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Resumo

A maioria das plantas transgénicas disponiveis atualmente possuem seus insertos
regulados por promotores fortes que induzem uma transcricdo intensa, permanente e
generalizada, o que causa gastos energéticos desnecessarios e dificulta a regeneracéao
de um maior nimero de individuos transgénicos. O objetivo principal que norteou o
presente trabalho foi desenvolver uma série de vetores plasmidiais contendo sequéncias
promotoras projetadas e artificialmente sintetizadas para modular a expressédo de genes
de interesse em plantas. O promotor CaMV35S serviu como base para teste de
elementos cis e geracdo de novos cassetes artificiais de expressao (CAEs). Os
elementos cis TATA-box, CAAT-box e sitio de inicio da transcricdo (TSS) originais da
sequéncia de 90 pb do promotor minimo CaMV35S foram substituidos pelos consensos
ja definidos para sequéncias promotoras de plantas, e a distancia entre 0 TSS e 0 ATG
de inicio da traducdo, que originalmente era de 8 nucleotideos, foi alterada para 75.
Sitios de restricdo para endonucleases foram introduzidos em posi¢des estratégicas do
promotor de forma a permitir a ligacado dos elementos cis a serem testados e substituicao
de genes reporteres por genes de interesse. A distancia entre o CAAT-box e 0 TATA-
box, que originalmente era de 28 pb, foi alterada para 34 pb pela inclusdo de um sitio
para EcoRV na posicdo -46 do promotor artificial. Para compor o CAE, foram escolhidos
0 gene repérter tdTomato-ER e o terminador da nopalina sintase (Tnos). Foi
desenvolvida, também, uma versao do CAE contendo o promotor CAMV35S (35S-CAE)
integral para ser utilizada como controle positivo nesse trabalho. A partir de dados da
literatura cientifica, foram selecionados os elementos cis W1, AC e RHE cujas atividades
foram comprovadas como criticas a expressao regulada em sementes, tecidos
vasculares e raizes respectivamente. Os elementos W1 e AC foram adaptados ao sitio
de Smal do CAE, dando origem as versdes W1-CAE e AC-CAE. Nao foram obtidas
versoes de RHE-CAE até o momento. Todas as versdes do CAE obtidas nesse trabalho
foram adaptadas ao vetor pKGW da série Gateway e empregadas para a transformacao
genética de Arabidopsis thaliana. Somente plantas transformadas com as versées CAE e
35S-CAE foram recuperadas. Sinais de fluorescéncias do gene reporter regulado pelas
diferentes versbes do CAE, necessarios para validacdo da atividade promotora dos

mesmos, nao foram verificados em quaisquer das plantas recuperadas até o presente.
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Abstract

Most transgenic plants currently available have their inserts regulated by strong
promoters that induce intense, permanent, and generalized transcription, which may
cause unnecessary energy costs, preventing the regeneration of a larger number of
transgenic events. The main purpose of this work was to develop a set of plasmid
vectors containing designed promoter sequences, artificially synthesized to modulate
the expression of genes of interest in plants. The CaMV35S was used as core
promoter to test cis elements and to generate new artificial expression cassettes
(AECs). Original-TATA box, CAAT-box and transcriptional start site (TSS) of the
minimal 90 bp CaMV35S promoter sequence were replaced by already defined plant
consensus sequences, and the distance between TSS and ATG, that was originally of
8 bp, was changed to 75 bp. Endonuclease restriction sites were introduced in
strategic positions of the promoter in order to enable the cloning of cis elements and
the replacement of reporter genes by genes of interest. The distance between CAAT-
box and TATA-box, originally with 28 bp, was changed to 34 bp since one EcoRV site
was included at position -46 of the artificial promoter. The reporter gene TdTomato-
ER and the terminator of the nopaline synthase gene (Tnos) were chosen to compose
the AEC. It was also developed an AEC version containing the CAMV35S promoter
(35S-AEC) to be employed as positive control in this study. The W1, AC and RHE cis
elements, whose activities were respectively proven as critical to the regulated
expression in seeds, vascular tissues and roots, were selected from the scientific
literature to be assayed. The W1 and AC cis elements were adapted to the Smal site
of the AEC, giving rise to the W1-AEC and AC-AEC versions. We did not obtain RHE-
AEC versions. All AEC versions that were obtained in this study were ligated into
pKGW vector of the Gateway series, and all vectors were employed to genetically
transform Arabidopsis thaliana. Only plants transformed with the AEC and 35S-AEC
versions were recovered. Fluorescence signals of the reporter gene regulated by
AEC different versions, which were necessary for validation of promoter activity, were

not observed in any of the recovered plants up to the present.
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1. Introducao

1.1 Engenharia genética de plantas e controle da expressao transgénica

Desde o inicio dos anos de 1980, quando as primeiras plantas transgénicas
foram geradas, o desenvolvimento de novas e sofisticadas técnicas moleculares vem
possibilitando um intenso progresso na engenharia genética de plantas. A geracdo
dos mais variados tipos de plantas geneticamente modificadas (GM) € hoje rotina em
muitos laboratérios comerciais e instituicdes de pesquisa, onde técnicas moleculares
tém sido aplicadas em uma diversidade de espécies (RIVERA et al., 2012).

Geralmente, as plantas sédo transformadas com genes de interesse comercial,
0 que pode resultar na obtencdo de melhorias de suas caracteristicas agronémicas,
industriais ou nutricionais. Em 2009, plantas GM foram cultivadas em 25 paises por
14 milhdes de agricultores (CARPENTER, 2010). Esta constatacdo e outros
resultados da pesquisa realizada por CARPENTER (2010) em 12 paises diferentes
foram publicados no periddico Nature Biotechnology indicando que, com poucas
excecodes, as culturas GM tém beneficiado os agricultores. A pesquisa mostrou ainda
gue os maiores beneficiados, principalmente no que diz respeito ao aumento de
produtividade, sdo os pequenos agricultores dos paises em desenvolvimento.

Em 2014, segundo JAMES (2014), um recorde de 181,5 millhdes de hectares
(ha) de culturas GM foi registrado a nivel mundial, com crescimento anual observado
de 3 a 4% em relacdo a 2013. No presente ano de 2015 sera celebrado o 20°
aniversario da primeira comercializacdo de plantas GM, com culturas e comeércio
cada vez maiores desde sua adocéo. O Brasil, com 42,2 milhdes de ha plantados, é
0 segundo pais no mundo com a maior area de plantio e a maior produtividade de
grdos GM, posicionando-se entre EUA (1°) e Argentina (3°%) (JAMES, 2014).

Alguns exemplos de métodos diretos de transferéncia de DNA em plantas séo
a eletroporacdo, o bombardeamento de particulas (biobalistica), a microinjecdo e a

transformacdo de protoplastos mediada por polietilenoglicol ou fosfato de célcio
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(choque osmdtico) (RAO et al., 2009). No entanto, diferentemente desses, 0 método
mais utilizado para gerar plantas transgénicas explora a habilidade natural que
Agrobacterium tumefaciens, uma bactéria gram-negativa de solo, possui em
transferir um segmento de DNA de um plasmideo para 0 genoma das plantas
(RIVERA et al., 2012). Em quaisquer dos métodos apontados, a posicdo de
intregracdo do transgene no genoma da planta pode variar consideravelmente entre
eventos independentes de transformacdo, interferindo profundamente no nivel de
expressado e estabilidade do transgene (EGELKROUT et al., 2012). Mesmo quando
plantas transgénicas sdo geradas a partir de uma mesma construgcdo e sob
condi¢cBes idénticas, diferencas no nivel de expressdo do gene exdégeno podem ser
observadas (AHUJA, 2011).

O nivel de expresséo do transgene e sua induzibilidade dependem também de
outros fatores como a presenca de introns, de regides 5' e 3' ndo traduzidas e sinais
de poliadenilacdo. O controle do direcionamento da atividade génica ainda é um
desafio para a engenharia genética de plantas (VENTER & BOTHA, 2010). Por isso,
o foco de muitas pesquisas atuais tem sido o "ajuste-fino" da expressdo dos
transgenes (XIAO et al., 2005; LV et al., 2009; DESAI et al., 2010).

Um cassete génico de expressao tipico contém, além da sequéncia génica
codificante, sequéncias promotoras e terminadoras (LEWIN et al., 2014). Sabe-se
qgue o emprego de determinadas sequéncias regulatérias pode afetar
consideravelmente o padréo de expressédo de um transgene (BUTAYE et al., 2005).
A regulagdo da expressdo transgénica ideal € obtida por meio da combinacdo da
regulacdo temporal e espacial, e os promotores sintéticos representam uma

ferramenta atraente para se alcancar esse objetivo (COMINELLI et al., 2013).

1.2 Promotores eucariéticos

A condensacgao da cromatina, a metilagdo do DNA, a iniciagao da transcricao,

o splicing alternativo de RNA, a estabilidade do mRNA, o controle da traducéo, as
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modificacdes pos-traducionais e a degradacdo de proteinas sdo exemplos dos
multiplos mecanismos empregados por organismos eucariotos para regular a
expressdo génica (BRUCE et al., 2014). Dentre todos esses mecanismos, destaca-
se o controle do inicio da transcri¢céo, sendo considerada a etapa mais critica e mais
fortemente regulada na expresséao de genes eucarioticos (NECHAEV & ADELMAN,
2011).

Em células eucariéticas, somente alguns genes sSa80 expressos em um
determinado momento. A decisdo dos genes que serdo transcritos e a intensidade
de transcricdo dos mesmos variam consideravelmente durante o ciclo celular e entre
os diferentes tipos celulares em resposta a diferentes condicdes fisiologicas e
ambientais (WRAY et al., 2003). A regulacdo da expressao génica em organismos
multicelulares é complexa e ocorre por meio da acdo coordenada de diversos
fatores de transcricdo (NECHAEV & ADELMAN, 2011. O processo de regulacédo da
transcricao envolve diversas sequéncias de DNA, denominadas de elementos cis e
proteinas interatoras — fatores trans. O conjunto de elementos cis de regulacdo da
transcricdo caracterizam regides promotoras dos genes (HEINTZMAN & REN, 2007;
BLAZECK & ALPER, 2013).

Embora muitas excecfes existam e melhores definicbes sejam limitadas por
incompeténcias técnicas, os promotores sdo comumente definidos como regides
situadas a montante (upstream) do inicio da transcricdo de um determinado gene, as
guais contém informacdes que possibilitam a ativagcdo ou a repressdo do gene.
Didaticamente, a regido promotora divide-se em trés partes (Figura 1): (1) a regido
central ou core, a qual esta tipicamente localizada a aproximadamente 35 pb a
montante do sitio de inicio de transcricdo (TSS, do inglés, transcriptional start site),
sendo esse o local onde os fatores de transcricao preferencialmente interagem com
elementos cis; (2) o promotor proximal, regido que contém diversos elementos cis
regulatorios, podendo variar em até algumas centenas de pares de bases a
montante do TSS; e (3) o promotor distal, o qual pode variar em milhares de pares

de bases a montante do TSS. Nesta regido encontram-se elementos regulatorios cis
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adicionais denominados enhancers (aceleradores ou estimuladores) e silenciadores
(ABEEL et al., 2008; VENTER & BOTHA, 2010).

Promotor proximal
”~

. . ’ s
4  Regido Distal S N
4 .
N

~
~
~
~

Promotor Core”

Sequéncia
codificadora
de proteina

Motivos Cis regulatorios

Figura 1. Diagrama representativo de um tipico promotor eucaridtico. Esquema adaptado de
VENTER & BOTHA (2010).

A regido core € definida como a por¢cdo minima necesséria para direcionar a
transcricdo. Nesta porcdo estdo localizados elementos regulatorios importantes
como o TATA box, com a sequéncia consenso TATAAA, o iniciador (Inr) e/ou o
elemento promotor a jusante (DPE, do inglés, downstream promoter element;
VENTER & BOTHA, 2004). No caso dos genes transcritos pela RNA polimerase Il, a
prépria RNA polimerase |l atua juntamente com os fatores de transcricdo TFIIA,
TFIIB, TFIID, TFIE, TFIIF e TFIIH formando o chamado complexo de pré-iniciacdo
(PIC, do inglés, pre-initiation complex) em torno do TSS para dar inicio ao processo
de transcricdo. A formacéo do PIC em promotores que contém TATA box é facilitada
pela atividade inicial de uma subunidade do TFIID denominada proteina de ligacao
ao TATA box (TBP, do inglés, TATA box binding protein), a qual reconhece e liga o
elemento TATA box . Conforme ilustrado na Figura 2, além de TBP, o fator TFIID é
constituido por diversos peptideos denominados de fatores acessorios de TBP (TAF,
do inglés, TBP accessory proteins). Em promotores desprovidos de TATA box, foi
descoberto recentemente o elemento XCPE1 (do inglés, X gene core promoter

element 1). Localizado na regido core, o elemento XCPEL1 direciona a iniciacdo da
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transcricdo pela RNA polimerase Il de uma maneira dependente de TBP e
independente de TFIID (GOODRICH et al., 2010; VENTER & BOTHA, 2010).

Figura 2: Estrutura e composicdo de um tipico TFIID de células eucaridticas. Mdltiplas
subunidades proteicas ligam-se aos elementos do promotor core. A TBP reconhce o TATA box
enquanto as subunidades TAF2 e TAF6 reconhecem, respectivamente, o Inr e o DPE. Adaptado de
Goodrich et al. (2010).

O Inr pode ser encontrado em promotores providos ou desprovidos de TATA-
box. Trata-se de uma sequéncia rica em bases pirimidinicas (C e T) que circunda o
TSS, sendo capaz de direcionar precisamente, por si s6 ou em conjunto com outros
elementos, o ponto de inico da transcricdo (THOMAS & CHIANG, 2006). Localizado
na regido 3' do Inr, o DPE também é reconhecido pelo TFIID. A regido localizada
entre o Inr e o DPE é essencial para a atividade transcricional de promotores sendo
gue o0 espacamento entre esses elementos € considerado critico para que haja
transcricdo 6tima (GERSHON et al., 2008).

Conforme anteriormente apresentado, as regides distais e proximais dos
promotores génicos apresentam combinacbes variadas de sequéncias cis
regulatérias as quais podem modular a regulacdo e a atividade do gene quando
interagem com proteinas especificas, denominadas de fatores de transcricdo
(HEINTZMAN & REN, 2007). Portanto, para que haja producao de mRNA em niveis

21



significantes, sdo também necesséarias associacdes de fatores de transcricdo com
motivos cis situados fora da regido core do promotor. Em muitos casos, diversos
fatores trans devem interagir entre si para simultaneamente ligarem-se a cromatina e
ativarem a expressdo de um gene (ZARET & CARROLL, 2011).

O perfil de expressdo de um gene € determinado principalmente pela
composicdo e pela configuracdo dos sitios de ligacdo para fatores de transcricdo
situados em sua proximidade. Os sitios de ligacdo compreendem a menor parte dos
nucleotideos dentro de uma regido promotora, a qual é geralmente intercalada por
regides maiores sem sitios de ligacdo. Os espacamentos entre os sitios de ligacdo
de fatores de transcricdo podem apresentar grandes variagbes de tamanho,
dependendo das interagfes protéicas que ocorrem durante a ligacdo aos elementos
cis (WRAY et al., 2003).

A eficiéncia de um promotor génico ndo pode ser determinada pela simples
analise de quais sitios de ligacdo o comp&em, isto €, da riqueza em elementos cis.
As posicdes relativas, as orientagfes, as sequéncias nucleotidicas dos sitios de
ligacdo e as interacbes com e entre fatores de transcricdo cognatos e cofatores
também exercem influéncia no perfil de transcricdo de um gene. Essas interacfes
sdo complexas, nao lineares e o resultado das mesmas pode variar muito depedendo

do contexto em que ocorrem (WRAY et al., 2003).

1.3 Complexidade estrutural dos promotores génicos

A complexidade funcional dos promotores génicos esta relacionada com a
complexidade estrutural dos mesmos. Os promotores podem ser constitutivos,
induziveis por sinais e tecido- ou estadio-especificos. Essas diferengas ocorrem, pois
0s requisitos funcionais de regulacdo variam de acordo com o gene (VENTER &
BOTHA, 2010).

Os genes expressos de maneira constitutiva sao regulados por promotores

simples. Geralmente, apenas um sitio de ligacdo para um ativador de transcricdo
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ubiguo é necessario para um promotor que esta sempre ativo em qualquer tipo
celular. Os promotores de genes expressos exclusivamente em um tipo celular
especifico sdo comumente ativados por um ou poucos fatores de transcricdo e
frequentemente ndo contem sitios de ligagcdo para repressores. Por outro lado,
promotores de genes expressos em estadios especificos do desenvolvimento séo
considerados mais complexos (WRAY et al., 2003). Uma vez que precisam integrar
multiplas informacdes, esses promotores apresentam sitios de ligacdo para muitos
reguladores positivos e negativos (LATCHMAN & LATCHMAN, 2010). Assim, a
caracterizacdo da arquitetura dos promotores permite a elucidacdo de sequéncias
regulatérias cis, também chamadas de mdédulos, as quais podem regular o local, o
periodo e o nivel de expressao de um gene (MULLER & WASSENEGGER, 2004).

1.4 Promotores e o controle da atividade de transgenes em plantas

A capacidade de direcionar a expressdo de um transgene a um tecido ou
orgao especifico de uma planta € uma estratégia biotecnolégica importante. Nesse
contexto, o promotor do trangene pode ser utilizado como uma ferramenta molecular
gue permite atingir esse objetivo. Em alguns casos, a expressao do transgene que
confere uma determinada caracteristica de interesse pode ter um custo energético
alto para a planta. Contudo, esse custo pode ser minimizado caso a expressao do
transgene ocorra somente nos tecidos onde é requerida. Isso pode ser observado
em genes que conferem toleréncia a estresses abibticos e naqueles utilizados para o
desenvolvimento de plantas macho-estéreis. Em outros casos, niveis altos de
expressao podem ser requeridos especificamente em sementes, o que pode ser
possivel caso seja empregado um promotor tecido-especifico forte. Esse mesmo tipo
de promotor também pode ser interessante para direcionar a expressao de proteinas
toxicas exclusivamente para os orgaos das plantas que séo alvos preferenciais do
ataque de pragas (VIJAYBHASKAR et al., 2008).
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As opcOes de promotores disponiveis atualmente ainda séo relativamente
limitadas, especialmente promotores capazes de regular a expressao transgénica em
diferentes niveis, locais ou etapas do desenvolvimento. H& um pequeno nimero de
promotores que tem sido empregado amplamente nas aplicagdes biotecnoldgicas
para regular a expresséo transgénica. Nesse grupo estédo incluidos principalmente os
seguintes promotores: CaMV35S, isto €, o promotor do gene codificador do RNA 35S
do virus do mosaico da couve-flor (ODELL et al., 1985); P, promotor do gene da
nopalina sintase de A. tumefaciens (AN et al., 1990); e Py, promotor da ubiquitina do
milho (CHRISTENSEN et al., 1992). Dentre esses, destaca-se o promotor CaMV35S
como o mais utilizado em pequisas de biologia molecular de plantas (VENTER &
BOTHA, 2010).

1.5 O promotor CaMV35S

O promotor CaMV35S é um promotor forte e constitutivo que pode ser usado
para regular a expressao de genes de interesse em plantas. No CaMV, esse
promotor € responsavel pela producdo do RNA 35S, o qual cobre o genoma total do
virus. Uma vez que a atividade do promotor ndo é dependente de polipeptideos
codificados pelo genoma do CaMV, fatores de transcricdo do préprio hospedeiro
possibilitam a atividade do promotor em células de plantas monocotiledéneas e
dicotiledéneas (LAM, 1994).

O promotor CaMV35S apresenta trés dominios: a regido core, o dominio A e o
dominio B. Na regido core (-46 a +8 pb) esta localizado o promotor minimo que
contém o TATA box. O dominio A (-90 a -46 pb) desempenha uma atividade
acessoria, sendo responsavel por potencializar a atividade transcricional de
elementos enhancers que estdo situados a montante. O dominio B (-343 a -90 pb)
divide-se em cinco subdominios, os quais sdo denominados B1, B2, B3, B4 e B5.
Nessa regido ocorrem interagdes com diversos fatores de transcricdo (FANG et al.,
1989; BENFEY & CHUA, 1990).
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BENFEY e CHUA (1990) realizaram estudos combinatorios de ganho de
funcdo a fim de determinar as funcdes dos dominios A e B. De acordo com 0s
autores, quando somente o dominio A é fusionado ao promotor minimo, ndo ha
expressdo génica. Contudo, se o dominio A for combinado com o dominio B ser&
observada expressdo transgénica em células vegetais. Esse fato indica que
sequéncias importantes estdo contidas nos subdominios do dominio B e que,
juntamente com o dominio A e a regido core, esse dominio possibilita a regulacéo de
transgenes em plantas. Os autores demonstraram ainda que interacdes sinergisticas
entre os elementos cis do promotor CaMV35S podem exercer um papel importante,
pois essas definem padrdes de expressao tecido-especificos.

Estudos posteriores realizados por BULLAR et al. (2003, 2007, 2010)
permitiram demonstrar que promotores sintéticos com homologia minima ao
promotor CaMV35S podem ser desenvolvidos por meio da troca ou rearranjo de
elementos cis do proprio promotor CaMV35S. A expressdo do transgene regulado
por alguns dos promotores sintéticos desenvolvidos pelo grupo foi equivalente a
conferida pelo promotor CaMV35S original. Assim, o promotor CaMV35S é
considerado um modelo molecular altamente relevante para o estudo de atividades
combinatérias de elementos cis e para o desenvolvimento de novos promotores
sintéticos de planta (MEHROTRA et al., 2011).

1.6 Implicacdes do emprego frequente do mesmo promotor

O desenvolvimento de vegetais geneticamente modificados pela insercéao
simultanea de dois ou mais transgenes em seus genomas tem se tornado comum
nos ultimos anos. O empilhamento ou piramidizagdo de trangenes possibilita, por
exemplo, que uma mesma planta apresente tolerancia a herbicidas e a insetos
concomitantemente. Como a disponibilidade de promotores adequados é limitada,
esses transgenes acabam sendo frequentemente regulados por promotores idénticos

ou homodlogos, o que aumenta as changes de ocorrer silenciamento génico
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ocasionado por homologia ou mecanismos compensatérios capazes de viabilizar a
disputa pelos mesmos fatores de transcricdo (QUE et al., 2010).

O silenciamento génico ocasionado por homologia tem sido frequemente
descrito em plantas transgénicas. Esse fendbmeno pode ser resultado de uma
inativacdo ocorrida em nivel transcricional ou pos-trancricional que reflete a
tendéncia natural de interacdo entre sequéncias repetidas de DNA observada em
eucariotos. Existem evidéncias que comprovam que 0 pareamento entre sequéncias
homologas de DNA funciona como sinal de metilacdo (EIKE et al., 2005). O
silenciamento génico ocasionado por homologia pode ocorrer ndo somente como
consequéncia do uso repetitivo do mesmo promotor, mas também quando mdultiplas
copias de um cassete de expressdo integram-se no genoma da planta durante o
processo de transformacdo, ou quando o transgene ou promotor apresenta
homologia com algum gene ou promotor endégeno (BHULLAR et al., 2003).

Ha décadas, diversos casos de silenciamento envolvendo trangenes
regulados pelo promotor CaMV35S tem sido observados. Isso pode ser explicado
pelo fato do promotor CaMV35S ser um promotor constitutivo muito forte, o qual é
capaz de induzir a producdo de RNA do transgene em quantidades suficientemente
grandes para ativar mecanismos que dependem de uma concentracdo de RNA
limiar. Além disso, trata-se de um promotor de origem viral e, portanto, pode ser alvo
dos mecanismos de defesa das plantas (MATZKE & MATZKE, 1995).

O silenciamento génico ocasionado por homologia é considerado um dos
principais desafios atuais que limitam os avancos da engenharia genética de plantas
(VENTER & BOTHA, 2010). Uma estratégia para evitar esse fendmeno envolve o
emprego de cassetes de expressdo com promotores diferentes. Esses podem ser
funcionalmente equivalentes, mas devem apresentar homologia minima entre suas
sequéncias (BHULLAR et al., 2003).
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1.7 Desenvolvimento de promotores sintéticos

Promotores sintéticos sdo ferramentas moleculares importantes, pois
permitem a flexibilizacdo do controle de transgenes (MOORE et al., 2006). De acordo
com BHULLAR et al. (2003), promotores sintéticos podem ser desenvolvidos de duas
maneiras: elementos cis identificados em um determinado promotor podem ser
inseridos em uma fita de DNA sintética ou, entdo, pode ser feita uma "troca de
dominios", onde elementos cis de um promotor sdo substituidos por regides
funcionalmente equivalentes originarias de promotores heterdlogos.

O contexto dos elementos cis dentro de um promotor, isto €, suas posicoes,
espacamento, orientacdo, numero de copias e combinacbes também pode ser
modificado para dar origem a um novo promotor (VENTER, 2007). Contudo, sabe-se
gue a presenca e a localizacdo de qualquer elemento cis em um promotor fornecem
apenas pistas limitadas a respeito da influéncia que o mesmo exerce sobre a
expressdo génica. Logo, os resultados de combinacBes experimentais entre
elementos regulatorios em um promotor sintético ndo sao completamente previsiveis.
O mesmo elemento cis pode ser responsavel pela ativacdo da transcricAo em um
promotor, e pela represséo em outro (CAZZONELLI & VELTEN, 2008).

Diversos elementos cis de DNA ja foram definidos por meio de andlises de
sequéncias promotoras de origem vegetal existentes (YAMAMOTO et al., 2007,
JONES & SPARKS, 2009) e estdo disponiveis para pesquisa em ferramentas de
bioinformética como PlantCARE, PlantPromoterDB e PLACE, cujos sitios podem ser
acessados na internet. Porém, analises experimentais sdo necessarias para decifrar
como eles trabalham em conjunto nos promotores modulando a transcricdo
(CAZZONELLI & VELTEN, 2008). Nesse contexto, promotores sintéticos
desempenham um papel importante na elucidacdo da ldgica existente entre
elementos cis e podem ser utilizados em estudos de regulagdo génica (VENTER,
2007).

Para testar a viabilidade de uma sequéncia promotora sintética recomenda-se
0 emprego de genes reporteres cuja expressao possa ser facilmente detectada e
guantificada (JONES & SPARKS, 2009). A maior parte dos promotores sintéticos
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desenvolvidos até o momento teve sua atividade e eficiéncia avaliada por meio da
expressdo de genes codificadores de diferentes versfes da luciferase (LUC), da
proteina de flurescéncia verede, (GFP, do inglés, green fluorescent protein), ou da B-
glicuronidase (GUS) (VENTER & BOTHA, 2010).

1.8 Gene reporter codificador da tdTomato-ER

O emprego de proteinas de fluorescéncia como genes repérteres em plantas
possibilitou grandes avancos em estudos de biologia molecular. Essas proteinas
podem, por exemplo, ser fusionadas as proteinas de interesse para o controle de
localizacéo celular (STEWART, 2006). Genes repoérteres codificadores de proteinas
fluorescentes também tém sido utilizados para caracterizar a atividade de promotores
vegetais, incluindo os tecido-especificos (MANN et al., 2012).

Atualmente ja estdo disponiveis proteinas fluorescentes de diversas cores,
entretanto a proteina GFP, originaria de &guas-vivas como Aequorea victoria,
continua sendo empregada na maioria dos estudos publicados (MANN et al., 2012).
Além da GFP, outra proteina fluorescente que tem se destacado é a DsRed, uma
proteina originaria de corais Discosoma sp. que emite luz vermelha sob excitacéo
(DIETRICH & MAISS, 2002). Muitos tecidos vegetais apresentam autofluorescéncia
verde e vermelho-extrema e, por esta razdo, as proteinas de fluorescéncia vermelha
e laranja destacam-se mais facilmente nesses tecidos (MANN et al., 2012). Mutacbes
sistematicas foram introduzidas no gene codificador da DsRed com vistas a
incrementar a intensidade de fluorescéncia emitida originalmente pela proteina e
alterar suas propriedades espectrais para tornar seu emprego como gene reporter
mais eficiente. Dessa maneira, foram desenvolvidas quatro diferentes proteinas
capazes de emitir luz laranja. A proteina tdTomato, com excitagdo a 554 nm e
emissao a 581 nm, faz parte deste grupo de proteinas modificadas (SHANER et al.,
2005).
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MANN et al. (2012) realizaram estudos comparativos entre proteinas nativas e
modificadas de fluorescéncia vermelha/laranja para avaliar suas eficiéncias como
reporteres em tecidos vegetais. Foram desenvolvidas também versdes modificadas
das proteinas pela adicdo de um dominio de ligacdo ao reticulo endoplasmético (ER)
para cada proteina analisada. Os resultados encontrados pelos autores em
experimentos de epifluorescéncia, microscopia confocal e espectroscopia de
fluorescéncia realizados com plantas trangénicas de A. thaliana, Nicotiana
benthamiana e Nicotiana tabacum tranformadas com os diferentes genes
codificadores sob controle do promotor CaMV35S apontaram que tdTomato-ER ¢é a
proteina que mais emite fluorescéncia em tecidos vegetais e, portanto, a mais
adequada para utilizacdo como gene repoérter em plantas. O dominio de ligacdo ao
ER adicionado em tdTomato-ER fez com que a proteina passasse a emitir o dobro
da fluorescéncia em comparacédo a tdTomato orginal. Portanto, o gene codificador da
tdTomato-ER como gene replrter pode permitir que pesquisadores identifiquem a
expressdo transgénica em plantas com mais facilidade do que outros genes
repérteres (MANN et al., 2012).

1.9 O elemento cis W1

Lectinas de leguminosas formam um grande grupo de proteinas homadlogas
encontradas principalmente em sementes (LIOI et al., 2005). Essas proteinas
desempenham papel importante na defesa das plantas contra predadores e
patogenos. Diversos genes codificadores de lectinas vem sendo revelados por
estudos bioguimicos e moleculares, sugerindo que ainda ha muito para ser explorado
(DE HOFF et al., 2009).

PATER et al. (1993) desenvolveram estudos utilizando o promotor do gene
codificador da lectina de ervilha como modelo para elucidar mecanismos moleculares
relacionados com a expressao génica semente-especifica em plantas. Os autores

demonstraram por meio de experimentos de ganho de funcdo que o elemento cis
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denominado W1 (5-GACACGTAGAATGAGTCATCAC-3), presente no promotor da
lectina de ervilha, contém um elemento enhancer semente-especifico. Um trimero
desse elemento foi fusionado a regido promotora minima do CAMV35S (-46 a +8 pb)
juntamente com o gene da B-glicuronidase de Escherichia coli (QusA). Desta forma,
foi verificada uma baixa expressdo do gene repdérter em raizes, peciolos e folhas e
alta expressdo em sementes de tabaco transgénico portadoras dessa construcao. A
expressdo do gene reporter foi aumentada durante o periodo de maturacdo da
semente e diminuiu consideravelmente poucos dias apos a germinacao. Este padrao
de expresséo foi idéntico ao conferido pelo fragmento de 2.000 pb correspondente ao
promotor do gene da lectina de ervilha, o que indica que o elemento cis W1 contem
todas as informacfes necesséarias para conferir, por si sO, expressdo semente-
especifica (PATER et al., 1993).

1.10 O elemento cis AC

A identificacdo dos mecanismos moleculares envolvidos na rota de sintese da
lignina pode permitir avancos biotecnolégicos importantes no setor florestal,
especialmente no madeireiro (ZHONG & YE, 2009). O entendimento do controle
transcricional de genes associados ao metabolismo das ligninas, por exemplo,
auxiliaria na resolucao de alguns problemas congénitos de géneros florestais como
os do Eucalyptus, Pinus, Populus e Acacia, os quais apresentam rachaduras e danos
na pos-colheita (ABREU et al., 2003).

Ao longo das ultimas trés décadas, diversos genes envolvidos na rota de
sintese da lignina foram identificados e caracterizados. Os chamados elementos cis
AC foram estudados primeiramente no promotor da fenilalanina aménia-liase (PAL),
enzima que catalisa a primeira etapa da sintese dos fenilpropandides, os quais sao
precursores da lignina. Posteriormente, resultados de analises de bioinformatica

demonstraram que os elementos AC estdo presentes na maioria dos promotores de
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genes que participam da rota biossintética da lignina em A. thaliana (ZHONG & YE,
2009).

A hipétese de que os elementos AC sao suficientes para direcionar a
expressdo génica especificamente ao xilema foi comprovada por SEGUIN et al.
(1991). De acordo com os resultados obtidos pelos autores, um heptamero do
elemento AC-Il (6-ACCAACC-3’), originario do promotor PAL de salsa, fusionado ao
promotor minimo do CaMV35S, é capaz de direcionar a expressdo de gusA ao
xilema de plantas de tabaco transgénicas.

HATTON et al. (1995) identificaram trés tipos de elementos AC, envolvidos em
expressdo xilema-especifica, no promotor PAL de feijoeiro. Os autores
demonstraram que mutacées em AC-lI (5-ACCTACC-3’) ou AC-II (5-ACCAACC-3’)
levaram a diminuicdo da expresséo do gene gusA em xilema de tabaco transgénico e
aumento de expressao do mesmo em floema. Mutacdes simultaneas em AC-1 e AC-II
resultaram em perda total da expressdo do gene reporter em xilema. Mutacbes no
elemento AC-lll (5-ACCTAAC-3’), no entanto, causaram apenas uma pequena
diminuicdo de expresséo no xilema. Esses fatos indicam que a atividade combinada
dos elementos AC possibilita a expressdo génica xilema-especifica (HATTON et al.,
1995).

1.11 O elemento cis RHE

Pelos radiculares séo considerados prolongamentos das células epidérmicas
de raizes (CHO & COSGROVE, 2002). Os pelos radiculares de A. thaliana originam-
se de células epidérmicas que contatam o coértex subjacente. Este tipo celular é
conhecido como célula H (GALWAY et al.,, 1994). Portanto, genes expressos
especificamente em células que compdem pelos radiculares sdo denominados genes
H. O elemento cis RHE (Root Hair Element) controla a expresséo celular-especifica
de todos os genes H conhecidos (WON et al., 2009).

O elemento RHE desempenha a mesma funcao biolégica tanto em A. thaliana

guanto em outras angiospermas. Sua sequéncia central consiste de 16 ou 17
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nucleotideos que apresentam uma estrutura palindrémica incompleta, sendo 5- ATC
GTGNNN(N)GCACGTC-3 a sequéncia consenso. Diversas sequéncias variantes
funcionais desse elemento j& foram descritas. Na grande maioria dos promotores que
contém variantes de RHE, o elemento localiza-se em até no maximo 2.600 pb a
montante do cdédon de iniciacdo (WON et al., 2009).

De acordo com estudos realizados por WON et al. (2009), A. thaliana
apresenta em seu genoma 81 genes, predominantemente expressos em raiz, cujos
promotores contem uma ou mais copias do elemento RHE localizadas em até 1.000
pb a montante do codon de iniciacdo. Os mesmos autores realizaram ensaios
experimentais onde 29 promotores com uma ou mais copias de RHE foram
fusionados ao gene reporter codificador de GFP. Sinais de GFP foram observados
especificamente na zona morfogenética de raizes de A. thaliana transformadas com
19 dessas construcbes, demonstrando que os elementos RHE s&do realmente
capazes de direcionar a expressdo para células H. Outras sete constru¢cdes deram
origem a sinais de GFP em todo o epitélio da raiz e apenas trés delas deram origem

ao mesmo padrao de sinais que o controle (WON et al., 2009).

1.12 Justificativa para o desenvolvimento do projeto

A limitada disponibilidade de sequéncias promotoras capazes de regular a
expressao transgénica em niveis, em O6rgaos/tecidos, em etapas especificas do
desenvolvimento vegetal e em resposta a determinados sinais foi a principal razéo
gue motivou o desenvolvimento do presente trabalho. A razdo secundaria, e néo
menos importante, residiu no fato de haver na literatura relatos frequentes de
silenciamento génico causado por homologia decorrente do emprego repetitivo dos
mesmos promotores. Propds-se, entdo, o desenvolvimento de um cassete artificial
de expressdo (CAE) que permitisse a avaliagcdo de novas sequéncias promotoras
sintéticas, as quais poderiam contribuir para a solugdo, pelo menos em parte, destes

problemas.

32



2. Objetivos

2.1 Objetivo geral

Desenvolver uma série de vetores plasmidiais contendo sequéncias promotoras

artificiais capazes de modular a expressao de genes de interesse em plantas.

2.2 Objetivos especificos

e Projetar um arcabouco béasico de promotor vegetal contendo sequéncia de
DNA com atividade promotora neutra (basica) ou nula, além de sitios de
restricdo especificamente dispostos para a insercao e avaliacdo de elementos
cis de regulacéo da transcricdo génica vegetal;

e Definir gene(s) reporter(es) mais adequado(s) e sequéncia terminadora da

transcricdo para fusdo a regido promotora artificial e testes da mesma.
e Viabilizar a sintese da regido promotora artificial, gene repérter e sequéncia
terminadora, conjuntamente denominados “Cassetes Artificiais de Expressao”

(CAESs).

e Adaptar os CAEs a vetores plasmidiais binarios da seérie Gateway,

combinando os mesmos com gene marcador;
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e Avaliar o nivel de expressdo do gene repoérter promovido pelo promotor dos
CAEs basicos por meio da transformacéo genética de A. thaliana e avaliacao

das plantas transgénicas;

e Selecionar e viabilizar a sintese de adaptadores de DNA que correspondam

aos elementos cis W1, AC e RHE e ligar os mesmos ao promotor dos CAEs.
e Avaliar a atividade dos promotores modificados pela adicdo dos elementos cis

W1, AC e RHE através da analise do nivel de expresséao do gene repoérter em

plantas de A.thaliana transformadas com os CAEs.
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3. Material e métodos

3.1. Sintese do CAE

A sintese do CAE foi realizada pela empresa norte americana GenScript Inc.
(Piscataway, NJ, EUA) pelo método da fosforamidita (KOSURI & CHURCH, 2014). O
plasmideo original de clonagem empregado pela empresa para fornecimento das

sequéncias sintetizadas foi o pUC57 (GenScript).

3.2 Adaptacédo dos CAEs ao vetor de entrada pENTR/D-TOPO

3.2.1 PCR para amplicacdo do fragmento relativo ao CAE

Reacdo em cadeia da DNA polimerase (PCR) foi realizada no termociclador
LGC XP (Bioer) com o objetivo de amplificar a regido correspondente ao CAE,
originalmente clonado no vetor pUC57 (GenScript), contendo 1.949 pb. Os primers
utilizados nesta reacdo foram projetados e denominados CAEv2-5" (5-CACCCG
GGATCTCCACTGACG-3') e CAEV2-3" (5-AAGCTTCCCGATCTAGTAACATAGATG
ACA-3’). Como DNA-molde para a PCR, foram utilizados 0,02 pg de pUC57-CAE. A
reacdo foi constituida de 1,0 pL de Pfu DNA Polimerase a 2,5 U/uL (Fermentas,
Waltham, MA, EUA); 5,0 puL de Pfu Buffer com MgSO4 10x (Fermentas); 2,0 uL de
dNTP's (dATP, dGTP, dCTP e dTTP) a 5 mM; 1,5 uL de cada primer a 10 uM; e agua
ultrapura para completar o volume final de 50 pL. O programa béasico de
termociclagem incluiu uma etapa a 95 °C por 2 min seguida de 35 ciclos em
temperaturas de 95 °C por 30 s, 53 °C por 30 s, e 72 °C por 4 min, sendo finalizado

com uma etapa a 72 °C por 15 min. A avaliacdo do resultado da reacéao foi realizada

35


http://www.nature.com/nmeth/journal/v11/n5/full/nmeth.2918.html#auth-1
http://www.nature.com/nmeth/journal/v11/n5/full/nmeth.2918.html#auth-2

por eletroforese em cuba horizontal (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA) com tampéao TBE
1X a 69 V e 130 mA durante 1,5 h, com aplicacdo de 5 pL da reacdo em gel de
agarose a 1% corado com brometo de etideo (EtBr) a 0,01 mg/L. Posteriormente, 0
amplicon foi visualizado sob luz UV e imagem digital foi gerada por meio do sistema
Gel-Doc (Bio-Rad).

3.2.2 Purificagdo do amplicon do CAE

Apbs verificacdo de obtencdo de resultado positivo na PCR para amplificacédo
do CAE descrita no item 3.2.1, os 45 pL restantes da reacao foram aplicados em gel
de agarose a 1% e submetidos a nova eletroforese. Em seguida, a banda de 1.949
pb correspondente ao amplicon do CAE foi cortada do gel e purificada com emprego
do Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, Madison, WI, EUA),
conforme instrucdes do fabricante. O DNA purificado foi quantificado em NanoDrop
2000c (Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA ).

3.2.3 Sequenciamento de fragmento de DNA purificado correspondente ao CAE

A confirmacéo da integridade do fragmento de DNA purificado correspondente
ao CAE foi realizada por meio de sequenciamento de DNA. O sequenciamento da
amostra foi realizado pela empresa ACTGene Analises Moleculares Ltda. (Centro de
Biotecnologia, UFRGS, Porto Alegre, RS, Brasil) utilizando o sequenciador
automatico AB 3500 Genetic Analyzer armado com capilares de 50 cm e polimero
POP7 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). O DNA-molde (250 ng) foi
marcado utilizando-se 2,5 pmol do primer CAEV2-5" ou 2,5 pmol do primer CAEV2-3’,
e 0,5 pL do reagente BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Standart (Applied
Biosystems) em um volume final de 10 yL. As reagfes de marcacéo foram realizadas

em termociclador LGC XP Cycler com uma etapa de desnaturacéo inicial a 96 °C por
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3 min seguida de 25 ciclos de 96 °C por 10 seg, 55 °C por 5 seg e 60 °C por 4 min.
Uma vez marcada, a amostra foi purificada pela precipitacdo com isopropanol a 75%
e lavagem com etanol a 60%. O produto precipitado foi diluido em 10 uL de
formamida Hi-Fi (Applied Biosystems), desnaturado a 95 °C por 5 min, resfriado em
gelo por 5 min e eletroinjetado no sequenciador automatico. Os dados de

sequenciamento foram coletados utilizando-se o programa Data Collection 2 (Applied

Biosystems) com 0s parametros Dye Set Z" Mobility  File
“KB_3500_POP7_BDTv3.mob”; BioLIMS Project “3500 Project1”; Run Module 1
“FastSeq50 POP7 _50cm cfv_1007 e Analysis Module 1 ‘BC-

3500SR_Seq FASTA.saz”. O alinhamento da sequéncia obtida no sequenciamento
versus a sequéncia do CAE foi feito utilizando o programa ClustalW (THOMPSON et
al., 1994).

3.2.4 Ligacdo do CAE a pENTR/D-TOPO

O amplicon purificado do CAE foi ligado a pENTR/D-TOPO (Invitrogen, Grand
Island, NY, EUA) (Figura 3), plasmideo de entrada do sistema Gateway por meio da
acao da enzima topoisomerase |. Na reacdo de ligacao, utilizou-se 1,0 pL de DNA
purificado a 20 ng/uL; 1,0 pL de Solugéo Salina (NaCl a 1,2 M; MgCl, a 0,06 M); 1,0
puL de pENTR/D-TOPO (Invitrogen) a 20 ng/uL e &gua ultrapura para completar o
volume final de 6,0 pL. Depois de mantida a temperatura ambiente por 5 min, a
reacao foi utilizada para a transformacéo genética de células termocompetentes de
E. coli OmniMAX 2 (item 3.2.5).
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pENTR-D-TOPO

2580 hp

Figura 3: Mapa do vetor de entrada pENTR/D-TOPO do sistema Gateway. Figura gerada no
programa SnapGene 2.5 a partir da sequéncia de nucleotideos original. M13fwd - primer forward do
sitio de clonagem; M13rev - primer reverse do sitio de clonagem; T7 - regido promotora para
expresséo do inserto; attL2, attL1 - sitios de recombinagdo especifica para o sistema Gateway; rrB
T1 terminator - sequéncia terminadora para expressao basal em E. coli; rrnB T2 terminator-sequéncia
terminadora para expressdo basal em E. coli ; KanR- gene (nptll) marcador de sele¢do para
canamicina; ori - sitio da origem de replicacéo.

3.2.5 Transformacéo de E. coli OmniMAX 2 com pENTR/D-TOPO-CAE

Células termocompetentes de E. coli OmniMAX 2 foram preparadas conforme
protocolo descrito por SAMBROOK et al. (1989) e armazenadas em ultrafreezer a -
80°C. As células foram submetidas a transformacédo genética por meio de choque
térmico. Para tanto, utilizou-se 100 uL de células termocompetentes e 2 uL da reacao
de ligacdo do CAE a pENTR/D-TOPO. Esta mistura foi incubada no gelo por 20 min
e, em seguida, prosseguiu-se com o choque térmico em banho-maria a 42 °C por 2
min. Adicionou-se 1 mL de meio Luria-Bertani (LB) e se incubou a 37 °C com

agitacdo de 180 rpm durante 1 h. Apds a transformacédo, 100 uyL da suspensao
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bacteriana foram distribuidas com alca de Drigalski em placas de Petri com meio LB
solido contendo canamicina a 50 mg/L. As placas foram mantidas overnight (o/n) em
estufa & 37 °C.

3.2.6 Minipreparacdo de pENTR/D-TOPO-CAE a partir de E. coli OmniMAX 2

Colénias de E. coli OmniMAX 2:pENTR/D-TOPO-CAE resultantes da
transformacao genética por choque térmico foram inoculadas em 1,5 mL de meio LB
liguido contendo 50 mg/L de canamicina. As culturas foram mantidas o/n & 37 °C e
180 rpm em agitador rotacional (New Brunswick Scientific, Edison, NJ, EUA). As
minipreparacfes de plasmideos foram realizadas pelo método de lise alcalina
descrito por BIMBOIM e DOLY (1979) com alteragbes propostas por JONES e
SCHOFIELD (1990).

3.2.7 PCR para verificagdo de minipreparagdes de E. coli OmniMAX 2::pENTR/D-
TOPO-CAE positivas

A PCR para confirmacdo da insercdo do CAE em pENTR/D-TOPO foi
realizada com os primers CAEv2-5" e CAEv2-3". Como DNA-molde para as reacoes,
foi utilizado cerca de 1 pg de cada minipreparacéo plasmidial. Os demais reagentes e
suas respectivas quantidades, assim como o0 programa basico de termociclagem e
avaliacdo do resultado dessa reacdo foram realizados conforme descrito no item
3.2.1.
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3.2.8 Clivagens com endonucleases para confirmacdo da presenca do CAE em

pENTR/D-TOPO

A confirmacao da presenca do CAE em pENTR/D-TOPO também foi realizada
por meio de reacdo de clivagem com endonucleases. Para tanto, uma
minipreparacdo PCR-positiva para CAE foi escolhida. Procedeu-se a reacdo de
clivagem com as endonucleases EcoRV a 10 U/uL (Promega) e Hincll a 7 U/uL
(Pharmacia, Piscataway, NJ, EUA). A reacdo foi realizada com 2 pL de DNA
plasmidial a aproximadamente 1 pg/pL, 0,5 yL de cada endonuclease, 2 uL de
tampao Multicore 10x (Promega), 0,3 yL de BSA a 10 mg/mL (Promega) e agua
ultrapura para completar um volume final de 20 pL. Esta mistura foi incubada em
banho-maria a 37 °C por 2 h. A avaliacdo do resultado da reacao foi realizada por
eletroforese em cuba horizontal (Bio-Rad) com tampdo TBE 1X a 69 V e 130 mA
durante 2 h, com aplicacdo do volume total da reacdo em gel de agarose a 1%
corado com EtBR a 0,01 mg/L, o qual foi posteriormente exposto a luz UV e

fotografado por meio do sistema Gel-Doc (Bio-Rad).

3.2.9 Purificacdo de pENTR/D-TOPO-CAE

Uma purificacdo do plasmideo pENTR/D-TOPO-CAE proveniente de colbnia
de E. coli positiva, confirmada por PCR e por reacdo de clivagem, foi realizada a
partir de cultura de 10 mL de meio LB contendo canamicina a 50 mg/L. A cultura foi
mantida o/n a 37 °C e 180 rpm em agitador rotacional (New Brunswick Scientific).
Para purificacdo dos plasmideos, utilizou-se o kit Wizard Plus SV Minipreps DNA
Purification System (Promega) seguindo-se instru¢cdes do fabricante. O plasmideo
purificado foi quantificado em NanoDrop 2000c (Thermo Scientific) seguindo

instrugdes do fabricante.
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3.2.10 Sequenciamento de DNA para verificar a orientagdo do CAE em pENTR/D-
TOPO

Duas aliquotas de 0,5 pL do plasmideo pENTR/D-TOPO-CAE purificado,
contendo 78,6 ng de DNA cada, foram submetidas ao sequenciamento de DNA
visando confirmar a orientacdo dos sitios de integracdo do CAE no plasmideo. Neste
sequenciamento, o0s primers utilizados foram o CAEv2-Forl730 (5'-
CTGTTGCCGGTCTTGCGATG-3'), e 0 CAEv2-Revl55 (5'-TGATTGCCCTTTGGGA
TCTGCG-3'). As condicdes desta reacdo foram estabelecidas e executadas
exatamente da mesma maneira descrita no item 3.2.3. O alinhamento da sequéncia
obtida no sequenciamento versus a sequéncia do pENTR/D-TOPO-CAE foi feito
utilizando o programa Clustalw (THOMPSON et al., 1994).

3.2.11 PCR para amplificacdo de fragmento relativo ao CaMV35S

PCR foi realizada em termociclador LGC XP (BIOER) com o objetivo de
amplificar a regido correspondente ao CaMV35S a partir do vetor pCAMBIA2300
(CAMBIA), contendo 651 pb. Os primers utilizados nesta reagéo foram o CaMV35S-
5 (5'-CACCCGGGATGGTGGAGCACGACACTCTC-3) e o CaMV35S-3° (5-
ACTACATCAATCCACTTGC-3). Como DNA-molde, foram utilizados 20 ng de
pCAMBIA2300. A reacao foi constituida de 1,0 uL de Pfu DNA Polimerase a 2,5 U/uL
(Fermentas); 5,0 uL de Pfu Buffer com MgSO,4 10x (Fermentas); 2,0 uL de dNTP's a
5 mM; 1,5 uL de cada primer a 10 pM; e agua ultrapura para completar um volume
final de 50 pL. O programa béasico de termociclagem incluiu uma etapa a 95 °C por 2
min, seguida de 35 ciclos em temperaturas de 95 °C por 30 s, 54 °C por 30 s, e 72 °C
por 2 min, sendo finalizado com uma etapa a 72 °C por 5 min. A avaliacdo do
resultado da reacgao foi realizada por eletroforese em cuba horizontal (Bio-Rad) com
tampédo TBE 1X a 69 V e 130 mA durante 1 h, com apliacdo de 5 pyL da reagdo em
gel de agarose a 1% corado com EtBr a 0,01 mg/L. Posteriormente, o amplicon foi
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visualizado sob luz UV e imagem digital foi gerada por meio do sistema Gel-Doc (Bio-
Rad).

3.2.12 Purificacdo do amplicon do CaMV35S

Apés verificacdo de obtencdo de resultado positivo na PCR para a
amplificacdo do CaMV35S (item 3.2.11), os 45 puL restantes da reacdo foram
aplicados em gel de agarose a 1% e submetidos a nova eletroforese. A banda de
651 pb correspondente ao amplicon do CaMV35S foi removida do gel e purificada
com kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega), conforme instrucoes
do fabricante. O DNA purificado foi quantificado em NanoDrop 2000c (Thermo

Scientific) também conforme orientacdes do fabricante.

3.2.13 Sequenciamento de fragmento de DNA purificado correspondente ao
CaMV35S

A confirmacé&o da integridade do fragmento de DNA purificado correspondente
ao CaMV35S foi realizada por meio de sequenciamento de DNA, utilizando-se o
primer CaMV35S-5". As condicBes de reacdo foram estabelecidas e executadas
conforme descrito no item 3.2.3. O alinhamento da sequéncia obtida no
sequenciamento versus a sequéncia do CaMV35S foi feito utilizando-se o programa
ClustalW (THOMPSON et al., 1994).

3.2.14 Ligag&o do CaMV35S ao pENTR/D-TOPO-CAE

O amplicon purificado do CaMV35S foi ligado a pENTR/D-TOPO-CAE no sitio

de Smal. Para tanto, procedeu-se primeiramente a reagao de digestdo com 6 uL da
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minipreparacao plasmidial de pENTR/D-TOPO-CAE a 0,17 uyg/uL, 1 uL de Smal a 12
U/uL (Promega), 3 uL de Tampao J 10X (Promega), e agua ultrapura para completar
um volume de 30 pL. Esta mistura foi incubada por 2 h a 25 °C em termociclador
LGC XP (BIOER). A avaliacdo do resultado da reacao de clivagem foi realizada por
eletroforese em cuba horizontal (Bio-Rad) com tampdo TBE 1X a 69 V e 130 mA
durante 2 h, com aplicagéo de 3 pL da reagdao em gel de agarose a 1% corado com
EtBr a 0,01 mg/L, o qual foi posteriormente exposto a luz UV e fotografado por meio
do sistema Gel-Doc (Bio-Rad). Em seguida, foi realizada a reagdo de ligagcdo por
meio da acdo da enzima T4 DNA ligase. Para esta reacao, definiu-se que a razéo
molar entre inserto e vetor seria de 3:1 por ser essa a razdo recomendada pelo
fabricante da enzima. Um total de 100 ng de vetor foi utilizado pois esta é a
guantidade definida como ideal para a reacao pelo fabricante da enzima T4 DNA
ligase (Promega). O calculo para definicdo de quantidade de inserto a ser utilizada foi

realizado por meio da seguinte formula:

X ng inserto = (razdo molar) (pb inserto) (ng vetor)
(pb vetor)

Onde razdo molar = 3:1; pb do inserto = 600; ng de vetor = 100; pb do vetor = 2580.

Assim, a reacao de ligacéo foi composta por 3,0 uL de pENTR/D-TOPO-CAE
Smal-cut a aproximadamente 30 ng/pL, 12,54 pL de CaMV35S purificado a 5,6
ng/uL, 1,0 uL de Smal a 12 U/uL (Promega), 0,5 uL de T4 DNA Ligase a 3 U/uL
(Promega), 2,0 uyL de Tampéo de Ligacdo 10X (Promega) e agua ultrapura para
completar um volume final de 20,0 pL. Esta mistura foi incubada por 18 h a 15 °C em

termociclador LGC XP (BIOER) e posteriormente foi armazenada a -20°C.
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3.2.15 Transformagao de E. coli OmniMAX 2 com pENTR/D-TOPO-35S-CAE

Células termocompetentes de E. coli OmniMAX 2 foram submetidas a
transformacao genética por meio de choque térmico. Nesta reacédo, utilizou-se 100
ML de células termocompetentes e 5 yL da reagcédo de ligagdo do CaMV35S ao
PENTR/D-TOPO-CAE. O procedimento de choque térmico para transformacao

genética foi realizado essencialmente conforme descrito no item 3.2.5.

3.2.16 Minipreparacdo de plasmideos pENTR/D-TOPO-35S-CAE a partir de E. coli
OmniMAX 2

Colénias de E. coli OmniMAX 2::pENTR/D-TOPO-35S-CAE resultantes da
transformacéo genética por choque térmico foram minipreparadas conforme descrito

no item 3.2.6.

3.2.17 PCR para verificagdo de minipreparagdes de E. coli OmniMAX 2:: pENTR/D-
TOPO-35S-CAE positivas

A PCR para confirmacao da insercdo do CaMV35S em pENTR/D-TOPO-CAE
Smal-cut foi realizada com os primers CaMV35S-5" e CaMV35S-3. Como DNA-
molde para as reacOes, foi utilizado cerca de 1 pg de cada minipreparacéo
plasmidial. Os demais reagentes e suas respectivas quantidades, assim como o
programa béasico de termociclagem e avaliacdo do resultado dessa reagdo, foram

realizados conforme descrito no item 3.2.11.
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3.2.18 Clivagens para confirmar a presenca do CaMV35S em pENTR/D-TOPO-CAE

A confirmacdo da presenca do CaMV35S em pENTR/D-TOPO-CAE também
foi realizada por meio de reacdo de clivagem. Para tanto, 13 minipreparacdes
plasmidias foram escolhidas. Procedeu-se a reacdo de clivagem com as
endonucleases EcoRV a 10 U/uL (Promega) e Hincll a 7 U/uL (Pharmacia), com o0s
mesmos reagentes e condi¢cdes descritas no item 3.2.8. O método de avaliacao de

resultado de reacdo também foi realizado conforme descrito no mesmo item.

3.2.19 Purificacdo de pENTR/D-TOPO-35S-CAE

Uma purificacdo do plasmideo pENTR/D-TOPO-35S-CAE proveniente de
colonia de E. coli positiva, confirmada por PCR e reacéo de clivagem, foi realizada da
mesma maneira como descrito no item 3.2.9. O plasmideo purificado foi quantificado

em NanoDrop 2000c (Thermo Scientific) segundo instruces do fabricante.

3.2.20 Sequenciamento de DNA para verificar orientacdo de CaMV35S em
PENTR/D-TOPO-CAE

Duas aliquotas de 0,5 pL do plasmideo pENTR/D-TOPO-35S-CAE purificado,
cada um contendo 107 ng de DNA, foram submetidas ao sequenciamento visando
confirmar a orientacéo dos sitios de integracdo do CaMV35S no plasmideo. Neste
sequenciamento, realizado pela ACTGene Analises Moleculares Ltda., o primer
utilizado foi o CAEv2-Rev155. As condigbes de reagdo foram estabelecidas
conforme descrito no item 3.2.3. O alinhamento da sequéncia obtida no
sequenciamento versus a sequéncia esperada de pENTR/D-TOPO-35S-CAE foi feito
utilizando-se o programa ClustalWw (THOMPSON et al., 1994).
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3.2.21 Prepararo das solucfes de estoque dos adaptadores de DNA correspontes a
elementos cis

Oligonucleotideos correspondentes as sequéncias codificadoras e
complementares dos elementos W1 (5-GACACGTAGAATGAGTCATCAC-3’), AC
(5-ACCTACCACCTACCACCAACCACCAACC-3’) e RHE (5-ATCGTGACGTGCACG
TC-3’) foram sintetizados pela empresa IDT Technologies Inc (San Diego, CA, EUA).
O elemento W1 foi sintetizado conforme sua sequéncia original, descrita por PATER
et al. (1993); j& o elemento AC selecionado foi representado pela dimerizacéo e
fusionamento dos elementos AC-1 e AC-2 (ZHONG & YE, 2009); e o elemento RHE
foi representado pela sequéncia consenso deduzida para elementos RHE (WON et
al., 2009) com introducdo dos nucleotideos centrais ACGT. Estes trés elementos
foram recebidos na forma de primers de fita simples, sendo cada um deles
designado pelo nome do elemento cis que representa acrescido da sigla "For",
guando se tratava de primer forward (cadeia codificadora), ou "Rev", quando se
tratava de primer reverse (cadeia complementar). Primeiramente, as massas desses
seis primers foram diluidas em agua ultrapura resultando em soluc¢des-estoque de
200 ng/uL. Em seguida, 10 pL de cada uma das trés solucbes-estoque "For" foram
misturados com outros 10 L das trés solucBes-estoque "Rev" complementares e 80
puL de tampédo TE. As misturas foram homogeneizadas em vértex e, posteriormente,
transferidas para termociclador LGC XP (BIOER) onde foram aquecidas por 5 min a
96°C e mantidas a 43°C por 30 min. Este procedimento foi realizado para possibilitar
0 anelamento dos primers complementares e consequente formacao de adaptadores
de DNA correspontes aos elementos cis dupla-fita. Por fim, 1 pL de cada mistura foi
diluido em 99 uL de TE dando origem as solu¢des de uso dos adaptadores W1, AC e
RHE a 2 ng/pL.
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3.2.22 Ligagao dos adaptadores de DNA correspontes a elementos cis ao pENTR/D-
TOPO-CAE

Uma copia do elemento W1 foi clonada em pENTR/D-TOPO-CAE no sitio de
Smal. A reacado de clivagem de pENTR/D-TOPO-CAE com a endonuclease Smal e
de ligacdo do inserto ao vetor foram realizadas essencialmente como descrito no
item 3.2.14.A reacao de ligacao foi composta por 3,0 uL de pENTR/D-TOPO-CAE
Smal-cut a aproximadamente 30 ng/uL, 1,0 pL da solugéo de W1 a 2,0 ng/pL, 1,0 pL
de Smal a 12 U/uL (Promega), 1,5 pL de T4 DNA Ligase a 3 U/uL (Promega), 2,0 uL
de Tampéo de Ligacdo 10X (Promega) e 4gua ultrapura para completar um volume
final de 20,0 pL. Esta mistura foi incubada por 18 h a 15°C em termociclador LGC XP
(BIOER) e posteriormente armazenada em freezer a -20 °C. O mesmo procedimento
foi realizado em etapas individuais posteriores para ligacdo de uma coépia do
elemento AC e uma copia de RHE em pENTR/D-TOPO-CAE Smal-cut.

3.2.23 Transformacédo de E. coli OmniMAX 2 com pENTR/D-TOPO-CAE modificado
pela insercéo de diferentes elementos cis

Células termocompetentes de E. coli OmniMAX 2 foram submetidas a
transformacdes genéticas por meio de choque térmico. Para cada transformacao,
utilizou-se 100 uL de células termocompetentes e 5 pyL de cada reacao de ligagcao
descrita no item 3.2.22 (pPENTR/D-TOPO-W1-CAE, pENTR/D-TOPO-AC-CAE,
PENTR/D-TOPO-RHE-CAE). O procedimento de choque térmico para a

transformacao genética foi realizado conforme descrito no item 3.2.5.
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3.2.24 Minipreparacdes plasmidiais a partir de colbnias de E. coli:: pENTR/D-TOPO -
CAE modificado pela insercao de diferentes elementos cis

Colonias de E. coli OmniMAX 2::pENTR/D-TOPO-W1-CAE, E. coli OmniMAX
2::pENTR/D-TOPO-AC-CAE, e E. coli OmniMAX 2:pENTR/D-TOPO-RHE-CAE
resultantes das transformacdes genéticas por choque térmico foram minipreparadas

conforme descrito no item 3.2.6.

3.2.25 Sequenciamentos para verficacdo de colbnias positivas, verificacdo da
orientacdo de W1 em pENTR/D-TOPO-W1-CAE, orientagcdo de AC em pENTR/D-
TOPO-AC-CAE, e orientacdo de RHE em pENTR/D-TOPO-RHE-CAE

Dezesseis aliquotas de 1,0 uL de pENTR/D-TOPO-W1-CAE, 16 de igual
volume de pENTR/D-TOPO-AC-CAE, e outras 16 de igual volume de pENTR/D-
TOPO-RHE-CAE provenientes das minipreparagfes descritas no item 3.2.24 e
contendo aproximadamente 100 ng de DNA cada foram submetidas ao
sequenciamento para verificacdo de colbnias positivas e orientacfes dos sitios de
integracao dos trés diferentes elementos cis no plasmideo pENTR/D-TOPO-CAE.
Nestes sequenciamentos, realizados pela ACTGene Andlises Moleculares Ltda.,
utilizou-se o primer CAEv2-Revl155 (5-TGATTGCCCTTTGGGATCTGCG-3'). As
condi¢cOes destas reacbes foram estabelecidas conforme descritoa no item 3.2.3. As
sequéncias de pENTR/D-TOPO-W1-CAE, pENTR/D-TOPO-AC-CAE, e pENTR/D-
TOPO-RHE-CAE obtidas no sequenciamento foram analisadas manualmente e
individualmente para verificar quanto a presenca e orientacdo dos respectivos

elementos cis nas mesmas.
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3.2.26 Purificagao de pENTR/D-TOPO-CAE modificado pela inser¢do de W1 ou AC

Purificacbes dos plasmideos pENTR/D-TOPO-W1-CAE e pENTR/D-TOPO-
AC-CAE provenientes de colonias de E. coli positivas com elementos cis clonados na
orientacdo senso, confirmadas por sequenciamento, foram realizadas da mesma
maneira como descrito no item 3.2.9. Os plasmideos purificados foram quantificados
em NanoDrop 2000c (Thermo Scientific) segundo orientacdes do fabricante.

3.3 Adapatacdo dos CAEs ao vetor binario pKGW

3.3.1 Recombinag¢des com pKGW

As reacBes de recombinacdo entre os plasmideos pENTR/D-TOPO-CAE,
PENTR/D-TOPO-35S-CAE, pENTR/D-TOPO-W1-CAE e pENTR/D-TOPO-AC-CAE e
o vetor binario pKGW [KARIMI et al. (2002); Figura 4] foram realizadas por meio da
enzima LR clonase com o uso do kit LR Clonase Il (Invitrogen). Cerca de 100 ng de
cada um dos vetores de entrada (pPENTR/D-TOPO-CAE, ou pENTR/D-TOPO-35S-
CAE, ou pENTR/D-TOPO-W1-CAE ou pENTR/D-TOPO-AC-CAE), 150 ng do vetor
de destino (pKGW) e T.E. 1x suficiente para completar um volume final de 8 uL
foram adicionados em tubos individuais de microcentrifuga de 0,6 mL sob
temperatura ambiente. Em seguida, foram executados o0s passos descritos no

protocolo do fabricante.

49



Tnos  nptll Pnos ccdB CmR
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Figura 4: Mapa simplificado do T-DNA do plasmideo pKGW. Imagem adaptada de KARIMI et al.
(2002). Mapa do T-DNA do vetor binario da série Gateway. Os diferentes CAEs foram inseridos entre
R2 e R1 e combinados com o gene de resisténcia a canamicina (nptll). attR2, attR1- sitios de
recombinacéo especifica para o sistema Gateway; Tnos — Terminador do gene da nopalina sintase;
Pnos — promotor do gene da nopalina sintase; ccdB — gene codificador da proteina bloqueadora da
DNA girase; CMR — gene codificador da cloranfenicol acetiltransferase; LB — Borda esquerda do T-
DNA (Left Border); RB — Borda direita do T-DNA (Right Border).

attR2 attR1l

3.3.2 Transformagédo genética de Agrobacterium tumefaciens

Células termocompetentes de A. tumefaciens LBA4404 foram submetidas a
transformacdes genéticas por meio de choque térmico. Para cada transformacao,
utilizou-se 100 pL de células termocompetentes e 5 pyL de cada recombinacéo
descrita no item 3.3.1 (pPKGW-CAE, pKGW-35S-CAE, pKGW-W1-CAE, pKGW-AC-
CAE). O procedimento de choque térmico para transformacéo genética foi realizado
conforme protocolo descrito por BRASILEIRO e CARNEIRO (1998). Ap6s as
transformacdes, 100 uL de cada suspensao bacteriana foram distribuidos com alga
de Drigalski em placas de Petri com meio LB sélido contendo rifampicina a 50 mg/L e
espectinomicina a 100 mg/L. Estas placas foram mantidas por 48 h a 28°C para a

formacao de colbnias.

3.3.3 Minipreparacao de plasmideos de A. tumefaciens LBA4404

Colonias de A. tumefaciens LBA4404::pKGW-CAE, :pKGW-35S-CAE,
:pKGW-W1-CAE, e ::.pKGW-AC-CAE resultantes das transformac¢des genéticas por

choque térmico foram inoculadas em 1,5 mL de meio LB liquido contendo rifampicina
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a 50 mg/L e espectinomicina a 100 mg/L. As culturas foram mantidas por 48 h a 28°C
e 180 rpm em agitador rotacional (New Brunswick Scientific). As minipreparacdes de
plasmideos dessas col6nias foram realizadas pelo método de lise alcalina descrito
por BIMBOIM e DOLY (1979) com alteracdes propostas por JONES e SCHOFIELD
(1990).

3.3.4 PCR para verificacdo de minipreparcdes de A. tumefaciens LBA4404::pKGW-
CAE

A PCR para verificacdo de minipreparacbes de A. tumefaciens
LBA4404::pKGW-CAE positivas foi realizada com os primers CAEv2-5" e CAEv2-3".
Como DNA-molde para as reacbes foi utilizado cerca de 1 pg de cada
minipreparacao plasmidial. Os demais reagentes e suas respectivas quantidades,
assim como o programa béasico de termociclagem e avaliagdo do resultado dessa

reacao, foram definidos e realizados conforme descrito no item 3.2.1.

3.3.5 PCR para verificagdo de miniprepar¢des de A. tumefaciens LBA4404::pKGW-
35S-CAE positivas

A PCR para verificacdo de minipreparcbes de A. tumefaciens
LBA4404::pKGW-35S-CAE positivas foi realizada com os primers CaMV35S-5" e
CaMV35S-3". Como DNA-molde para as reacdes foi utilizado cerca de 1 pg de cada
minipreparacao plasmidial. Os demais reagentes e suas respectivas quantidades,
assim como o programa basico de termociclagem e avaliagdo do resultado dessa

reacao foram definidos e realizados conforme descrito no item 3.2.11.
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3.3.6 PCR para verificagdo de minipreparacdes de A. tumefaciens LBA4404::.pKGW-
W1-CAE positivas

A PCR para verificacdo de minipreparcbes de A. tumefaciens
LBA4404::pKGW-W1-CAE positivas foi realizada com os primers W1-For (5-
GACACGTAGAATGAGTCATCAC-3) e CAEv2-3. Como DNA molde para as
reacoes foram utilizados cerca de 1 pg de cada minipreparacéo plasmidial. A reacéo
foi constituida de 0,5 puL de Go Tag Hot Start Polimerase a 5,0 U/uL (Promega); 10,0
pL de Green Go Taq Flexi Buffer 5x (Promega); 4,0 puL de MgCL, a 25 mM; 2,0 uL de
dNTP's (dATP, dGTP, dCTP e dTTP) a 5 mM; 2,0 yuL de cada primer a 10 uM,;
amostra de DNA plasmidial e agua ultrapura para completar um volume final de 50
pL. O programa basico de termociclagem incluiu uma etapa a 95°C por 2 min,
seguida de 30 ciclos em temperaturas de 95°C por 1 min, 48°C por 1 min, e 72°C por
2 min, sendo finalizado com uma etapa a 72°C por 5 min. A avaliacdo do resultado
da reacao foi realizada por eletroforese em cuba horizontal (Bio-Rad) com tampao
TBE 1X a 69 V e 130 mA durante 1 h, com aplicacdo de 5 pL da reacdo em gel de
agarose a 1% corado com EtBR a 0,01 mg/L. Posteriormente, os amplicons foram
visualizados sob luz UV, e imagem digital foi gerada por meio do sistema Gel-Doc
(Bio-Rad).

3.3.7 PCR para verificacdo de minipreparcdes de A. tumefaciens LBA4404::pKGW-
AC-CAE positivas

A PCR para verificacgdo de minipreparcbes de A. tumefaciens
LBA4404::pKGW-AC-CAE positivas foi realizada com os primers AC-For (5-ACCT
ACCACCTACCACCAACCACCAACC-3) e CAEv2-3°. Como DNA molde para as
reacOes foram utilizados cerca de 1 pg de cada minipreparagdo plasmidial. Os
demais reagentes e suas respectivas quantidades foram empregados como descrito

no 3.3.6. O programa basico de termociclagem incluiu uma etapa a 95°C por 2 min,
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seguida de 30 ciclos em temperaturas de 95°C por 1 min, 53°C por 1 min, e 72°C por
2 min, sendo finalizado com uma etapa a 72°C por 5 min. A avaliacdo do resultado

da reacéo foi realizada conforme descrito no 3.3.6.

3.4 Material vegetal

3.4.1 Cultura de Arabidopsis thaliana

Neste trabalho, foram utilizadas plantas de A. thaliana do ec6tipo Columbia-O.
As sementes selvagens, nao transformadas (wild-type) foram gentilmente cedidas
pelas Dras. Méarcia M.A.N. Pinheiro Margis e Fernanda Lazzarotto (Departamento de
Genética, Instituto de Biociéncias, UFRGS). Antes da semeadura, as sementes
foram ressuspendidas em solucdo de agarose a 0,05% e mantidas em geladeira a 4
°C por 3 dias no escuro. Este tratamento foi realizado com o objetivo de estratificar
as sementes. Em seguida, pequenas quantidades de sementes foram semeadas em
recipientes plasticos de 200 mL contendo solo do tipo turfa (Garden Plus), levemente
umedecido com agua estéril, previamente autoclavado e peneirado. Os recipientes
contendo turfa e sementes de A. thaliana foram dispostos em bandejas plasticas
contendo uma lamina baixa de agua pura, a qual foi reposta semanalmente durante
todo o periodo de cultivo, permanecendo em camara de crescimento a 22°C sob
fotoperiodo longo (16 h de luz e 8 h de escuro). Durante os primeiros 10 dias de
cultivo, periodo necessario para as plantulas desenvolverem folhas verdadeiras, a
bandeja permaneceu coberta com filme plastico tipo PVC, o que possibilitou a

criacdo de um ambiente umido ideal para o estabelecimento das plantulas.
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3.4.2 Transformagédo genética de A. thaliana

Plantas de A. thaliana Columbia-O foram transformadas com A. tumefaciens
LBA4404 armada com o0s seguintes plasmideos: pKGW, pKGW-CAE, pKGW-35S-
CAE, pKGW-W1-CAE e pKGW-AC-CAE. O método utilizado para as transformacdes
foi o de imersdo de inflorescéncias (“Floral dip”) em suspensédo de agrobactérias,
conforme descrito por ZHANG et al. (1996). Foram submetidas ao procedimento de
transformacao genética 15 plantas para cada uma das construcdes citadas.

As plantas submetidas a transformacdo genética permaneceram em camara
de crescimento nas condi¢Oes descritas no item 3.4.1 por aproximadamente 20 dias,
tempo necessario para o desenvolvimento e a maturacdo de siliquas e sementes.
Depois deste periodo, a irrigacdo das plantas foi suspendida por aproximadamente
um més objetivando a dessecagédo completa das mesmas, procedimento que facilita
a coleta de sementes.

3.4.3 Assepsia de sementes, meio para cultivo in vitro, germinacdo e selecdo de
plantas transgénicas de A. thaliana

Todas as manipulagbes de meio de cultivo e materiais vegetais para cultura in
vitro foram realizadas em cabine de fluxo laminar horizontal modelo PA200
(Pachane, Piracicaba, SP, Brasil). Sementes T1 obtidas das plantas submetidas ao
procedimento de transformacdo e sementes controle de A. thaliana foram
submetidas a assepsia superficial mergulhando-as em pequenos grupos em cerca de
1 mL de etanol a 70% por 10 min com agitacdo ocasional em vértex, seguido de 1
mL de etanol a 95% por 2 min com agitacdo ocasional e duas lavagens em 1 mL de
agua destilada estéril com agitacdo vigorosa. Posteriormente, as sementes foram
ressuspendidas em solugdo estéril de agarose 0,05%, sendo realizado o mesmo
tratamento para estratificacdo descrito no item 3.4.1. ApOs assepsia, as sementes

ressuspendidas em agarose foram dispostas em placas de Petri contendo meio de
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MURASHIGE & SKOOG (1963; MS; Sigma) acrescido de agar a 4% e contendo
canamicina a 100 mg/L. As placas contendo as sementes foram incubadas em
camara de cultivo nas mesmas condi¢cdes descritas no item 3.4.1. Tanto sementes
transgénicas quanto sementes ndo-transgénicas foram capazes de germinar em
meio de cultura seletivo contendo canamicina. Porém, as plantulas oriundas de
sementes nado-tranformadas ndo foram capazes de manter seu desenvolvimento e
crescimento ap6s 10 dias. Por outro lado, plantulas oriundas de sementes
transformadas desenvolveram-se normalmente em meio de cultura seletivo contendo
canamicina, mantendo coloracdo verde intensa, formando folhas verdadeiras e
raizes. Portanto, as plantulas que demonstraram estas caracteristicas foram
selecionadas e transplantadas para recipientes plasticos de 200 mL contendo solo do
tipo turfa levemente umedecido com agua estéril, previamente autoclavado e
peneirado, permanecendo em camara de cultivo até completarem seu ciclo de

desenvolvimento.

3.4.4 Extracdo do DNA de A. thaliana

A extracdo do DNA de A. thaliana selecionadas conforme descrito no item
3.4.3 foi realizada pelo método CTAB, descrito por DOYLE e DOYLE (1987). As
amostras de DNA foram posteriormente quantificadas em NanoDrop 2000c (Thermo

Scientific) segundo orientac¢des do fabricante.

3.4.5 PCR para deteccéo de transgene em plantas transformadas com pKGW-CAE

A PCR para deteccao do CAE em plantas transformadas com pKGW-CAE foi
realizada com os primers CAEv2-5" e CAEVv2-3". Como DNA-molde para as reacdes
foi utilizado cerca de 1 ug de DNA extraido de plantas de A. thaliana T1 e controles.

A reacao foi constituida de 0,5 pL de Go Taq Hot Start Polimerase a 5,0 U/uL
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(Promega); 6,0 uL de Green Go Taq Flexi Buffer 5x (Promega); 2,5 pL de MgCL, a
25 mM; 2,0 uL de dNTP's a 5 mM; 1,5 uL de cada primer a 10 uM; e agua ultrapura
para completar um volume final de 30 pL. O programa basico de termociclagem
incluiu uma etapa a 95°C por 2 min, seguida de 30 ciclos em temperaturas de 95°C
por 1 min, 54°C por 1 min, e 72°C por 2 min, sendo finalizado com uma etapa a 72°C
por 5 min. A avaliacdo do resultado da reacao foi realizada por eletroforese em cuba
horizontal (Bio-Rad) com tamp&o TBE 1X a 69 V e 130 mA durante 1 hora, com
aplicacdo de 5 pL da reagcéo em gel de agarose a 1% corado com EtBr a 0,01 mg/L.
Posteriormente, o amplicon foi visualizado sob luz UV e imagem digital foi gerada por

meio do sistema Gel-Doc (Bio-Rad).

3.4.6 PCR para deteccao de transgene em plantas transformadas com pKGW-35S-
CAE

A PCR para deteccdo do CaMV35S em plantas transformadas com pKGW-
35S-CAE foi realizada com os primers CaMV35S-For493 e CAE-REvV155. Os demais
reagentes e suas respectivas quantidades foram determinados e utilizados da
mesma maneira como descrito no item 3.4.5. O programa basico de termociclagem
incluiu uma etapa a 95°C por 2 min, seguida de 30 ciclos em temperaturas de 95°C
por 1 min, 45°C por 1 min, e 72°C por 2 min, sendo finalizado com uma etapa a 72°C
por 5 min. A avaliagcdo do resultado da reacgao foi realizada conforme descrito no
item 3.4.5.

3.4.7 Avaliacéo da atividade promotora do CAE e 35S-CAE

Foram realizadas tentativas de avaliacdo da atividade dos promotores
artificiais por meio de observacéo da fluorescéncia da proteina reporter tdTomato-ER

em diversos tecidos e Orgaos de plantas transgénicas de A. thaliana. Para tanto,
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utilizou-se lanterna armada com lampada de luz verde (554 nm) e 6culos de filtro
vermelho. Posteriomente, as plantas foram fotografadas com o aparelho IVIS Lumina
Il (CALIPER, 2008).
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4 Resultados

Os dados a seguir apresentados sao oriundos de atividades realizadas com o
objetivo de desenvolver sequéncias promotoras artificiais capazes de modular a
expressdo de genes de interesse em plantas. Desta forma, os resultados obtidos
estdo apresentados em tdépicos que abrangem todas as etapas moleculares
executadas desde a projecdo do promotor artificial até a obtencdo de vetores
plamidiais binarios para transformacéo de plantas, além da obtencdo e analise de

plantas transgénicas de A. thaliana.

4.1 Definicdo, construcao, e estrutura do cassete artificial de expressédo (CAE)

4.1.1 Projecéo do promotor basico do CAE

O arcabouco do promotor do CAE desenvolvido nesse trabalho foi projetado a
partir da regido -90 a +1 do promotor CAMV35S original, cuja sequéncia foi publicada
por BENFEY et al. (1990). Elementos cis candnicos necessarios para assegurar a
atividade basal em promotores vegetais tiveram suas sequéncias consensos e
posicles relativas definidas por JOSHI (1987) e SHAHMURADOV et al. (2003).
Essas sequéncias consensos foram utilizadas na composicdo do promotor do CAE.
Assim, a sequéncia original do TATA box do promotor CAMV35S (TATATAA) foi
alterada para TATAAATA. As sequéncias dos elementos CAAT box e do sitio de
inicio da transcricdo ndo foram modificadas por estarem de acordo com o0s
consensos definidos para vegetais pelos autores anteriormente citados.

De forma a permitir a substituicdo de quaisquer dos elementos presentes no
CAE, tais como promotor artificial, genes reporteres, terminadores, ou a incluséo de

outros elementos cis de regulacdo génica, sitios de restricdo para endonucleases
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gue produzem extremidades “cegas” foram introduzidos em posi¢cdes estratégicas do
promotor, 0 que permite clonagens na orientacdo senso e antissenso. Para permitir
os trabalhos de clonagem, foram escolhidos sitios para enzimas de restricdo
ausentes na regido promotora e na sequéncia do plasmideo original de clonagem.

A distancia entre CAAT box e TATA box, originalmente de 28 pb no promotor
de CaMV35S, foi alterada para 34 pb pela inclusdo de um sitio para EcCORV na
posicéo -46 do promotor artificial. Nao foram realizadas alteragdes na distancia entre
TATA box e TSS pois esta ja esta de acordo com a distancia consenso encontrada
em promotores vegetais (SHAHMURADOV et al., 2003).

TSS e sequéncia ATG gue em eucariotos determina o inicio da traducéo
(KOZAK, 1999) tiveram seu distanciamento alterado de 8 para 75 pb. Esta distancia
foi definida como média dos promotores vegetais com mais alta taxa de transcricdo
(YAMAMOTO et al., 2011). A sequéncia de 75 nucleotideos foi selecionada por meio
de um alinhamento das sequéncias presentes entre TSS e ATG realizado com
emprego do programa Clustalw (THOMPSON et al., 1994), entre um grupo de 18
plasmideos binarios escolhidos aleatoriamente e os 100 primeiros nucleotideos
presentes apdés o TSS do promotor CaMV35S (GenBank: M90543.1). Este grupo de
plasmideos binarios foi composto por pCXGFP-P (GenBank: FJ905225.1), pCGTAG
(GenBank: DQ370422.1), pCsGFPBT (GenBank: DQ370426.1), pN3-phiC31
(GenBank: GU564446.1), pCGTNG2 (GenBank: DQ370425.2), pCAMBIA1305
(GenBank: AF354045.1), pGFPGUSplus (GenBank: EF546437.1), pCCRE
(GenBank: EU327977.1), pCGTNG1 (GenBank: DQ370425.1), piGL (GenBank:
EF426459.1), pUB-GFP (GenBank: AB303068.1), pCOXS3-phiC31 (GenBank:
GU564445.1), pVCPGUS (GenBank: JQ436738.1), pGV4945 (GenBank:
AY141042.1), pZP (GenBank: AY995143.1), pFYFPBT (pFYFPBT), pRE1 (GenBank:
M28531.1), pCS4-BASK(GenBank: HQ593861.1), cujas sequéncias foram obtidas
em buscas no GenBank (http://www.ncbi.nim.nih.gov/genbank/). Apés o alinhamento
das sequéncias presentes entre TSS e ATG desses plasmideos, decidiu-se optar
pela sequéncia de 75 nucleotideos do plasmideo binario pCGTAG por ser a

sequéncia mais conservada presente no grupo analisado. O cédon ATG
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originalmente presente na regido -7 a -5 de pCGTAG foi alterado para ATC de forma

a evitar inicio erréneo de traducéo.

4.1.2 Escolha do gene reporter

De acordo com o trabalho de MANN et al.(2012), a versao tdTomato-ER do
gene codificador de proteina de fluorescéncia laranja € o melhor gene reporter para
plantas transgénicas. Por esta razdo, este gene foi escolhido para compor o CAE. A
sequéncia de tdTomato-ER utilizada neste trabalho foi derivada do plasmideo
pRSET-B (Invitrogen).

4.1.3 Escolha da sequéncia terminadora da transcricao

Neste trabalho, a sequéncia terminadora do gene codificador da nopalina-
sintase de A. tumefaciens (T,s) foi escolhida para ser fusionada ao gene repoérter
tdTomato-ER, completando o CAE. Realizou-se esta escolha pois a sequéncia
terminadora Thos €sta entre as mais frequentemente utilizadas para a expressao
transgénica em plantas (MERIC et al., 2004). A sequéncia correspondente ao Tpes
utilizada nesse trabalho foi derivada do plasmideo pCAMBIA1302 (CAMBIA).

4.1.4 Sequéncia e estrutura do CAE

A sequéncia do cassete artificial de expresséo, obtida conforme descrito nos
itens 4.1.1, 4.1.2 e 4.1.3, foi composta por um promotor basico derivado de
modificacdes da regido -90 do CAMV35S, pelo gene reporter tdTomato-ER e pelo

terminador da nopalina sintase (Tnos), conforme ilustrado na Figura 5.
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CTATC GGAAGTTCATTTCAT
Al ST AATCTATCTCTC T A AJ CAGATCTRTGAAAA
CTAATCTTTTCTTGTTTCTTATCTTTTCACTTCTTTTGAGCTTAAGCTCTGCAGAGTTTATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGGTCATCAAAGAGTTC
ATGCGCTTCAAGGTGCGCATGGAGGGCTCCATGAACGGCCACGAGTTCGAGATCGAGGGCGAGGGCGAGGGCCGCCCCTACGAGGGCACCCAGAC
CGCCAAGCTGAAGGTGACCAAGGGCGGCCCCCTGCCCTTCGCCTGGGACATCCTGTCCCCCCAGTTCATGTACGGCTCCAAGGCGTACGTGAAGC
ACCCCGCCGACATCCCCGATTACAAGAAGCTGTCCTTCCCCGAGGGCTTCARGTGGGAGCGCGTGATGAACT TCGAGGACGGCGGTCTGGTGACC
GTGACCCAGGACTCCTCCCTGCAGGACGGCACGCTGATCTACAAGGTGAAGATGCGCGGCACCAACTTCCCCCCCGACGGCCCCGTAATGCAGAA
GAAGACGATGGGCTGGGAGGCGTCCACCGAGCGCCTGTACCCCCGCGACGGCGTGCTGAAGGGCGAGATCCACCAGGCCCTGAAGCTGAAGGACG
GCGGCCACTACCTGGTGGAGTTCAAGACCATCTACATGGCGAAGAAGCCCGTGCAACTGCCCGGCTACTACTACGTGGACACCAAGCTGGACATC
ACCTCCCACARCGAGGACTACACCATCGTGGAACAGTACGAGCGCTCCGAGGGCCGCCACCACCTGTTCCTGGGGCATGGCACCGGCAGCACCGG
CAGCGGCAGCTCCGGCACCGCCTCCTCCGAGGACAACAACATGGCCGTCATCAAAGAGT TCATGCGCTTCAAGGTGCGCATGGAGGGCTCCATGA
ACGGCCACGAGTTCGAGATCGAGGGCGAGGGCGAGGGCCGCCCCTACGAGGGCACCCAGACCGCCAAGCTGAAGGTGACCAAGGGCGGCCCCCTG
CCCTTCGCCTGGGACATCCTGTCCCCCCAGTTCATGTACGGCTCCAAGGCGTACGTGAAGCACCCCGCCGACATCCCCGATTACAAGAAGCTGTC
CTTCCCCGAGGGCTTCAAGTGGGAGCGCGTGATGAACTTCGAGGACGGCGGTCTGGTGACCGTGACCCAGGACTCCTCCCTGCAGGACGGCACGC
TGATCTACAAGGTGAAGATGCGCGGCACCAACTTCCCCCCCGACGGCCCCGTAATGCAGAAGARGACGATGGGCTGGGAGGCGTCCACCGAGCGC
CTGTACCCCCGCGACGGCGTGCTGAAGGGCGAGATCCACCAGGCCCTGAAGCTGAAGGACGGCGGCCACTACCTGGTGGAGT TCAAGACCATCTA
CATGGCGAAGAAGCCCGTGCAACTGCCCGGCTACTACTACGTGGACACCAAGCTGGACATCACCTCCCACAACGAGGACTACACCATCGTGGAAC
AGTACGAGCGCTCCGAGGGCCGCCACCACCTGTTCCTGTACGGCATGGACGAGCTGTACAAGCATGACGAGT TGTAAGGATCCAACATTTGGC]
ATAAAGTTTCTTAAGATTGAATCCTGTTGCCGGTCTTGCGATGATTATCATATAATTTCTGTTGAATTACGTTAAGCATGTAATAATTAACATG
TAATGCATGACGTTATTTATGAGATGGGTTTTTATGATTAGAGTCCCGCAATTATACATTTAATACGCGATAGAARACAAAATATAGCGCGCARA
CTAGGATAAATTATCGCGCGCGGTGTCATCTATGTTACTAGATCGGGAAGCTT

Figura 5: Sequéncia basica do CAE (1.949 pb). Na cor azul esta representado o promotor basico do
CAE derivado da regido -90 a +1 do CaMV35S (181 pb), destacados em quadros estdo os elementos
cis basicos CAAT-box e TATA-box; em vermelho esté representada a sequéncia do gene reporter
codificador da tdTomato-ER (1.509 pb), destacando-se em quadros os cédons de inicio (ATG) e de
término da traducdo (TAA); e, em cinza, o terminador da nopalina sintase (259 pb), destacando-se o
sinal de poliadenilacdo (AATAA) marcado com um quadro.

Com vistas a permitir a ligacdo de sequéncias promotoras e a substituicdo dos
elementos codificadores e terminadores de DNA, sitios de restricdo das
endonucleases Smal, EcoRV, Xhol, Bglll, BamHI e Hindlll foram especificamente
dispostos na sequéncia do CAE. Estes sitios de restricao foram criados nas posicoes
3, 52, 145, 176, 1.691 e 1.944, respectivamente (Figura 6). Os sitios para Smal e
EcoRV localizados na regido promotora basica foram particularmente selecionados
por resultarem em extremidades cegas, permitindo a ligacdo e a avaliacdo de

elementos cis de regulacdo da expressdo génica vegetal em ambas as orientacdes.
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(145) Xhol
(52) ECcoRY

(1043) End
(3) Smal '
o) Start ‘ Bolll (176) {1691) BamHI {1944) HindLIl

sool 1000! 15007

T . ) Tiigs >

GAE
1949 bp

Figura 6: Estrutura do CAE béasico com representacdo de sitios de clivagem por
endonucleases. Figura produzida com o programa Snap Gene 2.7.1 a partir da sequéncia
nucleotidica original. -90, promotor basico de CaMV35S (em azul); tdTomato, gene repérter tdTomato-
ER (em vermelho); T,.s, terminador da nopalina sintase (em cinza). Entre parenteses estdo as
posi¢cdes dos sitios de restricdo das endonucleases presentes na sequéncia do CAE.

4.2 Adaptacéo do CAE ao vetor de entrada pENTR/D-TOPO

Conforme descrito no item 3.1, o CAE foi clonado no plasmideo pUC57,

resultando na verséo pUC57-CAE representado na Figura 7.
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(4594) Aatll Pfol (46)
{4592) Zral

l | Ndel {184)
(4476) Sspl BStAPI (185)
(4271) XmnI ‘ Kﬂsﬁfa.(-fafz)ss)
(4152) Scal |\ )

PluTI (239)

Apol - EcoRI (396)
| Eco53KI (404)
{ ) _— Sacl (406)
[ — Acc65I (408)
Kpnl (412)

(4071) Tsol

o
(3820) NmeAIll Sy ~ Nrul (416)
(3742) BpmI “ Y/ Bsmi (s2d)
(3733) BspaI Q@ promote, Xbal* (425)
o Mzy/ Smal (434)
EcoRV (483)
PaeR7I - Tl - Xhol (576)
BglI (607)

pUCS57-CAE
4659 bp

(2663) BspQI - Sapl
[CAP binding site| ~
(lac operator) =
(2418) SphI g
(2410) Stul
(2399) Hincll
(2398) Accl

(2397) Sall

(2295) Apal ‘ BsrGI (2099)
(2391) PspOMI | |
(2390) Smal BsaBI (2152)
(2343) MauBI BtgZI (2191)

Figura 7: Mapa do plasmideo pUC57-CAE. Imagem gerada com o programa SnapGene 2.7.1 a
partir das sequéncias nucleotidicas originais do plasmideo pUC57 (GeneScript) e do CAE. M13fwd e
M13rev, sitios de anelamento dos primers M13 forward e reverse em relacdo ao sitio de
multiclonagem; ori, sitio da origem de replicacdo; lacZa- gene repérter para 3-galactosidase; lac
operator, operador para a expressao de lacZa; lac promoter, promotor do operon lac de E. coli; CAP
binding site, sitio de ligacdo da proteina ativadora do catabolismo CAP de E. coli; Amp~, gene bla,
marcador para ampicilina; AmpR promoter, promotor do gene bla; -90, promotor basico do CAE;
tdTomato, gene repérter tdTomato-ER; T,.s, Sequéncia terminadora do gene codificador da nopalina
sintase. Sitios para endonucleases presentes no plasmideo estao representados por suas respectivas
abreviaturas.

Uma PCR foi realizada com pUC57-CAE utilizando primers especificamente
projetados para a amplificacdo do CAE e adaptacdo do amplicon no plasmideo
PENTR/D-TOPO (Invitrogen). Esta PCR resultou em wuma banda de
aproximadamente 2 kb, conforme esperado, e uma banda adicional com
aproximadamente 1 kb (Figura 8). Esta banda adicional representa um provavel
produto do anelamento parcial dos primers utilizados na reacdo em regides

inespecificas, as quais, provalmente fazem parte do proprio CAE.
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2000 pb

1000 pb

Figura 8: Imagem do gel resultante da eletroforese do produto da PCR do plasmideo pUC57-
CAE com vistas a gerar o amplicon de CAE para subclonagem em pENTR/D-TOPO. M, marcador
de tamanhos de fragmentos de DNA O'GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Fermentas); 1, amplicon de CAE
resultante; CN, controle negativo.

Apos nova eletroforese utilizando o volume total restante da PCR, a banda
correspondente ao amplicon do CAE (1.949 pb) foi removida do gel de agarose e

purificada. O fragmento de CAE purificado (Figura 9) foi quantificado em 20 ng/uL.

Figura 9: Imagem do gel resultante da eletroforese do produto de purificacdo da banda
correpondente ao CAE. M, marcador de tamanhos de fragmentos de DNA O'GeneRuler 1 kb DNA
Ladder (Fermentas); 1, fragmento de CAE purificado.
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A confirmacéo da integridade do CAE foi realizada pelo sequenciamento de
DNA utilizando primers especificos e flanqueadores do mesmo (item 3.2.3). A
sequéncia forward obtida neste sequenciamento cobriu uma regido de 696 pb e, a
reverse, 352 pb. O resultado do alinhamento realizado entre as sequéncias obtidas
no sequenciamento e a sequéncia original do CAE permitiu concluir que o fragmento
de 2 kb visualizado nos géis de agarose representava, de fato, o CAE (Figuras 10, 11
e 12).

CAE_ CCCGGGATCTCCACTGACGTAAGGGATGACGCACAATCCCACTATGCTTGATATCCGCAA 60
2kb  mmmmmm e mmm e CCCAATCCCCCTATGCTTGATATCCGCAA 29
KKKk kR kK kK ok K ok K ok K Kk K ok Kk kK
CAE_ GACCCTTCCTCTATAAATAGGAAGTTCATTTCATTTGGAGAGGACACGCTGAAATCACCA 120
2kb GACCCTTCCTCTATAAATAGGAAGTTCATTTCATTTGGAGAGGACACGCTGAAATCACCA 89
kK ok ok Kk ok ok ok Kk ok ok Kk ok kK Kk ok K ok ok ok Kk ok ok kK k ok ko Kk ok K ok ok ok Kk ok ok Kk ok ko k kK K
CAE_ GTCTCTCTCTACAAATCTATCTCTCTCGAGCTTTCGCAGATCCCAAAGGGCAATCAGATC 180
2kb GTCTCTCTCTACAAATCTATCTCTCTCGAGCTTTCGCAGATCCCAAAGGGCAATCAGATC 149
Sk k ok ok K ok ok ok Kk ok ok K ok ok ko K ok ok K ok ok ok Kk ok ok ok k ok ko ok ok ok K ok ok ok K ok ok ok Kk ok ko ok k kK
CAE_ TATGAAAACTAATCTTTTCTTGTTTCTTATCTTTTCACTTCTTTTGAGCTTAAGCTCTGC 240
2kb_ TATGAAAACTAATCTTTTCTTGTTTCTTATCTTTTCACTTCTTTTGAGCTTAAGCTCTGC 209
Sk k ok ok K ok ok ok Kk ok ok Kk ok ko ok ok ok K ok ok ok Kk ok ok Kk ok ko ok ok ok K ok ok ok Kk ok ok K k ok ko ok k kK
CAE_ AGAGTTTATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGGTCATCAAAGAGTTCATGCGCTTCAAGGTGCG 300
2kb_ AGAGTTTATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGGTCATCAAAGAGTTCATGCGCTTCAAGGTGCG 269
ek k ok ok K ok ok ok Kk ok ok kK ok ok ok Kk ok ok Kk ok ok ok Kk ok ok ok K ok ok ok ok ok ok Kk ok ok ok Kk ok ok kK ok ok ok Kk ok kK
CAE CATGGAGGGCTCCATGAACGGCCACGAGTTCGAGATCGAGGGCGAGGGCGAGGGCCGCCC 360
2kb_ CATGGAGGGCTCCATGAACGGCCACGAGTTCGAGATCGAGGGCGAGGGCGAGGGCCGCCC 329
Hk Kk Kk kK ok ok ok Kk k ok kK ok ok kK k ok kK k ok ok Kk ok ok ok ok ok kK k ok ko k ok ok kK k ok ko k ok kK k Kk K
CAE CTACGAGGGCACCCAGACCGCCAAGCTGAAGGTGACCAAGGGCGGCCCCCTGCCCTTCGC 420
2kb_ CTACGAGGGCACCCAGACCGCCAAGCTGAAGGTGACCAAGGGCGGCCCCCTGCCCTTCGC 389
dk ok kK kK ok ok ok Kk k ok Kk ok ok kK ok ok kK ok ok ok ok k ok ok k ok ko k ok ok kK ok ok ok kK k ok ok Kk ok ok Kk k kK
CAE CTGGGACATCCTGTCCCCCCAGTTCATGTACGGCTCCAAGGCGTACGTGAAGCACCCCGC 480
2kb CTGGGACATCCTGTCCCCCCAGTTCATGTACGGCTCCAAGGCGTACGTGAAGCACCCCGC 449

B
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CAE

2kb_

CAE

2kb_

CAE

2kb_

CAE_

2Kb_

CAE_

2Kb_

CGACATCCCCGATTACAAGAAGCTGTCCTTCCCCGAGGGCTTCAAGTGGGAGCGCGTGAT

CGACATCCCCGATTACAAGAAGCTGTCCTTCCCCGAGGGCTTCAAGTGGGAGCGCGTGAT

hkkkhkkhkhhhhhhhhhhhhhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkk k& x*

GAACTTCGAGGACGGCGGTCTGGTGACCGTGACCCAGGACTCCTCCCTGCAGGACGGCAC

GAACTTCGAGGACGGCGGTCTGGTGACCGTGACCCAGGACTCCTCCCTGCAGGACGGCAC

Ak kkhkkhkhhhhhhhhhhhkhhhhhhhhhhhhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkk k& **

GCTGATCTACAAGGTGAAGATGCGCGGCACCAACTTCCCCCCCGACGGCCCCGTAATGCA

GCTGATCTACAAGGTGAAGATGCGCGGCACCAACTTCCCCCCCGACGGCCCCGTAATGCA

Ak kkhkkhkkhhhhhhhhkhhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkkhkkkx*

GAAGAAGACGATGGGCTGGGAGGCGTCCACCGAGCGCCTGTACCCCCGCGACGGCGTGCT

GAAGAAGACGATGGGCTGGGAGGCGTCCACCGAGCGCCTGTACCCCCGCGACGGCGTGCT

Ak kkhkkhkkhkhhhhhhhkhhkhhkhhkhhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkkhkhkx*

GAAGGGC 727

GAAGGGC 696

* kKKK

540

509

600

569

660

629

720

689

Figura 10: Alinhamento CAE (forward). Alinhamento da sequéncia original do CAE (representada na
figura pela sigla CAE) com a sequéncia forward obtida por sequenciamento do fragmento de 2 kb
correspondente ao produto purificado da PCR do plasmideo pUC57-CAE (representada na figura pela
sigla 2 kb). Neste sequencimento, utilizou-se o primer forward CAEv2-5’, cuja posicio de anelamento
encontra-se sublinhada. Os asteriscos (*) representam regides de total identidade de nucleotideos, e 0s
pontos (.) erros de pareamento.

CAE
2kb_

CAE
2kb_

CAE
2kb_

CAE_
2kb_

CAE_
2kb_

CAE_
2kb_

AGCTGGACAT----CACCTCCCACAACGAGGACTACACCATCGTGGAACAGTACGAGCGC
-GGGGGGCGAGGTGGACATCCCTCCCAGAGGAT--CACCAT-GTGGAACAGTGGGGGGGG

* KKk K. Kk kkKkKk ek * kKKK KKKK KK KhKKK KK KKK * Kk Kk

TCCGAGGGCCGCCACCACCTGTTCCTGTACGGCATGGACGAGCTGTACAAGCATGACGAG
TGGGGGGGCCGCCACCACCTGTTCCTGTACGGCATGGACGGGGTGTACAAGCATGACGAG

* I R R R

TTGTAAGGATCCAACATTTGGCAATAAAGTTTCTTAAGATTGAATCCTGTTGCCGGTCTT
TTGTAAGGATCCAACATTTGGCAATAAAGTTTGTTAAGAGTGAATCCTGTTGCCGTTCTT

Ak k Ak kKA KA KA KA KA KA KA KA KA KA KAk hhK Khkhhkh* *khkhkhkkhkkhkhk* *Kkk*

GCGATGATTATCATATAATTTCTGTTGAATTACGTTAAGCATGTAATAATTAACATGTAA
GCGATGATTATCATATAATTTCTGTTGAATTAGGTTAAGCATGTAGTAATTAACATGTAA

Kk kkkkhkkhkkhkkhkkhkhkhkkhkhkkhkkhkkhkhkkhk Khkhkkhkhkhkhkx *khkkhkkhkkhkkkxx

TGCATGACGTTATTTATGAGATGGGTTTTTATGATTAGAGTCCCGCAATTATACATTTAA
GGCATGACGTTATTTATGAGATGGGTTTTTATGATTAGAGTCCCGCAATTATACATTTAA

Kok khkkhkkhkkhkhkkhkhkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk

TACGCGATAGAAAACAAAATATAGCGCGCAAACTAGGATAAATTATCGCGCGCGGTGTCA
TACGCGATAGAAAACAAAATATAGCGCGCAAACTAGGATAAATTATCGCGCGC——---—~

Kk kkkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkhkhkhkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkhkkkkkkkkkkkk

56
56

116
116

176
176

236
236

296
296

356
349
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CAE_ TCTATGTTACTAGATCGGGAAGCTT 381
2kb_ mmmmmmmmmmmm o CGG-—————- 352

Figura 11: Alinhamento CAE (reverse). Alinhamento da sequéncia original do CAE (representada na
figura pela sigla CAE) com a sequéncia reverse obtida por sequenciamento do fragmento de 2 kb
correspondente ao produto purificado da PCR do plasmideo pUC57-CAE (representada na figura pela
sigla 2 kb). Neste sequencimento, utilizou-se o primer reverse CAEV2-3’, cuja posi¢cao de anelamento
encontra-se sublinhada. Os asteriscos (*) representam regifes de total identidade de nucleotideos, e
0s pontos (.) erros de pareamento.

(145) Xhol

(52) FooRW (1949 End
1944) HindIII

t3) Smal | { -
(0 Start_J ‘ BlIL (176) (1651) BamHI \
| I |

Ll [l | I

001 Toool Teool

Eﬁ. Tnos >

CAE
1949 bp

Figura 12: Mapa de cobertura do sequenciamento do CAE. Imagem gerada com o programa
SnapGene 2.7.1 a partir da sequéncia nucleotidica original do CAE e as sequéncias representadas
pela sigla 2 kb nas Figuras 10 e 11. As setas vermelhas superiores representam os segmentos do
CAE cobertos pelos sequenciamentos realizados e o sentido indica o primer utilizado em cada um dos
eventos. Primer forward CAEv2-5, para direita e primer reverse CAEv2-3’, para esquerda. Os
segmentos brancos no interior das setas vermelhas superiores indicam lacunas (do inglés, gaps) e
inconsisténcias (do inglés, mismatches) identificados no alinhamento.

A clonagem do CAE purificado em pENTR/D-TOPO foi realizada conforme
descrito no item 3.2.4 e a transformacao de células de E. coli OmniMAX 2 resultou
em aproximadamente 20 coldnias que foram selecionadas com o antibiético
canamicina a 50 mg/L. Destas, 10 col6nias foram inoculadas para a minipreparagéo
de plasmideos para confirmacado da inser¢cdo do CAE em pENTR/D-TOPO por PCR.
Apenas os plasmideos preparados a partir das colbnias identificadas pelos numeros
6, 8 e 9 resultaram em amplificacdo do fragmento conforme o tamanho esperado
(Figura 13). A minipreparagdo plasmidial numero 9 foi escolhida para dar
continuidade ao trabalho. A confirmacédo da presenca do CAE nesta preparacao

plasmidial também foi realizada por meio de reacdo de clivagem com as
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endonucleases EcoRV e Hincll, resultando em tamanhos de bandas coerentes com o

esperado, isto é, 2.264, 2.026 e 239 pb, conforme ilustrado na Figura 14.

2000 pb

Figura 13: Imagem do gel de agarose resultante da eletroforese dos produtos da PCR
confirmando a clonagem do CAE em pENTR/D-TOPO. Primers especificos ao fragmento de 1.949
pb foram utilizados na reacdo. A presenca de banda deste tamanho permitiu identificar como clones
positivos as preparagbes nimero 6, 8 e 9. M, marcador de tamanhos de fragmentos de DNA
O'GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Fermentas); CP, controle positivo, ou seja, mistura de PCR com a
adicdo de pUC57-CAE como DNA-molde; CN, controle negativo, ou seja, mistura de PCR sem adicao
de DNA-molde; 1-10, plasmideos minipreparados a partir de colénias de E. coli OmniMAX 2
transformadas com o produto de ligacdo do CAE ao pENTR/D-TOPO.

Figura 14: Imagem do gel de agarose resultante de reacdo de clivagem da preparacao nimero 9
de pENTR/D-TOPO-CAE com EcoRV e Hincll. O tamanho das bandas visiveis esta de acordo com o
esperado, isto €, 2,3, 2 e 0,24 kb. M, marcador de tamanhos de fragmentos de DNA O'GeneRuler 1 kb
DNA Ladder (Fermentas); 1, ipreparacdo numero 9 de pENTR/D-TOPO-CAE clivada com EcoRV e
Hincll.
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Assim, seguiu-se com a purificacdo do plasmideo pENTR/D-TOPO-CAE
proveniente da colénia numero 9 objetivando obter as condicdes de pureza
necessarias para a recombinacao deste plasmideo com o plasmideo binario pKGW
(KARIMI et al., 2002). Na Figura 15 esta representado o mapa da versdo pENTR/D-
TOPO-CAE gerada. O plasmideo purificado (Figura 16) foi quantificado em 157,2

ng/uL.
(4421) Drdl BspQI - Sapl (111}
(4325) BcivI rrnB T2 terminator
(4213) BsiHKAI Acll (364)
(4209) ApaLl HincII - Hpal (so1)
[M13 fwd)

PspOMI (563)
Apal (567)

Btgl (669}
Eagl - Notl - Sacll (672)
TspMI - Xmal (689)
Smal (691)
PaeR7I - ThI - Xhol (833)
BglII (s64)

pPENTR-D/TOPO-CAE

4529bp

(3365) BpulDI
{3364) BsmBI
(3348) AsiSI - Pvul
(3273) Sspl

(3260) EcoNI

{3005) Nrul

M13 rev|

(2646) Ascl
(2632) HindIII
(2600) MauBI

(2448) BtgZl
{2439) BsaBI BamHI {2379

Figura 15: Mapa do plasmideo pENTR/D-TOPO-CAE. Imagem gerada pelo emprego do programa
SnapGene 2.7.1 a partir das sequéncias de nucleotideos originais de pENTR/D-TOPO (Invitrogen) e
CAE. M13fwd e M13rev, posi¢cdes de anelamento dos primers M13 forward e reverse em relagéo ao
sitio de recombinacgdo; T7, regido promotora T7 para transcricdo de insertos; attL2 e attL1, sitios de
recombinacéo especifica do sistema Gateway; rrnB T1 e T2 terminator, sequéncias terminadoras do
gene rmB para controle da transcricdo de insertos; Kan", gene nptll, marcador para canamicina; ori,
sitio da origem de replicagdo; -90, promotor basico do CAE; tdTomato, gene repérter tdTomato-ER;
Thos, S€Quéncia terminadora do gene codificador da nopalina sintase. Sitios para endonucleases
presentes no plasmideo estédo representados por suas respectivas abreviaturas.
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2000 pb

Figura 16: Imagem do gel de agarose resultante da purificagdo do plasmideo nimero 9 de
pPENTR/D-TOPO-CAE. M, marcador de tamanhos de fragmentos de DNA O'GeneRuler 1 kb DNA
Ladder (Fermentas); 1, aliquota da solucéo do plasmideo pENTR/D-TOPO-CAE purificado.

Novo sequenciamento de DNA foi realizado utilizando-se primers
especificamente projetados para anelar sequéncias internas do CAE e direcionados
as extremidades 5 e 3’ do CAE (item 3.2.10). O alinhamento realizado entre as
sequéncias obtidas no novo sequenciamento permitiu verificar a orientacéo dos sitios
de integracdo do CAE no plasmideo proveniente da preparacdo numero 9 e a
sequéncia do pENTR/D-TOPO-CAE. Como conclusdo, o CAE foi clonado no vetor
pPENTR/D-TOPO de forma correta, isto é, na orientacdo senso e sem qualquer

alteracao de nucleotideos, conforme ilustrado nas Figuras 17, 18 e 19.

PENTR.CAE: GTTTCTTAAGATTGAATCCTGTTGCCGGTCTTGCGATGATTATCATATAATTTCTGTTGA
Forward: = = ————————m oo — CTAATTTTCTTGTTGA

* % ** *K KKk K
PENTR.CAE: ATTACGTTAAGCATGTAATAATTAACATGTAATGCATGACGTTATTTATGAGATGGGTTT
Forward: ATTACGTTAAGCATGTAATAATTAACATGTAATGCATGACGTTATTTATGAGATGGGTTT

Kok kkhkkhkkhkkhhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkkhkkhkhkkhkkkkkxx

pENTR.CAE: TTATGATTAGAGTCCCGCAATTATACATTTAATACGCGATAGAAAACAAAATATAGCGCG
Forward: TTATGATTAGAGTCCCGCAATTATACATTTAATACGCGATAGAAAACAAAATATAGCGCG

Kk kkkkhkkkkkkhkkkkkkkkkkkkkkhkhkhkhkhkhkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkkkkkxx

pENTR.CAE: CAAACTAGGATAAATTATCGCGCGCGGTGTCATCTATGTTACTAGATCGGGAAGCTTAAG
Forward: CAAACTAGGATAAATTATCGCGCGCGGTGTCATCTATGTTACTAGATCGGGAAGCTTAAG

Kk kkkkkkkkkkhkkkkkkhhkkkkkkkkkkhkhkkhkhkkhkkkkhkkhkkhkkhkkhkkkkkkkkkkxx

pENTR.CAE: GGTGGGCGCGCCGACCCAGCTTTCTTGTACAAAGTTGGCATTATAAGAAAGCATTGCTTA
Forward: GGTGGGCGCGCCGACCCAGCTTTCTTGTACAAAGTTGGCATTATAAGAAAGCATTGCTTA

R R

PENTR.CAE: TCAATTTGTTGCAACGAACAGGTCACTATCAGTCAAAATAAAATCATTATTTGCCATCCA
Forward: TCAATTTGTTGCAACGAACAGGTCACTATCAGTCAAAATAAAATCATTATTTGCCATCCA

o

PENTR.CAE: GCTGATATCCCCTATAGTGAGTCGTATTACATGGTCATAGCTGTTTCCTGGCAGCTCTGG
Forward: GCTGATATCCCCTATAGTGAGTCGTATTACATGGTCATAGCTGTTTCCTGGCAGCTCTGG

o
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PENTR.CAE:
Forward:

PENTR.CAE:
Forward:

pPENTR.CAE:
Forward:

pPENTR.CAE:
Forward:

PENTR.CAE:
Forward:

PENTR.CAE:
Forward:

PENTR.CAE:
Forward:

PENTR.CAE:
Forward:

PENTR.CAE:
Forward:

pPENTR.CAE:
Forward:

pPENTR.CAE:
Forward:

CCCGTGTCTCAAAATCTCTGATGTTACATTGCACAAGATAAAAATATATCATCATGAACA
CCCGTGTCTCAAAATCTCTGATGTTACATTGCACAAGATAAAAATATATCATCATGAACA

B T R T

ATAAAACTGTCTGCTTACATAAACAGTAATACAAGGGGTGTTATGAGCCATATTCAACGG
ATAAAACTGTCTGCTTACATAAACAGTAATACAAGGGGTGTTATGAGCCATATTCAACGG

B R R

GAAACGTCGAGGCCGCGATTAAATTCCAACATGGATGCTGATTTATATGGGTATAAATGG
GAAACGTCGAGGCCGCGATTAAATTCCAACATGGATGCTGATTTATATGGGTATAAATGG

Ak kkhkkhkkhhhhhhhhhhhhhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhk**

GCTCGCGATAATGTCGGGCAATCAGGTGCGACAATCTATCGCTTGTATGGGAAGCCCGAT
GCTCGCGATAATGTCGGGCAATCAGGTGCGACAATCTATCGCTTGTATGGGAAGCCCGAT

hkkkhkkhkkhhhhhhhhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhk**

GCGCCAGAGTTGTTTCTGAAACATGGCAAAGGTAGCGTTGCCAATGATGTTACAGATGAG
GCGCCAGAGTTGTTTCTGAAACATGGCAAAGGTAGCGTTGCCAATGATGTTACAGATGAG

Ak kkhkkhkkhkhhhhkhhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkx*

ATGGTCAGACTAAACTGGCTGACGGAATTTATGCCTCTTCCGACCATCAAGCATTTTATC
ATGGTCAGACTAAACTGGCTGACGGAATTTATGCCTCTTCCGACCATCAAGCATTTTATC

B T R R R

CGTACTCCTGATGATGCATGGTTACTCACCACTGCGATCCCCGG-AAAAACAGCATTCCA
CGTACTCCTGATGATGCATGGTTACTCACCACTGCGATCCCCGGGAAAAACAGCATTCCA

B R R T

GGTATTAGAAGAATATCCTGATTCAGGTGAAAATATTG-TTGATGCGCTGGCAGTGTTCC
GGTATTAGAAGAATATCCTGATTCAG-TGAAAATATTGTTTGATGCGCTGGCAGTGTTCC

B I T R T T T

TGCGCCGGTTGCATTCGATTCCTGTTTGTAATTGTCCTTTTAACAGCGATCGCGTATTTC
TGCGCCGGTTGCATTCGATTCCTGTTTGTAATGTCC--TTTAACAGCGATCGCGTATTCG

hkkkhkkhkkhkkhkkhkhkkhkhkhkkhkhkhkkkxx * hkkkkkkkkkkkkkkkkKkkk

GTCTCGCTCAGGCGCAATCACGAATGAATAACGGTTTGGTTGATGCGAGTGATTTTGATG
GTCTCGCTCAGGCGCAATCACGATGAAATACCGATGTGGCTTGAATGTCCGAGAGTGAAT

Kok kkkkkkkkkkkkkkkkkkk kK *kkKk Kk Kk kkk K * * % * %k

ACGAGCGTAATGGCTGGCCTGTTGAACAAGTCTGGAAAGAAATGCATAAACTTTTGCCAT

Figura 17: Alinhamento pENTER/D-TOPO-CAE (forward). Alinhamento da sequéncia parcial de
PENTR/D-TOPO-CAE (representada pela sigla pENTR.CAE) com a sequéncia forward resultante do
sequenciamento da preparacdo numero 9 de pENTR/D-TOPO-CAE (representada pela palavra
Forward). Neste sequencimento, utilizou-se o primer forward CAEv2-Forl730, cuja posicdo de
anelamento encontra-se sublinhada. Os asteriscos (*) representam regides de total identidade de
nucleotideos, e os pontos (.) erros de pareamento.

PENTR.CAE_
Reverse_

PENTR.CAE
Reverse

PENTR.CAE
Reverse

PENTR.CAE
Reverse

PENTR.CAE_
Reverse_

CGCCAGCAACGCGGCCTTTTACGGTTCCTGGCTTTTGCTGCCTTTTGCTCAACATGTTCT

* %

TTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATA
TTCCTGCGGTAT-CCCTGATTCTGTGGATAACGGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATA

Khkkhkkhkhkkh Khhkkhk KAhAhAhAhAh Ak Ak hh* A hhhhhhhkhkhkhkhkhkhkkhk k&K

CCGCTCGCCGCAGCCGAACG-ACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAG
CCGCTCGCCGCAGCCGAACGGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAA-AG

B I R R

CGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCAC
CGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCAC

R R

60

120

62
179

121
238

181
298
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PENTR.CAE__ GACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATACGCGTACCGCT 241

Reverse_ GACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATACGCGTACCGCT 358
ok ok ko k kK ok ok Kk ok K ok K ok K ok ok ok K ok ok ok ok Kok ok ok kK ok ok ok kK ok Kok ok kK Kk kK Kk

PENTR.CAE AGCCAGGAAGAGTTTGTAGAAACGCAAAAAGGCCATCCGTCAGGATGGCCTTCTGCTTAG 301

Reverse_ AGCCAGGAAGAGTTTGTAGAAACGCAAAAAGGCCATCCGTCAGGATGGCCTTCTGCTTAG 418
ok ok ko k kK ok Kk Kk ok K ok K ok K ok ok ok ok ok ok ok ok K ok K ok Kk ok K ok ok Kk ok ok ok K ok Kk Kk kK ok kK Kk

PENTR.CAE TTTGATGCCTGGCAGTTTATGGCGGGCGTCCTGCCCGCCACCCTCCGGGCCGTTGCTTCA 361
Reverse TTTGATGCCTGGCAGTTTATGGCGGGCGTCCTGCCCGCCACCCTCCGGGCCGTTGCTTCA 478
Kk kK kK ko ok Kk ok ok ok ok ok ok ok ok kR o kK ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok kR ok kK ok ok ok kR ok kK
PENTR.CAE CAACGTTCAAATCCGCTCCCGGCGGATTTGTCCTACTCAGGAGAGCGTTCACCGACAAAC 421
Reverse CAACGTTCAAATCCGCTCCCGGCGGATTTGTCCTACTCAGGAGAGCGTTCACCGACAAAC 538
Kk kK kK ko ok kK ok ok kK ok ok ok ok ok kR o ko ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok R ok ok kK ok ok ok kR ko ok
PENTR.CAE AACAGATAAAACGAAAGGCCCAGTCTTCCGACTGAGCCTTTCGTTTTATTTGATGCCTGG 481
Reverse_ AACAGATAAAACGAAAGGCCCAGTCTTCCGACTGAGCCTTTCGTTTTATTTGATGCCTGG 598
Kk Kk kK kK ok ok kK K ok ok Kk ok ko K ok o K ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok kK ko kK ok ok ok ok ok ok Kk ok K
PENTR.CAE__ CAGTTCCCTACTCTCGCGTTAACGCTAGCATGGATGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTARAA 541
Reverse_ CAGTTCCCTACTCTCGCGTTAACGCTAGCATGGATGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTARA 658

R R R R R

PENTR.CAE__ ACGACGGCCAGTCTTAAGCTCGGGCCCCAAATAATGATTTTATTTTGACTGATAGTGACC 601
Reverse ACGACGGCCAGTCTTAAGCTCGGGCCCCAAATAATGATTTTATTTTGACTGATAGTGACC 718

R R R

PENTR.CAE__ TGTTCGTTGCAACAAATTGATGAGCAATGCTTTTTTATAATGCCAACTTTGTACAAAARA 661
Reverse TGTTCGTTGCAACAAATTGATGAGCAATGCTTTTTTATAATGCCAACTTTGTACAAAARA 778

R R R R R R R R R R

PENTR.CAE GCAGGCTCCGCGGCCGCCCCCTTCACCCCCGGGATCTCCACTGACGTAAGGGATGACGCA 721
Reverse GCAGGCTCCGCGGCCGCCCCCTTCACCC--GGGATCTCCACTGACGTAAGGGATGACGCA 836
Kk kkkkkkkkkkokkokkokkkkhkkkhkkhkkhkkkkk Khkhkhkkhkkhkkhkkkhkhkkkhkkkkkhkkhkkhkhkkhkhkkhkhkkhkx
PENTR.CAE__ CAATCCCACTATGCTTGATATCCGCAAGACCCTTCCTCTATAAATAGGAAGTTCATTTCA 781
Reverse CAATCCCACTATGCTTGATATCCGCAAGACCCTTCCTCTATAAATAGGAAGTTCATTTCA 896
- Kok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ke ok sk k ke k sk k sk k ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok k ki k ke k k ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok
PENTR.CAE_ TTTGGAGAGGACACGCTGAAATCACCAGTCTCTCTCTACAAATCTATCTCTCTCGAGCTT 841
Reverse TTTGGAGAGGACACGCTGAAATCACCAGTCTCTCTCTACAAA-————————————————— 938
- Kk ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ke ok ko ko ke k ok k ok k ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok
PENTR.CAE TCGCAGATCCCAAAGGGCAATCAGATCTATGAAAACTAATCTTTTCTTGTTTCTTATCTT 901
Reverse @ Somm oo - A 939
PENTR.CAE TTCACTTCTTTTGAGCTTAAGCTCTGCAGAGTTTATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGGTCAT 961
Reverse TTCCATTCCTTTCAACC——————— === - — - m - 956

* Kk *KkKk kKK KKk

PENTR.CAE CAAAGAGTTCATGCGCTTCAAGGTGCGCATGGAGGGCTCCATGAACGGCCACGAGTTCGA 1021
REVEIrSE s
PENTR.CAE__ GATCGAGGGCGAGGGCGAGGGCCGCCCCTACGAGGGCACCCAGACCGCCAAGCTGAAGGT 1081
ReVEIrsSe =~ S oo
PENTR.CAE_ GACCAAGGGCGGCCCCCTGCCCTTCGCCTGGGACATCCTGTCCCCCCAGTTCATGTACGG 1141
Reverse - e

Figura 18: Alinhamento pENTER/D-TOPO-CAE (reverse). Alinhamento da sequéncia parcial de
PENTR/D-TOPO-CAE (representada pela sigla pENTR.CAE) com a sequéncia reverse resultante do
sequenciamento da preparacdo nimero 9 de pENTR/D-TOPO-CAE (representada pela palavra reverse).
Neste sequencimento, utilizou-se o primer reverse CAEv2-Rev155, cuja posicdo de anelamento encontra-se
sublinhada. Os asteriscos (*) representam regides de total identidade de nucleotideos, e os pontos (.) erros
de pareamento.
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PENTR-D/TOPO-CAE

4529 bp

Figura 19: Mapa de cobertura do sequenciamento de pENTR/D-TOPO-CAE. Imagem gerada pelo
emprego do programa SnapGene 2.7.1 a partir das sequéncias de nucleotideos originais de
PENTR/D-TOPO (Invitrogen), do CAE, e das sequéncias representadas pelas palavras forward e
reverse nas figuras 17 e 18. As setas vermelhas superiores representam os segmentos de pENTR/D-
TOPO-CAE cobertos pelos sequenciamentos realizados e o sentido indica o primer utilizado em cada
um dos eventos. Primer forward CAEv2-Forl730, para direita e primer reverse CAEv2-Rev155, para
esquerda. Os segmentos brancos no interior das setas vermelhas superiores indicam gaps e
mismatches identificados no alinhamento.

4.3 Adaptacéo do CaMV35S ao vetor de entrada pENTR/D-TOPO-CAE

A fim de gerar uma versdo do CAE com promotor forte e constitutivo, de
forma a servir de controle positivo em experimentos de avaliacdo de promotores e
elementos cis, o promotor CAMV35S completo, representado em versdo duplicada
no plasmideo pCAMBIA2300 (CAMBIA), foi amplificado por PCR a partir deste. Nesta
PCR, foram utilizados primers especificamente projetados para flanquear a
sequéncia do CaMV35S (item 3.2.11). A PCR permitiu produzir uma banda de
aproximadamente 650 pb, conforme esperado, e uma banda adicional com
aproximadamente 300 pb, conforme ilustrado na Figura 20. Esta banda adicional de
300 pb também era esperada, uma vez que o CaMV35S clonado em pCAMBIA2300
estad duplicado e, portanto, os primers utilizados na PCR anelaram-se tanto nas

regibes externas quanto internas do promotor (Figura 21).
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650 pb

300 pb

Figura 20: Imagem do gel resultante da eletroforese do produto da PCR do plasmideo
pCAMBIA2300 com vistas a gerar o amplicon do CaMV35S duplicado para subclonagem em
PENTR/D-TOPO-CAE. M, marcador de tamanhos de fragmentos de DNA O'GeneRuler 1 kb DNA
Ladder (Fermentas); 1, amplicon do CaMV35S duplicado resultante.

{0y StarfCaMv355-5° (Forward) (1..21) @ @ (306 .. 321) CaMv3ss-3° (Reverse) CaMw355-57 (Forward) (328 .. 348) @ @ (633 .. 848) CaMW355-3° (Reverse) End (651)

zonl —_— 4nof [T —_—

L CAMV3SSdu; IIG!do

CAMV35S
651 bp

Figura 21: Posi¢c6es de anelamento dos primers CaMV35S-5' e CaMV35S-3' no CaMV35S
duplicado originario de pCAMBIA2300. Imagem gerada com o programa SnapGene 2.7.1 a partir
da sequéncia nucleotidica original do CaMV35S duplicado de pCAMBIA2300 (CAMBIA) e das
sequéncias dos primers CaMV35S-5’ e CaMV35S-3'.

Apbs nova eletroforese, a banda correspondente ao CaMV35S duplicado (650

pb) foi removida do gel de agorose e purificada. O DNA purificado (Figura 22) foi
quantificado em 5,6 ng/uL.
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650 pb

Figura 22: Imagem do gel resultante da eletroforese do produto de purificagdo da banda
correpondente ao CaMV35S duplicado. M, marcador de tamanhos de fragmentos de DNA
O'GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Fermentas); 1, CAMV35S duplicado purificado.

A confirmacéo da integridade do CaMV35S duplicado e purificado foi realizada
pelo sequenciamento de DNA utilizando primer especifico e flanqueador direto do
mesmo. A sequéncia forward obtida nesse sequenciamento cobriu uma regido de
642 pb. O resultado do alinhamento realizado entre a sequéncia obtida no
sequenciamento e a sequéncia original do CaMV35S contido em pCAMBIA2300
permitiu concluir que o fragmento de aproximadamente 0,6 kb visualizado nos géis

de agarose representava, de fato, o CaMV35S duplicado (Figuras 23 e 24).

CaMV35S_ ATGGTGGAGCACGACACTCTCGTCTACTCCAAGAATATCAAAGATACAGTCTCAGAAGAC 60
Fo e CTGATCTACTCCAG--ATATCAAG-ATACAGTCTCAGAAGAC 39
- Kok kkkkkkkkk | Kk kkkkk | Kk kkkkk ok kk KKk Kk kK
CBMV3557 CAAAGGGCTATTGAGACTTTTCAACAAAGGGTAATATCGGGAAACCTCCTCGGATTCCAT 120
F CAAAGGGCTATTGAGACTTTTCAACAAAGGGTAATATCGGGAAACCTCCTCGGATTCCAT 99
- ek K ok K kK ok ok ok kK ok ok Kk ok ok kK ok o ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok kK ok ok ok kR ok ok ok ok ok ok kK ok ok K
CaMV35S TGCCCAGCTATCTGTCACTTCATCAAARAGGACAGTAGAAAAGGAAGGTGGCACCTACARA 180
F TGCCCAGCTATCTGTCACTTCATCAAAAGGACAGTAGAAAAGGAAGGTGGCACCTACAAA 159
- ek K ok Kk Kk ok ok kK ok ok K ok ok kK ok o K ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok kR ok ok K ok ok kK K ok K
CaMV35S TGCCATCATTGCGATAAAGGAARAGGCTATCGTTCAAGATGCCTCTGCCGACAGTGGTCCC 240
F_ TGCCATCATTGCGATAARAGGARAGGCTATCGTTCAAGATGCCTCTGCCGACAGTGGTCCC 219
ek K ok Kk Kk ok ok kK ok ok K ok ok Kk ok o ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok kK ok ok ok kR ok K ok ok kK K ok ok
CaMV35S_ AAAGATGGACCCCCACCCACGAGGAGCATCGTGGAAAAAGAAGACGTTCCAACCACGTCT 300
F_ AAAGATGGACCCCCACCCACGAGGAGCATCGTGGAAAAAGAAGACGTTCCAACCACGTCT 279

R
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CaMV35S TCAAAGCAAGTGGATTGATGTGATAACATGGTGGAGCACGACACTCTCGTCTACTCCAAG 360

F TCAAAGCAAGTGGATT-TGATGTAATAATGGTGGAGCACGACACTCTCGTCTACTCCAAG 338
- dkkkk ok kokhkkkkkkkok H _*‘k::‘k:"k*‘k*‘k*‘k‘k‘k************************
CaMV35S AATATCAAAGATACAGTCTCAGAAGACCAAAGGGCTATTGAGACTTTTCAACAAAGGGTA 420
F AATATCAAAGATACAGTCTCAGAAGACCAAAGGGCTATTGAGACTTTTCAACAAAGGGTA 398
- Ak Ak hkhhhh kA hhkhhhh kA hhhhhhAhk A hhhhhhhkhkhkhhhhkrhkhkhkhhhkhkrhkhkdkhkhkhkkrkkk
CaMV35S ATATCGGGAAACCTCCTCGGATTCCATTGCCCAGCTATCTGTCACTTCATCARAAGGACA 480
F ATATCGGGAAACCTCCTCGGATTCCATTGCCCAGCTATCTGTCACTTCATCAAAAGGACA 458
EEE RS S S S SRS EEESEREEEREEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEES]
CaMV35S GTAGAAAAGGAAGGTGGCACCTACAAATGCCATCATTGCGATARAGGAAAGGCTATCGTT 540
F GTAGAAAAGGAAGGTGGCACCTACAAATGCCATCATTGCGATAAAGGAAGGGCTATCGTT 518
*************************************************.**********
CaMV35S CAAGATGCCTCTGCCGACAGTGGTCCCAAAGATGGACCCCCACCCACGAGGAGCATCGTG 600
F CAAGATGACTCTGCCGACAGTGGTGCCAAAGATGGACCCCCACCCACGAGGAGCATCGTG 578
*******.**************** khkkhkkkhkkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkkhkkhkkhkkkkkhkkkhkkx
CaMV35S_ GAAAAAGAAGACGTTCCAACCACGTCTTCAAAGCAAGTGGATTGATGTGAT ————-=~-— 651
F GAAAAAGAAGACGTTCCAACCACGTCTTCAAAGCAGGTGGATTGAAGTAGTAGATAGGGG 638
- ***********************************.*********:**. .*
CaMVv35S -
F_ GGRAA 642

Figura 23: Alinhamento CaMV35S (forward). Alinhamento da sequéncia original do CaMV35S
duplicado contido em pCAMBIA2300 (representada na figura pela sigla CaMV35S) com a sequéncia
forward obtida por sequenciamento do fragmento de 650 pb correspondente ao produto purificado da
PCR do plasmideo pCAMBIA2300 (representada na figura pela letra F). Nesse sequenciamento
utilizou-se o primer forward CaMV35S-5’, cuja posicao de anelamento encontra-se sublinhada na
figura. Os asteriscos (*) representam regides de total identidade de nucleotideos, e os pontos (.) erros
de pareamento.

Start (0) End (551)

| |
zooT 4007 &00T

CAMVY355
€51 bp

Figura 24: Mapa de cobertura do sequenciamento do CaMV35S duplicado. Imagem gerada com o
emprego do programa SnapGene 2.7.1 a partir da sequéncia nucleotidica original do CaMV35S duplicado
e da sequéncia representada pela letra F na figura 23. A seta vermelha representa o segmento do
CaMV35S duplicado coberto pelo sequenciamento realizado e o sentido indica o primer utilizado nesse
evento. Primer forward CaMV35S-5’ para direita. Os segmentos brancos no interior da seta vermelha
indicam gaps e mismatches identificados no alinhamento.

Realizou-se clivagem de pENTR/D-TOPO-CAE com Smal para a adaptacéo

do amplicon do CaMV35S duplicado. Esta clivagem resultou em banda de tamanho
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coerente com o esperado (4.529 pb). Um uUnico fragmento de aproximadamente 4,5
kb foi observado em gel de agarose submetido a eletroforese, representando a

linearizagdo do plasmideo (Figura 25).

Figura 25: Imagem de gel resultante da eletroforese da reagdo de clivagem de pENTR/D-TOPO-
CAE com Smal. M, marcador de tamanhos de fragmentos de DNA O'GeneRuler 1 kb DNA Ladder
(Fermentas); 1, pPENTR/D-TOPO-CAE Smal-cut; 2, pENTR/D-TOPO-CAE néo clivado.

A ligagdo do CaMV35S duplicado em pENTR/D-TOPO-CAE foi realizada e a
transformacéo de células de E. coli OmniMAX 2 resultou em diversas colénias que
foram selecionadas com o antibiético canamicina a 50 mg/L. Destas, 10 coldnias
foram inoculadas para a minipreparacdo de plasmideos e posterior confirmacédo da
insercdo do CaMV35S por PCR. Apenas o plasmideo preparado a partir da colénia
identificada pelo numero 2 nao resultou em amplificacdo do fragmento conforme o
tamanho esperado (Figura 26). A verificacdo da presenca do CaMV35S nesta
minipreparacao e nas outras 9 também foi realizada por meio de reacgéo de clivagem
com as endonucleases EcoRV e Hincll. Observou-se tamanho de bandas coerente
com o esperado para a clivagem, isto &, 2.264, 2.026 e 890 pb, apenas nas
preparacdes identificadas pelos numeros 6 e 10 (Figura 27). Escolheu-se a colénia 6

para dar continuidade ao trabalho.
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Figura 26: Imagem de gel resultante da eletroforese dos produtos da PCR confirmando a
clonagem do CaMV35S em pENTR/D-TOPO-CAE. Primers especificos ao CaMV35S simples (325
pb) foram utilizados na reagdo. A presenca de banda de tamanho coerente com o esperado permitiu
identificar como clones positivos todas as prepara¢gfes analisadas, exceto a numero 2. M, marcador
de tamanhos de fragmentos de DNA O'GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Fermentas); CP, controle
positivo, ou seja, mistura de PCR com adicdo de pCAMBIA2300 como DNA-molde; CN, controle
negativo, ou seja, resto da mistura de PCR sem adicdo de DNA-molde; 1-10, plasmideos pENTR/D-
TOPO-35S-CAE minipreparados a partir de colénias de E. coli OmniMAX 2 transformadas com o
produto de ligacdo do CaMV35S ao pENTR/D-TOPO-CAE.

Figura 27: Imagem de gel resultante da eletroforese de reacdo de clivagem de 10 preparacfes
de pENTR/D-TOPO-35S-CAE com EcoRv e Hincll. Tamanho das bandas visiveis nas amostras
identificadas pelos niumeros 6 e 10 esta de acordo com o esperado. M, marcador de tamanhos de
fragmentos de DNA O'GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Fermentas); 1-10, plasmideos pENTR/D-TOPO-
35S-CAE preparados a partir de colénias de E. coli OmniMAX 2 transformadas com o produto de
ligacdo do CaMV35S ao pENTR/D-TOPO-CAE.
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A semelhanca do que foi realizado com o plasmideo pENTR/D-TOPO-CAE,
seguiu-se com a purificacdo do plasmideo pENTR/D-TOPO-35S-CAE (Figura 28)
proveniente da coldnia identificada pelo nUmero 6 para obter as condi¢des de pureza
necessarias para a recombinacdo com o plasmideo binario pKGW (KARIMI et al.,

2002). O plasmideo purificado resultante (Figura 29) foi quantificado em 214,7 ng/uL.

(4976) Bcivl BspQI - Sapl (111)
(4860) ApalLl rrme T2 terminatar
Acll (384)

HinclI - Hpal (501)

PspOMI {S63)
Apal (567)

Eagl - Notl - Sacll (&72)
MNcol {687)

(4016) BpulDI
(4015) BsmBI
(3999) AsiSI - Pvul
(3924) Sspl
(3911) EcoNI TSpMI - Xmal (1340)
Smal (1342)
PaeR7I - THI - Xhol {1484)
(3656) Nrul BglIl (1515)
(M13 rev
(3297) Ascl

(3283) HindIII
(3251) MauBI

(3099) BtgZl
(3090) BsaBI
{3030) BamHI

Figura 28: Mapa do plasmideo pENTER/D-TOPO-35S-CAE. Imagem gerada pelo emprego do
programa SnapGene 2.7.1 a partir das sequéncias de nucleotideos originais de pENTR/D-TOPO
(Invitrogen), do CaMV35S originario de pCAMBIA2300 (CAMBIA) e do CAE. M13fwd e M13rev,
posicdes de anelamento dos primers M13 forward e reverse em relagéo ao sitio de recombinagéo; T7,
regiao promotora T7 para transcricdo de insertos; attL2 e attL1, sitios de recombinacéo especifica do
sistema Gateway; rrnB T1 e T2 terminator, sequéncias terminadoras do gene rrB para controle da
transcricdo de insertos; Kan®, gene nptll, marcador para canamicina; ori, sitio da origem de replicaco;
CAMV35S, promotor CaMV35S duplicado orginario de pCAMBIA2300; -90, promotor basico do CAE;
tdTomato, gene repérter tdTomato-ER; T,.s, Sequéncia terminadora do gene codificador da nopalina
sintase. Sitios para endonucleases presentes no plasmideo estédo representados por suas respectivas
abreviaturas.
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Figura 29: Imagem de gel resultante da eletroforese do produto de purificacdo da preparacéao
nimero 6 de pENTR/D-TOPO-35S-CAE. M, marcador de tamanhos de fragmentos de DNA
O'GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Fermentas); 1, preparacdo ndmero 6 de pENTR/D-TOPO-35S-CAE
purificada.

Novamente, a integridade, a orientacdo e a localizacdo do fragmento
correspondente ao CaMV35S duplicado em pENTR/D-TOPO-CAE foram
confirmadas por sequenciamento de DNA empregando-se primers especificamente
projetados (item 3.2.20). O alinhamento realizado entre a sequéncia obtida no
sequenciamento do CaMV35S no plasmideo proveniente da minipreparagdo numero
6 e a sequéncia do pENTR/D-TOPO-35S-CAE correpondente a regido coberta pelo
sequenciamento permitiu concluir que o CaMV35S foi clonado no sitio de Smal do
vetor pPENTR/D-TOPO-CAE de forma correta, isto é, na orientacdo senso, conforme

ilustrado nas Figuras 30 e 31.

1. mmmmmmmmm e AGCATCGTGGAAAAAGAAGACGTTCCAACC 30

2_ GGTCCCAAAGATGGACCCCCACCCACGAGGAGCATCGTGGAAAAAGAAGACGTTCCAACC 60
LR R SR SRR R R RS EEEEEEEEEEEEEE S ST

1 ACGTCTTCAAAGCAAGTGGATTGATGTGATAACATGGTGGAGCACGACACTCTCGTCTAC 90

2 ACGTCTTCAAAGCAAGTGGATTGATGTG--AACATGGTGGAGCACGACACTCTCGTCTAC 118

Ak hkkhkkhkhhkkhkkhkkhkkhkhkhkkhkhkx* Ak hkkhkkhkkhkkhkkhkhkhkkhkhkhkkhkkhk**
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1 TCCAAGAATATCAAAGATACAGTCTCAGAAGACCAAAGGGCTATTGAGACTTTTCAACAA 150

2_ TCCAAGAATATCAAAGATACAGTCTCAGAAGACCAAAGGGCTATTGAGACTTTTCAACAA 178
EEE RS E S S S S SRS EEE SRR EEEREEEEEEEEEEEEEEEEEEEREEEEEEEEEEESES]

1 AGGGTAATATCGGGAAACCTCCTCGGATTCCATTGCCCAGCTATCTGTCACTTCATCAAA 210

2 AGGGTAATATCGGGAAACCTCCTCGGATTCCATTGCCCAGCTATCTGTCACTTCATCARA 238

R R T R

1 AGGACAGTAGAAAAGGAAGGTGGCACCTACAAATGCCATCATTGCGATAAAGGAAAGGCT 270

2_ AGGACAGTAGAAAAGGAAGGTGGCACCTACAAATGCCATCATTGCGATAAAGGAAAGGCT 298
KA KA A KA I AR AR IR IR I A A A A A A AR A A I AR A A A A A A A A A A kA Ak h A hk Ak k kA hkhhk

1 ATCGTTCAAGATGCCTCTGCCGACAGTGGTCCCAAAGATGGACCCCCACCCACGAGGAGC 330

2 ATCGTTCAAGATGCCTCTGCCGACAGTGGTCCCAAAGATGGACCCCCACCCACGAGGAGC 358

R R R R R R R

1 ATCGTGGAAAAAGAAGACGTTCCAACCACGTCTTCAAAGCAAGTGGATTGATGTGATCCC 390

27 ATCGTGGAAAAAGAAGACGTTCCAACCACGTCTTCAAAGCAAGTGGATTGATGTAGT--- 415
KKk kK KRk kK k ko kK kkk kA kkkkkkkkh kK Kk khk kK Kk khkkkkkkhkk kKK %

1 GGGATCTCCACTGACGTAAGGGATGACGCACARATCCCACTATGCTTGATATCCGCAAGAC 450

2 GGGATCTCCACTGACGTAAGGGATGACGCACAATCCCACTATGCTTGATATCCGCAAGAC 475
dek Kk kK ok ok ok kK k ok ok K ok ok Kk Kk kK ok ok ok ok ok ok ok R ok ok ok ok kK ok ok ko kR ok ok R ok ko Rk kK

17 CCTTCCTCTATAAATAGGAAGTTCATTTCATTTGGAGAGGACACGCTGAAATCACCAGTC 510

2_ CCTTCCTCTATAAATAGGAAGTTCATTTCATTTGGAGAGGACACGCTGAAATCACCAGTC 535
P R I T I I I I

1 TCTCTCTACAAATCTATCTCTCTCGAGCTTTCGCAGATCCCAAAGGGCAATCA 563

27 TCTCTCTACAAATCCTATTTTCCCAAGC———————————=—=—=———=————————— 563

Kk kkkkkkhkkkkkk o Kk kk Kk Kkkk

Figura 30: Alinhamento pENTR/D-TOPO-35S-CAE (reverse). Alinhamento da sequéncia de parcial
de pENTR/D-TOPO-35S-CAE (representada na figura pelo nimero 1) com a sequéncia reverse obtida
por sequenciamento da preparacdo nimero 6 de pENTR/D-TOPO-35S-CAE (representada na figura
pelo nimero 2). Nesse sequencimento utilizou-se o primer reverse CAEv2-Rev155, cuja posicao de
anelamento encontra-se sublinhada na figura. Os asteriscos (*) representam regies de total
identidade de nucleotideos, e os pontos (.) erros de pareamento.
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Figura 31: Mapa de cobertura do sequenciamento da preparacdo nimero 6 de pENTR/D-TOPO-
35S-CAE. Imagem gerada com o programa SnapGene 2.7.1 a partir das sequéncias de nucleotideos
originais de pENTR/D-TOPO (Invitrogen), do CaMV35S originario de pCAMBIA2300 (CAMBIA), do
CAE, e da sequéncia representada pelo nimero 2 na figura 30. A seta vermelha superior representa o
segmento de pENTR/D-TOPO-35S-CAE coberto pelo sequenciamento realizado e o sentido indica o
primer utilizado nesse evento. Primer reverse CAEv2-Rev155, para esquerda. Os segmentos brancos
no interior da seta vermelha superior indicam gaps e mismatches identificados no alinhamento.

4.4 Ligacdo de adaptadores de DNA correspondentes a elementos cis ao vetor de
entrada pENTR/D-TOPO-CAE

A fim de a avaliar experimentalmente a possibilidade de elementos cis
especificos direcionarem a transcricdo de td-Tomato-ER em 6rgdos como sementes,
tecidos vasculares (xilema) e raizes, os elementos W1, AC e RHE foram
selecionados a partir da literatura cientifica. Os mesmos foram recebidos na forma de
primers de fita simples e submetidos a desnaturacdo e renaturacdo conforme
descrito no item 3.2.21 de Material & Métodos. Desta forma, promoveu-se o
anelamento de primers complementares para a formacdo de adaptadores de fitas
duplas de DNA e ligacdo destes elementos no plasmideo pENTR/D-TOPO-CAE. A
clonagem de uma cépia do elemento W1 no sitio de Smal de pENTR/D-TOPO-CAE
foi realizada conforme descrito no item 3.2.22. Também foram realizadas reacdes
individuais para a ligacdo de uma cépia do elemento AC e uma cépia de RHE no sitio
de Smal de pENTR/D-TOPO-CAE (item 3.2.22). Células de E. coli OmniMAX 2 foram
transformadas com pENTR/D-TOPO-W1-CAE (Figura 32), pENTR/D-TOPO-AC-CAE
(Figura 35) e pPENTR/D-TOPO-RHE-CAE. Cada uma destas transformacdes resultou

em diversas colbnias que foram selecionadas com o antibiético canamicina a 50
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mg/L. Dezesseis colbnias de cada transformacao foram preparadas e submetidas ao
sequenciamento com o objetivo de verificar se os elementos cis haviam sido
corretamente ligados em pENTR/D-TOPO-CAE.

As andlises individuais das sequéncias das preparacdes de pENTR/D-TOPO-
W1-CAE obtidas nos sequenciamentos (Figuras 33 e 34) permitiram concluir que
apenas a minipreparacdo numero 13 de pENTR/D-TOPO-W1-CAE apresentava o
elemento W1 clonado corretamente, isto €, na orientacdo senso e sem qualquer
alteracdo em sua sequéncia nucleotidica. Na Figura 33 estd representada a
sequéncia obtida no sequencimento realizado a partir desta minipreparacdo. Nesta

mesma figura, destaca-se a sequéncia do elemento W1, ligado na orientacdo senso.
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(4443) Drdl BspQI - SapI (111)

(4347) BciVI rrmB T2 terminator
(4235) BsiHKAI Acll (364)
(4231) ApalLl

HinclI - Hpal (501)
(MI3fwd)

PspOMI (563}
Apal (567)

Btgl (669)
Eagl - NotI - Sacll (672)

Wi

TspMI - Xmal (711)
Smal (713)
PaeR7I - TliI - Xhol (855)
BglII (886)

(3387) BpulOl
(3386) BsmBI —

(3370) AsiSI - Pvul

(3295) Sspl

(3282) EcoNI

(3027) Nrul

MiZrev)
(2668) Ascl

(2654) HindIII
(2622) MauBI

(2470) BtgZl
(2461) BsaBI
(2401) BamHI

Figura 32: Mapa do plasmideo pENTER/D-TOPO-W1-CAE. Imagem gerada pelo emprego do
programa SnapGene 2.7.1 a partir das sequéncias de nucleotideos originais de pENTR/D-TOPO
(Invitrogen), W1 e CAE. M13fwd e M13rev, posi¢cbes de anelamento dos primers M13 forward e
reverse em relacdo ao sitio de recombinacado; T7, regido promotora T7 para transcricdo de insertos;
attL2 e attL1, sitios de recombinacdo especifica do sistema Gateway; rrnB T1 e T2 terminator,
sequéncias terminadoras do gene rmB para controle da transcricdo de insertos; Kan®, gene nptll,
marcador para canamicina; ori, sitio da origem de replicacdo; W1, elemento cis W1 regulador da
expressdo de genes vegetais; -90, promotor basico do CAE; tdTomato, gene repérter tdTomato-ER;
Thos, S€Quéncia terminadora do gene codificador da nopalina sintase. Sitios para endonucleases
presentes no plasmideo estéo representados por suas respectivas abreviaturas.

CCTACTCTCGCGTTAACGCTAGCATGGATGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTCTTAAG
CTCGGGCCCCAAATAATGATTTTATTTTGACTGATAGTGACCTGTTCGTTGCAACAAATTGATGAGCAATGC
TTTTTTATAAT GCCAACTTTGTACAAAAZ—\AGCAGGCTCCGCGGCCGCCCCCTTCACCC|GACAC GTAGAATGAJ
GTCATCACIGGGATCTCCACTGACGTAAGGGATGACGCACAATCCCACTATGCTTGATATCCGCAAGACCCTT
CCTCTATAAATAGGAAGTTCATTTCATTGGAGAGGACACGCGAAATCACCATCTCTCTCAAATCTTTTCTTG
AAAT

Figura 33: Sequéncia de 364 pb obtida por sequenciamento da preparacdo numero 13 de
PENTR/D-TOPO-W1-CAE. Neste sequencimento, foi utilizado o primer reverse CAEv2-Rev155 (item
3.2.25). O elemento cis W1 na orientagdo senso encontra-se destacado por uma caixa. Sublinhado
est4 o sitio de restricdo da endonuclease Smal, o qual foi interrompido pela inser¢éo de W1.
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Figura 34: Mapa de cobertura do sequenciamento da preparacdo nimero 13 de pENTR/D-
TOPO-W1-CAE. Imagem gerada com o programa SnapGene 2.7.1 a partir das sequéncias
nucleotidicas originais de pENTR/D-TOPO (Invitrogen), do elemento cis W1, do CAE e da sequéncia
apresentada na figura 33. A seta vermelha superior representa o segmento de pENTR/D-TOPO-W1-
CAE coberto pelo sequenciamento realizado e o sentido indica o primer utilizado nesse evento. Primer
reverse CAEv2-Rev155, para esquerda. Os segmentos brancos no interior da seta vermelha superior
indicam gaps e mismatches identificados no alinhamento.

As analises das sequéncias resultantes das preparacdes de pENTR/D-TOPO-
AC-CAE obtidas nos sequenciamentos (Figuras 36 e 37) mostraram que foram
obtidos quatro plasmideos com o elemento AC clonado corretamente (nimeros 7,
12, 14 e 15). Na Figura 36 esta representada a sequéncia obtida no sequencimento
realizado a partir da preparacéo plasmidial numero 12, a qual foi escolhida para dar
continuidade ao trabalho. Nesta mesma Figura, destaca-se a sequéncia do elemento

AC, ligado na orientagao senso.
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(4449) DrdI BspQI - Sapl (111)

(4353) BciVvl rrnB T2 terminator
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Figura 35: Mapa do plasmideo pENTER/D-TOPO-AC-CAE. Imagem gerada pelo emprego do
programa SnapGene 2.7.1 a partir das sequéncias de nucleotideos originais de pENTR/D-TOPO
(Invitrogen), AC e CAE. M13fwd e M13rev, posi¢cdes de anelamento dos primers M13 forward e
reverse em relacdo ao sitio de recombinacado; T7, regido promotora T7 para transcricdo de insertos;
attL2 e attL1, sitios de recombinacdo especifica do sistema Gateway; rrnB T1 e T2 terminator,
sequéncias terminadoras do gene rmB para controle da transcricdo de insertos; Kan®, gene nptll,
marcador para canamicina; ori, sitio da origem de replicacdo; AC, elemento cis AC regulador da
expressdo de genes vegetais; -90, promotor basico do CAE; tdTomato, gene reporter tdTomato-ER;
Thos, S€Quéncia terminadora do gene codificador da nopalina sintase. Sitios para endonucleases
presentes no plasmideo estédo representados por suas respectivas abreviaturas.
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TCACCCLACCTACCACCTAC CACCAACCACCAACCIGGGATCTCCACTGACGTAAGGGATGACGCACAATCCCA
CTATGCTTGATATCCGCAAGACCCTTCCCTATAAATAGGAAGTTCATTTCATTTGGAGAGGACACGCTGAAA
TCACCAGTCTCTCTCTACAAAATTTGG

Figura 36: Sequéncia de 171 pb obtida por sequenciamento da preparacdo numero 12 de
PENTR/D-TOPO-AC-CAE. Nesse sequencimento foi utilizado o primer reverse CAEv2-Rev155 (item
3.2.25). O elemento cis AC na orientacdo senso encontra-se destacado por uma caixa. Sublinhado
esta o sitio de restricdo da endonuclease Smal, o qual foi interropido pela insercéo de AC.

(MIZTwd [Mi3rey)
< —
10007 20007 30007 40007
Rl o2 o0 2 tdomato  ge=ng Kank o> i

rrmB T2 terminator AC
rrnB T1 terminataor attLl attl2 T7 promoter

pENTR/D-TOPO-AC-CAE

4557 bp

Figura 37: Mapa de cobertura do sequenciamento da preparacdo numero 12 de pENTR/D-
TOPO-AC-CAE. Imagem gerada com o programa SnapGene 2.7.1 a partir das sequéncias
nucleotidicas originais de pENTR/D-TOPO (Invitrogen), do AC, do CAE e da sequéncia apresentada
na figura 36. A seta vermelha superior representa o segmento de pENTR/D-TOPO-AC-CAE coberto
pelo sequenciamento realizado e o sentido indica o primer utilizado nesse evento. Primer reverse
CAEv2-Rev155, para esquerda. Os segmentos brancos no interior da seta vermelha superior indicam
gaps e mismatches identificados no alinhamento.

Finalmente, as analises das sequéncias das preparacdes de pPENTR/D-TOPO-
RHE-CAE obtidas nos sequenciamentos mostraram que nenhum plasmideo com o
elemento RHE ligado foi resultante. Este fato foi posteriormente justificado por um
erro na projecdo dos primers de RHE, resultando em imperfeicdo na
complementariedade de bases entre os primers RHE-For e RHE-Rev, conforme pode
ser observado na Figura 38. O erro de complementariedade impediu que os primers
se anelassem e, portanto, ndo houve formacdo de DNA dupla fita, impedindo a
insercdo do elemento RHE em pENTR/D-TOPO-CAE. Logo, os procedimentos de

clonagem do elemento RHE foram encerrados nesta etapa do trabalho.
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RHE-For 5-ATC GTG ACG TGC ACGTC -3’

RHE-Rev 3’- GAC GTG CAC GTC ACG T -5

Figura 38: Primers forward e reverse projetados para o elemento cis RHE. O primer RHE-RevV foi
projetado erroneamente. O erro que comprometeu a complementariedade de bases encontra-se
destacado por uma caixa. O &cido citidilico em destaque (C) ndo é complementar ao acido timidilico
(T), sublinhado em RHE-For.

Conforme o padrédo de procedimentos adotados, purificacbes dos plasmideos
pENTR/D-TOPO-W1-CAE, proveniente da colénia numero 13, e do plasmideo
PENTR/D-TOPO-AC-CAE, proveniente da col6nia niamero 12 foram realizadas. Os
plasmideos pENTR/D-TOPO-W1-CAE e pENTR/D-TOPO-AC-CAE purificados foram
guantificados em 126,4 ng/uL, e 159,2 ng/uL, respectivamente, em preparacao para

a recombinacao com o plasmideo binario pKGW (KARIMI et al., 2002).

4.5 Adaptacédo das diferentes versdes de CAEs ao vetor binario pKGW

As reagbes de recombinacdo dos plasmideos pENTR/D-TOPO-CAE,
PENTR/D-TOPO-35S-CAE, pENTR/D-TOPO-W1-CAE e pENTR/D-TOPO-AC-CAE
com o vetor binario pKGW foram realizadas conforme descrito no item 3.3.1 da
secdo Material & Métodos. Desta forma, foram geradas as versdes pKGW-CAE
(Figura 40), pPKGW-35S-CAE (Figura 46), pKGW-W1-CAE (Figura 42) e pKGW-AC-
CAE (Figura 44). Aliquotas dos produtos das reacdes de recombinacdo foram
utilizados na transformacéo genética de A. tumefaciens LBA4404 por choque térmico
(tem 3.3.2). Cada evento de transformacdo resultou em diversas col6nias
recombinantes de A. tumefaciens LBA4404, as quais foram selecionadas com
rifampicina a 50 mg/L e espectinomicina a 100 mg/L. Destas, oito colénias
provenientes de cada transformacédo foram inoculadas para a preparagcdo de
plasmideos e confirmacao da insercédo das construcdes de interesse em pKGW por
PCR.
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Conforme pode-se observar nas Figuras 39, 41 e 43, todas as versdes de
plasmideos pKGW preparados a partir das colénias recombinantes de A.
tumefaciens LBA4404 resultaram positivamente, com a amplificacdo de fragmentos

conforme tamanhos esperados para 0s mesmos.
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Figura 39: Imagem do gel resultante da eletroforese dos produtos da PCR confirmando a
clonagem de CAE em pKGW. Primers especificos ao CAE (1.949 pb) foram utilizados na reagdo. A
presenca de banda de tamanho coerente com o esperado permitiu identificar como clones positivos
todas as prepara¢fes analisadas. M, marcador de tamanhos de fragmentos de DNA O'GeneRuler 1 kb
DNA Ladder (Fermentas); CP, controle positivo, ou seja, mistura de PCR com adi¢do de pUC57-CAE
como DNA-molde; CN, controle negativo, ou seja, resto da mistura de PCR sem adicdo de DNA-
molde; 1-8, plasmideos pKGW-CAE preparados a partir de colénias de A. tumefaciens LBA4404
transformadas com o produto da recombinacdo de pENTR/D-TOPO-CAE com pKGW
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Figura 40: Mapa do plasmideo pKGW-CAE. Imagem gerada com o emprego do programa
SnapGene 2.7.1 a partir das sequéncias de nucleotideos originais de pKGW (KARIMI et al., 2002) e
do CAE. attR2 e attR1, sitios de recombinagdo especifica do sistema Gateway; RB e LB T-DNA
repeat, sequéncias repetidas das bordas direita e esquerda do T-DNA do plasmideo Ti C58; pVS1
StaA, gene codificador da proteina estabilizadora do plasmideo pVS1 de Pseudomonas; pVS1 RepA,
gene codificador da proteina de replicagdo do plasmideo pVS1 de Pseudomonas; bom, base de
mobilidade da regido derivada de pBR322; ori, origem de replicacdo para alto nimero de coépias
derivada de ColE1l/pMB1/pBR322/pUC; smf, gene aadA, marcador para espectinomicina e
streptomicina; NOS promoter e terminator, sequéncias promotora e terminadora do gene codificador
da nopalina sintase; Neo"/Kan®, gene nptll, marcador de selecdo para canamicina, neomicina e
gentamicina; -90, promotor basico do CAE; tdTomato, gene reporter tdTomato-ER; T, terminador da
nopalina sintase. Sitios para endonucleases presentes no plasmideo estdo representados por suas

respectivas abreviaturas.
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Figura 41: Imagem de gel resultante da eletroforese dos produtos da PCR confirmando a
clonagem de W1-CAE em pKGW. Primers especificos ao W1-CAE (1.970 pb) foram utilizados na
reacdo. A presenca de banda de tamanho coerente com o esperado permitiu identificar como clones
positivos as todas as preparacfes analisadas. M, marcador de tamanhos de fragmentos de DNA
O'GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Fermentas); CP, controle positivo, ou seja, mistura de PCR com
adicdo da prepracdo numero 13 de pENTR/D-TOPO-W1-CAE como DNA-molde; CN, controle
negativo, ou seja, resto da mistura de PCR sem adi¢cdo de DNA-molde; 1-8, plasmideos pKGW-W1-
CAE preparados a partir de colbnias de A. tumefaciens LBA4404 transformadas com o produto da
recombinacdo de pENTR/D-TOPO-W1-CAE com pKGW.
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Figura 42: Mapa do plasmideo pKGW-W1-CAE. Imagem gerada com o emprego do programa
SnapGene 2.7.1 a partir das sequéncias de nucleotideos originais de pKGW (KARIMI et al., 2002), do
W1, e do CAE. attR2 e attR1, sitios de recombinagédo especifica do sistema Gateway; RB e LB T-DNA
repeat, sequéncias repetidas das bordas direita e esquerda do T-DNA do plasmideo Ti C58; pVS1
StaA, gene codificador da proteina estabilizadora do plasmideo pVS1 de Pseudomonas; pVS1 RepA,
gene codificador da proteina de replicagdo do plasmideo pVS1 de Pseudomonas; bom, base de
mobilidade da regido derivada de pBR322; ori, origem de replicacdo para alto nimero de cépias
derivada de ColE1/pMB1/pBR322/pUC; Sm", gene aadA, marcador para espectinomicina e
streptomicina; NOS promoter e terminator, sequéncias promotora e terminadora do gene codificador
da nopalina sintase; Neo"/Kan®, gene nptll, marcador de selecdo para canamicina, neomicina e
gentamicina; W1, elementos cis W1 regulador da expressao de genes vegetais; -90, promotor basico
do CAE; tdTomato, gene repérter tdTomato-ER; T,.s, terminador da nopalina sintase. Sitios para
endonucleases presentes no plasmideo estdo representados por suas respectivas abreviaturas.
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Figura 43: Imagem de gel resultante da eltroforese dos produtos da PCR confirmando a
clonagem de AC-CAE em pKGW. Primers especificos ao AC-CAE (1.977 pb) foram utilizados na
reacdo. A presenca de banda de tamanho coerente com o esperado permitiu identificar como clones
positivos as todas as preparacfes analisadas. M, marcador de tamanhos de fragmentos de DNA
O'GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Fermentas); CP, controle positivo, ou seja, mistura de PCR com
adicao da prepragdo numero 12 de pENTR/D-TOPO-AC-CAE como DNA-molde; CN, controle
negativo, ou seja, mistura de PCR sem adicdo de DNA-molde; 1-8, plasmideos pKGW-AC-CAE
preparados a partir de colbnias de A. tumefaciens LBA4404 transformadas com o produto da
recombinacdo de pENTR/D-TOPO-W1-CAE com pKGW.
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Figura 44: Mapa do plasmideo pKGW-AC-CAE. Imagem gerada com o emprego do programa
SnapGene 2.7.1 a partir das sequéncias de nucleotideos originais de pKGW (KARIMI et al., 2002), do AC,
e do CAE. attR2 e attR1, sitios de recombinacdo especifica do sistema Gateway; RB e LB T-DNA repeat,
sequéncias repetidas das bordas direita e esquerda do T-DNA do plasmideo Ti C58; pVS1 StaA, gene
codificador da proteina estabilizadora do plasmideo pVS1 de Pseudomonas; pVS1 RepA, gene codificador
da proteina de replicagdo do plasmideo pVS1l de Pseudomonas; bom, base de mobilidade da regido
derivada de pBR322; ori, origem de replicacdo para alto nimero de copias derivada de
ColE1/pMB1/pBR322/pUC; Sm®, gene aadA, marcador para espectinomicina e streptomicina; NOS
promoter e terminator, sequéncias promotora e terminadora do gene codificador da nopalina sintase;
Neo"/Kan®, gene nptll, marcador de selecio para canamicina, neomicina e gentamicina; AC, elementos cis
AC regulador da expressao de genes vegetais; -90, promotor basico do CAE; tdTomato, gene repdrter
tdTomato-ER; T, terminador da nopalina sintase. Sitios para endonucleases presentes no plasmideo estao
representados por suas respectivas abreviaturas.

Entre os plasmideos preparados a partir das colbnias recombinantes de A.
tumefaciens LBA4404:.pKGW-35S-CAE, apenas o identificado pelo niumero 6 nao

resultou em amplificagdo do fragmento conforme o tamanho esperado (Figura 45).
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Figura 45: Imagem do gel resultante da eltroforese dos produtos da PCR confirmando a
clonagem de 35S-CAE em pKGW. Primers especificos ao CaMV35S simples (300 pb) foram
utilizados na reacdo. A presenca de banda de tamanho coerente com o esperado permitiu identificar
clones positivos as todas as preparacdes analisadas, exceto a nimero 6. M, marcador de tamanhos
de fragmentos de DNA O'GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Fermentas); CP, controle positivo, ou seja,
mistura de PCR com adicdo de pCAMBIA2300 como DNA-molde; CN, controle negativo, ou seja,
mistura de PCR sem adi¢do de DNA-molde; 1-8, plasmideos pKGW-35S-CAE preparados a partir de
colénias de A. tumefaciens LBA4404 transformadas com o produto da recombinagédo de pENTR/D-
TOPO-35S-CAE com pKGW.
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Figura 46: Mapa do plasmideo pKGW-35S-CAE. Imagem gerada com o emprego do programa
SnapGene 2.7.1 a partir das sequéncias de nucleotideos originais de pKGW (KARIMI et al., 2002), do
CaMV35S originario de pCAMBIA2300 (CAMBIA), e do CAE. attR2 e attR1, sitios de recombinacéo
especifica do sistema Gateway; RB e LB T-DNA repeat, sequéncias repetidas das bordas direita e
esquerda do T-DNA do plasmideo Ti C58; pVS1 StaA, gene codificador da proteina estabilizadora do
plasmideo pVS1l de Pseudomonas; pVS1l RepA, gene codificador da proteina de replicacdo do
plasmideo pVS1 de Pseudomonas; bom, base de mobilidade da regido derivada de pBR322; ori,
origem de replicacdo para alto nimero de cépias derivada de ColE1/pMB1/pBR322/pUC; sm", gene
aadA, marcador para espectinomicina e streptomicina; NOS promoter e terminator, sequéncias
promotora e terminadora do gene codificador da nopalina sintase; Neo"/Kan®, gene nptll, marcador de
selecdo para canamicina, neomicina e gentamicina; CAMV35S, CaMV35S origindrio de
pCAMBIA2300 (CAMBIA); -90, promotor basico do CAE; tdTomato, gene repdrter tdTomato-ER; T s,
terminador da nopalina sintase. Sitios para endonucleases presentes no plasmideo estédo
representados por suas respectivas abreviaturas.
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4.6 Transformacdo genética de A. thaliana com A. tumefaciens LBA4404 armadas
com as diferentes versoes de pKGW-CAE

Ensaios de transformacédo de A. thaliana Columbia-0 empregando-se células
de A. tumefaciens LBA4404 armadas alternativamente com pKGW, pKGW-CAE,
pKGW-35S-CAE, pKGW-W1-CAE ou pKGW-AC-CAE foram realizadas pelo método
de imersdo de inflorescéncias (item 3.4.2). Apés o periodo necessario para o
desenvolvimento e a maturacdo de sementes, estas foram coletadas e submetidas a
selecdo in vitro com canamicina a 100 mg/L. Sementes transgénicas e nao
transgénicas germinaram normalmente em meio seletivo, porém, conforme o
esperado apos 10 dias, plantulas ndo-transformadas estiolaram completamente e
pararam seu desenvolvimento, enquanto plantulas transformadas apresentaram-se
verdes, com cotilédones abertos e expandidos, e raizes bem desenvolvidas.

Exemplo deste tipo de observacao esta representado na Figura 47.

Figura 47: Selecéo de plantas transformadas de A. thaliana. Imagem de plantulas néo-transgénicas
estioladas e plantula transgénica de A. thaliana transformada com A. tumefaciens LBA4404::pKGW-CAE.
Todas as plantas verdadeiramente transformadas apresentaram-se verdes, com cotilédones expandidos e
raizes vigorosas desenvolvidas em meio MS acrescido de canamicina a 100 mg/L.
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Foram selecionadas 12 plantulas de A. thaliana transformadas com o T-DNA
derivado de pKGW, 12 plantulas transformadas com pKGW-CAE, 11 plantulas
transformadas com pKGW-35S-CAE e, ainda 6 plantulas transformadas com pKGW-
W1-CAE, por apresentarem as caracteristicas descritas acima, as quais foram
transferidas para copos plasticos contendo solo do tipo turfa.

Surpreendetemente, nenhuma das sementes resultante da transformacédo de
A. thaliana com A. tumefaciens LBA4404::pKGW-AC-CAE vingou transgénica, uma
vez que nenhuma plantula germinada apresentou as caracteristicas comuns das
plantulas transformadas com as outras versdes. Cabe ressaltar, também, que
algumas das plantulas selecionadas in vitro neste trabalho ndo mantiveram
crescimento vigoroso quando transferidas para o solo, ndo permitindo a producédo de
material vegetal suficiente para verificacdo de seu estado transgénico. Estas plantas
enfraguecidas foram perdidas ao longo do periodo designado para desenvolvimento,
ou seja, cerca de 15 dias. Restaram para coleta de material vegetal e extracdo de
DNA, portanto, 5 plantas transformadas com pKGW, 6 plantulas transformadas com
pKGW-CAE e 5 plantas transformadas com pKGW-35S-CAE. Todas as plantulas de
A. thaliana transformadas com pKGW-W1-CAE previamente selecionadas foram
perdidas, o que impediu a continuidade das analises para comprovacdo do estado
transgénico das mesmas.

Na etapa seguinte a selecéo in vitro e ao pleno desenvolvimento das plantas
no solo, amostras de DNA foram extraidas das folhas de plantas transformadas e
nao transformadas (controles) e PCRs foram realizadas para verificagdo da
integracdo do CAE e do 35S-CAE nos genomas das plantas conforme descrito nos
itens 3.4.5 e 3.4.6 da secdo Material & Métodos. Plantas néo transformadas e
plantas transformadas com o vetor pKGW parental (vazio) foram utilizadas como
controles negativos nestes ensaios. Conforme ilustrado na Figura 48, bandas de
tamanho condizente com o esperado foram observadas em 5 das 6 amostras de
DNA de A. thaliana recuperadas da transformacgéo realizada com pKGW-CAE,
caracterizando as plantas identificadas pelos numeros 6, 7, 8, 9, e 10, portanto, como

transgénicas. J4 a imagem representada na Figura 49 permitiu-nos concluir que,
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entre as 5 plantas de A. thaliana transformadas com pKGW-35S-CAE, apenas as de
nameros 1, 3 e 4 continham, de fato, T-DNA de pKGW-35S-CAE integrado em seus
genomas. Todas as plantas transgénicas para 35S-CAE apresentaram fenotipo
normal, desenvolveram-se normalmente e completaram seu ciclo de vida em paralelo
as plantas ndo transformadas ou transformadas com pKGW parental, ou seja,
produziram sementes. Por outro lado, dentre as plantas transgénicas geradas a partir
da transformacdo com pKGW-CAE, apenas as de numeros 6, 8 e 9 apresentaram as

mesmas caracteristicas.

Figura 48: Imagem de gel de agarose resultante da eletroforese dos produtos da PCR com
vistas a confirmar a presenca de T-DNA de pKGW-CAE em plantas de A. thaliana. Primers
especificos ao CAE, capazes de permitir a amplificacéo de fragmento de 1.949 pb, foram utilizados na
reacdo. A presenca de bandas de tamanho coerente com o esperado permitiu identificar como
transgénicas as plantas identificadas na imagem pelos nimeros 6, 7, 8, 9 e 10. M, marcador de
tamanhos de fragmentos de DNA O'GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Fermentas); 1, controle positivo, ou
seja, mistura de PCR acrescida do plasmideo pKGW-CAE; 2, controle negativo nimero 1, ou seja,
mistura de PCR sem adicdo de DNA-molde; 3, controle negativo nimero 2, ou seja, mistura de PCR
acrescida de DNA de A. thaliana nao transformada; 4, controle negativo 3, ou seja, mistura de PCR
acrescida de DNA de A. thaliana transformada com pKGW; 5-10, misturas de PCR acrescidas de
DNA de A. thaliana transformadas com pKGW-CAE.
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Figura 49: Imagem do gel resultante da eletroforese dos produtos da PCR com vistas a
confirmar a presenca de T-DNA de 35S-CAE em plantas de A. thaliana. Primers especificos ao
35S-CAE foram utilizados na reacdo. A presenca de bandas de tamanho coerente com o esperado
permitiu identificar como clones positivos plantas identificadas na imagem pelos nimeros 1, 3, e 4. M,
marcador de tamanhos de fragmentos de DNA O'GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Fermentas); CP,
controle positivo, ou seja, mistura de PCR acrescida de DNA do plasmideo pKGW-35S-CAE; CN1,
controle negativo nimero 1, ou seja, mistura de PCR sem adicdo de DNA-molde; CN2, controle
negativo nimero 2, ou seja, mistura de PCR acrescida de DNA de A. thaliana ndo transformada; CN3,
controle negativo 3, ou seja, mistura de PCR acrescida de DNA de A. thaliana transformada com
pKGW; CN4, controle negativo 4, ou seja, mistura de PCR acrescida de DNA de A. thaliana
transformada com pKGW diferente da utilizada no CN3; 1-5, mistura de PCR acrescida de DNA de A.
thaliana transformadas com pKGW-35S-CAE.

4.7 Ensaios para deteccédo de fluorescéncia em A. thaliana transgénicas

ApGs a realizacdo de tentativas preliminares de visualizacdo de fluorescéncia
da proteina reporter tdTomato-ER em plantas comprovadamente transgénicas
utilizando lanterna armada com lampada de luz verde (554 nm) e 6Oculos de filtro
vermelho, as plantas trangénicas obtidas nesse trabalho foram analisadas por meio
de imagens de fluorescéncia no equipamento de deteccéo de fluorescéncia in vivo e
digitalizacdo de imagens IVIS Lumina Il (CALIPER, 2008), utilizando-se filtro de
excitacdo de 535 nm pois, entre os filtros disponiveis, este apresentava comprimento
de onda mais proximo ao ideal para tdTomato-ER ( 554 nm). As Figuras 50 e 51 sao
exemplos de algumas das imagens produzidas com este sistema de deteccdo. Nao
foram observados, por quaisquer dos métodos empregados, sinais de fluorescéncia
nas plantas transgénicas obtidas nesse trabalho. Estes resultados negativos foram
surpreendentes considerando (i) a identidade e integridade de todas as sequéncias

génicas empregadas, confirmadas por sequenciamento de DNA; (i) o franco
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desenvolvimento das plantas transgénicas em meio contendo o agente seletivo
canamicina a 100 mg/L; e (iii) a deteccao por PCR de fragmentos relativos ao CAE e

ao 35S-CAE nos genomas vegetais.

Figura 50: Conjunto A de imagens de fluorescéncia de plantas transgénicas de A. thaliana
geradas com o emprego do equipamento IVIS Lumina Il (CALIPER, 2008). Excitagdo a 535 nm e
tempo de exposicdo de 1 segundo foram empregados na geragdo das imagens. 1, A, A. thaliana
transformada com pKGW; B, A. thaliana ndo transformada; 2, A, A. thaliana transformada com pKGW-
35S-CAE; B, A. thaliana néo transformada; 3, A= A. thaliana transformada com pKGW-CAE; B, A.
thaliana n&o transformada.

Figura 51: Conjunto B de imagens de fluorescéncia de plantas transgénicas de A. thaliana
geradas com o emprego do equipamento IVIS Lumina Il (CALIPER, 2008). Excitagdo a 535 nm e
tempo de exposicao de 1 segundo foram empregados na geracdo das imagens. 1, A, A. thaliana
transformada com pKGW; B, A. thaliana néo transformada; 2, A, A. thaliana transformada com pKGW-
35S-CAE; B, A. thaliana ndo transformada; 3, A= A. thaliana transformada com pKGW-CAE; B, A.
thaliana n&o transformada.
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5. Discussao

O perfil de expressao de um gene qualquer € determinado, principalmente, por
seu promotor, por fatores de transcricdo especificos que se associam ao promotor e
por outras sequéncias cis-regulatorias presentes no genoma (WRAY et al., 2003). A
regulacéo espaco-temporal da expressao génica esta relacionada com a ligacdo de
fatores de transcricAo em sequéncias localizadas na regido proximal ou a certa
distancia do promotor core (WEINZIERL, 1999; CAREY et al., 2009).

A ampla maioria dos cassetes de expressdo empregados na producédo de
vegetais geneticamente modificados € composta por promotores fortes e
constitutivos. Estes promotores induzem uma expressdo generalizada, isto €, em
todas as partes do vegetal e em todos os estadios do desenvolvimento, o que causa
gastos energéticos elevados e dificulta a recuperagdo de um maior ndmero de
individuos transgénicos. Promotores tecido-especificos, por outro lado, sdo capazes
de direcionar a expressdo de transgenes apenas para érgdos/tecidos de interesse,
permitindo maior racionalizacdo de producdo de proteinas recombinantes. Este fato
poderia contribuir para que houvesse maior valorizacdo e aceitacdo de produtos
derivados de vegetais geneticamente modificados.

Trés diferentes promotores sintéticos para plantas foram desenvolvidos neste
trabalho: um promotor bésico e dois promotores contendo elementos cis para
regulacédo tecido-especifica. Sequéncias consenso de elementos cis canbnicos de
promotores vegetais foram dipostas em distancias diferentes das originalmente
observadas na regido promotora minima (-90) do CaMV35S (BENFEY et al., 1990)
para compor o promotor basico artificial. Este promotor basico artificial foi modificado
pela inclusdo dos elementos cis W1 e AC, dando origem a outros dois promotores.
As sequéncias de W1 e AC foram respectivamente descritas na literatura como
enhancers semente-especifico e xilema-especifico (SEGUIN et al., 1991; PATER et
al., 1993; HATTON et al.,1995). Um terceiro elemento cis foi tentativamente utilizado,
o RHE, capaz de direcionar a transcricao as raizes (WON et al., 2009). Porém, erro

na projecdo de adaptadores para este elemento cis ndo permitiram a continuidade
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das analises. Finalmente, uma versdo do CAE contendo o promotor CaMV35S
duplicado, derivado do plasmideo pCAMBIA2300 (CAMBIA), também foi gerado para
servir como controle positivo as analises.

As construgdes plasmidiais e especialmente as estruturas modulares dos
promotores desenvolvidos neste trabalho representam atividade inventiva e inédita,
sendo diferente de todas as outras encontradas na literatura existente. BHULLAR et
al. (2013), por exemplo, buscando alternativas para solucionar o problema do
silenciamento génico causado por homologia, desenvolveram uma sequéncia
promotora artificial por meio da introducdo dos elementos cis presentes no dominio A
do promotor CaMV35S em fitas de DNA sintéticas a distancias equivalentes as
observadas no promotor CaMV35S. Os mesmos autores criaram uma série de outros
promotores substituindo a regido promotora minima do CaMV35S por promotores
minimos heterélogos de plantas sem, no entanto, alterar os demais dominios do
CaMV35S. Em outros trabalhos, como o desenvolvido por RUSHTON et al. (2002),
promotores atificiais foram projetados com variagdes de numeros de coOpias de
elementos cis, posicdes e espacamentos dos elementos em relacdo ao TATA box do
promotor minimo do CaMV35S.

As estratégias utilizadas para a projecdo de promotores sintéticos propostas
neste trabalho diferem em pontos importantes daqguelas encontradas na literatura. A
versao de TATA box empregada para compor o promotor minimo artificial dos CAEs,
a qual foi baseada em alinhamentos realizados por SHAHMURADOV et al. (2003)
com 171 promotores vegetais, difere de todas as versdes de TATA box empregadas
por BHULLAR et al. (2003), incluindo aquela apresentada por estes autores como
consenso para plantas. Além disto, a versao de TATA box empregada no presente
trabalho ndo foi anteriormente testada em outro promotor sintético que se tenha
conhecimento. Alteracdes de distancias relativas de CAAT box, TATA box e o TSS,
bem como distancia relativa do TSS ao ATG de inicio de traducdo conforme as
realizadas neste trabalho também n&o formam observadas em qualquer outro.

Todas as etapas moleculares propostas para o desenvolvimento do presente

tema de mestrado, desde a projecdo de promotor artificial até a sintese do mesmo,
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das clonagens e subclonagens até a obtencdo de vetores plamidiais binarios em A.
tumefaciens LBA4404 para transformacdo de plantas, bem como a obtencédo e
analise de plantas transgénicas de A. thaliana foram conduzidas e concluidas.
Destacamos que o protocolo de transformacédo de E. coli utilizado neste trabalho
resultou de uma série de tentativas para atingir a maxima eficiéncia de
transformacao, e é considerado um dos melhores métodos de transformacao entre
os disponiveis atualmente (YOSHIDA & SATO, 2009).

Embora todos as etapas experimentais moleculares tenham sido executadas e
cuidadosamente conferidas por sequenciamento de DNA, apenas dois conjuntos de
linhagens de A. thaliana transgénicas foram obtidas, sendo elas portadoras do CAE
originalmente projetado e da versdo 35S-CAE. Como ja discutido acima, versdo do
CAE contendo o elemento cis RHE néo foi gerada por erro na projecdo de primers.
Plantas transgénicas contendo esta versdo RHE-CAE, bem como as versdes W1-
CAE e AC-CAE nédo foram obtidas, embora o sucesso tenha sido obtido nas
construcdes génicas das duas ultimas.

Nitidamente, a selecdo de plantas transgénicas, realizada com o antibiotico
canamicina, foi bem sucedida. Conforme o esperado, o antibiético inibiu a formacéo
de raizes em plantas ndo-transgénicas, impedindo o desenvolvimento de plantas
apo6s 10 dias da germinacdo (HORSCH et al., 1985; GALLOIS & MARINHO, 1995).
Este fato demonstrou que tanto o gene nptll presente em pKGW como o proéprio
agente de selecdo foram efetivos. Contudo, a eficiéncia dos ensaios de
transformacao foi baixa, com 5 plantas derivadas da transformacdo com A.
tumefaciens LBA4404:pKGW parental, 5 plantas derivadas da transformacé&o com
pKGW-CAE e 3 plantas derivadas da transformacdo com pKGW-35S-CAE.
Conforme descrito, nenhuma planta foi obtida como resultado da transformacao de
A. thaliana com pKGW-AC-CAE ou pKGW-W1-CAE. ZHANG et al. (2006)
relataram que a eficiéncia do método de transformacéo “floral dip”, geralmente, ndo é
alta. Contudo, o numero de sementes produzidas por plantas de A. thaliana deveria
garantir a recuperacdo de um numero suficiente de eventos transgénicos, mesmo em

um unico ensaio de transformacgdo. De acordo com MEINKE (1994), uma Unica
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planta de A. thaliana pode produzir mais de 20.000 sementes durante seu ciclo de
vida. Rotineiramente, uma semente transformada € obtida para cada 100 colhidas de
plantas submetidas a transformacdo por floral dip (ZHANG et al.,, 2006).
Considerando estes fatos e ainda que um total de 45 plantas selvagens foram
submetidas aos ensaios de transformacéo, ou seja, 15 plantas para cada versao do
CAE, esperava-se obter um numero de plantas transgénicas muito maior do que o
real.

CLOUGH e BENT (2002) testaram diversas variaveis consideradas
importantes para a eficiéncia de transformacdo de A. thaliana via floral dip. Os
resultados obtidos por estes autores indicaram que os sais contidos no meio MS,
bem como seus hormonios e outros constituintes nao fazem diferenca para a selecéo
de sementes transformadas, e que a densidade de agrobactérias contida na solucao
de sacarose utilizada no procedimento de transformacdo também ndo é crucial
desde que a quantidade correta de surfactante esteja presente na mesma. Este
produto auxilia os gametas femininos da planta na absor¢do do meio de inoculacéo
gue contém as agrobactérias (BECHTOLD et al.,, 2003). CURTIS e NAM (2001)
realizaram estudos comparativos de eficiéncia com um grupo de surfactantes e
demonstraram que, para o método de transformacao floral dip, melhores resultados
sdo obtidos quando o surfactante Silwet L-77, um trisiloxano, é empregado. Nos
ensaios de transformacéo realizados neste trabalho utilizou-se uma concentracdo de
0,002% de Silwet L-77 no meio de inoculagao, pois esta quantidade foi definida como
ideal no protocolo classico de transfomacgdo, o qual alerta que concentragbes
maiores do que esta podem ser téxicas para as plantas (ZHANG et al. 2006). Ja
outros autores definiram que uma concentracdo minima de 0,003% de Silwet L-77 no
meio de inoculacdo seria necessaria para obter-se sucesso (LOGEMANN et al.,
2006). Em uma analise das possiveis causas da baixa eficiéncia de transformacgéo
de plantas verificada neste trabalho, sugere-se, portanto, que este fato possa estar
relacionado com a qualidade e a quantidade de reagentes utilizados nos ensaios,

sobretudo, de surfactante. Esta questdo podera ser respondida no futuro por meio da
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realizacdo de experimentos de transformacéo utilizando-se diferentes quantidades de
surfactante e/ou substituindo-se reagentes.

Para DESFEUX et al. (2002), o fator que mais influencia na eficiéncia de
transformacao por floral dip é a sanidade das plantas. A aparéncia foliar, ou seja, seu
estado e coloracdo, € um indicador de sanidade vegetal (ALTIERI & NICHOLLS,
2002). Cabe ressaltar que, apds os ensaios de floral dip, observou-se uma
guantidade consideravel de folhas necrosadas nas plantas submetidas ao protocolo,
0 que pode ter prejudicado o processo de fotossintese e, por consequéncia, O
desenvolvimento de novas sementes. Linhagens de plantas transformadas com os
CAEs modificados pela inclusdo dos enhancers tecido-especificos W1 e AC néo
foram recuperadas. Diferentemente dos demais ensaios de transformagao, os
ensaios realizados com o objetivo de obter estas linhagens foram realizados em
duplicidade com as mesmas plantas pois ZHANG et al. (2006) recomendam esta
pratica para se obter um niamero maior de plantas transformadas. Neste trabalho, a
“‘dupla transformacao” surtiu resultados negativos. Possivelmente, a repeticdo da
exposi¢cdo ao surfactante tenha sido maléfica para as plantas. Novas tentativas de
transformacao de A. thaliana com os CAEs modificados pela inclusédo dos enhancers
nao foram realizadas dentro do periodo de mestrado uma vez que nado se dispunha
de tempo suficiente para tal. A projecdo dos CAEs e as atividades de clonagem,
transformacdo e purificacdo de plasmideos demandaram um grande periodo de
tempo e impediram a execucdo de maior nimero de experimentos previstos para
realizacdo de andlises nas plantas.

Uma grande quantidade de plantulas em fase de selecéo in vitro e no solo foi
perdida neste trabalho devido as contaminacdes fungicas. A selecao de plantulas
transgénicas de A. thaliana € um processo demorado e delicado. Cerca de 7 a 10
dias sdo necessarios para selecionar plantas resistentes a canamicina. Durante este
periodo prolongado de tempo, a contaminagdo fungica pode impossibilitar a
recuperacao de transformantes. Estoques de sementes geradas a partir de plantas
submetidas ao floral dip podem estar contaminados com fungos, pois utiliza-se

sacarose em alta concentracdo no meio de inoculagéo e, além disto, as plantas séo
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inicialmente mantidas em ambiente quente e Umido, o que é ideal para o
desenvolvimento destes contaminantes. Além de prejudicar severamente o
desenvolvimento das plantas, podendo inclusive ocasionar a morte das mesmas,
fungos contaminantes podem, durante a selecdo de plantulas, ocasionar o
esgotamento do antibidtico presente no meio seletivo o que permite que nao-
transformantes permanecam verdes (HARRISON et al., 2006).

Um método de selecdo rapido que poderia ajudar a diminuir as perdas
causadas pela infeccdo de patdgenos foi descrito por HARRISON et al. (2006) para
identificar transformantes de A. thaliana Col-0 resistentes & canamicina. De acordo
com o0s autores, apos um periodo de estratificacdo de dois dias a 4°C no escuro, as
sementes deveriam ser iluminadas por 4 a 6 h para que a germinacao fosse
estimulada e, entdo continuar no escuro por mais dois dias. Um periodo subsequente
de 24 h de luz foi determinado como suficiente para que transformantes resistentes a
canamicina acumulassem clorofila e se diferenciassem de nédo transformantes que
permanecem palidos, com cotilédones fechados ou ndo expandidos. Este protocolo
de HARRISON et al. (2006) podera ser testado em futuros ensaios de selecdo no
laboratério. Sera necessario, primeiramente corrigir tecnicamente a baixa eficiéncia
da transformacdao e a selecéo de transformantes para prosseguir com o trabalho.

A maioria dos promotores artificiais tém sido desenvolvida e avaliada com a
implementacdo de genes repoérteres como GFP, luciferase (LUC) e B-glicuronidase
(GUS; VENTER & BOTHA, 2010). O gene tdTomato-ER, capaz de emitir
fluorescéncia laranja, foi escolhido como gene repoérter para os CAEs desenvolvidos
neste trabalho pois foi considerado por MANN et al. (2012) como o repérter mais
adequado para tecidos vegetais. A ideia inicial era avaliar a atividade dos promotores
artificiais pela observacdo e medida de fluorescéncia desta proteina em diversos
tecidos e 6rgdos de plantas transgénicas de A. thaliana. No entanto, apesar dos
resultados de PCR confirmarem a integracdo dos CAEs em boa parte das plantas
gue foram recuperadas neste trabalho, sinais de fluorescéncia laranja ou vermelha
nao foram detectados em quaisquer das plantas transformadas. A auséncia de

fluorescéncia pode ser consequéncia de uma possivel integracao parcial T-DNA dos
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plasmideos no genoma das plantas analisadas, do local de inser¢cdo dos cassetes no
genoma ou, ainda, pode estar relacionada com a efetividade do gene reporter ou dos
proprios promotores. Estas hipoteses deverdo ser investigadas.

Além dos ensaios de transformacdo de A. thaliana descritos no presente
trabalho, foram realizados ainda experimentos de agroinfiltracdo em Nicotiana
benthamiana com A. tumefaciens GV3101 armado com todas as versoes dos CAEs
gue foram obtidas (resultados ndo apresentados). Sinais de fluorescéncia em plantas
de tabaco também nado foram observados. Cabe destacar que a clorofila das plantas
fluoresce naturalmente na regidao vermelha do espectro e isto poderia prejudicar a
observacdo da fluorescéncia laranja emitida pela proteina repérter tdTomato-ER.
Apesar disso, esta foi a principal razdo que levaram MANN et al. (2012) a definir o
melhor gene e proteina repérteres para plantas, elegendo tdTomato-ER como mais
adequada. A comprovacado da estabilidade e da viabilidade de tdTomato-ER sera
fundamental para sanar ddvidas remanescentes deste trabalho. Ensaios de RT-
gPCR ou northern blot, por exemplo, poderiam ser realizados com primers
especificos ou sondas de diferentes tamanhos para verificar se 0 mRNA de
tdTomato-ER estd sendo produzido em tamanho e quantidade correspondentes ao
esperado.

Como descrito acima, a versdo do CAE que contém o promotor CaMV35S
duplicado, originario do plasmideo pCAMBIA2300, foi construida para ser utilizada
como controle positivo neste projeto. Pretendia-se comparar a intensidade da
fluorescéncia emitida pelo gene reporter regulado pelo promotor CaMV35S
duplicado, bem como os locais onde esta se manifestava, com a intensidade e locais
do mesmo quando regulado pela demais versées do CAE que foram desenvolvidas.
Ha, na literatura recente, diversos relatos da superexpressdo de diferentes
transgenes sob regulacdo do promotor CaMV35S duplicado contido no vetor
pCAMBIA2300 (RHEN et al., 2011; CAl et al., 2012; LU et al., 2013; LU et al., 2014;
ZHAO et al., 2014). O fato de ter sido empregado o promotor CaMV35S duplicado
em tandem com a regido promotora minima artificial desenvolvida neste trabalho néo

permitiu que se realizassem as comparagdes pretendidas pois ndao foram observados
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sinais de fluorescéncia nem mesmo nas plantas transformadas com essa versao de
promotor artificial. Provavelmente, o uso dos promotores in tandem tenha interferido
negativamente no controle da transcricdo do gene repérter. Para resolver esta
guestao, sugere-se a criagdo de um novo cassete de expressdo mantendo-se o
promotor CAMV35S duplicado, o gene reporter e terminador originalmente
escolhidos, mas excluindo-se o promotor minimo -90 artificial da construcéo.

Uma vez que nao foi evidenciada expressédo de tdTomato-ER nas plantas
transformadas com a versdo do CAE que contém o promotor minimo artificial
desenvolvido neste trabalho, ndo é possivel afirmar que o mesmo é funcional. Ainda
seria possivel realizar experimentos de PCR em tempo real para verificar se a regido
promotora minima do CAE possui atividade transcricional, o que a caracterizaria,
portanto, como funcionalmente ativa. A n&o funcionalidade, que foi observada até
entdo, pode estar relacionada, entre outros fatores, ao tamanho que o promotor
minimo apresenta (181 pb), ou a auséncia de elementos regulatérios necessarios
para a correta regulacao da expressao do gene repérter e eficiéncia promotora, tais
como enhancers e outros elementos distais, ou a efetividade da versdo de TATA box
empregada ou, ainda, as divergéncias ocasionadas pelo espacamento e composicao
das novas sequéncias flanqueadoras de elementos candnicos que foram criadas
neste trabalho.

Os enhancers sédo elementos de DNA que atuam na regulacdo da transcricao
de grande parte dos genes eucariticos. A auséncia de enhancers pode, por
exemplo, determinar um padrdo de expressao génica inespecifica ou ndo esperada.
Independentemente da sua orientacdo e posicdo em relacdo ao sitio de inicio da
transcricdo, um enhancer pode exercer suas fungdes em locais proximos ou a longas
distancias do gene a ser regulado (SINGER et al., 2011). Estes elementos, mesmo
guando localizados a mais de 10 kb de distancia do gene-alvo, podem aumentar a
probabilidade do mesmo vir a ser transcrito, pois auxiliam no processo de
desenovelamento da cromatina e o acesso da maquinaria de transcricdo a mesma
(WALTERS et al., 1995; WEST & FRASER, 2005; RAAB et al., 2010). Portanto, para

gue um gene venha a ser transcrito com eficiéncia, € necessario que este possua
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varios elementos do tipo enhancer, sendo que cada um contribui de maneira
cumulativa para a regulacdo de sua expressdao (BLACKWOOD & KADONAGA,
1998).

BHULLAR et al. (2003) levantaram a hipdtese de que um elemento TATA box
consenso de plantas pudesse tornar o promotor CaMV35S mais forte. Em um dos
promotores artificias desenvolvidos por estes autores, o elemento TATA box original
do promotor CaMV35S (TATATAA) foi substituido pelo TATA box definido por JOSHI
(1987) como consenso para plantas (TATATATA), e todas as demais caracteristicas
do promotor CaMV35S mantiveram-se inalteradas. Cabe ressaltar que a versao de
TATA box consenso para plantas empregada por esses autores na construcao do
referido promotor é diferente daquela que foi empregada no presente trabalho
(TATAAATA). Os resultados obtidos por BHULLAR et al. (2003) sugerem que 0O
elemento TATA viral funciona melhor e é mais eficiente do que o TATA consenso de
plantas no contexto do promotor CaMV35S. A versdo de TATA box consenso para
plantas utilizada no presente trabalho também n&o se mostrou eficiente nos
diferentes contextos onde foi aplicada.

Em um levantamento realizado por BHULLAR et al. (2003) com diversos
promotores virais, foi observado que estes promotores apresentam elementos TATA
semelhantes ou idénticos aos do CaMV35S, mas diferentes dos promotores de
plantas. Por outro lado, em uma analise com 79 promotores de genes de plantas,
nao foi verificado qualquer TATA box semelhante ao TATA box viral. Este fato traz
uma questao interessante quanto a eficiéncia de TATA box virais versus TATA box
de plantas. E possivel que promotores de plantas tenham suas eficiéncias
melhoradas se tiverem seus elementos TATA substituidos por TATA box virais
(BHULLAR et al., 2003).

As modificacbes de distancia e composicdo de sequéncias flanqueadoras de
elementos cis candnicos executadas na proje¢cdo do promotor minimo dos CAEs
também podem, de alguma maneira, ter interferido negativamente na eficiéncia
deste. Existem regifes dentro de uma sequéncia promotora onde a homologia néao

pode ser guebrada. O rearranjo de elementos pode ndo ser propicio para as
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interacOes proteina-proteina dos fatores de transcricdo (BHULLAR et al., 2003). Esta
também é uma explicacéo possivel para a nao funcionalidade dos CAEs que devera,
portanto, ser melhor estudada. Ensaios realizados por RUSHTON et al. (2002)
demonstraram in vivo como variagdes de ordem de elementos cis e de espacamento
entre os elementos em relagdo ao TATA box do promotor minimo do CaMV35S
podem influenciar dramaticamente a for¢ca promotora e induzibilidade do mesmo. A
melhor alternativa para criar um promotor artificial talvez seja manter a organizacao
entre elementos cis similar a de promotores ja existentes (BHULLAR et al., 2003).

Ha na literatura diversos relatos de multimerizacdo de elementos cis que
resultaram em aumento progressivo de forca promotora. Um trabalho realizado por
CAZZONELLI e VELTEN (2008), por exemplo, demonstrou que a multimerizagéo de
elementos cis fracos no promotor frequentemente produz um efeito aditivo linear,
conferindo atividade crescente do gene reporter na proporcado direta ao numero de
copias de elementos cis fracos. A completa ocupacdo dos sitios de ligacdo dos
fatores de transcricdo contribui substancialmente para a estabilidade do complexo
PIC no TATA box. Este fato sugere que a ligacdo hierarquica dos fatores de
transcricdo em multiplos motivos cis situados em um maodulo sintético € um evento
harmdnico necessario para o bom funcionamento do promotor sintético (SAWANT et
al., 2005). Por outro lado, o emprego repetitivo do mesmo elemento em um promotor
pode, também, impedir a transcricdo de genes enddgenos uma vez que tais
promotores podem demandar uma quantidade muito grande de fatores de
transcricdo (BHULLAR et al., 2003). O excesso de motivos cis sintéticos pode
esgotar fatores de transcricdo enddgenos necessarios para a manutencdo de
funcbes housekeeping (SAWANT et al., 2005). O conhecimento destes fatos sera
importante para futuras projecdes de novas versdes do CAE, as quais poderdo ser
desenvolvidas com elementos cis multimerizados. A estrutura modular do CAE
permite que elementos cis sejam ligados em diferentes posicbes e em diferente

numero de coépias.
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6. Concluséo e perspectivas

No presente trabalho foram desenvolvidas quatro versfes de CAEs contendo
diferentes promotores génicos vegetais sintéticos, o gene reporter tdTomato-ER e o
terminador da nopalina sintase. Linhagens transgénicas de A. thaliana portadoras de
duas dessas versdes foram recuperadas, incluindo aquela que foi projetada para ser
empregada como controle positivo. Embora as plantas sejam nitidamente resistentes
ao antibiotico seletivo e apresentarem as construcdes transgénicas detectaveis por
PCR em seus genomas, sinais de fluorescéncia laranja ndo foram detectados em
quaisquer das plantas transgénicas obtidas, impossibilitando, até entdo, a
caraterizacdo da funcionalidade dos promotores. Neste caso, experimentos de RT-
PCR poderdo ainda ser executados para verificar se ha acumulo de transcritos de
tdTomato-ER nas plantas transgénicas obtidas, 0 que caracterizaria 0s promotores
como funcionalmente ativos.

Novas tentativas de transformacao de A. thaliana com os CAEs modificados
pela inclusdo dos enhancers W1 e AC poderdo ser realizadas utilizando-se novos
reagentes e quantidades de surfactante conforme descrito na discussdo acima.
Adicionalmente, o protocolo de selecdo de plantulas transgénicas descrito por
HARRISON et al. (2006) podera ser empregado para amenizar as perdas
ocasionadas por contaminacdo fungica. Quando linhagens de A. thaliana forem
obtidas com W1- e AC-CAE, sera possivel avaliar a atividade dos promotores em
diferentes orgdos e tecidos sendo pela deteccdo e medida de fluorescéncia da
proteina reporter, por experimentos de RT-PCR.

Ensaios bioquimicos e de hibridizacdo poderdo contribuir para o
esclarecimento das questdes remanescentes deste trabalho. Por meio deste tipo de
experimento sera possivel definir se 0 mMRNA de tdTomato-ER esta sendo transcrito

em tamanho coerente com o esperado, se esta sendo corretamente traduzido em
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proteina e até mesmo se a auséncia de fluorescéncia notada esta relacionada com
silenciamento decorrente do local de inser¢cdo dos cassetes no genoma das plantas.
Projecbes de novas versdes do CAE contendo novos enhancers e enhancers
multimerizados ainda poderdo ser realizadas. Os enhancers também poderdo ser
ligados em diferentes posicbes do CAE. Estas variacdes de niamero e espacamento
de elementos cis podem surtir efeitos positivos, conferindo maior forca e

induzibilidade aos promotores.
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