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Resumo

A identificacdo de promotores com expressao tecido-especifica € uma alternativa
viavel para substituicdo dos promotores com expressdo ubiqua geralmente utilizados em
transgenia. Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivos caracterizar
funcionalmente o promotor de um gene de eucalipto que codifica um transportador de
potéassio com expressdo especifica em raiz bem como isolar e caracterizar a regido
promotora de um gene de eucalipto selecionado como apresentando expressao
especifica em folha. Plantas transgénicas de tabaco (Nicotiana tabacum SR1) contendo
um cassete de expressdao composto pelo promotor de raiz fusionado ao gene reporter
GUS (que codifica a B-glucoronidase) foram usadas em ensaios histoquimicos e
histoldgicos para investigar a especificidade da expressao determinada pelo promotor
em estudo. Os resultados evidenciaram que o promotor investigado dirige a expressdo
do gene reporter em tecido vascular de folhas e raizes. A expressdo em feixes vasculares
de folhas e raizes foi confirmada em cortes histoldgicos. Visando avaliar a resposta
deste promotor a baixas concentracdes de potassio, duas linhagens da geracdo T2 foram
submetidas a deficiéncia de potassio, e a expressdo relativa do gene reporter GUS foi
determinada por PCR em tempo real. Nas linhagens submetidas a estresse de potassio
observou-se um aumento da expressdo relativa do gene reporter GUS em funcdo da
privacdo do elemento. Em paralelo, um gene selecionado in silico como apresentando
expressao em folha de eucalipto teve seu perfil de expressao validado por RT-PCR. A
construcao de um cassete de expressdo contendo o referido promotor fusionado ao gene
reporter GUS foi empreendida visando futuras valida¢des funcionais.

Palavras-chave: Eucalyptus grandis; Promotores; Tecido-especificidade;

Transportadores de potassio de alta afinidade



Abstract

The identification of tissue-specific promoters is of great value to substitute the
ubiquitous promoters generally used in transgenic production. In this context, the
present study aimed to functionally characterize the promoter of a Eucalyptus grandis
gene encoding a potassium transporter showing root specific expression, and to isolate
and functionally characterize the promoter region of an E. grandis gene selected as
showing specific expression in leaf. Transgenic tobacco plants (Nicotiniana tabacum
SR1) harboring a promoter:GUS fusion were used to investigate the expression
specificity of the selected root promoter. The results showed that the investigated
promoter drives a reporter gene expression in vascular tissues of leaves and roots. The
expression in vascular bundles of leaves and roots was confirmed in histological cross-
sections. To evaluate the promoter responsiveness to low potassium concentrations, two
transgenic lines (T2) were submitted to potassium starvation and the relative expression
of the GUS reporter gene was determined by real time PCR. An increase in the relative
expression of GUS in response to potassium starvation was observed. In parallel, the
expression pattern of a gene showing leaf specific expression in Eucalyptus grandis was
validated by RT-PCR. The construction of an expression cassette containing this
promoter fused to the GUS reporter gene was performed aiming future functional

characterization.

Key words: Eucalyptus grandis; Promoters; Tissue-specificity; High affinity potassium

transporter
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Introducgéo

O eucalipto representa a principal fonte de matéria-prima para a producgdo de
papel e celulose no Brasil, que produziu no ano de 2010 aproximadamente 14,1 milhGes
de toneladas de papel e 9,8 milhdes de toneladas de celulose. Devido a sua perfeita

adaptacéo as condigdes brasileiras, Eucalyptus grandis é a principal espécie plantada.

Apesar de todo o conhecimento cientifico acumulado sobre essa espécie nos
Gltimos anos, diversos pontos importantes ainda requerem investimentos em pesquisa e
tecnologia. Ganha destaque no cendario atual a adocdo de estratégias que permitam
acelerar o melhoramento genético dessa espécie em um curto espaco de tempo, € a
biotecnologia tem se destacado nesse contexto. A insercdo do eucalipto no contexto
biotecnoldgico requer, entretanto, que novas ferramentas sejam produzidas e
disponibilizadas, especialmente aquelas voltadas para o controle adequado da expresséo

de transgenes em plantas modificadas geneticamente.

Neste sentido, estudos visando a identificacdo e caracterizacdo de promotores
com expressao tecido-especifica séo de fundamental importancia, pois estes promotores
direcionam a expressao de transgenes apenas nos orgaos/tecidos de interesse, evitando
assim a expressdo generalizada que acarreta um elevado custo energetico para a planta e

consequentemente diminui a aceitacdo do produto por parte dos consumidores.

Neste trabalho, a regido promotora de um gene de E. grandis validado como
apresentando expressao especifica em raizes foi isolado através da técnica de Genome
Walking e clonado no vetor pPCAMBIA 1381-z, fusionado transcricionalmente ao gene
GUS. A identificacdo deste gene foi baseada em um gene que codifica um transportador

de potéssio que pertence a classe dos transportadores de potassio de alta afinidade em
5



Arabidopsis thaliana (Ahn et al., 2004), o qual é induzido sob baixas concentracdes do
elemento. Plantas de tabaco transgénicas transformadas com o cassete de expressao
contendo o referido promotor foram geradas por Ribeiro (2009), visando a posterior
caracterizacdo funcional deste promotor. Em paralelo foi realizado o isolamento da
regido promotora de um gene validado como apresentando expressao especifica em
folha visando a construgdo de um cassete de expressao para posterior transformacéo de
Agrobacterium tumefaciens seguido da transformacdo de plantas de tabaco para

caracterizacgéo do referido promotor.

A maioria dos promotores de Eucaliptus caracterizado até o momento é
especifica de tecido vascular, e deriva de genes cujos produtos estdo envolvidos na via
da sintese da lignina (Lauvergeat et al., 2002). Portanto, a disponibilidade de
promotores especificos de outros 6rgaos/tecidos de eucalipto é de fundamental interesse

para aplicacdo nos programas biotecnologicos que visam melhorar suas propriedades.

1.1. O Eucalipto

O género Eucalyptus pertence a familia Myrtaceae, é origindrio da Australia,
com excecdo das espécies E. urophylla e E. deglupta que sdo originarios do Timor e
Papua Nova Guiné, respectivamente (Pryor, 1985). O género possui cerca de 600
espécies adaptadas a diversas condi¢des de clima e solo, sendo as espécies E. grandis,
E. globulus, E. urophylla, E. calmadulensis, E. saligna e E. tereticornis as mais

utilizadas para fins comerciais (Mora et al., 2000).

O género Eucalyptus foi introduzido no Brasil em 1825 como espécie

ornamental e como quebra-vento (Scarpinella, 2002). No ano de 1903 iniciou-se 0 seu
6



uso para fins econdmicos, visando suprir a necessidade de dormentes para o
desenvolvimento das estradas de ferro pela Companhia Paulista de Estradas de Ferro —

CPEF (Andrade, 1961).

O representante mais conhecido deste género no Brasil € a espécie Eucalyptus
grandis, que possui um crescimento e rendimento volumétrico superiores em relagéo as
outras espécies, fornecendo uma madeira medianamente leve e facil de ser trabalhada.
Quando essa espécie € submetida ao ciclo longo de cultura, sua madeira pode ser
utilizada na construcgéo civil e serrarias, ou entdo, quando submetida ao ciclo curto de
cultura, pode ser empregada na producdo de caixotes, mourdes e carvdo. Além disso,
representa a principal espécie para a producdo de celulose, painéis, aglomerado e chapas

duras (Scarpinella, 2002).

O setor de base florestal brasileiro representa 3,4 % do Produto Interno Bruto
Nacional (PIB), o que equivale a US$ 44,6 bilhdes (SBS, 2008), tendo produzido no
presente ano cerca de 14,1 milhdes de toneladas de papel e 9,8 milhdes de toneladas de
celulose. Existem no Brasil cerca de 2,2 milhdes de hectares de florestas plantadas para
fins industriais, distribuidas por 18 estados, contabilizando um total de 222 empresas
com atividades em 539 municipios (Bracelpa, 2011). Com exportacdes da ordem de 6,8
bilhdes de dolares, o setor de base florestal gera cerca 115 mil empregos diretos (68 mil
na indudstria e 47 mil em florestas) e 575 mil empregos indiretos. De janeiro a maio de
2010, o Brasil exportou aproximadamente 17% de sua producao total de celulose para a
América do Norte, 9% para a Asia/Oceania, 26% para a China, 1% para a América

Latina e 47% para a Europa (Bracelpa, 2011).



1.2. Promotores

A regulacdo da expressao génica em nivel transcricional é o ponto chave para
muitos processos celulares (Butler et al., 2001). O inicio da transcri¢do é a etapa mais
regulada da expressao génica, fato este que reflete a porcentagem do genoma dedicada
aos fatores de transcricdo em plantas e em outros eucariotos. Essa etapa é controlada

essencialmente pela regido promotora do gene (Singh, 1998).

Em plantas, um promotor basico consiste de uma regido core que se encontra
associada a elementos cis-atuantes proximais. A ligacdo do complexo de pré-iniciacao
(PIC) ao promotor core é basicamente universal em todos 0s eucariotos e envolve 0s
fatores gerais de transcricdo (FGT). Em eucariotos, o promotor core atua como uma
plataforma para a ligacdo do complexo de pré-iniciagdo que inclui, no caso dos genes
transcritos pela RNA polimerase do tipo Il, os fatores de transcricdo TFIIA, TFIIB,
TFID, TFIE, TFIIF, TFIIH e a propria RNA polimerase 1l. Estes atuam em conjunto
para especificar o inicio da transcri¢cdo (Thomas et al., 2006). Entenda-se por promotor
core, portanto, a regido minima do promotor necessaria para direcionar a transcricao

(Venter et al., 2004).

Um promotor core se estende do sitio de inicio da transcri¢do (+1) a até cerca de
35 nucleotideos desta posicdo. Portanto, o promotor core possui cerca de 40 a 50
nucleotideos de comprimento, podendo, as vezes, conter de 70 a 80 nucleotideos. Esta
localizado em uma posicéo Unica que é importante para o processo da transcri¢do, sendo
alvo de acdo de fatores especificos que controlam a atividade transcricional de cada

gene (Butler et al., 2001).



Varios elementos regulatérios compdem o promotor core. O TATA Box, por
exemplo, € uma regido rica em A/T que apresenta a sequéncia consenso
TATA(AIT)A(AIT)(A/G). Estalocalizado a cerca de 30 nucleotideos da extremidade 5°
do ponto de inicio da transcricdo em promotores de genes transcritos pela RNA
polimerase do tipo Il. Esse elemento € normalmente reconhecido por uma subunidade
do complexo TFIID denominada de proteina de ligacdo ao TATA Box (TBP) (Butler et
al., 2001). O BRE (elemento de reconhecimento do TFIIB) estd localizado
imediatamente acima do TATA box, aumentando a afinidade do TFIIB ao promotor
core (Lagrange et al., 1998). O iniciador (Inr), por sua vez, é uma sequéncia rica em
pirimidina PyPyA+1N(T/A)PyPy encontrada tanto em promotores que contém o TATA
Box como naqueles que ndo o contém. Circundando o ponto de inicio de transcricéo, ele
é capaz de direcionar precisamente o inicio de transcri¢do isoladamente, ou em conjunto
com o TATA Box e outros elementos presentes junto ao promotor core (Thomas et al.,
2006). O Downstream Promoter Element (DPE) foi identificado como sitio de
reconhecimento do TFIID, estando localizado na diregdo 3' do Inr (Burke et al., 1996).
A regido localizada entre o Inr e 0 DPE é essencial para a atividade transcricional de
promotores, especialmente daqueles que ndo sdo dotados de TATA Box, considerados

dependentes do DPE (Kutach et al., 2000).

A RNA polimerase ndo pode dar inicio a transcricdo sem o auxilio dos FGTs, ja
que ndo consegue reconhecer o promotor core. Portanto, uma série de eventos deve
ocorrer para que 0 processo tenha inicio, sendo necessaria a participacao dos referidos
fatores (Figura 1). No caso dos promotores de classe Il (reconhecidos pela RNA pol I1),
0 TBP se liga ao TATA Box, em seguida as subunidades TAF1 e TAF2 reconhecem o

iniciador e as subunidades TAF6 e TAF9 interagem com o DPE (Juven-Gershon et al.,



2010). O TFIIA auxilia a ligagdo do TFIID ao promotor core ap6s a ligacdo da
maquinaria geral de transcricdo que consiste de TFIIB, RNAPII, TFIIF, TFlle e TFIIH,

assim como o complexo co-ativador (Goodrich et al., 2010).

Figura 1- Multiplas subunidades do complexo TFIID se ligam aos elementos do

promotor core (Goodrich et al., 2010).

Atualmente, os promotores mais utilizados em plantas geneticamente
modificadas sdo o promotor 35S do virus do mosaico da couve-flor (CaMV) e os
promotores dos genes da nopalina e octopina de Agrobacterium tumefaciens. Esses
promotores, entretanto, sao considerados ubiquos e promovem a expressdo do transgene
em todos os 6rgdos da planta, caracteristica que, em diversas situacdes, ndo é desejada
nem necessaria. Nesse aspecto, a expressdo de proteinas antimicrobianas e inseticidas
em plantas transgénicas pode ser citada como um exemplo tipico. A principio, a

expressao dessas proteinas deveria acontecer somente nos tecidos de infeccdo ou
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infestacdo, e ndo nos tecidos utilizados para consumo humano ou animal (Vijaybhaskar
et al., 2008). Outros problemas sdo acarretados pela expressdao generalizada de
transgenes tais como a esterilidade, desenvolvimento retardado, morfologia anormal,
perda de rendimento, composicdo de grdos alterada ou silenciamento génico (Gago et
al., 2011). Estudos mostraram, por exemplo, que a super-expressdo constitutiva do gene
ipt (isopentenil transferase) afeta gravemente o crescimento e desenvolvimento da
planta (Kunkel et al., 1999). A acdo inesperada destes no ambiente também é um fator
importante a ser destacado, levando assim a uma menor aceita¢cdo do produto por parte

dos consumidores.

Por definicdo, os promotores denominados especificos regulam a expressdo
génica em determinados 6rgaos/tecidos, linhagens ou tipos celulares, em determinados
estagios do desenvolvimento ou em resposta a presenca de indutores ou repressores
especificos, como agentes quimicos, estresses fisiolégicos ou compostos enddgenos.
Estes sdo de grande interesse para a producdo de transgénicos, sobretudo se
considerarmos que a expressao generalizada de um dado transgene pode gerar um custo
energético elevado para a planta. Este custo pode ser minimizado com a expressdo
direcionada do transgene nos orgaos/tecidos em que € exigido (Vijaybhaskar et al.,
2008), diminuindo assim os problemas causados pela expressdo ubiqua dos transgenes
como mencionado. Do ponto de vista académico, tais estudos colaboram para o
aprofundamento dos estudos visando compreender 0s mecanismos moleculares

envolvidos no processo de expressdo génica e de diferenciagéo tecidual.
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1.3. Promotores de Eucalipto

Entre as espécies florestais, poucos sdo 0s promotores com expressao tecido-
especifica identificados e caracterizados funcionalmente. No caso do eucalipto, 0s mais
estudados sdo os promotores de genes envolvidos na via biossintética da lignina que
possuem expressdo especifica em tecidos vasculares. Um exemplo bem conhecido é o
promotor do gene EQCAD2 de Eucalyptus gunnii cuja possivel utilizagdo na
composicdo de cassetes de expressdo permite direcionar a expresséo de transgenes em
tecidos vasculares (Lauvergeat et al., 2002). Outro exemplo bem sucedido de
promotores tecido-vasculares de espécies do género Eucalyptus € o promotor EQCCR de
Eucalyptus gunni que demonstrou direcionar a expressao em tecido vascular de uvas
transformadas com o cassete de expressdo (Gago et al., 2011). Por outro lado, nédo
existem registros na literatura relatando a identificacdo e caracterizacdo de promotores

que direcionem a expressao em outros 6rgaos do eucalipto como folhas, raizes etc.

A identificagcdo de promotores que direcionem a expressdo de forma especifica e
regulada tem um grande apelo biotecnoldgico ja que sdo essenciais para direcionar a
expressao dos genes de interesse apenas nos orgaos/tecidos desejados ou naqueles que
sdo alvo de infestacdo de pragas e patdgenos. Uma vez disponiveis, esses promotores
podem ser usados na construcdo de cassetes de expressdo com transgenes especificos,
0s quais serdo empregados na producdo de material transgénico com caracteristicas

aprimoradas.

Neste trabalho, a regido promotora de um gene de E. grandis validado como
apresentando expressao especifica em raizes foi isolado através da técnica de Genome

12



Walking e clonado no vetor pPCAMBIA 1381-z, fusionado transcricionalmente ao gene
GUS. A identificacdo deste promotor foi baseada em um gene que codifica um
transportador de potassio que pertence a classe dos transportadores de potassio de alta
afinidade em Arabidopsis thaliana (Ahn et al., 2004), o qual é induzido sob baixas
concentraces do elemento. Plantas de tabaco transgénicas transformadas com um
cassete de expressdo contendo o referido promotor foram geradas por Ribeiro (2009)
visando a posterior caracterizagdo funcional do mesmo. Em paralelo foi realizado o
isolamento da regido promotora de um gene validado como apresentando expressdo
especifica em folha. A identificagdo deste promotor foi baseada em um gene que
codifica a enzima tirosina descarboxilase, possuindo fung¢bes importantes no fluxo de
carbono nas vias metabdlicas que convertem metabdlitos primarios em metabdlitos
secundarios (Kawalleck et al., 1993). O promotor correspondente foi inserido em um
cassete de expressdo para posterior transformacdo de Agrobacterium tumefaciens

seguida da transformacéo de plantas de tabaco para caracterizacdo funcional.

1.4. Transportadores de potassio de alta afinidade

O potéssio € o cation mais abundante nas plantas, representando cerca de 3% a
5% do peso seco total. Desempenha funcbes importantes em diferentes processos
fisiologicos tais como osmorregulacdo, fotossintese, regulacdo do pH, regulacdo da
abertura dos estbmatos, além de atuar como cofator enzimatico. Por manter o potencial
da membrana plasmatica (Gierth et al.,2005), a sua concentracdo é mantida constante no
citosol a 100 mM (Martinez-Cordero et al., 2005). Embora o potassio seja o elemento

mais abundante na crosta terrestre, a maior parte nao esta disponivel para as plantas
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devido ao fato da absorcdo deste mineral ocorrer apenas na sua forma iénica (Grabov,
2007). O K' ¢ eficientemente absorvido do solo pelas raizes, sendo que sua
disponibilidade pode variar devido as condi¢cdes ambientais e do solo. Em funcdo disso,
as plantas devem estar adaptadas as mudangas na concentracdo deste macroelemento
(Pyo et al., 2010), sendo que a existéncia de varios sistemas de absorcao de potassio em
raizes é vital para manter uma nutricdo mineral adequada em um ambiente dindmico

(Grabov, 2007; Ashley et al., 2006).

Assim a absorcdo de potassio envolve uma série de proteinas transportadoras,
tais como os canais AKT (transportadores de potassio caracterizados em Arabidopsis),
os transportadores HKT (transportadores de potassio de alta afinidade) e os
transportadores HAK/KUP (transportadores de potéssio de alta afinidade/ permeases de

potassio) (Guo et al., 2008).

Estudos classicos em raizes de cevada descreveram 0s principais componentes
de absorc¢do de potassio que operam em baixa ou alta afinidade a concentracdo externa
deste elemento. Assim, estes transportadores podem ser diferenciados de acordo com o
seu mecanismo de acdo: mecanismo | (sistema de transporte de alta afinidade), que atua
em concentracdes de até 18 pM de K*; e mecanismo 1l (sistema de transporte de baixa
afinidade), reconhecendo concentragGes superiores a 16 mM (Epstain et al., 1963). O
mecanismo de alta afinidade demonstra ser induzido enquanto que o mecanismo de
baixa afinidade mostra ser constitutivo (Fernando et al., 1990). Todos os sistemas,
incluindo os transportadores e os canais de potassio atuam em conjunto, para ajustar a

absorcéo de alta afinidade de potéssio nas raizes (Pyo et al., 2010)

A membrana plasmatica das células de raizes possui transportadores seletivos de

potassio que asseguram o suprimento deste em diferentes condicdes, incluindo uma
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ampla gama de concentracdes externas de potassio bem como a presenca de outros ions
que interferem na absorcdo deste elemento (Martinez-Cordero et al., 2005). Portanto,
nas condicBes de baixas concentracdes de potassio encontradas em muitos solos
utilizados para agricultura, a atividade destes transportadores de alta afinidade é crucial

para manter a produtividade.

Os transportadores KT/KUP/HAK possuem uma distribuicdo variavel entre os
genomas procarioticos. Tendo como base o banco de dados Integrated Microbial
Genomes (IMG) (http://img.jgi.doe.gov), apenas 38% das especies de bactérias possuem
estes transportadores, enquanto que em Archaea (IMG, http://img.jgi.doe.gov) estes
genes estdo presentes em apenas duas, das vinte e quatro espécies analisadas (Grabov,
2007). Nos eucariontes, em andlises realizadas em diferentes bancos de dados, ortélogos
da familia KUP foram encontrados nos reinos Plantae, Fungi e Amoebozoa (Grabov,

2007) (Figura 2).
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Figura 2- Distribuicdo e relacdo filogenética dos transportadores da familia

KT/KUP/HAK (Grabov, 2007).

A presenca destes transportadores em plantas ocorre desde as algas verdes até as
angiospermas, evidenciando a importante funcdo na aquisicdo de nutrientes e a
habilidade das plantas de sobreviverem em ambientes com deficiéncia em potassio

(Grabov, 2007).

O primeiro sistema de alta afinidade de potassio foi caracterizado em cevada
(Hordeum vulgare) na concentracdo de 18 uM, o qual ndo diferencia K* e Rb* (Epstain

et al., 1963). Estudos posteriores visando entender a regulacdo da absorcdo de potassio
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em raizes de cevada mostraram que existe um aumento na absorcdo de alta afinidade

quando o suprimento exdgeno de potassio € interrompido (Glass, 1975).

A maior familia génica de transportadores de potassio em Arabidopsis é a
familia AtKT/KUP que contém 13 membros (Very et al., 2003). Estes transportadores
também foram previamente identificados em Escherichia coli como KUPs (K" uptake
permeases) (Schleyer et al., 1993). Genes homologos também foram identificados no
fungo Schwanniomyces occidentalis e denominados HAKSs (high affinity K*) (Banuelos

etal., 1995).

Estudos adicionais em plantas e microorganismos vém demonstrando que estes
transportadores possuem as mais variadas funcdes. A expressdo dos genes da familia
KT/HAK/KUP ¢ detectada em varios tecidos de diversas espécies (Kim et al., 1998;
Rigas et al., 2001), e os membros desta familia parecem estar envolvidos na absorcéo de

potéssio em raizes.

Um estudo realizado empregando linhagens de Arabidopsis thaliana com
insercdo de T-DNA no gene que codifica o transportador AtHAKS, por exemplo,
demonstrou que este transportador atua como um sistema de alta afinidade de absorgéo
de potéssio em plantas (Nieves-Cordones et al., 2010). O AtHAKS5 esta localizado na
membrana plasmatica e € um dos principais componentes do sistema de absor¢do de
potassio por alta afinidade nesta espécie (Qi et al., 2008). Mutantes athak5 mostraram
uma reducdo na absorcdo de potdssio em uma ampla faixa de concentracdo (Gierth et
al., 2005). Estudos adicionais combinando os efeitos de mutagdes e inibidores indicam
que AtHAK5 atua em associagdo com AtAKT1, e que estes constituem o0s Unicos
sistemas envolvidos na absorcdo de potassio em Arabidopsis (Rubio et al., 2008).

Entretanto, estes sistemas de absorcdo diferem entre si, ja que AtHAKS é expresso na
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falta de potassio (Gierth et al,. 2005, Rubio et al., 2008) e AtAKT1 é constitutivo.
Portanto fica claro que a absorcdo de potassio de alta afinidade é mediada por
transportadores enquanto que a absorcdo de baixa afinidade, em uma ampla faixa de
concentracdo, é mediada por canais de potassio (Maathuis et al., 1996). Cabe ressaltar
ainda que AtHAKS é expresso primordialmente na epiderme das raizes principal e

lateral, além de apresentar expressado vascular (Gierth et. al., 2005).
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2. Objetivos

Os principais objetivos do presente trabalho foram:

e Caracterizar funcionalmente um promotor de eucalipto com expresséo

tecido—especifica em raiz, previamente inserido em tabaco.

e Isolar e caracterizar a regido promotora de um gene de eucalipto validado

como apresentando expressao expecifica em folha.
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3. Material e métodos

3.1. Analise funcional do promotor de raiz

Plantas transgénicas de tabaco (Nicotiana tabacum SR1) contendo o cassete de
expressdao composto pelo promotor de raiz fusionado ao gene repérter uidA (que
codifica a B-glucoronidase; GUS) (Figura 3) foram geradas por Ribeiro (2009) com o
objetivo de realizar a caracterizacdo funcional in planta do referido promotor. A
identificacdo deste promotor foi baseada em um EST de eucalipto junto ao banco do
FORESTS, sendo o mesmo validado como apresentando expressao especifica em raiz

(Ribeiro, 2009).

Figura 3 - Representacdo esquematica do cassete de expressao contendo o promotor
especifico de raiz (5B) em fusdo transcricional ao gene GUS inserido no vetor

pCAMBIA-1381z. O terminador da nopalina sintetase esta representado (NOS).
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3.1.1. Elementos cis-regulatorios presentes no promotor especifico de raiz

Foram realizadas buscas por possiveis elementos regulatorios presentes na
sequéncia de nucleotideos do promotor especifico de raiz. Para tal foi utilizando o banco

de dados PlantCare (http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/).

3.1.2. Germinacdao das sementes de tabaco (T1) contendo o cassete de expresséao do
promotor especifico de raiz fusionado ao gene uidA (GUS)

As sementes de tabaco das linhagens transgénicas 04, 06, 16 e 17 geradas por
Ribeiro (2009) foram inicialmente embebidas em agua Milli-Q por uma hora, sendo
entdo colocadas em alcool 70% por 1 minuto e lavadas 2x em agua Milli-Q autoclavada.
Posteriormente, as sementes foram incubadas em hipoclorito a 70% por 20 minutos e
lavadas 5x em agua Milli-Q autoclavada. Para germinacao, as sementes foram dispostas
em placas de Petri contendo meio MS (Murashige & Skoog, 1962) adicionado de
Phytalgel 0,23% (Sigma). As placas foram mantidas durante quinze dias em camara de

crescimento com fotoperiodo de 16 horas de luz artificial e temperatura de 22°C.
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3.1.3. Ensaio Histoquimico de GUS

O ensaio histoquimico para detecgdo in situ da atividade GUS nas linhagens
transgénicas 04, 06, 16 e 17 foi realizado baseado em Jefferson et al. (1987) e Lacorte

& Romano (1998).

Para tal, as plantulas foram submersas no tampéo fosfato contendo 1 mM do
substrato halogénico X-Gluc (5-bromo-4-chloro-3-indolyl -D-glucuronide) que em
contato com a enzima B-glucuronidase (GUS) torna-se azulado, infiltradas a vacuo e
incubadas a 37°C no escuro por duas horas. Finalizado o tempo de reagéo, as plantulas
foram submetidas a lavagens sucessivas em alcool 70% para retirada da clorofila

(Jefferson et al., 1987).

3.1.4. Cortes Histoldgicos

Cortes transversais e longitudinais (5 um) de amostras de raiz e folha das
plantulas da linhagem 06 submetidas ao ensaio histoquimico foram obtidos em
micrétomo para analise histoldgica da expressdao de GUS. Para isto, os tecidos foram
fixados em etanol 50%, &cido acético glacial 100% e formaldeido 37% por 24 horas.
Em seguida o material foi desidratado nas seguintes etapas: etanol 70% por 2 horas,
etanol 90% por 2 horas e etanol 100% por 2 horas, resina liquida (1:1) por 2 horas e
resina ativada por 24 horas. Para a inclusdo foram utilizados 1,6 ml de resina e 100 pl

de endurecedor.
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3.1.5. Crescimento em solucéo hidroponica e inducgéo de estresse

As sementes das linhagens 06, 16 e 17 foram esterilizadas e germinadas como
citado anteriormente. Completados os quinze dias de crescimento, as plantulas de cada
linhagem foram transferidas para solu¢do n°2 de Hoogland e Arnon a 25% contendo
25,5 mg/l de N, 7,75 mg/l de P, 58,5 mg/l de K, 40 mg/l de Ca, 12 mg/l de Mg, 16 mg/I
de S, sendo mantidas por 7 dias com aeracdo continua. Passado esse periodo, as
plantulas foram transferidas para uma solugéo nutritiva desprovida de potéassio contendo
38,5 mg/l de N, 0 mg/l de K, 50 mg/l de Ca, 7,75 mg/l de P, 12 mg/l de Mg, 16 mg/l de
S. Antes de tal transferéncia, entretanto, algumas plantulas foram coletadas para
comporem o tempo zero (controle). Apds a transferéncia para a solucdo sem potassio, as
plantulas foram coletadas nos tempos de 12 e 24 horas e ap6s 6 dias conforme descrito
por Ahn e colaboradores (2004) em ensaios realizados com o transportador AtHAKS.
Apls a coleta realizada no sexto dia, as plantulas restantes foram novamente
transferidas para solucdo nutritiva contendo potassio visando a sua recuperacdo, e uma
Gltima coleta foi realizada apds 30 horas da reposicéo do elemento (Ahn et al., 2004). A
cada coleta, procedeu-se a separacdo da parte aérea e da raiz, sendo as amostras

maceradas em nitrogénio liquido e armazenadas em freezer -80°C.

3.1.6. Ensaio histoquimico de GUS em plantulas submetidas a estresse de K

O ensaio histoquimico para deteccdo in situ da atividade GUS foi realizado
baseado em Jefferson et al. (1987) e Lacorte & Romano (1998) como descrito no item

3.1.3. Para tal, somente plantulas da linhagem 16 foram selecionadas. Nesse caso,
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somente as plantulas correspondentes ao controle (tempo zero) e ao tempo de 6 dias sem

potéssio foram submetidas ao ensaio histoquimico de GUS.

3.1.7. Extracéo de RNA total de tabaco

Visando quantificar a expressdo relativa do gene GUS sob o controle do
promotor de raiz, procedeu-se a extracdo de RNA total através do metodo de
Korimbocus et al. (2002) (baseado em Chang et al., 1993) com modificagdes. Para cada
coleta, as plantulas foram separadas em parte aérea e raiz, a fim de analisar a expressdo
de GUS separadamente. Foram utilizadas aliquotas de aproximadamente 100 mg de
tecido macerado em nitrogénio liquido, as quais foram solubilizadas em tampéo de
extracdo CTAB 5% e incubadas a 65°C por 15 minutos. Adicionou-se em seguida 500
ul de CIA (cloroférmio-alcool isoamilico 24:1) e homogeneizou-se a solugéo.
Centrifugou-se a 12000 g por 10 minutos a 4°C e coletou-se o sobrenadante. Uma nova
extragdo com CIA seguida de centrifugacédo foi entdo realizada. Adicionou-se um
volume de cloreto de litio (LiClI 5 M) ao volume de sobrenadante e o0 RNA total foi
precipitado por no minimo 1 hora com posterior centrifugacdo a 12000 g por 30
minutos a 4°C. O sedimento foi lavado com 200 ul TE-SDS 1%, 100 ul de NaCl 5 M e
300 pl de isopropanol. Procedeu-se entdo uma precipitagdo de 30 minutos a -20°C com
posterior centrifugacdo a 12000 g por 20 minutos a 4°C. Foi realizada uma lavagem em
etanol 70% com centrifugacdo a 7500 g por 5 minutos a 4°C. O precipitado foi

ressuspendido em agua-Milli-Q autoclavada (tratada com Dietilpirocarbonato — DEPC).
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A integridade do RNA total das amostras foi analisada em gel desnaturante a 1% corado

com brometo de etidio.

Para a producdo de cDNAs, aliquotas de 1 ng de RNA total foram tratadas com
a enzima DNAse | segundo as recomendacdes do fabricante (MBI Fermentas), visando
degradar todo o DNA gend6mico presente nas mesmas. Apds o tratamento com a
DNAse, cada aliquota foi submetida a transcricdo reversa utilizando o kit High Capacity
RNA-to-cDNA Master Mix conforme as instrucdes do fabricante (Applied Biosystems).
Com o auxilio do espectrofotdmetro, a concentracdo das amostras de cCDNA foi ajustada
para 60 ng/ul e empregada na reacdo. O reagente utilizado na reacdo foi 0 SYBR Green
Master Mix (Applied Biosystems) e os oligonucleotideos gene-especificos foram
desenhados no programa “Primer Express’ (Applied Biosystems). O aparelho ABI
PRISM 7000 Sequence Detection System (Applied Biosystems) foi utilizado como
plataforma para a qPCR.

A expressdo relativa do gene uidA (GUS) nas plantulas submetidas ao estresse e
coletadas nos tempos anteriormente citados foi determinada utilizando os
oligonucleotideos qRTGUSF (5 TCTACTTTACTGGCTTTGGTCG 3') e gRTGUSR
(5 CGTAAGGGTAATGCGAGGTAC 3). A quantificacdo relativa foi determinada

empregando o método de 2-*“*

(Livak e Schmittgen, 2001), e calculada com base na
expressdo de um gene normalizador [fator de alongamento de tabaco - primers EFF (5
TCT GAT CCA TTG TTG GAT GCT GG 3) eEFR (5 TTC AAA CCCTTC CTC
TTG CG 3')]. Com o intuito de verificar a efetividade do estresse de K foi utilizado o

gene NrHAK1 de Nicotiana rustica (Primers NT841950F

5 GCAGAGGATATTCAACATTCAGS e NT841950R
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5 CCACCTTCACCATTATCATCAGS3'), que responde a baixas concentragbes de

potassio. A seguinte equacdo foi utilizada para o calculo da expressao relativa:

ER= 2-A%

Onde:
ER= expressédo relativa
ACt= Ctgene alvo — Clgene normalizador
Ct="“Threshold cycle”, ciclo em que afluorescéncia do alvo se torna

significativamente maior que o ruido (“background”)

Na reacdo foram utilizados 6,25 ul de Syber Green Mix, 10 mM dos
oligonucleotideos (senso e reverso), 1 ul de cDNA (60 ng/ul) e agua deionizada
autoclavada para completar um volume de 12,5 ul. Empregou-se um ciclo prévio de
50°C por 2 min e 95°C por 10 min, seguido de um ciclo de desnaturacdo a 95°C por 15
s, anelamento e extensdo a 60°C por 1 min, repetido por quarenta vezes. Ao final da
reacdo adicionou-se um passo de dissociacdo atraves do aquecimento de 60°C para
95°C, subindo 1°C por mim. Este procedimento serviu para verificar a especificidade

dos oligonucleotideos utilizados ou a formacao de primers dimers.
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3.1.8. Expresséo transiente em eucalipto

3.1.8.1. Construcao do cassete de expressao no vetor pPR97

Para realizar os ensaios de expressdo transiente em eucalipto, o cassete de
expressao contendo o promotor em estudo fusionado ao gene GUS, inicialmente
inserido no vetor binario pPCAMBIA-1381-z, foi transferido para o vetor pPR97 (Figura
4) que possui resisténcia a canamicina (pré-requisito para uso em cultura de células de

eucalipto).

Inicialmente 1000 ng do vetor pCAMBIA contendo o promotor foram tratados
com 1 ul da enzima de restricdo Ncol (10 U/ ul). A amostra foi incubada a 37°C por 1
hora e 30 minutos, seqguida de inativacdo da enzima a 65°C por 15 minutos. Uma
aliguota do DNA plasmidial digerido foi verificada em gel de agarose 1% para
confirmar a linearizagdo do mesmo. A amostra foi entdo tratada com 0,5 pl da enzima
T4 DNA polimerase (4 U/ul) a 37°C por 30 minutos. Para exacerbar a atividade
exonuclease da enzima, necessaria para a retirada do ATG iniciador do gene uidA, a
reacdo em questdo foi realizada sem a adicdo de nucleotideos. Logo ap6s, um novo
tratamento com 0,5 pl da enzima T4 DNA polimerase (4 U/ul), desta vez em presenca
de 0,5 ul de dNTPs (10 mM), foi realizado para que a enzima adicionasse nucleotideos
resultando em uma extremidade cega. O DNA foi entéo digerido com 1 ul da enzima de
restricdo BamHI (10 U/ul), submetido a eletroforese e purificado do gel utilizando o kit
GFX PCR DNA and Gel Band Purification GE sendo entdo quantificado com o auxilio
de espectrofotometro (Nanodrop). A ligagdo do fragmento promotor ao vetor foi
realizada utilizando 100 ng do vetor pPR97 digerido com BamHI e Smal, 100 ng do

fragmento promotor digerido com Ncol (com extremidade cega) e BamHI, 5 ul de
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tampdo 10X, 2 ul da enzima T4 ligase (5U/ul) e agua para completar 50 ul. A reacéo foi
mantida por 22°C por 16 horas. Apos a ligacdo, os plasmideos recombinantes foram
transformados em células competentes de Escherichia coli conforme descrito nos itens a

sequir.

EcoRLClal.Hindlll.Sphl. Pstl.Sall.Xbal.BamHL Smal.Kpnl.Ncal

pLP100
12.00 Kb S Ml

I

41-—""-

Sstl _]__
Psl
pLP100, pPRYT:
EcoRt Clal  Hindlll Saf
GAATICTCATGTTTGACAGCTTATCATCGATAAGCTTGCATGCCTGCAGET

Xbal  BamH! Smal Kpnl
COACTCTAGAGGATCOCOGGETACCGACCATGG

Figura 4 - Representacdo esquematica do vetor pPR97 (Szabados et al., 1995).
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3.1.8.2. Producéo das células competentes de Escherichia coli DH10B

Células competentes da linhagem DH10B de Escherichia coli foram produzidas
conforme protocolo (Sambrook et al., 1989). Para tal, uma col6nia isolada foi inoculada
em 5 ml de meio LB liquido (0,1% p/v de triptona, 0,05% p/v de extrato de levedura,
0,1 % p/v de NaCl em agua deionizada, pH 7,0) e incubada sob agitacdo (220 rpm) a
37°C por 16 horas. Dois ml desse pré-indculo foram entdo usados para inocular 200 ml
de meio SOB (Triptona 1 M, Extrato de levedura 2%, NaCl 1 M, KCI 1 M) adicionado
de 2 ml de MgCl; (1 M) e 2 ml MgSQO, (1 M). As bactérias foram mantidas sob agitacédo
(220 rpm) a 37°C por 1 hora e 30 minutos até atingir a absorbancia a 600 nm igual a 0,6.
O meio contendo as bactérias foi entdo aliquotado em tubos de 50 ml, e 0s mesmos
foram incubados em gelo por 10 minutos, ap6s 0 qual se seguiu uma centrifugacédo a
3600 rpm a 4°C por 10 minutos. Ao precipitado foi adicionado 15 ml de tampédo RF1
(KCI'1 M, MnCI24xH,0 1 M, KAC 0,5 M pH6,9, CaCI22xH20 1 M, glicerol, 15%)
seguido de agitacdo em vortex e incubacdo no gelo por 10 minutos. Apés centrifugacao
a 3000 rpm a 4°C por 10 minutos, o sedimento foi ressuspenso em 8 ml de tampéo RF2
(NaMOPS 0,5 M pH7, KCI 1 M, CaCl,2xH,0 1 M, glicerol 15%), agitado em vortex e
incubado no gelo por 30 minutos. Aliquotas de 100 ul foram armazenadas em
microtubos, os quais foram resfriados em nitrogénio liquido e armazenados em freezer -

80°C.
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3.1.8.3. Transformacéo do cassete de expressdo em células DH10B

Para transformacéo, 10 pl da ligagdo vetor/inserto foram adicionados a 100 pl de
células DH10B competentes e uma incubacdo em gelo por 30 minutos foi realizada. Em
seguida foi realizado o choque térmico a 42°C por 90 segundos. Duzentos pul de meio
SOC foram adicionados ao tubo, e uma incubagéo a 37°C por 1 hora a 250 rpm foi
realizada. Em seguida, aliquotas foram plagueadas em placas de Petri contendo meio
LB so6lido adicionado de 25 pl de canamicina. As placas foram incubadas a 37°C por 16
horas. Para confirmagdo da transformac&o, col6nias isoladas foram cultivadas em meio
LB liquido a 37°C por 20 horas, e ap0s a extracdo dos plasmideos recombinantes por
lise alcalina (Sambrook et al., 1989), os mesmos foram submetidos a reacdo de PCR
utilizando oligonucleotideos internos, sendo um promotor-especifico (senso)
denominado EGRTconF, e outro (reverso) complementar a regido codificadora do gene

uidA (GUS). O produto da PCR foi analisado em gel de agarose 1%.

Para confirmacdo adicional, os plasmideos recombinantes também foram
submetidos a digestdo com as enzimas de restricdo Ncol e BamHI. Os produtos da

digestdo foram analisados em gel de agarose 1%.

3.1.8.4. Sequenciamento

Os clones recombinantes foram sequenciados para verificacdo. Para tal, foram
utilizados 500 ng do produto do PCR confirmatério, sendo a reacdo realizada
empregando o kit comercial “Big Dye’ versdo 3.1 (Applied Biosystems). O

oligonucleotideo utilizado no sequenciamento foi o GUS reverso (5
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GTCTGCCAGTTCAGTTCGTTGTTC 3') desenhado no programa “Primer Express’

(Applied Biosystems). O aparelho utilizado foi ABI Prism 377 (Applied Biosystems).

3.1.8.5. Transformacéao de Agrobactéria por Eletroporacéo

A transformacéo de Agrobacterium tumefaciens foi baseada no método descrito
por Lacorte & Romano (1998). Para obtencdo de células competentes, uma coldnia
isolada de agrobactéria da linhagem LBA4404 foi inoculada em 3 ml de meio LB
contendo os antibidticos apropriados, e incubada sob agitacdo (150 rpm) a 28°C por 16
horas. A cultura foi centrifugada a 12.000 rpm por 1 minuto. As células foram
solubilizadas em 0,5 ml do tamp&o Hepes/KOH 1 mM pH 7, mantido a 4°C, seguido de
centrifugacdo a 12000 rpm por 1 minuto. Esta etapa foi repetida duas vezes. O
sedimento bacteriano foi entdo solubilizado em 0,5 ml de glicerol 10%, mantido a 4°C,
e centrifugado por 1 minuto a 12.000 rpm. O sedimento bacteriano foi solubilizado em

20 pl de glicerol 10% a 4°C.

Um pg de DNA plasmidial foi adicionado as células competentes e apds
homogeneizacdo, procedeu-se uma incubagéo em gelo por 2 minutos. A solucdo foi
transferida para cuveta de eletroporacdo e posicionada no Electroporator 2510
Eppendorf sendo aplicado um pulso de 2,5 V por 5 ms. Ap6s o pulso, adicionou-se 1 ml
de meio SOC, sendo a amostra mantida a 28°C por mais 4 horas. Em seguida, cerca de
100 pl da suspenséo de células foi plaqueada em meio LB contendo 20 pul de Rifamicina
(100 mg/ml), 1,67 pl de Estreptomicina (300 mg/ml) e 20 ul de Canamicina (100
mg/ml). As placas foram entdo incubadas a 28°C por 3 dias para aguardar o crescimento

de colbnias.
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Para confirmacéo da transformacéo, col6nias isoladas foram cultivadas em meio
LB liquido a 28°C por 20 horas, e ap0s a extracdo dos plasmideos recombinantes por
lise alcalina (Sambrook et al., 1989), os mesmos foram submetidos a reacdo de PCR
utilizando oligonucleotideos internos, um posicionado junto ao sitio de clonagem
BamHlI, e outro complementar a regido codificadora do gene GUS. O produto da PCR

foi analisado em gel de agarose 1%.

3.1.8.6. Expressdo Transiente em eucalipto

O ensaio de expressao transiente em eucalipto serd realizado em colaboracdo
com a empresa Suzano Papel e Celulose. Para tal sera utilizada a metodologia SAAT
(sonication-assisted Agrobacterium mediated transformation) conforme protocolo
adaptado para eucalipto por Gonzalez (2002). Nesse método, microferimentos sdo
provocados nos explantes de eucalipto por sonicacdo (60 s) a fim de aumentar a
penetracdo da agrobactéria no tecido vegetal. Nesse caso serdo usadas plantulas de
eucalipto obtidas in vitro. Quarenta e oito horas apds a infeccdo das plantulas de
eucalipto pela agrobactéria contendo o cassete de expressdo em pPR97, as mesmas

serdo submetidas ao ensaio histoquimico empregando o substrato X-Gluc.
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3.2. Identificacdo do EST com expressao especifica em folha de eucalipto

3.2.1. Identificacdo do EST com expressao especifica em folha

O EST com expressdo especifica em folha foi selecionado em analises in silico
realizadas junto ao banco de dados FORESTSs
(https://forests.esalg.usp.br/FORESTSs_About.htm) que é composto por ESTs oriundos
do sequenciamento de bibliotecas de cDNA construidas a partir de mRNA extraido de
varios orgédos/tecidos de eucalipto em condigdes normais e sob diferentes estresses. A
identificagdo do EST candidato foi realizada comparando-se os ESTs oriundos da
biblioteca de folha com os ESTs presentes nas bibliotecas dos demais 6rgdos/tecidos de
eucalipto conforme descrito (Vicentini et al., 2005). O EST EGJFLV3247C08. G, com

padrao de expressao em folha, foi selecionado para posterior validagdo bioldgica.

Apbs a fase de selecdo in silico, com o intuito de validar a especificidade da
expressao do candidato selecionado, pares de oligonucleotideos foram desenhados tendo
como base a sequéncia de nucleotideos do EST depositada no banco FORESTS. Para tal
foi usado o programa “Primer Express’ (Applied Biosystems) seguindo os seguintes
critérios: tamanho do oligonucletideo (minimo: 18 bases; 6timo: 20 bases; maximo: 25
bases); temperatura de anelamento (minimo: 57°C; 6timo: 60°C; maximo 66°C); e

conteldo em GC (minimo: 40%; 6timo: 50%; maximo: 60%).
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3.2.2. Validacéo da expressao por RT-PCR

Para a validacdo por RT-PCR, RNA total foi extraido de diferentes
orgdos/tecidos de eucalipto (caule, raiz, folha, fruto e pool de tecidos) empregando o
método de CTAB. Para tal, foram utilizados 100 mg de tecido macerado em nitrogénio
liqguido com posterior solubilizacdo em tampédo de extracdo CTAB (CTAB 2%, PVP
2%, Tris HCI pH 8 100 mM, NaCl 2M) pré aquecido e incubacdo por 10 a 15 minutos a
65°C. Adicionou-se em seguida 500 ul de CIA (cloroférmio-alcool isoamilico —24:1) e
homogeneizou-se a solugdo. Centrifugou-se a 12000g por 10 minutos a temperatura
ambiente e coletou-se o sobrenadante, aplicando-se novamente o passo anterior de CIA
seguido de uma nova centrifugacdo. Um volume de cloreto de litio (LiCl 5M) foi
adicionado ao volume de sobrenadante coletado e o RNA foi precipitado a 4°C. O
sedimento foi lavado em 200 ul de TE-SDS 1%, 100 ul de NaCl 5M e 300 ul de
isopropanol 100%. A amostra foi precipitada durante 30 minutos a -20°C e centrifugada
a 12000g por 10 minutos a 4°C. Uma lavagem foi realizada com 1 ml de etanol 70%
com posterior centrifugacdo a 7500g por 5 minutos a (4°C), sendo o precipitado
ressuspenso em H20 Milli-Q autoclavada (tratada com Dietilpirocarbonato - DEPC).
Aliquotas das amostras foram avaliadas quanto a sua integridade em gel de agarose
desnaturante 1% corado com brometo de etidio.

Para a producdo de cDNA, as amostras foram tratadas com DNAse | segundo as
recomendacdes do fabricante (MBI Fermentas). Apos este tratamento, cada amostra foi
submetida a transcricdo reversa utilizando Oligo—dTVN17 (10 mM) e a enzima
“SuperscriptTM 111 Reverse Transcriptase” segundo as recomendactes do fabricante
(Invitrogen). Os cDNAs obtidos foram amplificados por PCR utilizando os

oligonucleotideos especificos ao EST selecionado in silico. As etapas utilizadas na
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reacao foram: desnaturacdo inicial de 94°C por 3 minutos, seguida de 40 ciclos de 94°C
por 30 segundos, 65°C por 45 segundos e 72°C por 1 minuto, com uma etapa de
extensdo de 72°C por 10 minutos. A especificidade do padrdo de expressdao foi
confirmada analisando-se os produtos gerados pela amplificacdo em gel de agarose 1%
corado com brometo de etidio. A presenca ou auséncia de bandas correspondentes ao

transcrito do gene candidato foi analisada em cada 6rgao.

3.2.3. Isolamento da regido promotora do EST EGJFLV3247C08.g com expressao
especifica de folha

Apo6s a validacdo da expressdo do EST candidato em folha, o promotor
correspondente foi amplificado empregando o protocolo de genome walking (GW)
originalmente descrito por Devic et al. (1997). Para tal foi empregado o kit Universal

GenomeWalker (BD Biosciences - Clontech).

Bibliotecas foram constituidas a partir de 4 pools de fragmentos oriundos da
digestdo de DNA gendmico de eucalipto (item 3.2.4) com diferentes enzimas de
restricdo de corte abrupto (Dral, EcoRV, Pvull e Stul). Esses fragmentos foram entéo

ligados a adaptadores fornecidos pelo kit.

Na amplificacdo foram usados, além dos oligos complementares aos
adaptadores, dois oligonucleotideos gene-especificos (GSP1 e 2) complementares a
porcdo 5 terminal da sequéncia do EST validado, de maneira a permitir a amplificacéo
de produtos situados a regido montante deste. Os seguintes critérios foram adotados

para o desenho dos oligos GSP: tamanho do oligonucleotideo (minimo: 26 bases; 6timo:
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28 bases; maximo: 30 bases); temperatura de anelamento (minimo: 66°C; 6timo: 67°C;

maximo 68°C) e conteudo em GC (minimo: 40%; méaximo: 60%).

3.2.4. Extracédo de DNA gendmico de Eucalipto

A extragdo de DNA genbmico foi baseada no protocolo de Ferreira &
Grattapaglia (1998). Foram utilizados aproximadamente 150 mg de tecido foliar
macerado em nitrogénio liquido com posterior solubilizagdo em 700 ul do tampéo de
extracdo CTAB pré-aquecido (CTAB 2%, PVP 1%, Tris-HCI pH8 100 mM, EDTA 20
mM, NaCl 1,4 M, 0,2 2-mercaptoetanol) e incubacdo por 30 min a 65°C. Adicionou-se
em seguida 600 ul de CIA (cloroférmio-alcool isoamilico na proporgédo 24:1) seguido
de uma centrifugacdo a 14000g durante 15 min. O sobrenadante foi coletado e ao
mesmo foi adicionado 600 ul de CIA, centrifugando a amostra nas mesmas condi¢oes
anteriores. O sobrenadante foi coletado, e nele foram adicionados 700 pl de isopropanol
frio (-20°C). A amostra foi precipitada a -20°C por no minimo 30 min com subseqtiente
centrifugacdo a 7500g por 5 min. O precipitado foi lavado com 1 ml de etanol 70% e
centrifugado a 7500g por 5 min. Descartou-se 0 sobrenadante e o precipitado foi
ressuspendido com TE (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA — pH 8.0) contendo 10 ug/ml de
RNAse, e incubado em banho-maria a 37°C por 30 a 120 min para eliminar
contaminagdes com RNA. A quantificacdo do DNA foi feita em gel de agarose 1%,

corado com brometo de etidio.
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3.2.5. Construcéo das bibliotecas GW

As bibliotecas foram produzidas a partir de aliquotas de DNA gendmico de
eucalipto (2,5 ng) digeridas durante 16 horas a 37°C com as enzimas de restricdo Dral,
EcoRV, Pwvull e Stul separadamente. Uma aliquota da reacdo de digestdo (5 ul) foi
aplicada em gel de agarose 1% para verificar a qualidade da digestdo, sendo o DNA
restante purificado via extracdo cloroférmio/fenol e ligado aos adaptadores. Tanto a
purificacdo quanto a ligacdo dos adaptadores foram processadas seguindo as instru¢oes
do fabricante do kit. Apos a ligacdo dos adaptadores, as amplificacBes das sequéncias

promotoras foram realizadas conforme especificagfes do Kit.

3.2.6. Clonagem e sequenciamento do produto de amplificacéo

O produto gerado na amplificacdo por Genome Walking foi isolado em gel de
agarose 1% e purificado. Esse produto foi clonado no vetor pGEM-Teasy (Promega) e
transformado em Escherichia coli cepa DH50 (Sambrook et al., 1989). Os plasmideos
recombinantes foram extraidos por lise alcalina e uma digestdo com EcoRI foi realizada
para verificar a presenca do fragmento clonado, descartando os clones com falsos
positivos. Os transformantes validados foram crescidos em 1,5 ml de meio LB liquido,
em seguida foi adicionado glicerol liquido autoclavado (15%; v/v) para posterior

estocagem em freezer -80°C.

A reag&o de sequenciamento foi realizada com um kit comercial de “Big Dye”
versdo 3.1 (Applied Biosystems) empregando os oligonucleotideos T7 senso e antisenso

SP6. Como molde foi utilizado o DNA plasmidial contendo o produto de PCR derivado
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do GW. As reacdes de sequenciamento foram realizadas em sequenciador automatico

modelo ABI Prism 377 (Applied Biosystems).

3.2.7. Construcao do cassete de expressao

Para a andlise funcional do promotor com expressdo em folha foi realizada a
construcdo do cassete de expressao utilizando o vetor pPCAMBIA 1381-z. O fragmento
promotor foi amplificado por PCR visando a adicdo dos sitios BamHI e Ncol. O sitio
Ncol permite a insercdo correta do promotor em fusdo transcricional com o gene GUS
presente em pCAMBIA 1381-z. Apo6s a digestdo com as referidas enzimas, o produto de
amplificacdo foi purificado em gel de agarose utilizando o Quick Gel Extraction Kit

(Invitrogen) e inserido no vetor pPCAMBIA 1381-z igualmente digerido e purificado.

Apbs a ligacdo, células competentes da cepa DH10B de Escherichia coli
(preparadas conforme protocolo descrito anteriormente) foram transformadas
empregando choque térmico. Apds a transformacéo, as bactérias foram plaqueadas em
placas de Petri contendo meio LB sélido adicionado de 100 ug/ml de higromicina. As
placas foram incubadas em estufa a 37°C por 16 horas. Para confirmar a presenca do
fragmento inserido no referido vetor, os plasmideos recombinantes foram purificados
por lise alcalina (Sambrook et al., 1989) e submetidos a digestdo com as enzimas de
restricdo usadas na clonagem (Ncol e BamHI) com posterior anélise do produto de
digestdo em gel de agarose 1%. Uma reagcdo de PCR confirmatoria utilizando os
oligonucleotideos CLNcol (5 CATGCCATGGATAGTATCGTTGCAGT 3) e
CLBamHI (5 CGCGGATCCCTTAAATTTGCCCATG 3) foi adicionamente

realizada.
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O cassete de expressdo obtido foi sequenciado conforme descrito no subitem
D do item 3.1.8 empregando um seqlenciador automatico modelo ABI Prism 377

(Applied Biosystems).
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4, Resultados

4.1. Analises do Promotor de Raiz

4.1.1. Elementos cis-regulatorios presentes no promotor

Com a busca por elementos cis-regulatérios foi possivel observar que além de
elementos gerais comumente encontrados em promotores como o0 TATA Box (realcado
em preto) e o CAAT box (realgados em verde), observou-se a presenca de uma
sequéncia cis-regulatoria implicada na resposta a metil jasmonato (realcada em azul)
bem como de outros elementos relacionados com a resposta ao &cido abscisico

(marrom), acido salicilico (amarelo) e etileno (laranja) (Figura 5).
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Figura 5- Distribuicdo dos principais elementos cis-regulatorios presentes no promotor
isolado de eucalipto a partir de EST apresentando expressdo em raiz (~1350 pb). O
potencial TATA Box esta realcado em preto. O CAAT Box estd amostrado em verde. O
elemento regulatorio relacionado a resposta a acido abscisico esta realcado em marrom,
o0 elemento relacionado a resposta a metil jasmonato estd azul, o elemento relacionado
ao acido salicilico em amarelo e o elemento relacionado a resposta a etileno em laranja.
O ATG iniciador esta realcado em vermelho.
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4.1.2. Ensaio histoquimico

Para verificar a especificidade da expressdo determinada pelo promotor em
estudo, sementes das linhagens transgénicas 04, 06, 16 e 17 (geracédo T1) representando
eventos independentes foram germinadas, e apds 15 dias, as plantulas foram submetidas
ao ensaio histoquimico de GUS. Como é possivel observar na Figura 6, a presenca de
coloracéo azulada relativa a reagcdo da enzima B-glucuronidase com o substrato X-Gluc
foi detectada majoritariamente no tecido vascular de folhas e raizes de todas as
linhagens transgénicas analisadas. No referido ensaio, plantulas contendo um cassete de
expressao com o gene reporter GUS fusionado ao promotor constitutivo 35S foram

usadas como controle positivo (Fig. 6, L e M).

Para confirmar a presenca da atividade GUS em feixe vascular, cortes
histol6gicos de raizes e folhas foram realizados. Como o padrdo geral de localiza¢do da
atividade histoquimica de GUS foi semelhante em todas as linhagens analisadas (Figura
6), optou-se nesse caso por se usar somente a linhagem 6 (geracdo T2). Como esperado,
a presenca da coloracdo azulada correspondente a atividade do gene reporter foi
observada especificamente no feixe vascular de raiz e folha (Figura 7), corroborando,

portanto, os resultados observados em plantulas inteiras.
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Figura 6 — Detecc¢do histoquimica da atividade GUS em diferentes linhagens de tabaco
transgénico contendo o promotor de raiz. A ,B, C e D) Folha e raiz de plantula
representativa da linhagem 06. E e F) Folha e raiz de plantula representativa da
linhagem 17. G e H) Folha e raiz de plantula representativa da linhagem 04. | e J) Folha
e raiz representativa da linhagem 16. L e M) Controle positivo —folha e raiz de plantula

transformada com o cassete de expressdo contendo o promotor constitutivo 35S.
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Figura 7 — Deteccdo da atividade GUS em feixes vasculares de tabaco transgénico
contendo o promotor investigado (linhagem 6). As setas indicam os feixes vasculares

em cortes de raiz (A e B) e folha (C e D).

4.1.3. Ensaio histoquimico em plantulas submetidas a estresse de K

Como realgcado anteriormente, o gene cujo promotor foi clonado codifica um
transportador de potassio de alta afinidade que apresenta similaridade com o
transportador AtHAKS de Arabidopsis thaliana. A expressdo de AtHAKS ¢é induzida em
baixas concentracdes de potassio (Ahn et al., 2004). A fim de investigar a ocorréncia de
uma possivel expressdo raiz-especifica induzida pela exposicao a baixa concentracao de
potéssio, ensaios histoquimicos foram realizados empregando plantulas da linhagem 16

cultivadas em solucdo hidropbnica na presenga (tempo zero) ou auséncia de potassio
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(por 6 dias). Como é possivel observar nos painéis A e B da Figura 8, a presenca de
coloracdo azulada relativa a reac8o da enzima B-glucoronidase com o substrato X-Gluc
foi mais intensa nas raizes das plantulas submetidas ao estresse de potassio se
comparada ao controle ndo estressado (tempo zero), evidenciando uma expressdo
exacerbada nesse 6rgéo. Esses dados parecem sugerir que o promotor em estudo € mais
ativo quando a disponibilidade de potéssio € reduzida. Dados da quantificacdo da
expressdo de GUS por RT-qPCR corroboram os resultados observados nos painéis A e
B da Figura 8, indicando que a expressao de GUS é maior em raizes submetidas a 6 dias
de privacdo de potéssio se comparada com o controle ndo estressado (tempo 0 h; Painel

C, Figura 8). Ja nas folhas, a expressdo de GUS permanece praticamente inalterada.

Figura 8 — Ensaio histoquimico de GUS em plantulas mantidas na presenca ou auséncia
de potéssio. A) Plantula transgénica mantida na presenca de potéssio (tempo zero). B)
Plantula transgénica coletada 6 dias ap0s retirada do potassio da solu¢do. Somente uma
plantula representativa de cada coleta esta sendo apresentada. C) Quantificacdo da

expressao do gene GUS em raizes e folhas das linhagens 6 (azul) e 17 (vermelho)
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submetidas a 6 dias de privacdo de potassio. O tempo de 0 h representa plantulas em

presenca do elemento.

4.1.4. Analise da expressao relativa do gene GUS por RT-gPCR

Com o objetivo de investigar de forma mais aprofundada a regulacdo do
promotor sob condigdes de baixa concentracdo de potassio, novos ensaios bioldgicos
foram realizados utilizando as linhagens transgénicas 6 e 17 (geracdo T2). Nesse caso,
determinou-se a expressao relativa do gene GUS em plantulas das referidas linhagens
submetidas a falta de potassio, e coletadas em diferentes tempos (apdés 12 h, 24 h e 6
dias), e ap6s recuperacdo em presenca do elemento (30 h). Esses tempos foram
estabelecidos com base no trabalho de Ahn et al., (2004) para o gene AtHAKS5. Cabe
ressaltar que os ensaios foram realizados em triplicatas bioldgicas e que o tempo zero

correspondeu ao controle sem tratamento.

Para a quantificacao relativa foram utilizadas amostras de RNA total extraido de
raiz e folha, separadamente, e um gene endogeno que codifica um fator de alongamento
foi utilizado como normalizador. Pelos resultados obtidos (Figura 9) é possivel observar
que a expressao do gene repdrter em raizes da linhagem 6 aumentou gradualmente com
a retirada do potassio da solucdo hidropdnica, sendo um pico de expressao detectado aos
6 dias. Porém, com a reposicdo do elemento, uma diminuicdo na expressdo relativa foi
constatada. O mesmo padrdo geral foi observado para a linhagem 17. Nesse caso,
entretanto, a expressdo comecgou a aumentar a partir de 12 h, permanencendo constante

em 24 h, e sofrendo um pequeno incremento 6 dias ap6s a retirada do potéssio. Com a
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reposicdo do potassio, obervou-se uma queda na expressao se comparada aos tempos de

coleta na auséncia do elemento.
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Figura 9- Analise da expressdo relativa do gene GUS em raizes das linhagens
transgénicas 6 (azul) e 17 (vermelho). As barras correspondem a média e respectivos
desvios para trés repeticoes independentes. (+ K — presenca de K*; -K — auséncia de

K*).

Como a expressdo do gene reporter foi detectada histoquimicamente em folhas
(Figura 6), optou-se por quantificar a expressao relativa de GUS também neste 6rgéo.
Em folha das duas linhagens analisadas (Figura 10) ndo foi possivel observar 0 mesmo
padrdo da raiz. Neste caso, foi constatado um aumento significativo em 12 h apos a
privagdo de potéssio, seguido de uma diminuicdo em 24 h e 6 dias, havendo ainda um

aumento da expressdo relativa 30 h apds a reposicédo do elemento.
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Figura 10- Analise da expressao relativa do gene GUS em folhas das linhagens
transgénicas 6 (azul) e 17 (vermelho). As barras correspondem a média e respectivos

desvios para trés repeticdes independentes. (+ K — presenca de K*; -K —auséncia de K*)

Com o objetivo de analisar a efetividade do estresse de potassio, a expressao
reativa de um gene de tabaco conhecidamente responsivo a baixas concentracOes de
potassio (NFHAK1; GUO et al., 2008) foi avaliada em paralelo. Na Figura 11 € possivel
observar que uma expressdao do referido gene em resposta a baixa concentracdo de
potassio pode ser detectada nas raizes das duas linhagens analisadas. Na linhagem 17
houve um gradual aumento na expressdo do gene NrHAK1 a partir de 12 h. Por outro
lado, na linhagem 6 houve um ligeiro aumento na expressao relativa de NrHAK1 que s

pode ser detectado 6 dias ap0s 0 estresse.
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Figura 11- Analise da expressao relativa do gene NrHAK1 em raizes das linhagens
transgénicas 6 (azul) e 17 (vermelho). As barras correspondem a média e respectivos

desvios para trés repeticdes independentes. (+ K — presenca de K*; -K —auséncia de K*)

4.1.5. Expressao Transiente

4.1.5.1. Construcao do cassete de expressao para ensaio de expressao transiente

A construcdo para 0 ensaio de expressao transiente em eucalipto foi iniciada a
partir da digestdo do cassete de expressdo contendo o promotor especifico de raiz,
previamente inserido no vetor pPCAMBIA 1381-z, com as enzimas Ncol e BamHI. O
vetor escolhido para receber este cassete foi 0 pPR97, pois este possui a canamicina
como agente de selecdo em plantas. O produto da digestdo foi visualizado em gel de
agarose 1% e purificado do gel com o Quick Gel Extraction Kit (Invitrogen). Em

sequida realizou-se a ligacdo do fragmento purificado no vetor pPR97 igualmente
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digerido. A transformacao de E. coli resultou em diferentes coldnias positivas, das quais
cinco foram confirmadas por PCR realizado utilizando os oligonucleotideos promotor e
gene-especificos (EGRT-conF e GUS-R) (Figura 12). Como controle negativo foi

utilizado o vetor pCAMBIA 1381-z sem inserto.

1Kb
EEEE) | e S S e

Figura 12 - PCR confirmatorio da transformacdo de E. coli com o cassete de expressao
contendo o promotor especifico de raiz inserido em pPR97. A- Ladder 1 kb; B a F —
colbnias positivas; G- controle negativo de amplificacdo. Os produtos de PCR foram

visualizados em gel de agarose 1%. A seta indica a posi¢éo do produto esperado.

Alguns clones recombinantes foram entdo submetidos a reacdo de
sequenciamento para a verificacdo da correta insergcéo do cassete de expressédo no vetor

pPR97, a qual foi devidamente confirmada.
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4.1.5.2. Transformacdo de Agrobacteria

Uma vez obtido o vetor pPR97 recombinante apresentando o cassete de
expressdo contendo o promotor especifico de raiz foi realizada a transformagdo do
mesmo em Agrobacterium tumefaciens. Apds a transformacdo, a confirmacdo da
insercdo foi realizada por PCR utilizando os oligonucleotideos 5BBamHI e GUS-R.
Para tal, 5 col6nias foram selecionadas para a extracdo de DNA plasmidial por mini
preparacdo por lise alcalina. Os produtos amplificados foram visualizados em gel de
agarose 1% corado com brometo de etideo, sendo confirmada a transformagéo (Figura

13).

1,5 Kb

Figura 13 - Amplificacdo do cassete de expressdo para confirmacdo da inser¢do do
vetor pPR97 recombinante em Agrobacterium tumefaciens. A- Ladder 1 kb; B a F-
clones. Os produtos foram visualizados em gel de agarose 1% corado com brometo de
etideo. A seta indica a posicao da banda de 1500 pb do marcador GeneRuler 1kb DNA

Ladder.
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4.1.5.3. Expresséo transiente em eucalipto empregando pPR97

Os ensaios de expressdo transiente estdo sendo realizados em parceria com a

empresa Suzano Papel e Celulose e se encontram em andamento.

4.2. Analises do Promotor de Folha

4.2.1. Validagéo biol6gica do candidato com expressao especifica de folha

O EST candidato (EGJFLV3247C08.g) selecionado por analises in silico no
banco de dados FORESTs (Bravo, resultados ndo publicados ) foi validado quanto ao
seu perfil de expressdao empregando RT-PCR. Os resultados obtidos confirmam que o
referido candidato apresenta expressdo especifica em folha de eucalipto como previsto
pela andlise in silico (Figura 14). O padréo observado contrasta com o padrdo ubiquo de
expressao obtido para um gene de eucalipto (GAPDH) considerado constitutivo (Figura
15). A Tabela 1 apresenta um resumo dos resultados obtidos na analise in silico e na

validagdo via RT-PCR quanto a tecido-especificidade do candidato selecionado.
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1 2 345 67

Figura 14 - Validacdo da expressdo tecido-especifica do candidato selecionado
empregando RT-PCR. 1- Ladder 1 kb; As amplificacdes foram realizadas utilizando
amostras de cDNA provenientes de 2- caule; 3-raiz; 4-folha; 5-fruto; 6- pool de tecidos;
7- controle negativo. Os produtos de amplificacdo foram visualizados em gel de agarose

1% corado com brometo de etideo. A seta indica a posicao do produto esperado.

1 2 3 45

Figura 15 - Amplifica¢do do gene normalizador GAPDH em diferentes 6rgédos/tecidos
de eucalipto. As amplificagdes foram realizadas utilizando amostras de cDNA
provenientes de 1- caule; 2- raiz; 3- folha; 4- fruto; 5- pool de tecidos. Os produtos de

amplificacdo foram analisados em gel de agarose 1,0% corado com brometo de etideo.
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Tabela 1- Resultados da analise de similaridade (usando Blast), predicdo da expressdo

in silico e validacdo da expressdo por RT-PCR do EST selecionado no banco

FORESTSs.

EST EGJFLV3247C08.g9

Blast Tirosina  decarboxilase  (Arabidopsis
thaliana)

TAIR AT2G20340.1

In silico Folha

RT-PCR Folha

4.2.2. Extracdo de DNA gendmico de eucalipto

A extracdo de DNA genomico foi realizada a partir de folha de eucalipto. A
extracdo teve um rendimento de 216,23 ng/ul. As bibliotecas gendmicas foram
produzidas a partir de da digestdo deste DNA com as enzimas de restricdo Dral,
EcoRV, Pvull e Sspl, e entdo utilizadas para a realizacdo da PCR priméria e secundaria

do Genome Walking.

4.2.3. Isolamento da regido promotora

Apbs a construcdo das bibliotecas genémicas, utilizou-se a técnica de Genome
Walking (GW) para o isolamento da regido promotora do EST candidato
EGJFLV3247C08.g previamente validado. Para isso foram utilizados dois

oligonucleotideos gene-especificos desenhados com base na sequéncia de nucleotideos
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do EST. Em paralelo, reacdes utilizando somente os oligos complementares aos
adaptadores foram realizadas como controle negativo. Os produtos gerados nesta reacao
controle foram comparados aos produtos amplificados com os oligos gene-especificos, e

nesse caso, 0s de mesmo tamanho foram considerados falsos positivos.

Nesse caso, um produto de 1500 pares de bases (pb) foi amplificado na reacéo
correspondente a biblioteca EcoRV (Figura 16). Nos controles negativos nenhuma

amplificacao foi observada.

Figura 16 - Produtos de amplificacdo oriundos do PCR secundario do Genome Walking
para o candidato especifico de folha. A- GeneRuler 1 kb DNA Ladder; B a E- Produtos
amplificados nas bibliotecas EcoRV, Dral, Pvull, Sspl, respectivamente. A seta indica a
banda de 1500 pb do marcador. Os produtos foram visualizados em gel de agarose 1%

corado com brometo de etideo.
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4.2.4. Clonagem e sequenciamento da regido amplificada no GW

O fragmento de 1500 pb visualizado na Figura 16 foi purificado do gel de
agarose e clonado no vetor pGEM-Teasy. Os clones recombinantes foram digeridos
com a enzima de restricdo EcoRlI, a qual permite a liberagdo do fragmento clonado no

vetor, e a presenca do fragmento de 1500 pb pode ser assim confirmada (Figura 17).

Figura 17 - Andlise da digestdo com a enzima EcoRI de um dos clones recombinantes
obtidos no vetor pGEM-Teasy (3 kb). A- Ladder 1 kb. B- Clone recombinante contendo
o fragmento promotor do candidato com expressao especifica em folha (1,5 kb). As
setas indicam as bandas de 1500 e 3000 pb .Os produtos foram visualizados em gel de

agarose 1% corado com brometo de etideo.
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4.2.5. Correlacéo da regido amplificada com o EST

O fragmento amplificado no GW e clonado no vetor pGEM foi sequenciado, e a
sequéncia de nucleotideos obtida analisada em diferentes bancos de dados. Quando
submetida no banco do National Center for Biotechnology Information — NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) nenhuma similaridade com outras sequéncias
depositadas pode ser observada, confirmando desta maneira, que o fragmento
amplificado corresponde a uma por¢éo néo identificada do genoma do eucalipto. Em
paralelo, a sequéncia de nucleotideos do fragmento amplificado no GW foi alinhada
com a sequéncia do EST validado visando detectar a presenca de uma regido de
sobreposicdo entre elas, confirmando assim que a porcdo amplificada esta localizada
acima da regido codificadora do EST. Entretanto, o alinhamento de tais sequéncias nao
evidenciou tal sobreposicdo, indicando que outra regido do genoma nao relacionada

com o EST validado foi isolada.

Durante a realizagdo dos referidos ensaios, 0 banco de dados do genoma do

eucalipto (Phytozome; http://www.phytozome.net), que disponibiliza a sequéncia do

genoma de varias espécies, inclusive de Eucalyptus grandis, se tornou publico. Em
fungdo dos problemas encontrados no GW, decidiu-se desenhar oligonucleotideos gene-
especificos para amplificacdo do promotor com base nas sequéncias da regido genémica
correspondente disponibilizadas no Phytozome. Nesse caso, os oligos desenhados foram
dotados dos sitios para as enzimas de restricdo Ncol e BamHI para posterior insercdo em

pCAMBIA 1381z (Cambia).
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4.2.6. Construcao do cassete de expressao

A construcdo de um cassete de expressdao contendo o promotor do gene com
padrdo de expressao especifico de folha fusionado ao gene GUS foi empreendida
visando as analises funcionais. Para tal, oligonucleotideos gene-especificos (CLNcol e
CLBamHI) foram desenhados com o objetivo de amplificar a regido promotora a partir
de DNA gendmico de eucalipto. O produto amplificado por PCR pode ser visualizado

na Figura 18.

1,5 Kb

e e el

R |-

Figura 18 - Amplificacdo da regido promotora do candidato com expresséo em folha a
partir de DNA gendmico de eucalipto. A- GeneRuler 1 kb DNA Ladder; B a G -
produtos gerados na amplificacdo usando os oligos CLBamHI e CLNcol (1,5 Kb). Os
produtos foram visualizados em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo. A

seta indica a posicao da banda de 1500 pb do marcador.
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O fragmento amplificado na Figura 18 foi purificado do gel empregando o
Quick Gel Extraction Kit (Invitrogen). Em seguida realizou-se a ligacdo do fragmento
purificado no vetor pPCAMBIA 1381-z igualmente digerido. A transformacéo de E. coli
resultou em diferentes clones, dos quais quatro foram confirmados como positivos por
PCR de colbnia usando os oligonucleotideos empregados na clonagem (Figura 19).

Como controle negativo foi utilizado o vetor pPCAMBIA 1381-z sem inserto.

Figura 19 - PCR confirmatério da transformacao de E. coli com o cassete de expressao
contendo o promotor especifico de folha inserido em pCAMBIA 1381-z. A- Ladder 1
kb; B a V — diferentes col6nias analisadas; X- controle negativo de amplificacdo. Os
produtos de PCR foram visualizados em gel de agarose 1%. A seta indica a posi¢do do

produto esperado.
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4.2.7. Sequenciamento do cassete de expressao contendo o promotor de folha

O sequenciamento do cassete de expressdo contendo o promotor de folha foi
realizado visando confirmar a correlacdo do fragmento promotor clonado em
pCAMBIA 1381-z com a sequéncia depositada no banco de dados Phytozome que foi
utilizada para desenho dos oligonucleotideos de clonagem. Com base na analise
realizada foi possivel confirmar que a sequéncia do promotor clonado possui correlacao

com a sequéncia depositada no banco de dados.
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5. Discussao

5.1. Caracterizacdo funcional do promotor de raiz

Os cassetes de expressdo geralmente utilizados para a producédo de plantas
geneticamente modificadas (PGMs) s@o baseados em promotores com expressdo
constitutiva que conferem um gasto energético elevado para a planta e direcionam a
expressdo do gene alvo em orgéos/tecidos ndo desejados. A utilizagdo de promotores
tecido-especificos, por outro lado, € capaz de direcionar a expressdo do transgene
apenas nos 6rgdos/tecidos de interesse, evitando assim uma expressao desnecessaria e

aumentando a valorizacéo e aceitacdo dos produtos derivados das PGMs.

Com o intuito de caracterizar funcionalmente o promotor de um gene de
eucalipto com expressdo especifica em raiz, este foi clonado e fusionado ao gene GUS
(que codifica a B-glucuronidase) e inserido em plantas de tabaco. A clonagem deste
promotor foi baseada na identificacdo de um gene que codifica um transportador de
potassio com expressdo exclusiva no sistema radicular de eucalipto (Ribeiro, 2009). Em
geral, esses transportadores atuam como um sistema de alta afinidade de absorcéo de

potassio em plantas (Nieves-Cordones et al., 2010).

No presente estudo, plantulas de trés linhagens transgénicas foram submetidas a
ensaio histoquimico e, nesse caso, uma expressdo de GUS nos tecidos vasculares de raiz
e folha pode ser evidenciada. Esses resultados comprovam que o fragmento promotor
amplificado no GW ¢é funcional e dotado de atividade transcricional. Para confirmar a

expressao em tecido vascular, cortes histologicos foram preparados a partir das raizes e
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folhas submetidas ao ensaio histoquimico, e como esperado, a presenca de coloragédo
azulada foi detectada especificamente nos feixes vasculares.

A expressao vascular de genes que codificam transportadores de potassio em
outras espécies ja foi documentada usando sistemas heterdlogos (Lan et al.; 2010,
Lagarde et al.; 1996, Ren et al.; 2005, Martin et al.; 2000). Por outro lado, a nao
validacdo da esperada expressdo raiz-especifica em planta modelo pode estar
relacionada, dentre outros fatores, ao tamanho do promotor clonado (~1350 pb) bem
como a auséncia no tabaco dos elementos regulatorios que seriam necessarios para
regular e direcionar a expressao tecido-especifica como seria esperado em eucalipto, tais

como os enhancers e outros elementos distais.

A base genética que determina o perfil de expressdo de cada gene reside, em
parte, no seu promotor e, em parte, nos fatores de transcricdo especificos que se
associam ao promotor e a outras sequéncias cis-regulatérias presentes no genoma (Wray
et al., 2003). A regulacdo espaco-temporal da expressdo de um dado gene requer,
portanto, a ligacdo dos fatores de transcricdo em sequéncias que estdo localizadas na
regido proximal ou a certa distancia do promotor core (Weinzierl, 1999; Carey &
Smale, 2000; Lemon & Tjian, 2000). A auséncia de tais sequéncias regulatérias e
enhancers, por exemplo, pode determinar um padrdo de expressdo ndo esperado ou
inespecifico. Os enhancers sdo elementos que atuam na regulacdo da expressdo de um
grande nimero de genes eucariotos. Independente da sua orientacdo e posicdo em
relacdo ao sitio de inicio da transcricdo, um enhancer pode exercer suas funcdes em
locais préximos ou a longas distancias do gene a ser regulado (Singer et al., 2011).
Podem estar localizados a mais de 10 kb de distancia do gene alvo ativando-o ao longo

do cromossomo (West et al., 2005) e aumentando a probabilidade deste ser ativado em
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um determinado tipo celular (Walters et al., 1995). Estes elementos possuem sitios de
ligacdo para fatores de transcricao constitutivos ou tecido/célula-especificos que ativam
a transcricdo aumentando a probabilidade e/ou a taxa de inicio da transcricdo de um
dado promotor, desenovelando a cromatina e auxiliando o acesso da maquinaria de
transcricdo (Raab et al., 2010). Portanto, um gene deve possuir varios elementos
enhancer, sendo que cada um contribui, de maneira cumulativa, para a regulacao
espacial e temporal geral da expresséo génica (Blackwood et al., 1998). Outro exemplo
de elementos distais importantes refere-se aos insuladores. Acredita-se que as
sequéncias insuladoras (0,5 a 3 kb) atuam como elementos de DNA transcricionalmente
neutros que bloqueiam, ou isolam, a influéncia positiva de elementos enhancers, ou
negativa de silenciadores, ou ainda os efeitos de repressdo da heterocromatina

(Blackwood et al., 1998).

A busca por possiveis elementos cis-regulatdrios no promotor clonado detectou
a presencga de elementos comumente encontrados em promotores tais como o CAAT
Box e 0 TATA Box. O TATA Box plausivel esta localizado a 69 nucleotideos do cddon
de inicio da traducdo (+1). A presenca de elementos cis-regulatorios envolvidos em
resposta a regulacdo hormonal e compostos secundarios tais como etileno, metil
jasmonato, e acido abscisico € bastante relevante. Uma correlagdo entre o transporte de
auxina e a atividade de transportadores de potassio, por exemplo, ja foi demonstrada
(Vicente-Agullo et al., 2004). Nesse estudo constatou-se que a privacdo de K causou
uma mudanca na distribuicdo de auxina e no comportamento graviotropico de raizes de
Arabidopsis. Neste estudo, mutagdes no gene TRH1, que codifica um transportador de

potéssio, foram prejudiciais ao desenvolvimento das raizes. Adicionalmente, a taxa de
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translocacdo de auxina da parte aérea para raizes e o fluxo de [H*]IAA em raizes

isoladas foi reduzido em mutantes trhl.

A fim de investigar se o promotor clonado responde a disponibilidade de
potassio do meio, plantulas de trés linhagens transgénicas investigadas nesse estudo
foram submetidas a estresse de potassio em solucdo hidropdnica. A escolha desse
estresse foi baseada em dados da literatura indicando que o gene ortélogo de
Arabidopsis thaliana (AtHAKS5) é altamente transcrito em condicdes de privacdo de
potassio em raizes (Ahn et al., 2004). Neste estudo, 0 gene AtHAK5S demonstrou ser
altamente responsivo a privacdo de potassio, sendo sua expressdo altamente induzida
aos 6 dias apos a remocao do elemento. Em contrapartida, uma diminuicdo na expressao
relativa deste gene foi observada ap6s 30 h de reexposicdo das plantulas estressadas ao
potéassio. Com base nesses resultados, optamos por monitorar a expressao relativa do
gene GUS sob controle do promotor em estudo em tempos iniciais (12 e 24 h apés
inicio do estresse), avaliando assim se a resposta do promotor a baixa concentracdo de
potassio € rapida, e apos 6 dias como descrito por Ahn e colaboradores (2004), para
verificar se a resposta é tardia. No caso da reposicao, adotou-se o tempo de 30 h como
descrito (Ahn et al., 2004). Os resultados obtidos nessas avaliagdes parecem indicar que
0 promotor investigado é responsivo a baixa concentragdo de potassio, sendo induzido
na auséncia deste elemento. As diferencas constatadas no padrdo de inducdo do
promotor nas duas linhagens testadas (6 e 17) podem estar relacionadas com o local de
inser¢do do cassete contendo o referido promotor no genoma do tabaco, ou ainda, a
efetividade do tratamento realizado. Por outro lado, a diferenga observada na expressdo
temporal de GUS em folhas e raizes das duas linhagens transgénicas analisadas pode ser

atribuida a diferenca na concentragdo de K" presente nos referidos 6rgdos no inicio do
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estresse. Em estudo realizado por Gierth e colaboradores (2005) constatou-se que no
inicio do estresse a concentracdo de potassio nas raizes é maior do que na parte aérea, e
que tais concentracdes se tornam baixas e similares somente ap6s 96 h da remocédo do
elemento (reducdo de 60%). Com base nesses dados, no inicio do estresse, a deficiéncia
de potassio deve se manifestar de forma mais rapida e efetiva na parte aérea, o que
justificaria uma indugdo mais rapida do promotor nas folhas (12 h ap6s) se comparado
as raizes (6 dias). Embora no presente estudo a concentracdo de K* nas plantulas
tratadas ndo tenha sido determinada, a efetividade do estresse foi confirmada com base
na inducdo da expressdo de um gene sabidamente responsivo a deficiéncia deste
elemento. Entretanto, devido a variacdo observada entre as linhagens analisadas, e até
mesmo entre as triplicatas bioldgicas, o que gerou um elevado desvio padrdo, novos

ensaios confirmatorios precisam ser empreendidos.

Cabe ressaltar a expressao induzida de genes que codificam transportadores de
potassio em resposta a privacdo deste elemento ndo € uma regra. Gierth e colaboradores
(2005), por exemplo, verificaram que dos cinco transportadores de potassio analisados
por meio de microarranjo, somente um (AtHAK5) mostrou-se induzido pela privacdo de
potassio. Da mesma maneira, estudos realizados em Arabidopsis demonstraram que o
gene AKT1, pertencente a familia de transportadores de potassio, € que possui expressao
preferencial em raizes, ndo € responsivo a baixas concentracdes de potassio (Lagarde et
al., 1996). Recentemente, entretanto, um gene pertencente ao Grupo | da familia HAK
identificado em tomate, e denominado LeHAK, demonstrou ser mais expresso em raizes

de plantas submetidas a privacdo de potassio (Nieves-Cordones et al., 2007).

Do ponto de vista aplicado, o presente promotor tem uma grande utilidade. Por

se tratar de um promotor aparentemente responsivo a baixas concentracdes de potéssio,
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ele podera ser usado como uma eficiente ferramenta para manter a homeostase deste
elemento. Apenas dois genes codificando proteinas envolvidas no transporte de
potassio, denominados EcKT1 e EcKT2, foram identificados até entdo na espécie
Eucalyptus calmadulensis. Estes genes pertencem a familia TRK/HKT, e a insercédo
destes em odcitos de Xenopus laevis resultou em um aumento dos niveis de potassio na
presenca de sodio, e também transporte K na auséncia deste elemento (Liu et al.,
2001). Adicionalmente, o referido promotor pode ser usado para direcionar a expressao
genes de interesse em tecidos vasculares, tais como genes de resisténcia a patdégenos

associados ao tecido vascular.

5.2. Promotor de folha

O EST candidato selecionado e validado por predices in silico teve seu padrao
de expressdo especifica em folha de eucalipto confirmado em ensaios de RT-PCR. Este
EST codifica uma tirosina descarboxilase (TyrDC), descrita como desempenhando um
papel importante na sintese de diferentes metabdlitos secundarios em plantas, muitos

deles relacionados com tolerancia a estresses.

Em trabalho realizado por Marques et al. (1988) constatou-se um aumento na
taxa de transcritos bem como da atividade transiente da TyrDC, em resposta ao
tratamento de uma cultura de suspensdo de células com um elecitor fungico. O estudo
realizado por Gyorgy et al. (2009), por outro lado, indica que a TyrDC esta envolvida
na biossintese de um componente farmacoldgico importante da raiz-dourada (Rhadiola
rosea). Uma analise por PCR em tempo real evidenciou que este gene é expresso tanto
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em folhas como em raizes, sendo tal expressdo maior em raizes do que em folhas.
Facchini e colaboradores (1994) realizaram estudos visando analisar a tecido
especificidade dos transcritos TYDCI-like e TYDC2-like, pertencentes a familia TyrDC
de Opio (Opium poppy), e verificaram que o nivel de transcritos € maior em raizes do

que em outros 6rgaos.

Apesar dos dados relatados acima evidenciarem uma expressao raiz-especifica
da TyrDC, em eucalipto, a validacdo da expressao em folha representa um dado
importante. Como 0s principais promotores caracterizados nesta espécie sao especificos
de tecido vascular, tal promotor podera ser empregado para direcionar a expressao de
genes de interesse, como aqueles com agdo contra patdgenos e insetos, exclusivamente

em folhas.
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6. Conclusao

Com base nos resultados obtidos € possivel concluir que:

O fragmento amplificado por Genome Walking e correspondente a regido
promotora do gene com expressdo em raiz possui atividade transcricional, sendo,

portanto, funcionalmente ativo.

O promotor especifico de raiz direciona a expressao do gene repérter GUS em
feixes vasculares de folhas e raizes, e mostrou ser responsivo a baixas concentracGes de

potassio.

O EST candidato com expressdo em folha teve seu perfil de expressao validado

e seu promotor foi clonado visando a sua posterior anélise funcional.
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7. Perspectivas

A fim de dar seguimento a caracteriza¢do do promotor do gene que codifica um
transportador de potassio em eucalipto, ensaios de expressao transiente estdo sendo
realizados em parceria com a empresa Suzano Papel e Celulose. Pretende-se com tais
ensaios validar a tecido-especificidade do promotor em eucalipto, ja que em planta
modelo o padréo de expressdo por ele determinado, embora restrito ao sistema vascular,
foi generalizado. Para o candidato com padrao especifico em folha sera empreendida a
transformacdo de Agrobacterium tumefaciens, seguida da transformacgdo em discos

foliares de tabaco para posterior validagdo funcional.
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