizacdo em chama (GC-FID). Acidos graxos foram
derivatizados a ésteres metilicos de acidos graxos (FAMES), para diminuir suas polaridades e

tornarem-se, assim, adequados para a separacdao no GC-FID.

O padrdo de FAMEs identificados tanto em sementes do tipo selvagem (WT), quanto nas
sementes transgénicas (T3-6) foi o mesmo (Figura 17); entretanto, em relacdo ao perfil
quantitativo, parece haver uma diferenca na propor¢do de acido palmitico entre as amostras, com
menor acumulo nas plantas que expressam RCDGAT3-CFP (Figura 18). Apesar das diferencas
observadas, esta andlise necessita ser repetida, pois a concentracdo total de acidos graxos foi
muito baixa nas amostras testadas. Os ensaios serdo realizados a partir de uma quantidade maior
de sementes para a preparagdo da amostra. Desta forma, pretende-se melhorar a resolucdo da
cromatografia e identificar se RcDGAT3 tem algum efeito na composicdo do 6leo da semente

quando expressa em Arabidospsis.
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Figura 17 Perfil de acidos graxos em sementes de A. thaliana do tipo selvagem (WT) e de linhagens
expressando RcDGAT3-CFP (T3-6). Acidos graxos foram derivatizados para formarem FAMEs e, entdo,
separados por cromatografia gasosa (GC-FID). Valores nos picos sdo referentes ao tempo de retencdo de cada

FAME.
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Figura 18 Perfil quantitativo de &cidos graxos em sementes de A. thaliana expressando RcDGAT3-CFP. O
grafico mostra a porcentagem de cada acido graxo nas sementes de A. thaliana do tipo selvagem (WT) e expressando
RcDGAT3-CFP (T3-6).
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5 DISCUSSAO E PERSPECTIVAS

A demanda por fontes renovaveis de combustiveis vem crescendo, assim como a
necessidade de encontrar alternativas para aumentar a produgdo de matéria-prima dos mesmos.
Oleos vegetais tém sido destinados a diferentes aplicacBes ndo so na area de biocombustiveis,
mas também na industria (Napier and Graham, 2010). O entendimento da sintese de acidos
graxos e de seu estoque em plantas é, por isso, de extrema importancia, tendo como uma de suas

principais finalidades a geracdo de ferramentas para o acumulo de lipideos em vegetais.

As enzimas do tipo DGAT sdo conhecidas por serem as enzimas responsaveis na
formacdo de TAGs em diversos organismos e estarem associadas ao reticulo endoplasmatico
(Shockey et al., 2006, Cases et al., 2001). Em plantas oleaginosas, onde o acimulo e presenca de
triglicerideos € principalmente encontrado nas sementes, DGATS do tipo 1 e tipo 2 tém expressao
relativamente alta neste tecido (Cao et al., 2013); as DGATSs soluveis, entretanto, ndo apresentam
localizacdo nas membranas do reticulo endoplasmatico, e sua expressao varia entre diferentes
espécies e tecidos (Chi et al., 2014, Cao et al., 2013, Hernandez et al., 2012).

A DGAT soluvel de mamona (RCcDGAT3) é expressa durante o desenvolvimento de sua
semente, tendo o apice de sua expressdo na fase S2 (Figura 7), onde a semente esta totalmente
expandida e ainda ndo estd pigmentada (Cagliari et al., 2010). Dados do transcriptoma de
mamona mostram que a expressdo da DGAT3 é relativamente maior em folhas do que nos outros
tecidos (Brown et al., 2012). Um resultado parecido também foi obtido em tungue (Vernicia
fordii), onde se viu que esta enzima é mais expressa em flores e folhas que nas sementes (Cao et
al., 2013). Hernandez e colaboradores propdem que a DGAT sollvel possa estar relacionada com
0 gerenciamento do pool de acil-CoA e de sua composicdo em resposta as necessidades na
biossintese de lipideos de membrana (Herndndez et al., 2012). Oleossomos também sao
encontrados em folhas de plantas e sdo compostos principalmente por TAGs, embora a sua
proporcao lipidica nesse tecido seja menor que em sementes (em torno de 1-5% dos lipideos
totais de folhas) (Murphy e Parker, 1984).

Expressdo de enzimas do tipo DACT ndo foram detectadas de forma significante em
sementes em desenvolvimento de mamona (dado ndo mostrado). Resultados similares foram

obtidos com DACTs de soja, embora uma DACT putativa tenha tido alta expressé@o na semente
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(Turchetto-Zolet et al., dados ndo publicados). Isso pode indicar que estes genes ndo contribuem
significantemente com a sintese de TAGs nas sementes dessas espécies. Embora acetil-CoA seja
uma molécula fundamental para o metabolismo em diversas rotas celulares, TAGs com sn-3-
acetil nunca foram estudados/encontrados em sementes de mamona até o presente momento. I1sso
possivelmente é devido a maneira que o0s &cidos graxos sdo estudados, utilizando-se
cromatdgrafos a gas com colunas que ndo conseguem detectar moléculas de dois carbonos (Cao
et al., 2013, Herndndez et al., 2012). Metodologias utilizando espectrémetros de massas como
detectores vém sendo empregadas para uma melhorar resolucdo do perfil de acidos graxos em
TAGs (Li et al., 2014a, Li et al., 2014b); entretanto, ainda ndo foi dada a atencdo devida para a
identificacdo acTAGs em mamona, sendo analisados ions com massa molecular maior do que

800 (valor inicial de TAGs de cadeia longa ionizados) (Brown et al., 2012).

O entendimento das fungdes enziméticas dessas enzimas putativas é de extrema
importancia para inferir se elas pertencem a familia das DGATSs. Leveduras da linhagem H1246,
incapazes de sintetizar triglicerideos foram utilizadas para verificar se as enzimas tinham
capacidade de complementar o fen6tipo mutante. Em 24 horas de crescimento ndo foi detectada a
producdo de TAGs pelas leveduras que expressavam RcDGAT3 e RcDACTA, possivelmente
porque essas leveduras estavam consumindo quaisquer fonte de carbono para seu
crescimento/divisdo celular, ou também pela baixa afinidade dos substratos disponiveis neste
periodo de tempo (Figura 8). Tanto RcDGAT3 e RcDACTA foram capazes de produzir
triglicerideos apds 72 horas de crescimento (Figura 8), o que indica que ambas as enzimas que
possuem atividade de DGAT codificam enzimas funcionais para a sintese de TAG. Turchetto-
Zolet e colaboradores realizaram o mesmo experimento para testar se DGAT1 e DGAT2 de
mamona conseguiam recuperar o fendtipo de sintese de TAGs, onde foi visto que apenas
RcDGATL1 tem esta capacidade (Turchetto-Zolet et al., 2011).

A andlise de fluorescéncia de Nile red nos mutantes também poderia trazer informacoes
sobre a sintese de lipideos neutros nessas células. Nile red é um composto capaz de detectar
diferentes tipos de lipideos, dependendo do comprimento de onda do filtro de excitacdo e de
emissdo (Li et al., 2015), e ja foi utilizado para detectar tanto lipideos de diferentes tecidos de
plantas, quanto para células de leveduras (Huang et al., 2013, Siloto et al., 2006, Aymé et al.,

2014). Siloto e colaboradores mostraram também que a fluorescéncia de Nile red estava

42



correlacionado com a atividade de DGAT em leveduras na fase estacionaria in vivo (Siloto et al.,
2009). Embora RcDGAT1 tenha apresentado um valor alto de variacdo de fluorescéncia neste
experimento, tanto RCDGAT3 e RcDACTA néo apresentaram diferenca em relacdo ao controle
negativo (Figura 9). Hernandez e colaboradores sugerem que a DGAT sollvel tenha preferéncia
por &cidos graxos com mais de uma instauracao (acido linoleico e acido linolénico) (Hernandez
et al., 2012), lipideos ndo encontrados em abundancia em Saccharomyces cerevisiae (Daum et
al., 1998, Shi et al., 2012). A baixa fluorescéncia nas células de leveduras que expressavam
RcDGATS3 pode estar relacionada a especificidade desta enzima por substratos ndo encontrados
em células de leveduras. Para melhor elucidacdo de quais &cidos graxos foram inseridos nos
TAGs produzidos pelas leveduras mutantes que tiveram seus fendtipos complementados por
RcDGAT3 e RcDACTA, 0 uso da espectrometria de massas utilizando o método de perda neutra
podera ser utilizado (Li et al., 2014b, Li et al., 2014a). Este método permite identificar a
composicdo de acidos graxos nos triglicerideos sem precisar transforméa-los em ésteres metilicos

de &cidos graxos, uma metodologia que facilitaria a identificacdo de acTAGs.

Quando as células das leveduras foram visualizadas em microscopio de fluorescéncia,
diferentes intensidades de fluorescéncia foram observadas (Figura 10). Estas diferencas
possivelmente estdo relacionadas a concentracdo de diversas espécies de lipideos encontrados
dentro das células, estes que ndo séo diferenciados por causa da amplitude do filtro de emisséo
utilizado. Para uma melhor resolucdo das imagens mostrando o 6leo produzido pelas leveduras,
um meio de cultura que permita a maior expansao das células e acimulo de lipideos pode ser
utilizado (Poli et al., 2013), além de um microscépio com um filtro que consiga detectar as

diferentes espécies de lipideos.

A enzima diacilglicerol aciltransferase soltvel foi primeiramente identificada na fragcdo
citosolica de sementes imaturas de amendoim (Saha et al., 2006) revelando uma possivel rota
alternativa para a biossintese de triglicerideos da ja conhecida no reticulo endoplasmatico (Bates
et al., 2013). Protoplastos provenientes de A. thaliana foram transformados com as sequéncias
codificadoras de RcDGAT3 e RcDACTA fusionadas a YFP para identificar a localizagcdo
subcelular destas enzimas. RCDACTA possui 8 possiveis dominios transmembrana e esta
localizada nas membranas do reticulo endoplasmatico (Figura 11 e 12). RcDGAT3 ndo possui

nenhum dominio transmembrana, assim como as outras DGAT3 putativas (Turchetto-Zolet et al.,
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dados nédo publicados). Esta enzima, quando fusionada com CFP e vista in planta, esta localizada
no citoplasma das células vegetais (Figura 14). Para uma melhor resolugdo de onde RCcDGAT3
estd localizada, um experimento de expressdo transiente em Nicotiana benthamiana, utilizando
marcadores de organelas (vacuolo, cloroplasto, nucleo) fusionadas a CFP, podera ser realizado
(Nelson et al., 2007). Este experimento corroboraria que DGAT3 de mamona esta localizada no
citoplasma.

Ja foi proposto que enzimas do tipo DGAT néo tém papel redundante, e que sua expressao
poderia levar a diferentes composi¢cdes de &cidos graxos nos triglicerideos (Chen et al., 2007,
Shockey et al., 2006). Para verificar se aexpressdo de RCDGATS teria algum efeito no fenotipo
de plantas de outras espeécies, A. thaliana foi transformada, e suas progénies foram testadas em
relacdo a expressdo de RcDGAT3-CFP (Figuras 13, 15 e 16). Uma das linhagens (#6) apresentou
expressao relativa maior que as outras, presumivelmente pelo local onde a construcdo foi inserida
no genoma, ou até mesmo pelo seu nimero de copias. Esta linhagem foi utilizada para comparar
o perfil de acidos graxos de suas sementes com as de A. thaliana do tipo selvagem (WT), onde,
inicialmente, ndo foi possivel demonstrar alguma diferenca qualitativa (Figura 17). Para verificar
se a expressdao de RcDGATS3 altera o fendtipo de A. thaliana, serd necessario repetir o
experimento com uma maior quantidade inicial de material, com a finalidade de diminuir o ruido
e identificar supostas mudancas na proporc¢do de acidos graxos que compde os triglicerideos das

sementes dessas plantas.

A confirmacdo da atividade DGAT dessas enzimas in vitro também é importante do ponto
de vista biotecnologico. Enzimas do tipo acil-transferase podem apresentar a capacidade de
realizar a reacdo inversa (lipase) e liberar a molécula de acila (Neang et al., 2014). Utilizando
este principio, o ensaio do para-nitrofenil palmitato podera ser realizado para avaliar a atividade
enzimatica dessas proteinas (Gupta et al., 2002). A obtencdo dessas enzimas sera realizada a
partir da clonagem de RcDGAT3 e RcDACTA em vetores TRBO (Kagale et al., 2012, Lindbo,
2007), sendo expressos de forma transiente em Nicotiana benthamiana, e sua purificagéo

efetuada via cromatografia de afinidade.
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