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RESUMO

O processo de crescimento e desenvolvimento dos organismos multicelulares
estd diretamente ligado ao processo de divisdo celular. Esse processo retne diversas
reagoes moleculares garantindo que a proliferagdo celular ocorra corretamente nos mais
variados tecidos vegetais. Dentre as diferentes formas de regulacdo do ciclo celular, a
acdo dos complexos Ciclina-CDK ¢ uma das mais bem caracterizadas e importantes
para a dinamica celular, cuja atividade ¢ regulada por meio da modulacao dos niveis das
diferentes Ciclinas ao longo das fases do ciclo. A regulacdo dos complexos
Ciclina-CDK ¢ feita por reacdes proteoliticas igualmente bem reguladas e coordenadas
pelo metabolismo celular, como a via ubiqutina-proteassoma 26S. Dentre os
componentes desta via multienzimatica, o Complexo Promotor da Anafase/Ciclossomo
(APC/C), uma enzima multimérica do tipo E3 ubiquitina ligase, desempenha papel
essencial na regulacdo da maquinaria do ciclo por meio do reconhecimento de
proteinas-alvo, como as Ciclinas, para degradacdo, permitindo seu funcionamento
adequado. Em plantas, viu-se que o APC/C estd envolvido em processos que
transpassam sua funcdo primaria de regulacdo do ciclo celular. Processos como
embriogénese, gametogénese, regulagao do crescimento e sinalizacdo hormonal foram
alterados quando modulagdes no complexo foram feitas. Assim, o presente projeto tem
como objetivo caracterizar fenotipicamente os efeitos da regulagao negativa dos niveis
de expressdo, por meio de mutantes com insercao de T-DNA, do gene APCS5 de

Arabidopsis thaliana, responsavel por codificar a subunidade 5 do complexo.

Palavras-chave: Complexo Promotor da Anafase/Ciclossoma (APC/C), Ciclo Celular,

ubiquitinagdo, desenvolvimento vegetal.



1. Introducio e Justificativa

Ao longo da histdria da pesquisa agrondmica, o crescimento e desenvolvimento
vegetal tém sido alvo de estudos visando aumentar a produtividade de culturas
comerciais. Nas plantas, o crescimento envolve o aumento do numero de células, da
biomassa e do volume do vegetal (Hilty et al., 2020) e seu desenvolvimento apresenta
caracteristicas distintas quando comparado com dos animais. Ao concluir a fase
embriondria, a maioria dos animais, exceto aqueles que passam por metamorfose,
desenvolvem um embrido maduro que se assemelha, em tamanho reduzido, ao
individuo adulto. Por outro lado, as plantas s6 desenvolvem seus orgdos verdadeiros
(caule, raiz e folha) durante a fase pos-embriogénica (Radoeva et al. 2019). Também de
forma contraria aos animais, as plantas possuem crescimento indeterminado ocasionado
pela manutengdo de células indiferenciadas que formam o tecido meristematico, as

quais apresentam divisdo e diferenciagdo constantes ao longo de todo seu ciclo de vida

(Shi et al. 2016).

O crescimento vegetal ¢ o processo integrado de divisdo e expansao celular, no
qual novas células sdo adicionadas ao corpo do organismo. Em eucariotos, o ciclo
celular pode ser dividido em quatro fases distintas: as fases preparatorias G1, S e G2, e
a fase de divisdo celular, Mitose ou fase M. O processo necessita de uma regulagdo
rigorosa, orquestrada por uma série de reagdes que proporcionam a correta progressao
das fases do ciclo (Inzé & De Veylder, 2006, Eloy et al., 2012). Um dos processos
fundamentais da regulacdo do ciclo celular estd na acdo coordenada de proteinas
quinases conhecidas como CDKs (cyclin-dependent kinases), cujas atividades sdo
reguladas por meio da associagdo com proteinas regulatérias denominadas Ciclinas

(Morgan, 1995). Ao longo do ciclo celular, Ciclinas especificas, cada qual para as



diferentes fases, ativam as CDKs, permitindo que estas reconhecam os sitios especificos

em seus substratos para fosforilagdo (De Veylder, Beeckman & Inzé, 2007).

A manutencdo da progressdao unidirecional e irreversivel do ciclo celular ¢
garantida pela proteolise de diferentes componentes regulatorios, como as diferentes
Ciclinas que ativam as CDKs. Entre as vias proteoliticas dos eucariotos, a rota
multienzimatica do Sistema Ubiquitina-Proteassoma (ubiquitin-proteasome system -
UPS) ¢ uma das mais bem caracterizadas e conservadas entre estes organismos. Nesta
via, os alvos de degradacao sdo ligados a residuos de ubiquitina, permitindo, assim, que
sejam reconhecidos pelo Proteassoma 26S (Xu & Peng, 2006; Marshall & Vierstra,

2019).

A via possui trés etapas, cada qual desempenhada por um tipo de enzima. A
primeira etapa envolve a Enzima Ativadora de Ubiquitina (ubiguitin-activating enzyme
- El), que, em uma reacdo dependente de ATP, ativa a molécula de ubiquitina. Em
seguida, a Enzima conjugadora de ubiquitina (ubiquitin-conjugating enzyme - E2) se
liga a molécula de ubiquitina previamente ativada (E2-Ub). Por fim, a enzima
ubiquitina ligase (ubiquitin ligase enzyme - E3), responsavel pelo reconhecimento do
substrato, interage com o complexo E2-Ub e catalisa a transferéncia de moléculas de
ubiquitina para o substrato. Por meio da poliubiquitinagdo do substrato, o proteassoma
26S ¢ capaz de reconhecer, especificamente seu alvo e degradd-lo (Willems & De
Veylder; de Oliveira et al., 2022). Em plantas, as enzimas E3 ligases do tipo CRLs sdo
as mais bem caracterizadas, j& que a maioria dessas enzimas esta relacionada ao
crescimento e ao desenvolvimento vegetal, em especial a SkpI-cullin-F-box (SCF) e o
Complexo Promotor da Anafase/Ciclossomo (Adnaphase Promoting Complex/Cyclosome

ou APC/C) (de Oliveira et al. 2022).



O APC/C ¢ uma enzima multimérica, cujo numero de subunidades varia de
acordo com organismo. Em Arabidopsis thaliana, o complexo ¢ composto por cerca de
14 subunidades: APC1, APC2, APC3a, APC3b, APC4, APCS5, APC6, APC7, APCS,
APC10, APCI11, APCI13, APC15 e CDC26 (Willems & De Veylder, 2022). Com
exce¢do do APC3, todas as subunidades sdo codificadas por um unico gene. Ainda, elas
podem ser agrupadas em diferentes modulos de acordo com suas fungdes no complexo.
APC2 e APC 11 sdo as subunidades cataliticas, responsaveis pela transferéncia da
molécula de ubiquitina para o substrato, e por isso compdem o modulo catalitico.
APC3, APC6, APC7 e APC8 possuem o dominio TPR (do inglés, tetratrico-peptide
repeats) e interagem com proteinas ativadoras do complexo, formando o médulo TPR
(D'Andrea e Regan, 2003). APC13 e APC15 medeiam as interagcdes com as subunidades
TPR. Por fim, APCI, APC4 e APC5 formam o modulo plataforma, que fornece
estabilidade ao complexo (Thornton et al., 2006; Eloy et al., 2015; Alfieri et al., 2017;

Chang et al. 2015) (fig. 1).

Figura 1. Ilustracdo didatica do Complexo Promotor da Anafase/Ciclossomo, apresentando suas

subunidades e sua localizacdo. Fonte: Eloy et al, 2015.



O nome do complexo APC/C remete a primeira fung¢do descrita para o
complexo: promover a anafase a partir da ubiquitinagdo das Securinas em animais.
Durante o ciclo celular, as Securinas inibem a enzima Separase, responsavel pela quebra
da coesdo entre as cromatides-irmas, a partir da degradacdo da Coesina na regido dos
centrdmeros. Uma vez ativado, o APC/C ¢ capaz de reconhecer a Securina e marca-la
para degradagdo, permitindo, assim, a acdo da Separase e, consequentemente, a perda da

coesdo entre as cromatides-irmas (Castro et. al. 2005).

O APC/C catalisa as reacdes de ubiquitinacdo por meio do reconhecimento e
recrutamento de substratos que apresentam o motivo conhecido como Destruction box
(D-BOX), caracterizado pela sequéncia de residuos de aminodcidos RxxLxxxxN
(Willems & de Veylder, 2022; Glotzer et al., 1991; Pfleger & Kirschner, 2000). O
processo de reconhecimento do substrato ¢ controlado por moléculas ativadoras ou
inibidoras, que regulam o processo de ubiquitinacdo via modulagao da atividade do
APC/C. Dentre os ativadores do complexo, podemos citar o CELL DIVISION CYCLE
20 (CDC20) e o CELL CYCLE SWITCH 52 (CCS52/CDHI1), que mudam a
conformagdo da proteina para permitir a ligacdo com o E2. A exemplo de inibidores
conhecidos tem-se o ULTRAVIOLET-B-INSENSITIVE 4 (UVI4) e seu homologo,
OMISSION OF SECOND DIVISION 1 (OSD1)/GIGAS CELL1 (GIG1), os quais
inibem a fun¢do do complexo ao interagir e alterar a conformacgao proteica de ativadores
como CCS52A1, CDC20.1, CDC20.5, CCS52A1, CCS52A2 e CCS52B (Peters, 2002,
McLean et al., 2011; Heyman & De Veylder, 2012; Saleme et al., 2021; Oliveira, Silva

& Eloy, 2022).

As subunidades do APC/C individualmente sdo essenciais para a viabilidade do
organismo, uma vez que individuos que possuem um dos genes do APC/C deletados,

com excecdo da subunidade 3 que possui duas isoformas (4PC3a e APC3b), ndo sdo



capazes de completar seu desenvolvimento (Xu, 2019). Desde a sua descoberta,
diferentes trabalhos cientificos utilizam o APC/C e suas subunidades como objeto de
estudo para elucidar processos moleculares e fisioldgicos do desenvolvimento e
crescimento vegetal. Estudos com as subunidades em arroz, tomate e A. thaliana ja
demonstraram a influéncia do complexo em processos como diferenciag¢do celular dos
meristemas do caule e da raiz (Lin et al., 2020; Schwedersky et al., 2021), embriogénese
(Wang et al. 2013), gametogénese masculina e feminina (Eloy et al., 2011; 2012; Zheng
et al., 2011; Wang et al., 2012; Schwedersky et al., 2021, Saleme, Rocha & Eloy, 2021),

regulacdo hormonal (Lin et al., 2020) e perfilhamento (Lin et al., 2012; 2020).

A partir do que foi exposto, conclui-se que o ciclo celular e toda maquinaria
envolvida neste processo tem um papel-chave no crescimento e desenvolvimento das
plantas. Portanto, entender a forma como este processo ¢ orquestrado ¢ importante para
estudos em biologia vegetal e a posterior aplicagdo agronomica.. Como mencionado
anteriormente, a alteracdo dos genes que codificam suas subunidades resulta em
fendtipos expressivos, os quais podem ser aplicados em culturas comerciais para a
analise de caracteristicas favoraveis. No contexto atual, estudos acerca do aumento da
produtividade vegetal sdo essenciais considerando o sobrecarregamento do setor
agricola potencializado pelo crescimento populacional acelerado e as mudancas

climaticas.

Com isso, o presente trabalho busca estudar a subunidade 5 do APC/C, a qual
ndo apresenta estudos prévios publicados, para caracterizar fenotipicamente plantas com

a modulagdo negativa do gene APC5 em plantas de Arabidopsis thaliana.



2. Objetivos

2.1. Objetivo especifico

O projeto de pesquisa tem como objetivo caracterizar os efeitos da modulagao
negativa do gene APC5 em Arabidopsis thaliana, por meio de ensaios comparativos

entre linhagens mutantes SALK e plantas selvagens do tipo Col-0.

2.2. Objetivos Especificos

e Analisar os padroes de expressdo génica em linhagens mutantes SALK e

selvagens.

e C(Caracterizar fenotipicamente as linhagens mutantes, e associa-los a possivel

reducao nos niveis de APCS5.

e Analisar a influéncia do gene APC5 na gametogénese de A4. thaliana.

3. Materiais e métodos

3.1. Condicoes de crescimento

As linhagens mutantes utilizadas serdo crescidas in vivo e in vitro sob condi¢des
controladas. O crescimento in vivo sera a 22° C, sob fotoperiodo longo com 16h de luz
(=120 pmol/m?/s) e 8h de escuro, com 60% de umidade relativa. No crescimento in
vivo, as sementes serdo semeada em vasos de 100ml com substrato comercial (turfa)
(Jiffy Growing Solutions, Oslo, NO) acrescido de vermiculita expandida, na proporcao
de 3:1, respectivamente. Para o cultivo in vitro, as sementes serdo crescidas em meio de
cultivo “Murashige and Skoog” (MS) (MURASHIGE & SKOOG, 1962) de meia forga
com 10 g L+ de sacarose e 9 g L' de agar. As placas in vitro serdo mantidas sob as

mesmas condi¢des anteriormente explicitadas.



3.2. Escolha e obtencao das linhagens de trabalho

As linhagens mutantes com perda de fungdo foram escolhidas e obtidas por meio
do banco de germoplasma do National Arabidopsis Stock Center (NASC). Duas
linhagens SALK, variedades de A. thaliana geneticamente modificadas por meio da
insercao aleatoria de T-DNA, para o gene APCS5 (At1g06590) foram selecionadas. A
primeira, SALK 022047, possui uma inser¢ao de 610-910 bp na regido promotora do
gene (a downstream do ATG) e a segunda, SALK 024997, possui uma insercdo de

561-861 bp localizada no 9° intron do gene em questao.

3.2.1. Extracao de DNA gendmico

As diferentes linhagens de A. thaliana utilizadas neste trabalho terdo seus DNAs
extraidos para que possam ser utilizados em analises especificas. Para isso, o método
CTAB (cetyltrimethylammonium bromide) sera realizado com folhas de plantas com 15

dias apds a semeadura.

3.2.1. Reacao de PCR para genotipagem das linhagens SALK

Com o DNA genomico extraido, este serd utilizado como molde para a reagdo
em cadeia da polimerase, PCR (Polymerase chain reaction) a fim de determinar o

gendtipo dos individuos analisados.

Duas reagdes, com objetivos diferentes serdo feitas: PCR WT e PCR T-DNA. A
primeira utiliza primers especificos para as bordas esquerda e direita da regido selvagem
(SALK 022047 LP e SALK 022047 RP, respectivamente (tabela 1), a fim de
amplificar a sequéncia original do gene APCS5. A segunda, por sua vez, utiliza o primer
LBbl1.3 (tabela 1), que se anela a borda esquerda do fragmento de T-DNA inserido,

junto ao primer SALK 022047 RP, que se anela a direita do gene selvagem,



amplificando, assim, o T-DNA inserido As reagdes serdo realizadas utilizando o kit
“GoTaq® Green Master Mix”. A mesma reacdo sera realizada para a linhagem
SALK 024997, utilizando primers especifico para a regido de inser¢do desta linhagem

(tabela 1).

As reagdes serdo feitas em termociclador T100 (BioRad) utilizando a seguinte
programacao: 1 ciclo a 95°C por dois minutos para a primeira desnaturagdo, seguida por
35 ciclos sequenciais de 95°C por 30 segundos, 55°C por 30 segundos €¢72°C por 1
minuto, € um ciclo final de 72°C por 5 minutos. O fragmento de DNA amplificado por
PCR foi separado em gel de agarose 1% para verificar o tamanho correto do produto da
reacdo. A presenca ou a ausé€ncia de bandas da regido selvagem ou bandas do T-DNA

indicam o genotipo dos individuos, assim como mostrado na figura 3.

Primer Forward Reverse

SALK 022047 AATGCAAACGGAGATCTTGTG TTAGCTGAAAATGCAATTGCC
SALK 024997 ATTCATTCTCCCGAGAGCTTC TACCCCAGATTCTCACGACAG
LBbl1.3 ATTTTGCCGATTTCGGAAC

Tabela 1: Primers utilizados para genotipar mutantes SALK 022047 e¢ SALK 024997, sendo os
primeiros anelados a regido onde o TDNA sera inserido, utilizados para amplificar a regido sem o T-DNA

e o segundo, quando utilizado junto ao salk 022047 rv, amplifica o TDNA, se inserido.

3.3. Analise da expressao génica por RT-qPCR

Para andlises de expressdo génica, RT-qPCR (colocar significado), sera
realizado em cada linhagem selecionada, trés réplicas biologicas, constituidas por um
pool de seis plantas crescida in vitro, serdo coletadas. As coletas serdo feitas em trés
tempos diferentes, para cobrir a fase inicial do desenvolvimento: 8, 12 e 16 dias apds a

estratificacdo.




Ap0s a coleta, o material serd imediatamente congelado em nitrogénio liquido,
para ser utilizado na extragdo de RNA via TRIzol*, de acordo com as instru¢des do
fabricante (Invitrogen Corporation, CA, Estados Unidos). Para eliminar o DNA
gendmico residual, os transcritos serdo tratados com “RNAse-free DNase” seguindo o

protocolo do fabricante (GE Healthcare).

A partir dos transcritos extraidos, uma fita de DNA complementar (cDNA) sera
sintetizada com o kit “SuperScript™ III First-Strand Synthesis System” (Invitrogen

Corporation, CA, Estados Unidos) de acordo com as instru¢des do fabricante.

Para a analise de expressdo ,serdo utilizados os primers referentes a regido do
gene APCS5 e a dois genes endogenos, UBI10 e GADPH, os quais sdo mostrados na
tabela 2. O cDNA sera amplificado no sistema “Applied Biosystems 7500 Real-Time
PCR System” em placas de 96 pocos com “SYBR™ Green PCR Master Mix” (Thermo
Fisher Scientific, MA, Estados Unidos) de acordo com as recomendacdes do fabricante,

utilizando trés réplicas técnicas para cada amostra.

Primer Forward Reverse

AT1G06590 APC5 | CAGCAAATGTGGCACACTCC GCAAAACGAGATGCTTGCCA
UBI10 CACACTCCACTTGGTCTTGCGT TGGTCTTTCCGGTGAGAGTTCA
GADPH TCCGTGTTCCAACCGTTGAT GCCTTGGCATCGAAAATGCT

Tabela 2: Tabela de Primers referentes ao qPCR

3.4. Analise da Viabilidade dos 6vulos das plantas knockout and knockdown

Com a finalidade de avaliar a influéncia do gene 4APC5 na gametogénese das
plantas mutantes SALK 022047, sera realizada uma analise nos frutos de A. thaliana

homozigota para a insercdo do T-DNA, verificado pela genotipagem especificada no



topico 4.2. Com o auxilio do estereoscopio Leica M165 FC equipado com o LAS AF
software (Leica Application Suite Advance Fluorescence) (Leica Microsystems,
Alemanha) as siliquas serdo abertas e fotografadas. Dessa maneira, pretende-se verificar
a viabilidade das sementes a partir da contagem do numero de d6vulos fecundados

viaveis e abortados para a posterior comparac¢do com siliquas de individuos selvagens.

3.4. Cruzamento reciproco com as plantas heterozigotas do Salk 024997

Com a finalidade de observar se o knockdown do gene interfere na gametogénese
feminina ou masculina, serd analisada a taxa de transmissdao do T-DNA a partir de um
cruzamento reciproco (Eloy et al, 2011). Para isso, iremos cruzar de maneira reciproca
dois individuos: uma planta mutante SALK 024997 que carrega o fragmento de TDNA
e uma planta selvagem (QSALK 024997 x SWT e QWT x J&SALK 024997),
identificadas através da analise genotipica detalhada no item 4.1. Neste cruzamento, a
planta SALK sera tanto o doador de polen, em uma das dire¢cdes do cruzamento, quanto

o receptor do podlen no cruzamento reciproco.

Apds completar o ciclo reprodutivo, as sementes F1 resultantes dos cruzamentos
serdo semeadas conforme as condigdes mencionadas no tdpico 4.1. O material genético
de aproximadamente 100 plantas de cada cruzamento sera coletado para uma nova

analise genotipica, de forma a examinar a transferéncia do fragmento de TDNA.

4. Analise de resultados

4.1. Genotipagem de individuos mutantes

A partir da realizagdo de duas reacdes de PCR sera possivel investigar a
constituicdo dos alelos no locus At1g06590, identificando a presenga ou auséncia do

fragmento de T-DNA. Para os experimentos com a linhagem SALK 022047, serdo



obtidos individuos homozigotos, enquanto para SALK 024997 serdo utilizados
individuos heterozigotos devido a inviabilidade de obten¢do de homozigotos, uma vez
que o silenciamento do gene ¢ letal e a insercdo dentro de um intron interfere na
expressdo génica, inviabilizando o desenvolvimento desses individuos. A localizacio

pode ser vista nas figuras 2 e 3.

Wild Type PCR T-DNA PCR
LBEimer
GSPI GSP2 GSPv
genomic DNA genomic DNA

Figura 2: Ilustragdo referente aos dois tipos de PCR realizados indicando o genotipo dos individuos.

Fonte: O'MALLEY, BARRAGAN & ECKER; 2015.
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Figura 3: Imagem indicando a caracterizagdo fenotipica de um individuo, sendo que a presenca das duas
bandas selvagens (W) ¢ de TDNA (T) indicam individuos heterozigotos, a presenga apenas da banda W
refere-se a individuos selvagens enquanto a amplificacdo apenas da banda T indica individuos

homozigotos. Fonte: O’MALLEY, BARRAGAN & ECKER; 2015.

5.2. Analise da expressdo génica por RT-qPCR

Os niveis de expressdo serdo validados por meio de analises de curva de melting
dos primers, seguida pela normalizagdo em relacdo a expressdo média dos genes de

referéncia UBI10 e GAPDH. Esse procedimento de normalizagdo envolve a



metodologia AACt, o qual ¢ calculado a partir da diferenga entre o valor do Ct do gene
alvo e o valor médio do Ct dos genes de referéncia (ACt). Subsequentemente, o AACt
sera determinado subtraindo o valor de ACt da amostra controle do valor de cada

amostra experimental, como mostra a formula abaixo:

ACt = Ct (gene APC5S) — Ct(az média dos genes endégenos)
AACt = ACt (controle) — ACt

5.3. Analise da Viabilidade das sementes

A partir da contagem do numero de évulos em siliquas de individuos selvagens e
mutantes homozigotos, serd realizada uma analise por meio do teste ¢ entre as duas
amostras. O teste sera realizado utilizando o célculo da média e do desvio padrao do
numero de 6vulos vidveis e dvulos abortados, para definir o valor de ¢ e confirmar a

significancia dos resultados.
5.4. Cruzamento Reciproco

A analise serd feita a partir da comparacdo do genotipo de plantas
autofecundadas com aquelas obtidas a partir da semeadura das sementes F1 oriundas do
cruzamento reciproco para analise e transmissdo do fragmento de TDNA, sendo que os

resultados serdo interpretados de acordo com as tabelas abaixo.

Efeitos na Gametogénese Efeitos na Gamelogénese
Masculina Feminina
Tipo de Porcentagem Tipo de Porcentagem
cruzamento aproximada cruzamento aproximada
Autofecundacdo | 45 ~30 Autofecundacdo | 45 ~50
YSALK 024997 | 45 -50 YSALK 024997 |0
X X
& WT & WT
T+ WT 0 Y WT 45 ~50
X X
4 SALK 024997 A SALK 024997




Tabela 3: Tabelas referentes aos resultados esperados referentes a influéncia na gametogénese

feminina ou (b) masculina a partir do cruzamento reciproco.

5. Plano de Trabalho e cronograma

Atividade MES |MES |MES |MES |MES |MES6
1 2 3 4 5

Genotipagem Salk 022047 X

Genotipagem X

Salk 024997

RT-qgPCR X X

Analise de siliquas X

Cruzamento Reciproco X

REVISAO X X X X X X
BIBLIOGRAFICA

ESCRITA X X X
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