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RESUMO

A biotecnologia define-se pelo uso de conhecimentos sobre os processos biolédgicos e sobre as
propriedades dos seres vivos, com o fim de resolver problemas e criar produtos de utilidade. E importante
frisar que uma das principais vantagens da biotecnologia moderna voltada para a &rea vegetal é a de poder
gerar estratégias de melhoramento aplicaveis a diferentes culturas. Uma das principais estratégias de agéo
nessa érea trata da producdo de plantas geneticamente modificadas com transgenes de interesse. Nesse
contexto, a identificacdo e caracterizacdo de promotores com padrédo de expressdo tecido-especifico é
essencial para que a expressao de tais transgenes em plantas de interesse agrondmico e florestal, como em
eucalipto, fique limitada a determinados 6rgaos/tecidos. Assim, o presente trabalho teve por objetivo clonar e
sequenciar a regido promotora de um gene com expressdo especifica em raiz de eucalipto cujo produto
génico tem similaridade a uma aguaporina. Uma vez clonado, o promotor foi introduzido em vetor binério e
inserido em plantas de tabaco visando a sua caracterizacdo funcional. Além disso, a expresséo do gene em
estudo foi investigada em eucalipto, e uma analise filogenética comparativa com outras angiospermas foi

empreendida.
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INTRODUCAO GERAL

O género Eucalyptus, da familia Myrtacea, possui cerca de 600 espécies adaptadas a diversas
condicdes de solo e clima. E uma planta nativa da Austrélia, mas extensamente cultivada em todo o mundo
devido a sua curta rotagdo de madeira e capacidade de gerar uma grande variedade de produtos. O Eucalipto
foi bem sucedido no Brasil pelo seu rgpido crescimento, atingindo o ponto de corte em apenas sete ancs, e
pela sua grande toleréncia & ambientes agressivos, aspecto que envolve muitas adaptaces eficazes como:
crescimento indeterminado, adaptacdo a seca e aincéndios, resisténcia a insetos, toleréncia a acidez do solo e

baixa fertilidade (Rockwood et al., 2008).

De acordo com Rockwood e colaboradores (2008), quatro espécies e seus hibridos (Eucalyptus
grandis (EG), E. urophylla (UE), E. camaldulensis e E. globulus) respondem por cerca de 80% das
plantactes de eucalipto em todo 0 mundo, sendo EG a espécie mais amplamente utilizada no plantio florestal
em &reas tropicais e subtropicais. E no Brasil, e em vérios outros paises da América Central e do Sul, onde se
encontram as maiores areas de plantio de EG e de seus hibridos com outras espécies. Sua importancia advém
da qualidade superior de sua madeira, do rapido crescimento, e da elevada resisténcia as doengas, sendo
utilizado amplamente no setor industrial. E uma espécie que possui qualidades excelentes, superando

gualquer uma das demais espécies.

A é&rea de florestas com eucalipto est4 em franca expansdo na maioria dos estados brasileiros com
tradicdo na silvicultura, ou em estados considerados como novas fronteiras da silvicultura, com crescimento
médio no pais de 7,1% ao ano entre 2004/2009, conforme demonstra o Gréafico 1. Uma expansao de mais de
1 milhdo de hectares na area plantada nos Ultimos 5 anos (crescimento acumulado de 41,1% no periodo)
pode ser observada. Nesse cenario, 56% (2.534.240 ha) das éreas com florestas plantadas de eucalipto no
Brasil (até 2009) se localizam na regido Sudeste, com destaque para o estado de Minas Gerais (1.300.000 ha)
seguido por S&o Paulo (1.029.670 ha) e Bahia (628.440 ha), respectivamente, com participacéo de 29%, 23%

e 14% do total do pais (Gréafico 2) (ABRAF 2010).



Grafico 1. Evolucao da area de florestas plantadas com eucalipto no Brasil (2004-2009) (ABRAF, 2010).
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Grafico 2. Distribuic&o das florestas plantadas com eucalipto no Brasil por estado em 2009 (ABRAF, 2010).

Os produtos provenientes das plantacfes florestais de eucalipto sdo destinados principalmente para a
fabricacdo de produtos madeireiros como: chapas, 1aminas, compensados, aglomerados, carvao vegetal,
madeira serrada, celulose e moveis (Mora & Garcia, 2000). Contudo ainda séo extraidos dessas plantagdes
produtos ndo madeireiros como: 0 latex, as resinas, ceras, gomas, fibras tanantes, corantes, e 6leos
arométicos ou essenciais, e cascas, obtidos geralmente através de extragdo ndo destrutiva (Figura 1)

(ABRAF, 2010).
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Figura 1. Fluxo da cadeia produtiva dos produtos florestais madeireiros e néo madeireiros (ABRAF, 2010).
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Hoje, o mundo inteiro reconhece o uso de madeira do eucalipto como de excelente fibra para a
producdo de papel de melhor qualidade. Além de ser economicamente viavel, devido ao seu crescimento
répido, permite que tenha maior produtividade sem prguizo para a natureza (Mora & Garcia, 2000). De
acordo com a ABRAF (2010), o consumo de celulose e papel é um dos principais termémetros de
desempenho econdmico e das atividades industriais dos paises. Em 2009, o Brasil se tornou o quarto maior
fabricante mundial de celulose, passando a frente de paises produtores tradicionais como a Finlandia e
Suécia, 0 que acarretou um aumento nas exportacdes brasileiras de produtos de florestas plantadas que
atingiram US$ 5,6 bilhes em 2009, sendo que as exportagdes totais do Brasil chegaram a US$ 153,0 bilhdes

no mesmo ano (Gréfico 3).

Grafico 3. Evolucdo da balanca comercial de produtos de florestas plantadas de eucalipto no Brasil (2000-

2009) (ABRAF, 2010).

A superioridade da produtividade florestal que o Brasil apresenta em relacdo a outros paises com
forte tradicdo em florestas plantadas (Grafico 3), como € o0 caso da Suécia, além de outros paises como
Portugal, Africa do Sul, Estados Unidos, Canada e Chile, advém da evolug&o tecnoldgica, especialmente
porgue o setor dispde de material genético melhorado (uso de sementes e clones) e de tecnologias avancadas
no ramo da biotecnologia. Isso permitiu ao Brasil ocupar posicdo de destaque com relacdo a alta
produtividade florestal de suas espécies plantadas, tanto coniferas quanto folhosas (ABRAF 2010).
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A partir dos anos 80, em func&o do aumento da conscientizagdo pela maior protecdo e preservacdo
de florestas naturais, juntamente com a demanda cada vez maior por madeira, o setor florestal adotou
inovagdes tecnoldgicas para utilizar, de forma mais eficaz, as florestas plantadas (Dossa et. al., 2002). O
setor investiu permanentemente em pesquisa e desenvolvimento florestal, através de métodos diferenciados e
de novas tecnologias, com o proposito de aumentar a produtividade florestal e mitigar condigdes adversas
decorrentes do uso intensivo da terra. E destas intervencgdes tecnol 6gicas resultam ganhos em produtividade,
aumento de qualidade da matéria prima (madeira e fibra), otimizac&o do teor de lignina, maior rendimento
em celulose, a densidade da madeira, poder calorifico, presenca de tiloses, o teor de cinzas, e outras

caracteristicas de interesse de cada setor de transformagéo da madeira (ABRAF 2010).

A importancia das plantagdes florestais de eucalipto, além de econbmica, € também ambiental,
destacando-se como principal instrumento para a recuperacdo de &reas desmatadas. A utilizagdo da madeira
de reflorestamento tem contribuido substancialmente para reduzir a pressdo sobre as florestas naturais e
auxiliado a minimizar o impacto causado no clima, em especial no regime de ventos e chuva, causado pelo

desmatamento (Mora & Garcia, 2000).
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CAPITULO 1

1) INTRODUGAO

Devido aos problemas que surgem com o uso de pesticidas, aumenta a necessidade de um mangjo mais
racional dos agroecossistemas, com emprego de préticas integradas, incluindo a resisténcia genética de
cultivares, 0 uso de elementos sadios de propagacéo vegetal, e o controle biol6gico natural e aplicado. Com
isso surgem as abordagens biotecnoldgicas que representam uma alternativa atraente na agricultura
contemporanea como complemento das abordagens tradicionais de melhoramento genético vegetal ou

tratamentos quimicos das culturas (Altpeter et al., 2005).

Entre os elementos que tém contribuido para o crescimento da biotecnologia vegetal destacam-se inlmeros
genes identificados por intermédio dos projetos de sequenciamento de genomas e transcriptomas de espécies
importantes, que passaram a tornar vidvel a obtencdo de plantas com caracteristicas melhoradas via

modificacdo genética.

O impacto dessa tecnologia sobre o melhoramento genético de plantas e sobre a pesquisa basica é
consideravel, pois novos genétipos podem ser criados de forma dirigida aos interesses da agricultura
sustentavel e em curto tempo. Plantas transgénicas, cultivadas em diversos paises, ocupando cerca de 13
milhdes de hectares, vém sendo comercializadas bem como utilizadas para a investigagdo das fungdes e
regulacéo de genes isolados (Brasileiro & Carneiro, 1998). Dentre as ferramentas moleculares necessérias
para a producéo de transgénicos, a identificacéo e caracterizacdo de promotores que viabilizem a expressao

em determinado érgéo, mediante determinado estimul o, representa uma prioridade.

As seqliéncias promotoras sao cruciais para a regulacdo génica. Em geral, o promotor € a parte do gene que
tem a funcéo de mediar e controlar o inicio da transcri¢do, estando localizado imediatamente a montante da
regido a ser transcrita (Werner, 1999). O uso de promotores com padrfes especificos de expressdo em

construcdes génicas visando a transformacdo de plantas de interesse é importante tanto para evitar o
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desperdicio de energia produzindo proteinas de interesse em célulasitecidos ndo relevantes, quanto para

evitar disturbios metabdlicos (Vicentini et al., 2005).

Em contraste as espécies anuais cultivadas (como milho, soja, etc), as espécies florestais, como o eucalipto,
s80 consideradas semidomesticadas devido ao seu longo ciclo reprodutivo. Atualmente, os mais avancados
programas de melhoramento de espécies coniferas, por exemplo, encontram-se ainda em sua quarta geragéo,
sendo 0 mesmo verdadeiro para o eucalipto (Séguin et al., 1998). O mehoramento de &rvores €, portanto, um
processo normalmente longo e limitado pela taxa de crescimento das espécies envolvidas. Nesse cenario, a
engenharia genética, auxiliada pelas metodologias de cultura de tecidos que permitem a producdo de um
grande nimero de propagulos, pode acelerar esse processo pela transferéncia direta de caracteristicas
simples. Assim, quanto mais conhecimento sobre a biologia molecular das arvores for adquirido, maiores

serdo as oportunidades para seu melhoramento (Séguin, et al., 1998).

Recentemente em nosso laboratério, alguns candidatos com expressdo especifica ou preferencial em
determinados érgaos/tecidos puderam ser identificados em eucalipto (Sassaki, 2008, Ribeiro, 2009) e em
outras espécies vegetais (Brandalise, 2007; Hoshino, 2007), e algumas das seqléncias promotoras
correspondentes foram clonadas. Apesar desses esforgos, a disponibilidade de informacdes sobre genes com
expressao Orgdo/teci do-especifica e de promotores com tais caracteristicas é ainda insipiente, especialmente

em eucalipto.

Como parte de um projeto abrangente voltado para a identificacdo e clonagem de promotores com expressao
Orgéo/tecido-especifica em eucalipto, nosso grupo identificou recentemente, no banco de dados do Projeto
EST do Eucalipto (Forests), uma sequéncia expressa (EST) com expressdo especifica em raiz cujo produto

génico apresenta alta similaridade com uma aquaporina presente em raizes de milho (Lopez et al., 2004).

A atividade das aguaporinas (canais de agua) nas plantas, localizadas em vaclolos ou na membrana
plasmatica, possibilita aumento da permeabilidade da agua nas membranas (Ohshima et al., 2001), o que
constitui um passo importante em varios processos fisiol 6gicos, como alongamento celular, a germinacdo das

sementes, e osmorregulacdo (Maurd, 2007).
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Uma vez que a raiz pode gustar finamente a sua condutividade hidraulica em resposta as alteracles
ambientais, tais como um aumento da salinidade do solo, caréncias nutricionais, ciclos de dia e noite, ou
anaerobiose (Gomes et al., 2009), acredita-se que as aquaporinas estejam envolvidas nessa regulacéo
(Heymann & Angel, 1999), sendo consideradas canais multifuncionais. Vérias aguaporinas tém sido
associadas a germinagdo e aos processos de amadurecimento dos frutos. Nestes casos, compostos
osmoticamente ativos sdo gerados e distribuidos, ou ainda, grandes quantidades de precursores sao

transportadas para dentro das células e tecidos (Schaffner, 1998).

Deste modo, as aguaporinas poderiam contribuir para a tolerancia a seca, facilitando transporte da agua entre
os diferentes 6rgdos e no nivel celular por manutencdo da homeostase hidrica (Kjellbom et al., 1999;
Tyerman et al., 2002). Segundo resultados apresentados por Aharon e colaboradores (2003), o transporte de
agua através de aquaporinas da membrana plasmatica representa um fator limitante para o crescimento das
plantas e vigor sob condigdes favoraves e que, mesmo plenamente irrigadas, as plantas enfrentam limitado
transporte de agua. Em contrapartida, o reforco desse transporte através das aguaporinas da membrana
plasmatica ndo apresenta qualquer efeito benéfico sob estresse salino, e tem um efeito deletério durante o

estresse hidrico (Aharon et al., 2003).

A disponibilidade de um gene com expressdo especifica em raiz de eucalipto representa uma Gtima
oportunidade para empreender estudos visando a obtencdo de promotores tecido-especificos nessa

importante espécie.
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2) OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivo realizar a caracterizagdo funcional da regi&o promotora de um gene
de eucalipto (Eucalyptus grandis) com expressdo especifica em raiz. Para tal, 0os seguintes objetivos

especificos foram propostos:

A) Construir um cassete de expressao contendo o referido promotor em fusdo transcricional com
0 genereporter UidA (GUS) einseri-lo em vetor binério para transformagao de plantas.
B) Obter e caracterizar plantas transgénicas de tabaco transformadas com o cassete de expressao

descrito acima.
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3) MATERIAISE METODOS

3.1 Isolamento das regides promotor as

O EST utilizado para clonagem da regido promotora em estudo foi selecionado in silico no banco de dados
do Projeto EST do Eucalipto (Forests) com base na sequéncia de um gene candidato de milho (Zea mays)
gue apresenta expressdo especificaem raiz (Lopez et al., 2004). O EST de eucalipto correspondente (nimero
EGSBRT3120E07.9) (Figura 01) foi previamente validado como apresentando expressdo em raiz. (Sassaki,

2008)

CGAGTTCTCTTTCTAAAGTGGT TGATTCTAGT TCTTTCGATCGAGCAAACAT GGTGAAGCTCGCGT TCGGTGGCTTTGGT GACTCCTTCAGCGT
AGGGTCCCTGAAAAGCTATCTCTGCGAGT TCATCGCGACCCT CCTCTTCGT GTTCGOCGGCGT CGGGT CCGCCATCGCTTATGGAAAGCT CACG
GCGGAT GCAGGCCT GGACCCGECCGGECTAGT CGCAGT GECCGT GGCCCACGOGT TCGOCCT GT TTGT GGEGGT AT CCAT CGOGGCGAACATCT
CCGGCGECCATCTGAAT COGGCGGTCACGT TCGGGT TGECCGTCGGAGGCAACATCACCATCT TGACT GGCATCTTCTACTGGATCGCCCAATG
CCTCGGCTCGATCGTCGCCT GCCTCCTCCTAAAAT TCGTCACCGGCACCGAGAGOGT ACCAACCCATGGAGT TGCT GCTGGCAT GAACGCGATT
GAAGGCCTAGT CAT GGAGGT CGTCAT CACCT T CGCGCT GGTCTACACGGT GT ACGCCACCGCAGCCGACCCCAAGAAGGGECT CGATAGGGATCA
TCGCCCCCAT TGCCAT CGGCT TCATCGT CGGCACCAACAT CCTGECOGCCEECCCGT TCAGT GGOGGEGT CCATGAACCCCECCCGCTCTTTCGG
CCCGNCGT GGTCAGCGGGCACT TCTCGGAGAACT GGAT CT ACTGGGT CGGCCOGCT CGT CGGEGEEGAGEECT CGCCEEGECTCGT GTACGGCGAC
ATCTTCATCGGGTCCTACCCCT CGEGECCCCCGLT CTCAGGACAT GCTTGAGAGACAAAGAGCTCCTGTGCTCGGTGTTTATTAATTTACATACC
TGGGEEEGEGTTTTCCTGTTGECC

Figura 2. Sequéncia de nucleotideos do EST EGSBRT3120E07.g que faz parte do cluster

EGEPRT3362H10.g. Em amarelo — codon ATG predito na regido codificadora do EST.

3. 2 A técnica de genome walking (GW)

3.2.1- Extracdo de DNA genémico de eucalipto

A extracdo de DNA genémico (Figura 02) 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 pl do tamp&o de extragcdo CTAB pré-aquecido (Anexo 6.1) e incubagdo por 30 min a
65°C. Adicionou-se em seguida 600 pl de CIA (cloroférmio-alcool isoamilico na proporcéo 24:1) seguido de
uma centrifugacdo a 14000g durante 15 min. O sobrenadante foi coletado e ao mesmo foi adicionado 600 pl
de CIA, centrifugando a amostra nas mesmas condic¢fes 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
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min com subsequiente 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 o 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 quantificagdo do DNA foi feita em gel de agarose

1%, corado com brometo de etidio.

Figura 3. Esquema representativo das etapas de extracdo de DNA gendmico. Fonte CENARGEN/Embrapa

Recursos Genéticos e Biotecnologia

3.2.2- Construcao das bibliotecas de GW e realizacdo da PCR nested

Para a construgdo das bibliotecas foram utilizadas aliquotas de DNA gendmico de eucalipto (2,5 ng)
digeridas durante 16 horas a 37°C com as enzimas de restricdo Dral, EcoRV, Pwull e Sul 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 extracéo cloroférmio/fenal e ligado aos adaptadores. Tanto a
purificacdo quanto a ligacdo dos adaptadores foram processadas seguindo as instrucfes do fabricante do kit
Universal GenomeWalker (Clontech). Apéds a ligacdo dos adaptadores, as amplificacbes das sequéncias

promotoras foram realizadas conforme as especificacfes do kit (Anexo 6.2 e Figura 03). Paratal, utilizou-se
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oligonucleotideos gene-especificos que foram desenhados com o intuito de amplificar produtos a montante

da regi&o codificadora do gene em estudo (EST validado no banco FORESTs).

Figura 4. Representacdo esquematica da metodol ogia de genome wal king (adaptada de Clontech Inc., 1999).
As extremidades em preto dos fragmentos de DNA representam os adaptadores, AP1 e AP2 —

oligonucletideos adaptadores; GSP1 e GSP2 — oligonucl eotideos gene-especificos.

3.2.3- Desenho dos oligonucl eotideos gene-especificos (GSPs)

Oligonuclectideos complementares a porcdo 5’ terminal da sequéncia do EST validado foram desenhados
utilizando os seguintes critérios: tamanho do oligonuclectideo (minimo: 26 bases; étimo: 28 bases;, maximo:
30 bases); temperatura de anelamento (minimo: 66°C; étimo: 67°C; maximo 68°C) e contelido em GC

(minimo: 40%; maximo: 60%). As sequéncias dos oligos utilizados estdo disponibilizadas na Tabela 1.
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Tabela 01- Oligos gene-especificos usados na técnica de Genome Walking.

Read validado Primer Genome Walker

EGSBRT3120E07.g |5 AGTCACCAAAGCCACCGAACGCGAGCTTC 3’ - 2GSP2B(reverso)

5 ACTATAGGGCACGCGTGGT 3" - AP2 (senso)

4.3 Clonagem e Sequénciamento dos produtos de amplificacdo

Os produtos de PCR derivados do GW foram isolados em gel de agarose 1% e purificados. Esses produtos
foram clonados no vetor pGEM-Teasy (Promega) e transformados por choque térmico em Escherichia coli
cepa DHS alfa (Sambrook et al., 1989). Mini-preparacdo por lise alcalina (Anexo 6.3) foi utilizada para a
extragdo dos plasmideos, e uma digestdo com EcoRI foi realizada para verificar a presenca dos fragmentos
clonados nos tamanhos corretos, descartando assim os falsos positivos. Os transformantes validados foram
crescidos em 1,5 ml de meio Luria Bertani (LB) liguido, volume ao qual foi adicionado glicerol liquido
autoclavado (15%; v/v) para posterior estocagem em freezer -80°C. A reacdo de sequenciamento (Anexo 6.4)
foi realizada com um kit comercial de “Big Dye” versdo 3.1 (Applied Biosystems) e os oligonucleotideos
M13 senso e antisenso. Os DNAs plasmidiais contendo os produtos de PCR derivados do GW foram
utilizados como molde. As reacBes de sequenciamento foram realizadas em sequenciador automético modelo

ABI Prism 377 (Applied Biosystems).

3.4 Confirmacao daidentidade das seqUiéncias clonadas

A estratégia adotada para a confirmacdo da identidade das seqliéncias clonadas baseou-se na realizacéo de
uma PCR utilizando um oligonucleotideo senso desenhado internamente a regido promotora seqiienciada e o
outro oligonucleotideo reverso complementar a sequiéncia do EST validado. Os pares de oligonucleotideos

utilizados para o candidato EGSBRT3120E07.g foram: AgHind (senso 5 CCG CAA GCT TGG CTG GTA
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GTC ATT CC 3') e AgNcol (reverso 5 GGG CCA TGG TTT GCT CGA TCG A 3') com amplicon de 900

bp.

3.5 Analise das sequéncias ger adas

As seqliéncias obtidas foram analisadas para a retirada de sequiéncias do vetor, com a ferramenta VecScreen
(NCBI), e alinhadas para a geragdo de uma seqiiéncia consenso utilizando o programa BioEdit (Hall, 1999).
A sequéncia consensual do promotor foi comparada a sequéncia do EST candidato para determinacéo dos
pontos de sobreposicdo, e submetida no banco de dados de elementos regulatorios de plantas PlantCARE

para aidentificacdo dos possiveis elementos regulatorios.

3.6 Construcgéo do cassete de expressédo contendo o promotor amplificado

Para a construcdo do cassete de expressao foi utilizado o vetor binario pPCAMBIA-1381z (Cambia), que
contém um intron inserido na regido codificadora do gene reporter uidA (GUS) que codifica a p-
glucoronidase. O fragmento correspondente ao promotor, inicialmente inserido no vetor pGEM-Teasy, foi
amplificado por PCR visando a adi¢do dos sitios de restricdo Hindlll (5 terminal) e Ncol (3' terminal) em
suas extremidades . O sitio Ncol permitiu a correta insercdo do promotor em fusio transcricional com o
inicio da regido codificadora do gene uidA presente no pCAMBIA. O produto de amplificacdo obtido foi
purificado em gel de agarose, digerido com as enzimas de restricdo citadas e inserido no vetor pPCAMBIA

igualmente digerido.

ApoGs a ligagdo, cdulas competentes da cepa DH50. de Escherichia coli preparadas conforme protocolo
descrito (Sambrook et al., 1989) foram transformadas empregando choque térmico. Apéds a transformacéo, as
bactérias foram plagueadas em placas de Petri contendo meio Luria-Bertani (LB) sdlido (0,1% p/v de
triptona, 0,05% p/v de extrato de levedura, 0,1 % p/v de NaCl e 0,15% p/v de Select Agar em agua
deionizada, com pH igual a 7,0) adicionado de 100 ug/ml de canamicina. As placas foram entdo incubadas

em estufa a 37 °C por 16 horas.
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Para verificar a correta insercdo do promotor no vetor binario foi redlizada a digestdo do plasmideo
recombinante com enzima de restricdo e eletroforese do produto de digestdo em gel de agarose 1%, bem
como uma reacdo de PCR utilizando um oligonucleotideo promotor-especifico e um oligonucleotideo

especifico do gene reporter uidA. O produto obtido foi entdo purificado em gel de agarose e sequenciado.

3.7 Transfor magé&o do vetor binario em células competentes de Agrobacterium tumefaciens

O cassete de expressao contendo o gene uidA sobre controle do promotor em estudo inserido no vetor binario
pCAMBIA-1381z foi transformado nas células competentes de Agrobacterium tumefaciens linhagem
LBA4404. O vetor hindrio pCAMBIA-1381z possui gene de resisténcia a canamicina como agente de
selecdo bacteriano. A producdo das células competentes e transformacdo foram baseadas no protocolo
descrito por Lacorte & Romano (1998). Apos a transformacdo, andlises de PCR de colénia empregando

oligonucleotideos especificos foram realizadas a fim de confirmar a transformag&o das agrobactérias.

3.8 Preparacdo da cultura de A. tumefaciens, transformacgdo dos discos foliares de tabaco e

regener acdo das plantas transfor madas

Cem microlitros de um préinéculo, obtido a partir de uma colénia isolada da linhagem LBA4404
transformada com a construcéo contendo o promotor especifico de raiz mais GUS, foram inoculados em 10
ml de meio liquido LB sem a presenca dos antibidticos de selecdo no intuito de evitar interferéncia dos
mesmos na co-cultura com os discos foliares. A cultura foi incubada a 28°C sob agitacdo (150 rpm) até
atingir a absorbancia de 1,5 a 600 nm. Uma aliquota do inoculo foi entdo diluida até atingir uma absorbancia

de 0,1 a600 nm, e utilizada na co-cultura com os discos foliares de tabaco (Aragao et al., 2002).

Em um fluxo estéril, discos foliares de aproximadamente dois cm de didmetro foram cortados de folhas
jovens de tabaco (Nicotiana tabacum SR1 cultivado in vitro) e colocados em uma placa de Petri umedecida
com agua deionizada estéril no intuito de manter os explantes hidratados. Um ml da cultura diluida de A.
tumefaciens foi adicionado a 10 ml de LB liquido hum tubo de centrifuga estéril de 50 ml. Com uma pinca
estéril, os explantes foram colocados no tubo e a co-cultura mantida a temperatura ambiente por 5 min sob

leve agitacdo. Em seguida, os discos foliares foram transferidos para uma nova placa de Petri com papel de
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filtro estéril para retirar 0 excesso de bactérias. Os discos foliares co-cultivados foram transferidos, com a
face adaxial em contato com 0 meio, para placas de Petri contendo meio MS sdlido (Murashige & Skoog,
1962) suplementado com sacarose 30 g/l, 2 ug/ml de citocinina 6-benzilaminopurina (BAP) e 0,1 pg /ml de
auxina acido naftalenoacético (ANA) para a inducdo de calos. As placas foram inicialmente mantidas no
escuro por 48 horas a 28°C, tempo necessério para a infeccdo da bactéria. Posteriormente, os discos foram
transferidos para placas de Petri contendo M 'S solido adicionado de 100 ug/ml de higromicina, 500 ug/ml de
cefotaxima, 1 pg/ml de BAP e 100 ug/ml ANA. As placas foram mantidas por aproximadamente 30 dias em
sala de crescimento sob fotoperiodo de 16 horas de luz até o surgimento de calos. Depois, as plantulas
formadas a partir desses calos foram individualizadas em potes de vidro contendo meio de enraizamento

(meio M S descrito acima, com auséncia de BAP) visando a formagéo das raizes.

Discos foliares sem infeccdo por A. tumefaciens foram usados como controle positivo de regeneracdo dos
explantes em meio MS com BAP e ANA, e como controle negativo para testar posteriormente o efeito do
antibiético de selegdo em tecidos néo transformados. As plantas enraizadas foram transferidas para vasos,

aclimatadas e colocadas em casa de vegetacdo para obtencdo das sementes.

3.9 Analises molecular es das plantas transfor madas

A confirmagdo da insercdo do cassete de expressao foi empreendida empregando PCR e DNA genémico
extraido a partir de tecido foliar das linhagens transgénicas (Ferreira & Grattapaglia, 1998). As reacdes de
PCR foram conduzidas utilizando 15 ng/ul de DNA gendmico extraido de cada linhagem transformada e um
controle extraido de tabaco selvagem (WT). Para tal foi usado tamp&o de PCR (1X), 1,5 mM de MgCl2, 0,2
mM de cada nucleotideo (ANTP mix), 0,2 uM dos oligonucleotideos promotor-especifico e GUS,
respectivamente, e 2,5 unidades da enzima Tag DNA Polimerase (5U/ul, Invitrogen). Foram empreendidos
35 ciclos de amplificacdo. Alternativamente a atividade GUS nos tecidos transformados foi localizada

histoquimicamente através de protocol o padréo detalhado a seguir.
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3.10 Ensaios histoquimicos da atividade GUS em tabaco

Os ensaios histoquimicos para deteccdo da atividade de glucuronidase (GUS) nos tecidos transformados
foram realizados empregando-se um substrato halogénico (5-bromo-4-chloro-3-indolyl _-D-glucuronide; X-

Gluc), que em contato com a enzima se torna azulado.

Como controle positivo foram utilizados tabacos transgénicos transformados com um cassete de expressao
contendo o promotor constitutivo CaMV 35S fusionado transcricionalmente ao gene reporter GUS (cedidos
pelo Prof. Dr. Marcio de Castro Silva-Filho — Departamento de Genética - ESALQ-USP). Plantulas da
geragdo T1 com 10 dias pésgerminagdo foram utilizadas no experimento. O ensaio histoquimico foi

realizado baseado em Jefferson et al. (1987) e em Lacorte & Romano (1998).

Plantulas inteiras das linhagens transgénicas AQUA1:GUS (geracdo T1) foram submetidas ao ensaio GUS.
Essas foram inicialmente incubadas em tampdo de reacdo contendo 100 mM Na2PO4.H20, 0,5 mM
K4Fe(CN)6.3H20, 10 mM Na2EDTA.2H20, 0,1 % Triton X-100, 1 mM X-Gluc (50 mg/ml) e infiltradas a
vacuo por 7 min. O tempo de reacdo foi de 16 horas a 37°C. Apds esse periodo as amostras foram lavadas em

etanol 70 % pararetirar a clorofila do material vegetal. (Jefferson et al., 1987) e fotografadas.

4)RESUL TADOS E DISCUSAO

4.1 Isolamento da regido promotora

O candidato EGSBRT3120E07.g, validado por RT-PCR como apresentando expresséo em raiz de eucalipto
(Sassaki, 2008) foi selecionado para o isolamento de sua regiao promotora. Paratal foram desenhados oligos

gene-especificos paraa amplificacdo da sequéncia promotora pela técnica de GW (Figura 04).
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Figura 5. Amplificagdo do fragmento genOmico por GW.
Amostras de 1 a 4 — primeiro round de amplificagdo sendo 1-
DNA digerido com EcoRV; 2- DNA digerido com Dral; 3- DNA
digerido com Pvull e 4 DNA digerido com Sspl. Amostras de 5

/ a 8 — segundo round de amplificagdo usando DNA da
1Kb = 1S primeira amplificagdo (na mesma ordem). (-) controles
| negativos e M - GeneRuler 1 Kb DNA Ladder (Fermentas). A

seta vermelha indica o fragmento amplificado que foi isolado
para posterior clonagem.

4.2 Clonagem e Sequenciamento dos produtos de amplificacdo

Apos as amplificagBes usando a técnica de GW, o fragmento selecionado foi purificado em gel de agarose e
clonado no vetor pGEM-Teasy. Apés a clonagem, a insercdo do fragmento de interesse no vetor foi
confirmada por digestdo dos plasmideos recombinantes com a enzima de restricdo EcoRI. Os clones

positivos foram seqlienciados com os primers M 13 Forward e Reverse, em sequienciador automéatico.

Uma vez finalizado o sequenciamento, a sequéncia de nucleotideos desse fragmento foi alinhada com a
sequéncia do EST validado como apresentando expressao especifica em raiz, e uma regido de sobreposicéo
entre elas foi observada (Figura 05). Esse resultado sugere que o fragmento clonado estd efetivamente

situado na por¢do 5’ do EST usado como ponto de partida nos experimentos de GW ( Figura 02).

GGTCACGGCCCGGGCTGGTAGTCATTCCCTCACTCTGCATGACTTTCATAAATTTTTCATCGTCTCTGTGTTACATTTCTTTATCATAGAGCATTAAGACTAGATACTGAGATAGG
CAAAACCAGATACCTTCATTATGCCCCCGAAGGTGAAGCCGAGATAAAGAAATTAACTTGACATGAATTGGGATGGCAAACCTCTAAGAACAGTGGGGGCAAGGTTGGGCAAC
TCGCCCGGCCCGCTCTACTTCATTCCATTCCATTCCATTACCATTCCCATTCCCATTCCCCATATCTTCATGAAAGGATGGTGGACAATAGTGGTGCTTATCTCGATCGTACCTTT
CCGCTATTTTATTCATGCAAATAGCCCTTCGGCGCGTCCATTCTCATGTCACGAGGAAAATGACATAAGAACATGATTAGGGTCGATGGTCCTTTGCTTCCGCGAATTATTCCCT
CTAAAACCACATTTAATAATCTCCCGGAAGAGCGACAGGGACTCGCTTGTCTCGTTGCACGTAAATTACTAGTTAAGCTGGTTGTCCTTATGCCCATAATCGCCCATTATTACAC
ATTTAAGAATTCATCGGCGGTTGGTCGGCGCCCAACCACCGCGCTCCACTGCATCCCCGGTCCCATTGGCCGGTGCCGGCTGTGCCCTCCTCGTCCATCTCTAGCTAATATATAC
TCGAATTAGCCTGATAAAAGATTAAGGAGATGGATTAAAATAAGAAAGCCACTATTCGAAAGGATGCCTTTAGGGCGAGTATATATGCGCGTCTTGTTCGCCGGACTTGACGCA
CAAGCTCACTGCGAAGCATAGCTAAGCGAGTTCTCTTTCTAAABGTGGTTGATTCTAGTTCTTTCGATCGAGCAAACATGGBGAAG

Em cinza — regido de sobreposi¢cdo do EST com o fragmento clonado
-— Adenina adicional presente no fragmento clonado em relagdo ao EST e

- Timina presente no EST ao invés de citosina do fragmento clonado.

Figura 6. Sequéncia consensual de nucleotideos do fragmento amplificado por GW.
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Para a confirmac&o da presenca do fragmento amplificado em relagdo ao EST foi realizada uma reacéo de
PCR utilizando o DNA plasmidial (contendo o fragmento clonado por GW), e oligonucleotideos sintetizados
no sentido senso do fragmento amplificado e no sentido reverso a sequiéncia do EST depositado no banco de
dados do eucalipto. Como pode ser observado na Figura 6, houve a amplificacdo de um fragmento de 900
pares de bases, o que confirma o posicionamento do produto amplificado por GW a montante do EST

validado.

Figura 7. Produto de amplificagdo por PCR
obtido para o candidato EGSBRT3120E07.g,
para confirmacdo da a presenga sequéncia
clonada. M - GeneRuler 1Kb DNA Ladder
(Fermentas) 1- Produto da amplificagdo usando
o plasmideo pGEMT-Easy contendo o
fragmento de EGSBRT3120E07.g. Gel de
agarose 1% corado com Brometo de etidio;

4.3 Andlise das sequéncias ger adas em bancos de dados de promotor es

A sequéncia promotora obtida foi analisada quanto a presenca de elementos regulatérios utilizando o banco
de dados do PlantCARE (a plant cis-acting regulatory element database). Nessa andlise foram identificados
alguns elementos regulatérios que caracterizam o fragmento sequenciado como uma regido promotora. Na

Tabeda 02 destacamos 0s € ementos cis-regulatérios mais relevantes.
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Tabela 02 - Elementos cis-regulatérios relevantes encontrados na analise do promotor em estudo no

PlantCARE.

Elementos regulatorios Sequéncia consenso Funcéo predita

ABRE TACGTG Elemento envolvido na resposta
ao &cido abscisico.

CAAT-BOX CCAAT Elemento comum em promotores
e regides estimuladoras da
expressao génica

CAT-BOX GCCACT Elemento  relacionado  com
eXpressao no meristema

TATA-BOX TATA Indicainicio datranscricdo

TC-rich repeats ATTTTCTTCA Envolvido na defesa e resposta ao
estresse

Matif I1b CCGCCGCGCT Elemento envolvido na resposta
ao &cido abscisico

4.3 Construcéo cassete de expressao

O cassete de expressdo construido (denominado Aqua) encontra-se esquematizado na Figura 07. Nele, o
promotor do gene que codifica a aguaporina de eucalipto (~900 pares de bases) foi clonado em fusdo
transcricional com o gene repérter GUS utilizando para tal os sitios para as enzimas de restricdo Hindlll e

Ncol.
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Figura 8. Representacdo esquematica do cassete de expressdo contendo o fragmento Aqua em fusdo

transcricional com o gene uidA (GUS) inserido no vetor binario pPCAMBIA-1381z. O terminador da nopalina
sintetase (NOS) esta representado.

Para clonagem do referido promotor em vetor binério, o fragmento correspondente foi primeiramente
amplificado por PCR para adicionar dos sitios para as enzimas de restricdo Hindl Il e Ncol (Figura 08). ApGs
a ligacdo em vetor bindrio e transformagdo em E. coli, os clones recombinantes obtidos foram entdo

digeridos com enzima de restricdo para comprovar a inser¢do (Figura 9). O vetor recombinante obtido foi

entéo inserido em agrobactéria visando a posterior transformacéo de tabaco.

M

Figura 9. Amplificacdo do fragmento Aqua com os oligos contendo os sitios para as enzimas de restricéo

Hindlll e Ncol. Ladder 1kb da MBI Fermentas. Gdl de agarose 1% corado com brometo de etidio. A seta
indica a posi¢cao do fragmento amplificado.
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4.5

Figura 10. Verificagdo da inser¢do do promotor em estudo no vetor pCambia-1381z por digestdo com
enzima de restricdo. Ladder 1kb da MBI Fermentas. Gel de agarose 1% corado com brometo de etidio. A

setaindica a posic¢éo do fragmento promotor clonado (~900 pb).

Transformacéo de tabaco (Nicotiniana tabacum SR1)

Ap06s os eventos de transformagao via A. tumefaciens, os discos foliares de tabaco foram mantidos em placas
contendo meio de cultura MS com os agentes de selegdo proprios descritos anteriormente (Figura 10B). O
experimento de regeneracdo foi separado em controle positivo de regeneracdo, sem antibidticos, e controle
negativo de selecdo, sem evento de transformagdo, visando testar a eficiéncia do agente de selegéo
higromicina B. O controle negativo apds algumas semanas apresentava perda progressiva de clorofila e
auséncia de calos, enquanto o controle positivo e os explantes infectados com agrobactéria apresentavam

calos nas partes transformadas (Figura 10C).

Apo6s vérias semanas houve a inducdo da parte aérea nos explantes. Nessa etapa transferiu-se a parte aérea

para potes com meio M S adicionado de ANA para induzir o enraizamento, mantendo sempre os agentes de
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selecdo (Figura 10D). Ap6s algumas semanas desenvolveu-se o sistema radicular nos tabacos transformados.

Nesse estagio, as plantas foram transferidas para copos plésticos e aclimatadas para 0 novo ambiente.

Figura 11. Etapas de transformacdo de tabaco. A) plantas de tabaco selvagem in vitro. B) discos foliares de
tabaco em regeneracdo pos-infeccdo com A. tumefaciens contendo o cassete Aqua. C) Calos regenerados de
tabaco transformado com o cassete Aqua. D) Brotos em enraizamento de tabaco transformado com o cassete

Aqua.

4.6. Analise molecular das linhagens de plantas transfor madas

Foram regeneradas 11 linhagens de plantas transformadas com o cassete Aqua , as quais foram aclimatadas e
transferidas para casa de vegetacdo. Para caracterizacdo molecular destas linhagens, procedeu-se a extracdo
de DNA genbmico das folhas, e uma amplificacdo por PCR usando oligos que flanqueiam a regido
promotora foi empreendida. Conforme indicado na Figura 11, a presenca de produto de amplificacdo de
tamanho esperado confirma ainsercdo do cassete de expressao nas linhagens transgénicas analisadas.
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Figura 12. Confirmag&o da insercéo do cassete de expressdo Aqua nas linhagens transformadas de tabaco. M
- GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Fermentas); TS - DNA de tabaco selvagem ndo transformado; 1 a 11 —

linhagens transgénicas obtidas. Gel de agarose 1% corado com Brometo de etidio.

4.7. Ensaios histoquimicos da atividade Gl IS em tabaco

Com a disponibilidade das sementes da geracéo T1 foi possivel realizar o ensaio histoquimico de GUS em
plantulas recém germinadas. Nesse experiment > foi usado como controle negativo, plantulas de tabaco
selvagem SR1, e como controle positivo, plantt las contendo o cassete de expressdo 35S CaMV-GUS. As
linhagens transgénicas contendo o cassete Aq . apresentaram padr8o de expressdo de GUS em regido
intermediaria entre a parte aérea e a radictlar, uma vez que essas estdo num estagio inicia do
desenvolvimento onde ainda ndo ha uma divis io clara entre epicotilo e hipocotilo (Figura 13), mas nao

apresenta expresséo em folhas.
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Figura 13. Padr&o de Expressdo do cassete Aqual em pléantulas de tabaco transdormado com 9 dias apds
germinacdo. A) Plantulas de tabaco transgénico linhagem Aqual:11 B) Plantulas de tabaco transgénico
linhagem Aqual:8.

5. CONCLUSOES

O promotor do gene que codifica uma aquaporina de eucalipto foi clonado e sequenciado, e um cassete de
expressdo contendo o referido promotor em fusdo com o gene repbrter GUS foi obtido. Linhagens
transgénicas de tabaco contendo esse cassete de expressao foram regeneradas e estudos funcionais foram

empreendidos empregando plantas da geragéo T1

Como demonstrado nos ensaios GUS, o promotor AQUAL consegue modular a transcrigdo do gene reporter
GUS em regido intermefiaria entre o hipocatilo e o epicatilo de plantulas de tabaco transgénicas, mas ndo
apresenta nenhuma expressdo em folha como esperado. Deste modo, Esse resultado indica uma possibilidade
da presenca de elementos cis-regulatérios necessérios para dirigir preferencialmente a expressao génica em
raiz nessa sequencia. Contudo € necessario maiores andlises em diferentes estagios de desenvolvimento
dessas plantas transgénicas para uma analise de expressdo mais ampla que garantira uma maior
confiabilidade da localizagcdo da expressdo desse gene, bem como seu padréo de expressdo durante seu

desenvolvimento.
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CAPITULO 2
1) INTRODUCAO
1.1 Origem das Familias Génicas

No curso da histéria evolutiva, 0 gene e suas regides regulatdrias sofrem uma variedade de
modificagdes, incluindo substituigdes nucleotidicas, duplicagdes, recombinacbes e eventos de reparo
(Liberles, 2001). Existem vérios tipos de duplicacdo génica, que se classificam conforme a extensdo da
regido genémica envolvida. Segundo Thompson (2006), a duplicacdo génica completa produz duas copias
idénticas e estas sequéncias podem evoluir de diferentes formas. uma das cOpias pode originar um
pseudogene por apresentar mutactes deletérias (pseudofuncionalizagdo); ou ambas podem ser repetidas. A
preservacdo pode levar a persisténcia das duas copias com similaridade de sequéncia, a subfuncionalizagéo
(onde cada copia adota algumas das caracteristicas do ancestral) ou a neofuncionalizago (quando um gene
mantém a fungéo original, enquanto o outro adquire uma nova funcéo) (Gonzalez-Duarte & Albalat, 2005).

Assim a duplicagdo génica pode dar origem a novidades genéticas, produzindo novos genes.

A redundéancia do material genético é uma das mais peculiares caracteristicas de todos os genémas,
sendo que esta aumenta com o tamanho e a complexidade do genoma (Santamaria et al., 2004). Em regides
codificadoras, os genes podem ser duplicados ou retrotranspostos criando genes paralogos que se agrupam
em familias. Genes que possuem a mesma origem sdo chamados de homdélogos, podendo ser classificados
em ortdlogos, se sua divergéncia é devido a especiacdo, ou pardlogos, se eles se originaram da duplicacéo
génica. Alguns pardlogos podem manter a mesma fungdo que o gene ancestral, enquanto outros podem
adquirir novas fungdes (Doyle & Gaut, 2000). Assim, a redundancia génica é um importante mecanismo na
evolucdo, podendo criar inovacdes. Neste cendrio, o entendimento das funcBes especificas de cada membro
de uma familia génica, bem como a comparacdo das mesmas entre as varias espécies, constitui um problema

altamente relevante (Santamaria et al., 2004).

A duplicacéo de genes em genomas de eucariotos leva a formacdo de familias génicas com nimero e

tamanho variaveis de membros, os quais podem adquirir fungbes no espaco (diferentes tecidos, células ou
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organelas) e no tempo (diferentes estagios do desenvolvimento) (Wagner, 2002). A homologia de sequéncias
entre membros de uma mesma familia multigénica depende principalmente de taxas relativas de ocorréncia
de mutagBes e eventos ilegitimos de crossing-over, além de ser influenciada em alguma extensdo pela
selecdo natural e deriva genética (Wagner, 2002; ohta, 2003). Além disso, genes pertencentes as familias
multigénicas estdo, usualmente, sob 0 mesmo controle regulatdrio. Portanto, € interessante estudar como

diferentes padrfes de expressio sao adquiridos.

Muitos genes nucleares sGo membros de familias multigénicas, sendo que a formacdo dessas familias
deve ter sido fundamental na evolugéo de plantas. A recorréncia de duplicacéo e a divergéncia funcional tém
gerado as familias génicas atuais. Varios estudos tém sido conduzidos a fim de avaliar a dindmica evolutiva
das familias génicas em plantas, incluindo aqueles que codificam proteinas regulatdrias, proteinas de choque
térmico e as proteinas de ligagdo & clorofilaaeb, entre outras. A maioria dessas familias possui diversos |oci
e apresenta uma grande variagdo no nimero de copias entre as espécies. As familias génicas em plantas
variam de peguenas familias com poucos loci, como muitas enzimas metabdlicas das familias ADH e RBCS,
a grandes familias com centenas de loci, como as proteinas de choque térmico. Analises filogenéicas
indicam que muitas dessas variagOes podem ser atribuidas & duplicagdo recente. Assim, a dinamica evolutiva
dessas familias apresenta flutuagdes no nimero de cOpias através de eventos multiplos de duplicagdo e
delecdo (Morton et al., 1996). No entanto, 0s processos evolutivos que controlam a estrutura dindmica da tais

familias sdo relativamente pouco compreendidos (Small e Wendel, 2000a ).

1.2 Familia Génica das Aquaporinas

As aguaporinas foram primeiramente identificadas como proteinas de canal de agua e apresentam,
nestes aspectos, uma notavel eficiéncia no transporte. Aquaporinas tém também uma seletividade idnica
rigorosa, e sdo, em particular, totalmente impermeéveis a prétons. Algumas aquaporinas também podem ser

permeadas por pequenos solutos neutros ou por gases interferindo nas respostas fisioldgicas em plantas .

Até agora, um corpo substancial de evidéncias mostra que aquaporinas em plantas estdo envolvidas

na captacdo de &gua pelas raizes (Javot et al.,2003, Siefritz et al., 2002), reproducdo (Bots et al., 2005), o
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alongamento das células (Hukin et al., 2002), fotossintese e germinacdo das sementes (Vander Willigen et
al., 2006). Essas proteinas tém atraido a atencdo de bidlogos, inicialmente devido a sua abundancia no
plasma e membranas intracelulares de células vegetais e, posteriormente, devido as suas propriedades Unicas
de transporte de &guas e soluto. A aquaporina (AQPS) é uma proteina integral de membrana que facilita o
transporte de peguenas moléculas, como agua e glicerol, ou substancias volatels como o CO, ou NH3
(Nakhoul et al. 1998, 2001, Bida et al. 1999, Uehlein et al. , 2003). Além disso, a atividade de transporte
intrinseca das aquaporinas é regulada pelo seu estado de fosforilacdo e os par@metros celulares, incluindo

protons citosdlica (H) ecélcio (CA»).

As aguaporinas em plantas s80 mais abundantes e apresentam maior diversidade do que nos animais
ou bactérias. Estas pertencem a familia de proteinas MIP (major intrinsic protein). Sao proteinas altamente
hidrof6bicas que apresentam seis dominios transmenbrana e massas moleculares de 26 a 34 kDa. O
sequenciamento dos genomas de Arabidopsis e arroz estabeleceu o nimero dos genes da aquaporina como
sendo: 35 em Arabidopsis (Johanson et al., 2001, Quigley et al., 2001) e 33 em arroz (Sakurai et al., 2005).
Além disso, projetos de sequenciamento de etiquetas de sequiéncia expressa (EST) permitiram a indetificacdo
de 36 isoformas de aguaporinas em milho (Chaumont et al., 2001), enquanto que 28 sdo evidente nho genoma
de uva (Fouquet et al., 2008). Além disso, um total de 55 genes de MIPs foi identificado em Populus, sendo
este 0 maior nUmero de genes identificado em uma Unica espécie até a presente data (Gupta &

Sankararamakrishnan, 2009).

A estrutura principal, o substrato de transporte, a regulacéo funcional, o perfil de expressio génica,
bem como a abubdancia e localizacéo intracdular das aguaporinas sao altamente diversificados (Maeshima
& Ishikawa, 2008). Com base na homologia de seqliéncia, as aquaporinas de plantas superiores formam
quatro subfamilias, que correspondem a suas diferentes localizacdes sub-celulares (Figura 1) (Johanson et
al., 2001, Quigley et al., 2001, Chaumont et al., 2001): proteinas intrinsecas de tonoplasto (T1Ps) e proteinas
intrinsecas de membrana plasmatica (PIPs), que juntas representam vias centrais transcelular e intracelular de
transporte de agua (Maurd et al., 2002, Wallace et al., 2006); proteinas intrinsecas como nodulin 26 (NIPs),
abundante na membrana peribacter6ides de fixacdo simbidtica de nitrogénio em nédulos de raizes de soja
(Wallace et al., 2006); e pequenas proteinas intrinsecas basicas (SIPs) (Johanson & Gustavsson, 2002), que

s40, na suamaioria, localizadas no reticulo endoplasmatico (ER) (Ishikawa et al., 2005).
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As TIPs participam do fluxo de agua e de pequenos solutos em toda a membrana vacuolar
(tonoplasto), podendo desempenhar um papel central na osmorregulacdo celular (Maurd et al . 1997;
Tyerman et al ., 1999). Segundo estudos de Gerbeau e colaboradores (1999), além de seu papel como canal
de &gua, algumas TIPs podem desempenhar um papel importante no equilibrio das concentracfes de uréa
entre o vacuolo e o citoplasma. Além disso, elas podem estar envolvidas na desintoxicag&o do citoplasma por
um mecanismo de armadilha &cida, que facilita o transporte de ambnia, como sugerido por Loque et al.
(1999). Existem cinco grandes grupos na subfamilia das TIP: TIP1 (nome anterior, TIP-y), TIP2 (6 TIP), e
TIP3 (TIP-a), dém TIP4 e TIP5 (fig. 1). Os membros dos grupos TIP1, TIP2 e TIP4 tém sido localizados
nas membranas de vacuolos centrais, enquanto que os membros do grupo TIP3 estdo localizados na proteina
corporal, que é um derivado da organela vacuolar (Jiang et al., 2001, Maeshima et al., 1994, Maeshima,
2001). Os membros da subfamilia TIP tém especificdades préprias de substratos, incluindo agua, amdnia
(membros TIP2), uréia (membros da TIP1, TIP2 e TIP4 grupos) e glicerol (TIP tabaco) (Maeshima

& Ishikawa, 2008).

Figura 14. Diagrama esquematico da localizacdo das subfamilias de aquaporinas em planta. PIPs sdo localizados na
membrana plasmética, TIPs na menbrana vacuolar e na membrana de uma proteina corpora, SIP na membrana do
reticulo endoplasmético (ER), e NIP namembrana plasmética e ER (Maeshima & Ishikawa, 2008).
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As NIPs sdo transportadores multifuncionais e sua funcéo sugerida é a de mediar o fluxo bidirecional
de &gua, glicerol, NH; e outros pequenos solutos entre o citoplasma de plantas e bacter6ides simbiontes
(Kaldenhoff. & Fischer, 2006). Entretanto, quando comparado com as demais aquaporinas, as NIPs tém uma
menor taxa de transporte de dgua. Transcritos de gene NIP de que planta ??? foram encontrados na parte
aérea do tegumento, e da raiz, enquanto NOD-26 € expresso apenas em nddulos (Weig, & Jakob, 2000,
Schuurmans et al., 2003, Weig et al., 1997, Liu, et al.,1994). Em modelagem por homologia foi evidenciado
gue os nove genes que codificam NIP em A. thaliana estdo organizados em dois grupos: NIP | (NIP1; 1,
NIPL, 2, NIP2; 1, NIP3; 1, NIP4; 1, NIP4, 2), e NIP Il (NIP5; 1, NIP6; 1, NIP7; 1) (Wallace & Roberts,

2004).

A subfamilia das SIPs (pegquena proteina intrinseca basica) € a menor dentre as MIP de plantas. A
principal raz&o para sua pequena dimensao é a presenca de uma regido N-terminal citosolica muito curta em
comparagdo com as outras MIP de plantas (Kaldenhoff. & Fischer, 2006). Pouco se sabe sobre as SIPs, mas
algumas andlises de seus perfis de expressdo emplantas revelou a existéncia de expressao tecido-especifica
(Ishikawa et al., 2005), o que parece indicar diferentes funcdes de acordo com a localizago (Maeshima &

Ishikawa, 2008).

Ja as PIPS sdo proteinas intrinsecas de membrana plasmatica que constituem a maior subfamilia de
aguaporina de plantas com 13 membros em Arabidopsis e 14 em milho (Johanson et al., 2001, Chaumont et
al., 2000). Como a nomenclatura indica, a maioria das PIPs esta localizada na membrana plasmatica
(Schaffner, 1998). A subfamilia PIP pode ser dividida em dois grupos filogenéticos, nomeados PIP1 E PIP2.
Estes diferem pelo comprimento de suas porcdes N e C-terminais, € em outras caracteristicas, como
permeabilidade a agua. As agquaporinas do tipo PIP2 geralmente tém maior permeabilidade a agua do que as

do tipo PIP1 (Kaldenhoff. & Fischer, 2006).

A atividade de canal de &gua, cuja permeabilidade pode ser considerada alta ou apenas residual, foi revelada
para todos os membros de todas as quatro subfamilias das aquaporinas de planta (Takano et al., 2006,
Ishikawa et al., 2005, Biela et al., 1999, Dean et al., 1999, Gerbeau et al., 1999). Portanto, 0 uso do nome

genérico aquaporina parece ser justificado para todos os homdlogos presentes em planta. Devido a elevada
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plasticidade genbmica, as aquaporinas dificilmente se distinguem entre as espécies vegetais (Johanson et al.,
2001, Sakurai et al., 2005, Chaumont et al., 2001). No entanto, eventos genéticos podem ter ocorrido
recentemente durante a evolucdo. Sendo assim, faz-se necessario uma maior investigacdo sobre 0s eventos
gue proporcionaram essas especificidades. Apesar do grande nimero de estudos envolvendo a familia génica
das Aquaporinas, ndo h&4 muitos estudos abrangentes correlacionando evolugdo molecular dessas proteinas

em planta, mais especificamente em Eucalipto.

40



2)OBJETIVO

Buscando entender o processo de diversificagdo funcional e classificar corretamente o gene de uma
aguaporina identificada no banco de EST de eucalipto, o objetivo geral capitulo foi o de estudar a
diversificacdo funcional desse gene dentro da familia génica das Aquaporinas, uma vez que esse foi

provisoraimente classificado dentro de uma das subfamilias constituintes da grande familia génica das MIPs.
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3) MATERIAISE METODOS

2.1 Banco de Dados

Os bancos de dados usados como fonte para obtencdo das sequéncias protécas e de nucleotideos
foram: GenBank do National Center of Biotechnology Information (NCBI) para as sequéncias de
Arabidopsis, milho e uva, 0 Joint Genome Institute (JGI) para buscar as sequéncias de Populus. Todas as
sequéncias foram obtidas no formato FASTA. As descriges e autores referenciados para as familias génicas

obtidas nos artigos durante as revisdes bibliograficas foram usados como palavras- chave para as buscas.

Foram selecionadas um total de 64 sequéncias, 11 sequéncias de TIPs de milho (Zea maize;
Chaumont et al., 2001), 11 sequéncias de TIPs de uva (Vitis vinifera; Shelden et al., 2009), 17 sequéncias de
TIPs de Populus (Populus trichocarpa; Gupta & Sankararamakrishnan, 2009) e 10 sequéncias de TIPs de
Arabidopsis (Arabidopsis thaliana; Johanson et al., 2001). Adicionalmente, 25 sequéncias de Arabidopsis
compreendendo PIPs, NIPs e SIPs foram usadas. As sequéncias de Arabidopsis foram inicialmente utilizadas
para classificacdo do gene de agquaporina de eucalipto, e posteriormente, as demais sequéncias de outras

espécies de angiospermas foram utilizadas para andlise de fil ogenética evolutiva comparada.

2.2 Alinhamento das Sequéncias ger adas e Andlise Filogenética

As sequéncias foram alinhadas através do programa CLUSTAL W (Jeanmougin, 1998). Os arquivos
obtidos foram ent&o transferidos para o formato MEG para que os dados neles contidos pudessem ser usados

no programa MEGA4 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) versdo 4.0(Tamura et al, 2007).

As filogenias foram estimadas para cada subfamilia génica empregando as sequéncias protéicas
alinhadas e utilizando o método de neighbor-joining (Saitou & Nei, 1984), que € o0 método de preferéncia
gquando as taxas evolutivas variam entre os ramos da arvore filogenética (Ne, 1991; Heighs, 2001). As
andlises no MEGA4 foram redlizadas em duas etapas. Na primeira etapa foi estabelecida uma arvore
filogenética comparando a Aquaporina de eucalipto em estudo com 35 aquaporinas identificadas em

Arabdopsis. Na segunda etapa, uma segunda arvore foi gerada usando sequéncias de aquaporinas de
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monocotileddneas e dicotileddneas juntamente com a aquaporina de eucalipto. Em todas as anélises foram

utilizadas 1000 reamostragens (bootstrap).

A andlise filogenética foi também realizada usando o méodo UPGMA, que é um algoritmo fenético

baseado em distancias genéticas que considera a similaridade geral no agrupamento das OTUs.

3) RESULTADOS E DISCUSSAO

A éarvore filogenética comparativa (Figura 2) entre as sequéncias de aquaporinas de Arabidopsis
pertencentes as quatro diferentes subfamilias conhecidas (PIP, TIP, NIP e SIP) e o gene de eucalipto
(denominado EgAqua), confirmou que este pertence a subfamilia das TIPs. Na figura 2 é possivel observar
gue a sequéncia de eucalipto se agrupou junto a outras TIPs de Arabidopsis, mais especificamente entre as
TIPs 2. Esse resultado era esperado ujma vez que o gene de aquaporina de milho utilizado na busca do EST

de eucalipto no banco FORESTs éuma TIP 2 (Lopez et al., 2004).
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Figura 15. Arvore filogenética construida a partir das sequéncias de aminoécidos de aquaporinas das
subfamilias TIP ( tonoplagt intrinsic proteins), PIP (plasma membrane intrinsic proteins), NIP (Nod26-like
intrinsic proteins) e SIP (small and basic intrinsic proteins) de Arabidopsis thaliana em comparacédo com a
aquaporina de Eucalyptus grandis em estudo. A andlise foi realizada utilizando Neighbor-Joining, com 1000
réplicas de bootstrap.

44



TIP1

Figura 16. Arvore filogenética construida a partir de sequéncias de aminoéacidos de aquaporinas da subfamilia
TIP( tonoplast intrinsic proteins) de Arabidopsis thaliana, Zea mays, Populus trichocarpa, Vitis viniferaea
sequéncia em estudo proveniente de Eucalyptus grandis. Andlise realizada uando Neighbor-Joining, com

1000 replicas de bootstrap.
45



Com relagdo aos alinhamentos usando somente sequéncias da subfamilia das TIPs de diferentes
espécies vegetais (Figura 3), foi possivel confirmar que a aguaporina de eucalipto faz efetivamente parte da
subfamilia das TIPs, estando muito préxima das isoformas TIP 2: 2.2 e 2.3. Destaca-se também a
proximidade da agquaporina de eucalipto com as aquaporinas de uva, seguida pela de Populus, o que

demonstra, como era esperado, uma divergéncia maior desse gene com as espécies de monocotileddneas.

4) CONCLUSOES

As analises fil ogenéticas conduzidas nesse trabalho permitem sugerir as seguintes conclusoes:

- A aguaporina de eucalipto pertence a subfamiliadas TIPs.

- A topologia da é&rvore indicou que as duplicagcBes génicas ocorreram em varios nivels dentro da arvore, ou

sgja, vérias vezes durante a evolucao.
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6) ANEXOS

6.1 Tampé&o CTAB estoque (50 ml) — Extracéo de DNA:

2% CTAB (cationic hexadecy! trimethyl ammonium bromide), 1% PVP (polyvinylpyrrolidone K 40),
100 mM Tris-HCI, pH 8.0, 20 mM EDTA, 1,4 M NaCl, 0,2 % 2-mercaptoetanol (adicionar somente

na hora do uso) e completar com agua Milli-Q.

6.2 Ciclagem de PCR utilizada na técnica do Genome Walking:

Termociclador utilizado — Perkin EImer GeneAmp PCR System 9600 sendo que o PCR primério

consistiu de:

e 7 ciclos: 940C - 2 sec

720C - 3 min

» 32 ciclos; 940C - 2 sec

670C - 3min

* 67°C por mais 4 min.

O PCR secundario foi realizado por:

e 5ciclos: 94°C - 2 sec

72°C - 3min

* 20 ciclos; 94°C - 2 sec

67°C - 3min



* 67°C por mais 4 min.

6.3 Mini-prepar acdo de plasmideos por lise alcalina

Referéncia: Kit Colunas Qiagen, modificado

1) Inocular uma colénia isolada em 3 ml de meio LB contendo o antibiético

apropriado. Apés incubacéo durante toda a noite a 37°C, transferir

aproximadamente 1,4 ml para o tubo de microcentrifuga de 1,5 ml.

2) Centrifugar a 14000 rpm durante 60 s, descartar o sobrenadante. Adicionar

outros 1,4 ml da cultura de bactérias e centrifugar outros 60s. Ressuspender as

bactérias em 300 ul de P1 utilizando vortex.

3) Adicionar 300 ul de P2. Agitar por inversdo suave do tubo e incubar a

temperatura ambiente durante 5 min. N&o prolongar este periodo em excesso.

4) Adicionar 300 pl de P3. E importante agitar cada tubo por inversio suave logo

apds aadicdo de P3. Nesta etapa deve ser formado um precipitado branco.

5) Incubar as amostras no gelo por 20 min.

6) Centrifugar a 14000 rpm durante 30 min e coletar com cuidado 700 a 800 pul do

sobrenadante para um novo tubo. Evitar a coleta do precipitado que se formana

superficie da solucéo.

7) Centrifugar, se necessario, por 15 min novamente as amostras e coletar 650 a

750 pl do sobrenadante para um novo tubo.

8) Adicionar 400 pl deisopropanol e incubar a-20°C por 1 hora.
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9) Centrifugar a 14000 rpm durante 30 min & temperatura ambiente.

10) Descartar o sobrenadante, adicionar 700 ul de etanol 70%, inverter o tubo com

cuidado e centrifugar a 14000 rpm durante 5 min.

11) Descartar o etanol, secar completamente o DNA e ressuspender em 30 ul de

agua dei onizada autoclavada.

Solugdes:

P1) Tris-HCI (pH 8.0) 50 MM, EDTA (pH 8.0) 10 mM e RNase 100 ug/ml. Estocar

a 40C uma vez adicionada a RNase)

P2) NaOH 200 mM, SDS 1%

P3) Acetato de potassio 3M, ajustar o pH para 5.5 com &cido acético glacial.

Armazenar a4°C.

6.4 Mix da reacdo de sequenciamento:

MIX Volume (ul)

Save Money 2.0

BigDyev.3.115

DNA molde 350 ng

Oligo 1.0 (0.5 uM)

H20 completar para 10.0

Volumetotal 10.0
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