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INTRODUCAO

Arabidopsis thaliana é uma pequena planta da familia Brassicaceae que vem sendo usada
como organismo modelo para a Biologia Molecular hd um bom tempo devido a algumas de suas
caracteristicas, como ciclo de vida curto, pequeno porte, genoma pequeno e totalmente sequenciado e
facilidade de transformagdo. Atualmente, outros fatores como o grande niimero de linhagens mutantes
¢ o amplo entendimento dos mapas genéticos de todos os seus cincos cromossomos, reforcam o uso

de A. thaliana como organismo modelo.

Ha anos nosso laboratorio vem estudando um gene de A. thaliana (At2G40850), que codifica
uma proteina fosfatidilinositol 4-cinase denominada PI4Kgammal (doravante referido apenas como
“gammal ”). Plantas mutantes para esse gene apresentam graos de polen irregulares e com viabilidade
altamente reduzida (aproximadamente 97-98% de grdos de pdlen invidveis), o que demonstra sua
implicacdo no desenvolvimento polinico. Analises por microscopia eletronica da estrutura da antera
demonstraram que o tradfego intracelular das células do tapete estava afetado, o que, por sua vez,
afetava a viabilidade dos graos de polen. Visto que o nosso gene de interesse apresentou fenotipo na
primeira geracdo mas este fendtipo foi se perdendo ao longo das geracdes, se fez necessario a criagao
de novos mutantes, tanto para ele como para o gene mais proximo, que possui alta similaridade de
sequéncia. Este gene, denominado PI4Kgamma8 (doravante referido apenas como “gammal8”),
curiosamente apresenta aumento da expressdo génica no gendtipo mutante gammal, como
observamos ao longo das geragdes. Dada essa peculiar regulagdo transgeracional, faz-se necessario

criar novos alelos mutantes desses genes para verificar sua regulacao.

Dentre as varias técnicas de Engenharia Genética atuais, escolheu-se para o desenvolvimento
deste projeto a metodologia CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats),
por gerar mutagdes de forma rapida e estavel (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 especifico de DNA, criando mutagdes a partir da propria maquinaria
de reparo de DNA da célula, através dos mecanismos de ligacdo de extremidades ndo homologas
(NHEJ), ou de recombinacdo homoéloga (HR) (CHAPMAN et al., 2012; LIU et al., 2012). A
vantagem desta técnica ¢ que a mutacdo ¢ induzida por um transgene, que pode ser eliminado
sucessivamente por segregacdo, permitindo a propagagdo 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 embrionario da planta, dentre outras coisas, codifica para a

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



complementar ao gene de interesse e portanto ela se liga a fita de DNA exatamente no gene de
interesse justo a frente da sequéncia 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 propria
magquinaria de reparo da célula pode gerar mutacdes naquele gene, pela adig@o ou delecdo de um ou
dois nucleotideos (chamada também de mutagdes InDels), fazendo com que a proteina que seria
codificada pelo gene de interesse tenha a funcionalidade completamente comprometida, uma vez que

os marcos de leitura sdo alterados quando a inser¢ao/dele¢do ¢ de um ou dois pares de bases.

OBJETIVOS

- Criar construgdes genéticas especificas do RNA-guia complementar ao gene At3g56600

(PI4KgammaQ).
- Criar construgdes genéticas especificas do RNA-guia complementar ao gene At2g40850

(P14Kgammal).

- Criar construgdes genéticas especificas do RNA-guia complementar a ambos os genes, a fim
de conseguir diretamente o duplo mutante gammal/gammas.

- Preparar essas constru¢des no vetor pHEE401E

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

- Crescer plantas de 4. thaliana e transforma-las por floral deep.

- Selecionar os possiveis transformantes higromicina-resistentes.

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

Este projeto se insere em um projeto de longo prazo, que visa criar mutantes do gene gammal
e gamma8, como também o duplo mutante, através da subsequente transformagdo de plantas de A.
thaliana. Estes alelos deverao ser disponibilizados a comunidade cientifica, através dos repositorios

internacionais de germoplasma de Arabidopsis ABRC e NASC.

MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho sera desenvolvido no Laboratério de Biologia do Desenvolvimento e
Estrutura Vegetal (LABDEV), do Centro de Energia Nuclear na Agricultura (CENA), da Universidade
de Sao Paulo (USP), Piracicaba — SP. Se utilizardo os vetores pHEE401E disponibilizados através do
ABRC, cuja informagdo de sequéncia pode ser obtida em (https://www.addgene.org). Para a criagdo
dos RNAs-guia especificos contra a sequéncia gendmica do gene de nosso interesse se utilizara

inicialmente uma arvore filogenética da familia génica das fosfatidilinositois 4-cinases da subfamilia



gamma criada em nosso laboratério, individualizando assim as regides de baixa similitude de
sequéncia no gene Pl4Kgammal e PI4Kgamma8. Essas regides serdo inseridas no software E-crispR
para encontrar regides de 22-24 pb proximas a uma PAM compativel com a CRISP de origem
(http://www.e-crisp.org/E-CRISP/). Para a clonagem dos RNAs-guia se utilizard a metodologia

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

O principio basico deste sistema de clonagem é composto por dois passos. O primeiro
envolve a especificagdo do RNA-guia para a sequéncia alvo, por sintese de oligonucleotideos que sdao
anelados por aquecimento a 95°C e sequencial resfriamento gradual, criando fragmentos de DNA de
dupla fita especificos flanqueados por sequéncias de restrigdo da enzima Bsal. Seguidamente se
realizard a digestdo enzimatica, com tal enzima, do DNA de dupla fita de origem oligonucleotidica, ¢
do vetor de clonagem. Apds a purificagdo dos fragmentos digeridos extraidos de gel eletroforético, se
realizard a incorporagdo do fragmento especifico no vetor de clonagem por ligagdo mediada por
T4-DNA ligase. Apds a confirmagdo dos produtos de clonagem, por sequenciamento de DNA, a
estrutura completa do RNA-guia ser4 entdo transferida para vetor pHEE401E, que contém o cassete
de expressdo Cas9, através de digestdo enzimatica e subsequente ligagdo mediada pela enzima de
restricdo Bsal. Células competentes para transformacdo serdo preparadas seguindo o protocolo
descrito por Nakata et al. (1997). Para a transformacgao de células competentes de A. tumefaciens por
eletrotransformacao, sera cultivada a cepa GV3101, e se utilizard o protocolo descrito por Fang &
Spector (2010). Os estoques de células competentes e transformadas contendo as construgdes serao

mantidas a -80° C.

RESULTADOS ESPERADOS

O presente trabalho espera de resultados a criacdo de plasmideos de clonagem e
posteriormente de transformagdo contendo a sequéncia nucleotidica correta de um RNA-guia. Visa-se
também a transformacgdo de plantas de A4. thaliana, a fins de induzir mutagdes sitio-dirigidas por
CRISPR/Cas9 do gene At3g56600, do seu homoélogo funcional At2g40850 e de ambos os genes.
Selecdo de possiveis transformantes por resisténcia a higromicina, realizagdo de célculos estatisticos

das plantas resistentes e confirmagao da transformacao por RT-PCR.



CRONOGRAMA

Parte das atividades como as construgdes genéticas, transformagdo de Agrobacterium
tumefaciens, crescimento e transformacdo de A. thaliana ja foram realizadas durante o periodo de

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

Cronograma das atividades remanescentes:
1 e 2 més: selecdo in vitro das sementes oriundas do floral deep.
3 e 4 més: Calculos estatisticos das plantas resistentes e cultivo in vivo das plantas selecionadas.
5 ¢ 6 més: Extragdo de DNA das plantas, confirmagdo da transformagdo por RT-PCR e escrita do

documento do TCC.

ASSINATURAS
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TERMO DE RESPONSABILIDADE DO PESQUISADOR RESPONSAVEL E DEMAIS
PESQUISADORES ENVOLVIDOS NO PROJETO DE PESQUISA

A Comiss3do de Coordenacdo do Curso de Ciéncias Bioldgicas, Coc-CB
Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, ESALQ-USP

Com relagédo ao projeto de titulo “Utilizagdo do sistema CrispR/CAS9 para criar InDels
gene especificos: Transformacdo e selegcdo de plantas de A.thaliana para mutar uma
fosfatidilinositol quinase planta-especifica”, desenvolvido para cumprimento das atividades
da Disciplina LCB0525, sob supervisdo de Prof. Francisco Scaglia Linhares e com
execucdo parcial ou total sob responsabilidade de Kalvin Leonardo de Almeida,
declaramos que:

1. Estamos cientes do contelido e assumimos o compromisso de cumprir os termos das
Leis e Decretos complementares (Lei No 6.894 de dezembro de 1980, Lei N 7.803 de 18
de julho de 1989, Lei No 9.985 de 18 de julho de 2000, Lei No 9.974 de 6 de junho de
2000, Decreto No 99.556 de 1 de Outubro de 1990, Decreto No 4.340 de 22 de agosto
de 2002, Instrucdo Normativa N 154 de 01 de mar o de 2007, Decreto N 4.074 de 4 de
janeiro de 2002, Instru¢do Normativa N  169/2008, ABNT-NBR10004 2004, Resolugao
ANVISA RDC 306 - 07 de dezembro de 2004, Resolugdo No 358, de 29 de abril de 2005)
acrescida dos dispositivos e alteragdes, bem como os demais decretos e instrucoes
normativas posteriores relativos aos assuntos ambientais pertinentes. Também cientes,
que apresentaremos todas as declaragbes e documentos exigidos pela Comissao de
Etica Ambiental na Pesquisa CEAP-ESALQ se solicitados;

2. Todos os procedimentos, organismos, insumos, equipamentos e quaisquer outros itens
que serdo utilizados direta ou indiretamente nesta pesquisa serdo adquiridos e
empregados segundo a legislagdo/normas dos érgaos competentes;

3. O projeto prevé recursos financeiros, se necessarios, para o gerenciamento dos
residuos oriundos da pesquisa;

4. Todo impacto ambiental decorrente da ma condugdo do projeto € de inteira
responsabilidade dos pesquisadores envolvidos no projeto;

5. Estamos cientes das normas estabelecidas pelo Programa de Gerenciamento de
Residuos Quimicos da ESALQ (PGRQ-ESALQ) e comprometemo-nos com o seu
cumprimento na sede da instituicdo responsavel pela condugédo do projeto, colaborando
para sua adequada realizacao;

6. Comprometemo-nos a providenciar, quando exigido em fungdo da natureza do projeto
de pesquisa, todos os documentos/autorizagbes exigidos por 6rgaos publicos ou privados.

Piracicaba, 21 de outubro de 2022
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Prof. Francisco Scaglia Linhares Kalvin Leonardo de}(fmeida

Docente Orientador(a) Aluna(o)
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