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INTRODUÇÃO

Arabidopsis thaliana é uma pequena planta da família Brassicaceae que vem sendo usada

como organismo modelo para a Biologia Molecular há um bom tempo devido a algumas de suas

características, como ciclo de vida curto, pequeno porte, genoma pequeno e totalmente sequenciado e

facilidade de transformação. Atualmente, outros fatores como o grande número de linhagens mutantes

e o amplo entendimento dos mapas genéticos de todos os seus cincos cromossomos, reforçam o uso

de A. thaliana como organismo modelo.

Há anos nosso laboratório vem estudando um gene de A. thaliana (At2G40850), que codifica

uma proteína fosfatidilinositol 4-cinase denominada PI4Kgamma1 (doravante referido apenas como

“gamma1”). Plantas mutantes para esse gene apresentam grãos de pólen irregulares e com viabilidade

altamente reduzida (aproximadamente 97-98% de grãos de pólen inviáveis), o que demonstra sua

implicação no desenvolvimento polínico. Análises por microscopia eletrônica da estrutura da antera

demonstraram que o tráfego intracelular das células do tapete estava afetado, o que, por sua vez,

afetava a viabilidade dos grãos de pólen. Visto que o nosso gene de interesse apresentou fenótipo na

primeira geração mas este fenótipo foi se perdendo ao longo das gerações, se fez necessário a criação

de novos mutantes, tanto para ele como para o gene mais próximo, que possui alta similaridade de

sequência. Este gene, denominado PI4Kgamma8 (doravante referido apenas como “gamma8”),

curiosamente apresenta aumento da expressão gênica no genótipo mutante gamma1, como

observamos ao longo das gerações. Dada essa peculiar regulação transgeracional, faz-se necessário

criar novos alelos mutantes desses genes para verificar sua regulação.

Dentre as várias técnicas de Engenharia Genética atuais, escolheu-se para o desenvolvimento

deste projeto a metodologia CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats),

por gerar mutações de forma rápida e estável (CONG et al., 2013; JINEK et al., 2012; MALI et al.,

2013). A técnica permite direcionar a endonuclease Cas9, juntamente com um RNA-guia, para

promover a clivagem de um alvo específico de DNA, criando mutações a partir da própria maquinária

de reparo de DNA da célula, através dos mecanismos de ligação de extremidades não homólogas

(NHEJ), ou de recombinação homóloga (HR) (CHAPMAN et al., 2012; LIU et al., 2012). A

vantagem desta técnica é que a mutação é induzida por um transgene, que pode ser eliminado

sucessivamente por segregação, permitindo a propagação das linhagens mutantes tanto em

homozigose como em heterozigose, sem o transgene inicial.

Em outras palavras, o transgene inserido, que atua na célula ovo, zigoto e nos primeiros

momentos do desenvolvimento embrionário da planta, dentre outras coisas, codifica para a

endonuclease Cas9 e também gera uma fita simples de RNA-guia (sgRNA). Este sgRNA é reverso



complementar ao gene de interesse e portanto ela se liga à fita de DNA exatamente no gene de

interesse justo a frente da sequência PAM. O reconhecimento entre sgRNA e o gene de interesse

posiciona a Cas9 neste local e esta realiza o corte da dupla fita de DNA. A partir disso, a própria

maquinária de reparo da célula pode gerar mutações naquele gene, pela adição ou deleção de um ou

dois nucleotídeos (chamada também de mutações InDels), fazendo com que a proteína que seria

codificada pelo gene de interesse tenha a funcionalidade completamente comprometida, uma vez que

os marcos de leitura são alterados quando a inserção/deleção é de um ou dois pares de bases.

OBJETIVOS

- Criar construções genéticas específicas do RNA-guia complementar ao gene At3g56600

(PI4Kgamma8).

- Criar construções genéticas específicas do RNA-guia complementar ao gene At2g40850

(PI4Kgamma1).

- Criar construções genéticas específicas do RNA-guia complementar a ambos os genes, a fim

de conseguir diretamente o duplo mutante gamma1/gamma8.

- Preparar essas construções no vetor pHEE401E

- Preparar os clones desta construção transformando eles em Agrobacterium tumefaciens.

- Crescer plantas de A. thaliana e transformá-las por floral deep.

- Selecionar os possíveis transformantes higromicina-resistentes.

- Extrair o DNA das plantas selecionadas e confirmar a transformação por RT-PCR.

Este projeto se insere em um projeto de longo prazo, que visa criar mutantes do gene gamma1

e gamma8, como também o duplo mutante, através da subsequente transformação de plantas de A.

thaliana. Estes alelos deverão ser disponibilizados à comunidade científica, através dos repositórios

internacionais de germoplasma de Arabidopsis ABRC e NASC.

MATERIAIS E MÉTODOS

O presente trabalho será desenvolvido no Laboratório de Biologia do Desenvolvimento e

Estrutura Vegetal (LABDEV), do Centro de Energia Nuclear na Agricultura (CENA), da Universidade

de São Paulo (USP), Piracicaba – SP. Se utilizarão os vetores pHEE401E disponibilizados através do

ABRC, cuja informação de sequência pode ser obtida em (https://www.addgene.org). Para a criação

dos RNAs-guia específicos contra a sequência genômica do gene de nosso interesse se utilizará

inicialmente uma árvore filogenética da família gênica das fosfatidilinositois 4-cinases da subfamília



gamma criada em nosso laboratório, individualizando assim as regiões de baixa similitude de

sequência no gene PI4Kgamma1 e PI4Kgamma8. Essas regiões serão inseridas no software E-crispR

para encontrar regiões de 22-24 pb próximas a uma PAM compatível com a CRISP de origem

(http://www.e-crisp.org/E-CRISP/). Para a clonagem dos RNAs-guia se utilizará a metodologia

descrita por Schiml et al. (2016), até o processo de transferência dos clones em A. tumefaciens.

O princípio básico deste sistema de clonagem é composto por dois passos. O primeiro

envolve a especificação do RNA-guia para a sequência alvo, por síntese de oligonucleotídeos que são

anelados por aquecimento a 95ºC e sequencial resfriamento gradual, criando fragmentos de DNA de

dupla fita específicos flanqueados por sequências de restrição da enzima BsaI. Seguidamente se

realizará a digestão enzimática, com tal enzima, do DNA de dupla fita de origem oligonucleotídica, e

do vetor de clonagem. Após a purificação dos fragmentos digeridos extraídos de gel eletroforético, se

realizará a incorporação do fragmento específico no vetor de clonagem por ligação mediada por

T4-DNA ligase. Após a confirmação dos produtos de clonagem, por sequenciamento de DNA, a

estrutura completa do RNA-guia será então transferida para vetor pHEE401E, que contém o cassete

de expressão Cas9, através de digestão enzimática e subsequente ligação mediada pela enzima de

restrição BsaI. Células competentes para transformação serão preparadas seguindo o protocolo

descrito por Nakata et al. (1997). Para a transformação de células competentes de A. tumefaciens por

eletrotransformação, será cultivada a cepa GV3101, e se utilizará o protocolo descrito por Fang &

Spector (2010). Os estoques de células competentes e transformadas contendo as construções serão

mantidas a -80º C.

RESULTADOS ESPERADOS

O presente trabalho espera de resultados a criação de plasmídeos de clonagem e

posteriormente de transformação contendo a sequência nucleotídica correta de um RNA-guia. Visa-se

também a transformação de plantas de A. thaliana, a fins de induzir mutações sítio-dirigidas por

CRISPR/Cas9 do gene At3g56600, do seu homólogo funcional At2g40850 e de ambos os genes.

Seleção de possíveis transformantes por resistência a higromicina, realização de cálculos estatísticos

das plantas resistentes e confirmação da transformação por RT-PCR.



CRONOGRAMA

Parte das atividades como as construções genéticas, transformação de Agrobacterium

tumefaciens, crescimento e transformação de A. thaliana já foram realizadas durante o período de

01/09/2019 e 31/08/2020, interregno no qual desenvolvi um projeto de Iniciação Científica.

Cronograma das atividades remanescentes:

1 e 2 mês: seleção in vitro das sementes oriundas do floral deep.

3 e 4 mês: Cálculos estatísticos das plantas resistentes e cultivo in vivo das plantas selecionadas.

5 e 6 mês: Extração de DNA das plantas, confirmação da transformação por RT-PCR e escrita do

documento do TCC.
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