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RESUMO

A espécie Crotalaria spectabilis € uma leguminosa reconhecida por sua capacidade de produzir alcaloides
pirrolizidinicos (APs), especialmente a monocrotalina, composta com propriedades nematicidas. A biossintese
desses compostos inicia-se com a agao da enzima homospermidina sintase (HSS), originada da duplicagao
do gene da desoxihipusina sintase (DHS), enzima do metabolismo primario. Este trabalho teve como objetivo
identificar o gene hss1 em C. spectabilis, por meio de ferramentas de bioinformatica, técnicas de extragédo de
DNA, desenho de primers e amplificagdo via PCR. A mineragéo in silico de sequéncias génicas relacionadas
arota da monocrotalina, com alinhamentos funcionais entre as sequéncias de HSS e DHS, evidenciou 82,85%
de identidade. Foram desenhados dez pares de primers especificos baseados na sequéncia de RNAm do
gene hss1, dos quais seis foram testados experimentalmente. Todos os primers foram empregados na
amplificacdo do gene hss1 a partir do DNA total de plantas de C. spectabilis, sendo todos validados quanto a
sua eficiéncia. Os loci Hss1.7m e Hss1.8 destacaram-se por apresentarem amplicons bem definidos e
cobertura significativa da sequéncia RNAm. Apés validagcdo, o amplicon do /locus Hss1.7m foi sequenciado,
revelando uma sequéncia de 1019 nucleotideos, maior que o amplicon obtido in silico, sendo um forte
indicativo de que os primers anelaram em diferentes exons, deixando visivel uma parte significativa do gene
hss1.

PALAVRAS-CHAVE: Amplificagdo génica; Gene hss1; Homospermidina; Mineragao in silico.
1 INTRODUCAO

O género Crotalaria, pertencente a familia Fabaceae abrange uma ampla
diversidade de espécies. Esta familia é dividida em trés subfamilias: Caesalpinoideae,
Mimosoideae e Papilionoideae. A subfamilia Papilionoideae é a mais numerosa, com 13800
espécies, incluindo o género Crotalaria, que é distribuido mundialmente e ecologicamente
significativo em diversos biomas (Lewis et al., 2005).

Plantas de Crotalaria spectabilis sdo conhecidas por sua rusticidade, adaptando-se
a uma ampla gama de condigdes ambientais, incluindo solos pobres em nutrientes, solos
cascalhentos, regides com escassez hidrica e areas arenosas costeiras (Queiroz, 2009).
Além disso, C. spectabilis possui valor econdmico significativo, sendo cultivada para
adubacao verde, aumento da disponibilidade de nitrogénio (Leal et al., 2005), cobertura
verde para prevenir a erosao (Choi et al., 2008), para o controle de nematoides (Nascimento
et al., 2020), e para producgao de fibra téxtil (Garcia et al., 2013).

O controle de nematoides por plantas do género Crotalaria esta intimamente
associado a biossintese de compostos secundarios, particularmente os alcaloides
pirrolizidinicos. A monocrotalina que € produzida pela C. spectabilis apresenta atividade
nematicida sendo potencial agente para o controle desses parasitas (Carvalho, 2020). O
maior numero de nematoides suprimidos sao endoparasitas sedentarios, estes incluem
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Meloidogyne spp. (Good et al., 1965; McSorley et al., 1994) Heterodera glycines (Kloepper
et al., 1992) e Rotylenchulus reniformis (Zaki, 2024).

A enzima homospermidina sintase, resultante da duplicagdo do gene dhs, é a
primeira enzima catalisadora na via metabdlica da monocrotalina, estabelecendo uma
conexao entre o metabolismo primario e o secundario (Ober e Hartmann, 2000). Analises
gendmicas mostram que os genes hss e dhs séo altamente conservados, o evento de
formacdo do paralogo do gene dhs levou ao desenvolvimento de pequenas familias de
genes em espécies produtoras de alcaloides pirrolizidinicos (Reimann et al., 2004; Ober,
2009).

Tendo em vista a importancia do esclarecimento do metabolismo secundario na rota
metabdlica de alcaloides pirrolizidinicos, a investigagdo do gene hss1 pode fornecer
importantes informagdes sobre a rota metabdlica da monocrotalina, ampliando a elucidagao
da sua via de biossintese. Portanto, o objetivo deste estudo foi desenhar e validar os
marcadores moleculares gerados para identificar e sequenciar o gene hss?1 de C.
spectabilis.
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2 MATERIAIS E METODOS

O material vegetal utilizado no estudo consistiu em sementes de Crotalaria
spectabilis, obtidas junto ao Instituto de Desenvolvimento Rural do Parana (IDR). As
sementes foram semeadas em vasos de 7 litros em casa de vegetacdo da Universidade
Estadual de Maringa. Quinze dias apés a emergéncia (15 DAE), folhas jovens foram
coletadas por conterem menos fibras e menor teor de lignina, o que facilita a extragado do
DNA. As amostras foram desidratadas com silica gel e armazenadas em geladeira a 5°C
no Laboratério Nupagri até o] momento da extracao.
O experimento foi conduzido com trés repeticdes bioldgicas, sendo cada repeticao
composta por folhas coletadas de plantas distintas. Além da PCR convencional, foram
consideradas analises complementares de integridade do DNA por eletroforese em gel e
espectrofotometria em Nanodrop.

A mineragdo das sequéncias génicas foi conduzida inicialmente com uma revisao
bibliografica sobre o sequenciamento de espécies do género Crotalaria. Em seguida, foram
realizadas buscas nos bancos de dados NCBI, UNIPROT e EMBL-EBI, com foco em genes
associados a producdo de monocrotalina. As sequéncias selecionadas foram alinhadas
com genes das familias produtoras de alcaloides pirrolizidinicos, utilizando a ferramenta
BLAST para verificar a similaridade com os genes hss e dhs.

O desenho de primers foi realizado com o programa Primer3Plus, que gerou dez
pares de primers especificos com base na sequéncia com maior identidade. Os parametros
para desenho seguiram critérios como tamanho de 18 a 20 nucleotideos, temperatura de
melting entre 53°C e 63°C e conteudo de citosina/guanina entre 40% e 60%. Seis pares
foram selecionados para uso posterior, incluindo dois com mutagdes especificas.

A extragao do DNA gendmico foi feita com protocolo adaptado de Dellaporta (1983),
utilizando tampao com SDS e B-mercaptoetanol. Apés a maceragao das folhas, o DNA foi
purificado com cloroférmio:alcool isoamilico e precipitado com isopropanol. As amostras
foram armazenadas a -80°C antes da ressuspensdo em tampao TE com adicdo de RNase.
A quantificagao foi realizada em espectrofotdmetro Nanodrop, € a integridade avaliada por
eletroforese em gel de agarose 0,8%.

A amplificagao por PCR foi conduzida com reagao de 20 uL contendo tampéo PCR,
MgCl,, dNTPs, Taq polimerase, primers e DNA molde. O programa térmico incluiu 40 ciclos
com temperaturas especificas para desnaturagao, anelamento e extensdo. Os produtos
amplificados foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1,2%, com voltagem de
60 V por cerca de 2 horas, sendo posteriormente visualizados sob luz UV.
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A mineracéo in silico realizada nos bancos NCBI, UNIPROT e EMBL-EBI permitiu a
identificacdo de uma sequéncia de RNAm do gene hss1 em Crotalaria spectabilis,
correspondente a enzima homospermidina sintase. Essa identificagdo foi baseada em
similaridades com genes conhecidos de outras familias produtoras de alcaloides
pirrolizidinicos. Estudos anteriores com analise enzimatica e ensaios cromatograficos
confirmaram que a homospermidina é um intermediario essencial para a biossintese desses
compostos.

O alinhamento da sequéncia de RNAm do gene hss? com a do gene dhst
(desoxihipusina sintase) revelou uma identidade de 82,85%, confirmando a hip6tese de que
hss se originou de duplicagdes de dhs. Esses achados corroboram com a literatura, que ja
descrevia alta similaridade entre as enzimas e a dificuldade de distingui-las apenas por
sequéncias. Foram desenhados dez pares de primers especificos para o gene hss7, com
base na sequéncia de RNAm de C. spectabilis. Entre eles, dois pares apresentaram
mutagdes em relagdo ao gene dhs, o que pode indicar presencga de introns e variagdes nos
tamanhos dos amplicons. Os primers foram utilizados em DNA gendémico, o que justifica
possiveis diferengas entre os tamanhos esperados e os obtidos experimentalmente.

Seis pares de primers foram testados por PCR, e todos mostraram amplificacao,
inclusive os que apresentavam mutacdes. A amplificacdo bem-sucedida desses loci
confirma a presencga das mutagdes no genoma analisado. Os loci Hss1.7m e Hss1.8 foram
0s que apresentaram melhores resultados, permitindo cobrir aproximadamente 64,5% da
sequéncia de RNAm do gene hss1.

Foi observada amplificagdo ndo especifica em alguns loci, exigindo ajustes nos
parametros da PCR para melhorar a especificidade, como sugerido na literatura. No
entanto, os resultados indicam que os primers foram eficientes para amplificar regides do
gene hss1. Considerando a identificagdo de dois loci, Hss1.7m e Hss1.8, que permitem
uma cobertura de 64,5% do RNAm hss1, foi realizada uma padronizagao da PCR para que
se realizasse o sequenciamento. No /ocus Hss1.7m foi possivel verificar que o amplicon de
2100pb, com aproximadamente o dobro do tamanho do obtido in silico, permaneceu forte
e reproduzivel, demonstrando que esta é a regido alvo do gene hss7. Este amplicon foi
enviado para ser sequenciado. No caso do locus Hss1.8, nao foi possivel padronizar a PCR,
portanto, o amplicon nao foi enviado para o sequenciamento.

O resultado do sequenciamento propiciou a obtengcdo de uma sequéncia de DNA
composta por 1019 nucleotideos (nt) (Figura 1), sendo menor que o amplicon visualizado
no gel e maior do que o amplicon obtido in silico (597 nt) a partir do RNAm, indicando que
os primers, provavelmente, anelaram em exons distintos. Um exemplo que validaria essa
suposicao foi obtido por Nurhayati e Ober (2005). Os autores analisaram o gene dhs2c-Cj
de Crotalaria juncea e, apos 0 sequenciamento, identificaram que o gene possuia 1633 nt,
sendo formado por dois exons, o primeiro com 1071 nt e o segundo com 80 nt, separados
por um intron composto por 480 nt.
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3 RESULTADOS E DISCUSSOES
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TTCGGACGTTAGTCTGTAGCGACTGCCTTCTAGGGCTGATCTTCTCTTCCTTAGAG
ATACGGTTTTGCTCTGGATGC ITTAACTTGTGGCAATGAAGGTACGGTCTAT

TCCTGGCATGTCTGCCGATGT GCTTTGGATCTTTGTTCGCTCTGAGAAGTGA
CCCCACTGTGCTCGAGTTCTTGG CAAACCGGAGGTATCCTTATCT ATTGATC
TGACTCGCTCAC ICTTTAATGTTCCTTCCCCTTGTGGTGTCGGTCGGGTGTCGTC
ATATTCTGCCCTTGCATCTAACTCTGTCAGCAGAACTGTGCCTTTACCGAGTTTTA
CTTTTTICAG AAGGTTGGGGTTCCTTTGTTTTGGCTAAACTGGCCGTTGTAGCA
AAGCCTGGC CTTCCTGTTCTGCTCGGAACGGTATTACCTTGTCCTTTGCCCTTA
CGAAATTAATTGGCTT iGGCCG 3 TCAAAGGCCTGCTTACA
TGTGCTTCTCAAAAG IGCCACCACAAAACATTT

AATAATTTCGGTTTGTGCCGACC AGTGACTGAACCCCATCCTT
CTCTGAAAAAAATGAATTGTATCTCCGGT ACTCCTGCTC GCACATCGATAG
ATGGGCGACTGGATTCTATCCCTTTCAGAGACCTGAAAGGGGGAGGGAACTTGAT
GTCTGCTC FIATTCCGTGAACAATGAAGATTCGATAGGGCTCGGAGTTTCCCGAT

CAATGTTC TGACCTTGGGGTCATTCTCAGACCACAAAAACACCTTTCTAGAT

TGGCGTCCG AGAGATATCAGGATGTGCTTTTAGCTTCATTICTTTTCAAGGGCAT
TTTCTCTAGCCTGCCACAATATCGGTTGTTATACATAATCAGATCAGATCTCTGTT

ACACTGCATCTGCATAGCCGCAAACGATAGTGACCTGTTGGAGCTCTGTTCGGGT

TCACTTAAAAAACACTCCAA

Figura 1: Sequéncia do gene hss1 identificado em C. spectabilis.

4 CONSIDERAGOES FINAIS

A analise in silico das sequéncias do género Crotalaria demonstrou ser uma
ferramenta importante de bioinformatica e eficiente para os estudos de analise gendémica.
Foi possivel avancar significativamente na identificacdo do gene hss1 em Crotalaria
spectabilis. Os primers desenhados foram eficientes para permitir a amplificacéo, entretanto
€ necessario que se invista mais na padronizagcao das PCRs para que se consiga obter a
estrutura do gene hss1.
Os resultados obtidos apresentam potencial aplicagdo na biotecnologia, como na produgao
de biomoléculas com atividade nematicida, e no manejo agricola sustentavel, auxiliando no
controle bioldgico de nematoides em sistemas produtivos. Dessa forma, o gene hss1 de C.
spectabilis se mostra um alvo promissor para estratégias de melhoramento genético e
desenvolvimento de bioinsumos.
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