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Resumo

Os cassetes de expressdo empregados atualmente para a producdo de plantas
geneticamente modificadas sdo baseados, na sua maioria, em promotores constitutivos
gue determinam a expressdo generalizada do transgene na planta, 0 que muitas vezes
ndo é necessario nem desejado. A alternativa mais vidvel para substituicdo de tais
promotores é investir na identificacdo e caracterizacdo de promotores 6rgdo/tecido-
especificos ou estimulo-dependentes nas espécies de interesse. O presente projeto teve
como objetivos identificar e caracterizar genes com padrdo de expressdo &rgao-
especifico em eucalipto e, a partir dessas informacdes, isolar e caracterizar as
sequéncias promotoras adjacentes. Predi¢des in silico no banco de dados do projeto de
sequéncias expressas do eucalipto (FORESTS), e informac@es disponiveis na literatura a
respeito de genes com padrdo de expressdo Orgdo-especifico, foram utilizadas na
selecdo. Assim, 59 genes preditos como possuindo expressdo exclusiva em dado 6rgdo
foram selecionados para a validacdo via RT-PCR. Dos candidatos validados, 2 eram de
raiz, 1 de folha, 1 de botdo floral e 1 de botdo floral e fruto, concomitantemente. Trés
candidatos ubiquos também foram selecionados. Dois desses candidatos tiveram seus
perfis de expressdo em diferentes 6rgaos de eucalipto avaliados por PCR quantitativa,
indicando que o primeiro é preferencialmente expresso em folhas, e 0 segundo expresso
especificamente em raiz. A partir de estratégias de “genome walking” foram isolados
diferentes promotores putativos, sendo que o promotor do candidato com expressdo
preferencial em folha (1.2 kb) foi selecionado para a caracterizagcdo funcional em
plantas usando o gene uidA, que codifica a B-glucuronidase (GUS), como repérter. Em
plantulas transgénicas de tabaco da geracdo T1, a expressdo de GUS foi detectada

majoritariamente em cotilédones. Em plantas adultas, porém, a expressdo de GUS foi



detectada também no caule e na raiz, mas em menor intensidade se comparada com a
expressdo observada em folha. Esse promotor modulou a transcricdo de GUS em

ensaios transientes em plantulas de Eucalyptus grandis.

Palavras-chave: Expressdo génica; Promotores; Tecido-especificidade; Eucalyptus;
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Abstract

Many plant genetic engineering applications require spatial expression of
transgenes, which in turn depends upon the availability of tissue- and organ-specific
promoters. In the present work, the identification of genes with organ-specific
expression in Eucalyptus grandis was performed aiming the subsequent isolation and
characterization of contiguous promoter sequences. Candidates genes were selected by
in silico predictions in the Eucalyptus EST project (FORESTS) database or by searching
the available literature for genes with specific expression patterns. Fifty-nine genes with
predicted organ-specific expression were selected for further RT-PCR validation.
Among the validated candidate genes, 2 were root-specific, 1 was leaf-specific, 1 was
flower-bud-specific and 1 was flower-bud and fruit specific. Three genes ubiquitously
expressed were also selected. The relative expression levels of two of them (one leaf-
specific and one root-specific) over a broad range of eucalyptus organ/tissues were
determined using real time PCR. The 5’ putative regulatory sequences of the validated
genes were isolated using genome walking strategies, and the activity of the leaf-
specific promoter (1.2 kb) was further investigated in transgenic tobacco plants using a
GUS reporter system. In transgenic seedlings from the T1 generation, GUS expression
driven by this promoter was detected preferentially in cotyledons. In adult plants,
however, GUS expression was detected in both stem and root, but in lower intensity if
compared to the expression observed in leaves. This promoter was also able to modulate

the transient expression of GUS in seedlings of Eucalyptus grandis.

Keywords: Gene expression; Promoters; Tissue-specificity; Eucalyptus;

Biotechnology
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1) Introducéao

1.1) O eucalipto

O eucalipto é uma das principais fontes de celulose no mundo. O Brasil, onde
existem 220 empresas florestais com 225 unidades industriais distribuidas em 17
estados, destaca-se no ranking mundial alcangando o 6° lugar como produtor de celulose
e 0 11° como produtor de papel (Bracelpa, 2007). Com 1,7 milhdo de hectares de area
plantada para fins industriais, o setor produziu 11,9 milhoes de toneladas de celulose e 9
milhoes de toneladas de papel com exportacdes da ordem de 4,7 bilhoes de délares
gerando 110 mil empregos diretos e 500 mil empregos indiretos (Bracelpa, 2007).

O género Eucalyptus, da familia Myrtaceae, origindrio da Australia, foi
introduzido no Brasil por volta do final do século XIX e inicio do XX. O eucalipto, com
destaque especial para a espécie E. grandis que possui crescimento acelerado no cultivo,
se adaptou muito bem ao clima e solo brasileiros. O crescimento do eucalipto é
considerado rapido (média 45 m*/ha/ano — plantio clonal), chegando & fase de corte
entre 5 a 7 anos (Leite, 1998). Além disso, o0 eucalipto possui uma madeira com boa
qualidade de fibras e de polpa.

Em contraste as espécies anuais cultivadas (como milho, soja), as espécies
florestais, como o eucalipto, sdo consideradas semidomesticadas devido ao seu longo
ciclo reprodutivo. Atualmente, os mais avancados programas de melhoramento de
espécies coniferas encontram-se em sua quarta geragdo, 0 mesmo acontecendo com 0
programa do eucalipto (Séguin et al., 1998). O melhoramento de arvores é, 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. Nesse
contexto, quanto mais conhecimento sobre a biologia molecular das arvores for
adquirido, maiores serdo as oportunidades para seu melhoramento (Séguin, et al., 1998).

A identificacdo e caracterizacdo de genes tém viabilizado o melhoramento de
Varias espécies vegetais através de selecdo assistida, identificagdo de QTLS e produgdo
de plantas transgénicas. A producdo de plantas geneticamente modificadas tem um
grande potencial, uma vez que tem permitido o melhoramento de gendtipos
selecionados por métodos convencionais, pela introdugdo de um ou poucos genes que,
em muitos casos, sdo encontrados em espécies distantes. Tais genes ndo poderiam ser
transferidos via recombinacdo, o que obrigatoriamente acontece entre individuos
sexualmente compativeis. As caracteristicas melhoradas sdo muitas e incluem o
aumento da tolerancia a estresses bidticos (Kazan et al., 1998; Kanzaki et al., 2002) e
abioticos (Serrano et al., 1999; Shen et al., 2002).

A primeira arvore transgénica foi produzida em 1987, introduzindo-se o gene
aroA em Populus para conferir resisténcia ao herbicida glifosato (Fillatti et al., 1987).
Outros genes de resisténcia a outros herbicidas, a patdgenos, e genes relacionados ao
controle de florescimento e qualidade de madeira foram introduzidos também em
Populus (revisdo em Merkle e Nairn, 2005). Recentemente, Li e colaboradores (2003)
reportaram a producdo de Populus transgénico co-transformado com as seqiiéncias anti-
senso do gene que codifica a 4-cumarato-CoA ligase e senso do gene que codifica a
coniferaldeido 5-hidroxilase, obtendo uma linhagem com baixo teor de lignina (52%
menor), com uma razdo siringil/guaiacil considerada alta (64%), e com 30% a mais de
celulose em relagdo as &rvores ndo transformadas. A introducdo de mais de uma

caracteristica em uma arvore transgénica demonstrou ser possivel permitindo a



manipulacdo concomitante da qualidade e quantidade de lignina, assim como do
contetido de celulose (Merkler e Nairn, 2005).

No caso do eucalipto, 0s avangos iniciais se deram na &rea de propagagéo in
vitro, procurando o desenvolvimento de sistemas de regeneragdo via organogénese e
embriogénese (revisdo em Merkle e Nairn, 2005) visando fornecer material-alvo
necessario para manipulacdo genética. Apesar dos avancos de técnicas de transformagéo
estavel como, por exemplo, via biobalistica (Sartoretto et al., 2002) e transformacéo
mediada por Agrobacterium assistida por sonicacdo - SAAT (Gonzélez et al., 2002),
poucos foram os relatos de transformacdo estivel e regeneracdo nessa espécie. O
primeiro relato de transformagdo estdvel demonstrou que E. camaldulensis poderia ser
transformado via co-cultivacdo de explantes foliares de culturas in vitro, de plantas
(Mullins et al., 1997) ou de hipocétilo de plantulas (Ho et al.,, 1998), com
Agrobacterium tumefaciens. Mais recentemente, um hibrido de E. grandis X E.
urophylla foi transformado com a seqliéncia antisenso do gene que codifica a alcool
cinamilico desidrogenase (CAD) de E. gunni, e algumas plantas regeneradas
apresentaram uma atividade CAD 78% menor (Tournier et al., 2003).

Os projetos genoma tém sido de extrema importancia para a identificagdo de
genes de interesse para o setor agricola e florestal. No Brasil, duas iniciativas
construiram bancos de seqiiéncias expressas (ESTS) a partir de eucalipto: o projeto
FORESTSs, com 123.889 ESTs; e 0 projeto GENOLYPTUS com aproximadamente
120.000 ESTs. Ambas as iniciativas contaram com participacdo do governo, empresas
de papel e celulose e de universidades/institutos de pesquisa.

Sabe-se, entretanto, que somente a caracterizagdo de um gene ndo garante sua
utilidade na obtencdo de transgénicos. A producdo eficiente de uma proteina heteréloga

em determinado organismo depende da obtencdo de altos niveis de transcricdo do gene



introduzido e, para isso, promotores altamente ativos sdo necessarios (Rance et al.,
2002).

Numa breve consulta em bancos de patentes de promotores, verificou-se que as
patentes relacionadas ao género Eucalyptus se concentram em poucos promotores, 0s
guais modulam a expressdo preferencial em madeira, como o promotor do gene que
codifica uma celulose sintetase (W02007/141705), e o promotor do gene que codifica a
cinamil alcool desidrogenase (US5633439); ou ainda expressao tecido-vascular, como o
promotor do gene COMT (US20040146904). Na maioria dos casos, 0S promotores
utilizados e patenteados sdo provenientes de outras espécies florestais, como por
exemplo, o Populus cujo genoma esta completamente seqlienciado. A caracterizagéo de
promotores Orgdo/tecido especificos representa, portanto, um tema relevante de
pesquisa visando disponibilizar novas ferramentas para a manipulacdo genética em

eucalipto.

1.2) Regulagéo transcricional

1.2.1) Transcricdo em eucariontes

Em eucariontes existem diversos mecanismos e fatores que regulam a
expressdo génica, dentre eles é possivel destacar: condensacdo da cromatina, metilacdo
do DNA, iniciacdo transcricional, “splicing” alternativo de RNA, estabilidade do RNA
mensageiro, controles traducionais, diversas formas de modificacbes p6s-traducionais,

trafego intracelular, degradacdo de proteina (descritos em Lewin, 2000), e a acdo de



microRNAs (Chen e Rajewsky, 2007). Para cada gene eucaridtico, a iniciacdo da
transcricdo parece ser o determinante primario de controle da expressdo génica (Wray et
al., 2003). Nesse contexto, a formacdo de um complexo de pré-iniciagdo no tempo
certo, e no promotor correto, constitui o pré-requisito basico para a execucédo correta da
sintese de RNA (Hochheimer et al., 2003).

O inicio da transcricdo de um gene em eucariontes é orquestrado por uma série
de etapas, que dependem do arranjo correto de complexos protéicos (Figura 01),
podendo o mesmo ser dividido nas seguintes etapas: acdo do complexo de
remodelamento da cromatina expondo a regido do gene a ser transcrita; acdo de
proteinas que mantém a curvatura do DNA necessaria (fatores de “looping™) para a
aproximacdo de regibes cis-regulatérias mais distantes a regido de formacdo do
complexo de transcricdo. No caso dos genes transcritos pela RNA polimerase Il ocorre a
ligacdo da proteina de ligagdo ao TATA-box (TBP) na seqiiéncia denominada TATA-
box, o qual estd presente no promotor-ntcleo (ver item 1.2.2); a TBP é parte integrante
de um complexo chamado TFIID (fator de transcricdo geral da RNA polimerase I1); em
seguida ocorre a montagem do complexo de pré-iniciacdo da transcrigdo (PIC) através
da associacdo de diferentes fatores gerais de transcricdo (GTFs), de outros fatores
associados a TBP (TAFs), e do complexo da holoenzima RNA polimerase I1; apés a
fosforilacdo da cauda carboxilica (CTD) da subunidade p da RNA polimerase Il ocorre
a liberacdo dos GTFs do complexo e o inicio da transcricdo se da cerca de 30 pb a frente
do TATA-box. A medida que o pré-RNA mensageiro é transcrito, ele sofre
modificacbes co-transcricionais como a adi¢do de um “cap” na terminacdo 5°, edicédo
dos introns (splicing) e ligagdo dos éxons, através de proteinas que se ligam ao CTD

fosforilado (Griffiths et al., 2006).



Figura 01 — Esquema do inicio de transcricdo de um gene idealizado. TBP — Proteina de ligagdo ao

TATA-box; TAFs — Fatores de transcrigdo associados a proteina TBP (Wray et al., 2003).

Na auséncia de elementos cis-regulatérios e de proteinas capazes de direcionar a
transcricdo de um gene, este estara invisivel a selecdo natural. Todo gene com impacto
fenotipico é flanqueado por elementos regulatérios, que em conjunto com a expressao e
atividade de proteinas codificadas em outros loci, modula em que nivel, tempo,
condicBes ambientais, e em quais células ou tecidos a expressdo ocorre (Wray et al.,
2003).

Num organismo eucaridtico somente alguns genes sdo transcritos
constitutivamente, e mesmo esses em condi¢cdes de estresses podem ser modulados
negativamente. A proporcdo de genes transcritos oscila consideravelmente durante o
ciclo de vida, entre os tipos celulares, e em resposta as flutuacBes fisioldgicas e
condicdes ambientais diversas, como demonstrado nos trabalhos de White et al. (1999)

em Drosophila; de lyer et al. (2001) em levedura; de Kayo et al. (2001) em macaco

rhesus; de Mody et al. (2001) em camundongo; e Ahn et al. (2004) em Arabidopsis.
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1.2.2) Promotores em eucariontes

O promotor é o processador central da regulacdo de um gene uma vez que
contém os sitios de ligagdo para os complexos protéicos das RNA polimerases
responsaveis pela transcri¢cdo génica (Griffiths et al., 2000). Um promotor possui uma
regido proximal denominada promotor-nlcleo que estd situada préxima ao sitio de
inicio da transcricao.

O promotor-nicleo é a minima regido de DNA contiguo suficiente para
direcionar precisamente o inicio da transcricdo através da maquinaria da RNA
polimerase Il. Em geral, o promotor-niicleo pode se localizar numa regido que se
estende por 35 nucleotideos tanto na dire¢do posterior e anterior ao sitio de inicio de
transcricdo. Ha varios elementos conservados num promotor-ntcleo, como o TATA-
box descrito anteriormente, o iniciador (Inr), o elemento de reconhecimento ao TFIIB
(BRE) e 0 elemento do promotor posterior (DPE), mas, em muitos outros casos ndo ha
conservacdo dessas regifes, de modo que aparentemente ndo existem elementos
universais no promotor-nicleo (Butler e Kadonaga, 2002).

O TATA-box foi o primeiro elemento de promotor-ntcleo identificado em
eucariontes (Goldberg, 1979; Breathnatch e Chambon, 1981) e se localiza tipicamente
entre 25-30 nucleotideos acima do ponto de inicio de transcricdo. A sequiéncia consenso
se apresenta como TATAAA, muito embora, variagdes de um ou dois nucleotideos em
relacdo a seqliéncia consenso, e de posigdo relativa ao sitio de inicio de transcricéo,
sejam observados. Esse elemento se assemelha & regido —10 (Pribnow box) dos
promotores de procariontes (Pribnow, 1975a,b), mas acredita-se que ndo sejam
homologos (Butler e Kadonaga, 2002).

O elemento Inr geralmente engloba o sitio de inicio de transcricdo, sendo

encontrado tanto em promotores que contém TATA-box como os que ndo o contém. A
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sequéncia consenso em células de mamiferos é Py-Py(C)-A+1-N-T/A-Py-Py (Corden et

al., 1980; Bucher, 1990; Javahery et al., 1994; Lo e Smale, 1996; Smale et al., 1998),

onde Py é uma base pirimidinica, () indica preferéncia pela base nitrogenada, / uma

base ou a outra, N qualquer base e A.; designa a posi¢do +1 do inicio da transcri¢do, ou
seja, 0 ponto onde a transcricdo comumente se inicia (Butler e Kadonaga, 2002). Em
Drosophila, o consenso de Inr é T-C-A+1-G/T-T-C/T (Hultmark et al., 1986; Purnell et
al., 1994; Arkhipova, 1995; Kutach e Kadonaga, 2000).

O elemento DPE foi identificado como sendo um sitio posterior do promotor-
nicleo para TFIID purificada de Drosophila. O complexo TFIID se liga
cooperativamente aos elementos Inr e DPE, sendo que tanto mutagdes em Inr e DPE
causam a perda de afinidade pelo TFIID (Burke e Kadonaga, 1996). O DPE esta
comumente presente em promotores sem TATA-box, e se encontra precisamente na
posicdo +28 a +32 em relacdo a posicdo A.; do elemento Inr, sendo que a alteragdo de
um Unico nucleotideo de espacamento entre Inr e DPE causa reduc¢do na afinidade de
ligacdo do TFIID e da atividade transcricional basal (Burke e Kadonaga, 1997; Kutach e
Kadonaga, 2000). A seqiiéncia consenso para DPE é A/G.s-G-A/T-C/T-G/A/C, sendo
que ha uma menor preferéncia para G em +24 (Kutach e Kadonaga, 2000). Convém
denotar que do ponto de vista funcional, o DPE é sempre dependente de Inr, e a
sequiéncia consenso de DPE é sempre relativa & posi¢cdo A1 de Inr.

O BRE se localiza imediatamente anterior a alguns TATA-box, e é um sitio de
ligacdo ao TFIIB (Lagrange et al., 1998). A sequéncia consenso de BRE é G/C-G/C-
G/A-C-G-C-C (onde o C em posi¢do 3’ do BRE ¢é seguido por T na posi¢do 5°do
TATA-box). Analises de transcri¢do in vitro indicam que BRE facilita a incorporagao

de TFIIB em complexos de iniciagdo de transcri¢do funcionais (Lagrange et al., 1998).
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O promotor-nicleo ndo pode ser considerado um elemento passivo tendo como
funcédo Unica direcionar o acoplamento correto da maquinaria de transcricdo da RNA
polimerase Il. Esse atua também como uma regido de elementos regulatérios cis-
atuantes que determina a especificidade para um complexo transcricional distinto e para
outros elementos regulatérios mais distais, como os acentuadores (enhancers) (Butler e
Kadonaga, 2002).

Em Saccharomyces cerevisiae, o promotor his3 contém dois elementos TATA-
box, denominados Tc (TATA constitutivo) e Tr (TATA regulatério), que direcionam o
inicio de transcricdo em diferentes pontos (Struhl 1986, 1987). O elemento T,
constituido por cerca de 30 nucleotideos, se localiza anteriormente ao Tr e ndo contém a
sequéncia canénica TATAAA de Tr, mas sim uma regido rica em AT, sendo usado
preferencialmente em transcri¢cfes de baixos niveis. Porém, ap6s a indugdo do gene
his3, ha um aumento da transcri¢do relacionada a Tr, mas ndo a Tc. Adicionalmente
foram identificados fatores de transcrigdo necessarios para a transcricdo dependente de
Tc mas ndo de Tr (Mogtaderi et al., 1996, 1998), e fatores que preferencialmente
inibem a transcricdo dependente de T¢ (Collart e Struhl, 1994). Isso demonstra que cada
elemento TATA recruta uma composicdo diferente de complexo proteéico.

Em Drosophila foi verificado o fenémeno de especificidade promotor-
acentuador em experimentos de competicdo de promotores, onde o acentuador é
posicionado entre (ou na vizinhanca) de dois promotores distintos. Os acentuadores
AE1 e IAB5 em Drosophila ativam preferencialmente a transcrigdo no promotor-nicleo
“even-skipped” que contém o elemento TATA-box em relacdo ao promotor-nucleo
“white” sem TATA-box (com o DPE), demonstrando uma alta afinidade de ligacdo

desses ao promotor-nicleo com TATA-box. Na auséncia do promotor-nicleo “even-
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skipped”, os mesmos acentuadores podem ativar o outro promotor (Ohtsuki et al.,
1998).

A especificidade do promotor-nicleo a fatores de transcricdo e acentuadores
distintos define um alto grau de controle transcricional que ndo pode ser relevado em
estudos experimentais. Um acentuador deve ser estudado em conjunto com o Seu
promotor-nlcleo cognato para averiguar sua especificidade; além disso, a presenca de
cada elemento num promotor-nicleo deve ser examinada separadamente, e em
conjunto, para determinar sua funcdo na transcri¢do (Butler e Kadonaga, 2002).

De maneira geral, uma transcricdo baseada somente no promotor-nicleo
produzira baixas taxas. Funcionalmente, para se atingir taxas de transcri¢do
significativas sdo necessarias associagOes especificas de fatores de transcri¢cdo as
sequéncias regulatérias presentes fora do promotor-nicleo (Weinzierl. 1999; Carey e
Smale 2000; Lemon e Tjian 2000).

Ha uma grande variabilidade de composicéo e organizacgdo de sitios de ligacdo a
fatores de transcricdo presentes nos genes eucariotos (Figura 02; Wray et al., 2003). A
arquitetura de sitios de ligagdo a fatores de transcricdo demonstra que esses sitios
podem estar localizados em uma regido simples e discreta préxima ao sitio de inicio de
transcricdo de um gene (Figura 02 A-E), ou entdo dispersos em varios grupos distintos,
altamente modulares (Figura 02 I, K, L e P). Em geral, a distancia fisica dos elementos
cis-regulatérios varia de algumas centenas de pares de bases a até mais que 100 kb
(Figura 02 Q). Um exemplo extremo de dispersao fisica € o médulo regulatério do locus
Shh em humanos e camundongos que se encontra a aproximadamente 800 kb de
distancia do inicio de transcrigdo (Lettice et al., 2002). O posicionamento dos sitios cis-
regulatérios em relagdo ao sitio de inicio de transcricdo é bem varidvel, de poucas

quilobases flanqueando anteriormente o promotor-nicleo (Figura 02 A-H, J, M, N),
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dentro de regides ndo transcritas 5’ (Figura 02 P, modulo 1), em introns (Figura 02 K,
moédulos 3 e 4; L, modulos 7-11), nas regibes ndo traduzidas 3’ (Figura 02 Q, mdédulos
1-5), e em raros casos, dentro de éxons, como demonstrado para o gene keratin 18 em
humanos (Neznanov et al., 1997) e para o gene nonA em Drosophila (Sandrelli et al.,
2001). Em alguns casos determinadas regides regulatdrias influenciam a transcri¢cdo em
mais de um gene (Figura 02 J, M, N, O), com origem filogenética comum (como
paralogos; Figura 02 M, N: Ypl/Yp2 e DIx6/DIx4, respectivamente) ou ndo (Figura 02
J, M: GAL10/GAL1 e APOC3/APOAL, respectivamente). Essa diversidade de
posi¢cBes e interacBes sO € possivel gracas & capacidade do DNA de se dobrar,
auxiliando a interagdo entre proteinas associadas ao DNA em sitios de ligacdo distais.
Sitios cis-regulatérios podem se situar até no lado mais distal de um locus adjacente
(Figura 02 0). E importante ressaltar que genes que possuem padrdes similares de
expressdo nem sempre apresentam similaridade de organizagdo de seus promotores.
Como exemplo disso é possivel citar a expressdo dos genes even-skipped e ftz, que
produzem o padréo de 7 faixas no embrido de Drosophila (Figura 02 I: médulos 3-7, 10

e 11; P: modulo 2), mas ndo compartilham os mesmos elementos regulatérios.
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Figura 02 — Quadro representativo de tipos conhecidos de arquitetura de elementos cis-regulatorios em
eucariontes (Wray et al., 2003). A escala dos mapas dos loci esta representada no canto superior direito.
Quadros em preto — regides regulatorias precisamente mapeadas; Quadros em cinza — regifes regulatdrias
que ndo foram precisamente mapeadas; Quadros em branco — éxons; Flecha dobrada — Inicio de
transcricdo; NUmeros — Regides regulatorias distintas em que as contribui¢des no perfil transcricional
total foram determinadas experimentalmente; Linhas pontilhadas indicam interagfes entre um maddulo e

outros loci, sendo esses as vezes ndo adjacentes. Loci, produto génico, taxon e referéncia ver anexo 8.1.

A informacdo transcricional de um promotor ndo pode somente ser analisada
linearmente em funcdo da presenca ou auséncia de sitios de ligacdo. A posicdo relativa,
orientacdo, e as sequéncias de nucleotideos desses sitios, assim como os perfis de

expressdo dos fatores de transcricdo e co-fatores cognatos, todos contribuem para
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determinar o perfil de transcricdo total de um gene, pois sdo interacdes complexas, nao-
lineares, e frequentemente contexto-dependentes. Sendo assim, inimeros motivos levam
os diversos sitios de ligacdo a fatores de transcricdo a ndo serem funcionais ou ndo
influenciarem na transcricdo de um gene. Dentre os motivos podemos destacar: a
auséncia de um fator de transcricdo; a condensac¢do da cromatina local, tendo ou ndo o
fator de transcricdo; a ocupacdo do sitio de ligacdo adjacente, mascarando o sitio de
interesse; o fator de transcricdo na forma inativa; maior afinidade de uma proteina
alternativa ao sitio; a diversidade de interacdo protéica entre co-fatores e fatores de

transcricdo permitindo ou ndo a ligagdo a determinado sitio (Wray et al., 2003).

1.2.3) Promotores empregados em plantas

Atualmente, os promotores mais utilizados em plantas geneticamente
modificadas, dicotileddneas em particular, sdo o promotor 35S do virus do mosaico da
couve flor (CaMV) e os promotores dos genes da nopalina e octopina de Agrobacterium
tumefaciens. Apesar dos grandes avangos que tém sido obtidos com o emprego de tais
promotores, os padrdes de expressdo dos transgenes sdo variados e baixos em alguns
casos (Zheng & Murai, 1997; Green et al., 2002) ndo havendo por outro lado garantia
de expressdo no 6rgao/tecido desejado (Neuteboom et al., 2002).

Além disso, 0 uso de promotores ubiquos e constitutivos como os citados acima
é uma das causas da grande preocupacdo a respeito dos efeitos dos transgénicos no meio
ambiente. Promotores como o CaMV 35S quando ligados a genes utilizados para
selecdo de transformantes (genes de resisténcia a antibioticos) determinam, em geral, a

expressdo do produto génico em todos os érgdos/tecidos da planta. Tal caracteristica,
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desnecessaria e indesejavel em vegetais geneticamente modificados, tende a diminuir a
aceitacdo dos produtos derivados pelos consumidores. Nesse contexto, promotores com
padrdo de expressdo 6rgdo-especifico seriam de grande importancia e alguns estudos
com esse propdsito ja vem sendo conduzidos. Por exemplo, Huang e colaboradores
(2001) desenvolveram, a partir da identificacdo de um promotor calo-especifico, um
método de selecdo de plantas transformadas de arroz que certamente ndo expressardo o
gene de resisténcia ao antibiotico em outros 6rgaos/tecidos.

O conhecimento de promotores também é importante ja que se espera que, ao
menos em parte, semelhangas nas regides envolvidas na regulacdo da transcrigdo
determinem padr@es similares de expressdo em diferentes espécies (Ohler e Niemann,
2001). Lauvergeat e colaboradores (2002) demonstraram que o padrdo de expressdo
vascular determinado pelo promotor do gene EgCAD2, que codifica a cinamil alcool
desidrogenase em Eucalyptus gunnii, se conserva em tabaco e Populus. Ja o trabalho de
Ayre et al. (2003), empregando o promotor do gene que codifica a galactinol sintetase
de Cucumis melo (especifico de canais das menores nervuras da folha), mostrou que o
padrdo de expressao tecido-especifico é conservado em Arabidopsis e tabaco, apesar de
nenhuma das duas espécies empregarem galactinol no processo de transporte via
floema. Tais resultados representam exemplos de conservagdo de processos regulatérios

em diferentes espécies.

A identificacdo de regibes promotoras com padrdes definidos de expressdo pode
ser realizada por diferentes métodos. O ponto comum a esses métodos € a identificacao
de genes com expressdo em dado 6rgdo ou tecido, processo que poder ser realizado, por
exemplo, empregando-se as informagdes disponiveis em um banco de seqiiéncias
expressas (EST), e posteriormente técnicas para verificacdo de expressao diferencial,

como o “Northern Blot”, a Transcri¢do reversa (RT)-PCR, ou 0 PCR em tempo real. Os
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cDNAs selecionados sdo entdo utilizados na identificacdo de sequiéncias genémicas,
contendo as regifes regulatérias de interesse. Essa identificacdo pode ser realizada a
partir do “screening” de uma biblioteca gendmica ou utilizando-se estratégias de
“genome walking”. Devic et al. (1997) desenvolveram uma metodologia bastante
eficiente para este fim que consiste dos seguintes passos: isolamento de DNA
gendmico; digestdo isolada com diferentes enzimas de restricdo de corte abrupto;
ligacdo de adaptadores aos fragmentos de restricdo resultantes; uso desses fragmentos
mais o0s adaptadores como moldes para amplificacbes via PCR utilizando-se um
oligonucleotideo de seqtiéncia complementar ao adaptador e um complementar a um
dado gene, cuja expressdo especifica a dado 6rgdo e a seqliéncia de bases foram

previamente verificadas; clonagem e sequenciamento dos fragmentos.

Do ponto de vista académico, a identificacdo e analise de promotores érgao-
especificos colaboram para um aprofundamento dos estudos sobre os mecanismos
moleculares envolvidos no processo de expressdo génica e de diferenciagdo tecidual. No
enfoque prético, a disponibilidade de tais promotores facilita a obtencdo de cassetes de
expressdo que permitam a expressdo dos genes de interesse nos tecidos alvos em que
esses promotores estejam ativos, possibilitando assim um aprimoramento dos processos
biotecnoldgicos. O uso de promotores com padrdo de expressao érgdo/tecido-especifico
tende a diminuir os problemas causados pela expressdo constitutiva/ubiqua de
transgenes que pode gerar, por exemplo, efeitos pleiotrdpicos indesejados. Nesse
contexto, o presente estudo visou explorar as informacBes do banco de ESTs do
Eucalipto (FORESTS) visando identificar genes com padrdo de expressao 6rgdo/tecido-

especifico para posterior obtengdo de suas seqliéncias promotoras.

19



2) Objetivos

Os objetivos gerais do presente trabalho foram:

- Identificar genes com perfil de expressao 6rgdo-especifico em eucalipto.

- Isolar e caracterizar funcionalmente as seqliéncias promotoras adjacentes a

regido codificadora dos genes caracterizados.

3) Material e Métodos

3.1) Identificacdo dos ESTs com expresséao 6rgéo-especifica

Os genes candidatos com padrdo de expressdo Grgdo-especifico foram
selecionados de duas maneiras. Inicialmente, a partir de predicdes in silico utilizando-se
de um banco de “Northern” eletronico
(http://ipe.cbmeg.unicamp.br/bioinfo/forestsdb.html) construido com base nos 33.080
contigs depositados no banco FORESTSs (https://forests.esalq.usp.br/). Adicionalmente,
foram utilizados dados coletados na literatura contendo a descricdo de genes com padréo
de expressdo Orgao-especifico em diferentes espécies vegetais. Os ESTs selecionados
desta maneira foram: EGUTST2032C06.g (madeira - Paux et al., 2004),

EGMCRT3145G04.g (raiz -Ahn et al., 2004) e EGEPRT3362H10.g (raiz - Chaumont et
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al., 2001), EGRFCL1206E01.g (madeira - Krauskopf et al., 2005), EGQHSL1102C02.9
(caule — Ludwikow et al. 2004), EGQHLV2242E10.g (folha - Ludwikow et al. 2004),
EGBMRT6276A06.g (raiz - Ludwikow et al. 2004), EGEZRT6274D07.g (raiz -
Ludwikow et al. 2004), EGBGBK1048G08.g (madeira - Ludwikow et al. 2004),
EGCBRT6017A01.g (raiz - Ahn et al.,2004), EGEQRT3102B06.g (raiz - Okamoto et al.,

2006) e EGCCST6215A11.g (madeira - Moreau et al., 2005).

O banco FORESTs € constituido por ESTs oriundos do sequenciamento de
bibliotecas de cDNAs construidas utilizando RNA mensageiro proveniente de varios
tecidos em condigdes normais e sob estresses bidticos e abidticos. Cabe ressaltar que para
comparar os niveis de expressao nas diferentes bibliotecas, os dados foram normalizados
pelo nimero de reads em cada biblioteca. As analises dos perfis de expressdo foram
realizadas considerando cada biblioteca individualmente ou pools onde bibliotecas de
orgdos/tecidos similares foram agrupadas. Adicionalmente, a fim de aumentar a
confiabilidade dos dados gerados pela analise in silico, seis testes estatisticos robustos
foram aplicados na tentativa de minimizar falso-positivos (Fisher 2X2, 2X2 y2 e AC para
comparacdo de pares, ou seja, comparacdo de 2 bibliotecas ou 2 pools e R, GT e y2 para
testes de mdaltipla comparacdo, que permite comparar todas bibliotecas ou pools). A
descricdo detalhada dos metodos empregados para confeccdo do “northern” eletrdnico

pode ser encontrada em Vicentini et al. (2005).

Todos os contigs selecionados (via predicdo in silico ou pela literatura) foram
analisados quanto a sua similaridade no banco de dados GenBank do National Center for
Biotechnology Information (NCBI; http://www.ncbi.nlm.nih.gov), utilizando as
sequéncias dos reads que melhor os representavam, considerando a qualidade e extensdo
das mesmas. Essa analise foi realizada com auxilio da ferramenta BLAST (Altschul et

al., 1990) adotando como critério de selecdo o valor de E-value menor ou igual a e-5.
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Apos a fase de sele¢do in silico, com intuito de validar os candidatos selecionados, pares
de oligonucleotideos foram desenhados com base nas seqiiéncias dos ESTs considerados
orgdo-especificos com o auxilio dos programas computacionais Primer3 (Rozen &
Skaletsky, 2000) e GeneRunner (Tabela 1). Para tal, os seguintes critérios foram
adotados: tamanho do oligonucletideo (minimo: 18 bases; 6timo: 20 bases; maximo: 25
bases); temperatura de anelamento (minimo: 57°C; 6timo: 60°C; maximo 66°C); e

contetido em GC (minimo: 40%; 6timo: 50%; maximo: 60%).

3.2) Extracdo de RNA total de eucalipto e tabaco

O RNA total proveniente de diferentes 6rgdos de Eucalyptus grandis empregado
na validacdo dos ESTs selecionados nas andlises in silico foi extraido através da
metodologia descrita por Korimbocus et al. (2002) (baseado em Chang et al., 1993)
com modificagbes. Foram utilizados aproximadamente 100 mg de tecido macerado em
nitrogénio liquido com posterior solubilizagcdo em 500 pl do tampéo de extracdo CTAB
pré-aquecido (Anexo 8.2) e incubacéo por cerca de 10 a 15 min a 65°C. Adicionou-se
em seguida 500 pl de CIA (clorofdrmio:alcool isoamilico - 24:1) e homogeneizou-se a
solucdo. Centrifugou-se a 12000g por 10 min 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 total foi precipitado a 4°C por no minino 1 hora com
posterior centrifugacdo a 12000g por 30 min (4°C). O sedimento foi lavado em 200 pl
de TE-SDS 1%, 100 ul de NaCl 5 M e 300 ul de isopropanol. A amostra foi precipitada

durante 30 min a -20°C e centrifugada a 12000g por 20 min (4°C). Uma lavagem foi
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realizada com 1 ml de etanol 70% com posterior centrifugacéo a 7500g por 5 min (4°C),
sendo o precipitado ressuspenso em H,O Milli-Q autoclavada (tratada com
Dietilpirocarbonato - DEPC). Aliquotas das amostras foram misturadas ao tampéo de
carregamento e avaliadas quanto a sua integridade em gel de agarose desnaturante 1%
corado com brometo de etidio (Anexo 8.3).

Os 6rgaos extraidos foram separados em dois grupos de estudo: o primeiro
objetivando a validacdo do perfil de expressdo via RT-PCR e o segundo para a
avaliacdo da expressdo relativa por PCR em tempo real (QPCR). O primeiro grupo
consistiu de folha de eucalipto adulto, raiz de muda, caule de muda, feixe cambial de
tronco, botéo floral e fruto. O segundo grupo foi constituido, respectivamente, de folhas
e caules de eucaliptos com 6 anos e 1 més (72 meses), e com 2 anos e 7 meses (31
meses); folhas, caules e raizes de eucaliptos com 6 meses, plantulas de cultura in vitro
(1 més), e de propagacgdo vegetativa in vitro (40 dias); botbes florais e frutos.

Visando avaliar o padrdo de expressdo relativa do gene uidA em plantas
transgénicas de tabaco foram utilizadas, para a extragdo de RNA total, amostras de
folha, caule e raiz de plantas de 4 meses de idade, utilizando o protocolo de extracéo de

CTAB citado acima.
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3.3) Validacéo biologica por RT-PCR e qPCR

3.3.1) RT-PCR

Para as analises empregando RT-PCR, aliquotas de 2 ug de RNA total extraido
do primeiro grupo de amostras foram tratadas com DNAse | segundo as recomendacdes
do fabricante (MBI Fermentas) visando degradar todo DNA gendmico presente nas
mesmas. Apés o tratamento com DNAse |, cada aliquota de RNA foi submetida a
transcricdo reversa empregando-se oligo—dTVN17 e a enzima “Superscript™ 1|
Reverse Transcriptase” segundo as recomendacBes do fabricante (Invitrogen). Os
cDNAs obtidos foram entdo submetidos a amplificacdo por PCR, empregando-se para
tal oligonucleotideos especificos aos ESTs escolhidos. As seguintes etapas foram
adotadas: desnaturacdo inicial a 94°C por 3 minutos, sequida de 40 ciclos de 94°C por
30 segundos, 65°C por 45 segundos e 72°C por 1 minuto, com uma etapa posterior de
extensdo 72°C por 10 min. A especificidade a um dado drgdo foi confirmada
analisando-se os produtos gerados por esta amplificagdo em gel de agarose 1,5 %

corado com brometo de etidio. Procurou-se nesta etapa avaliar a presenga ou auséncia

de bandas correspondentes aos transcritos do gene candidato em cada érgao.

3.3.2) PCR quantitativa em tempo real (QPCR)

As analises de qPCR foram realizadas em duas fases do projeto: a primeira

usando os genes validados como 6rgéo-especificos na etapa de RT-PCR, com o objetivo
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de mensurar a expressao relativa dos mesmos em diferentes érgdos de eucalipto. A
segunda foi realizada visando analisar a expressdo do gene uidA (GUS), sob controle do
promotor putativo de eucalipto, em diferentes 6rgdos de tabaco transgénico. Por ser uma
técnica mais sensivel que a RT-PCR, a gPCR é capaz de detectar transcritos
normalmente ndo detectaveis pela RT-PCR. Para tal, aliquotas de 1 pg de RNA total
extraido dos 6rgdos do segundo grupo de extragdo também foram tratados com DNAse |
e submetido & transcricdo reversa como descrito. Com auxilio do espectrofotdmetro
(Nanodrop), as amostras de cDNAs foram quantificadas e ajustadas a 60 ng por reagéo.
O reagente utilizado na reacdo foi o0 SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems) e 0s
oligonucleotideos gene-especificos foram desenhados no programa “Primer Express”
(Applied Biosystems). O aparelho ABI PRISM 7000 Sequence Detection System
(Applied Biosystems) foi utilizado como plataforma para a qPCR.

Os candidatos analisados foram EGEQLV2201B04.g (oligo reverso LV1RT-
PCRR1 5° GAGGTCTGCAACGCAGGAGTC 3’; oligo senso LV1RT-PCRF1 5’
CAAACCTTAATTCTGTTCTCCTTCCT 3’) e EGMCRT3145G04.g (oligo reverso
EgKtl-RTPCRR 5 AAGAGTGCGCGTGGGACTT 3’; oligo senso 5’
GCCGCGTTGACTCTCTTAACC 3’) em eucalipto. Adicionalmente, a expressdo
realtiva do gene repdrter uidA (GUS) em diferentes 6rgdos coletados de plantas de
tabaco transgénico foi determinada (RT-GUS3F -
5’ATGGTAGATCTGAGGAACCGACG 3’ e RT-GUS3R - 5
TTTCGCGATCCAGACTGAATG 3’; o oligonucleotideo RT-GUS3F foi desenhado na
juncdo éxon e intron).

O método de 2! (Livak e Schmittgen, 2001) foi utilizado para as anélises, nas
guais a expressao relativa do gene alvo foi calculada com base na expressdo de um gene

normalizador. No caso de eucalipto foi usado um gene que codifica uma NADP-
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isocitrate  desidrogenase = de  Eucalyptus  globulus  [EgIDHF - 5
CTGCTGGAATCTGGTATGAACA 3’ e EgIDHR - 5’
TCACTCTGGACATCTCCATCA 3’ (Goicoechea et al., 2005)], e no tabaco
transgénico foi empregado o gene 18S [18SF — 5’AGGAATTGACGGAAGGGCA 3’ e
18SR - 5° GTGCGGCCCAGAACATCTAAG 3’ (Levy et al., 2004)]. A seguinte

equacdo foi usada para o céalculo da expressdo relativa:

ER =2

Onde:

ER = expresséo relativa

ACt = Ctgene-atvo — Clnormalizador

Ct = “Threshold cycle”, ciclo em que a fluorescéncia do alvo se torna

significativamente maior que o ruido (“background”)

Apl6s a padronizacdo das reacGes quanto a quantidade de cDNA/reagdo e
quantidade de oligonucleotideos, a eficiéncia de reacéo foi considerada perto de 1,0. Os
componentes da reacdo de amplificacdo estéo listados no anexo 8.4 sendo utilizado um
ciclo prévio de 50°C por 2 min e 95°C por 10 min, seguido de um ciclo de desnaturacéo
a 95°C por 15 s, anelamento e extensdo a 62°C por 1 min, repetido por quarenta vezes.

Apos a reacdo foi adicionado um passo de dissociacao através do aquecimento de 60°C
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para 95°C, subindo 1°C por mim. Este procedimento serviu para verificar a
especificidade dos oligonucleotideos utilizados ou a formacdo de “primers-dimers”.
Adicionalmente, os produtos amplificados via gPCR para o candidato
EGEQLV2201B04.g nas seguintes amostras de eucalipto: folhas com 6 anos e 1 més,
folhas com 6 meses; caule e raiz de 6 meses, foram clonados. Essa etapa visou

confirmar se as seqiiéncias amplificadas correspondiam ao EST validado.

3.4) Isolamento das regides promotoras

3.4.1) A técnica de genome walking (GW)

Para a clonagem das regides promotoras dos candidatos validados foi utilizado o
kit Universal Genome Walker™ (Clontech), e bibliotecas de DNA gendmico de
Eucalyptus grandis. Essas bibliotecas foram constituidas a partir de 4 pools de
fragmentos oriundos da digestdo de DNA genémico com diferentes enzimas de
restricdo de corte abrupto (Dral, EcoRV, Pwull e Stul). Esses fragmentos foram entéo
ligados a adaptadores fornecidos pelo kit. A técnica “genome walking” permite
amplificar, através de PCR, regides localizadas a montante de uma sequiéncia conhecida
(Devic et al., 1997) empregando-se oligonucleotideos complementares aos adaptadores
e a sequiéncia conhecida (no nosso caso do EST validado).

A primeira etapa do procedimento de GW consiste de um PCR primario
empregando oligonucleotideos mais externos relacionados ao adaptador (AP1) e a

sequéncia do EST validado. Uma aliquota diluida (1:50) desse PCR primério é entdo

27



usada como molde para a realizacdo do PCR secundario que utiliza oligonucleotideos

mais internos (AP2 e GSP2) aregido amplificada (Figura 03).

Figura 03 — Representacdo esquematica da metodologia de genome walking (adaptada de
Clontech Inc., 1999). As extremidades em preto dos fragmentos de DNA representam 0s

adaptadores; AP1 e AP2 — oligonucletideos adaptadores; GSP1 e GSP2 — oligonucleotideos

gene-especificos.
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3.4.2) Desenho dos oligonucleotideos gene-especificos (GSPs)

Oligonucleotideos complementares a por¢do 5’ terminal da sequéncia do EST
representativo de cada contig validado foram desenhados com o intuito de amplificar
produtos a montante da referida regido. Os critérios adotados foram os seguintes:
tamanho do oligonucleotideo (minimo: 26 bases; 6timo: 28 bases; maximo: 30 bases);
temperatura de anelamento (minimo: 66°C; 6timo: 67°C; maximo 68°C) e contetido em

GC (minimo: 40%; méaximo: 60%).

3.4.3) Extracdo de DNA gendmico de eucalipto

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 solubilizagdo em 700 ul do tampéo de
extracdo CTAB pré-aquecido (Anexo 8.5) e incubagdo por 30 min a 65°C. Adicionou-se
em seguida 600 ul 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 ul de CIA, centrifugando a amostra nas mesmas condi¢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 min com subsequiente
centrifugacdo a 75009 por 5 min. O precipitado foi lavado com 1 ml de etanol 70% e
centrifugado a 7500g por 5 min. Descartou-se o0 sobrenadante e o precipitado foi

ressuspendido com TE (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA - pH 8.0) contendo 10 pg/ml de

29



RNAse, e incubado em banho-maria a 37°C por 30 a 120 min para eliminar
contaminagfes com RNA. A quantificacdo do DNA foi feita em gel de agarose 1%,

corado com brometo de etidio.

3.4.4) Construcdo das bibliotecas de GW e realizacdo da PCR nested

Para a construgdo das bibliotecas foram utilizadas aliquotas de DNA gendmico
de eucalipto (2,5 pg) digeridas durante 16 horas a 37 °C com as enzimas de restricdo
Dral, EcoRV, Pvull e Stul separadamente. Uma aliquota da reacdo de digestdo (5 pl)
foi aplicada em gel de agarose 1% para verificar a qualidade da digestdo, sendo 0 DNA
restante purificado via extragdo cloroférmio/fenol e ligado aos adaptadores. Tanto a
purificacdo quanto a ligacdo dos adaptadores foram processadas seguindo as instrucdes
do fabricante do kit. Apés a ligacdo dos adaptadores, as amplificacfes das seqiiéncias

promotoras foram realizadas conforme especifica¢des do kit (Anexo 8.6 e Figura 3).

3.5) Clonagem e Sequenciamento dos produtos de amplificacéo

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 DH5a. (Sambrook et al.,
1989). Mini-preparacgdo por lise alcalina (Anexo 8.7) foi utilizada para a extracdo dos

plasmideos e uma digestdo com EcoRI foi realizada para verificar a presenca dos
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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.

A reacgéo de sequenciamento (Anexo 8.8) foi realizada com um kit comercial de
“Big Dye” versdao 3.1 (Applied Biosystems) e os oligonucleotideos M13 senso e
antisenso. Como molde foram utilizados os DNAs plasmidiais contendo os produtos de
PCR derivados do GW. As reacbes de sequenciamento foram realizadas em

sequenciador automatico modelo ABI Prism 377 (Applied Biosystems).

3.6) Confirmacédo da identidade das sequéncias clonadas

A estratégia adotada para a confirmacédo da identidade das seqiiéncias clonadas
baseou-se na realizacdo de uma PCR utilizando um oligonucleotideo senso desenhado
internamente a regido seqiienciada e o outro oligonucleotideo reverso complementar a
sequéncia do EST validado. Os pares de oligonucleotideos utilizados para o candidato
EGACFB1015B10.g foram: EBFF1 (senso 5’CATGATCCTTGCGGAAATCT 3’) e
GSP-FB1 (reverso 5° CGTGCACAGTAGCAAGACCAACAAAG 3’) com amplicon
de 255 bp; EBFF2 (senso 5° GGTGCGGCTAATTGCTAAAG 3’) e GSP-FBlcom
amplicon 287 bp. Ja para o candidato EGEQLV2201B04.g foram utilizados o seguinte
par de oligonucleotideos: EGLV2B (5 CAATCTGTCTGCTTCCAAG 3’) e GSP-LV1

(5 ATTCACGGTGACTGCTGAGACCTTCTT 3’) com amplicon em torno de 300 bp.
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Confirmada a correlacdo dos fragmentos sequenciados com seus respectivos
ESTs, as andlises em sistema de expressdo estavel no intuito de confirmar a atividade

dos promotores clonados foram iniciadas.

3.7) Construcao do cassete de expresséao

Os candidatos EGEQLV2201B04.g (especifico de folha e nomeado de EGLV1)
e EGACFB1015B10.g (especifico de botdo floral e nomeado de EGFB1) foram
selecionados para a analise funcional dos seus promotores em expressdo estavel em
tabaco. Os vetores binarios selecionados para tal foram o pCAMBIA-1381z (CAMBIA)
e pB1101.1 (Clontech).

Para a construcdo do cassete de expressdo contendo o promotor do candidato
EGLV1 foi utilizado o vetor binario pPCAMBIA-1381z, que tem um intron inserido na
regido codificadora (ORF) do gene uidA (GUS). O fragmento correspondente ao
promotor (1223 pb) foi amplificado por PCR para adi¢do dos sitios de restrigdo BamHI
(na porcéo 5’ terminal) e Ncol (na porcdo 3’ terminal) em suas extremidades (Figura
4A). O sitio Ncol permite a insercdo correta do promotor em fuséo transcricional com o
inicio da ORF do gene GUS no pCAMBIA.

Para a obtencdo do cassete de expressdo contendo o promotor do candidato
EGFBL1 foi utilizado o vetor binario pBI101.1 (Clontech). O fragmento promotor (1900
pb) foi amplificado por PCR com a adicdo dos sitios de restricdo Hindlll (na porgéo 5’
terminal) e Xbal (na porgdo 3’ terminal) em suas extremidades (Figura 4B). Nesse caso,
a impossibilidade de se usar o vetor pPCAMBIA-1381z ocorreu devido a presenca de um

sitio interno Ncol na regido 3’ terminal da seqliéncia a ser inserida.
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Figura 04 — Representacdo esquematica dos cassetes de expressao construidos e inseridos nos
vetores binarios. A) Promotor EGLV1 em fusdo com o gene GUS inserido no vetor binério
pCAMBIA-1381z; B) Promotor EGFB1 em fusdo com o gene GUS inserido no vetor binario

pBI 101.1.

3.8) Producéo de células competentes de Agrobacterium

tumefaciens

Para a transformacdo estdvel da constru¢cdo EGLV1:GUS foram produzidas
células competentes da linhagem LBA4404 de Agrobacterium tumefaciens. Essa
linhagem tem genes de resisténcia a estreptomicina (origem plasmidial) e rifampicina
(origem cromoss6mica) como agentes de selecdo. O procedimento utilizado foi baseado

no protocolo de Lacorte & Romano (1998; Anexo 8.9). Para manutencdo das células
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competentes ressuspendidas em CaCl, 20 mM, adicionou-se glicerol estéril a uma
concentracdo final de 15% (v/v). As células foram homogeneizadas, congeladas em

nitrogénio liquido, e mantidas estocadas em freezer -80°C.

3.9) Transformag&o do vetor binario em células competentes de A.

tumefaciens

O cassete de expressdo EGLV1:GUS inserido no vetor bindrio pPCAMBIA-1381z
foi transformado nas células competentes de A. tumefaciens linhagem LBA4404. O
vetor binario pPCAMBIA-1381z possui gene de resisténcia a canamicina como agente de
selecdo bacteriano. A transformacdo seguiu o protocolo de Lacorte & Romano (1998;
Anexo 8.10). Para confirmacdo da transformacédo, colénias isoladas foram cultivadas em
meio LB liquido a 28°C por 20 h, e apds a extragdo dos plasmideos recombinantes por
lise alcalina, os mesmos foram submetidos a reacdo de PCR utilizando
oligonucleotideos internos, um no sentido senso posicionado junto ao promotor e o

outro no sentido reverso na regido codificadora do gene GUS.

3.10) Preparacéao da cultura de A. tumefaciens e infec¢cdo dos discos

foliares de tabaco

Cem microlitros de um pré-indculo, obtido a partir de uma coldnia isolada de A.

tumefaciens da linhagem LBA4404 transformada com a construgdo EGLV1:GUS,
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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 sob agitacdo a 150 rpm por 16 horas a 28°C até atingir a
absorbéancia a 600 nm igual a 1.5. Uma aliquota do inoculo foi entdo diluida até atingir
uma absorbéancia a 600 nm de 0.1 para entdo ser utilizada na co-cultura com os discos
foliares de tabaco (Aragdo et al., 2002).

Em um fluxo estéril, discos foliares de ~2 cm de didmetro provenientes de tabaco
(Nicotiana tabacum SR1) cultivado in vitro (Anexo 8.11) foram cortados de folhas
jovens 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 num tubo de centrifuga estéril de 50 ml. Com uma
pinca estéril, os explantes foram colocados no tubo e a co-cultura foi mantida a
temperatura ambiente por 5 min sob leve agitacdo. Transferiram-se os discos foliares
para uma nova placa de Petri contendo papel de filtro estéril para retirar o excesso de
bactérias.

Os discos foliares co-cultivados foram transferidos para placas de Petri contendo
meio Murashige & Skoog (Murashige & Skoog, 1962) solido, pH 5.7, suplementado
com sacarose (30 g/l), 2 ug/ml de citocinina 6-benzilaminopurina (BAP) e 0.1 pg /ml
de auxina 4cido naftalenoacético (ANA), sendo as mesmas mantidas no escuro por 48
horas a 28°C, tempo necessario para a infeccdo da bactéria.

Os experimentos foram divididos em placas com discos infectados pelas bactérias
transformadas com a construcdo EGLV1:GUS e sem infecgdo. Discos foliares sem
infeccdo por A. tumefaciens foram usados como controle positivo de regeneragdo dos
explantes em meio MS com BAP e ANA, e como controle negativo para testar

posteriormente o efeito do antibidtico de selecdo em tecidos ndo transformados.

35



3.11) Regeneracao de plantas transformadas

Apo0s 48 horas de incubagdo no escuro, 0s explantes transformados e os controles
ndo transformados foram transferidos para novas placas com meio MS solido contendo
sacarose, BAP e ANA nas mesmas concentragdes anteriores. Nessas placas foram
adicionados o bacteriostatico cefotaxima (300 ug/ml) e o antibidtico higromicina-B (50
ng/ml). Nesse meio, o tecido vegetal ndo transformado ndo ird apresentar regeneracao ja
gue ndo apresenta resisténcia a higromicina-B, enquanto que a cefotaxima ira inibir o
crescimento da A. tumefaciens. Discos foliares correspondentes ao controle positivo
foram também transferidos para placas sem antibiéticos para testar o efeito do BAP e
ANA na regeneracdo dos calos. Todas as placas foram mantidas em sala de cultivo sob
fotoperiodo de 16 horas e temperatura de 22 + 2°C. Apds o aparecimento de partes
aéreas no material regenerante, essas foram transferidas para frascos de vidro estéreis
contendo meio MS em presenca dos agentes de selecdo e de ANA para induzir o
enraizamento.

ApOls o estagio de enraizamento, as plantas foram transferidas para copos de
plastico de 300 ml contendo vermiculita e terra vegetal na proporcdo de 1:2,
respectivamente, e aclimatadas em caixas cobertas fechadas parcialmente com filme
PVC transparente. Apds algumas semanas, discos foliares de 2 cm de didmetro foram
cortados de tais plantas e 0 DNA gendmico extraido de acordo com o protocolo de
Konieczny et al. (1993), com posterior tratamento com RNAse (10 mg/ml). As plantas
foram transferidas para a estufa em vasos maiores, sendo suas sementes coletadas

posteriormente.
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3.12) Identificacdo e caracterizacdo molecular das linhagens

transgénicas

3.12.1) Confirmacao da insercdo via PCR usando DNA gendmico

Com o intuito de verificar a insercdo do cassete de expressdo EGLV1:GUS nas
linhagens transgénicas regeneradas foi realizada uma PCR utilizando 15 ng/ul de DNA
gendmico extraido de cada linhagem (total de 14 plantas de eventos independentes).
DNA gendmico extraido de tabaco selvagem (WT) foi usado como controle. Para a
amplificacdo foram utilizados, respectivamente, o oligonucleotideo senso EGLV2B
junto a regido promotora, e o0 oligonucleotideo reverso GUSR (5’
GTCTGCCAGTTCAGTTCGTTGTTC 3’) complementar a regido codificadora do gene
GUS . Uma temperatura de anelamento de 54°C foi utilizada, gerando um produto de

amplificacdo de 467 pb.

3.12.2) Detecc¢éo de transcritos do gene reporter por RT-PCR

Apdbs a confirmacdo da integracdo do cassete de expressdo foi realizada uma
reacdo de RT-PCR usando RNA total de algumas linhagens no intuito de verificar se o
gene GUS estava sendo transcrito nas plantas transformadas. Com esse obijetivo,
extraiu-se RNA total de folhas coletadas das plantas transgénicas de tabaco com Trizol
(Invitrogen), seguindo as recomendacbGes do fabricante, para posterior transcri¢do

reversa (RT) como descrito anteriormente. Uma amplificacdo foi entdo realizada
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empregando os cDNAs produzidos e oligos internos a regido codificadora do gene

GUS, gerando um produto de amplificacdo de 400 pb.

3.13) Ensaios histoquimicos da atividade GUS em tabaco

Os ensaios histoquimicos para deteccéo da atividade de B-glucuronidase (GUS)
nos tecidos transformados foram realizados empregando-se um substrato halogénico (5-
bromo-4-chloro-3-indolyl B-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 expressdo contendo o promotor constitutivo CaMV 35S fusionado
transcricionalmente ao gene reporter GUS (cedidos pelo Prof. Dr. Méarcio de Castro
Silva-Filho — Departamento de Genética - ESALQ-USP). Folhas retiradas de plantas
adultas de tabaco transgénico (4 meses) e plantulas da geracdo T1 com 10 dias pés-
germinacdo foram utilizadas no experimento. O ensaio histoquimico foi realizado
baseado em Jefferson et al. (1987) e Lacorte & Romano (1998).

Inicialmente os discos foliares de 2 cm de didmetro foram tratados com um
tampao de pré-fixagdo (formaldeido 0,3 %, MES 10 mM - pH 5.6, manitol 0,3 M) por
45 min em temperatura ambiente, seguido de varias lavagens em tampé&o fosfato 50 mM
pH 7.0; as folhas foram entdo submersas no tampdo fosfato contendo 1 mM de X-Gluc,
substrato que é oxidado pela enzima B-glucuronidase, sendo incubadas a 37°C por 16
horas. Para retirar-se a clorofila da amostra, ap6s a reagdo histoquimica, os discos foram

lavados em alcool 70 % por diversas vezes (Jefferson et al., 1987).
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Adicionalmente, plantulas inteiras das linhagens transgénicas EGLV1:GUS
(geracdo T1) foram submetidas ao ensaio GUS. Essas foram inicialmente incubadas em
tampé&o de reacdo contendo 100 mM Na;PO4.H,0, 0,5 mM K4Fe(CN)s.3H,0, 10 mM
Na,EDTA.2H;0, 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. Apés esse periodo as amostras

foram lavadas em etanol 70 % para retirar a clorofila do material vegetal.

3.14) Identificagdo do inicio de transcri¢cdo pela técnica 5 RACE

A técnica RACE (Rapid Amplification of cDNAs Ends) foi utilizada para
determinar as terminacGes 5’ dos transcritos dos candidatos EGLV1 e EGFBL. Para tal
foi empregado o kit 5’RACE (Invitrogen) segundo as especificagdes do fabricante. Na
amplificacdo foram utilizados trés oligonucleotideos gene-especificos (GSPs)
relacionados as terminagBes 5’ dos ESTs validados e oligonucleotideos complementares
aos adaptadores. Na primeira etapa, a primeira fita de cDNA ¢ sintetizada a partir do
RNA total extraido do tecido-alvo de eucalipto empregando para tal o oligonucleotideo
mais externo (GSP1) e a enzima SuperScript Il (Invitrogen). A molécula hibrida de
RNA-cDNA ¢ tratada em seguida com um mix de RNAse H visando a eliminag¢éo do
RNA molde. A fita de cDNA é purificada através de uma coluna de silica com presenca
de um agente caotrdpico, visando a ligacdo de produtos de cDNAs > 200 pb e
eliminacdo do excesso de dNTPs, enzimas, tampfes e oligonucleotideos. O residuo
remanescente do agente é entdo eliminado em lavagem em &lcool etilico 70% e o cDNA
purificado é eluido da coluna em &gua deionizada autoclavada. Em seguida, a adi¢éo de

uma cauda homopolimérica na terminacdo 5’ do cDNA é realizada com auxilio da
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enzima Terminal Transferase (TdT) e de dCTP. Uma PCR é realizada utilizando-se os
oligonucleotideos GSP2 (GSP2) e o “Abridged Anchor Primer” (AAP), seguida de
outra rodada de PCR mais especifica em “nested” empregando os oligonucletideos GSP
adjacente e “Abridged Universal Amplification Primer” (AUAP). Os produtos gerados

foram clonados em pGEM-Teasy (Clontech) para o sequenciamento.

3.15) Expresséao transiente do cassete EGLV1:GUS em E. grandis e

ensaios histoquimicos da atividade GUS

Os ensaios de expressdo transiente em eucalipto foram realizados em
colaboracdo com a empresa Suzano Papel e Celulose. Para tal foi utilizada a
metodologia SAAT (sonication-assisted Agrobacterium mediated transformation)
conforme protocolo adaptado para eucalipto por Gonzéalez (2002). Nesse método,
microferimentos sdo provocados nos explantes de eucalipto por sonicagdo (60 s) a fim
de aumentar a penetracdo da agrobactéria no tecido vegetal. Nesse caso foram usadas
plantulas de eucalipto obtidas in vitro. Quarenta e oito horas apds a infeccdo das
plantulas de eucalipto pela agrobactéria contendo o cassete de expressdao LGV1:GUS, as

mesmas foram submetidas ao ensaio histoquimico empregando o substrato X-Gluc.
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4) Resultados

4.1) Validacéao bioldgica dos candidatos com expressao orgao-

especifica

Dos 59 candidatos selecionados in silico para a validagdo biologica do perfil de
expressdo via RT-PCR (Tabela 01), 3 eram dados como apresentando padrdo de
expressdo ubiquo, 18 eram preditos como sendo especificos de madeira e/ou caule de
muda, 16 como apresentando expressdo especifica de raiz, 11 especificos de folha, 7 de

botdo floral e/ou fruto e 4 de madeira/caule e raiz.
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Ao final de todas as andlises de RT-PCR, o0s seguintes candidatos tiveram seus
padrdes de expressdo confirmados: EGEQFB1001C06.g com padrdo ubiquo,
EGEQLV2201B04.g com expressdo especifica em folha, EGEPRT3362H10.g e
EGMCRT3145G04.g com expressdo em raiz, EGACFB1015B10.g com expressdo em
botdo floral e EGBFFB1042G10.g com expressao em botdo floral e fruto
concomitantemente (sendo os mesmos denominados EGUB1, EGLV1, EGRT],

EGRT2, EGFB1 e EGFT1, respectivamente; Figura 05).

Figura 05 - Validagdo dos candidatos por RT-PCR. Horizontalmente estdo dispostos os tecidos/6rgaos
testados e verticalmente estdo os ESTs candidatos. Os produtos de amplificacdo foram analisados em gel

de agarose 1,5 % corado com brometo de etidio. Somente alguns perfis selecionados estdo apresentados.

Os demais candidatos analisados ndo apresentaram o padrdo de expressio
apontado pelas andlises in silico (padrfes obtidos estdo disponibilizados na Tabela 1 —
coluna RT-PCR), fato que pode ser confirmado na Figura 5 pelo perfil de expressdo
obtido, por exemplo, para os candidatos EGUB2 e EGUBS3, respectivamente
EGEQSL1057C07.g e EGBGBK1048G08.g, que deveriam ter expressao especifica em
caule/madeira. Tal predicdo foi baseada na andlise in silico para o candidato EGUB2 e
na literatura para o candidato EGUB3 (Ludwikow et al. 2004). Cabe ressaltar que nas

diferentes analises realizadas o candidato EGUBL1 foi sempre utilizado como controle
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positivo de amplificacdo, pois seu padrdo é ubiquo, e que o candidato EGRTL, que tem
expressdo somente em raiz, foi usado como indicador de auséncia de contaminacédo das
amostras de cDNA com DNA gendmico. Com esses controles procurou-se eliminar a

presenca de possiveis falso-positivos e/ou negativos.

4.2) Isolamento das regides promotoras

Os candidatos EGLV1, EGFB1, EGFT1, EGUBL, EGRT1 e EGRT2 (Figura 05)
foram selecionados para o isolamento de suas regides promotoras. Nas tentativas
iniciais de amplificagdo via PCR, observou-se a presenca de fragmentos com
adaptadores nas duas extremidades, sendo que 0s mesmos ndo possuiam correlagdo com
0s ESTs validados. Em outros casos observou-se auséncia total de amplificagéo, fato
possivelmente associado a amplificagcdo de fragmentos muito grandes (maiores que 6
kb).

Para se detectar as presencas de falsos positivos amplificados com o0s
adaptadores foram realizadas amplificagBes controles utilizando-se o oligonucleotideo
do adaptador (AP) nas 4 “bibliotecas” gendmicas geradas. Se algum fragmento
amplificado nas reacOes especificas apresentasse tamanho semelhante ao fragmento
amplificado nas rea¢fes AP, 0 mesmo era descartado. As Figuras 06 e 07 representam a
amplificacdo secundéaria do GW dos candidatos EGLV1 e EGRT2, respectivamente,
onde os controles negativos foram utilizados e as bandas ndo coincidentes foram

cortadas, purificadas e clonadas para sequenciamento.
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Figura 06 — Produtos de amplificacdo obtidos para o candidato especifico de folha (EGLV1) ap6s o PCR
secundério do genome walking. DL1-4 sdo bibliotecas gendmicas produzidas pela clivagem das enzimas
Dral, EcoRV, Pvull e Stul respectivamente. Gel de agarose 1% corado com brometo de etidio. M-
MassRuler DNA ladder Mix (Fermentas); (-) Controle negativo com AP2; O circulo representa o

fragmento purificado e clonado.
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1A 1B 1C 1D

Figura 07 — Produtos de amplificagdo obtidos para o candidato especifico de raiz (EGRT2) ap6s o PCR
secundario do genome walking. As 4 bibliotecas utilizadas para amplificagdo com o oligo GSP2 estdo
anotadas com o0s nomes das enzimas de restricdo que as geraram. Ladder 1 kb; 1A - 1D (controles
negativos de amplificacdo). Os produtos foram observados em gel de agarose 1% corado com brometo de
etideo. Os circulos representam os fragmentos purificados e clonados.

Foram amplificadas e clonadas regiGes promotoras de tamanho adequado para os
candidatos EGLV1, EGFB1, EGUB1 e EGRT2 (Tabela 02). Os candidatos EGRT1 e
EGRT?2 ainda estdo em processo de caracterizagdo nas bibliotecas gendmicas. Ja para o
candidato EGFT1, o fragmento de 750 pb gerado pelo sistema ndo foi suficiente para
sair da regido 5° do EST. Neste caso, o fragmento de EST disponivel no banco para o
desenho dos oligonucleotideos ndo atingia a por¢do 5’ do gene, fato verificado quando
esse foi comparado com homoélogos de outras espécies ou usando programas de

predicéo de ORFs.
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Tabela 02 — Nome dos candidatos, os respectivos padrdes de expressdo validados via RT-PCR e o

tamanho dos fragmentos amplificados por GW. O atual status do processo de sequenciamento também esta

indicado.
Candidatos Padr&o de expressao 6rgéo- Tamanho da regido Seqiiénciamento
especifico amplificada (kb)

1) EGBF1 Botdo floral 1,9 1,1 kb

2) EGLV1 Folha 15 OK

3) EGUBL1 Ubiquo 3,0 0,8 kb

4) EGRT2a Raiz 14 0.8 kb

5) EGRT2b Raiz 3,0 2,0 kb

6) EGRT2c Raiz 3,0 1,8 kb

4.3) Sequenciamento das regides amplificadas por GW

Os fragmentos amplificados para os candidatos EGLV1, EGFB1, EGFT1 e
EGUB1 foram purificados e clonados em vetor pGEMT-easy para posterior
sequenciamento. Em funcéo do tamanho de alguns dos fragmentos sequienciados, houve
a necessidade de se realizar reagBes de sequenciamento em série, empregando para tal
oligonucleotideos desenhados com base nas seqiiéncias recém-obtidas. A situacdo atual
do processo de sequenciamento dos fragmentos obtidos no GW encontra-se descrita na
Tabela 02.

E importante frisar que para o candidato EGUB1 foram observados problemas
de correlagdo entre o fragmento amplificado e sequenciado e o EST originalmente
usado para desenho dos oligos. Detectou-se que a sequéncia de nucleotideos do

fragmento amplificado apresentava alta identidade com um EST ndo relacionado com
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aquele usado para o desenho dos oligos. Esse novo EST codifica uma isoforma da
proteina codificada pelo EST originalmente empregado. Genes cujos produtos génicos
apresentam regides muito conservadas normalmente dificultam as amplificacbes por

GW.

4.4) Correlagédo das sequéncias amplificadas com os ESTs

Conforme descrito no item 3.6, amplificacbes foram realizadas no intuito de
confirmar a identidade e posicionamento do fragmento amplificado, e cuja seqliéncia foi
determinada, em relacéo ao seu respectivo EST. Nas Figuras 08 e 09 estéo apresentados
dois exemplos de tais amplificacGes, as quais correspondem aos candidatos EGFB1 e
EGLV1. Nesse caso foi empregado tanto DNA genbmico de eucalipto quanto
plasmidial (contendo o fragmento clonado por GW), e oligonucleotideos sintetizados no
sentido senso do fragmento sequienciado e no sentido reverso a seqiiéncia dos ESTs
depositados no banco. Os resultados obtidos confirmam o posicionamento dos produtos

de amplificagdo a montante do EST validado.
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Figura 08 — Confirmagéo do posicionamento da regido promotora amplificada para o candidato EGFB1
em relacdo ao EST selecionado no banco FORESTSs (A). AmplificagBes foram realizadas com o par de
oligos EBFF1 e GSP-FBL1 (colunas 2 e 4 — amplicon de 287 pb) e com o par de oligos EBFF2 e GSP-FB1
(colunas 1 e 3 — amplicon de 255 pb), usando DNA gendmico (colunas 1 e 2) ou o plasmideo pGEMT-
Easy contendo o fragmento EGFB1 (colunas 3 e 4). 100bp —. Ladder 100 pb da MBI Fermentas. Gel de
agarose 1% corado com brometo de etidio. (B) A diferenca de tamanho das bandas resulta do
posicionamento do oligo EBFF1 & montante do oligo EBFF2, levando a amplificacdo de um fragmento

ligeramente maior.

Figura 09 — Confirmag&o do posicionamento da regido promotora amplificada para o candidato EGLV1
em relagdo ao EST selecionado no banco FORESTSs. O fragmento (300 pb) foi amplificado usando oligo
especifico a regido promotora (EGLV2B) e outro ao EST validado (GSP). M — Marcador MassRuler
DNA Ladder Mix (Fermentas); 1-3 Amplificacfes usando DNA gendmico de eucalipto; (-) Controle
negativo (sem DNA); 4 — Amplificacdo usando o plasmideo pGEMT-Easy contendo o fragmento
EGLV1. Gel de agarose 1% corado com brometo de etidio.
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4.5) Construcao do cassete de expressédo para analise funcional em

tabaco

Dentre os diferentes promotores putativos amplificados (Tabela 2), 0 promotor
putativo do candidato EGLV1 (especifico de folha) foi inicialmente selecionado para a
analise funcional em expressdo estavel em tabaco. Para tal, a regido promotora putativa
foi amplificada por PCR para posterior inser¢cdo em vetor de transformacdo de plantas.
O promotor putativo amplificado relativo ao candidato EGLV1 tem 1.2 kb e sua regido
3’ terminal se limita ao ultimo nucleotideo imediatamente adjacente a regido
codificadora do EST validado. Esse fragmento foi inserido no vetor pCAMBIA-1381z

em fusdo transcricional com o gene uidA (GUS).

4.6) Transformacéo estavel em tabaco

4.6.1) Confirmacéo de transformacéo da agrobactéria

O vetor binario pPCAMBIA-1381z contendo o cassete de expressdo EGLV1:GUS
foi transformado em Agrobacterium tumefaciens de acordo com protocolo ja descrito
(item 3.9). As agrobactérias recombinantes foram identificadas através de PCR
empregando um oligonucleotideo posicionado no sentido senso da seqtiéncia promotora
e um outro complementar a regido codificadora do gene repérter proximo ao ATG,

originando um fragmento em torno de 500 pb (Figura 10).
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Figura 10 — PCR confirmatdrio da transformacédo do vetor binario contendo o promotor EGLV1 em A.
tumefaciens. Da esquerda para direita: MassRuler DNA Ladder (Fermentas); CI.3 - clone 3; Cl.4 — clone

4 e (-) controle negativo (sem DNA).

4.6.2) Transformacdo dos discos foliares e regeneracdo dos

transformantes

Apobs os eventos de transformacdo via A. tumefaciens (item 3.10), os discos
foliares foram mantidos em placas contendo meio de cultura MS com o0s agentes de
selecdo proprios descritos anteriormente. O experimento de regeneracdo foi separado
em controle positivo de regeneracdo, sem antibioticos, e controle negativo de selegéo,
sem evento de transformacdo, visando testar a eficiéncia da higromicina B. O controle
negativo ap6s algumas semanas apresentava perda progressiva de clorofila e auséncia
de calos, enquanto o controle positivo e os explantes infectados com agrobactérias
apresentavam calos nas partes transformadas.

Apos varias semanas houve a inducdo da parte aérea nos explantes. Nessa etapa
transferiu-se a parte aérea para potes com meio MS com a presenca de ANA para

induzir o enraizamento, mantendo sempre 0s agentes de selegdo. Ap6s algumas semanas
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desenvolveu-se o sistema radicular nos tabacos transformados. Nesse estagio, as plantas

foram transferidas para copos plasticos e aclimatadas para o0 novo ambiente.

4.7) Caracterizagdo molecular dos transformantes

No total, quatorze plantas transformadas (representando eventos independentes)
foram recuperadas do processo de regeneracdo. Para averiguar se o cassete de expressao
EGLV1:GUS estava integrado nessas linhagens foi realizada a extracdo de DNA
genémico, o qual foi entdo usado como molde em reagdo de PCR empregando os
oligonucleotideos utilizados no item 3.12.1. Como pode ser observado na Figura 11, a
amplificacdo de um fragmento correspondente ao cassete de expressdo inserido foi
observada. Os fragmentos inespecificos presentes na Figura 11A puderam ser
eliminados aumentando-se a temperatura de anelamento de 53°C para 54°C (Figura

11B).

467 bp ——

Figura 11 — PCR confirmatério da insercdo do cassete de expressio EGLV1:GUS nas linhagens
transgénicas de tabaco (1-14). Amplicon esperado de 467 pb. WT — Tabaco néo transgénico usado como

controle negativo; M - Marcador MassRuler DNA Ladder Mix (Fermentas).
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Mais uma etapa confirmatéria foi realizada no intuito de verificar se a
transcricdo do gene reporter nas linhagens transformadas estava ocorrendo. Para tal,
RNA total foi extraido de folhas de algumas linhagens escolhidas aleatoriamente e uma
RT-PCR foi realizada empregando oligonucleotideos internos ao gene repoérter, gerando
um fragmento de 400 pb. Nesse caso, a presenga de transcrito correspondente ao gene

reporter foi observada em todas as linhagens analisadas (Figura 12).
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Figura 12 — RT-PCR confirmatorio da expressdo do gene repdrter (GUS) nas plantas de tabaco
transformadas com o cassete EGLV1:GUS. Gel de agarose 1% corado com brometo de etidio. M —
Marcador MassRuler DNA Ladder Mix (Fermentas); Os nimeros 2, 7, 8, 9, 10, 11 e 12 correspondem as

linhagens transgénicas testadas.
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As plantas transgénicas caracterizadas molecularmente foram transplantadas
para vasos maiores com terra vegetal e areia (2:1) para recuperar as sementes da geracédo

T1 e usa-las no ensaio histoquimico de GUS.

4.8) Ensaio histoquimico de GUS nas plantas EGLV1:GUS

Inicialmente, folhas e discos foliares dos transformantes priméarios (geracéo TO)
para o cassete EGLV1:GUS foram submetidas ao ensaio histoquimico de GUS. A
intencdo era averiguar se a expressdo de GUS estava efetivamente ocorrendo
confirmando assim os eventos de transformacao. Na Figura 13 € possivel observar, nas
folhas e discos foliares de duas linhagens analisadas (EGLV1.2 e EGLV1.7), a presenca
de coloracdo azulada relativa a reacdo da enzima (-glucoronidase com o substrato X-
Gluc. O padréo parcial e variegado observado é provavelmente resultante da absorcéo

parcial do substrato nos tecidos vegetais analisados.
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Figura 13 — Ensaio histoquimico de GUS em tabaco. A) Folha da linhagem transgénica 7 com marcagao
azulada correspondente a atividade GUS; B) Controle negativo — planta selvagem; C) Disco foliar da
Linhagem 2; D) Controle negativo — planta selvagem; E) Controle positivo — planta transformada com um

cassete contendo o gene repérter GUS sob controle do promotor constitutivo 35S.

Com a disponibilidade das sementes da geracdo T1 foi possivel realizar o ensaio
histoquimico de GUS em plantulas recém germinadas (Figura 14). Nesse experimento
foi usado como controle negativo, plantulas de tabaco selvagem SR1, e como controle
positivo, plantulas contendo o cassete de expressdo 35S CaMV-GUS. As linhagens
transgénicas contendo o cassete EGLV1:GUS apresentaram padrdo de expressdo de
GUS especifico de folhas, incluindo em alguns casos, os primérdios foliares (Figura
14F). Um padréo variegado foi novamente observado nas folhas coradas, padrdo esse

que pode estar relacionado a inadequada absorg¢do do substrato.
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Figura 14 — Ensaio histoquimico de GUS em plantulas de tabaco da geracdo T1 contendo o cassete
EGLV1:GUS. A) Controle ndo transgénico (SR1); B e C) Plantulas da linhagem 7; D) Controle positivo

35S-CaMV-GUS; E e F) Plantulas da linhagem 2. Seta — Primérdio foliar.

4.9) Analise da expressdo relativa do gene repérter nas plantas

EGLV1:GUS

Em uma anélise mais detalhada, a expressao relativa do gene uidA foi avaliada
em tabacos transgénicos da geragdo T1 transformados com a construcdo EGLV1:GUS.
Para tal, foram utilizadas amostras de RNA total extraido de folha, caule e raiz de
plantas da linhagem EGLV1.2 com 4 meses de idade. Nesse caso, 0 gene 18S de
Nicotiana tabacum (Levy et al.,, 2004) foi utilizado como normalizador. Pelos

resultados obtidos é possivel notar que a expressdo do gene rep6rter foi majoritaria em
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folhas, sendo detectada também em caule e raiz, porém em menor intensidade (Figura

15).
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Figura 15 — Analise da expressdo relativa do gene uidA (GUS) em diferentes 6rgdos de tabaco
transgénico EGLV1:GUS (linhagem 2). LV - folha, ST — caule, RT — raiz. As barras correspondem a

média mais devios para trés reagGes independentes.

4.10) Expressao transiente em E. grandis e ensaio histoquimico de

GUS

A fim de confirmar a funcionalidade da regido promotora do candidato EGLV1
em eucalipto, ensaios de expressdo transiente nessa especie foram realizados. Os
resultados obtidos (Figura 16) mostram que a atividade GUS p6de ser detectada nas
folhas cotiledonares das plantulas de E. grandis infectadas pela agrobactéria
transformada com o cassete de expresséo EGLV1:GUS (Figura 16; Painel B),

demonstrando ser este, um promotor ativo em eucalipto. Um padrdo similar de
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expressdo foi observado no controle positivo usando um cassete 35S:GUS (Painel A).
Por outro lado, ndo foi observada a expressdo de GUS no controle negativo (Painel C).
Adicionalmente, ensaios histoquimicos em tufos de propagulos vegetativos de E.
grandis infectados com agrobactéria contendo o cassete EGLV1:GUS foram realizados,
contudo, ndo houve deteccdo de atividade GUS (Painel E) como também observado no
controle negativo (Painel F). Por outro lado, no controle positivo 35S:GUS (Painel D)

foi detectada atividade GUS.

Figura 16 — Expressao transiente em eucalipto usando o cassete de expressdo EGLV1:GUS. A, Be C -
folhas cotiledonares. D, E, F — Tufos de propagulos vegetativos. A e D - Controle 35S:GUS; B e E -

Cassete EGLV1:GUS; C e F - Controle negativo sem inoculag&o.
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4.11) Analise da expresséao relativa empregando qPCR

4.11.1. Candidato EGLV1 (EGEQLV2201B04.9)

O candidato EGLV1 foi inicialmente validado nas analises de RT-PCR como
apresentando um perfil de expressdo especifico em folhas (Figura 5). Porém, nas
analises histoquimicas em tabaco transgénico, uma expressao residual em outros 6rgaos
(caule e raiz) também foi observada (Figura 15). Com o intuito de melhor caracterizar o
padrdo de expressdo desse candidato, uma analise de expressdo mais aprofundada foi
realizada empregando-se material vegetal coletado de plantas de eucalipto em diferentes
idades. Nesse caso, optou-se por quantificar a expressdo relativa do mesmo em relacdo
ao gene normalizador EgIDH (Goicoechea et al., 2005) usando-se gPCR.

As andlises de expressdo relativa revelaram que esse candidato é
preferencialmente expresso em folhas, sendo a maior quantidade de transcritos
detectada em folhas de eucalipto com 6 meses e em folhas de eucalipto proveniente de
propagacdo vegetativa in vitro (Figura 17). Por outro lado, a sua expressdo em folhas
provenientes de plantas com 6 anos e 1 més, 2 anos e 7 meses e em estagio de plantula
(cerca de 1 més) foi muito baixa, sendo ainda praticamente nula nos demais 6rgdos
analisados.

O sequienciamento dos produtos de amplificacdo gerados via PCR quantitativo
em tempo real revelou que a regido analisada é 97,3% idéntica a regido correspondente
do EST EGEQLV2201B04.g, sendo observadas duas mudangas de nucleotideos. Em
duas posicdes ocupadas por citosinas no EST foi observada uma timina em uma delas,

mas nunca nas duas.
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Figura 17 — Expressdo relativa do candidato EGLV1 em diferentes 6rgéos, de diferentes idades, de E.
grandis. LV6alm e CM6alm — folha e feixe cambial de eucalipto com 6 anos e 1 més; LV2a7m e
CM2a7m — folha e feixe cambial de eucalipto com 2 anos e 7 meses; LV6m, STém e RT6ém — folha,
caule e raiz de eucalitpto com 6 meses; SLLV, SLST e SLRT - folha, caule e raiz de plantulas; LVPV,
STPV e RTPV - folha, caule e raiz de eucalipto em propagac¢do vegetativa in vitro; BF — botdo floral; FT

— fruto. As barras correspondem a média mais devios para trés reagdes independentes.

4.11.2. EGRT2 (EGMCRT3145G04.9)

Para efeito de comparcido, a expressdo relativa do candidato EGRT2,
inicialmente validado nas analises de RT-PCR como possuindo um perfil de expressao
especifico em raiz (Figura 5), foi também analisada. Sua expressao relativa também foi

normalizada usando o gene EgIDH (Goicoechea et al., 2005).
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Ao contrario do observado para o candidato EGLV1, o candidato EGRT2
manteve seu padrdo de expressdo nas andlises de qPCR. Nesse caso, verificou-se que a
sua expressdo ocorria exclusivamente em raizes de E. grandis, sendo a mesma
majoritaria em raizes obtidas de plantas de propagacdo vegetativa, seguida de plantas
com 6 meses, e de uma menor expressao em raizes provenientes de plantulas (Figura
18). A detecgdo nos demais 6rgéaos foi nula, ou seja, ndo se detectou transcritos desse
gene em folhas e feixes cambiais de plantas com 6 anos e 1 més e de plantas com 2 anos

e 7 meses, e em folhas e caule de plantas com 6 meses (dados ndo apresentados).
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Figura 18 — Expressdo relativa do candidato EGRT2 em diferentes 6rgédos, de diferentes idades, de E.
grandis. SLRT - raiz de plantulas; RT6ém — raiz de plantas com 6 meses; STPV e RTPV — caule e raiz de

eucalipto em propagagdo vegetativa in vitro. As barras correspondem a média mais devios para trés

reagdes idependentes.
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4.12) Determinacdo da regido 5 né&o traduzida dos candidatos

EGLV1 e EGFB1 usando 5’- RACE

Um experimento adicional foi empreendido a fim de determinar o tamanho
aproximado da regido ndo traduzida dos candidatos EGLV1 e EGFB1. Usando a técnica
5’-RACE foram amplificados e isolados fragmentos de aproximadamente 250 pb e 200
pb para os candidatos EGLV1 e EGFBL, respectivamente. As amplificacGes foram
realizadas com cDNA molde usando os devidos controles para verificar a especificidade

dos produtos amplificados (Figura 19).

L ABCDTE ABCTUDE

—

(I

BGFB1 EGLV1

- (-

Figura 19 — Produtos de amplificagdo obtidos por 5’-RACE para os candidatos EGFB1 e EGLV1. A)
Controle da primeira reacdo de sintese. B) Controle do eluato da coluna de silica. C) cDNA tratado com
TdT correspondente ao produto final do RACE. D) Controle sem tratamento de TdT. E) Controle sem

cDNA. L) Ladder MassRuler DNA Mix (Fermentas). Circulos — fragmentos clonados e sequienciados.

Os produtos foram clonados em vetor pGEMT-easy e sequenciados. As
sequéncias obtidas foram alinhadas com as seqiiéncias dos EST depositados no banco e

com as regides promotoras para determinar os putativos pontos de inicio de transcricao.
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Até o presente momento, somente a seqliéncia do candidato EGLV1 teve boa qualidade

indicando que o0 gene possui uma regido 5’ ndo traduzida de 48 nucleotideos.

4.13) Elementos cis-regulatérios presentes no promotor EGLV1

Foram realizadas buscas por elementos cis-regulatorios putativos presentes na
regido amplificada do candidato EGLV1 utilizando-se o banco de dados PLACE
(http://www.dna.affrc.go.jp/htdocs/PLACE/) (Higo et al., 1999). O promotor EGLV1
tem um tamanho total de 1267 nucleotideos, incluindo a regido 5’ ndo traduzida (48 pb)
a qual foi estipulada por 5’-RACE. O ponto de inicio de transcricdo determina o
posicionamento relativo dos elementos cis-atuantes. Na busca por elementos
regulatérios na sequéncia promotora putativa em analise, procurou-se evidenciar e
investigar os elementos mais repetitivos (disponibilizados no Anexo 8.12). De maneira
geral, sabe-se que os programas de predicdo de sitios regulatorios ainda ndo sao
acurados gerando um alto indice de falso-positivos. Prestridge e Burks (1993)
demonstraram que num conjunto de seqliéncias ndo promotoras de mamiferos
submetidas a uma analise com uma matriz de peso (Bucher, 1990), gera-se em média
um TATA-box a cada 120 pb.

Dentre os diferentes elementos de regulacdo encontrados no promotor ELGV1,
0s que mais chamam a atencdo sdo os elementos do tipo DOFCOREZM (AAAG), que
sdo sitios de ligacdo para os fatores de transcri¢cdo do tipo DOF, e que se encontram

repetidos inimeras vezes ao longo da seqliéncia promotora (24 vezes) (Figura 20).
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Figura 20 — Distribuicdo dos elementos cis-regulatérios do tipo DOFCOREZM no promotor
EGLV1 (1267 pb). O motivo AAAG esta representado pelos retangulos bege (senso) e verde-
azulado (reverso). As barras em azul representam a seqiiéncia de nucleotideos do promotor. O

retdngulo em vermelho representa o ponto de inicio de transcrigdo do gene.

68



5) Discusséao

5.1) Validacé&o por RT-PCR e gPCR

Dos 59 candidatos selecionados por predi¢des in silico e dados da literatura, 6
candidatos foram confirmados como apresentando expressao érgdo-especifica num
primeiro momento (cerca de 10%). Em trabalhos semelhantes de validacdo de perfil de
expressdo de ESTs em café e cana-de-aglcar, a taxa de validagdo também ¢é baixa
(Hoshino, 2007; Brandalise, 2007). Isso pode ter ocorrido devido ao fato de alguns
genes apresentarem niveis reduzidos de expressao em alguns drgdos/tecidos, o que faz
com que 0s mesmos ndo sejam amostrados nas bibliotecas de ESTs. Nesse caso, tais
candidatos apresentam-se como preferencialmente expressos em dado drgao/tecido,
porém sem serem especificos.

Como a etapa de RT-PCR visou identificar candidatos érgdo-especificos pela
deteccdo ou auséncia de produtos de amplificacdo nos diferentes 6rgdos analisados, sem
a exigéncia de uma quantificacdo, procurou-se refinar as analises dos perfis de
expressdo de alguns candidatos usando PCR quantitativo em tempo real. Com essa
ferramenta foi possivel verificar que o candidato EGLV1 era na verdade,
preferencialmente expresso em folhas. No caso de EGRT2 o perfil se manteve
especifico de raiz. Com base nesses resultados fica evidente que a analise quantitativa é
um passo essencial para a validacao final dos candidatos antes da realizagdo dos ensaios

funcionais.
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O candidato EGFB1 ndo apresentou similaridade com nenhuma seqliéncia
conhecida em bancos publicos. A sua seqiiéncia deduzida de aminoécidos indicou a
presenca de uma regido rica em prolinas, ocupando cerca de 38% da seqiliéncia primaria
da proteina, residuo normalmente presente em grande nimero em proteinas estruturais.

Muito embora um cassete de expressdo tenha sido obtido para o candidato
EGFB1, nos ensaios funcionais optou-se pela caracterizagdo do candidato EGLV1, j&
gue sua regido promotora estava completamente sequenciada e sua expressdo em folha
era mais interessante do ponto de vista aplicado. O candidato EGRT2 foi, do ponto de
vista cronoldgico, caracterizado mais tardiamente. Por esse motivo, as analises
funcionais do promotor correspondente ndo foram realizadas. Entretanto, esse candidato
foi usado nas analises de expressao relativa como um controle com padrdo de expressao

especifico em raiz.

5.2) O candidato EGLV1

Numa busca por seqiiéncias similares a seqiiéncia deduzida de aminoacidos do
candidato EGLV1 (usando para tal a seqiéncia do EST depositada no banco FOREST)
em bancos de seqliéncias publicas, verificou-se que essa apresentava similaridade com
diversas seqUéncias relacionadas as proteinas do tipo germininas. As proteinas
germininas fazem parte da superfamilia Cupina, que tem como caracteristica principal
um dominio com dois motivos, que apresentam pelo menos um residuo de histidina
cada, separados por uma regido de tamanho variavel (Dunwell et al., 2000, 2001). O
termo Cupina vem do latim cupa, que significa pequeno barril, devido a estrutura de

barril beta desse dominio (Dunwell, 1998). A seqiiéncia deduzida de aminoacidos do
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EST apresenta 0 mesmo tipo de arquitetura do dominio das cupinas, onde a sequiéncia
consenso do primeiro motivo é G(X)sHXH(X)34E(X)¢sG e a do segundo motivo é
G(X)sPXG(X)2H(X)3N [X representa qualquer aminoacido (Gane et al., 1998)]. Os dois
residuos de histidina e o acido glutdmico presentes no motivo 1 bem como o residuo de
histidina presente no motivo 2 agem em conjunto como ligantes, criando um possivel
sitio de ligacdo com afinidade a metais.

A superfamilia Cupina foi concebida com base no fato de que a proteina
germinina de trigo, uma proteina com termo-estabilidade produzida durante a fase
inicial de germinacdo de embriGes de trigo, compartilhava nove aminoéacidos
(HI/THPRATEI) com a proteina induzida por estresse chamada esferulina do micetozoa
Physarum polycephalum (Dunwell, 1998). Outras cupinas foram identificadas em
diversos taxons, incluindo muitos exemplos em bactérias (Dunwell e Gane, 1998),
sendo que coletivamente elas compartilham as seqliéncias consensos de histidinas e a
estrutura de barril beta do dominio. Em uma estimativa inicial, previu-se que existiriam
cerca de 18 diferentes sub-classes funcionais dentro das cupinas (Dunwell et al., 2001),
mas atualmente sabe-se que existe um nimero bem maior. De maneira geral, existem
dois grandes grupos de cupinas, as que possuem um dominio simples de cupina, e as
gue possuem 2 ou mais dominios de cupinas (Dunwell et al., 2004), sendo que as
proteinas do tipo germininas e as germininas participam do grupo das monocupinas.

As proteinas do tipo germininas (GLPs — Germin-like proteins) e germininas
constituem uma familia grande e diversa de proteinas de plantas. O nome germinina
vem da primeira proteina descrita, a germinina de trigo. Todas as GLPs e germininas
possuem um tamanho aproximado de 220 aminoacidos, incluindo um peptideo sinal
putativo. As proteinas maduras possuem 3 regifes altamente conservadas chamadas de

“boxes” A, B e C e uma regido hipervaridvel limitada por duas cisteinas (Figura 21).
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Em mais da metade das GLPs, mas ndo nas germininas, nessa regido esta presente o
triplet de aminoacidos RGD. Nas germininas o triplet KGD é mais frequentemente
encontrado (ou algumas vezes KGE), e 0 “box” B e C possuem 3 histidinas e um

glutamato que podem estar envolvidos em ligacdo a metais (Bernier e Berna, 2001).

A Figura 21 ilustra a seqiiéncia deduzida de aminoacidos do candidato EGLV1
(211 aminoacidos). Ela apresenta um sitio de clivagem de um peptideo sinal predito
pelo programa SignalP 3.0 (Bendtsen et al., 2004) entre os aminoécidos 19 e 20
(SHAAYV, o sitio se localiza entre os aminoacidos sublinhados); os “boxes” B e C
possuem as 3 histidinas e o glutamato; o “box” A é idéntico ao consenso, apresentando
uma cisteina dentro do mesmo e outra na vizinhanga; um sitio de N-glicolisacdo foi
predito pelo programa NetNGlyc 1.0 (Gupta et al., 2004); e o tripeptideo KGD esta
presente também. A presenga de duas cisteinas proximas (possibilidade de ponte de
dissulfeto), a presenca de um peptideo sinal, e de um sitio de N-glicolisagdo, podem em
conjunto indicar uma proteina de secre¢do. O tripeptideo KGD é semelhante ao RGD,
que esta presente em proteinas animais de adesdo a matriz extracelular, como a
fibronectina e vitronectina. Essas proteinas costumam interagir com integrinas e
participam da troca de informagdo entre 0 meio externo e interno das células (Bernier e

Berna, 2001).
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Figura 21 — Seqiuiéncia deduzida de aminoécidos do EST EGEQLV2201B04.g. As letras sublinhadas
representam um sitio putativo de clivagem de um peptideo sinal. Os quadros amarelos representam areas
moderadamente conservadas dos “boxes” A, B e C. Letras em azul representam um sitio putativo de N-
glicolisagdo. O quadro verde mostra um tripeptideo conservado. As letras em vermelho realgam as duas

cisteinas, histidinas e um acido glutdmico. — qualquer aminoacido; X — qualquer aminoéacido hidrofébico.

A maior parte das caracterizagdes bioquimicas, descritas na literatura, foi
realizada empregando germininas, principalmente as de trigo e cevada, pois elas foram
0s primeiros membros identificados da familia. As germininas sdo glicoproteinas
oligoméricas (Lane, 1991), e a presenca delas em matriz extracelular é bem
documentada (Lane et al., 1992; Lane, 1994). Em contraste, a maioria das GLPs
conhecidas provém de projetos de sequenciamento, sendo a caracterizacdo dessas
proteinas esparsa. Dos poucos relatos bioguimicos (revisdo em Bernier e Berna, 2001),
todas as proteinas GLPs estudadas estdo parcialmente associadas a matriz extracelular,
variando a natureza de associacdo. Aparentemente, entre uma isoforma ou outra, a
variacdo ocorre somente na cadeia lateral de oligossacarideos das mesmas. Essa
variacdo entre isoformas pode ser uma caracteristica comum nessa familia (Bernier e
Berna, 2001).

A maioria das seqiiéncias obtidas de GLPs via sequenciamento sistematico de

diferentes espécies necessitam de caracterizacdo do perfil de expressdo. Mas, numa
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visdo geral, pode-se encontrar clones de cDNAs de GLPs em praticamente todos o0s
Orgaos e estagios de desenvolvimento das plantas, embora seja frequiente a identificacdo
de multiplos cDNAs provindos de uma mesma biblioteca. Nesse caso, eles geralmente
se originam do mesmo gene. Em muitos casos, por mais que as GLPs estejam presentes
em todos os tipos celulares, cada gene GLP é expresso de maneira especifica e somente
num subgrupo de células (Bernier e Berna, 2001).

E possivel citar exemplos de genes codificando GLPs com o padrdo de
expressdo preferencial em folhas, como no caso do gene AtGER1 de Arabidopsis
thaliana (Membré et al., 1997); do gene Zmglpl em folhas novas de milho (Fan et al.,
2005); e do candidato EGLV1 validado neste estudo em Eucalyptus grandis. Ha casos
em que a expressdo é especifica de folhas como a do gene PnGLP em folhas novas de
Pharbitis nil (Ono et al., 1996); e a do gene HvGLP1 também em folhas novas de
Hordeum vulgare (Vallelian-Bindschedler et al., 1998a).

Outro padrdo interessante é que alguns genes apresentando expressao
preferencial ou especifica em folhas e outros ndo especificos, mas também presentes nas
folhas apresentam, em geral, oscilagdo na quantidade de transcritos de acordo com o
ciclo circardiano da planta. Em cevada, o gene HvGLP1 é transcrito em maior
guantidade no final do periodo de luz e em menor quantidade no final do periodo de
escuriddo (Vallelian-Bindschedler et al., 1998a). Em Pharbitis nil, os transcritos do
gene PnGLP se acumulam em maior quantidade no final do periodo de escuriddo (Ono
et al., 1996), assim como gene Zmglpl de milho (Fan et al., 2005). Os genes Saglp de
Sinapis alba (Heintzen et al., 1994) e AtGER3 de Arabidopsis thaliana (Staiger et al.,
1999) possuem também um padrdo circadiano de expressdo apesar de ndo serem
preferencial ou especificamente expressos em folhas. No caso do gene Saglp, o maior

pico de transcri¢do foi detectado no final do periodo de luz, e em AtGER3 no comeco do
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periodo da noite. A regulacdo desses genes em resposta ao ciclo cincardiano levanta a
guestdo se existem elementos regulatorios associados a esse tipo de resposta no
promotor EGLV1.

Uma grande variedade de funcGes foi descoberta para a germininas e GLPs. As
fungdes descritas incluem atividades enzimaticas especificas, atuagdo como receptores,
e até como proteinas estruturais. Como exemplos de atividade enziméatica associada
pode-se citar a oxalato oxidase em germinina gf-2.8 de trigo (Lane, 1994, 2000) e em
GLP de cevada, que reage a ataque do fungo Erysiphe graminis f. sp. hordei (Dumas et
al., 1995); a superoxido dismutase em nectarina | de tabaco (Carter et al., 2000), e em
Mn-SOD do musgo Barbula unguiculata (Yamahara et al., 1999). Como exemplos de
atuacdo como receptores é possivel citar as proteinas ABP19/20 de péssego, provaveis
receptores de auxina (Ohmiya et al. 2002), e as GLPs de raizes de péra que atuam como
receptores de ricadesinas, que sao proteinas de superficie celular de bactérias do género
Agrobacterium e Rhizobium (Swart et al., 1994). Duas GLPs estruturais foram descritas
em Hordeum vulgaris reagindo a estresse de calor, peréxido de hidrogénio ou infeccéo
por fungo. Através da sua insolubilizacdo, essas GLPs alteram a composi¢do da parede
celular e aumentam a resisténcia a esses tipos de estresses (Vallelian-Bindschedler et

al., 1998a, b).
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5.3) Os elementos regulatdrios presentes no promotor EGLV1

Como realcado anteriormente, elementos do tipo DOFCOREZM (AAAG), que
sdo sitios de ligagdo para os fatores de transcricdo do tipo DOF, possuem inlmeras
repeticdes (24 vezes) no promotor ELGV1. As proteinas Dof sdo uma familia de fatores
de transcricdo que compartilham a afinidade pela sequéncia AAAG localizada em
diversos promotores de plantas (Yanagisawa et al. 1999). A ligagdo das proteinas Dof a
diversos promotores de plantas sugere que as mesmas estejam associadas a genes que
respondem a uma variedade de estimulos e/ou que sdo tecido-especificos.
Interessantemente, todos 0s processos bioldgicos em que se especula serem mediados
pelas proteinas Dof sdo especificos de plantas, como por exemplo, a regulacdo da
expressao de genes fotossintéticos (Yanagisawa e Sheen, 1998), de genes endosperma-
especificos (Vicente-Carbajosa et al., 1997), de um oncogene de plantas e de um gene
de resposta a patdgenos (de Paolis et al., 1996). As proteinas Dofl e Dof2 de milho tém
preferéncia de ligacdo por algumas regibes flanqueadoras da seqiiéncia AAAG, dentre
elas uma adenina ou timina imediatamente anterior ao primeiro nucleotideo do elemento
cis ((T/A)AAAG), sendo que a presenca de uma guanina diminui a for¢a de ligagdo na
mesma posicao, e a de uma citosina abole totalmente a afinidade da proteina pelo DNA
(Yanagisawa e Sheen, 1998). Outro fator preponderante é o aumento de afinidade das
Dof pelo sitio AAAG quando ele apresenta multiplas repeti¢des, geralmente quando
dispostas em sequéncia. O candidato EGLV1 apresenta alguns elementos
DOFCOREZM seqiienciais como, por exemplo, o motivo TAAAG repetido duas vezes
(como esquematizado na Figura 20) dentro da regido transcrita do gene EGLV1 (+ 32 e

+ 45), dentre outros.
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Adicionalmente, os elementos GATA-box, CAATBOX1 e GT1CONSENSUS
guando associados a elementos do tipo I-Box participam fortemente da mediacdo do
padrdo de expressdo de inimeros genes responsiveis a luz (Arglello-Astorga e Herrera-
Estrella, 1996).

Por outro lado, a presenca de elementos do tipo ROOTMOTIFTAPOX1,
descritos como determinantes de padrdo de expressdo especifica em raiz, ndo apresenta
respaldo nas validac6es do candidato EGLV1 por RT-PCR ou gPCR e nem nos ensaios
histoquimicos de GUS realizados no presente trabalho.

Elementos cis-regulatérios do tipo TATA-box foram preditos em regibes
distantes do ponto de inicio de transcri¢éo (entre -438 a —723) apresentando 6 repeticoes
do TATA-box5 e uma do TATA-box4. O sitio putativo TATATATA presente na
posicdo —25, embora ndo reconhecido pelo PLACE, aparenta ser o TATA-box
funcionalmente mais plausivel pelo seu posicionamento (~30 nucleotideos anteriores ao
ponto de inicio de transcri¢do).

A andlise identificou também elementos associados a expressao em semente,
como 0 EBOXBNNAPA, MYB2CONSENSUSAT e MYB1AT. Elementos associados
a afinidade ao cobre (CURECORECR), de expressdo especifica em grdos de pélen
(POLLEN1LELATS52), responsivel a nodulagdo (NODCON1GM e NODCON2GM), ao
ataque de fungo a raizes (OSELIROOTNODULE e OSE2ROOTNODULE) e ao estresse
bidtico como os do tipo WKRY, também foram identificados. Contudo, alguns dos
elementos descritos acima ndo possuiam 0s padrGes de conservagdo descritos na

literatura e indicativos de sua funcionalidade.
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5.4) O candidato EGRT2

O candidato EGRT?2 foi selecionado com base no perfil de expressdo do gene
AtHAKS, integrante da familia dos genes AtKT/HAK/KUPs em Arabidopsis thaliana
(Ahn et al., 2004). Essa familia é composta de treze membros distribuidos em 5
cromossomos (Maser et al.,, 1997), os quais estdo relacionados ao transporte e
translocacdo de potassio. Os transportadores de potassio em Arabidopsis podem ser
divididos em 3 grandes familias génicas a saber, KT/HAK/KUP, TRK/HKT e Antiporte
Cation Proton (CPA), que juntos com os canais de potassio regulam o transporte e a
translocacdo deste elemento (Gierth e Maser, 2007).

A expressdo relativa do gene AtHAKS analisada por qPCR foi especifica de raiz
em estagio de plantula, e detectada em niveis quase imperceptiveis na planta em fase de
florescimento. Contudo, uma grande inducdo de sua expressdo em raiz, e em menor
escala em folhas velhas de plantas em fase de florescimento, foi observada apds um
periodo de privacdo de potassio por 6 dias. Apos 6 horas da suplementacdo de potassio,
a expressao realtiva do gene AtHAKS diminuiu para 0s niveis anteriores ao estresse
(Ahn et al., 2004). Em experimento de complementacdo em levedura mutante deficiente
na capacidade de absor¢do de potassio, foi demonstrado que o gene AtHAKS5
complementa essa deficiéncia (Rubio et al., 2000). Vale ressaltar que AtHAKS foi o
Unico gene de toda a familia AtKT/HAK/KUPs regulado pela deficiéncia de potassio
em plantulas e também em plantas adultas.

Em eucalipto, os Unicos genes descritos como relacionados ao transporte de
potassio sdo 0s genes ECKT1 e EcKT2, pertencentes a familia TRK/HKT de transporte
de K* e Na* (Liu et al., 2001). Os seus cDNAs foram isolados de Eucalyptus

camaldulensis e inseridos em odcitos de Xenopus laevis. As proteinas resultantes
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aumentaram o0s niveis de potassio transportado para os oécitos na presenca de sodio,
mas também transportaram K* na auséncia desse elemento, e vice-versa. Outra
caracteristica observada foi a inducdo da expressdo do gene EcKTs na presenca de
solucbes hipotdnicas. Essa caracteristica, em particular, pode ajudar o Eucalyptus
camaldulensis a se adaptar ao seu habitat natural, que periodicamente é inundado,
matendo a homeostase de potéassio. Cabe ressaltar que o candidato EGRT2 ndo
apresenta nenhum grau de similaridade de nucleotideos e nem de aminoacidos com o0s

genes ECKT1 e ECKT2.
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6) Conclusao

Com base nos resultados obtidos no presente trabalho pode-se concluir que:

- A metodologia adotada para a selecdo de genes candidatos com perfil de expressdo
especifico em dado 6rgdo/tecido mostrou-se pouco eficiente, atingindo taxas de

validacdo de aproximadamente 10%.

- O fragmento de 1,2 kb isolado pela técnica de “genome walking” para o candidato

EGLV1, apresenta atividade transcricional, sendo portanto funcionalmente ativo.

- Como demonstrado nos ensaios GUS, o promotor EGLV1 consegue modular a
transcricdo do gene reporter GUS preferencialmente em folhas de plantas de tabaco
transgénicas. Esse resultado indica que os elementos cis-regulatérios necessarios
para dirigir preferencialmente a expressdo génica em folha estdo presentes na

referida seqliéncia.

- Os resultados de quantificacdo da expressdo relativa do candidato EGLV1 em
diferentes &rgados/tecidos de eucalipto corroboram o padrdo de expressao

preferencial em folhas.

- O candidato EGRT2 apresenta expressao especifica em raiz, com excecdo do caule
de eucalipto propagado vegetativamente, em que se detectou uma presenca minima

de transcritos.
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7) Perspectivas

Durante a realizacdo do presente trabalho foram disponibilizadas diferentes
sequéncias promotoras isoladas de genes com padrdo de expressao especifico em dado
orgao de eucalipto. Uma dessas seqiiéncias promotoras (de um gene com expressdo em
folha) foi caracterizada funcionalmente enquanto que as demais ainda requerem
validacdo funcional. Os ensaios com tais objetivos estdo sendo continuados por outros e

serdo disponibilizados.

Como iniciativa de uso da informagéo gendmica para a identificacdo de regides
regulatdrias em eucalipto, o presente trabalho tem um carater pioneiro. A metodologia
utilizada, apesar da baixa sensibilidade, mostrou-se viavel e pode ainda ser mais bem
trabalhada. Do ponto de vista aplicado, tais seqliéncias promotoras representam uma
importante inovagdo biotecnoldgica para o setor florestal, pois a utilizagdo das mesmas
em cassetes de expressdo visando a producdo de transgénicos ird viabilizar a expressao
racional do transgene em O&rgdos chaves da planta, livrando os demais 6rgdos da

proteina heter6loga indesejada.

Tanto o promotor isolado do candidato EGLV1, quanto o promotor isolado do
candidato EGRT2 poderdo ser utilizados em aplicagbes que visem expressar
preferencialmente proteinas de interesse em folhas ou em raizes de eucalipto,
respectivamente. Consequentemente serdo necessarios mais testes submetendo a
diferentes estresses bidticos/abidticos para determinar se eles sdo influenciados por eles,

e assim determinar o melhor uso desses promotores.
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8) Anexos

8.1) Loci, produtos génicos, taxons e referéncias da Figura 02

A — SpHE (metaloendoprotease) de ouri¢co-do-mar Strongylocentrotus purpuratus (Wei
et al., 1995); B — DQAL (proteina de histocompatibilidade) de Homo sapiens
(Petronzelli el al., 1995); C - BPMHC (cadeia pesada da miosina) de Rattus rattus
(Wright et al., 1999); D — Lbc3 (leghemoglobina) de Glycine max (Stougaard et al.,
1987); E — Endol6 (proteina de adesdo celular) de S. purpuratus (Yuh, Bolouri, e
Davidson 1998, 2001); F — Forkhead (fator de transcricdo winged-helix) do urocordata
Ciona intestinalis (Di Gregorio, Corbo, e Levine, 2001); G — APETALA3 (fator de
transcricdo MADS-box) de Arabidopsis thaliana (Hill et al., 1998); H — DOMAD1
(fator de transcricdo MADS-box) da orquidea Dendrobium cv Madame Thong-In (Yu,
Yang, e Goh, 2002); | — Even-skipped (fator de transcricdo homodominio) de D.
melanogaster (Sackerson, Fujioka, e Goto, 1999); J — GAL10 e GAL1 (enzimas
metabdlicas ndo relacionadas genealogicamente) de Saccharomyces cerevisiae (West,
Yocum, e Ptashne, 1984). K — PAX6 (fator de transcri¢do paired-box) de Mus musculus
(Kammandel et al., 1999); L — Otx (fator de transcricdo homodominio) de S. purpuratus
(Yuh et al., 2002); M - Ypl e Yp2 (proteinas paralogas yolk) de D. melanogaster
(Chung et al., 1996); N — DIx6 e DIx4 (fatores de transcricdo homodominio pardlogos)
de Danio rerio (Zerucha et al., 2000; a estrutura éxon/itron desse loci ndo é conhecida
em detalhes; somente elementos regulatérios compartilhados sdo mostrados); O —
APOC3 e APOAl (proteinas carreadoras de lipideos ndo relacionadas
genealogicamente; somente elementos regulatorios compartilhados sdo mostrados) de
H. sapiens (Li et al., 1995; Naganawa et al., 1997); P - Ftz e Scr (fatores de transcri¢do

homodominio pardlogos) de D. melanogaster (Calhoun, Stathopoulos, e Levine, 2002);
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Q - BMS5 (proteina sinalizadora) de M. musculus (DiLeone, Russel, e Kingsley, 1998; a
posicdo do éxon 3 ndo é precisamente conhecida; padrBes de “splicing” sdo omitidos

para simplificar o quadro).

8.2) Tamp&o CTAB estoque (100 ml) — Extracdo de RNA:
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 tampéo.

8.3) 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 4gua
deionizada tratada com DEPC. Ferver no microondas até dissolver completamente a

agarose e adicionar 1 pl de brometo de etidio (10 mg/ml).

Tampdao de carregamento desnaturante:
Para cada amostra: 2 pl de MOPS 10X, 3 pl formaldeido, 10 pl formamida, 2 pl
de tampdo de carregamento 1X, 3 pl de RNA total. Desnaturar as amostras com o

tampé&o por 15 min a 65°C e dar um choque térmico no gelo.

8.4) Reacéo de qPCR:

MIX Volume (ul)
SyBr Green Mix 58
Oligonucleotideos (senso e reverso) mix 0,42 [0,4 uM]
H,0 deionizada (tratada DEPC) autocl. 3,28

cDNA (60ng/ul) 1,0

Volume total 10.5
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8.5) Tampé&o CTAB estoque (50 ml) — Extragc&o 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 &gua
Milli-Q.

8.6) Ciclagem de PCR utilizada na técnica do Genome Walking:
Termociclador utilizado — Perkin Elmer GeneAmp PCR System 9600
PCR primério:

« 7 ciclos: 94°C - 2 sec

72°C - 3 min

« 32 ciclos: 94°C - 2 sec
67°C - 3 min

* 67°C por mais 4 min.

PCR secundario:
¢ 5 ciclos: 94°C - 2 sec
72°C -3 min

« 20 ciclos: 94°C - 2 sec
67°C -3 min

* 67°C por mais 4 min.

8.7) Mini-preparacédo de plasmideos por lise alcalina

Referéncia: Kit Colunas Qiagen, modificado
1) Inocular uma col6nia isolada em 3 ml de meio LB contendo o antibidtico

apropriado. Apds incubacdo durante toda a noite a 37°C, transferir

aproxidamente 1,4 ml para o tubo de microcentrifuga de 1,5 ml.
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2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)
9)

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.

Adicionar 300 pl de P2. Agitar por inversdo suave do tubo e incubar a
temperatura ambiente durante 5 min. N&o prolongar este periodo em excesso.
Adicionar 300 pl de P3. E importante agitar cada tubo por inversdo suave logo
apos a adigdo de P3. Nesta etapa deve ser formado um precipitado branco.
Incubar as amostras no gelo por 20 min.

Centrifugar a 14000 rpm durante 30 min e coletar com cuidado 700 a 800 pl do
sobrenadante para um novo tubo. Evitar a coleta do precipitado que se forma na
superficie da solugéo.

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

Adicionar 400 ul de isopropanol e incubar a -20°C por 1 hora.

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 0 DNA e ressuspender em 30 ul de

agua deionizada autoclavada.

Solucgbes:

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 potéssio 3M, ajustar o pH para 5.5 com &cido acético glacial.
Armazenar a 4°C.
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8.8) Mix da reacédo de sequenciamento:

MIX Volume (ul)

Save Money 2.0

Big Dye v.3.1 1.5

DNA molde 350 ng

Oligo 1.0 (0.5 um)

H,O completar para 10.0
VVolume total 10.0

8.9) Producéo de células competentes de Agrobacterium tumefaciens

1) Inoculou-se uma coldnia isolada em 3 ml de meio LB contendo rifampicina (100

mg/l) e estreptomicina (50 mg/l);

2) Incubou-se o pré-inoculo a 28°C, com agitacdo (100-150 rpm), por 12 a 16 horas

(Asoo entre 0.5-1.0);

3) Transferiu-se 2 ml da cultura para 50 ml de meio LB, em um Erlenmeyer estéril

de 250 ml;

4) Incubou-se o inoculo a 28°C, com agitacdo (100-150 rpm), por 12 a 16 horas

(Asoo entre 0.5-1.0);
5) Transferiu-se a cultura para um tubo e incubando-a no gelo por 15 min.
6) As células foram centrifugadas a 3000 rpm, por 15 min a 4°C;
7) Descartou-se 0 sobrenadante e delicadamente ressuspendeu-se

micropipeta) as células em 1 ml de CaCl, 20 mM (mantido a 4°C);

(com

8) Distribuiu-se a suspensdo de células em aliquotas de 100 nl, em tubos de

microcentrifuga previamente resfriados.

8.10) Transformacgéo do vetor binario em células competentes de A.
tumefaciens

1) Adicionou-se aproximadamente 1 pg de DNA plasmidial por aliquota de 100 pl

de células competentes e misturou-se delicadamente.
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2) Incubou-se a o tubo no gelo por 30 min;

3) Incubaram-se as células em nitrogénio liquido até congelamento (cerca de 2
min);

4) Transferiu-se imediatamente para 37°C e incubou-se por 5 min;

5) Adicionou-se 1 ml de meio LB, homogeneizou-se delicadamente com a
micropipeta e incubou-se por 2 horas a 28°C;

6) Plaqueou-se 150 pl da suspensdao de células em meio LB agar contendo
rifampicina (100 mg/l), estreptomicina (50 mg/l) e canamicina (100 mg/I).

7) Incubou-se a 28°C até o crescimento de col6nias isoladas (2 dias). Coletaram-se

algumas colénias transformadas para conferir a integridade do vetor transferido.

8.11) Crescimento de plantulas de tabaco in vitro

Sementes de tabaco selvagem foram esterilizadas pelo seguinte processo:

1) Incubacdo das sementes em alcool 70% por 1 min;

2) Lavagem em agua deionizada autoclavada por 3 vezes;

3) Incubacdo em hipoclorito de sddio 50% com Tween-20 por 20 min;

4) Lavagem em &gua deionizada autoclavada por 5 vezes;

5) Semeadura em placa com meio Murashige & Skoog (MS) a 4.4 g/l, pH 5.7 e
phytagel a 2.29 g/l.

As plantulas foram transferidas isoladamente para germiboxes maiores apds

algumas semanas de germinacao.
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8.12) Elementos cis-regulatorios putativos do promotor EGLV1 — base

PLACE

Elementos cis Repeticdes | Elementos cis Repeticbes
-10PEHVPSBD 4| MYBCOREATCYCB1 1
-300ELEMENT 2| MYBST1 1
2SSEEDPROTBANAPA 1| MYCATERD1 2
ABRELATERD1 1| MYCATRD22 2
ABRERATCAL 1| MYCCONSENSUSAT 10
ACGTATERD1 4 | NODCON1GM 3
ANAERO3CONSENSUS 1| NODCON2GM 9
ARFAT 1| OSEIROOTNODULE 3
ARR1AT 17 | OSE2ROOTNODULE 9
BIHD10S 5| P1BS 2
CAATBOX1 16 | POLASIG1 6
CACGTGMOTIF 2| POLASIG2 2
CACTFTPPCA1 12 | POLASIG3 2
CANBNNAPA 2 | POLLEN1LELAT52 11
CAREOSREP1 1| PREATPRODH 1
CCALATLHCB1 2 | PRECONSCRHSP70A 1
CCAATBOX1 5| PROLAMINBOXOSGLUB1 1
CPBCSPOR 2| PYRIMIDINEBOXOSRAMY1A 1
CURECORECR 8 | RAV1AAT 1
DOFCOREZM 24 | REALPHALGLHCB21 2
E2FCONSENSUS 1| ROOTMOTIFTAPOX1 9
EBOXBNNAPA 10 | RYREPEATBNNAPA 2
EECCRCAH1 4 | RYREPEATLEGUMINBOX 1
ELRECOREPCRP1 1| SEBFCONSSTPR10A 2
ERELEE4 1| SEFIMOTIF 1
EVENINGAT 1| SEFAMOTIFGM7S 1
GATABOX 9| SORLIP1AT 1
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GT1CONSENSUS 11 | SREATMSD
GT1GMSCAM4 2 | SURECOREATSULTR11
GTGANTG10 9 | TAAAGSTKST1

IBOX 2 | TATABOX4
IBOXCORE 4| TATABOX5
IBOXCORENT 2 | TATABOXOSPAL
INRNTPSADB 1| TBOXATGAPB
INTRONLOWER 2 | TELOBOXATEEF1AAlL
L1BOXATPDF1 1| UP2ATMSD
LTREIHVBLTA49 2| WBOXATNPR1
MYBI1AT 4| WBOXHVISO1
MYB2CONSENSUSAT 1| WBOXNTERF3
MYBATRD22 1| WRKY710S
MYBCORE 1
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