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1 Introdugdo

Os organismos superiores s30 compostos por um variado niimero de células
diferenciadas, sendo cada uma especializada em uma determinada fun¢do no
organismo. Esse fato pode parecer conflitante se levarmos em conta que todas as
células de um organismo multicelular s3o derivadas de uma tnica célula precursora,
o ovo fertilizado. Como entdo ocorre essa diferenciagdo? Em alguns poucos casos,
esse processo ocorre pela perda de material genético como ocorre, por exemplo, com
linfocitos B em relagdo a diversidade de imunoglobulinas que estas células
produzem. A diferenca fenotipica encontrada nos diferentes tipos celulares €
causada, principalmente, pelo diferente padrio de expressdo de genes que codificam
proteinas. O controle da expressdo génica em organismos eucaribticos pode ser feito
em diversos pontos, incluindo ativagdo da estrutura de cromatina, inicia¢do da
transcri¢do, processamento do transcrito, transporte do &cido ribonucléico
mensageiro (mRNA) maduro para o citoplasma, tradu¢cdo do mRNA e controle pos-
traducional. Entre esses diversos niveis de regulagdo, o principal ponto de controle
da expressdo génica para a maioria dos genes conhecidos, € no inicio da transcrigdo,
ou seja, a regulagdo da interagdio entre a RNA-polimerase € a seqiiéncia promotora
dos genes (Alberts et al., 1997, Lewin, 2001).

Mesmo em organismos unicelulares, como as bactérias, ndo ha, durante todo
o tempo, a produgdo de todas as suas proteinas, sendo essa produgio controlada por

fatores externos. Por exemplo, as proteinas envolvidas no metabolismo da lactose s6



s3o expressas quando essa fonte de nutriente esta disponivel (Alberts et al., 1997,

Lewin, 2001).

1.1 Estrutura e fungdo dos promotores

Para que a transcricdo tenha inicio, é necessario o reconhecimento da
seqiiéncia promotora do gene € a interagdo da RNA-polimerase com essa seqiéncia.
Em bactérias, o reconhecimento do promotor & realizado pela propria RNA-
polimerase por intermédio do fator sigma (). A comparagdo entre diferentes
promotores bacterianos mostra a presenga de sequéncias conservadas que,
provavelmente, a RNA-polimerase reconhece ¢ a elas liga-se. Um tipico promotor
bacteriano apresenta quairo elementos conservados: o sitio de inicio da transcri¢do, a
seqiiéncia —10, a seqiiéncia —35 e a regifio de separagdo entre essas duas ultimas
sequéncias. A regido —10 dos promotores bacterianos caracteriza-se por uma
seqiiéncia consenso TATAAT, conhecida como TATAbox. A sequéncia —35
apresenta o consenso TTGACA. A primeira regifo ¢ reconhecida e ligada pelo fator
o da RNA-polimerase, promovendo a abertura da dupla fita de &cido
desoxirribonucléico (DNA); a segunda regido é um sinal de reconhecimento e de
inicio de transcrigio para a holoenzima. Na Figura 1.1 estd esquematizado um

promotor tipico de genes bacterianos (Lewin, 2001; Zaha, 1996).



Figura 1.1: Estrutura tipica de um promotor bacteriano caracterizado pela presenga de duas
regides conservadas localizadas a —35 e —10 pares de bases (pb) e separadas por uma
seqiiéncia de 16-19 pb. A cerca de 5 a 9 pb a jusante da regido —10 ocorre o inicio da
transcrigio, conforme indicado pela seta. Imagem extraida de Lewin (2001).

Em eucariotos, os promotores de genes transcritos pela RNA-polimerase 1l e,
portanto, codificadores de mRNAs, localizam-se comumente a montante do gene,
possuem um TATA-box com uma seqiiéncia consenso de 8 pb constituida na sua
totalidade de A e T. Sua seqiéncia consenso ¢ muito parecida com a regido
promotora —10 bacteriana, apesar de sua localizag@o ser —25 e ndo —10 em relagdo ao
primeiro nucleotideo transcrito. O TATA-box ¢ a Unica regido com uma posi¢do
relativamente fixa nos promotores eucaridticos. Além disso, promotores eucarioticos
apresentam outros clementos de posigdo ndo fixa que podem ser gerais ou
especificos e que sdo reconhecidos por proteinas especializadas capazes de impedir,
promover ou modular a transcrigdo (fatores frans ou de transcri¢do, do inglés,
transcription factors ou TF; Lewin 2001; Liu et al., 1999; Singh, 1998).

Os eucariotos apresentam trés RNA-polimerases, sendo a RNA-polimerase I
responsavel pela transcrigdo das grandes moléculas de RNA ribossémico (rRNA); a
RNA polimerase II responsavel pela transcri¢io de mRNA; e a RNA-polimerase 111

responsavel pela transcrigdo das pequenas molécﬁlas de rRNA e RNA de



transferéncia ou transportador (tRNA). Diferentemente da enzima bacteriana, a
RNA-polimerase II ndo é capaz de reconhecer e de se ligar 4 seqiiéncia promotora
diretamente. Uma série de fatores de transcrigdo € responsavel pelo reconhecimento
de diferentes seqiiéncias do promotor (elementos cis) para a formac¢do do chamado
“complexo de inicio de transcri¢do”. Para que a transcri¢do tenha inicio, é necessério
o reconhecimento do TATA-box por essas proteinas. O complexo multiprotéico
TFIID liga-se a montante do TATA-box por intermédio da subunidade denominada
proteina ligadora do TATA-box (do inglés, TATA-box binding protein ou TBP) e de
multiplas proteinas acessérias de TBP (do inglés, TBP accessory proteins ou TAFs).
Em seguida, outros fatores juntam-se ao complexo de inicio da transcrigio. E
somente nas etapas finais que a RNA-polimerase per se se torna parte do complexo
e a transcrig@o € iniciada (Figura 1.2; Lewin 2001; Liu ef al., 1999; Singh, 1998).
Além dos fatores gerais, basicos de transcricio que modulam a atividade da
RNA-polimerase II em células eucaridticas, diversos outros fatores de transcri¢io
sdo capazes de reconhecer outros elementos cis do promotor possibilitando uma
regulacdo da expressdo mais especifica. Esta expressdo pode ser definida pelo tipo
celular ou tissular onde ocorre (expressdo local-especifica ou espacial), do estadio
do desenvolvimento do organismo (expressdo momento-especifica ou temporal) ou
em resposta a uma série de sinais internos e externos, celulares ou ambientais
(expressdo sinal-responsiva). Para esses fatores de transcri¢do e elementos cis € que
a atenc¢do de um grande nimero de pesquisadores tem sido voltada nos ultimos anos,

com vistas ao entendimento da transcricdo génica em eucariotos complexos e,



também, para a modulagio da expressdo transgénica em organismos geneticamente
modificados (Yoshida & Shinmyo, 2000; Lewin 2001; Liu et al., 1999; Singh,

1998).

FI\GTORS mmwmoomm

40450' Lo l +m+~ao

Figura 1.2: Esquema do reconhecimento das seqiiéncias promotora de genes eucarioticos
por fatores de inicio da transcrigdio pela RNA-polimerase II. Fatores de transcrigdo
pmmmnenmmmhewnehgmnaseqmnmNosﬁmswﬁgwséquea
RNA-polimerase torna-se parte do complexo de inicio de transcrigdo. Imagem extraida de
Lewin (2001).
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1.2 A transformacdo genética vegetal e o papel dos promotores

Desde o surgimento da agricultura, a espécie humana busca por variedades de
plantas cada vez mais adaptadas aos seus interesses e necessidades. A obtengao
dessas plantas tem sido realizada pelo cruzamento de individuos e posterior sele¢do
da progénie, o que podemos chamar de melhoramento genético classico. O uso dessa
técnica resultou em grandes avangos na agricultura, mas apresenta certas limitagdes
como, por exemplo, a redugdo do pool génico, a ligacdo génica, a incompatibilidade
sexual e também o grande tempo necessario para se transferirem caracteres
desejaveis para espécies altamente heterozigoticas, bienais ou perenes (Brasileiro &
Camneiro, 1998).

Os avangos das técnicas de biologia molecular, da cultura de tecidos € o
desenvolvimento das tecnologias de transferéncia genética em plantas possibilitaram
que os genes de qualquer espécie fossem transferidos para plantas. Com isso, a
transformagdo genética vegetal surgiu como uma importante ferramenta auxiliar
para o melhoramento vegetal. A utilizagdo dessas técnicas ja resultou na obtengdo de
diferentes plantas com caracteristicas de interesse, sendo possivel citar plantas com
tolerdncia a herbicidas (Hoshino et al., 1998); plantas com resisténcia a patégenos
como pepinos resistentes a fungos (Kishimoto et al., 2001); plantas com resisténcia
a estresse abidtico como € o caso de trigo tolerante a estresse hidrico (Sivamani et
al., 1999); vegetais apresentando melhor contetido nutricional (Takaiwa et al., 1995)

¢ plantas com o metabolismo alterado, como no caso de adlamos com menores teores
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de ligninas (Hu et al., 1999). Exemplos de varias plantas transgénicas e transgenes
foram recentemente revisados por Apse & Blumwald (2002) e Verpoort &
Memelink (2002). Além de plantas transgénicas com resisténcia, tolerancia ou
melhores qualidades nutritivas ou agrondmicas, a transformago genética vegetal
possibilitou que as plantas fossem usadas como biorreatores, produzindo compostos
que antes eram obtidos somente a partir de espécies exdticas ou em baixas
quantidades, de forma econémica e renovavel (revisado em Goddijn & Pen, 1995:
revisado em Yoshida & Shinmyo, 2000).

Promotores afetam a expressdo génica tanto quantitativamente como
qualitativamente. Por essa razdo, o sucesso da aplicagio da tecnologia de
transferéncia de genes em plantas depende do uso de seqiiéncias promotoras
eficazes. Entre as seqiiéncias de DNA com fung@io promotora, o promotor do gene
do RNA 358 do virus do mosaico da couve-flor (do inglés, 35S Cauliflower Mosaic
Virus promoter ou CaMV 35S) desponta como o mais usado desde o inicio dos
trabalhos de transgénese vegetal até os dias atuais (revisado em Yoshida &
Shinmyo, 2000).

O promotor CaMV 35S caracteriza-se por ser um promotor forte em
dicotiledbneas, capaz de promover a transcrigio de mRNAs e a conseqiiente
expressdo de proteinas em diversas plantas, embora a eficiéncia dependa da espécie
vegetal. Porém, promotores como esse podem levar a problemas no
desenvolvimento das plantas devido, por exemplo,.ao acimulo de grandes

quantidades da proteina recombinante e por seqiestrar parte da maquinaria de
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transcrigdo da célula (revisado em Yoshida & Shinmyo, 2000). Os altos niveis de
expressdo causados pelo uso de promotores fortes, a natureza exégena do promotor
€ 0 uso repetido da mesma seqiiéncia também podem levar ao silenciamento génico
(revisado em Kumpatla e al.,, 1998; revisado em Stam er al.,, 1996). Possiveis
solucdes para esses problemas incluiriam a obtengdo de diferentes promotores
constitutivos, assim como promotores tecido-especificos e induzidos (sinal-
responsivos), o direcionamento do produto do transgene para um compartimento
celular especifico e a transformagdo de organelas celulares como cloroplastos
(revisado em Carrer, 1998; revisado em Heifetz, 2000).

Como comentado acima, a tecnologia de transferéncia de genes para plantas
resultou em vegetais com os mais diversos tipos de caracteristicas de interesse,
sendo que, para cada caso, existe uma seqiiéncia promotora mais apropriada,
permitindo uma melhor adequagdo da expressdo génica e, por conseguinte,
otimizagdo do melhoramento genético. Os fortes promotores constitutivos sdo
usados quando se necessita que uma determinada caracteristica seja expressa em
toda a planta e de maneira intensa, como no caso de plantas resistentes a um
patégeno (Li et al., 2000). A possibilidade do uso de plantas como verdadeiras
fabricas de proteinas recombinantes, produzindo estes compostos (ou os produtos de
suas atividades) em grandes quantidades, tornou bastante interessante a
concentragdo destes em 6rgdos especificos. Isto permitiria uma maior eficiéncia na
coleta e utilizagdo dessas substincias, reduzindo possiveis desfavorecimentos da

expressdio génica constitutiva. A produgdo de anticorpos em sementes ¢ um exemplo
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de como a expressdo tecido-especifica pode ser util, tanto para a facilidade de coleta
como na conservagio e estocagem da proteina recombinante (Fiedler ez al., 1997).
Essa ¢ uma situagdo tipica em que o uso de promotores tecido-especificos é o mais
adequado, e até mesmo essencial. Esse tipo de promotor ¢ também recomendado
quando se deseja plantas cuja fungdo esteja concentrada em apenas um 6rgdo, como
o uso de vegetais transgénicos cujas raizes tenham alta capacidade de captagdo e
armazenamento de substiincias téxicas, realizando a denominada fitorremediacdo
(Gleba er al., 1999). Algumas vezes torna-se interessante que a planta transgénica
expresse O transgene apenas em resposta a uma determinada situagdo,
particularmente no caso de producdo de compostos que sdo prejudiciais ao
crescimento da planta ou em resposta ao ataque de insetos-praga ou parasitas
eventuais. Para estes exemplos, 0 uso de promotores que podem ser induzidos € de
grande valia, permitindo que a fase de crescimento seja separada da fase de
produgdo ou que o transgene seja ativado somente na situagdo de a planta estar
sofrendo o ataque de insetos e/ou parasitas (Suehara et al., 1996). Os principais tipos
de promotores induzidos sdo aqueles que respondem a estimulos fisicos (Kuvshinov
et al., 2001) e quimicos (revisado em Gatz, 1996; revisado em Zuo & Chua, 2000).
Promotores artificiais constituem-se em outra alternativa para o controle da
expressdo dos transgenes. Esses promotores caracterizam-se pela combinag@o de
elementos heterdlogos e fatores frans-atuantes quiméricos, e sao desenvolvidos para
a obtengfio de um bom nivel de expressdo e modulagdo dessa expressdo (Wilde ef

al., 1992).
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A produgdo de plantas transgénicas ¢ um assunto que vem causando polémica
tanto na comunidade cientifica como na comunidade leiga, sendo que uma das
principais preocupa¢des desses grupos ¢ em relagdo a possibilidade de escape
génico. Virias técnicas vém sendo desenvolvidas para minimizar essa possibilidade
e, entre elas, considera-se a utilizagdo de promotores tecido-especifico e induziveis.
Kuvshinov er al. (2001), por exemplo, descreveram o desenvolvimento de um
cassete de expressdo génica que inclui um bloco recuperavel de fung¢io do transgene.
Esse bloco consiste de uma seqiiéncia bloqueadora da transcri¢do, do gene de
interesse e de uma seqiiéncia de recuperag@o da transcrigdo. A atuagio da sequéncia
de bloqueio leva a morte ou inviabilidade de desenvolvimento da planta, enquanto a
seqiiéncia de recuperacdo torna a seqii€éncia bloqueadora inativa. A seqiiéncia de
recuperagdo € controlada por um promotor induzido por calor. Caso haja a
transferéncia do transgene para uma planta nfo transgénica, essa so sera viavel se for
submetida ao tratamento de calor especifico. Este exemplo ilustra o fantéstico
potencial do conhecimento da fungdo promotora de seqiiéncias de DNA, permitindo
um maior controle da expressdo transgénica.

A importdncia dos promotores na transformagdo genética vegetal tem levado
VAarios grupos a procurar seqiiéncias mais apropriadas a regulagdo da expressdo dos
diversos transgenes de interesse (Connors et al., 2002; Wu et al., 2000). Um dos
principais métodos utilizados para a avaliagdo da fung¢@o promotora de sequéncias de
DNA em plantas € a fusdo destas seqiiéncias 8 montante de genes reporteres como o

gene gusA, que codifica a enzima B-glicuronidase de Escherichia coli (GUS;
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Herrera-Estrella et al., 1994). A construgdo génica ¢ transferida para diferentes
células, tecidos, Orgdos ou vegetais inteiros pelos diferentes métodos de
transformagdo genética e a intensidade e modo de expressio transgénica ¢é avaliada
em comparagdo aos devidos controles. Portanto, protocolos bem definidos de
transformagdo genética e regeneragdo de plantas devem estar disponiveis para

executar esta avaliacdo.

1.3 Termino da Transcrigdo

A terminagdo refere-se a0 momento em que a RNA-polimerase para de
acrescentar nucleotideos a cadeia de RNA, libera a molécula sintetizada e dissocia-
se do DNA molde. Esse processo requer a quebra das ligagdes entre o hibrido RNA-
DNA e acontece quando a RNA-polimerase encontra a seqiiéncia de um terminador.
A estrutura do terminador e o ponto de terminagio da transcrigcdo € dificil de serem
definidas devido a grande variabilidade e pela possivel clivagem da extremidade 3’
do RNA. Apesar disso, foi observado em fagos e em bactérias, que muitos
terminadores requerem a formagdo de um grampo na estrutura secundaria do RNA.
Em estudos com Escherichia coli, os terminadores podem ser divididos em
terminadores intrinsecos ou ré-dependentes. O primeiro ndio necessita de outros
fatores para o término da transcrigdo, enquanto o segundo necessita da adi¢3o do
fator ré in vitro.Terminadores intrinsecos possuem duas caracteristicas estruturais,
um grampo na estrutura secundéria e uma seqiiéncia de aproximadamente 6 uracilas

na extremidade do RNA (Figura 1.3). O grampo provavelmente causa uma pausa na
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transcricdo enquanto a regido rica em uracilas permite a dissociagdo da RNA-
polimerase. O mecanismo de terminag3o em promotores ro-dependentes ainda ndo &
claro. Em eucariotos muito falta se conhecer sobre os fatores envolvidos na
terminagdo, mas certas caracteristicas como estrutura secundéria e/ou residuos de U
sdo importantes. A termina¢@io em procariotos parece ser um importante ponto de

regulacdo da expressdo (Lewin, 2001; Zaha, 1996).

Figura 1.3: Esquema de um terminador intrinseco mostrando a presenca de um
grampo na estrutura secundaria do RNA rico em regides G-C seguido dos residos U.
Imagem extraida de Lewin (2001).
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Na transformagdo genética vegetal, o terminador/sinal de poli (A) mais
comumente utilizado ¢ derivado do gene da nopalina sintase de Agrobacterium
tumefaciens. Seu uso tem tido sucesso tanto em mono quanto em dicotileddneas.
Apesar disso, existe indicios que terminadores oriundos de plantas podem ser mais
efetivos, aumentando a expressdo génica sem alterar o padrdo definido pelo

promotor (revisado em Lessard et al., 2002).

1.4 Transformagdo genética de cevada

A cevada cultivada (Hordeum vulgare ssp. vulgare) € uma espécie de planta
monocotiledonea anual, diploide (2n=14), de autofecundacdo, pertencente a tribo
Triticeae, da familia Poaceae (Gramineae). Sua importéncia agricola se reflete no
fato de ser a quinta maior cultura mundial e a quarta entre os cereais, sendo
cultivada em todas as regides temperadas do mundo (Minella, 1999). A cevada é
utilizada principalmente na alimentagdo animal € humana, na produgdo de malte e
alcool, sendo que, no Brasil, o seu uso esta restrito a produgdo de cerveja (Minella,
2000).

A possibilidade de obtengio de novas variedades de cevada duteis
agronomicamente € bastante dificultada pelo fato desta espécie apresentar uma
variabilidade genética bastante restrita, ja que seus cultivares sdo geneticamente

relacionados (revisado em Nonohay, 2002). Essa restrigdo torna a utilizacdo das
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técnicas de transferéncia genética em plantas uma ferramenta bastante promissora
para a obten¢do de variedades com novas caracteristicas.

As primeiras plantas transgénicas de cevada foram obtidas apenas em 1994,
sendo que, entre os primeiros autores, Wan & Lemaux (1994) foram os mais bem
sucedidos, conseguindo a regeneragdo de varias plantas transgénicas férteis. Na
mesma época, Jahne et al. (1994) conseguiram a obtengdo de plantas transgénicas
derivadas de micrésporos. No Brasil, o trabalho de Nonohay (2002) é o anico que
relata a transformagdo de tecidos de uma cultivar nacional de cevada pelo método de
biobalistica, embora plantas transgénicas nio tenham sido regeneradas até o
momento.

Diferentemente de outras espécies de plantas que ja foram modificadas
geneticamente, a obtengdo de plantas transgénicas de cevada utilizando-se do
promotor CaMV 35S € rara. Alguns trabalhos mostram que a expressdo dirigida pelo
CaMV 35S € muito inferior a de outros promotores fortes (Nonohay, 2002). Essa
caracteristica ndo € exclusiva de cevada, mas em monocotiledoneas em geral onde a
expressdo fransgénica controlada pelo CaMV 358 & bastante baixa. Trabalhos com
arroz e aveia exemplificam bem essa situa¢do de baixo rendimento do CaMV 35S
(Vain et al., 1998; Kohli et al., 1998; Cavichioli-Lamb, 2001; Irala, 2002). Para a
transformag@o genética de plantas de cevada e a regeneragdo de plantas com
expressdo transgénica suficiente e adequada, portanto, seqiéncias promotoras

alternativas ao CaMV 35S devem ser utilizadas.

18



2 Objetivos do Presente Trabalho

Em virtude da importéncia do cultivo da cevada para o Brasil e para o resto
do mundo, da restrita variabilidade genética desta espécie, da dificuldade em se
transformar essa planta e do niimero limitado de sequéncias promotoras disponiveis
para a expressdo transgénica em plantas em geral, 0 objetivo do presente trabalho de
Bacharelado foi a obtengéo de novas seqiiéncias promotoras capazes de promover a
transcrigdo constitutiva e tecido-especifica em cevada. Essas seqiiéncias poderdio ser
uteis na geragdo de plantas transgénicas com expressdo transgénica regulada ndo s6

cevada, mas como em outras plantas monocotiledoneas.
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3 Material e Métodos

3.1 Isolamento das provaveis seqiiéncias regulatérias

3.1.1 Material vegetal para extracio de DNA e métodos gerais de

biologia molecular

Sementes de cevada (Hordeum vulgare vulgare) foram germinadas sobre
papéis absorventes umedecidos no interior de frascos de vidro de 15 cm de altura
por 7 cm de didmetro durante 2 dias sob total escuriddo a 2632°C (BOD). Apéds este
periodo, as plantulas recém-germinadas foram mantidas durante 7 dias 4 temperatura
¢ luminosidade ambientes (laboratério). A extragdo do DNA gendmico das folhas
dessas plantas de 7 dias foi realizada conforme o protocolo de Doyle & Doyle
(1987). Os procedimentos de quantificagdo e medigdo de pureza do DNA extraido,
assim como os protocolos de clivagem do DNA com enzimas de restri¢do, ligacio
de fragmentos a vetores plasmidiais, preparac@o de células competentes de E. coli,
transformac@o genética de E. coli por choque térmico, minipreparagdio de DNA
plasmidial, eletroforese de DNA em gel de agarose, visualizagdo de acidos nucléicos
¢ preparagdo de meios bacteriologicos foram conduzidos de acordo com Sambrook

et al. (1989).
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3.1.2 Oligonucleotideos sintéticos (primers)

Para o isolamento de possiveis seqiiéncias regulatorias de DNA, foram
selecionadas, junto ao EMBL/GenBank, quatro seqiiéncias posicionadas a montante
do inicio de transcri¢do de genes com expressdo tecido-especifica ou constitutiva
derivadas de cevada, e uma seqiiéncia terminadora. Estas sequi€ncias estdo abaixo

identificadas:

Promotor 1 => promotor do gene da glutamil-tRNA-redutase (hemAl), com
presumivel expressdo constitutiva (N° de acesso EMBL/GenBank
AF294752);

Promotor 2 = promotor do gene da glutamil-tRNA-redutase (hemA2), com
presumivel expressdo constitutiva (N° de acesso EMBL/GenBank
AF294753);

Promotor 3 = promotor do gene de B193 late embryogenic abundant
proteins (lea), com presumivel expressdo semente-especifica (N° de acesso
EMBL/GenBank X81087);

Promotor 4 = promotor do gene da B-amilase, com presumivel expressdo
constitutiva (N° de acesso EMBL/GenBank D63574),

Terminador —> terminador do gene da hordeina Bl (N° de acesso

EMBL/GenBank X03103).
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Com base nas seqiiéncias acima descritas, nove oligonucleotideos iniciadores
(primers) foram sintetizados para amplificag3o por PCR (Tabela 3.1). Os primers
HvProlFor e HvProlRev foram usados para a obtengdo do Promotor 1, os primers
HvPro2For e HvProlRev para o Promotor 2, HvPro3For e HvPro3Rev para o
Promotor 3, HvProd4For ¢ HvPro4Rev para o Promotor 4 e para o Terminador o

conjunto HvTer1For e HvTerlRev.

Tabela 3.1: Relagio dos oligonucleotideos iniciadores utilizados para o isolamento das
provéveis seqiiéncias promotoras e terminadora por PCR. Nome, seqiéncia bem como suas
temperaturas médias de desnaturagdo (Tm) encontram-se listados acima.

Primer Segiiéncia 5°- 3’ Tm (°C)
HvTerlFor |AAG CTT AAG AAA TCA CCG 38
HvTerlRev |GGA TCT CGA GAA CTT GAC GGC 51
HvProlFor |GTC TGC AGT TTG GGT CG 44
HvProlRev |CGG CTG ACG TCG CTC CCG CCA TGG TC 64
HvPro2For |GCC TGC AGA GGA GGA 42
HvPro3For |[CGT CTG CAG ATA TAC GAT TAC G 48
HvPro3Rev |CCA TGG CAC GCT GCC TGG 52
HvProdFor |CAT TGC CCG GGT GG 41
HvPro4Rev |CGT TCA CCT CCA TGG TGG 47

3.1.3 Reaciio em cadeia da DNA-polimerase (PCR)

As PCRs foram conduzidas em um volume final de 50 ul contendo 100 ng de
DNA gendmico, 200 pM de dNTPs, 200 ng de cada primer, 2 U de Taq DNA-

polimerase (CENBIOT Enzimas), 2 mM de MgCl,, 10 mM de Tris e 4gua ultra-pura

22



(Milli-Q) autoclavada suficiente para atingir o volume final da reagdo. As PCRs
foram feitas no termociclador Genius (Techne). As condigdes iniciais para
amplificagio foram: 95°C por 5 min, seguido de 30 ciclos de 95°C por 1 min, 30
segundos em uma temperatura 5°C menor que o Tm mais baixo entre o par de
primers e 72°C por 1 min e 30 segundos, finalizando com 72°C por 1 min 30
segundos ¢ 4°C por 5 min. Com a finalidade de se melhorar o resultados de
amplificagio, a temperatura de anelamento foi aumentada até se conseguir uma
melhor especificidade na reagdio, ou seja, até se obter um unico fragmento de
amplificacio. Quando essa abordagem alcangava o seu limite era realizado uma
PCR onde a temperatura de anclamento era diminuida dois graus por trés ciclos
seguidos (“Touch-down PCR”). Essa nova abordagem tinha como objetivo o
reconhecimento do produto de amplificagio mais especifico, que provavelmente
seria o fragmento de interesse. Além disso, quando a reagdo de amplificacdo
resultou em baixas quantidades de produto, a banda de DNA foi removida do gel
com um bisturi, incubada em um tubo de microcentrifuga contendo 100 ul de TE
(Tris 10 mM, pH 8,0/EDTA 1 mM) por 24 horas a 4°C para a eluicdo do DNA
presente no pedago de agarose. O tubo foi centrifugado ¢ o sobrenadante recolhido
para um novo tubo. Dez pl dessa solu¢do foram usados como DNA molde em uma

nova PCR.
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3.1.4 Clonagem e seqiienciamento dos produtos da PCR

Os produtos das PCRs foram purificados do gel de agarose usando os kits
GFX PCR DNA and Gel Band Purification (Amersham Pharmacia Biotech) ou
CONCERT Rapid Gel Extraction System (GIBCO) seguindo as instrugdes dos
fabricantes. Os fragmentos purificados foram ligados ao plasmidios pUC18 clivado
por Smal e defosforilado usando o kit Sure Clone Ligation (Amersham Pharmacia
Biotech). Os produtos das liga¢des foram transformados em E. coli XL-1 por choque
térmico (Sambrook et al., 1989). As bactérias foram espalhadas com alga de
Drigalski em placas de Petri contendo meio Luria Broth (LB) sélido acrescido de
ampicilina ou carbenicilina a 75 mg/ll, 0,1 mM de é&cido isopril-B-D-
tiogalactopiranosideo (IPTG) e 0,02 mg/ml de 4cido 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-
galactosideo (X-Gal) essencialmente conforme descrito em Sambrook ez al. (1989).
As colonias brancas, presumivelmente contendo insertos, foram selecionadas e
inoculadas em 1,5 mL de LB liquido contendo antibi6tico e crescidas por pelo
menos 16 horas sob agitagdo de 150 rpm para extracdo de plasmideos. A
confirmagio da clonagem foi feita pela clivagem dos vetores plasmidiais com
enzimas de restri¢do.

Os clones positivos foram seqienciados por M.Sc. Deise Potrich
(CBiot/UFRGS) com o primer —40 MI13 reverse no seqiienciador automatico
MegaBACE DNA Analysis System (Amersham Biosciences). As sequéncias

resultantes foram analisadas usando o programa BLASTn disponivel na pagina do
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National Centre Jor Biotechnology Information

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/).

3.2 Avaliagdo da atividade promotora das seqiiéncias isoladas

A caracterizagdo da atividade promotora das sequiéncias isoladas foi feita pela
andlise da expressdo transiente do gene repérter gusA em tecidos geneticamente

transformados de cevada e arroz.

3.2.1 Material vegetal para a transformacdo genética

Sementes maduras de H. vulgare foram obtidas da Cia. Cervejaria das
Américas (AmBev) a partir de estoques mantidos no Laboratorio de Genética
Vegetal e Cultura de Tecidos do Departamento de Genética (Instituto de
Biociéncias, UFRGS), sob a responsabilidade da Profa. Dra. Helga Winge. A
assepsia superficial das sementes foi realizada pela imers3o das mesmas em etanol
70% por 2 minutos, seguida da imers3o em hipoclorito de sédio 6% (Mazzarolo®
8%, diluido) por 20 a 30 minutos. Por fim, as sementes de cevada foram lavadas
cinco vezes com agua destilada estéril.

Parte das sementes foi semeada em placas de Petri contendo “Meio de
Germinagdo” (MG) esterilizado por autoclavagem a 121°C durante 20 minutos ¢

constituidos basicamente de 4dgua e Phytoagar® (BRL) 0,75%. As placas com as
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sementes foram mantidas no escuro a 26+2°C por aproximadamente 60 horas,

tempo suficiente para o desenvolvimento do epicétilo. Nesse estagio, fez-se a
separagao entre o epicotilo, raizes e o restante da semente. O epicétilo foi entdo
cortado longitudinalmente e posicionado no meio de placas contendo apenas MG, de

maneira a expor o tecido protegido pelo coledptilo a0 bombardeamento (Figura 3.1).

Figura 3.1: A) Sementes de cevada ap6s 60 horas de germinagao. B) Epicétilos separados
da semente ¢ das raizes posicionado centralmente para o bombardeamento em placa de
Petri contendo MG.

Para a obtengdo de calos de cevada a partir de embrido maduro, as sementes
assépticas foram mantidas por 12 horas em imersdo em dgua destilada estéril. Apos
esse periodo, retirou-se a casca e o embrido foi removido. Os embrides foram entao

colocados em placas de Petri contendo o meio de Murashige & Skoog (MS, 1962)
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contendo sacarose 3% e acido 2.4-diclorofenoxiacético (2,4-D) em trés diferentes
concentragdes: 5.5 mg/L, 7,5 mg/L e 10 mg/L. As culturas de embrides para a
indugfio de calos foram mantidas em BOD a temperatura de 261+2°C e sob total
escuriddo durante 15 dias.

Sementes de arroz (Oryza sativa), variedade indica, cultivar BR-IRGA 409
foram obtidas do Instituto Rio-Grandense do Armroz (IRGA). As sementes foram
manualmente descascadas e imersas em etanol 70%, seguido de imersdo em
hipoclorito de s6dio 2% (Mazzarolo® 8%, diluido) por 20 a 30 minutos e cinco
lavagens seguidas com agua destilada estéril.

A formagdo de calos em arroz foi induzida conforme descrito no protocolo
definido por Irala (2002). Consiste em colocar as sementes de arroz em meio MS
contendo 1% de maltose € 2,4-D a 2,5 mg/L durante 7 dias no escuro a 26:2°C . No
sétimo dia, os calos foram selecionados e no oitavo dia, 4 horas antes do
bombardeamento, os calos foram transferidos para meio de indugdo de calos

contendo 0,4 M de manitol para o tratamento osmético prévio a biobalistica.

3.2.2 Vetor plasmidial de expressio

Para se confirmar a fungdio promotora das seqiiéncias amplificadas, os
fragmentos clonados foram transferidos do vetor pUC18 para o vetor de expressao

pGusXX-47 (Pasquali et al., 1994). Este plasmideo contém um sitio de
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multiclonagem seguido de um promotor minimo (seqii€ncia TATA-box do promotor
CaMV 358), o gene-repérter codificador da B-glicuronidase (gusA) e o terminador
do gene da pequena subunidade 3C da ribulose bifosfato-carboxilase (rbcS-3C ou
rubisco) de ervilha (Figura 3.2). A transferéncia dos insertos foi feita por meio de
enzimas de restri¢fo escolhidas de modo a permitir o posicionamento das seqiiéncias
na orientag3o correta para expressdo. Para que as seqiiéncias fossem transferidas na
mesma orientagdo encontrada no vetor de clonagem, utilizaram-se as enzimas EcoRI

e Hindlll. Para se alterar a orientago, fez-se uso das enzimas EcoRI e Xbal.

A e PreTe. s
555
50
B GusSH
za1) Sscn Esgl  bai 302! gomu TM1 pe Sl neoy
MES 1 GAGCICCACCGCGGTGGLGGCC0CTCTAGAALTAGTGEATCECCCGEGT TACAGUTCOACCAIGS
Cap Hingiy AT e | Kend
MCS 2 ATCOATACCGTCATCAASCTIATCGATACT e
GusXX
S0 sac g E291 Xoai Seel  gamey 3mel  pgyy  EseR oog e
MCS 1 SAGCTECAETGOUGTOaCGOGCOCTCTAGAAC TAGTGOATCCCCCGOGCTRLAGGAATTCEATATC
Mingm S = sq Meood
AAGCTTATCGATACCATCGACCATGS
Char Aol Kon |

-

Figura 3.2: Vetores de expressdo pGusSH e pGusXX. (A) Regido dos vetores contendo os
sitios de multiclonagem MCS1 e MCS2, flanqueando os promotores minimos —47 ¢ -90 do
CaMV 358, o gene gusA e o terminador 7b¢S-3C. (B) Detalhe dos sitios de multiclonagem
MCS1 e MCS2 dos dois plasmideos. Enzimas de restrigdo e seus sitios de clivagem estdo
indicados.
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3.2.3 Transformacdo genética por biobalistica

Os ensaios de biobalistica foram realizados com um plasmide-controle
denominado pNGI e descrito em Irala (2002). Este plasmideo contém o gene gusA
sobre o controle do promotor da dlcool desidrogenase de milho (adh) e o terminador
da nopalina sintase, além de uma marca de resisténcia a canamicina. Uma massa de
50 mg de particulas de tungsténio M10 foi esterilizada em 500 pl de etanol 70%
durante 20 a 60 minutos. A solug#o foi centrifugada por 10 segundos a 12.000 rpm e
o sobrenadante removido com o uso de micropipeta. As particulas foram entdo
ressuspendidas em 500 pul de agua bidestilada estéril. A precipitagdo do DNA as
particulas de tungsténio foi feita em um tubo de microcentrifuga de 1,5 ml contendo
5 ul (1 pg/ul) do plasmideo ao qual se acrescentou, de maneira rapida e ordenada,
25 pl das particulas de tungsténio esterilizadas, 25 pl de CaCl; 2,5 M ¢ 10 pl de
espermidina 0,1 M. A mistura foi homogeneizada e incubada no gelo por 5 minutos.
Sem centrifugar, retirou-se 45 pl do sobrenadante.

A transformagdo dos tecidos de cevada foi feita com o uso de um acelerador
de particulas de baixa pressdo de gas hélio denominado Particle Inflow Gun (P1G)
pertencente ao Departamento de Genética (Instituto de Biociéncias, UFRGS) e
construido de acordo com Finer ef al. (1992).

Para a realiza¢do do bombardeamento, a pressdo de gas hélio foi ajustada

para 60 psi e o material vegetal foi posicionaﬂo dentro da cémara de
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bombardeamento a uma distdncia de 12 cm. A suspensdo de particulas de tungsténio
foi sonicada por 10 segundos € 2 ul foram aplicados no centro da malha do filtro-
suporte que, entdo, foi adaptado ao bombardeador. O material vegetal foi coberto
com um anteparo € se produziu vacuo no interior do equipamento até atingir a
pressdo de 28-29 mm de Hg, momento no qual foi efetuado o disparo. Lentamente a
valvula de ar foi aberta e 0 material vegetal foi retirado.

Os tecidos bombardeados permaneceram nas placas por mais 48 horas em

BOD escura a 26+2°C e entfio avaliados quanto a expressdo do gene reporter gusA.

3.2.4 Avaliacdo da atividade do gene repérter gusA

Quarenta e oito horas apos os bombardeamentos, os tecidos de cevada e arroz
foram submetidos ao ensaio histoquimico da enzima B-glicuronidase (GUS),
produto do gene reporter gusA, tendo como finalidade analisar o potencial promotor
das sequéncias amplificadas por PCR. Os tecidos foram incubados no substrato
acido 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-glicuronideo (X-Gluc) em um volume
suficiente para encobrir as amostras por pelo menos 16 horas a 37°C (Herrera-
Estrella et al., 1994). Apos o tempo de reagdo, os tecidos foram mantidos em etanol

70% a 4°C para retirada da clorofila e conservagdo do material.
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4 Resultados e Discussio

4.1 Isolamento e caracterizagdo de provaveis seqiiéncias
promotoras de cevada

Com a finalidade de isolar seqiiéncias promotoras ¢ terminadoras de cevada,
sequéncias a montante € a jusante das regides estruturais de genes de cevada foram

selecionadas junto a0 EMBL/GenBank. A busca por estas seqiiéncias foi realizata a

partir do programa BLASTn disponivel no sitio da internet pertencente ao National

Centre for Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm nih.gov/BLAST/). Os
termos utilizados para a busca foram “Hordewn vulgare and complete sequence”, e
uma relagdo de 191 sequéncias derivadas deste vegetal foram apresentadas. Desta
relagdo, selecionamos as seguintes seqiiéncias para a definigdo e sintese de

oligonucleotideos iniciadores, conforme descrito na Segdo 3.1.2:

e genes da glutamil-tRNA-redutase (hemAl e hemA2), com presumivel
expressdo constitutiva (Hansson, 2001);

e gene de B193 late embryogenic abundant proteins (lea), com presumivel
expressdo semente-especifica (Campalans ef al., 2000);

e gene da B-amilase, com presumivel expressdo constitutiva (Chandler er al.,
2001);

e gene da hordeina B1, com presumivel expressdo semente-especifica (Davies

et al., 1993).
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Pares de primers para a amplificagdo de seqii€ncias promotoras (a montante
da regido estrutural) foram definidos a partir dos quatro primeiros genes. Um par de
primers foi designado para a regido terminadora (a jusante da regido estrutural) do
quinto gene listado. Esses primers, apresentados na Tabela 3.1, foram entfio usados
em PCRs juntamente com DNA gendmico de cevada como molécula molde. As
condigdes das PCRs foram ajustadas, especialmente a temperatura de anelamento,
até a obtengdo de apenas um produto de amplificac@o para cada par de primers.

A PCR utilizando o par de primers sintetizados com base na seqiiéncia do
Promotor 3 (lea) apresentou dois fragmentos de amplificacdio, um de
aproximadamente 500 pb (denominado P3P) e outro com aproximadamente 750
pb (denominado P3G, Figura 4.1). Tentativas de se obter apenas uma banda
como produto de PCR resultaram infrutiferas. Apesar da banda maior (750 pb)
ter apresentado o tamanho esperado, foi a banda de menor tamanho molecular
que apresentou a maior intensidade quando se utilizou a técnica de “Touch-down
PCR” (Segdo 3.1.3). Por esse motivo, os dois produtos foram clonados e
seqiienciados.

A PCR tendo como primers o par definido com base na seqiéncia
terminadora (hordeina B1) resultou em apenas um fragmento de aproximadamente
350 pb, o que correspondeu ao tamanho esperado para essa seqiiéncia (Figura 4.2).

O uso dos demais pares de primers ndo resultou em qualquer produto
especifico de amplificagio, mesmo com as mais diversas variagdes de temperaturas

e tempos em cada etapa de amplifica¢@o, ou mesmo utilizando agentes facilitadores
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da PCR como dimetil-sulfoxido (DMSO) ou albumina sérica bovina (BSA),
conforme recomendado no manual de instrugdes da enzima Pfu DNA Polymerase

(STRATAGENE).

Figura 4.1: Eletroforese em gel de agarose a 1% representando produtos da PCR realizada
com DNA genémico de cevada e primers especificos a seqiiéncia do Promotor 3 (lea). C-,
controle negativo de reagdo, realizada na auséncia de DNA-molde; P, produtos da PCR.
Um fragmento de 750 pb e outro de 500 pb sdo visualizados no gel; MM, marcador de
tamanho de fragmentos de DNA, em pb.
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Figura 4.2: Eletroforese em gel de agarose a 1,5% representando produtos da PCR
realizada com DNA gendmico de cevada e primers especificos a seqiiéncia ternunadora do
gene da hordeina B1. C-, controle negativo de reagdo, realizada na auséncia de DNA-
molde; T, produto da PCR. Um fragmento de 350 bp ¢ visualizado no gel; MM, marcador
de tamanho de fragmentos de DNA, em bp.

As provaveis seqgiiéncias promotoras amplificadas pela PCR foram clonadas
no vetor pUC18 e seqiienciadas automaticamente, como relatado na Secdo 3.1.4.
Todas as seqiiéncias apresentaram uma boa leitura, com uma média de 600
nucleotideos seqiienciados. Todas as seqiiéncias foram caracterizadas com o uso do
programa BLASTn.

Pelo seqiienciamento e analise da homologia, foi comprovado que o
fragmento maior P3G da PCR usando os primers especificos ao Promotor 3
resultou, realmente, na seqiiéncia esperada, pois esta apresentou um alto grau de

identidade com a sequiéncia promotora do gene lea de cevada (Figura 4.3). Por outro

lado, o fragmento menor P3P da PCR usando os primers especificos a0 mesmo
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promotor apresentou homologia com uma seqii€ncia sem identidade presente no

DNA de cevada contida em um cromossomo artificial bacteriano (BAC, Figura 4.4).

Color Key for Alignment Scores

Promotor do gene B193 de H. wlgare
Gene B193 (lea) de 1. Vulgare — — —
Gene B19.4 (fea) de H. Vilgare S -
Promotor do gene BI™ de H. vulgare

Figura 4.3: Resultado da comparagdo da seqii€ncia do fragmento P3G obtido por PCR
usando os primers desenhados para o Promotor 3, usando o programa BLASTn. O
resultado confirma que o fragmento clonado é a seqiiéncia localizada a montante do gene
lea B193 de cevada.

Color Key for Alignnent Scores

H. vulgare BAC 259116
H. wuigare isolste RSB414 Rpel region
H. vulgare chromosome 5 BAC 635P2

Figura 4.4: Resultado do alinhamento da seqii€ncia clonada P3P obtida pela PCR usando
os primers baseados na seqiiéncia do Promotor 3 utilizando o programa BLASTn. O
resultado mostra a homologia do fragmento amplificado por PCR com regides gendmicas
de cevada contida em cromossomos artificiais de bactérias.

As proteinas conhecidas como Lea (do inglés, late embriogenic abundant
proteins ou proteinas abundantes na fase tardia do desenvolvimento embrionario)
sio um grupo de moléculas expressas durante. os ultimos estigios do

desenvolvimento das sementes. Estudos mostram que a expressdo dessas proteinas
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pode ser induzida por 4cido abscisico (ABA), pelo déficit de agua, por tratamentos
com excesso de cloreto de sodio (NaCl) e polietilenoglicol (PEG), sugerindo que as
proteinas do grupo Lea também estariam envolvidas na defesa da planta contra o
estresse hidrico, e que essa resposta poderia, em parte, ser mediada por alteragdes
nos niveis internos de ABA (Hull et al., 1996; Su et al., 1998; Romo et al., 2001). A
analise dos promotores de genes que tém suas expressdes induzidas por acido
abscisico mostra a presenga de elementos responsivos a ABA (ABRE) cuja
seqiiéncia consenso ¢ ACGTGGC (revisado em Thomas, 1993). O nicleo da
seqiiéncia consenso de ABRE é ACGT, que ¢ reconhecido por fatores de transcri¢do
do tipo ziper de leucinas (bZIP). A analise da seqiiéncia parcial do fragmento
amplificado P3G mostra a presenga de uma sequéncia do tipo TATA-box e a
sequéncia ACGTCGC, que ¢ idéntica a sequiéncia ABRE, a ndo ser pela troca de um
G por um T (Figura 4.5). Com vistas a comprovar a funcionalidade desta potencial
seqiiéncia promotora como, de fato, responsiva a ABA e estresse hidrico, plantas
transgénicas contendo a mesma fusionada a genes reporteres teriam de ser
submetidas aos diferentes tratamentos. A expressdo da proteina repérter seria

indicativo da responsividade ou ndo da sequéncia promotora candidata.
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5=
TGTGTGTGGACAATGAAAGAGAGAAGACACGACTGTTCAGGATTARACAC
ATCCTAGATTAATCTACTAATTAATTTCTAACATACACTACACACATGTC
GTACGTCCCTCCATAGCCCAGAGTAACAGTCTCCCAGAGCCTTGCATGTC
CATGCCCCGCAGTCTCCGAGCAGCCGCCGACCACCCGAGCACGGTGAGTG
CTAGCTAGAACCATGATCCTGGCTACGTGTCCACTCGTGGACAGCACAAG
ACAACGCACGAGTCGCTAGCATTGGCAGCTCAATATCCGCTTCCTCGGAC
AACCGTGCACACTCATTCGGTGCCCATGCAAGTTACCACGTGTCGCCCAA
CCAGAGGCTTGCATGCACGACACGTCTTAGACTCTTGATACAGCAGGAGC
GCGGAGAGGTACACGCGCCGGCTCCTAGCGCGCCAAGCTCCTCCTTGTCG
GCTATATAAACGCGACGTCGCTAGCTCCTCCGCCATCAGCATCAGGCAAT
CACAGAGCACCAGAGCAGTCGCATACCAAACCCTAAGTCGGCTACGTTTC
CGTAGTAGTCCCAGCAGCGTACCTGGGTACCGAGCTGATT — 3°

Figura 4.5: Seqiiéncia parcial do fragmento clonado P3G. Em azul, regido correspondente
ao brago do vetor de clonagem. Em rosa, seqiéncia do primer reverso usado na PCR. Em
marrom, regido do TATA-box. Em verde, possivel elemento responsivo a ABA, sendo que
as letras em laranja representam as bases discordantes.

O segiienciamento do produto da PCR do terminador revelou que o
fragmento amplificado tinha alto grau de identidade com vetores de clonagem
(Figura 4.6). Devido a esse resultado, ndo foram conduzidos os experimentos
necessarios para a confirmacgdo da funcfio de terminador dessa seqiiéncia, mas

apenas 0s experimentos para analisar o seu potencial como promotor.
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Vetor pINT ———

Vetor artificial pLoxCat2

Vetor artificial pLoxCatd e e—————
Vetor artificial pLoxKan2

Velor artificial pLoxGend

Figura 4.6: Representagio gréfica de alinhamentos da seqiiéncia amplificada por PCR com
primers especificos a regido terminadora do gene da hordeina B3 de cevada utilizando o
programa BLASTn. O resultado mostra homologia do fragmento clonado com diversos
vetores de DNA.

4.2 Avaliagdo do potencial promotor das seqiiéncias clonadas

Para proceder a analise das potenciais seqiiéncias promotoras isoladas por
PCR, todos os fragmentos clonados em pUC18 foram transferidos para o vetor de
expressdo pGusXX-47 (Pasquali ef al., 1994), desenvolvido especialmente para o
teste de sequéncias promotoras (ver Segdo 3.2.2). A transferéncia dos fragmentos foi
realizada por meio do uso de enzimas de restricdo que proporcionassem 0
posicionamento dos insertos na orientacdio correta (direta) e inversa para a
expressdo. Essas construgdes serdo usadas no bombardeamento de calos de arroz e
diferentes tecidos de cevada uma vez confirmada a eficiéncia de transformagdo e
expressdo transitoria pelo método da biobalistica.

A transformagiio genética de cevada é realizada principalmente usando
tecidos derivados de embrides imaturos (ver Se¢do 1.4). A obtengio de embrides

imaturos depende do acesso a espigas imaturas de cevada e o Unico material
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disponivel para a realizagdo do bombardeamento no periodo de obtengdo destes
resultados eram sementes maduras. Por isso, tecidos derivados dessas sementes
foram transformados com o vetor-controle pNGI (Secdo 3.2.3), e a expressdo
transiente do gene gusA foi analisada histoquimicamente. Os dois tecidos de cevada
que foram testados para a futura analise dos possiveis promotores foram calos de
embrides maduros e epicotilos de 2 dias (Se¢do 3.2.1).

A tentativa de obteng#io de calos a partir de embrides maduros foi infrutifera.
O embrifo manteve seu padrio de germinacdo mesmo com as altas doses de auxina
(2,4-D) utilizadas. Esse resultado pareceu inesperado, ja que Nonohay (1996) obteve
calos de cevada originados de embrides imaturos usando uma concentracdo de
auxina igual A concentra¢do mais baixa usada neste trabalho.

Epicotilos foram testados devido a condigdo jovem desses tecidos (ver Segdo
3.2.1). O bombardeamento desse tecido ndo resultou na expressdo detectavel da
enzima GUS. A falha na tentativa de transformagZo transiente de epicétilos de
cevada pode ter sido devidlo a falta de otimizagdo das condigdes do
bombardeamento.

Devido a falta de tecidos de cevada apropriados, a analise das seqiéncias
isoladas foi realizada utilizando calos de arroz. O arroz foi escolhido pois se trata de
uma monocotileddnea, assim como a cevada, e principalmente pelo fato dos
protocolos de cultura de tecido e transformagdo genética transitoria estarem bem
estabelecidos no laboratério, gragas ao trabalho de Irala (2002). Para se testar a

efetividade da transformago genética transitéria de arroz por biobalistica de baixa
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pressdo, 30 calos foram bombardeados com o plasmideo pNGI (ver Secdo 3.2.3).
Destes, apenas 8 apresentaram express3o da enzima GUS, sendo uma média de 3,5
pontos por calo, resultado considerado insatisfatorio para a realizagio do teste das
seqiiéncias promotoras. Esse resultado pode ter sido causado pela falta de
otimizagdo das condigdes de bombardeamento de calos de arroz a baixa pressao.

O presente trabalho de Bacharelado teve como objetivo o isolamento de
seqiiéncias promotoras de cevada com expressdo constitutiva ou tecido-especifica.
Utilizando a PCR foram obtidas trés seqiiéncias, sendo uma delas, uma provavel
seqiiéncia promotora tecido-especifica e induzivel. A partir do momento que tecidos
de cevada derivados de embrides imaturos estiverem disponiveis, sera realizada a

analise da possivel fungfio promotora dos fragmentos isolados.

40



5 Anexo

O presente trabalho de bacharelado utilizou, além dos trés fragmentos
amplificados pela PCR (Segdo 4.1), trés outros fragmentos que ndo alinharam com
nenhuma outra seqiiéncia depositada no banco de dados. Essas seqiiéncias foram
obtidas por Maraschin (2002), e refere-se aos fragmentos str A2, A3 e B,
amplificados por PCR, tendo como objetivo o isolamento do gene da estrictosidina
sintase (str), uma das enzimas chave na sintese de alcaléides indélicos terpénicos.
Esses fragmentos encontravam-se clonados no vetor pCR® Blunt (Invitrogen) e suas
seqiiéncias sdo apresentadas na figura 5.1.

Essas trés seqiiéncias foram transferidas para o vetor de expressdo pGusXX-
47 (ver Secdo 3.2.2) utilizando-se a enzima de restri¢do EcoRI e, juntamente com 0s
fragmentos isolados no presente trabalho, terdo a sua capacidade promotora testada

como descrito na Se¢do 3.2.3.
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A

B

BF=
CTCARGCTATGCATNAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCACTA
GTAACGGCGCAGTGTGCTGGAATTCAGGGCCCTTGTAGCCAA
TAGAACCTCAGTAGTAGTGGGCACCGCTTCAGAARAGGGCAC
CATCTCGAGACCTATAAGAGGCAGCCCATCGTGCTCACAGAC
CCACTCGACTGTCACCGCCTTAACAGCTTCATCCAAAGTGGG
GTTGTGGTCGATTTCGAGCTGCTCCACCTCTTCAGCCGACCA
CGCCTTCTGTGCAGCTTCCAGATGGGTTAACAATGGGAGCTC
AGGCATCATCTTTAGCACCNTCTGCTGAGTCAGGTCCAAGCG
ATCTTTACACTCTGGATCCCACCCTAACTTGCTATTCTTCAA
GAGAAGTTGAGGGCAGGACTCCATCAACTGCAGCAGGACCAT
GTTACTTTCCCCAGGCCTTGACCCCTTCAGTCAGGTCCACGA
GCCAATCGCTGAATGCGGAAGTTGCATCAACTTCCTCACCAC
CATCTTGTAAGGGGCAGATTTGGCCTGCTCTTCAGCTACGTG
GACCTTCATCTCGAGTTCTTGCTCCCTTTCCTCGAAGCTTTG
AACTCTAGCCTGARACTCGAGCGCCTCCTCATCAACTTGCTA
GATCGCT -3’

9=
CTCAGCTATGCATCAAGCTTGGTACGAGCTC
GGATCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGG
AATTCAGGGGCCCTTGTAGCCAATAATGTTG
ATAAAACCCAACCGGAATCCCGTTAGGACCT
GGAGCTTTCTAAGGACTAATTTGAAACGCTG
CCTTATATATTTCTTAAGGGGTGATAGGAGC
GTTGGGTATGTCTTGGTCCATGGAGGTAAGG
GTGATATCAAAGTCTTCGAGAATGGTATTGG
GATCAATCGACTGCATGTCTTGGGCAGAGAG
TGTGGTTAGGTATAGACCTGTTGGAAATGCT
GGGTGAGGATATTGCATATGTCATCCGGATC
CGTAAACAACATGCCTCGGCCATCTTGGACG
GCCTGAATTCTGCAGATATCCATCACACTGG
CGGCCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCA
ATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAAT —
3f

57—

CTCAGCTATGCATCAAGCTTGGTACGAGCTCGGATCACTAGTAACGGCGCCAGTGTGCTGGAATCAGGGCCCTGTAGCC
AATAATAACAAGAAGCATGATTTGAGCATGATTAGAATGAACTTGTATTCTTGATGCCGAGTGATTGGAATTCTACCAT

CACTGCAATTTAATTATAAATGACARAARGACGTGTGATTCTTTTCTTTCTTAATTTTTTCTTCTTCCCTATCGTAGGCT
AATAAATTGTTATGGACGAAGATAAGGATGCTTTATTTGAAGRAGAGATAAATGGTAGCAATGAGAAATTATGCCCARA
TCTAGAAAATTCAAGTGTGGATGAAGT TCCACAGGTTGGTATGTCCTTTTTATCTGARGATGAAGTACGTGACTTTTAC
ARATGTTATGCTCAACGTGTGGTTTAGGTATTTGCAAATTACGTTCARAGAATGGAATTGATGGAAAGCAAAAGTACTT
GTCTATTGGATGTGCCAARAGTCGTAAAATGGTATCTCGGTACAAAAAATTGTTTTCATCCTCGGCCATCTTGGCCTGA
ATTCTGCAGATATCCATCACACTGGCGGCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCAANTCGCCCTATAGTGAGTCGTATT

ACAATTCACTGGCCGTCGTTTACACGTCGGATGGGAAAACCT —37

Figura 5.1: Estio representadas nessa figura as seqiiéncias dos fragmentos amplificados
por Maraschin (2002), clonadas no plasmideo pCR Blunt ¢ que ndo alinharam com
nenhuma seqiiéncia do banco de dados. A) Seqiiéncia do fragmento sir A2. B) Seqiiéncia
do fragmento str A3. C) Seqiiéncia do fragmento str B. Em verde, regido correspondente ao
brago do vetor de clonagem; em azul, regido correspondente aos primers utilizados.
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