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RESUMO

Uma das principais estratégias de acdo da biotecnologia na area vegetal trata da
producéo de plantas geneticamente modificadas com transgenes de interesse. Entretanto, para
garantir a correta expressdo de tais transgenes em plantas de interesse agrondmico e florestal,
como € o caso do eucalipto, a identificagdo e caracterizacdo de seqiiéncias promotoras com
padrdes conhecidos de expressdo génica se fazem necessarias. Nesse contexto, 0 presente
trabalho objetivou clonar e sequenciar a regido promotora de um gene com expressdao em
folha de Eucalyptus grandis. Em seguida, um cassete de expressdo contendo o gene reporter
GUS sobre controle do referido promotor foi construido e introduzido em vetor binario. O
referido cassete foi entdo inserido em agrobactéria visando a futura transformacéo de plantas

modelo para a realizacdo de estudos funcionais.
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1. INTRODUCAO

1.1 Eucalipto

O género Eucalyptus, pertencente a familia Myrtacea e originario da Austrélia, foi
introduzido no Brasil por volta do final do século XIX e inicio do século XX. O eucalipto,
com destaque especial para a espécie E. grandis, possui crescimento acelerado no cultivo, e se
adaptou muito bem ao clima e solo brasileiros (Leite, 1998).

Os eucaliptos estdo entre as arvores de crescimento mais rapido e sdo candidatos
adequados como fonte de biomassa para bioenergia e extracdo de polpa. No melhoramento, os
objetivos tém sido principalmente obter ganhos em biomassa, fibras de qualidade, tolerancia a
estresses bidtico e abidtico, controle da floracdo e resisténcia a herbicidas. A domesticacdo do
género Eucalyptus encontra-se apenas em sua infancia, principalmente pelo fato do
melhoramento genético classico de arvores ser dificultado pelo longo estagio juvenil, sendo
que muitas caracteristicas de interesse podem ser avaliadas apenas na idade de rotacédo
(Boerjan, 2005; Lopes et al., 2010).

O Eucalipto foi bem sucedido no Brasil pelo seu rapido crescimento, atingindo o
ponto de corte em apenas sete anos, e pela sua grande tolerancia a ambientes agressivos,
aspecto que envolve muitas adaptacGes eficazes como: crescimento indeterminado, adaptacao
a seca e a incéndios, resisténcia a insetos, tolerancia a acidez do solo e baixa fertilidade
(Rockwood et al., 2008). O eucalipto é cultivado em diversas partes do mundo, especialmente
por ser uma espécie de uso mdaltiplo com possibilidade de atender a diversos segmentos,
principalmente os de interesse comercial, como as industrias de papel e celulose. Os produtos
provenientes das plantacdes florestais de eucalipto sdo destinados principalmente para a
fabricacdo de produtos madeireiros como: chapas, laminas, compensados, aglomerados,
carvao vegetal, madeira serrada, celulose e méveis (Mora & Garcia, 2000). Contudo ainda sao
extraidos dessas plantacdes produtos ndo madeireiros como: o latex, as resinas, ceras, gomas,
fibras tanantes, corantes, e 6leos aromaticos ou essenciais, e cascas, obtidos geralmente
através de extracdo ndo destrutiva (ABRAF, 2010). Entre outras utilidades, podemos
incluir também a remocdo de gas carb6nico (CO;) da atmosfera contribuindo para a
diminuicdo do efeito estufa, a protecdo dos solos contra processos erosivos, acrescentando a
ele caracteristicas de permeabilidade, aumentando a taxa de infiltracdo das aguas pluviais e

regularizando o regime hidroldgico nas areas plantadas.



No Brasil, a produtividade média das florestas de eucalipto é de 44 md/ha/ano,
sendo esse alto nivel de produtividade resultante de grandes investimentos em pesquisa e
desenvolvimento, clonagem de mudas, favorecidos também pelas boas condi¢des do clima e
do solo brasileiro (BRACELPA, 2010).

Tabela 1- Produtividade média (m*ha/ano) de madeira para celulose a partir de Eucalipto e Pinus
entre os anos de 1980 e 2009 (BRACELPA, 2010).

O manejo florestal sustentavel, apoiado pelo desenvolvimento tecnoldgico e
genético, é um dos pilares da competitividade global do setor nacional, que garante ao Brasil
uma posicdo de destaque entre os principais produtores mundiais de celulose e papel. Nesse
contexto, a alta produtividade e a qualidade da madeira obtidas nos ultimos anos —
principalmente como resultado de pesquisas de melhoramento genético e de técnicas
silviculturais — sdo caracteristicas que destacam o Brasil no cenario internacional
(BRACELPA, 2010).



Gréfico 1- Distribuicdo da area de plantios de Eucalyptus por estado. Dados de 2010 (ABRAF, 2011).

Os estados produtores de Minas Gerais, Sdo Paulo, Bahia, Mato Grosso do Sul,
Rio Grande do Sul, Espirito Santo e Parana detém 86,1% dos plantios do género Eucalyptus
no Brasil (Gréficol) (ABRAF, 2011).

Gréfico 2- Crescimento percentual da area plantada com Eucalyptus por estado. Dados de 2010
(ABRAF, 2011).
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A importancia das plantacdes florestais de eucalipto, além de econémica, €
também ambiental, destacando-se como principal instrumento para a recuperacdo de areas
desmatadas. A utilizacdo 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).

1.2 Biotecnologia e 0 uso de promotores

Na busca por um manejo sustentavel dos agroecossistemas surgem novas
abordagens, como o uso da biotecnologia, com a finalidade de aperfeicoar o cultivo, gerando
estratégias de melhoramento aplicaveis a diferentes culturas. Abordagens biotecnoldgicas
para resisténcia a doengas, por exemplo, representam uma alternativa atraente na agricultura
contemporanea complementando as abordagens tradicionais de melhoramento genético
vegetal ou tratamentos quimicos das culturas (Altpeter et al., 2005). A biotecnologia explora a
vantagem de acelerar a investigagdo da funcdo de um gene de interesse pela transferéncia do
mesmo para as especies vegetais de interesse, enquanto o melhoramento classico oferece a
oportunidade de identificar novos elementos genéticos que controlam caracteristicas de
interesse através da exploracdo da diversidade natural (Lopes et al., 2010).

No caso do eucalipto, algumas ferramentas foram criadas para auxiliar o seu
melhoramento. Dentre elas destacam-se 0 sequenciamento do genoma de E. grandis, cujas
sequéncias estdo disponiveis no site EucalyptusDB (Public Eucalyptus Genome Resource), a
identificacdo de um grande conjunto de unigenes oriundos de madeira disponibilizado no
banco de dados EUCAWOOD (http://www.polebio.scsv.ups-tlse.fr/eucalyptus/eucawood/), e
0s bancos de sequéncias expressas (ESTs) do FORESTs e Genolyptus. Essas descobertas
criaram um recurso valioso para estudos de genémica funcional e melhoramento molecular
em géneros de importancia econdmica (Rengel et al, 2009), auxiliando também na divulgacao
de dados genémicos de eucalipto para a comunidade cientifica. Esses bancos representam
também uma importante fonte de identificacdo e clonagem de sequéncias regulatdrias de
genes com padrdo de expressao conhecido, tema de estudo do nosso laboratério.

Um dos principais desafios na aplicacdo da biotecnologia de plantas é desenvolver
cassetes de expressdo compactos que permitam a expressdo do transgene nos locais desejados

e com o melhor custo-eficacia. Nesse caso, a escolha do promotor é de extrema importancia
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(Xu et al., 2010; Zheng et al., 2011). Em geral, o promotor é a parte do gene que tem a fungédo
de mediar e controlar o inicio da transcrigdo, estando localizado imediatamente a montante da
regido a ser transcrita (Werner, 1999). E processador central da regulacio da expressao génica
uma vez que contém os sitios de ligacdo para a RNA polimerase e seus fatores gerais de
transcricdo, responsaveis pela transcricdo génica (Griffiths et al., 2005). Promotores
constitutivos, como o 35S do virus do mosaico da couve-flor, séo comumente utilizados em
programas biotecnoldgicos destinados a aumentar a resisténcia em plantas aos estresses
bidticos (Zheng et al., 2011). Porém, transgenes sob o controle de tal promotor geralmente
sdo expressos em todos os Orgaos e/ou tecidos da planta. Embora seja considerado um
promotor forte, 0 uso do promotor 35S representa um impedimento para a producdo de
transgénicos nos quais o controle preciso da expressdo do transgene é essencial (Singer et al.,
2011).

A identificacdo e caracterizacdo de promotores &rgdo/tecido-especificos
representam uma prioridade nos programas biotecnoldgicos voltados para a producdo de
transgénicos, uma vez que o uso dos mesmos tende a evitar a expressdo génica generalizada.
Assim, 0 uso de promotores com padrdes especificos de expressdo em construcGes génicas
visando a transformacdo de plantas de interesse é importante tanto para evitar o desperdicio
de energia relacionado com a producdo de proteinas de interesse em células/tecidos néo
relevantes, quanto para evitar distdrbios metabolicos advindos da expressdo elevada e
generalizada do transgene (Vicentini et al., 2005).

Dentre os 6rgdos/tecidos de escolha para a expressdo tecido-especifica em
eucalipto, a folha respresenta um alvo importante, especialmente se considerarmos a
necessidade de expressdo de transgenes voltados para o controle de patdgenos e pragas que
atacam este orgao. Dessa maneira, a disponibilidade de promotores de genes com expressao
especifica em folha de eucalipto € de fundamental interesse para aplicagdo em programas

biotecnoldgicos visando melhorar as propriedades desta importante espécie florestal.
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2. OBJETIVOS

O presente projeto teve como objetivos:

1) Validar a expressdo tecido-especifica de um EST selecionado in silico e predito como
apresentando expressdo especifica em folha.

2) Clonar e sequenciar a regido promotora do gene de Eucalyptus grandis correspondente ao
EST validado.

3) Construir um cassete de expressdo contendo o gene reporter uidA (GUS) sob controle do

referido promotor para posterior transformacao em Agrobaterium tumefaciens.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Identificacdo e selecdo do EST especifico de folha

O EST correspondente foi identificado no banco de dados do Projeto EST do
Eucalipto (Forests) empregando a ferramenta BLAST. O banco FORESTS é constituido por
ESTs oriundos do sequenciamento de bibliotecas de cDNAs construidas utilizando RNA
mensageiro proveniente de varios Orgdos/tecidos em condi¢cbes normais e sob estresses
bioticos e abioticos. Cabe ressaltar que para comparar os niveis de expressdo nas diferentes
bibliotecas, os dados foram normalizados pelo nimero de reads em cada biblioteca. As
analises dos perfis de expressdio foram realizadas considerando cada biblioteca
individualmente ou pools onde bibliotecas de o6rgdos/tecidos similares foram agrupadas
(Sassaki, 2008).

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 Arabidopsis thaliana (AT1G56190.1) que apresenta expressdo especifica

em folha.

3.2 Validagao da expressédo do EST candidato por RT-PCR

A sequéncia do EST de eucalipto selecionado in silico, numero
EGCBLV2208C06, esta disponibilizada na Figura 01.

CTTCATTGCCTGAGGGECGGTGTTCTTCTTCT TGAGAACGT GAGATTTTACAAAGAGGAAGAAAAGAATGAACC
TGAGT TTGCCAAGAAGCT GECATCATTGGCAGATCTGTATGTAAATGATGCT TTTGGAACAGCACACAGGEECT
CATGCTTCTACTGAGGGEGGT TACTAAGT TCTTGAAGCCCTCTGT TGCTGECTTCCTTTTGCAGAAGGAGCTAG
ACTATCTTGI TGEGGECTGT GT CTACCCCCAAGAGACCAT TTGCTGCCATTGT GGGT GECTCAAAAGTCTCATC
CAAGATTGGTGTGATTGAATCTCTTCTAGAGAAGT GTGACATCCTTCTTTTGGEGEEGT GECATGATCTTCACC
TTCTACAAGGCACAGGGTCTCTCTGTI TGGT TCTTCCT TGGT GGAGGAAGATAAGCTGGATCT TGCAACATCGC
TCCTTAAAAAGGCCAAAGCAAAGGGAGT TTCTTTATTGT TGCCCACTGATGTGGT TATTGCGGACAAGT TTGC
TCCAGATGCAAACAGCAAGATAGT GCCAGCATCTGCCATTCCTGATGGCT GGATGGGAT TGGATAT TGGACCA
GACTCTATTAAGACATTTAATGATGCT CTGGGAACTACCAAAACT GT CAT CT GGAACGGACCCATGGGAGT GT
TTGAGI TTGACAAATTTGCCGCT GGAACT GAGGCT GT TGCAAAGAAGCT AGCAGAGCT CAGT GCCGCAGGAGT
GACGACCATTATTGGAGGAGGEGGACT CTGT TGCAGCT GT GGAGAAAGT TGGAGT TGCTGATGT GATGAGCCAC
ATATCTACTGGT GGT GGTGCCAGT TTGGAGT TGT TGGAAGGCAAAGAACT TCCTGGTGI TGT TGCTCTAGACG
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Figura 1- Sequéncia de nucleotideos do EST EGCBLV2208C06 que faz parte do cluster
EGEQLV2001G06.g. Em destaque o codon ATG predito na regido codificadora do EST.

A validacdo da sua expressdo foi realizada por transcri¢do reversa RT-PCR. Para
isto, RNA total foi extraido de diferentes drgdos/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 liquido com posterior solubilizacdo em tamp&o de extracdo
CTAB (Anexo 6.1) pré aquecido e incubado por 10 a 15 minutos a 65°C. Adicionou-se em
seguida 500 pl de CIA (cloroformio-alcool isoamilico — 24:1) e homogeneizou-se a solugao.
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 pul 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 (Anexo 6.2).

Para a producdo de cDNA, as amostras foram tratadas com DNAse | segundo as
recomendacdes do fabricante (MBI Fermentas). ApoOs este tratamento, cada amostra foi
submetida a transcricdo reversa utilizando Oligo—-dTVN17 (10 mM) e a enzima
“SuperscriptTM 11l Reverse Transcriptase” segundo as recomendacdes do fabricante
(Invitrogen). Os cDNASs obtidos foram amplificados por PCR utilizando os oligonucleotideos
especificos (JPhoF 5 AATTACCCCCACATCAGCTGG 3/ JPhoR
5 GTCGATACAGGCTCACCCAGAT 3') ao EST selecionado in silico. As etapas utilizadas
na reacdo foram: desnaturacéo 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 expressdo foi confirmada analisando-se 0s
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 6rgéo.
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3.3 Isolamento da regido promotora, clonagem e sequenciamento

O isolamento da regido promotora em estudo foi realizado empregando o banco
de dados do genoma completo do eucalipto, disponivel no  site
http://www.phytozome.net/eucalyptus.php. A sequéncia do EST validado na etapa anterior
(Figura 1) foi empregada para encontrar o locus correspondente no banco de maneira a
permitir o desenho primers especificos para amplificar a regido promotora do gene candidato.

A referida regido regulatéria foi amplificada por PCR empregando DNA
gendmico de eucalipto extraido a partir de folha.

A extracdo de DNA gendmico foi baseada no protocolo de Ferreira &
Grattapaglia (1998). Foram utilizados aproximadamente 150 mg de tecido foliar macerado em
nitrogénio liquido com posterior solubilizacdo em 700 ul do tampéo de extracdo CTAB pré-
aquecido (Anexo 6.3) e incubacdo por 30 min a 65°C. Adicionou-se em seguida 600 ul de
CIA (cloroférmio-alcool isoamilico na proporcdo 24:1) seguido de uma centrifugacdo a
140009 durante 15 min. O sobrenadante foi coletado e ao mesmo foi adicionado 600 ul de
CIA, centrifugando a amostra nas mesmas condicdes anteriores. O sobrenadante foi coletado,
e nele foram adicionados 700 pul de isopropanol frio (-20°C). A amostra foi precipitada a -
20°C por no minimo 30 min com subsequente centrifugacéo a 75009 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.

Os produtos amplificados de PCR 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 DH5_ (Sambrook et al., 1989).
Mini-preparacdo por lise alcalina (Anexo 6.4) foi utilizada para a extragdo dos plasmideos e
uma digestdo com BamHI e Ncol foi realizada para verificar a presenca dos fragmentos
clonados nos tamanhos corretos, descartando os clones com falsos positivos. Os
transformantes validados foram crescidos em 1,5 ml de meio Luria Bertani (LB) liquido,
volume ao qual foi adicionado glicerol liquido autoclavado (15%; v/v) para posterior

estocagem em freezer -80°C.
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A reacdo de sequenciamento (Anexo 6.5) foi realizada com um kit comercial de
“Big Dye” versdo 3.1 (Applied Biosystems) e os oligonucleotideos M13 senso e antisenso.
Como molde foram utilizados os DNAs plasmidiais contendo os produtos de PCR. As reacdes
de sequenciamento foram realizadas em sequenciador automatico modelo ABI Prism 377

(Applied Biosystems).

3.4 Construcao do cassete de expressao

Para a construgdo do cassete de expressdo, a regido promotora amplificada por
PCR empregando 0S oligonucleotideos BamHI (5-
CGCGGATCCGCGAGGACGACAGGGC-3) e Ncol (5'-
CATGCCATGGTTTACCTTCCCTTGAC-3), os quais viabilizaram a adicdo dos sitios de
restricdo BamHI (5 terminal) e Ncol (3' terminal) nas extremidades no produto amplificado,
foi inserida no vetor binario pPCAMBIA-1381z (Cambia). Para tal, o produto de amplificacédo
obtido foi digerido com as enzimas de restricdo citadas, purificado em gel de agarose e
inserido no vetor pPCAMBIA-1381z igualmente digerido. O uso do sitio Ncol permitiu a
correta insercdo do promotor em fuséo transcricional com o inicio da regido codificadora do
gene reporter uidA (GUS) presente no pPCAMBIA-1381z.

Apés aligacdo, células competentes da cepa DH5a de Escherichia coli preparadas
conforme protocolo descrito (Sambrook et al., 1989) foram transformadas empregando
choque térmico. Apds a transformacdo, as bactérias foram plaqueadas em placas de Petri
contendo meio Luria-Bertani (LB) solido (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 pg/ml de higromicina. As placas foram incubadas em estufa a 37°C
por 16 horas.

Para verificar a correta insercdo do promotor no vetor binario foi realizada a
digestdo do vetor recombinante, extraido por lise alcalina (Sambrook et al., 1989), com as
enzimas de restricdo usadas na clonagem. O produto de digestéo foi entdo analisado em gel de
agarose 1%. A verificacdo da insercdo foi também realizada por PCR utilizando um
oligonucleotideo promotor-especifico (EGRT-conF - 5
CGCGGATCCGCGAGGCAGACAGGGC) e um oligonucleotideo GUS-especifico (GUS-R
—5'GTCTGCCAGTTCAGTTCATTGTT).
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O cassete de expressdo construido (denominado promPhop: GUS) encontra-se

esquematizado na Figura 2.

BamH]I

1500 pb

pCAMBIA-1381z

Figura 2- Representacdo esquematica do cassete de expressdo contendo o promotor especifico de
folha (1500 pb) em fusdo transcricional com o gene uidA (GUS) inserido no vetor binario pCAMBIA-
1381z. O terminador da nopalina sintetase (NOS) esta representado.

3.5 Transformacdo do vetor binario em células competentes de Agrobacterium

tumefaciens

O cassete de expressdo promPhop: GUS foi transformado nas células competentes
de Agrobacterium tumefaciens linhagem LBA4404 empregando protocolo descrito (Lacorte e
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 antibiticos
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 tampé&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 apos
homogeneizacdo procedeu-se uma incubacdo 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



18

mantida a 28°C por mais 4 horas. Em seguida, cerca de 100 ul da suspenséo de células foi
plagueada em meio LB contendo 20 pl de Rifamicina (100 mg/ml), 1,67 ul de Estreptomicina
(300 mg/ml) e 20 pl de higromicina (100 mg/ml). As placas foram entdo incubadas a 28°C por
trés dias para aguardar o crescimento de colonias.

Para confirmacdo da transformacéo, col6nias isoladas foram cultivadas em meio
LB liquido a 28°C por 20 horas, e apds a extracdo dos plasmideos recombinantes por lise
alcalina (Sambrook et al., 1989) (Anexo 6.2), 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%.

3.6 Elementos cis-regulatdrios presentes no promotor

A regido promotora foi analisada quanto a presenca de elementos cis-regulatorios
utilizando os programas PlantCARE e PLACE disponiveis nos enderegos:
http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/ e
http://www.dna.affrc.go.jp/htdocs/PLACE/) .
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Validacao da expresséo por RT-PCR do candidato

O EST candidato (EGCBLV2208CO06) utilizado para a clonagem da regido
promotora foi selecionado por analises in silico no banco de dados FORESTSs e validado
quanto ao seu perfil de expressdo empregando RT-PCR. Os resultados obtidos confirmam que
o referido candidato apresenta expressao especifica em folha de eucalipto como previsto pela
analise in silico (Figura 3). O padrdo observado contrasta com o padrdo ubiquo de expressdo

obtido para um gene de eucalipto (GAPDH) considerado constitutivo (Figura 4).

1 2 3 4 5

Figura 3- Validacdo da expressdo tecido-especifica do candidato selecionado empregando RT-PCR.
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 amplificagdo foram visualizados em gel de agarose
1% corado com brometo de etideo.

1 2 3 4 5

Figura 4- Amplificagdo do gene normalizador GAPDH em diferentes 6rgdos/tecidos de eucalipto. As
amplificacBes 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% corado com brometo de etideo.
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4.2 Isolamento da regido promotora

A sequéncia do EST candidato validado por RT-PCR foi utilizada para o
isolamento de sua regido promotora. Para tal, oligos gene-especificos foram desenhados para
a amplificacdo da regido situada a montante da sequéncia do EST, mais especificamente
acima do ATG iniciador (Figura 1). Essa regido foi amplificada por PCR a partir de DNA
gendmico extraido de eucalipto, e o produto resultante foi clonado e sequenciado.

4.2.1 Elementos cis-regulatorios presentes no promotor amplificado

A sequéncia promotora obtida foi analisada quanto a presenca de elementos
regulatorios utilizando 0 banco de dados do PLACE
(http://www.dna.affrc.go.jp/htdocs/PLACE/). Nessa andlise foram identificados alguns
elementos regulatorios que caracterizam o fragmento sequenciado como uma regido

promotora como mostra a Tabela 2.

Tabela 2- Elementos cis-regulatorios relevantes encontrados na anélise do promotor em estudo nos

bancos de dados PLACE e PlantCARE.

Nome Sitio Sequencias ~ .
CONsenso Funcéo predita
Presente no promotor viral CaMV35S. Envolvido na ativacdo da
ASF1IMOTIFCAMV S000024 TGACG transcricdo de genes por auxina e/ou acido salicilico; relevante para
regulacdo de luz; é estimulado por estresse biotico e abidtico.
CACTETPPCAL $000449 YACT Componen_te_ (_:have encoptrado em 'p_romotores de dicotileddneas,
capaz de dirigir a expressdo em mesofilo.
CCAATBOX1 S000030 CCAAT Sré:é);,trado no promotor de genes que codificam proteinas “heat
DRECRTCOREAT S000418 RCCGAC Motlyo DRE/CRT (dehydratlon-rfzsponswe element/C-repeat)
relacionado com resposta a estresse hidrico.
GATABOX S000039 GATA Iliiquerldo para a expressdo tecido-especifica, sendo regulado por
GT1CONSENSUS S000198 GRWAAW Presente em promotores de genes regulados por luz.
IBOX S000124 GATAAG Sequéncia conservada em promotores de genes regulados por luz.
IBOXCORE S000199 GATAA Sequéncia cgnsgrvada em pr_om(ztores de genes regulados por luz
em monocotileddneas e dicotiledéneas.
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IBOXCORENT S000424 GATAAGR Associado a regides promotoras de genes com resposta a luz.

MYBCORE S000176 CNGTTR Sitio de Ilgagaq de fatores Qe tral_nscrlgao do tipo MYB. Responde
ao estresse hidrico em Arabidopsis.

WRKY710S S000447 TGAC Sltlo_ de Ilga(;ao de fatores de transcricdo do tipo WRKY e
relacionado a resposta a estresses.

SORLIP2AT S000483 GGGCC Sequéncias altamente presentes em promotores induzidos por luz.

4.3 Construcéao do cassete de expresséo promPhop:GUS

O fragmento promotor amplificado na etapa anterior foi purificado em gel,

introduzido no vetor pCAMBIA 1381-z e transformado em E. coli DH5a. ApoGs a

transformacdo, a verificacdo da insercdo no plasmideo recombinante foi realizada por

digestdo empregando as enzimas Ncol e BamHI. Seis clones foram analisados e todos

confirmaram a presenca do inserto (Figura 5). Os clones positivos foram também submetidos

a PCR, utilizando os oligonucleotideos especificos ao promotor e ao gene repdrter (EGRT-

conF e GUS-R), e um produto de tamanho esperado foi observado.
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Figura 5- Digestdo com as enzimas Ncol e BamHI do cassete de expressdo contendo o promotor
especifico de folha inserido em pCAMBIA 1381-z. A- Ladder 1 Kb; B a G- col6nias positivas. Os
produtos de digestdo foram visualizados em gel de agarose 1%. A seta indica a posi¢édo do produto
esperado (1,5 Kb).

Os clones B e C foram selecionados e submetidos a reacdo de sequenciamento
para a verificagdo da correta insercdo do promotor no vetor pPCAMBIA 1381-z, a qual foi

devidamente confirmada.

4.4 Confirmacéo da transformacédo em Agrobacterium tumefaciens

O vetor binario pPCAMBIA-1381z contendo o cassete de expressdo promPhop:
GUS foi transformado em Agrobacterium tumefaciens cepa LBA4404 de acordo com
protocolo ja descrito (item 3.5). As agrobactérias recombinantes foram identificadas através
de PCR empregando um oligonucleotideo posicionado no sentido senso da seqiiéncia
promotora e o0 outro complementar a regido codificadora do gene repérter GUS, proximo ao
ATG, originando um fragmento de aproximadamente 1500 pb (Figura 6).
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Figura 6- PCR confirmatério da transformacdo do vetor binario contendo o promotor
promPhosp:GUS em A. tumefaciens. A- Ladder 1 Kb; B a K- colénias positivas; L- Controle positivo;
M- Controle negativo (sem DNA). Os produtos de PCR foram visualizados em gel de agarose 1%. A
seta indica a posicdo do produto esperado (1,5 Kb).
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5. CONCLUSOES

A regido promotora do gene com expressdo especifica em folha de eucalipto foi
clonada e sequienciada, e um cassete de expressdo contendo o referido promotor em fuséo com
0 gene reporter GUS foi obtido. Desse modo, podemos inferir que os resultados obtidos neste
trabalho com a construcdo do cassete de expressdao promPhosp: GUS irdo permitir futuras

analises funcionais deste promotor em plantas transformadas e posteriormente regeneradas.



25

6. ANEXOS

6.1 Tampéo CTAB para extracdo de RNA - estoque (100 ml):
2% CTAB (cationic hexadecyl trimethyl ammonium bromide), 2% PVP
(polyvinylpyrrolidone K 40), 100 mM Tris-HCI, pH 8.0, 25 mM EDTA, 2 M NacCl, g.s.p.

agua Milli-Q. Autoclavar o tampao.

6.2 Gel de agarose desnaturante 1% para RNA (40 ml):

Adiciona-se 0.4 g de agarose, 4 ml MOPS 10X, 2 ml formaldeido, 34 ml agua
deionizada tratada com DEPC. Ferver no microondas até dissolver completamente a agarose e
adicionar 1 pl de brometo de etidio (10 mg/ml).

Tampéo de carregamento desnaturante:
Para cada amostra: 2 ul de MOPS 10X, 3 ul formaldeido, 10 pl formamida, 2 pl
de tampé&o de carregamento 1X, 3 ul de RNA total. Desnaturar as amostras com o tampéao por

15 min a 65°C e dar um choque térmico no gelo.

6.3 Tampé&o CTAB estoque (50 ml) — Extracdo de DNA:

2% CTAB (cationic hexadecyl 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.

6.4 Mini- preparacao de plasmideos por lise alcalina

Referéncia: Sambrook et al. (1989) e Kit Colunas Qiagen, modificado

1) Inocular uma coldnia isolada em 3 ml de meio LB contendo o antibidtico apropriado. Apds
incubacdo durante toda a noite a 37°C, transferir aproximadamente 1,4 ml para o tubo de
micro- centrifuga 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.
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3) Adicionar 300 ul de P2. Agitar por inversdo suave do tubo e incubar a temperatura
ambiente durante 5 min. Nao prolongar este periodo em excesso.

4) Adicionar 300 pl de P3. E importante agitar cada tubo por inversdo suave logo apos a
adicdo 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 ul do
sobrenadante para um novo tubo. Evitar a coleta do precipitado que se forma na superficie da
solucéo.

7) Centrifugar, se necessario, por 15 min novamente as amostras e coletar 650 a 750 ul do
sobrenadante para um novo tubo.

8) Adicionar 400 pl de isopropanol eincubar a-200C por 1 hora.

9) Centrifugar a 14000 rpm durante 30 min a temperatura ambiente.

10) Descartar o sobrenadante, adicionar 700 pl 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

deionizada autoclavada.

Solucbes empregadas:

P1) Tris-HCI (pH 8.0) 50 mM, EDTA (pH 8.0) 10 mM e RNase 100 pg/ml. Estocar a 4°C
uma vez adicionada a RNase)

P2) NaOH 200 mM, SDS 1%

P3) Acetato de potassio 3M, ajustar 0 pH para 5.5 com acido acético glacial. Armazenar a
4°C.

6.5 Mix da reacdo de sequenciamento:

MIX Volume (pl)

Save Money 2.0

Big Dye v.3.11.5

DNA molde 350 ng

Oligo 1.0 (0.5 uM)

H20 completar para 10.0
Volume total 10.0
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