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Resumo

As proteinas Dof (ligacdo ao DNA com um dedo, do inglés, DNA binding with One Finger)
compreendem uma familia de fatores de transcri¢do exclusiva de plantas, caracterizadas pela
presenca de um dominio de ligacio ao DNA semelhante ao dominio ‘dedo-de-zinco’. Estas
proteinas estdo associadas a diferentes processos bioldgicos vegetais como germinagao,
florescimento e outros. O objetivo principal do presente trabalho foi a caracteriza¢do funcional
de trés fatores de transcri¢do Dof de Eucalyptus grandis a fim de avaliar a fun¢do dos mesmos
na biogénese do sistema vascular desta planta. Baseado em resultados prévios do nosso grupo,
foram escolhidos trés genes (EgD01698, EgD00607 e EgK00405) que apresentaram um perfil
de expressdo significativo em tecidos vasculares de caules de E. grandis e, também, alta
homologia a genes Dof previamente caracterizados em tecidos vasculares de outros vegetais.
As regides codificadoras desses genes foram amplificadas por PCR e clonadas no vetor de
entrada pENTR/D-TOPO (Invitrogen). Por recombinagdo, os genes foram transferidos para o
vetor pH7WG2D (VIB) para expressdo em Arabidopsis thaliana. Os genes Dof também foram
clonados no vetor pGEX-4T-1 (GE Healthcare) para a expressdo heterdloga em Escherichia
coli. Plantas de A. thaliana foram transformadas com os vetores bindrios pelo método de
imersdo floral e as sementes foram selecionadas com o antibidtico higromicina. Apenas duas
plantas para o gene D00607 e duas para o gene K00405 foram obtidas. As plantas transgénicas
estdo atualmente sob cultivo para serem geradas linhagens homozigotas e, assim,
caracterizadas molecularmente. Além disso, a localizacdo subcelular foi verificada pela
expressao transiente de Dof::GFP em folhas de Nicotiana benthamiana. A expressao de GFP
foi detectada difusa no citoplasma e no ntcleo. Entretanto, esses ensaios deverdo ser repetidos
para confirmagdo dos resultados. Em paralelo, células de E. coli BL21 (DE3) pT-GroE foram
transformadas com os vetores pGEX-4T-1-D01698 e pGEX-4T-1-D00607. A expressao
génica foi induzida durante 20 h a 20°C com 1 mM IPTG. As proteinas foram detectadas na
fragao soltivel por SDS-PAGE e western blot e, posteriormente, purificadas por cromatografia
de afinidade. A expressdo bem sucedida das proteinas Dof em E. coli permitird a produgdo

dessas proteinas para futuros estudos de caracterizagdo funcional.
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Abstract

DNA binding with one finger (Dof) proteins comprehend a family of plant exclusive
transcription factors characterized by the presence of the Dof DNA binding domain whose
structure is similar to the zinc finger domain. They are associated with diverse biological plant
processes such as germination, flowering and many others. The aim of this work was to
functionally characterize three Dof genes from Eucalyptus grandis in order to evaluate their
role in the biogenesis of vascular system. Based on previous results related to the E. grandis
Dof gene family studies obtained by our group, we chose three genes (D01698, D00607 and
K00405) with higher expression profile in vascular tissues of E. grandis stalk, as well as with
higher homology to Dof genes previously characterized as critical to the genesis of vascular
tissues. The CDS of these genes were amplified by PCR and cloned into pENTR/D-TOPO
entry vector (Invitrogen). Via recombination, Dof genes were then transferred to the
pH7WG2D binary vector (VIB) for the expression in Arabidopsis thaliana. They were also
cloned into the pGEX-4T-1 vector (GE Healthcare) for Escherichia coli recombinant gene
expression. 4. thaliana plants were genetically transformed with recombinant binary plasmids
by the floral dip method and seeds were selected by hygromycin resistance. Only two plants
for the D00607 gene and two plants for the K00405 gene were obtained. Plants are being
cultivated in order to obtain homozygous individuals and they will be molecularly
characterized. Additionally, subcellular localization was verified by transient expression of
Dof::GFP in Nicotiana benthamiana and the expression of GFP was detected at the cytoplasm
and nucleus. However, these assays need to be repeated in order to confirm the previous
results. In parallel, E. coli BL21 (DE3) pT-GroE cells were transformed with pGEX-4T-1-
D01698 and pGEX-4T-1-D00607. Gene expression was induced for 20 h at 20 °C with | mM
IPTG for protein production. Proteins were detected in the soluble fraction by SDS-PAGE and
western blot analysis and then were purified by affinity chromatography. The successful
expression of Dof proteins in E. coli provides a way to produce these proteins for future

functional characterization studies.
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1. Introducao

1.1 A familia Dof de fatores de transcriciao

A familia Dof (ligacdo ao DNA com um dedo, do inglés, DNA binding with one finger)
compreende fatores de transcricdo descritos exclusivamente em plantas, caracterizados pela
presenca de um motivo de ligagdo ao DNA do tipo dedo-de-zinco. Os fatores de transcri¢cdo
Dof j& foram descritos por estarem envolvidos em diferentes processos e vias metabdlicas
fundamentais em plantas, incluindo o desenvolvimento vascular (KONISHI &
YANAGISAWA, 2007), resposta a reguladores de crescimento (KISU ef al, 1998),
germinagdo de sementes (PAPI et al., 2000), respostas a luz, na modulagdo da resposta a
estresses bidticos e abidticos e outros tantos processos fundamentais de plantas (GUPTA et
al., 2015).

Os genes Dof sao originarios de um ancestral comum que manteve uma unica copia na
alga unicelular Chlamydomonas reinhardtii e se expandiu para outros grupos taxonomicos,
aumentando de numero por meio de eventos de duplicagio (MORENO-RISUENO et al.,
2007). O gene ZmDOF1, isolado de milho (Zea mays), foi o primeiro gene Dof identificado e
caracterizado por estar envolvido na regulagdo transcricional de genes associados ao
metabolismo de carbono (YANAGISAWA & SHEEN, 1998; YANAGISAWA, 2001). Desde
entdo, foram identificadas familias de genes codificadoras de fatores de transcricdo Dof em
diferentes espécies de monocotiledoneas e dicotiledoneas tais como arroz (LIJAVETZKY et
al., 2003), 4lamo (YANG & TUSKAN, 2006), trigo (SHAW et al, 2009), sorgo
(KUSHWAHA et al, 2011), soja (GUO & QIU, 2013), tomate (CAl et al., 2013), Arabidopsis
thaliana (GUPTA et al., 2015) entre outras.

1.2 A estrutura dos fatores de transcricao Dof

Os fatores de transcrigdo Dof apresentam em sua estrutura um dominio conservado
Dof de ligagdo ao DNA na por¢do N-terminal e uma regido altamente variavel na por¢do C-

terminal da sua estrutura proteica. O dominio Dof ¢ constituido de 52 residuos de aminoacidos
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contendo na sua estrutura quatro residuos de cisteina (C) que se ligam a um atomo de zinco
(Zn) formando uma estrutura semelhante a um dedo-de-zinco (Figura 1). Este dominio
reconhece um elemento regulatério cis com a sequéncia consenso 5°-(A/T)AAAG-3" nos
promotores de genes vegetais, exceto em abdbora, onde a sequéncia consenso de ligacdo ao
DNA foi descrita como 5’-AAGTA-3° (UMEMURA et al., 2004; YANAGISAWA &
SCHMIDT, 1999). Ja a regido C-terminal das proteinas Dof apresenta uma alta variabilidade
de sequéncia, o que sugere estar relacionada as diferentes funcdes exercidas por esses fatores

(revisado em GUPTA et al., 2015).

XoQTAXTMNO <
MLCD VOO <

i)
» X

RRYWTHGGSLRNVPIGGGCRKERLLD

Figura 1. Estrutura do dominio Dof de Eleusine coracana e sua sequéncia de aminoacidos. Imagem
adaptada de Gupta et al. (2015).

O dominio Dof ¢ bifuncional, apresentando atividades de ligagdo ao DNA e de
interacdo proteina-proteina. Uma vez que a sequéncia-alvo de ligagdo ao DNA ¢ muito curta, é
provavel que a associagdo com outros fatores de transcricdo forneca uma maior especificidade
de ligacdo aos promotores dos genes-alvo. Ja ha descrito na literatura varias associagdes entre
os dominios Dof e outros fatores de transcricdo. Em A. thaliana, a proteina Dof, denominada
OBP1, facilita a intera¢do do fator de transcricdo bZIP com o DNA-alvo. Em milho, a proteina

denominada Dofl interage com outra proteina Dof e com outro grupo de proteinas
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denominadas HMG (grupo de alta mobilidade, do inglés, High Mobility Group), que
apresentam sitios de ligacdo ao DNA de proteinas nucleares ndo-histonas dessa familia. As
proteinas HMG podem estar atuando como parceiras que auxiliam na ligacdo do fator Dof ao
DNA. Essas interagdes requerem a presenga do dominio Dof, porém, ndo requerem a ligagdo
com o DNA. Uma mutacdo em um dos residuos de cisteina necessarios para a formacao do
dedo-de-zinco ndo elimina as interagdes Dofl-Dof2 ou Dofl-HMG (revisado em
YANAGISAWA, 2004).

Os fatores Dof apresentam em sua estrutura um sinal de localizagdo nuclear (NLS, do
inglés, nuclear localization signal) bipartido altamente conservado entre as diferentes
proteinas Dof. O NLS ¢ caracterizado por conter um espagamento de 17 residuos de
aminodacidos entre as regides que constituem as sequéncias de localizacdo, direcionando as

proteinas Dof para o ntcleo da célula (KREBS et al., 2010).

1.3 Estudos funcionais das proteinas Dof

Nos ultimos anos, muitos genes codificadores de fatores de transcricdo Dof foram
identificados e suas funcdes elucidadas. Em A. thaliana, os genes Dof AtDof2.4 e AtDof5.8
estdo envolvidos na regulagdo do desenvolvimento vascular, nos quais sdo diferencialmente
expressos. AtDof2.4 ¢ detectado em células procambiais e AtDof5.8 em células de vasos de
folha e no tecido vascular no desenvolvimento de botdes florais (KONISH &
YANAGISAWA, 2007). O sistema vascular também ¢ o local de expressdo de genes
envolvidos na producdo de lignina, nos quais possuem os sitios de ligagdo Dof em seus
promotores (ROGERS et al., 2005).

Em A. thaliana, as proteinas Dof AtDof5.6 estdo envolvidas na regulacdo da formacao
do cambio interfascicular e no desenvolvimento de tecidos vasculares. A expressdo de outros
genes Dof (Dof2.1, Dof4.6 e Dof5.3) em A. thaliana tem sido descrita no estigio
preprocambial de folhas sugerindo seus papéis no desenvolvimento preprocambial. J& a
superexpressdo do gene AtDof4.2 resulta em um aumento da ramificacdo do caule. Mutagdes
neste gene reduzem significantemente as ramificacdes em plantas transgénicas (revisado em

GUPTA et al., 2015).
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Como outro exemplo importante do papel desempenhado pelos genes Dof, esses
fatores atuam controlando a regulacdo da germinagdo de sementes. Assim, a proteina Dof de
A. thaliana DOGI (atraso na germinacdo, do inglés, Delay of Germination 1) atua como um
regulador chave no processo de dorméncia das sementes. A expressdo de DOGI leva a um
aumento nos niveis de dorméncia (NAKABAYASHI et al., 2015).

As proteinas Dof estdo também associadas a respostas a estresses bioticos e abidticos.
O gene Dof de A. thaliana OBP2 esta envolvido em respostas a estresses bioticos, regulando o
metabolismo de glucosinolatos (GS). Os GS sdo um grupo de metabdlitos secundérios que
agem como substancias de defesa contra herbivoros e microorganismos em plantas da ordem
Capparales, incluindo A. thaliana e espécies de culturas economicamente importantes como a
colza (Brassica napus). A proteina ¢ expressa durante a formacdo de todos os orgdos de A.
thaliana incluindo folhas, raizes, talos de flores e pétalas e sua expressdo ¢ induzida em
resposta ao herbivoro generalista Spodoptera littoralis e pelo tratamento com a molécula
metiljasmonato (SKIRYCZ et al., 2006).

Em estresses abioticos, o gene Dof CDF3 de A. thaliana ¢ altamente induzido por seca,
temperaturas extremas e tratamento com 4cido abscisico. O mutante cdf3-1 de A. thaliana é
muito mais sensivel a seca e a estresses de baixa temperatura, enquanto que a superexpressao
de CDF3 aumenta a tolerancia das plantas transgénicas a seca, ao estresse osmotico e ao frio,
além de promover o atraso da flora¢do. A analise do transcritoma revelou que CDF3 regula
um conjunto de genes envolvidos na osmoprote¢do celular e no estresse oxidativo, incluindo
os fatores de transcri¢do de tolerancia ao estresse CBFs, DREB2A e ZAT12 (CORRALES et
al., 2017). Até o presente momento, a parte dos trabalhos e comunicagdes de nosso proprio
grupo de pesquisa (D’ALMEIDA, 2014), nenhuma informacdo acerca de fatores de

transcri¢do Dof de arvores do género Eucalyptus esta disponivel na literatura.

1.4 O Género Eucalyptus

As arvores do género Eucalyptus pertencem a familia Myrtaceae e sdo nativas da
Australia, do Timor e da Indonésia, sendo exdticas no resto do mundo. O género inclui mais

de 800 espécies e mais de 3.000 hibridos, os quais correspondem majoritariamente a arboreas
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florestais. Dentre os principais paises com areas plantadas de Eucalyptus destacam-se Brasil,
india, Africa do Sul, Espanha, Portugal, Chile, Argentina e China (ENCE, 2009). No Brasil, o
plantio de Eucalyptus comegou no século XIX quando as primeiras mudas chegaram ao Rio
Grande do Sul. Atualmente, as principais espécies plantadas no Brasil sdo E. grandis, E.
camaldulensis, E. saligna, E. urophylla e E. dunnii, entre outras. Além destas espécies puras,
também foi realizado o cruzamento para a geracdo de hibridos como ¢ o caso do “Eucalyptus
urograndis” (E. urophylla x E. grandis; revisado em LERAYER, 2009).

O plantio de Eucalyptus no Brasil e no resto do mundo é extremamente importante
devido as inumeras aplicagdes e utilizagdes da sua madeira. As toras de eucalipto t€ém sido
empregadas, principalmente, na produ¢do de celulose para a fabricacdo de papel, para o uso de
madeira solida na construgdo civil (estacaria) e postes, na industria moveleira, na producdo de
madeira industrializada e na obtencdo de lenha e de carvao vegetal para geracdo de energia
térmica e elétrica (MORA, 2000). Além disso, a partir do eucalipto podem ser extraidos 6leos
essenciais com os quais sdo fabricados alimentos, produtos de limpeza, perfumes e remédios
(CIBIO, 2008).

De acordo com o relatério do ano de 2016 publicado pela Industria Brasileira de
Arvores (IBA), o Brasil liderou o ranking global de produtividade florestal, com uma média
de 35,7 m*ha ao ano para os plantios de eucalipto. A plantacdo de eucalipto ocupa 5,7 milhdes
de ha, o que representa 72 % do total das arvores plantadas, e estdo localizados principalmente
nos estados de Minas Gerais (24 %), de Sao Paulo (17 %) e do Mato Grosso do Sul (15 %)
(IBA, 2017).

1.5 Eucalyptus como alvo de melhoramento genético

Devido a relevancia econdmica e social das arvores de FEucalyptus, estratégias de
melhoramento genético tém sido empregadas para a geracdo de plantas ainda mais produtivas.
Um dos principais objetivos no melhoramento genético do eucalipto € incrementar as
caracteristicas genéticas desejaveis para o maior rendimento do contetdo de celulose, para a
fabricacao de papel. No Brasil, a espécie E. grandis, principalmente na forma de hibridos E.

grandis x E. urophylla, ¢ a mais visada para a produ¢do de papel e de pasta de celulose

19



(MOKFIENSKI & COLODETTE, 2008). Esta espécie, além de possuir um 6timo contetido de
celulose, apresenta rapido crescimento volumétrico e resisténcia a pragas, tornando-se ideal
para estudos de caracterizacdo genética e, consequentemente, identificacdo e isolamento de
genes responsaveis por varias caracteristicas de interesse comercial e agrondmico.

No entanto, o melhoramento convencional dessas espécies apresenta algumas
limitagdes como ¢ o caso da incompatibilidade sexual, da redu¢do do pool génico e o ciclo de
vida longo, tornando este processo de cruzamentos e selecdo bastante demorado. Assim, a
transformagdo genética mostra-se como uma grande aliada na obtencdo de arvores com
caracteristicas génicas de interesse. Arvores geneticamente modificadas (GM) podem ser
desenvolvidas para uma melhor qualidade da madeira, para a reducdo de produtos quimicos
necessarios para a extracdo de celulose, para a geracdo de arvores mais resistentes e adaptadas,
dentre outros. Estas caracteristicas podem levar a um aumento considerdvel na producao e,
também, na redug¢do do impacto ambiental do processamento industrial (SARTORETTO et
al., 2008).

Em abril de 2015, foi aprovada pela Comissdao Técnica Nacional de Biosseguranga
(CTNBIo) a liberagdo comercial da primeira arvore de Eucalyptus GM. Esta arvore GM foi
desenvolvida pela empresa FuturaGene, subsididria da Suzano Papel & Celulose. As arvores
GM aprovadas para plantio comercial sdo derivadas do evento H421 do hibrido E. grandis x
E. urophylla. Estas arvores GM expressam duas proteinas recombinantes, Cell e NPTII. A
proteina Cell, cujo gene codificador ¢ proveniente de A. thaliana, ¢ uma enzima 5 -
endoglicanase que promove o relaxamento da parede celular, permitindo maior acimulo de
celulose e, por conseguinte, maior rendimento neste polimero; ja a proteina NPTII ou
neomicina fosfotransferase Il (do inglés, neomycin phosphotransferase II) confere resisténcia
a antibidticos aminoglicosilados como neomicina e derivados (canamicina, paromomicina,
gentamicina), necessarios para a selecdo das plantas transformadas (CTNBio, 2014).

A produgdo florestal e de madeira tornam o eucalipto a 4rvore mais adequada para a
producdo de celulose e energia renovavel. Desse modo, recentes avangos nas dreas de
gendmica e protedOmica tém permitido um melhor entendimento acerca dos processos
bioldgicos da formacdo de madeira nos niveis de genes e proteinas. A madeira (xilema

secundario) ¢ formada por uma sucessao de cinco etapas principais incluindo divisdo celular,
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expansdo celular, espessamento da parede celular, morte celular programada e, finalmente, a
formag¢do do cerne. Andlises de transcritoma em espécies de arvores revelaram que um
conjunto de genes, incluindo fatores de transcrigdo e genes de biossintese da parede
secundaria, sdo altamente expressos em células formadoras de madeira (revisado em
PLOMION et al., 2001). Assim, como um exemplo de fator Dof envolvido na génese da
madeira, foi relatado que o gene Dof5.6/HCA2 desempenha um papel importante na regulacdo
do desenvolvimento do tecido vascular atuando como um regulador positivo para a formacao
do cambio interfascicular durante o desenvolvimento do tecido vascular em Arabidopsis
(GUO et al., 2009). Assim, esses estudos representam um importante avango no entendimento
a nivel molecular da formagao do cambio vascular de arvores que podem ser utilizados para a

producdo de arvores transgénicas com uma melhor qualidade da madeira.

21



2. Justificativa

Considerando que a madeira justifica a grande importancia econdmica do eucalipto (e de
outras arboreas) e que até o presente momento nenhuma informagdo acerca de fatores de
transcri¢do Dof de arvores do género Eucalyptus esta disponivel na literatura, genes Dof de E.
grandis criticamente associados com o desenvolvimento vascular e a biogénese da madeira

foram o alvo principal do presente estudo.

3. Objetivos

3.1 Objetivo geral

O objetivo geral que norteou o desenvolvimento deste trabalho foi a caracterizagao

funcional de trés fatores de transcri¢do da familia de genes Dof de E. grandis.

3.2 Objetivos especificos

1. Identificar gene(s) Dof de E. grandis potencialmente envolvidos na génese da madeira;

2. Clonar gene(s) Dof de interesse e expressar em E. coli e A. thaliana;

3. Expressar os fatores transcricionais Dof em A. thaliana;

4. Investigar a localizacdo subcelular dos fatores transcricionais Dof;

5. Caracterizar bioquimicamente e funcionalmente as proteina(s) Dof recombinante(s).
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4. Materiais e Métodos

4.1 Identificacio de gene(s) Dof de E. grandis potencialmente criticos a génese da

madeira

Para a realizacdo dos estudos de caracterizacdo funcional, foram analisados ¢ eleitos trés
genes Dof com perfil de expressdo transcricional preferencial em tecidos vasculares de caules
de E. grandis, a partir de ensaios de RT-qPCR dos genes Dof de E. grandis realizados
previamente por D’ALMEIDA (2014).

4.2 Projecao e sintese de oligonucleotideos iniciadores (primers) para as sequéncias

codificadoras dos genes Dof

Os oligonucleotideos iniciadores (primers) foram projetados conforme as sequéncias dos
genes Dof de Eucalyptus previamente determinadas por D’ALMEIDA (2014) e depositadas no
banco de dados Plant Transcription Factor Database conforme apresentadas no item 7.1 do

Material Suplementar da se¢do 7.0. As sequéncias dos primers foram avaliadas utilizando-se o

software online Oligo Analyzer 3.1 (IDT, http://www.idtdna.com), através do qual foram
analisadas as temperaturas médias de desnaturacdo (Ty,) e os pardmetros como estabilidade de
estruturas secundarias resultantes de autoanelamento, homo- e heterodimeriza¢do. A sequéncia
CACC foi incluida na extremidade 5° das sequéncias dos primers forward para posterior
ligacdo dos insertos ao plasmideo de entrada pENTR/D-TOPO (Invitrogen), por acdo da
topoisomerase 1. Os primers foram sintetizados pela Integrated DNA Technologies (IDT),

representada no Brasil pela empresa Sintese Biotecnologia Ltda. (Tabela 1).
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Tabela 1. Sequéncias e temperaturas médias de desnaturacdo (T,) dos primers projetados para as regides
codificantes dos genes Dof. Em negrito estdo indicados os cddons de inicio e de término e, sublinhados, os sitios
de ligagdo para agdo da topoisomerase I e ligagdo de insertos no vetor pENTR/D-TOPO.

Primer Sequéncia (5°-3°) Tm (°C)
D01698-For CACC ATG GAC ACC GCT CAG TGG CC 62,6
DO01698-Rev  TTA CCA CGA TCC GCC ACC CAA CATC 63,0
D00607-For CACC ATG GAG CAA GAG AGC AAG CCA CCG 63,5

D00607-Rev TTA TGG AGG AGG GCC AAA TCC TGG AAG ATG 62,9

K00405-For CACC ATG GAC AAC GCA GCC CCA TCT CAG 63,4

K00405-Rev  TCA CCA TGA TCC TCC AGT GCC CAG 62,7

4.3 Extracao de acidos nucleicos de E. grandis

As amostras de tecido vascular de caules de E. grandis foram previamente obtidas
(D’ALMEIDA, 2014) e mantidas a -20 °C. Assim, foi realizada a extracdo de DNA e de RNA
total a partir destas amostras, utilizando-se o método de extragdo modificado de DOYLE &
DOYLE (1987), conforme detalhado em DE OLIVEIRA ef al. (2012). A integridade e a
quantidade das amostras de RNA e de DNA foram monitoradas por eletroforese em gel de
agarose a 1,5 % e por espectrofotometria utilizando-se o equipamento Nanodrop 2000c

(Thermo Scientific).

4.4 Sintese de cDNA

As amostras de RNA foram tratadas com DNAse I (Invitrogen) segundo instru¢des do

fabricante. Analisou-se a qualidade das amostras tratadas com DNase I por eletroforese em gel
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de agarose a 1,5 %, aplicando-se 30 uL do RNA tratado com DNase I e 5 pL da amostra
original de RNA total para comparagdo. Além disso, as amostras de RNA tratadas com DNase
I foram quantificadas por espectrofotometria utilizando-se o aparelho Nanodrop 2000c
(Thermo Scientific).

A sintese de cDNA foi realizada a partir de amostra de RNA total tratada com DNase I,
seguindo-se protocolo padrdo da Biolabs para a enzima M-MuLV RT. Desse modo, os
componentes e quantidades da sintese de cDNA foram: 4,8 pL de 4gua purificada (MiliQ) e
autoclavada; 2 uL de ANTP (5 mM); 1,2 uL do primer reverse gene-especifico (100 uM); 4
nL de RNA molde (50 ng/pL) totalizando 10 pL.. A mistura de reag¢do foi submetida por 5 min
a 65 °C para desnaturacdo dos acidos nucleicos. O restante dos reagentes foram adicionados:
6,8 uL de dgua MiliQ autoclavada; 2 pL de tampao M-MuLV 10 X; 0,2 pL de inibidor de
RNase (40 U/uL) e 1 pL da enzima M-MuLV RT (200 U/uL). A reagdo foi incubada a 42 °C
durante 1 h e a enzima foi inativada por 20 min a 65 °C. O produto de cDNA foi armazenado a
-20 °C.

A reacdo em cadeia da DNA Polimerase (PCR) foi realizada para checar a sintese de
cDNA dos genes D1698, D00607 e K00405 utilizando-se o termociclador LGC XP Cycler
(Bioer Technology) e o programa conforme representado na Tabela 2. A reacdo foi realizada
em um volume final de 50 pL contendo 10 uL de tampao Colorless GoTaq Flexi Buffer 5 X; 3
uL de MgCl, (25 mM); 2,5 pL de BSA (10 mg/mL); 2 pL de dNTPs (5§ mM); 2 uL de primer
forward gene-especifico (10 uM) e de primer reverse gene-especifico (10 uM; Tabela 1); 0,5
uL de GoTaq Hot Start DNA Polymerase (5 U/uL; Promega); 3 uL de cDNA (10 ng/uL) e
agua MiliQ autoclavada para um volume final de 50 pL. Para a andlise dos produtos
amplificados, 5 pL dos amplicons foram aplicados em gel de agarose a 0,8 % corado com

EtBra 0,01 pg/mL e submetido a eletroforese por 1,5ha 70 V.
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Tabela 2. Programa de termociclagem para a amplificacdo dos genes Dof.

Etapa Temperatura (°C) Tempo (min) Ciclos
Desnaturacio 94 4 1
Inicial
Desnaturacao 94 0,5 30
Anelamento 57 0,5 30
Sintese 72 1 30
Sintese Final 72 5 1

Como nao se obteve éxito na amplificacdo dos cDNAs realizados anteriormente, uma nova
tentativa de sintese de cDNA foi realizada utilizando primer oligo(dT) a partir de amostra
tratada e ndo trada com DNase I, seguindo-se o protocolo padrdo da Biolabs como citado
anteriormente. Desse modo, os componentes da sintese de cDNA foram: agua MiliQ
autoclavada para um volume final de 10 pL; 2 uL de ANTP (5 mM); 1 pL de oligo(dT) (100
uM); 4 uL de amostra de RNA total tratada com DNase I (50 ng/uL) e 2 uL (528 ng/uL) de
amostra ndo tratada. A reagdo foi desnaturada por 5 min a 65 °C. O restante dos reagentes
foram adicionados: 6,8 pL de agua MiliQ autoclavada; 2 pL de tampao M-MuLV 10X; 0,2 uL
de inibidor de RNase (40 U/uL) e 1 pL da enzima M-MuLV RT (200 U/ul). A reagdo foi
incubada a 42 °C durante 1 h e a enzima foi inativada por 20 min a 65 °C. O produto de cDNA
foi armazenado a -20 °C.

PCRs foram realizadas para avaliar o sucesso de sintese de cDNA conforme protocolo e
programa utilizados anteriormente. Para a andlise dos produtos amplificados, 5 pL dos
amplicons foram aplicados em gel de agarose a 0,8 % corado com EtBr a 0,01 pg/mL. O gel
foi submetido a eletroforese por 1,5ha 70 V.

Para uma maior fidelidade de amplificagdo das sequéncias codificantes, PCRs foram
realizadas com a enzima Pfu DNA Polymerase (Promega) a partir de amostra de cDNA ndo
tratado com DNase I, utilizando-se protocolo conforme orientagdes do fabricante. A reacao foi
realizada contendo 5 pL de tampao Pfu Buffer 10 X com MgSQOy; 2 pLL de dNTPs (5 mM); 2
uL de primer forward gene-especifico (10 uM) e 2 uL de primer reverse gene-especifico (10
uM); 1 uL de Pfu DNA Polymerase (3 U/uL, Promega); 3 pL de cDNA (10 ng/uL) e dgua
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MiliQ autoclavada para um volume final de 50 pL. O termociclador LGC XP cycler (Bioer

Technology) foi utilizado com o programa indicado na Tabela 3.

Tabela 3. Programa de termociclagem para a amplificacdo dos genes Dof a partir de Pfu DNA Polymerase.

Etapa Temperatura (°C) Tempo (min) Ciclos
Desnaturacao 95 2 1
Inicial
Desnaturacao 95 1 30
Anelamento 57 0,5 30
Sintese 72 2 30
Sintese Final 72 5 1

Os produtos das PCRs foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 0,8 % corado
com EtBr a 0,01 pg/mL e os fragmentos de tamanhos esperados foram removidos do gel para
posterior purificacdo com o kit de purificagdo de DNA Purification Kit (Ludwig Biotech). As
amostras purificadas foram quantificadas por espectrofotometria utilizando-se o aparelho

Nanodrop 2000c (Thermo Scientific).

4.5 Clonagem das sequéncias codificadoras dos genes Dof no vetor de entrada pENTR/D-

TOPO e confirmacgio de clones positivos

As sequéncias codificantes de DNA (CDS, do inglés, coding DNA sequences) dos genes
D01698, D00607 e K00405, obtidas por meio das PCRs, foram inseridas ao vetor de entrada
pENTR/D-TOPO segundo kit e instrugdes da Gateway Recombinant Cloning with TOPO
Technology (Figura 2; Invitrogen/Thermo Fisher Scientific). Dessa forma, a clonagem

direcional foi catalisada pela acdo da enzima Topoisomerase I conjugada ao vetor de entrada.
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Figura 2. Mapa do vetor de entrada pENTR/D-TOPO (Invitrogen). TOPO, enzima Topoisomerase I; a#LL1 e
arfL.2, sequéncias que permitem a recombinacdo especifica do gene de interesse a partir do vetor de entrada para
vetores de destino do sistema Gateway™; Kanamycin, gene de resisténcia ao antibidtico canamicina para selegio
de transformantes em bactérias; pUC ori, origem de replicagdo em bactérias; T1 e T2, sequéncias de término de
transcricdo; Notl e Ascl, sitios para endonucleases (Fonte: www.invitrogen.com).

Para as reagdes de clonagem das CDS dos genes no vetor pENTR/D-TOPO, utilizaram-se
os seguintes componentes: 1,4 pL do produto de PCR (5 ng/uL); 1 uL da solugao salina, 1 uLL
de pENTR/D-TOPO (15-20 ng/uL) e agua MiliQ autoclavada para o volume final de 6 pL. As
reacoes de ligagdo foram incubadas em temperatura ambiente por 30 min e, apds, armazenadas
a -20 °C. As quantidades utilizadas de vetor e de amplicon para as reagdes foram calculadas
para totalizar propor¢ao molar de 1:1.

Apbs, células termocompetentes de E. coli One Shot™ Machl™ TI (Invitrogen) foram
geneticamente transformadas por choque-térmico com 2 pl. da reagdo de clonagem, seguindo

o protocolo “Transforming One Shot” Competent E. coli (Invitrogen)”. Depois da
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transformagdo, 200 puL e o material concentrado das suspensdes bacterianas foram plaqueados
com al¢a de Drigalski em placas de Petri com meio de cultura Luria-Bertani (LB) sélido
contendo 50 mg/L de canamicina e mantidas em estufa por 37 °C overnight (o/n).

As colonias obtidas pelas transformagdes foram inoculadas em 1,5 mL de meio LB com
canamicina por 37 °C o/n e agitagdo de 180 rotagdes por min (rpm). As minipreparagdes de
plasmideos foram realizadas utilizando-se o método de lise alcalina descrito por BIMBOIM &
DOYLE (1979) com modificagdes de JONES & SCHOFIELD (1990). As amostras foram
quantificadas em Nanodrop (Thermo Scientific).

Para a confirmacao dos clones positivos, as minipreparagdes plasmidiais foram submetidas
a reacdes de clivagem com a enzima de restricdo Ncol (NE Biolabs), conforme a reagdo: 2 pL
de tampdo 3 10 X (NE Biolabs); 2 pL de plasmideo minipreparado, 1 pL da enzima Ncol (10
U/uL); 1 uL de RNAse A (250 mg/mL) e agua MiliQ autoclavada para um volume final de 20
uL. A reagdo foi incubada a 37 °C por 1,5 h. Apos, os volumes totais das digestdes foram
aplicados em gel de agarose a 0,8 %, corado com EtBr a 0,01 pg/mL e submetido a

eletroforese por 1,5ha 70 V.

4.6 Sequenciamento dos genes de interesse clonados em pENTR/D-TOPO e purificagao

das minipreparacdes plasmidiais

A confirmacgdo da integridade das sequéncias dos genes nos vetores de entrada pENTR/D-
TOPO foi realizada por sequenciamento de DNA plasmidial realizado pela empresa ACTGene
Andlises Moleculares Ltda. (Centro de Biotecnologia, UFRGS, Porto Alegre, RS) utilizando o
sequenciador automatico AB 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) armado com
capilares de 50 cm e polimero POP7 (Applied Biosystems). O alinhamento das sequéncias foi
realizado utilizando o programa SnapGene.

Placas de Petri contendo LB sdlido acrescido de 50 mg/L de canamicina foram preparadas
por esgotamento a partir das culturas liquidas remanescentes das minipreparacdes plasmidiais
dos clones positivos de pENTR/D-TOPO-D01698, pENTR/D-TOPO-D00607 ¢ pENTR/D-
TOPO-K00405. As colonias isoladas foram inoculadas para a realizacdo da purificacdo das

minipreparacdes plasmidiais utilizando o Plasmid Mini Purification Kit (Ludwig Biotech).
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4.7 Ensaios de expressao dos genes Dof em A. thaliana

4.7.1 Recombinagio das sequéncias codificadoras Dof no vetor de destino pH7WG2D e

selecio de clones positivos

Os insertos das CDS dos genes Dof em pENTR/D-TOPO foram transferidos por
recombinagdo (Gateway LR Clonase TM II Enzyme Mix Recombination System,

Invitrogen/Thermo Fisher Scientific) para o vetor binario pH7WG2D (VIB, Figura 3) com
vistas a expressdo dos genes Dof em A. thaliana (KARIMI et al., 2002; KARIMI et al., 2007).

pH7WG2D,1
13,181 bp

Figura 3. Mapa do vetor binario pH7WG2D,1 (VIB). Imagem gerada pelo programa SnapGene 2.5 a partir da
sequéncia original de nucleotideos de pH7WG2D,1. Sitios a#R1 e a#fR2, sequéncias que permitem a
recombinagdo especifica do gene de interesse com o plasmideo de entrada; Sm/SpR, gene de resisténcia aos
antibidticos estreptomicina e espectinomicina, possibilitando a sele¢do de bactérias recombinantes; Hyg, gene de
resisténcia ao antibidtico higromicina para sele¢do de transformantes em plantas; p35S, promotor 35S do virus-
do-mosaico-da-couve-flor (CaMV); ccdB (do inglés, control of cell death B), gene codificador da proteina
bloqueadora da DNA gyrase; EgfpER, gene que codifica a proteina reporter GFP que é expresso sob o controle
do promotor prolD especifico de A. rhizogenes e do terminador 35S do CaMV (T35S); RB e LB, representam as
bordas direita (“right border”) e esquerda (“left border”) do T-DNA. (KARIMI et al.,2002).
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A reacdo de recombinagdo de cada gene foi realizada contendo 1 pL de cada construgdo a
150 ng/uL de pENTR/D-TOPO-D01698, pENTR/D-TOPO-D00607 ou pENTR/D-TOPO-
K00405 para 3,6 pL do vetor de destino pH7WG2D (40 ng/pL) em 3,4 uL de TE 1 X, pH 8. A
seguir, 2 puL. da enzima LR Clonase II foi adicionada a reagdo e a mesma foi incubada a 25 °C
o/n. Por fim, 1 pL de proteinase K (Invitrogen) foi adicionado a mistura e a mesma foi
incubada por 37 °C durante 10 min para o término da reagao.

Seguiu-se com a transformacio de E. coli One Shot™ Machl™ T1 utilizando-se 2 pL do
produto das reagdes de recombinacdo, conforme instrugdes do fabricante. Apds a
transformagdo, 200 puL e o material concentrado das suspensdes bacterianas foram plaqueados
com al¢a de Drigalski em placas de Petri com meio de cultura LB s6lido contendo 100 mg/L
de espectinomicina. A placas foram mantidas em estufa a 37 °C o/n.

As coldnias resultantes da transformacdo com os produtos da recombinagdo de cada gene
foram inoculadas em 1,5 mL de meio LB contendo 100 mg/L de espectinomicina. As culturas
foram mantidas o/n a 37 °C e 180 rpm. Assim, minipreparagdes plasmidiais foram realizadas.

Para a confirmacao dos clones positivos, as minipreparagdes plasmidiais foram submetidas
a reacdes de clivagem com a enzima de restricdo BamHI (Promega), conforme a reacdo: 2 pL
de tampao E 10X (Promega); 2 pL de plasmideo minipreparado, 1 pL da enzima BamHI (10
U/uL); 1 pL de RNAse A (250 mg/mL); 0,2 pL de BSA (10 pg/uL, Promega) e dgua MiliQ
autoclavada para um volume final de 20 pL. A reagdo foi incubada a 37 °C por 1,5 h. Apos, os
volumes totais das digestdes foram aplicados em gel de agarose a 0,8 % corado com EtBr a

0,01 pg/mL e submetido a eletroforese por 1,5ha 70 V.

4.7.2 Transformacio genética de A. tumefaciens EHA105 e seleciio de clones positivos

A inser¢do dos plasmideos pH7WG2D-D01698, pH7WG2D-D00607 ¢ pH7WG2D-
K00405 em células termocompetentes de A. tumefaciens EHA105 foi realizada por
transformagao genética via choque-térmico. Utilizou-se 100 pL de células termocompetentes e
5 puL de cada construgdo conforme protocolo descrito por BRASILEIRO E CARNEIRO

(1998). Assim, 100 pL da suspensdo bacteriana foram distribuidos com alga de Drigalski em
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placa de Petri com meio LB contendo os antibidticos rifampicina a 50 mg/mL e
espectinomicina a 100 mg/mL. As placas permaneceram por 48 h a 28 °C até a obtengdo de
colonias.

PCRs de seis colonias isoladas de 4. tumefaciens EHA105 foram realizadas para checar a
presenca do plasmideo binario pH7WG2D com os genes clonados D01698, D00607 e K00405
em A. tumefaciens EHA105. A reacdo foi realizada contendo 10 pL de tampdo Colorless
GoTaq Flexi Buffer 5X (Promega); 3 uL de MgCl, (25 mM); 2 pL de dNTPs (5 mM); 2 uL de
primer forward gene-especifico (10 uM) e primer reverse gene-especifico (10 uM); 0,5 uL de
GoTaq Hot Start DNA Polymerase (5 U/uL; Promega) e agua MiliQ autoclavada para um
volume final de 50 pL. Como controle positivo, utilizou-se as minipreparacdes plasmidiais das
recombinagdes dos clones positivos diluidos em 20 ng/ul. A reagdo foi realizada no
termociclador LGC XP Cycler (Bioer Technology) e o programa utilizado esta representado na
Tabela 2. Para a analise dos produtos amplificados, 5 uL dos amplicons foram aplicados em
gel de agarose a 0,8 % corado com EtBr a 0,01 pg/mL. O gel foi submetido a eletroforese por
1,L5ha70 V.

4.7.3 Cultivo de A. thaliana

Utilizou-se plantas de A. thaliana do ecdtipo Columbia 0 para os experimentos de
transformagdo genética de plantas. As sementes de A. thaliana foram gentilmente cedidas
pelas Dra. Marcia M.A.N. Pinheiro Margis e Dra. Fernanada Lazzarotto (Departamento de
Genética, Instituto de Biociéncias, UFRGS) mantidas em sacos de papel sob refrigeracao a
4 oC. As sementes selvagens (wild-type) foram semeadas em pequenos vasos plasticos
contendo solo do tipo turfa (Garden Plus) previamente peneirado e autoclavado. As sementes
foram estratificadas a 4 °C por 3 dias no escuro. Apos, os vasos foram dispostos em bandejas
plasticas contendo uma lamina baixa de agua destilada reposta semanalmente durante o
periodo de cultivo, permanecendo em cidmara de crescimento a 22 °C sob fotoperiodo longo
(16 h de luz e 8 h de escuro). A bandeja permaneceu coberta com filme pléstico tipo PVC
durante os primeiros 10 dias de cultivo para proporcionar um ambiente imido ideal para o

estabelecimento das plantulas.
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4.7.4 Transformacio genética de A. thaliana com vetor binario capaz de promover a

expressao dos genes Dof

As plantas de 4. thaliana Col-0 foram geneticamente transformadas pelo método de
imersdo de inflorescéncias (floral dip) pela suspensdo de A. tumefaciens EHA105 conforme
descrito por ZHANG et al. (2006). Um total de quatro transformagdes independentes foram
realizadas contendo A. fumefaciens EHA105 armadas alternativamente com os plasmideos
pH7WG2D-D01698, pH7WG2D-D00607, pH7WG2D-K 00405 ou pH7WG2D (controle).

Apos a transformacdo genética, as plantas permaneceram em camara de crescimento nas
condi¢cdes descritas no item 4.7.3 até completo desenvolvimento e maturacdo de siliquas e
sementes. Depois desse periodo, a irrigagdo das plantas foi reduzida para a dessecacdo

completa das sementes e coleta das mesmas.

4.7.5 Selecao de plantas transgénicas de A. thaliana

A manipulacdo de meios de cultivo e material vegetal de cultura in vitro foram executadas
em cabine de fluxo laminar horizontal modelo PA200 (Pachane). Apds a transformacao
genética das plantas de A. thaliana, as sementes (T;) foram obtidas e submetidas a antissepsia
superficial. Para isso, sementes T, e selvagens de A. thaliana foram descontaminadas
seguindo-se o seguinte protocolo: imersdo no fungicida Dithane a 5 mg/mL durante 20 min,
alcool 70 % por 1 min e hipoclorito de sddio a 5 % por 10 min. As sementes foram lavadas
pelo menos 5 vezes com dgua MiliQ autoclavada até a completa eliminagdo do hipoclorito e
dispostas em papel filtro para completa secagem. Apds a antissepsia, as sementes foram
dispostas em placas de Petri contendo meio de MURASHIGE & SKOOG (MS; 1963)
acrescido de agar a 6 % com 100 mg/L de cefotaxima e higromicina testada nas concentragdes

de 25 e 15 mg/L.
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4.8 Ensaio de localizacao subcelular dos genes Dof
4.8.1 Analise in silico da localizagao subcelular dos genes Dof

A localizacdo subcelular dos fatores de transcrigdo Dof foram preditas utilizando-se o

banco de dados Plant-mPLoc database (http:// www.csbio.sjtu.edu.cn/bioinf/plant-multi/#).

4.8.2 Tranformacio genética de A. tumefaciens e selecao de clones positivos das

transformacdes com o vetor binario pH7WGF2-Dof

A sequéncia codificadora de cada gene Dof, previamente clonada em pENTR/D-TOPO,
foi utilizada para a construgdo de fusdes com a proteina de fluorescéncia verde (GFP, do
inglés, green fluorescent protein) N-terminal, a partir da clonagem Gateway (Invitrogen) no
vetor bindrio pH7WGF2 (VIB) contendo o gene da GFP (Figura 4). A reacdo de recombinagdo
entre o inserto do vetor de entrada para o de destino ocorreu conforme reagdo descrita no item

4.7.1, porém, utilizando-se o vetor pH7WGF2.

_\,355 terminator
attR2

pH7WGF2
12,263 bp

P35s Promoter

Rs
Y
00
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Figura 4. Mapa do vetor binario pH7WGF2,1 (VIB). Imagem gerada pelo programa SnapGene 2.5 a partir da
sequéncia original de nucleotideos de pH7WGF2,1. Sitios aztR1 e affR2, sequéncias que permitem a
recombinagdo especifica do gene de interesse com o plasmideo de entrada; Sm/SpR, gene de resisténcia aos
antibidticos estreptomicina e espectinomicina, possibilitando a sele¢do de bactérias recombinantes; Hyg, gene de
resisténcia ao antibidtico higromicina para selecdo de transformantes em plantas; ccdB (do inglés, control of cell
death B), gene codificador da proteina bloqueadora da DNA gyrase; EgfpER, gene que codifica a proteina
reporter GFP em fuso ao gene ccdB expresso sob o controle do promotor p35S do virus-do-mosaico-da-couve-
flor (CaMV) e do terminador T35S; RB e LB, representam as bordas direita (“right border”) e esquerda (“left
border”) do T-DNA. (KARIMI et al.,2002).

Apo6s a transformacdo e a confirmacdo da clonagem dos genes Dof no vetor binario
pH7WGF2 conforme item 4.7.1, células de A. tumefaciens EHA105 foram transformadas via
choque-térmico com as constru¢cdes pH7WGF2-Dof (pH7WGF2-D01698; pH7WGF2-D00607
e pH7WGF2-K00405) e as transformagdes verificadas como descrito no item 4.7.2. Para o
controle positivo da expressao de GFP, células de A. tumefaciens foram transformadas com os

vetores vazios pH7WGF2 e pXH2FS7 (VIB; Figura S1).

4.8.3 Agroinfiltracao

A realizacdo do ensaio de localizagdo subcelular foi realizado a partir do protocolo
adaptado de SPARKES et al. (2006). Para o ensaio de agroinfiltra¢do, folhas de Nicotiana
benthamiana selvagem com mais de seis semanas e mantidas em camara de crescimento com
fotoperiodo de 16 h de luz e 8 horas de escuro foram agroinfiltradas para os ensaios de
localizagdo subcelular. As agrobactérias contendo o cassete de expressdo descrito no item
4.8.2 foram utilizadas para a agroinfiltragdo em folhas de N. benthamiana (Figura 5). Apos a
agroinfiltragdo, as plantas foram mantidas a 22 °C com fotoperiodo de 16 h durante quatro

dias antes das analises de fluorescéncia.
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Figura 5. Imagem representativa do método de agroinfiltracio de folhas de N. benthamiana com A.
tumefaciens EHA105 armadas com os genes de interesse Dof.

4.8.4 Ensaios de fluorescéncia

Os sinais de fluorescéncia foram observados em um microscopio de fluorescéncia confocal

Olympus FV1000, no Centro de Microscopia e Microanalise da UFRGS.

4.9 Expressiao heterdloga de genes Dof em E. coli

4.9.1 Projecao de primers Dof-especificos para as etapas de clonagem molecular no vetor
pGEX-4T-1

O plasmideo de expressio pGEX-4T-1 (GE Healthcare; Figura 6) foi escolhido para a
expressdo recombinante dos genes Dof em E. coli pois permite a adicdo de uma cauda de
glutationa S-transferase (GST) na por¢ao N’ terminal das proteinas Dof, facilitando as etapas
de purificacdo das proteinas de interesse. Para isso, as enzimas de restricao escolhidas para a

clivagem e posterior clonagem dos genes Dof no vetor de expressdo foram BamHI e EcoRI

36



(Promega), permitindo a continuidade das fases de leitura das sequéncias codificadoras Dof

com GST.

PGEX-4T-1 (27-4580-01)
Thrombin

Leu Val Pro Ar lGly Serl|Pro Glu Phe Pro Gly Arg Leu Glu Arg Pro His Arg Asp
CTG GTT CCG CGT GGA TCC CCG GAA TTC CCG GGT CGA CTC GAG,CGG CCG CAT CGI_GAC TGA

BamH | EcoR 1 —gma7_ Sall —xXno1  Notl Stop codons
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Figura 6. Mapa do vetor de expressio pGEX-4T-1 (GE Healthcare). Na imagem, esta indicado o sitio de
multiclonagem na versdo do pGEX-4T-1, além do sitio de clivagem proteolitica por trombina (Thrombin). A
regido indicada por lacl? corresponde ao gene codificante para a proteina repressora que se liga a regido
operadora do promotor Ptac, prevenindo a expressio do gene codificador da glutationa S-transferase sem o
indutor IPTG. Amp', gene de resisténcia ao antibiotico ampicilina; glutathione S-transferase, regido codificante
para a proteina glutationa-S-transferase (GST, fag para purificacdo). Fonte: manual do fabricante GE Healthcare.

Os primers Dof-especificos foram projetados a fim de conter em suas sequéncias sitios de
reconhecimento das enzimas de restricdo EcoRI e BamHI, permitindo a clonagem direcional
dos fragmentos no vetor de expressdo pGEX-4T-1. Os primers foram projetados utilizando-se

o software online Oligo Analyzer 3.1 (IDT, http://www.idtdna.com) pelo qual foram
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analisadas as Ty, e pardmetros como estabilidade de estruturas secundarias resultantes de
autoanelamento, homo- e heterodimerizag¢do. A sequéncia CG foi adicionada na extremidade
5’ dos primers forward e reverse para permitir a melhor estabilidade de clivagem dos produtos
de PCR pelas enzimas de restricdo (Tabela 4). As sequéncias codificadoras foram analisadas
no programa SnapGene a fim da comprovagdo da inexisténcia de sitios internos reconhecidos
pelas enzimas de restricdo. Foram simulados clones de pGEX-4T-1-D01698, pGEX-4T-1-
D00607 e pGEX-4T-1-K00405 pelo programa SnapGene nos quais foram verificadas as
corretas fases de leitura dos genes Dof com a tag de GST e com o sitio de clivagem por
trombina.

Os primers foram sintetizados pela IDT, representada no Brasil pela empresa Sintese

Biotecnologia Ltda. (http://www.sintesebiotecnologia.com.br/).

Tabela 4. Sequéncia e temperatura média de desnaturagdo (T,,) dos primers projetados para a clonagem
molecular de genes Dof no vetor pGEX-4T-1. Em vermelho estdo indicados os sitios de reconhecimento da
enzima de restricdo BamHI e, em azul, os sitios da enzima EcoRI. As sequéncias adicionais para estabilidade das
clivagens pelas endonucleases estdo sublinhadas.

Primer Sequéncia (°5-3”) Tm (°C)
D01698-For CGGGATCCATG GAC ACC GCT CAG TGG 57,5
D01698-Rev CGGAATTCTTA CCA CGA TCC GCC ACC 57,5
D00607-For CGGGATCC ATG GAG CAA GAG AGC AAG CcA 59,1

D00607-Rev CGCGAATTC TTA TGG AGG AGG GCC AAATCC TG 58,8

K00405-For CGGGATCC ATG GAC AAC GCA GCC CC 58,7

K00405-Rev CGGAATTC TCA CCA TGA TCC TCC AGT GCC 59,2
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4.9.2 Amplificacio dos trés genes Dof a partir de pENTR/D-TOP para as etapas de

clonagem no vetor de expressio pGEX-4T-1

Para a amplificacdo das CDS e a inser¢do dos sitios de reconhecimento das enzimas de
restricdo BamHI e EcoRI (Tabela 4), PCRs foram realizadas para um volume final de 50 pL
contendo 5 puL de tampao Pfu Buffer 10 X com MgSQOy; 2 pL de dNTPs (5 mM); 2 pL de
primers forward gene-especifico (10 uM); 2 uL de primers reverse gene-especifico (10 uM), 1
puL de Pfu DNA Polymerase (3 U/uL; Promega); 1 pL (10 ng/uL) das minipreparacdes
plasmidiais dos vetores pENTR/D-TOPO ligados aos genes Dof e 37 pL de agua MiliQ
autoclavada. A amplificagdo foi realizada em termociclador LGC XP Cycler (Bioer

Technology) conforme programa descrito na Tabela 5.

Tabela 5. Programa de termociclagem para a amplificacdo dos genes Dof para as etapas de clonagem em pGEX-
4T-1.

Etapa Temperatura (°C) Tempo (min) Ciclos
Desnaturacao 95 2 1
Inicial
Desnaturacao 95 1 30
Anelamento 52 0,5 30
Sintese 72 2 30
Sintese Final 72 5 1

Os produtos das PCRs foram resolvidos por eletroforese em gel de agarose a 0,8 % corado
com brometo de etideo a 0,01 mg/L. Os fragmentos de tamanhos esperados foram removidos
do gel e purificados utilizando-se o DNA Purification Kit (Ludwig Biotech), conforme as
recomendacdes do fabricante. As amostras purificadas foram quantificadas por

espectrofotometria utilizando-se o aparelho Nanodrop 2000c (Thermo Scientific).
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4.9.3 Digestao dos amplicons Dof e do vetor de expressio pGEX-4T-1

Os amplicons purificados de cada um dos trés genes Dof (D00607, D01698, K00405) e
o vetor pGEX-4T-1 foram digeridos com as enzimas de restricio BamHI e EcoRI. Para cada
gene e vetor, separadamente, a reacdo de clivagem foi realizada em um volume final de 30 pL
contendo 3 pL de tampdo E 10 X (Promega); 0,2 L de BSA (10 pg/uL; Promega); 1,2 pL da
enzima EcoRI (12 U/mL; Promega) e 1,5 pL da enzima BamHI (10 U/mL; Promega); 15 puL
dos amplicons de cada gene (200 ng/uL) e 13,5 uL de pGEX-4T-1 (220,7 ng/uL) em 9,1 pL e
10,6 pL de 4gua MiliQ autoclavada, respectivamente. As amostras foram digeridas por 4 h a
37°C.

Todo o conteudo das digestdes foi aplicado em gel de agarose a 0,8% contendo EtBr a
0,01mg/L e submetido a eletroforese a 60 V por 2,5 h. Apds, foi realizada a purificagdo das
amostras digeridas e do plasmideo linearizado, sendo as bandas removidas do gel e purificadas
utilizando-se o DNA Purification Kit (Ludwig Biotech). As amostras foram quantificadas no
NanoDrop 2000c.

Devido a baixa concentragao obtida do plasmideo pGEX-4T-1 digerido, foi realizada a
extragdo com fenol-cloroformio-alcool isoamilico, nova precipitagdo com etanol e acetato de
sodio e ressuspensdao em 50 pL de TE. Verificou-se a qualidade e a quantidade das
preparacdes do vetor por eletroforese em gel de agarose a 0,8 % e realizou-se nova purificacdo

e quantificacdo por NanoDrop 2000.

4.9.4 Ligacao dos insertos em pGEX-4T-1 e selecdo de clones positivos

A ligacdo entre cada gene Dof ao plasmideo pGEX-4T-1 digerido foi realizada
utilizando-se a enzima T4 DNA Ligase (Fermentas). A reacdo foi realizada contendo 2 pL de
tampao T4 ligase 10 X; 1 U de T4 DNA Ligase; 0,8 pL do plasmideo pGEX-4T-1 digerido
(130 ng/uL); 1,9 uL dos amplicons digeridos (50,0 ng/ puL) e agua MiliQ autoclavada para um
volume final de 20 pL. As amostras foram incubadas por 1 h a 22 °C. As quantidades
utilizadas de amplicon e de vetor, para as reagdes, foram calculadas para totalizar propor¢ado

molar de 5:1, respectivamente.
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Utilizou-se 10 pL da reagdo de ligacdo para a transformacao, via choque-térmico, de
células termocompetentes de E. coli OmniMax 2, seguindo protocolo descrito em AUSUBEL
et al. (2002). Apos a transformacdo, 200 uL e o concentrado de células das suspensdes
bacterianas foram plaqueadas com alga de Drigalski em placas de Petri com meio de cultura
LB solido contendo 100 mg/L de ampicilina. As placas foram mantidas em estufa a 37 °C o/n
até a observacgao de coloOnias.

Ap0s a obtengdo de coldnias pelas transformagdes, PCRs de colonia foram realizadas para
verificar possiveis clones positivos contendo os genes Dof clonados. As reagdes foram
preparadas contendo 10 pL de tampdo Colorless GoTaq Flexi Buffer 5 X; 3 pL de MgCl, (25
mM); 2 uL de dNTPs (5 mM); 2 pL de primers forward gene-especifico (10 uM); 2 pL de
primers reverse gene-especifico (10 uM); 0,5 uL de GoTaq Hot Start DNA Polymerase (5
U/pL; Promega) e d4gua MiliQ autoclavada para um volume final de 50 pL. As reagdes foram
realizadas no termociclador LGC XP Cycler (Bioer Technology) e o programa utilizado esta
representado na Tabela 5. Volume de 5 uL dos amplicons foram resolvidos por eletroforese
em gel de agarose a 0,8 % corado com EtBr a 0,01 pg/mL por 1,5ha 70 V.

As coldnias positivas foram inoculadas em meio LB para a realizacdo da purificacdo das
minipreparacdes plasmidiais utilizando-se o Plasmid Mini Purification Kit (Ludwig Biotech) e
quantificadas por espectrofotometria utilizando-se o aparelho Nanodrop 2000c (Thermo
Scientific).

A confirmagdo da integridade dos genes clonados foi realizada por sequenciamento. O
sequenciamento das amostras foi realizado pela empresa ACTGene Analises Moleculares
Ltda. (Centro de Biotecnologia, UFRGS, Porto Alegre, RS) utilizando o sequenciador
automatico AB 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) armado com capilares de 50 cm e
polimero POP7 (Applied Biosystems). O alinhamento das sequéncias foi realizado utilizando-

se o programa SnapGene.
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4.9.5 Transformacio de linhagens de expressio bacteriana e selecio de clones positivos

As linhagens bacterianas de expressdo E. coli BL21 (DE3) Star, BL21 (DE3)
CodonPlus-RIL e BL21 (DE3) pT-GroE (Tabela 6) foram gentilmente cedidas pelo Dr.
Itabajara S. Vaz Junior (Departamento de Patologia Clinica Veterinaria, Faculdade de
Veterinaria, UFRGS) e armazenadas a -80 °C. As mesmas foram preparadas para
termocompeténcia e transformadas via choque-térmico com 4 pL das constru¢cdes pGEX-4T-
1-D01698, pGEX-4T-1-D00607 e vetor vazio pGEX-4T-1 (controle), seguindo protocolo
conforme descrito em AUSUBEL et al. (2002). A linhagem E. coli BL21 (DE3) Star promove
a alta estabilidade do mRNA e, assim, um mais alto rendimento da producdo proteica. A
linhagem BL21 (DE3) CodonPlus-RIL contém cdpias extras dos genes de tRNAs que ligam os
cddons raros de arginina, isoleucina e leucina. A linhagem BL21 (DE3) pT-GroE possui o
plasmideo pT-GroE com genes para as chaperonas GroES e GroEL, permitindo o correto
dobramento (folding) das proteinas e sua solubilidade (GOPAL & KUMAR, 2013; ROSANO
etal., 2014).

Tabela 6. Linhagens de E. coli escolhidas para os ensaios de expressdo dos genes Dof de E. grandis. Estdo
indicadas as caracteristicas genotipicas de cada linhagem selecionada: F, ndo carrega o plasmideo F (fator de
fertilidade ou fator sexual); ompT, mutacdo na protease da membrana externa; gal/, mutagdo para o metabolismo
da galactose; dem, metilagdo de citocina bloqueada; hsdSg (rB-,mB-), permite a clonagem de DNA sem clivagem
por endonucleases de restrigdo enddgenas; A(DE3), profago A portador do gene da T7 RNA polimerase e do lacl®;
lon, a cepa é mutante para a protease do lon; rnel31, mutagdo no gene da RNase E ; Cam’, gene que confere
resisténcia ao antibidtico cloranfenicol; Tet’, gene que confere resisténcia ao antibidtico tetraciclina; linhagem
que contém copias extras dos genes de tRNAs argU ileY leuW,; PT7-groESL, codifica as chaperonas GroES e
GroEL.

Linhagem Genotipo
BL21 (DE3) Star F ompT hsdSg (15", mp") gal dem rnel31
MDE3)
BL21 (DE3) CodonPlus-RIL F ompT hsdSg (15", mg ) gal dem lon Tet’

MDE3) + [argU ileY leuW Cam']
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BL21 (DE3) pT-GroE F ompT hsdSg (15, mg ) gal dem lon M(DE3)
+ PT7-groESL Cam"

Apods cada transformacdo, PCRs de colonia foram realizadas para verificar possiveis
clones positivos, conforme reag@o descrita no item 4.9.4. Dos produtos das PCRs, 5 pL foram
resolvidos por eletroforese em gel de agarose a 0,8 % corado com EtBr a 0,01 pg/mL,

submetido a eletroforese por 1,5ha 70 V.

4.9.6 Ensaios de induciio da expressao génica e analise da expressido por SDS-PAGE

Para os ensaios de indugdo das proteinas recombinantes por isopropil-p-D-
tiogalactopiranosideo (IPTG), trés clones positivos de cada uma das linhagens transformadas
de E. coli::pGEX-4T-1-Dof foram selecionadas. Foram realizados pré-indculos dos clones em
10 mL de meio 2XYT (16 g de triptona, 10 g de extrato de levedura, 5 g de cloreto de sédio
em 1 L de agua destilada, pH 7) com o antibidtico ampicilina a 100 mg/L acrescido do
antibiotico de selecdo para cada linhagem bacteriana. As concentragdes de antibidticos
utilizadas para a selecdo de cada linhagem bacteriana foram 10 mg/L de tetraciclina e 34 mg/L
de cloranfenicol para a selecdo da linhagem E. coli BL21 (DE3) CodonPlus-RIL; e 34 mg/L
de cloranfenicol para a linhagem de E. coli BL21 (DE3) pT-GroE. As bactérias foram
mantidas o/n & 37 °C com agitagdo de 200 rpm. No dia seguinte, 300 uL dos pré-inoculos
foram adicionados em 15 mL de meio 2XYT com ampicilina e o antibiotico seletivo de cada
linhagem bacteriana. As bactérias foram multiplicadas a 37 °C, 200 rpm até atingir a OD de
~0,7 e a estas adicionou-se 1 mM de IPTG. O processo de indugdo foi realizado em duas
condigdes diferentes, durante 3 h a 37 °C e, também, durante 20 h a 20 °C. Apo6s cada indugéo,
as suspensdes bacterianas foram centrifugadas durante 20 min a 14.000 x g. Os sobrenadantes
foram descartados e os pellets mantidos a -20 °C.

Para confirmar a presenga de proteinas recombinantes como consequéncia da

expressao dos genes de interesse, os pellets foram lisados em 300 pL de tampao de lise (Tris-
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HCIl a 50 mM, pH 7,8) e 3 pL de lisozima a 20 mg/mL por 20 min a temperatura ambiente. A
seguir, foi adicionado 1 uL de DNase I (1 U/uL; Invitrogen), e 30 pL de MgCl, 1 M. As
amostras foram ultrassonicadas pelo sonicador de banho Ultracleaner 800 (Unique) durante
10 min. Os extratos brutos foram aliquotados em 30 pL. O restante do lisado foi centrifugado
durante 10 min a 14.000 x g, separando-se o sobrenadante do pellet formado. Nas amostras foi
adicionado tampdo de amostra (Tris-HCI 125 mM, pH 6,8; SDS 4 %,; glicerol 40 %; B-
mercaptoetanol 0,1 M e azul de bromofenol 0,002 %) e os pellets (fracdo insolivel) foram
ressuspendidos em 250 pL de Tris-HCI a 10 mM antes da adi¢do do tampao de amostra. Todas
as amostras foram fervidas a 100 °C por 5 min.

As analises para deteccdo das proteinas recombinantes foram realizadas por
eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante contendo dodecilsulfato de sédio (SDS-
PAGE) utilizando-se gel de empacotamento a 5 % e gel de corrida a 12 %, em uma cuba de
eletroforese vertical (Bio-Rad) sob 100 V durante 2,5 h. Um volume de 15 pL de cada amostra
desnaturada das fragdes soluvel e insoluvel foram aplicadas nos géis e estes foram

posteriormente corados em Coomassie Brilliant Blue R-250 por no minimo 2 h.

4.9.7 Ensaios de dot blot e western blot

A quantidade adequada do anticorpo primario anti-GST utilizado na técnica de western
blot foi testada por diferentes dilui¢des pela técnica de dot blot. Para isso, quadrados (1 cm?)
da membrana de PVDF (Millipore) foram colocados individualmente em pogos de placas de
cultura. Logo, aplicou-se 15 pL das amostras proteicas derivadas dos clones bacterianos
positivos quanto a expressao dos genes Dof, previamente confirmadas por SDS-PAGE, além
do controle positivo para GST. Ap0s sua aplicagdo na membrana, as amostras permaneceram
em repouso em temperatura ambiente por 15 min para a completa secagem. Em seguida, as
membranas foram bloqueadas com 5 % de leite desnatado em tampao TBS 1 X (Tris-HC1 0,05
M, pH 7,4 e NaCl 0,15 M) por um periodo de 2 h sob agitagdo. O anticorpo primario anti-GST
monoclonal produzido em camundongos (e gentilmente cedido pelo grupo do professor Dr.
Henrique B. Ferreira, CBiot/UFRGS) nas dilui¢des de 1:250, 1:500, 1:1.000 e 1:2.000 foram

testados. As membranas foram incubadas com as diferentes dilui¢des de anticorpo primério
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em 1,5 % de leite desnatado em tampao TTBS 1X (Tris-HCI 0,05 M, pH 7.4; NaCl 0,15 M; e
Tween 20 0,05%) por no minimo 2 h, em agitagdo. As membranas foram lavadas com a
solucdo de TTBS 1 X e incubadas com o anticorpo secundério anti-IgG de camundongo
conjugado com a fosfatase alcalina (Sigma) em diluigdo de 1:5.000 durante 2 h. As
membranas foram novamente lavadas em tampao de lavagem e reveladas. A revelagdo
colorimétrica foi realizada utilizando os substratos BCIP a 0,015 % ¢ NBT a 0,03 % em
tampao de revelagdo (Tris-HC1 0,2 M, pH 9,0; NaCl 0,1 M; e MgCl, 2,5 mM).

Para confirmar a presenca das proteinas de interesse, utilizou-se a técnica de western
blot. Depois de serem resolvidas por SDS-PAGE, as amostras proteicas foram transferidas por
gravidade para uma membrana de PVDF em tampao de corrida (Tris-HCI 25 mM, glicina 192
mM, SDS 0,1% e metanol 20%). Apos a transferéncia de no minimo 16 h, a membrana foi
bloqueada com 5 % de leite desnatado em tampao TBS 1X. Posteriormente, a membrana foi
incubada com o anticorpo primario anti-GST em diluicdo de 1:500, dilui¢do previamente
estabelecida por dot blot, em 1,5 % de leite desnatado em tampdo TTBS 1 X durante 2 h. Apos
lavagens com o tampao TTBS 1 X, a membrana foi incubada com o anticorpo secundario anti-
IgG de camundongo conjugado com a fosfatase alcalina (Sigma) em diluicdo de 1:5.000
durante 2 h. A revelacao colorimétrica foi realizada utilizando os substratos BCIP 0,015% e

NBT 0,03% em tampao de revelagdo (Tris-HC1 0,2 M, pH 9,0; NaCl 0,1 M; e MgCl, 2,5 mM).

4.9.8 Expressao em maior escala e purificacido das proteinas recombinantes

Otimizadas as condi¢cdes de expressdo e confirmada a presenca das proteinas
recombinantes por western blot, realizou-se a producdo de proteinas em maior escala.
Conforme descrito no item 4.9.6, realizou-se a induc¢ao dos clones bacterianos nas melhores
condicdes de expressdo para a producdo das proteinas na fracdo soluvel. Para isso, um clone
positivo de cada proteina Dof foi selecionado e inoculado em um volume de 500 mL de meio
2XYT acrescido de glicose a 1%. As células foram centrifugadas a 10.000 x g por 10 min e os
pellets foram ressuspendidos em 30 mL de PBS 1 X (NaCl 140 mM, KCI 2,7 mM, Na,HPO,
10 mM, KH,PO4 1,8 mM, pH 7,3). As suspensdes de células foram lisadas utilizando-se
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sonicador ultrassonico (Unique) com ciclos de 10 pulsos de 1 min cada com intervalos de 30 s,
em gelo.

O lisado final de células foi centrifugado a 14.000 x g por 40 min e o sobrenadante foi
filtrado em filtro de 0,45 pm, sendo posteriormente submetido a cromatografia de afinidade na
resina Glutationa Sepharose 4B (GE Healthcare). A coluna contendo 2 mL de resina foi
previamente equilibrada com 40 mL de PBS 1X e a purifica¢do foi realizada conforme as
instrugdes do fabricante. As amostras do sobrenadante foram circuladas pela coluna 3 vezes.
As proteinas ndo retidas foram eluidas com 10 mL de PBS 1 X. As proteinas de fusado retidas
(GST-fusionadas) foram eluidas da coluna em tampao de elui¢do contendo glutationa reduzida
(Tris-HC1 50 mM e glutationa reduzida 10 mM, pH 8,0). As amostras purificadas foram
analisadas por SDS-PAGE e western blot.
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5. Resultados e Discussao

5.1 Selecao dos genes Dof de E. grandis potencialmente criticos a genese da madeira

Os fatores de transcricdo Dof de E. grandis constituem uma familia de 26 genes
descritos a partir de estudos filogenéticos (D’ALMEIDA, 2014). Deste grupo génico, os genes
Eucgr.D00607, Eucgr.D01698 e Eucgr.K00405 foram escolhidos como o6timos candidatos
para o estudo funcional dos fatores de transcricdo Dof relacionados com a biogénese de
tecidos vasculares em E. grandis. O perfil de expressdo transcricional mais elevado e
preferencial em tecidos vasculares de caules destes genes em relagdo a folhas e raizes de
plantulas de E. grandis foi o primeiro fator de escolha, de acordo com ensaios de RT-qPCR
realizados previamente pelo nosso grupo (D’ALMEIDA, 2014). Além disso, os genes Dof
D00607 e DO01698 apresentaram resposta positiva a tratamentos com o regulador de
crescimento citocinina (D’ALMEIDA, 2014). Considerando o desenvolvimento vascular, a
sinalizacdo de citocinina ¢ necessaria para a identidade pluripotente das células procambiais
durante a fase primaria do desenvolvimento da raiz de A. thaliana. Além disso, as citocininas
parecem ser necessarias para a proliferacdo de células vasculares durante o desenvolvimento
vascular primario tanto na raiz quanto no apice (MAHONEN et al., 2000; MAHONEN et al.,
2006). Outros trabalhos comprovam a importancia da citocinina no desenvolvimento vascular.
Assim, NIEMINEN et al. (2008) descreveram a sinalizagdo de citocininas durante o
desenvolvimento cambial em troncos de duas espécies de arboreas, alamo (Populus
trichocarpa) e vidoeiro de prata (Betula pendula). De acordo com seus resultados, as
citocininas sdo os principais reguladores hormonais necessarios para o desenvolvimento
cambial. Durante o desenvolvimento secundario, sua principal fun¢do ¢ a regulacdo da
proliferacdo celular. O cadmbio vascular ¢ um tecido meristematico que origina os vasos do
xilema e do floema secundario nas plantas com o crescimento secundario, como arvores
lenhosas, no qual aumenta o caule e a raiz em didmetro (SPICER & GROOVER, 2010).

A partir de resultados anteriormente obtidos pelo grupo com a caracterizagdo filogenética

dos genes Dof de E. grandis (D’ALMEIDA, 2014), buscou-se identificar genes com mais alta
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homologia a genes Dof anteriormente caracterizados por outros autores e comprometidos com
a génese de tecidos vasculares. De acordo com essas andlises, o gene Dof D01698 apresenta
homologia aos genes Dof At1g64620 (Dof 1.8) e At4g24060 (Dof 4.6) de A. thaliana. O gene
Dof 4.6 ¢ expresso em sistemas vasculares de raizes e no estagio pré-procambial da formacgao
vascular de folhas (GARDINER et al.,, 2010). J& o gene Dof D00607, apresenta homologia ao
gene Dof At438000 (Dof 4.7). Estudos de transcritoma de células provasculares/procambiais
microdissecadas permitiram identificar que o gene Dof 1.8 e o gene Dof 4.7 sdo
potencialmente expressos em tecidos vasculares em diferentes estddios do desenvolvimento
(GANDOTRA et al., 2013). O gene Dof KO00405 apresenta homologia aos genes Dof
At4g00940 (Dof 4.1), DAG2 (Dof 2.5) e DAG1 (Dof 3.7). O gene Dof 4.1 ndo apresenta
funcao determinada, porém estudos comprovaram que a proteina por ele codificada ¢ capaz de
se mover entre as raizes e a endoderme em uma via seletiva de plasmodesmata. O movimento
requer um motivo de trafego intercelular (ITM, do inglés, intercellular trafficking motif) que
compreende o motivo dedo-de-zinco e o NLS (CHEN et al., 2013). Como relatado na
literatura, DAG2 (do inglés, Dof Affecting Germination) e DAGI apresentam um perfil de
expressdo muito semelhante, restritos ao tecido vascular. Durante o desenvolvimento
embrionario, o gene DAGI ¢ expresso no estagio globular tardio. Em contraste com DAGI,
embora também DAG?2 seja expresso durante o desenvolvimento embriondrio, a auséncia dele
ndo produz fenotipos embriondrios dbvios. A expressdo de DAG2 ¢ positivamente regulada
por fatores ambientais que desencadeiam a germinacdo, enquanto sua expressao ¢ reprimida
por DAGI que regula diretamente DAG2 (SANTOPOLO et al., 2015).

Em conclusdo, ¢ provavel que quase todos os membros da familia Dof de A. thaliana
sejam expressos no sistema vascular, sendo até agora uma das familias de fatores de
transcricdo que exibem uma forte especificidade de localizagdo e expressdo nestes tecidos

vegetais (LE HIR & BELLINI, 2013).

5.2 Extracio de acidos nucleicos e sintese de cDNA correspondente aos transcritos Dof

Foi realizada a extracdo de acidos nucleicos totais de tecido vascular de caule de E.

grandis a partir de material mantido a -20 °C (D’ALMEIDA 2014), utilizando-se o protocolo
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modificado de DOYLE & DOYLE (1987). Apds a extragdo, a qualidade das amostras foi
analisada em gel de agarose a 0,8 % e quantificadas por espectrofotometria utilizando-se o
aparelho Nanodrop 2000c (Thermo Scientific). Pode-se observar DNA gendmico e rRNAs
integros, resultantes da eficacia do método de extracdo empregado (Figura 7). Uma aliquota de
acidos nucleicos extraidos foi submetida ao tratamento com DNase I visando a degradagdo de
DNA genomico presente na amostra. A qualidade do RNA apos tratamento foi avaliado, como
anteriormente, podendo-se observar a completa hidrélise do DNA genomico e a reducao

parcial de RNA total da amostra tratada (Figura 7).

Figura 7. Eletroforese em gel de agarose a 0,8 % de acidos nucleicos extraidos de tecido vascular de E.
grandis. Amostras de acidos nucleicos totais (1) e apds tratamento com DNase I (2). Em 1, é possivel observar a
presenca de DNA gendmico bem como dos RNAs ribossomais 28 S, 18 S e 5 S/5.8 S. Em 2, a enzima DNase |
hidrolisou completamente 0 DNA genomico da amostra, reduzindo apenas parcialmente a quantidade de rRNA
observada.

Posteriormente, a sintese de cDNAs foi realizada utilizando-se a amostra de RNA total
tratada com DNase I e primers reverse especificos aos genes D01698, D00607 e K00405 em
reagdo catalisada pela enzima M-MuLV-RT (Biolabs). PCRs utilizando-se primers gene-
especificos (Tabela 1) foram realizadas para a comprovacao da sintese de cDNAs conforme
descrito no item 4.4. Nas primeiras tentativas, ndo foi possivel obter-se qualquer produto

amplificado a partir das sinteses de cDNAs realizadas. Segundo a literatura, uma possivel
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justificativa para o ndo sucesso na sintese de cDNA ¢ a qualidade e a quantidade de mRNAs
presentes na amostra apos o tratamento com a enzima DNase [. Como a DNase I foi inativada
por aquecimento para o término da reacdo, os cations divalentes presentes no tampao de
digestdo da DNase I (Mg®" e Ca*") podem ter ocasionado quebras na fita de RNA quando
aquecidos. Tipicamente, 0 RNA ¢ degradado quando aquecido a 80 °C por 5 min na presenga
dos céations divalentes MgCl, e CaCl, (MALEK et al., 2000).

Desse modo, novas tentativas de sintese de cDNAs foram realizadas utilizando-se como
molde as amostras de RNA total tratada e ndo tratada com DNase I e primers universais
oligo(dT). Para a analise da sintese de cDNA, PCRs foram executadas a partir de ambas as
amostras utilizando-se primers gene-especificos (Tabela 1). Assim, foi possivel observar, de
acordo com a Figura 8, que apenas as PCRs utilizando as amostras de RNA total ndo-tratadas
com DNase I possibilitaram a obtencdo de fragmentos de tamanhos esperados para os genes
D01698 (915 pb), K00405 (915 pb) e D00607 (885 pb). Como o DNA gendmico ndo foi
removido das amostras para a sintese de cDNA, foi possivel detectar-se também bandas de
~1,5 kb dos genes D01698 e K00405, os quais possuem introns conforme suas sequéncias
gendmicas (D’ALMEIDA 2014). O gene D00607 nio possui introns e, assim, apenas uma

banda foi observada na imagem (Figura 8).

Tratado Nao-tratado

1.5Kpb

1.0kpd

0.75 Kpt

Figura 8. Eletroforese em gel de agarose a 0,8 % dos produtos da RT-PCR utilizando-se primer oligo(dT)
para a sintese de cDNA. As PCRs realizadas a partir das amostras tratadas com DNase I ndo resultaram em
qualquer fragmento de amplificagdo (1-3). Os fragmentos das amostras 4-6 (seta vermelha) representam os
produtos da amplificacdo dos genes D01698 e KO00405, respectivamente, a partir de DNA gendmico. Os
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fragmentos das amostras 4, 5 e 6 (seta verde) representam as bandas de tamanho esperado para sintese de cDNA
a partir de mRNA sem tratamento com DNAse 1. Canaletas: M, marcador de tamanhos de fragmentos de DNA 1
kb Plus DNA Ladder (Invitrogen); amostras tratadas com DNase I: 1-D01698; 2-D00607 e 3-K00405; amostras
nao tratadas com DNase I: 4-D01698; 5-D00607 e 6-K00405.

Adicionalmente, PCRs foram realizadas com a enzima Pfu DNA Polymerase (Promega) a
partir de amostra ndo-tratada de RNA total de caules de E. grandis com DNase I, conforme
descrito no item 4.4. A utilizacdo da enzima pfu DNA Polymerase ¢ ideal para uma variedade
de aplicagdes que requerem a sintese de DNA de alta fidelidade, como a clonagem génica,
pois apresenta a mais alta fidelidade de sintese em relagdo a Taq DNA Polymerase
(MCINERNEY et al.,, 2014). Os produtos das PCRs foram verificados por eletroforese em gel
de agarose a 0,8 % e os fragmentos dos genes D01698 (915 bp) e D00607 (885 pb) foram
excisados do gel para posterior purificagdo pelo DNA Purification Kit (Ludwig Biotech;
Figura 9). Outras tentativas de amplificacdo do cDNA correspondente ao gene K00405 com o
emprego da enzima Pfu DNA Polymerase foram realizadas, mas ndo obtiveram sucesso na
amplificacdo. Assim, o amplicon do gene K00405 (915 pb) foi obtido pela PCR com a enzima
Taq DNA polimerase (Figura 8) e purificado. As amostras purificadas foram quantificadas por

espectrofotometria utilizando-se o aparelho Nanodrop 2000c (Thermo Scientific).

15%pb

10kpd

0.75 Kpb

05%pb

Figura 9. Eletroforese em gel de agarose a 0,8 % dos produtos dos genes Dof amplificados pela enzima Pfu
DNA Polymerase a partir de amostra de RNA total de caule de E. grandis nio tratada com DNase I. As
setas verdes indicam os fragmentos de tamanhos esperados para a sintese de cDNA dos genes D01698 (1) e
D00607 (2). Nao foi possivel detectar a banda de cDNA do gene K00405 (3). As setas em vermelho indicam a
amplificagdo dos genes Dof a partir de DNA gendmico. Canaletas: M, marcador de tamanhos de fragmentos de
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DNA 1 kb Plus DNA Ladder (Invitrogen); 1, amplicons do gene D01698; 2, amplicons do gene D00607 e 3,
amplicons do gene K00405.

5.3 Clonagem dos amplicons Dof em pENTR/D-TOPO e confirmacio de clones positivos

As regides codificantes dos genes Dof D01698, D00607 e KO00405, previamente
amplificadas, foram inseridas no vetor de entrada pENTR/D-TOPO (Invitrogen) conforme
descrito no item 4.5. As transformagdes de células de E. coli One Shot® Machl™ TI
(Invitrogen) com os produtos das reacdes de ligacdo resultaram na sele¢do de 2 coldnias para
pENTR-D/TOPO-D00607, 1 colonia para pENTR/D-TOPO-K00405 e 19 coldnias para
pENTR/D-TOPO-D01698. As colonias foram inoculadas para a minipreparagao de
plasmideos pelo método de lise alcalina, para posterior confirmacao das clonagens por reagdes
de hidrolise com a enzima Ncol (NE Biolabs). Como indicado na Figura 10, a digestdo com
Ncol (NE Biolabs) resultou em fragmentos de tamanhos esperados de ~2,9 kb e 561 pb para o
vetor pENTR/D-TOPO-D01698 e de 3,5 kb para os vetores pENTR/D-TOPO-D00607 e
pENTR/D-TOPO-K00405. Portanto, foi confirmado o éxito das reacdes de clonagem dos
amplicons Dof derivados de E. grandis no vetor de entrada pENTR/D-TOPO. Os clones

positivos foram purificados para posteriores etapas de recombinagao.

4.0Kpb
310 Kph

05 Kpb

Figura 10. Reacdes de clivagem com a enzima de restricio Ncol das minipreparacdes plasmidiais de
PENTR/D-TOPO ligado aos amplicons dos genes Dof. Os fragmentos indicados pelas setas verdes (amostras 1,
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3 e 5) estdo de acordo com os tamanhos esperados. Canaletas: 1, pENTR/D-TOPO-D01698 clivado; 2,
pENTR/D-TOPO-D01698 ndo-clivado; 3, pENTR/D-TOPO-D00607 clivado; 4, pENTR/D-TOPO-D00607 néo-
clivado; 5, pENTR/D-TOPO-K00405 clivado; 6, pENTR/D-TOPO-K00405 ndo-clivado; M, marcador de
tamanhos de fragmentos de DNA 1 kb Plus DNA Ladder (Ludwig Biotech).

A confirmacgdo da integridade dos genes clonados foi realizada por sequenciamento de
DNA utilizando-se os primers forward e reverse gene-especificos, além dos primers
universais M13 (-21) forward e M13 reverse. Os resultados permitiram concluir que, de fato,
os genes Dof foram clonados no vetor pENTR/D-TOPO. O resultado do sequenciamento do
plasmideo pENTR/D-TOPO-D01698 confirmou o inserto da regido codificadora do gene
D01698 no plasmideo pENTR/D-TOPO. Entretanto, foi possivel detectar, pela sobreposicdao
de vérios sequenciamentos, a troca de bases de A para G na posi¢ao 64 (Figura 11). A troca de
bases resultou na troca do aminoacido treonina para alanina da sequéncia proteica.
Possivelmente, a troca de nucleotideos possa ser intrinseca da sequéncia génica presente na
cultivar de E. grandis utilizada na etapa de extracdo dos acidos nucleicos. De fato, para a
amplificacdo dos genes Dof, foi utilizada a enzima de alta fidelidade Pfu DNA Polymerase,
que apresenta como caracteristica a menor taxa de erros de sintese entre as polimerases
termoestaveis (MCINERNEY et al.,, 2014). A identificacdo de polimorfismos de nucleotideos
unicos (SNPs, do inglés, single nucleotide polymorphisms) estdo presentes entre diferentes
cultivares de plantas da mesma espécies como, por exemplo, em videira (Vitis vinifera;
MERCENARO et al., 2017), arroz (Oriza sativa; MCNALLY et al., 2006), soja (Glycine max;
VIDAL et al., 2012) e outras tantas espécies.
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Figura 11. Mapa de cobertura do sequenciamento de pENTR/D-TOPO-D01698. Imagem gerada pelo
emprego do programa SnapGene 2.7.1 a partir das sequéncias nucleotidicas originais de pPENTR/D-TOPO e da
CDS do gene D01698. As setas vermelhas superiores representam os segmentos de pENTR/D-TOPO-D01698
cobertos pelos sequenciamentos realizados e o sentido das setas indica o primer (forward ou reverse) utilizado
para os sequenciamentos. Os tragos brancos no interior das setas vermelhas superiores indicam mismatches
identificados no alinhamento. A seta amarela indica a sequéncia da CDS do gene D01698.

O resultado do sequenciamento do plasmideo pENTR/D-TOPO-D00607 confirmou a
clonagem da regido codificadora do gene D00607 no vetor pENTR/D-TOPO na orientagdo

senso e sem qualquer alteracao de nucleotideos, conforme ilustrado na Figura 12.
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Figura 12. Mapa de cobertura do sequenciamento de pENTR/D-TOPO-D00607. Imagem gerada pelo
emprego do programa SnapGene 2.7.1 a partir das sequéncias nucleotidicas originais de pPENTR/D-TOPO e da
CDS do gene D00607. As setas vermelhas superiores representam os segmentos de pENTR/D-TOPO-D00607
cobertos pelos sequenciamentos realizados e o sentido das setas indica o primer (forward ou reverse) utilizado
para os sequenciamentos. Os tragos brancos no interior das setas vermelhas superiores indicam mismatches
identificados no alinhamento. A seta amarela indica a sequéncia da CDS do gene D00607.

O resultado do sequenciamento do plasmideo pENTR/D-TOPO-K00405 confirmou
o inserto da regido codificadora do gene K00405 no plasmideo de entrada. Entretanto, foi
possivel observar alguns mismatches pelo sequenciamento. Podemos analisar uma série de
troca de nucleotideos em todos os resultados de sequenciamento que se sobrepdem, porém,
nenhum deles acarretou em troca do aminoacido da sequéncia proteica correspondente. As
substitui¢des detectadas foram: G para A na posi¢do 147, mantendo o aminoécido treonina; C

para A na posi¢do 183, mantendo o aminoacido prolina; C para T na posi¢ao 300, mantendo o
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aminodcido asparagina; T para G na posi¢do 435, mantendo o aminoécido histidina; e T para
C na posicdo 789, mantendo o aminoacido acido aspartico (Figura 13). As trocas de
nucleotideos observadas na sequéncia génica possivelmente sejam provenientes do uso da
enzima 7ag DNA polimerase nas PCRs. Esse gene foi o Uinico a ndo apresentar amplicons a
partir da amplificacdo com a Pfu DNA Polymerase, assim, utilizou-se o produto amplificado
pela enzima Tag DNA polimerase. Como essa enzima ndo apresenta atividade exonucledsica
de revisdo 3’-5’, a Tagq sintetiza 0 DNA com maior rapidez, porém, com uma maior taxa de

erros (POTAPOV & ONG, 2017).
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Figura 13. Mapa de cobertura do sequenciamento de pENTR/D-TOPO-K00405. Imagem gerada pelo
emprego do programa SnapGene 2.7.1 a partir das sequéncias nucleotidicas originais de pPENTR/D-TOPO e da
CDS do gene K00405. As setas vermelhas superiores representam os segmentos de pENTR/D-TOPO-K00405
cobertos pelos sequenciamentos realizados e o sentido das setas indica o primer (forward ou reverse) utilizado
para os sequenciamentos. Os tragos brancos no interior das setas vermelhas superiores indicam mismatches
identificados no alinhamento. A seta amarela indica a sequéncia da CDS do gene K00405.

5.4 Ensaios de expressao dos genes Dof de E. grandis em A. thaliana

5.4.1 Recombinagio dos genes Dof clonados em pENTR/D-TOPO ao vetor binario
pH7WG2D

As reacOes de recombinacdo entre os vetores de entrada pENTR/D-TOPO-D01698,
pENTR/D-TOPO-D00607 e pENTR/D-TOPO-K00405 com o vetor binario pH7WG2D (VIB)
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foram realizadas utilizando-se a estratégia Gateway (Invitrogen), como descrito no item 4.7.1.
A confirmacdo dos clones positivos foi realizada por reagcdes de digestdo com a enzima
BamHI (Promega) a partir das minipreparacdes plasmidiais de quatro colonias selecionadas,
resultantes da transformacao de E. coli OmniMAX 2 termocompetentes com os produtos das
reacOes de recombinagdo. As reacdes de clivagem resultaram nos fragmentos de tamanhos
compativeis com o esperado de 8,7 kb, 2,7 kb e 979 pb, como observados na Figura 14.
Apenas um clone (4) da recombinacdo de pH7WG2D-D01698 ndo apresentou o fragmento de
8,7 kb. Ja, para a amostra 9 do clone pH7WG2D-K00405, ndo foi possivel observar os
fragmentos de 8,7 kb e 2,7 kb. Assim, foi possivel obter-se trés clones positivos da versao
pH7WG2D-D01698, quatro clones positivos da versdao pH7WG2D-D00607 e trés clones
positivos para pH7WG2D-K00405.
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Figura 14. Eletroforese em gel de agarose a 0,8% dos produtos da recombinacio dos genes Dof entre o
vetor de entrada pENTR/D-TOPO e o vetor binario pH7WG2D, clivados com a enzima BamHI. As bandas
indicadas pelas setas vermelhas apresentam o tamanho dos fragmentos gerados pela digestdo dos vetores
pH7WG2D recombinantes contendo os genes Dof. Foram testados quatro clones para cada uma das
recombinagdes. Amostras 1-4 correspondem ao vetor pH7WG2D-D01698; amostras 5-8 ao vetor pH7WG2D-
D00607 e amostras 9-12 ao vetor pH7WG2D-K00405. M, marcador de tamanhos de fragmentos de DNA 1 kb
Plus DNA Ladder (Ludwig Biotech).
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5.4.2 Transformacio genética de A. tumefaciens com pH7TWG2D-Dof

Células termocompetentes de A. tumefaciens EHA105 foram transformadas via choque-
térmico com as versdes dos genes Dof recombinados no vetor binidrio pH7WG2D. Grande
nimero de coldnias foi obtido como resultado da transformacdo dos trés conjuntos de
plasmideos em A. tumefaciens. Dessas, seis colonias foram escolhidas para confirmagdo da
transformagdo genética por meio de PCRs de coldnia utilizando-se primers gene-especificos.
As seis colOnias apresentaram os amplicons esperados para a amplificacdo dos genes Dof. Na
Figura 15, ¢ possivel observar fragmentos de ~1.0 kb correspondentes ao esperado para os

genes D01698 (915 pb), D00607 (885 pb) e K00405 (915 pb).

A.T-pH7WG2D-D01698 A.T-pH7TWGD2-D00607 A.T-pHTWGD2-K00405

T aRS 67 s

Figura 15. Eletroforese em gel de agarose a 0,8 % dos produtos das PCRs de colénia de A. tumefaciens
EHA105 transformadas com os vetores pH7WG2D-Dof. As bandas indicadas pelos retdngulos vermelhos
correspondem aos fragmentos de tamanhos esperados dos produtos das PCRs de colonia dos vetores pH7WG2D-
Dof transformados em A. tumefaciens EHA105. Seis colonias de cada transformagdo dos vetores pH7WG2D-
D01698, pH7WG2D-D00607 e pH7WG2D-K00405 foram testadas. Canaletas: M, marcador de tamanhos de
fragmentos de DNA 1 kb Plus DNA Ladder (Ludwig Biotech); 1-6 indicam as coldnias avaliadas para cada
transformagdo; C+ indica o controle positivo das PCRs a partir das constru¢des Dof :: pH7WG2D e C- controle
negativo indica PCRs sem a presenca de DNA nas reagdes.
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5.4.3 Transformacio genética de A. thaliana com A. tumefaciens EHA105::pH7WG2D-
Dof e selecao de plantas transgénicas

A planta modelo 4. thaliana foi escolhida para os ensaios de expressdao dos genes Dof de
E. grandis por apresentar caracteristicas desejaveis para os estudos de gendmica funcional. E
uma planta de facil manipulacdo, cultivo, ciclo de vida relativamente curto (6 semanas),
producdo de um grande niimero de sementes e possui o0 genoma completamente sequenciado.
Além disso, j& estdo disponiveis na literatura protocolos bem estabelecidos para estudos de
gendmica funcional utilizando-se plantas de 4. thaliana (KOORNNEEF & MEINKE, 2010).
Como o objetivo deste trabalho ¢ o estudo dos genes Dof relacionados com a biogénese do
caule, a planta de A. thaliana, apesar de ser uma planta herbacea, apresenta-se como um
excelente modelo para o estudo da formacdo da madeira (xilema secundério). Recentes
estudos tém demonstrado que mecanismos moleculares conservados podem existir entre
plantas herbaceas e arvores durante o desenvolvimento vascular e de formag¢do da madeira.
Assim, em ambas as plantas de 4. thaliana e em arvores, varias familias de fatores de
transcricdo e de hormodnios vegetais contribuem para a regulacdo do desenvolvimento do
xilema (ZHANG et al., 2011).

Plantas selvagens de A. thaliana Col-0 foram transformadas pelo método de imersdo de
inflorescéncias com linhagens de 4. tumefaciens EHA105 previamente transformadas com os
plasmideos pH7WG2D-D01698, pH7WG2D-D00607, pH7WG2D-K00405 ¢ pH7WG2D
(controle). Apds o desenvolvimento e maturacdo das siliquas, as sementes foram coletadas
para posterior selecdo in vitro das sementes transgénicas. As sementes foram descontaminadas
superficialmente e dispersas em meio de selecdo MS contendo o antibidtico higromicina, cuja
marca de resisténcia estd presente no vetor pH7WG2D. Utilizou-se duas concentragdes de
higromicina (25 mg/L e 15 mg/L) para selecdo de plantulas resistentes. As sementes
transgénicas e selvagens germinaram normalmente em meio seletivo e, apos 10-15 dias, foi
possivel observar-se que as plantas transgénicas apresentavam cotilédones abertos emitindo o
primeiro par de folhas verdadeiras e raizes bem desenvolvidas. Ja as plantas ndo-transgénicas,
tiveram desenvolvimento limitado e ndo apresentaram as caracteristicas anteriormente

descritas para plantas transgénicas (Figura 16).
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A concentragdo mais eficaz de higromicina para a sele¢do de plantas GM foi na faixa de
20 a 30 mg/L. A concentracdo dentro deste intervalo (25 mg/L) ¢ geralmente estabelecida para
distinguir as plantas de A. thaliana transgénicas das ndo-transgénicas (EE ef al., 2014). Nos
nossos experimentos, a concentracdo de 25 mg/L resultou em inumeras plantulas com o
fenotipo de resisténcia, porém, ndo foi possivel observar o desenvolvimento adequado das
raizes. Isto acarretou em perda de inimeras plantas quando transplantadas para o solo. A raiz ¢
um Orgdo extremamente importante pois permite a absor¢cdo dos nutrientes do solo e seu
desenvolvimento pode ser afetado por varios fatores. Segundo DUAN & DING (2007), as
células na zona meristematica da ponta da raiz de mudas de A. thaliana cultivadas em meio
MS com o antibiotico higromicina, em diferentes concentragdes, sdo afetadas apresentando
capacidade de divisdo fraca, diferenciacdo evidente, disposi¢do anormal e grande espaco
intercelular, o que leva a restricdo do alongamento da raiz principal e da formagdo da raiz
lateral. Dessa forma, foi testada e estabelecida a concentragdo de higromicina para 15 mg/L na
qual pode-se obter plantulas com todas as caracteristicas fenotipicas desejadas de resisténcia a
higromicina. Entretanto, inimeras plantulas selecionadas in vitro foram perdidas ao longo do
seu desenvolvimento. Uma consideravel quantidade de plantulas em fase de selegdo in vitro e
no solo foram perdidas por consequéncia de contaminacdes fungicas, o que impossibilitou a
recuperagdo e desenvolvimento das plantulas. As sementes oriundas das transformacdes
apresentaram contaminacao fungica devido a utilizacdo de uma alta concentracdo de sacarose
no meio de inoculagdo e, além disso, as plantas foram mantidas em ambiente umido e quente,
ideal para a prolifera¢do desses contaminantes (HARRISON et al., 2006).

Assim, obteve-se apenas duas linhagens de plantas transformadas para o gene D00607 e
para o gene K00405 e uma linhagem contendo o T-DNA do plasmideo controle pH7WG2D.
Nenhuma linhagem foi obtida para o gene D01698. Estas mesmas linhagens serdo avaliadas
por PCR utilizando-se primers gene-especificos para a confirmacdo do estado de transgenia

das mesmas.
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Figura 16. Exemplo de imagem da selecio de plantas de A. thaliana transformadas com A. tumefaciens
EHA105::pH7WG2D-Dof e controle em meio seletivo com higromicina. Imagem do fenotipo adquirido pela
selecdo de plantulas transformadas por A. tumefaciens EHA105 contendo o gene de resisténcia a higromicina.
Como indicado no circulo vermelho, as plantas verdadeiramente transformadas apresentaram-se com cotilédones
abertos, folhas verdadeiras e raizes vigorosas desenvolvidas em meio MS acrescido de higromicina a uma
concentragdo de 15 mg/L.

5.5 Ensaios de localizacdo subcelular

5.5.1 Recombinacio dos genes Dof clonados em pENTR/D-TOPO com o vetor binario
pH7WGF?2 e transformacio genética de A. tumefaciens EHA105

As reacdes de recombinagdo entre os vetores de entrada pENTR/D-TOPO-D01698,
pENTR/D-TOPO-D00607 e pENTR/D-TOPO-K00405 com o vetor binario pH7WGF2 (VIB)
foram realizadas utilizando-se a estratégia Gateway (Invitrogen), conforme descrito no item
4.7.1. Células termocompetentes de A. tumefaciens EHA105 foram a seguir transformadas, via

choque-térmico, com as versdes do vetor pH7WGF2 contendo os genes Dof. Quatro colonias
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foram escolhidas para a confirmagdo da transformagao genética por meio de PCRs de colonia
utilizando-se primers gene-especificos. As quatro colonias de cada versdo apresentaram os
amplicons esperados para a amplificagdo dos genes Dof. Na Figura 17, é possivel observar
fragmentos de ~1.0 kb correspondentes aos esperados para os genes D01698 (915 pb), D00607
(885 pb) e K00405 (915 pb) ligados a pH7WGF2 e presentes em A. tumefaciens EHA105.

A.T-pH7WGF2-D01698 A.T-pH7WGF2-D00607  A.T-pH7WGF2-K00405
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Figura 17. Eletroforese em gel de agarose a 0,8% dos produtos das PCRs de colonia de A. tumefaciens
EHA105 transformadas com os vetores pH7WGF2-Dof. As bandas indicadas pelos retdngulos vermelhos
correspondem aos fragmentos de tamanhos esperados dos produtos das PCRs de colonia dos vetores pH7WGF2-
Dof transformados em A. tumefaciens EHA105. Quatro colonias de cada transformag@o dos vetores pH7WGF2-
DO01698, pH7WGF2-D00607 ¢ pH7WGF2-K00405 foram testadas. Canaletas: M, marcador de tamanhos de
fragmentos de DNA 1 kb Plus DNA Ladder (Ludwig Biotech); 1-4 indicam as colonias avaliadas para cada
transformag@o; C+, controle positivo e C-, controle negativo.

5.5.2 Analises da localizacio subcelular das proteinas Dof

Andlises in silico da localizag¢do subcelular dos fatores de transcrigdo Dof a partir do banco
de dados Plant-mPLoc database foram preditas no nucleo de células vegetais.

Para a investigacdo da localizacdo dos fatores Dof, folhas de tabaco selvagem (N.
benthamiana) com mais de seis semanas de idade foram agroinfiltradas com suspensdes de A.
tumefaciens EHA105::pH7WGF2 contendo os genes Dof fusionados ao gene codificador da
proteina GFP em posi¢do N-terminal, conforme descrito no item 4.7.2.

As proteinas Dof-GFP fusionadas foram detectadas em microscopio confocal 4 dias pds-

agroinfiltracdo. Na Figura 18, em vermelho, estdo demonstradas as imagens capturadas dos
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cloroplastos para mostrar sua disposi¢do nas células. As imagens de campo claro foram
adquiridas, também, para auxiliar na identificacdo da localizacdo das fluorescéncias na célula.
A célula vegetal possui vacuolo grande, o que promove a translocacdo do citoplasma e do
nucleo para a periferia da célula (Figura 18 A). Como controle, foi utilizado a expressdo de
GFP dos vetores binarios pH7WGF2 e pXH2FS7 que apresentam expressdo dispersa no
citoplasma e no nucleo (Figura 18 A; KOKKIRALA et al., 2010). O sinal de GFP derivada das
células agroinfiltradas com a versao controle pH7WGF2 apresentou-se muito fraco (Figura 18
A) e o mesmo padrdo de fluorescéncia foi detectado para as proteinas fusionadas a Dof
(Figura 18 B, C e D). Um sinal difuso no citoplasma e no nucleo pode ser visualizado em
células de folhas de N. benthamiana agroinfiltradas com as versdes de Dof-GFP. Esta mesma
localizagdo foi verificada nas folhas agroinfiltradas em todas as repeticdes do experimento.
Entretanto, andlises de localizacdo subcelular realizadas in silico demostraram que as proteinas
Dof possuem sinalizagdo para o nicleo. Uma hipotese € a de que algum sinal de regulacdo ou
estimulo ndo esta presente em folhas de N. benthamiana para enderecar as proteinas Dof ao
nucleo, o que ocorre em E. grandis.

As proteinas fluorescentes como GFP, apesar de serem amplamente utilizadas em estudos
de localizacdo subcelular, podem ter interferido na localizacdo das proteinas fusionadas de
interesse dentro da célula (GHAZALA et al., 2008). As proteinas fluorescentes fusionadas na
regido N-terminal da proteina de interesse podem interferir nos sinais de localizagdo (TANZ et
al., 2013). A ndo detec¢do das proteinas Dof-GFP nos nucleos celulares ou a localizacao
erronea (no citoplasma) podem ser explicadas pelo fato destas proteinas de fusdo emergirem
do ribossomo primeiro no citoplasma e as chaperonas presentes podem impedir que a cadeia
de aminoécidos seja dobrada até um dominio completo, de 50 a 300 aminoéacidos. A GFP tem
238 aminoacidos e dobra-se primeiro a partir da extremidade N-terminal, possivelmente
interrompendo o correto dobramento e a localizagdo da proteina de interesse fusionada. Em
alguns casos, a proteina de interesse pode interromper o dobramento da prépria GFP, isto &,
alterando ou impedindo sua conformacao correta para torna-la visivel. A marcagdo C-terminal
da proteina de interesse com GFP ndo teria o mesmo efeito, pois a GFP seria dobrada por
ultimo e ndo influenciaria na conformacdo da proteina nativa ou na GFP. Em geral, sugere-se

que a marcagdo C-terminal de uma proteina geralmente seja superior a marcagdo N-terminal,
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uma vez que a proteina ¢ mais provavel de se localizar corretamente e, portanto, ¢ de se
esperar que ela mantenha as caracteristicas funcionais da proteina nativa (PALMER &
FREEMAN 2004). Além disso, tem sido demonstrado que genes fusionados sob o controle de
um promotor forte como o CaMV 35S levam a maiores niveis de expressdo da construgdo de
fusdo do que genes regulados pelos seus proprios promotores e, subsequentemente, este
excesso de proteinas de fusdo poderia ocasionar uma localizagdo difusa levando a errada
localizagdo, agregacao, disturbios metabdlicos ou similares (TANZ et al., 2013).

Outro fator que pode ter ocasionado a baixa detec¢do das proteinas fluorescentes se deve,
possivelmente, a algum problema no vetor de expressio pH7WGF2, ja que a versdo parental
deste plasmideo apresentou sinal de GFP muito fraco. Ja o segundo vetor plasmidial utilizado
como controle, pXH2FS7, apresentou atividade de GFP com maior intensidade de

fluorescéncia.

GFP (pXH2FS7) Campo Claro (B) D01698-GFP Campo Claro

(A)

GFP (pH7WGF2) (C) D00607-GFP Campo Claro

(D) K00405-GFP

Figura 18. Analises de localizacio subcelular de proteinas Dof fusionadas a GFP por microscopia confocal
a laser em folhas de V. benthamiana 4 dias pos-agroinfiltracao. (A) Controles positivos da atividade de GFP
pelos plasmideos pH7WGEF2 e pXh2FS7. (B) Expressao do gene D01698 fusionado a GFP (pH7WGF2-D01698).
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(C) Expressio do gene D00607 fusionado a GFP (pH7WGF2-D00607). (D) Expressdo do gene K00405
fusionado a GFP (pH7WGF2-K00405). A localizagdo das proteinas Dof, como observadas nas imagens,
apresenta localizacdo conforme o controle de GFP (pH7WGF2), dispersas pelo citoplasma e no nucleo.

5.6 Expressao heterdloga de genes Dof em E. coli
5.6.1 Isolamento dos genes Dof a partir de pENTR/D-TOPO

As sequéncias codificadoras dos genes Dof foram eficientemente amplificadas por PCRs
de alta fidelidade com a enzima Pfu DNA Polymerase a partir dos vetores pENTR/D-TOPO
clonados previamente a cada um dos trés genes Dof D01698, D00607 ou K00405 e primers
especificamente projetados para permitir a clonagem dos mesmos em pGEX-4T-1, conforme
descrito no item 4.9.2. A amplificagdo dos genes Dof gerou amplicons de aproximadamente

915 pb, 885 pb e 915 pb, respectivamente (Figura 19).
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Figura 19. Gel de agarose a 0,8 % resultante da resolucio dos produtos da amplificaciio dos trés genes Dof
ligados a pENTR/D-TOPO. A seta vermelha indica os fragmentos de tamanhos esperados pela amplificagdo dos
genes Dof a partir de pENTR/D-TOPO utilizando primers especificamente projetados para a clonagem posterior
em pGEX-4T-1. Canaletas: M, marcador de tamanhos de fragmentos de DNA 1 kb Plus DNA Ladder
(Invitrogen); 1, amplicons do gene D01698; 2, amplicons do gene D00607; e 3, amplicons do gene K00405; C-
controle negativo da PCR sem DNA nas reagoes.

Os produtos das PCRs foram posteriormente purificados a partir de gel de agarose devido

a presenca de fragmentos inespecificos nas reagdes de amplificacdo.
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5.6.2 Clonagem dos genes Dof no vetor de expressio pGEX-4T-1

O sistema para a expressdo recombinante dos genes Dof escolhido foi o vetor pGEX-4T-1
(GE Healthcare), o qual contém um promotor forte (fac) que proporciona alto nivel de
transcricdo dos genes clonados, além de ser quimicamente induzivel por IPTG (ROSANO et
al., 2014). O vetor permite a producdo da proteina de interesse fusionada a GST. A GST, por
sua vez, permite a purificagdo das proteinas recombinantes por meio de cromatografia de
afinidade. Além disso, a GST pode atuar como chaperona, facilitando o dobramento das
proteinas corretamente e, assim, a proteina de fusdo pode ser produzida como uma proteina
soluvel e ndo em corpos de inclusdo. O plasmideo pGEX-4T-1 contém um sitio de clivagem
proteolitico reconhecido por trombina, possibilitando a clivagem de GST da proteina de
interesse apos a purificagdo da proteina de fusio (HARPER & SPEICHER, 2011).

Ap0s as reagdes de ligagdo entre os amplicons dos genes Dof e o plasmideo pGEX-4T-1,
transformou-se células termocompetentes de E. coli OmniMAX 2. A clonagem com o vetor
pGEX-4T-1 resultou em trés coldnias para o gene D00607, trés colonias para o gene D01698 e
nenhuma col6nia para o gene K00405.

Os clones foram avaliados por PCRs de colonia e pode-se confirmar trés clones positivos
para o gene D01698 e um clone positivo para o gene D00607, com amplicons resultantes de
~1 kb (Figura 20). Mesmo ap6s inlimeras tentativas de clonagem, nenhum clone de pGEX-4T-

1 foi obtido para o gene K00405.
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M123C|M455C

Figura 20. Eletroforese em gel de agarose a 0,8 % dos produtos das PCRs de colénia de E. coli OmniMax 2
transformadas com as reagdes de ligacio de pGEX-4T-1 ligado aos genes Dof. As bandas indicadas pelas
setas vermelhas correspondem aos fragmentos de tamanho esperado dos genes Dof inseridos no vetor de
expressdo pGEX-4T-1. Trés colonias de cada transformag@o foram testadas. Assim, 1-3 corresponde aos clones
de pGEX-4T-1-D01698, 4-6 corresponde aos clones de pGEX-4T-1-D00607. Apenas os clones 1, 2, 3 ¢ 5
apresentaram o fragmento de tamanho esperado. M, marcador de tamanhos de fragmentos de DNA 1 kb Plus
DNA Ladder (Ludwig Biotech) e C-, controle negativo.

Um clone positivo de cada construgdo obtida em pGEX-4T-1 foi escolhido para a
confirmagdo por sequenciamento e andlise da sequéncia génica. Todos os recombinantes

apresentaram as sequéncias nas fases de leitura correta (Figuras 21 e 22).
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Figura 21. Mapa de cobertura do sequenciamento de pGEX-4T-1-D01698. Imagem gerada pelo emprego do
programa SnapGene 2.7.1 a partir das sequéncias nucleotidicas originais de pGEX-4T-1 e da CDS do gene
DO01698. As setas vermelhas superiores representam os segmentos de pGEX-4T-1-D01698 cobertos pelos
sequenciamentos realizados e o sentido das setas indica o primer (forward ou reverse) utilizados para os
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sequenciamentos. Os tragos brancos no interior das setas vermelhas indicam gaps e mismatches identificados no
alinhamento.
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Figura 22. Mapa de cobertura do sequenciamento de pGEX-4T-1-D00607. Imagem gerada pelo emprego do
programa SnapGene 2.7.1 a partir das sequéncias nucleotidicas originais de pGEX-4T-1 e da CDS do gene
D00607. As setas vermelhas superiores representam os segmentos de pGEX-4T-1-D00607 cobertos pelos
sequenciamentos realizados e o sentido das setas indica o primer (forward ou reverse) utilizados para os
sequenciamentos. Os tragos brancos no interior das setas vermelhas indicam gaps e mismatches identificados no
alinhamento.

5.6.3 Expressao dos genes Dof em linhagens de expressao de E. coli

Os clones de pGEX-4T-1 contendo os genes D01698, D00607 e o vetor vazio (controle)
foram transformados nas linhagens bacterianas de expressao E. coli BL21 (DE3) Star, BL21
(DE3) CodonPlus-RIL e BL21 (DE3) pT-GroE conforme descrito na se¢cdo 4.9.5. Assim, por
PCRs de colonia, selecionou-se trés clones positivos para cada uma das linhagens
transformadas com cada gene (resultados nao apresentados).

Apos ensaio piloto, no qual testou-se a melhor condi¢do de inducdo da expressdo génica
nas condigdes de 1 mM de IPTG a 37 °C por 3 h e, em paralelo, a 20 °C por 20 h, foi
verificada quais linhagens bacterianas melhor produziram as proteinas recombinantes. A
escolha de uma baixa temperatura para a expressdo das proteinas recombinantes justifica-se
pelo fato de que baixas temperaturas diminuem a agregacdo das proteinas recombinantes in
vivo. A agregacdo ¢ devido a interagdes hidrofobicas que sdo favorecidas em altas

temperaturas. Além disso, a producdo de proteinas em temperaturas mais baixas apresenta um
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grande impacto na qualidade das proteinas produzidas. A estrutura conformacional e a
funcionalidade de proteinas recombinantes altamente soliveis aumentam quando a
temperatura da cultura ¢ reduzida (ROSANO et al,, 2014). Uma temperatura baixa favorece a
eliminagdo parcial de proteases ‘“heat shock” expressas em condigdes de superexpressao
(MOGK et al., 2002).

Com a linhagem E. coli BL21 (DE3) Star, nenhum clone produziu as proteinas
recombinantes de tamanhos esperados de acordo com andlises realizadas por SDS-PAGE
(resultados ndo apresentados). Com a linhagem E. coli BL21 (DE3) CodonPlus-RIL, uma
banda de tamanho esperado da proteina recombinante D01698 de peso molecular de ~58 kDa
(referente aos 32 kDa da proteina Dof e 26 kDa da GST) foi observado nos clones 1, 2 € 3 na
fragdo insolavel da indugdo a 20 °C por 20 h e, no clone 2, na condigdo de indugédo a 37 °C por

3 h (Figura 23).

50kDa

Figura 23. SDS-PAGE da resolucido de extratos proteicos derivados da fraciio insolivel oriundos de
culturas de E. coli BL21 (DE3) CodonPlus-RIL::pGEX-4T-1-D01698. A expressdo de trés clones positivos (1,
2 e 3) para cada uma das condi¢des de indugdo (1 mM de IPTG por 3 h a 37°C e/ou 20 h a 20 °C) foram
avaliadas. Na imagem, estdo representadas pelas setas as possiveis bandas de pesos moleculares esperados da
proteina D01698. Os melhores clones foram: 1-20h; 2-20h; 2-3h e 3-20h. As amostras estdo representadas pelos
trés clones (1, 2 ou 3) e cultivadas sob os tempos de 20 h ou 3 h. As amostras V2 e V3 expressam GST
(controle); M, marcador de peso molecular Broad Range Protein Molecular Weight Marker (Promega).
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Para confirmar a producao da proteina recombinante de interesse em E. coli, realizou-
se o ensaio de western blot com anticorpos primarios IgG anti-GST (Figura 24). Assim, foi
confirmada a producdo da proteina D01698 com massa esperada de ~58 kDa para todos os
clones avaliados e selecionados em SDS-PAGE. Outros fragmentos de menor peso molecular
foram também observados no western blot, o que possivelmente seja resultado de tradugdes
incompletas da proteina de interesse com a GST ou mesmo pela degradacdo das proteinas por

proteases presentes no meio (JENNINGS et al., 2016).
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Figura 24. Western blot da proteina recombinante D01698 em extratos proteicos da fracido insolivel
derivados da linhagem E. coli BL21 (DE3) CodonPlus-RIL::pGEX-4T-1-D01698. Seclecionou-se os clones
que tiveram melhor expressdo nas condigdes de indugdo (3 h a 37 °C ou 20 h a 20 °C). As setas indicam as
bandas de tamanho esperado para a proteina D01698 fusionada a GST, com massa de 58 kDa, e a banda de GST
(controle), com massa de 26 kDa. As bandas restantes indicam possiveis fusdes truncadas da GST com a proteina
de interesse e ou degradacdo das proteinas. Canaletas: 1, clone 1 - 20h; 2, clone 2 - 20h; 3, clone 2-3h; 4, clone 3-
20h e C+, pGEX-4T-1-vazio.

A expressdao de genes eucarioticos em E. coli ndo raramente leva ao acimulo de proteinas
insoltveis em corpos de inclusdo. A expressdo dos genes em um sistema heterélogo pode
acarretar na produc¢do de corpos de inclusdo e, assim, na insolubilidade das proteinas. Os
corpos de inclusdo sdo agregados proteicos que se formam pela deposi¢cdo de polipeptideos

mal dobrados. A insolubilidade pode ser originada por auto-agregacdo de intermedidrios
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conformacionais e pela agregacdo a componentes da membrana plasmatica durante ou apds a
lise da célula bacteriana (WINGFIELD, 2015). Desse modo, a presenga da proteina de
interesse D01698 na fragdo insoluvel dos extratos proteicos derivados de E. coli BL21 (DE3)
CodonPlus-RIL representa um problema para futuros estudos estruturais e funcionais.

Assim, testou-se a linhagem E. coli BL21 (DE3) pT-GroE, capaz de expressar as
chaperonas GroES e GroEL presentes no plasmideo pT-GroE sob o controle do promotor da
T7 RNA polimerase. Essas chaperonas estdo diretamente relacionadas com o correto
dobramento das proteinas e sua solubilidade (GUPTA et al., 2014). Apds a indugdo, bandas de
tamanhos esperados para cada gene Dof foram observadas por SDS-PAGE. Os trés clones do
gene D00607 tiveram expressdo na condigdo de indugdo a 20 °C durante 20 h e o clone 1 do
gene D01698 teve sua expressao em ambas as condi¢des de indu¢do. Ambos os clones de cada
gene tiveram sua expressao na fragdo solivel, comprovando a ag¢do das chaperonas no correto

dobramento e solubilidade das proteinas recombinantes (Figura 25 A e B).

(A) (8)
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Figura 25. SDS-PAGE da resolugio de extratos proteicos da fracdo solivel oriundos de culturas de E. coli
BL21 (DE3) pT-GroE:: pGEX-4T-1-D00607 e pT-GroE:: pGEX-4T-1-D01698. A expressdo de trés clones
positivos (1, 2 e 3) para cada uma das condigdes de indugdo (1 mM de IPTG por 3 h a 37°C e/ou 20 h a 20 °C)
foram avaliadas. (A) Na imagem, estdo representadas pelas setas pretas as possiveis bandas de pesos moleculares
esperados da proteina DO0607. Os melhores clones foram: 1-20h; 2-20h e 3-20h. As amostras estdo representadas
pelos trés clones (1, 2 ou 3) e cultivadas sob os tempos de 20h ou 3h. As mostras V1 e V3 expressam GST
(controle). (B) Na imagem, estdo representadas pelas setas pretas as possiveis bandas de pesos moleculares
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esperados da proteina D01698. Os melhores clones foram: 1-20h e 1-3h. As amostras estdo representadas pelos
trés clones (1, 2 ou 3) e induzidos pelos tempos de 20h ou 3h. As mostras V1 e V3 expressam GST (controle). As
setas em vermelho indicam as bandas de GST (26 kDa). M, marcador de peso molecular Broad Range Protein
Molecular Weight Marker (Promega).

Para confirmar a produgdo dos clones promissores foi realizado um ensaio de western blot
com anticorpos primarios IgG anti-GST (Figura 26). Assim, foi confirmado a producdo das
proteinas D0O0607 com tamanho de banda esperada de ~57 kDa (referente aos tamanhos de 31
kDa da proteina e 26 kDa da GST) para todos os clones avaliados. Apenas o clone um (1) do
gene D01698 induzido a 20 °C durante 20 h apresentou uma fraca banda no tamanho de ~58
kDa (Figura 26). Outros fragmentos de menor massa molecular e foram novamente detectados

no western blot.

D00607 D01698

52 kDa

GST

Figura 26. Analise por western blot da presenca das proteinas recombinantes Dof em extratos proteicos da
fracdo soluvel derivados da linhagem de E. coli BL21 (DE3) pT-GroE::pGEX-4T-1-D00607 e pT-GroE::
PGEX-4T-1-D01698. Selecionou-se os clones que tiveram melhor expressdo nas condigdes de indugdo (3 h a 37
°C ou 20 h a 20 °C). As setas indicam as bandas de tamanho esperado para as proteinas D01698 e D00607
fusionadas a GST, com massa de ~ 57 kDa, e a banda de GST (controle), com massa de 26 kDa. As bandas
restantes indicam possiveis fusdes truncadas da GST com a proteina de interesse e ou degradagdo das proteinas.
Canaletas: M, marcador de peso molecular Rainbow Marker- Full Range (Amersham); 1, D00607- clone 1-20h;
2, D00607- clone 2-20h; 3, D00607- clone 3-20h; 4, D01698- clone 1-20h; 5, D01698- clone 1- 3h e C+, pGEX-
4T-1-vazio.
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5.6.4 Producio das proteinas Dof em maior escala e purificacdo a partir de culturas de E.
coli

As linhagens de E. coli BL21 (DE3) pT-GroE correspondentes aos clones 1 de pGEX-4T-
1-D00607 e 4 de pGEX-4T-1-D01698 foram escolhidas para a produgdo das proteinas
recombinantes em maior escala. A linhagem E. coli BL21 (DE3) pT-GroE foi a tinica na qual
as proteinas Dof D01698 e D00607 acumularam-se na fragao soluvel. A condi¢do de inducao
a 20 °C durante 20 h com 1 mM de IPTG foi a escolhida para a expressdo génica em 500 mL
de meio de cultura 2XYT acrescido de 1 % de glicose. A adi¢do de glicose a0 meio mantém
baixa a expressdo da T7 RNA polimerase, prevenindo a indug¢do ndo-intencional das proteinas
(STUDIER, 2005). As cé¢lulas foram lisadas e o sobrenadante aplicado na resina
cromatografica, conforme descrito na se¢do 4.9.8.

A purificacdo das proteinas D01698 e DO00607 foi realizada por cromatografia de
afinidade, utilizando-se a resina de Glutationa Sepharose. Em paralelo, foi realizada a
expressdo da cepa de E. coli BL21 (DE3) pT-GroE carregando o plasmideo vazio para a
producdo das proteinas nativas(controle) da bactéria e de GST. As fragdes enriquecidas com as
proteinas Dof fusionadas com GST foram eluidas com tampao de elui¢do contendo glutationa
reduzida. As fragdes das purificagdes foram analisadas por SDS-PAGE e western blot.

A purificag@o das proteinas D01698 e D00607 ndo foi bem sucedida. Como demonstrado
na Figura 27A e 27B, uma banda muito fraca possivelmente correspondente a proteina eluida
D00607 ¢ detectavel em ~57 kDa por SDS-PAGE e por western blot. Nenhuma banda de
tamanho esperado foi detectada para a eluicdo da proteina D01698. Possivelmente, isso
ocorreu devido a expressdo de fragmentos truncados das proteinas de interesse fusionadas a
GST na por¢ao N-terminal e/ou pela clivagem por proteases produzidas pela bactéria. Além
disso, a adicdo de glicose pode representar uma desvantagem, ocasionando a baixa expressao
ou a inibicdo da producdo das proteinas recombinantes. Apos a fase de rapido crescimento
inicial, os produtos da degrada¢do metabolica da glicose tornam a cultura muito 4cida e,

assim, acarretam menor densidade celular na fase estaciondria (STUDIER, 2005).
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Figura 27. SDS-PAGE e analise por western blot de extratos proteicos derivados da fracio solivel oriundos
de culturas de E. coli BL21 (DE3) pT-GroE::pGEX-4T-1-D00607 e pT-GroE::pGEX-4T-1-D01698 e da
purificacdo das proteinas recombinantes Dof. (A) Analise por SDS-PAGE da resolugdo de extratos proteicos
na fracdo soluvel (S), das proteinas ndo retidas na coluna (NR) e das elui¢des das proteinas ligadas pela coluna
apos adicdao de glutationa reduzida. M, marcador de peso molecular Broad Range Protein Molecular Weight
Marker (Promega). (B) Analise por western blot para a confirmagdo da presenca dos produtos observados pela
purificagdo das proteinas Dof recombinantes. Estdo indicadas as proteinas totais na fracdo soluvel (S), as
proteinas ndo retidas na coluna (NR) e as eluigdes das proteinas ligas a coluna ap6s adi¢do de glutationa reduzida.
M, marcador de peso molecular Rainbow Marker- Full Range (Amersham); C+, pGEX- 4T-1-vazio (controle).
As setas indicam a banda com tamanho de ~60 kDa da purificag@o das proteinas.

Uma vez que ndo se obteve qualquer expressdo do gene D01698 nas condicdes testadas, a
expressao foi repetida nas mesmas condigdes de indugdo, porém, sem a adi¢dao de glicose a 1
%. Apos a indugdo das bactérias em cultura e a lise, a purificagdo das proteinas foi realizada
novamente nas mesmas condi¢des anteriores. Como representado na Figura 28, uma banda
muito fraca pode ser visualizada proximo a 52 kDa pelo ensaio de western blot (Figura 28B).
Como conclusado, a glicose a 1 %, utilizada anteriormente, realmente havia inibido a expressao
do gene D01698.

Embora as proteinas Dof D00607 e D01698 tenham sido detectaveis nas fracdes soluveis
dos extratos proteicos derivados de E. coli BL21 (DE3) pT-GroE contendo as respectivas
versoes de pGEX-4T-1-Dof, a expressdo dos genes Dof foram muito baixas, sendo necessario

testar novas condi¢cdes de inducdo para melhorar a produ¢do e acimulo das proteinas
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codificadas. Para isso, um meio mais rico de autoindu¢do, contendo lactose, podera ser testado

como primeira alternativa.

(A) (B)
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Figura 28. SDS-PAGE e analise por western blot da purificacdo dos extratos proteicos derivados da fraciio
soluvel oriundos de culturas de E. coli BL21 (DE3) pT-GroE::pGEX-4T-1- D01698. (A) Analise por SDS-
PAGE da resolugdo da eluicdo (E) da proteina ligada pela coluna apoés adigdo de glutationa reduzida. M,
marcador de peso molecular Broad Range Protein Molecular Weight Marker (Promega); C+, pGEX- 4T-1-
vazio (controle). (B) Analise por western blot para a confirmacio da presenga dos produtos observados apds a
elui¢do da proteina liga a coluna. M, marcador de peso molecular Rainbow Marker- Full Range (Amersham). A
seta indica a banda com tamanho de ~60 kDa do produto da purificagdo da proteina D01698 ligada a GST.

O sistema de expressao utilizando o vetor pGEX-4T-1 foi escolhido pois, como relatado
previamente, a fusdo de proteinas de interesse a uma tag grande de afinidade, como a GST,
pode apresentar grandes vantagens. As principais caracteristicas sdo o aumento da expressao,
da solubilidade (a superficie hidrofilica da GST promove a solubilidade da proteina
fusionada), da protecdo contra protedlise, do aumento do empacotamento (folding) e da
estabilidade das proteinas na fra¢do soluvel (ZHAN et al, 2001; YOUNG et al, 2012).
Entretanto, neste trabalho, a utilizagdo da fag GST ndo apresentou as caracteristicas
previamente mencionadas. Conforme os resultados apresentados, uma baixa expressdo dos
genes e o baixo acimulo das proteinas recombinantes correspondentes na fracdo soluvel da

linhagem E. coli BL21 (DE3) pT-GroE foram detectadas. Além disso, foi obtido uma maior
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acimulo da proteina Dof D01698 na fra¢do insoluvel da linhagem E. coli BL21 (DE3)
CodonPlus-RIL.
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6. Conclusoes e Perspectivas

No presente trabalho, plantas de A. thaliana foram geneticamente modificadas para
expressar os genes Dof D01698, D00607 e K00405 de E. grandis como passo inicial as futuras
analises que visam elucidar a funcdo dos mesmos, uma vez que ndo h4, na literatura, qualquer
estudo funcional das proteinas Dof de Eucalyptus. Ao longo do processo de selecdo das
plantas transgénicas resistentes ao antibidtico higromicina, varias plantulas foram perdidas por
contaminagdo por fungos in vivo ou no solo. Dessas plantas, obteve-se apenas duas linhagens
transformadas com o T-DNA de pH7WG2D contendo o gene D00607, duas linhagens para o
gene K00405 e nenhuma linhagem foi obtida para o gene D01698. Essas linhagens deverao
ser avaliadas por PCR e hibridizagdo por Southern blot para a confirmagdo do estado de
transgenia das mesmas. Um niimero maior de linhagens de plantas transgénicas devera ser
obtido e, assim, as plantas deverdo ser cultivadas até a obtencdo de linhagens homozigotas
para os genes Dof. ApoOs isto, a caracterizagdo molecular das plantas GM devera ser realizada
para confirmagao da transgenia por PCRs e Southern blots, determinagdo dos niveis de mRNA
por RT-qPCR e a determinagdo da presenca das proteinas Dof por imunodetecgdo. Estudos
anatomorfologicos deverdo ser conduzidos para determinar alteracdes dos fenotipos
resultantes da expressdo dos fatores Dof em A. thaliana. As plantas transgénicas de A.
thaliana capazes de expressar os genes Dof poderdo apresentar fenotipos promissores do ponto
de vista de formag¢do dos tecidos vasculares e crescimento/desenvolvimento, o que ¢ de
particular relevancia para a agrossilvicultura. Além disso, tratamentos com o regulador de
crescimento citocinina poderdo ser testados a fim de avaliar o fenotipo resultante nas plantas
transgénicas.

O estudo da localizagdo subcelular das proteinas Dof foi realizado por agroinfiltracdo
em folhas de N. benthamiana de linhagens de A. tumefaciens EHA105, portando versdes do
plasmideo pH7WGF2, capaz de promover a expressdao dos genes Dof em fusdo com o gene

codificador da proteina GFP. Como resultado destes ensaios, os sinais de GFP foram muito
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fracos e difusos no citoplasma e no nucleo das células vegetais. Novos experimentos de
localizagdo subcelular deverdo ser realizados, testando-se plasmideos de fusdo com a GFP C-
terminal. A expressdo transiente e a localizacdo subcelular das proteinas Dof poderdo ser
avaliados em protoplastos de A. thaliana. Embora represente um método muito mais
laborioso, espera-se que a qualidade das imagens seja muito superior em virtude da menor
complexidade estrutural, decorrente da auséncia da parede celular (YOO et al., 2007) e, como
consequéncia, maior confianga nos resultados de localizacdo das proteinas fusionadas.

Por fim, os estudos de expressao dos genes Dof de E. grandis no sistema de expressao
heterdlogo em E. coli resultaram na expressdo de duas proteinas Dof, D01698 e D00607. As
proteinas foram produzidas nas fra¢des soluveis da cepa E. coli BL21 (DE3) pT-GroE. A
presenca das proteinas recombinantes foi verificada por ensaios de western blot e a purificagdo
das mesmas foi tentativamente realizada por cromatografia de afinidade a GST. No entanto,
ndo se obteve sucesso na purificacdo das proteinas em estudo. Novos ensaios de expressao
deverdo ser realizados a fim de se aperfeigoar os passos de purificacdo ou, ainda, de aumentar
a expressdo dos genes e acimulo das proteinas codificadas. A confirmacdo adicional da
identidade das proteinas obtidas podera ser avaliada por espectrometria de massas. Uma vez
estabelecidas as Otimas condi¢des de expressdo e purificagdo, andlises funcionais e de
caracterizagdo das proteinas Dof poderdo ser realizadas como, por exemplo, a caracterizacao
funcional via gel shift e especificidade de ligagdo a promotores vegetais. Além disso, com a
proteina purificada, poder-se-4 produzir anticorpos Dof-especificos para futuros ensaios de
imunoprecipitacdo de cromatina, seguido por sequenciamento de nova geragdo (ChiP-Seq, do
inglés, Chromatin Immunoprecipitation Sequencing), o que permitira identificar os genes-alvo

de regulacdo e os locais de ligagdo dos fatores de transcricdo Dof ao DNA.
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7. Material Suplementar

7.1 Sequéncias dos Genes Dof

As sequéncias gendmicas, codificadoras (CDS) e deduzidas das proteinas dos genes
D01698, D00607 e K00405 estao representadas abaixo. As sequéncias 5’-UTR estdo
representadas em verde e as sequéncias 3’-UTR em rosa. Por fim, as CDS estdo representadas

em cor azul.

Gene D01698

Sequéncia gendmica do gene D01698:

>Eucgr.D01698 | Chr04:30508924..30511287 forward

TAGGACGTCCAGACACCCTCAAACATTCCTTTTCCTGCTTTCATAACCAGCTTCAACTAAAGCAGCTCATCT
CTCTCTCTCTCTTTTCTCTTTCTCTTTCTCTCTCTCTCTCTCTCCAAAAGCCAACTTATATCTTTGCCATCC
CTTTTAATCAAGAGCTCCCATCCATGGACACCGCTCAGTGGCCACAGGTAAGATAGATCCATCCATGTCCCT
TCTCTCACTCGATCTGCATCATCTCCTTCCTCTCTCTCTCTCTTCTTTTCCTTCTTGATGATTTGGCTGCTA
ATAAAGGGTAAAGTGATGCTGTTCTTTGAAGATGAAAGACGATCACTTCTTTTCTTTTCCTCCTCTCTCACC
TCACATAATAGCTGAGTGCAAAGTCTTTACTCTCCTTTGAATTCGGTCGTGCCTGTTATTGATAGTGTTTTC
CACTTTCCCTTCTCCTTTTCAATTACAGTCACCGAGAAAAAAGAAAAAGGAGAGAGAGAGAGAGAGAGGGAG
AGAGAGAGAGAGACGGTGCATTTTTATTTTCTGGGCTGATGCCAACTTTGAAAAAGTGAAAAGTGGGCTGTT
TTTGCTTTGTTTGTTGGTCTCGCTTTGTTGGTTTGTGTTCACCTTCTTCCTGTTTGCTTTCTCAGATTTTCA
GGGTTGATCTTCCCTTGTGTTTTGATCTTCATCTGCTCATGCTGCTACGGTTTCTTGATGCCTCTTTCATTT
CCCTTTTTTCGGCCTTTTTTTCTTTAGGAGATTGTGGTGAAACCAATAGAAGATATAGTCACAAGCACATGC
ACGGCAGCAGCCACCCCAAAGCCATCATCATCTTCGGTTTCGGAGAGGAAGCCAAGGCCGCAAAAGGAACAA
GCCCTCAACTGCCCAAGATGCAACTCCACCAACACCAAGTTCTGCTACTACAACAACTACAGCCTCACCCAG
CCCAGGTACTTCTGCAAGACCTGCAGGAGGTACTGGACTGACGGTGGGTCCCTCAGGAACATCCCTGTGGGC
GGTGGCTCCAGGAAGAACAAGAGATCATCGTCCTCAGCATCATCTTCTTCCTCGTCTTTCAATTCCTCATCC
AAGAAGCTGCCTGATCTGATCAGCACACCTGCGTCGAACCCTAACAACAAAGTGACACTTCATGAAGGCCAA
GATCTGAACCTGGCCTTCCCAAACCCTCACCATCATGATTTCAAGTCCATCTCTGAGCTGGTCCAAGTGCCA
AGCCTTGAGGCCAGCAAGAACCACCATATCTCTGCTAACTCTAGCTCCGCCGGTGCTTCCATGGCACCGCCG
CAGCTCTCGGCTCTGGAGCTGCTCTCGGGGATAACGTCGAGAGGTAGTTTCAGTTCGTTCATGTCGATGCCC
GTCCACGATCCAGGCTCCGTCTACACGCCTGGGCTGTTCGCACTGCCGGACTTCAAGCCGACCCTCAATTTC
TCTCTTGATGGCCTTGGGAGTGGGGGTTATAGGAGCCTCCCTAGTGTGCAAGAGGGTGGCACTAATGGAGGG
AGGCTCTTGTTTCCCTTTGAAGATTTGAAGCCAGTCTCAAGCACGAGTGATATGGAGCAGAATAGAGGAGAT
CAAGGAGACTCCAATGGATACTGGAGTGGGATGTTGGGTGGCGGATCGTGGTAAAGAATTAGTTTCAGATTA
ATGAAACAGAAAAAAAAAAAGAGAATAAATAATGAGTTTCTAGTTGTTCTTCTTTGGGTGTTAATTTACTTA
ATATCATCAGTTTCTCTCTGGTGGTGGCCGTGGCGGTGGCGGTGGCGGTGGTGGGTACATTTTCTTATGACT
TGTTGATTTTTCTTGGAAACTAACAGATGATAGGCTTATCGAGTGGGTTCCTTTCTCTCTCTATCTCTATTC
ATTACTAGCCCTCTTCATTGTCTTCTTTGCCTTGTGAAGACTGTTGGAGGGAATTGAAGCTTTCCTTTAGCG
TGTAGGGTTCAGCTTCAAGATCAAAAAGCTCCCCTCTGCATGTATGACTGTTGTATCGAAGGGGGGATATGG
ATTCGAAAAGGTGAGTTAATTAATGCCCATTTTTTTAGGGCATTTGAACGGGTGAGGGCATGAATTTTGCTC
ATCACTTCATCCTTCATCTTCCACACCCCACGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAG
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AGAGAGAGAGAGGGAGGGAGGGAAGGAGAGAGAGAGAGAGTAGAAAGTAACCCAGGTTTTATGTATGTTTGA
TGTTTGGTTTTGGGTTAAATTTAGACATGTTATGCTGTAATTGCACAATTAGTTCAATGAATTATATAGTTC
CTAATATTTCTACTGAACACTGTATCCTATTATCTGATCCTATGCAGATCTTTTGTTTTC

CDS do gene D01698:

>Eucgr.D01698.1 CDS
ATGGACACCGCTCAGTGGCCACAGGAGATTGTGGTGAAACCAATAGAAGATATAGTCACAAGCACATGCACG
GCAGCAGCCACCCCAAAGCCATCATCATCTTCGGTTTCGGAGAGGAAGCCAAGGCCGCAAAAGGAACAAGCC
CTCAACTGCCCAAGATGCAACTCCACCAACACCAAGTTCTGCTACTACAACAACTACAGCCTCACCCAGCCC
AGGTACTTCTGCAAGACCTGCAGGAGGTACTGGACTGACGGTGGGTCCCTCAGGAACATCCCTGTGGGCGGT
GGCTCCAGGAAGAACAAGAGATCATCGTCCTCAGCATCATCTTCTTCCTCGTCTTTCAATTCCTCATCCAAG
AAGCTGCCTGATCTGATCAGCACACCTGCGTCGAACCCTAACAACAAAGTGACACTTCATGAAGGCCAAGAT
CTGAACCTGGCCTTCCCAAACCCTCACCATCATGATTTCAAGTCCATCTCTGAGCTGGTCCAAGTGCCAAGC
CTTGAGGCCAGCAAGAACCACCATATCTCTGCTAACTCTAGCTCCGCCGGTGCTTCCATGGCACCGCCGCAG
CTCTCGGCTCTGGAGCTGCTCTCGGGGATAACGTCGAGAGGTAGTTTCAGTTCGTTCATGTCGATGCCCGTC
CACGATCCAGGCTCCGTCTACACGCCTGGGCTGTTCGCACTGCCGGACTTCAAGCCGACCCTCAATTTCTCT
CTTGATGGCCTTGGGAGTGGGGGTTATAGGAGCCTCCCTAGTGTGCAAGAGGGTGGCACTAATGGAGGGAGG
CTCTTGTTTCCCTTTGAAGATTTGAAGCCAGTCTCAAGCACGAGTGATATGGAGCAGAATAGAGGAGATCAA
GGAGACTCCAATGGATACTGGAGTGGGATGTTGGGTGGCGGATCGTGGTAA

Sequéncia da proteina D01698:

>Eucgr.D01698.1
MDTAQWPQEIVVKPIEDIVTSTCTAAATPKPSSSSVSERKPRPOQKEQALNCPRCNSTNTKFCYYNNYSLTQP
RYFCKTCRRYWTDGGSLRNIPVGGGSRKNKRSSSSASSSSSSFNSSSKKLPDLISTPASNPNNKVTLHEGQD
LNLAFPNPHHHDFKSISELVQVPSLEASKNHHISANSSSAGASMAPPQLSALELLSGITSRGSFSSFMSMPV
HDPGSVYTPGLFALPDFKPTLNFSLDGLGSGGYRSLPSVQEGGTNGGRLLFPFEDLKPVSSTSDMEQNRGDQ
GDSNGYWSGMLGGGSW*

Gene D00607

Sequéncia gendmica do gene D00607:

>Eucgr.D00607 | Chr04:11425442..11426515 reverse

ATGGAGCAAGAGAGCAAGCCACCGCCGCTGGATCGGAGGCCGACATCGAGGCCGGCCCAACCGGACGGACAG
CAACAGCCGCCGCCGCCGCACCACCAGCCCCAGAAGTGCCCTCGCTGCGACTCCATGAACACCAAGTTCTGC
TACTACAACAACTACAGCCTCTCCCAGCCCCGCTACTTCTGCAAGACCTGCCGCCGCTACTGGACCCACGGC
GGAACCCTAAGGAACGTCCCCGTCGGCGGCGGCTGCCGGAAGGCCAAGCGCTCCAAGTCCTCCTCCTCCTCC
TCCTCCACATCCGCCTCCGCCTCCTCCGGCGACAGCCTCACCCCGCACTCATCCCTGCAGGTCCTGCCTCAA
AGCCTCAGGGATGTTGCAGCTGGGAACCTGGCCCCACCGCCGGCCGCGGCGGCCGGGGAGGGGCCTCTGGGT
TACTCGTTCTATCCGGGAGGTGGGTTCTTGTCCTCTTTGGCGGCAGTTCAGTCTATCAACCAGAGCCAGCCC
TTCAACATTGGGGGTGCTACAACAAGTAACAACAACAGCAGCAACAATTTGGGCTTTTTCCAAGGGTTTGGA
GGTTTGGCTTCCTTAAGCAGCTCTCACCACCACCAGCAGATTCATCAACAAGCACAGTTTCTTCAGAGCGAT
TGGAGTCACGGCTTCGGCATGGGCAGTAATGCTAATACCGGTAGTAGTAGCAGTAACAATAATAGCCCTACT
ATTTCACATGTACATCATCAGCATGGTAACTTGTGGAGTGGAAGCACGAGCGCTGGTATTAGCGGTCACGGT
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GGCGGCGAGAGTAATAGAATCGGTCTGAATGTTAACCGCCCATCCGATCATCACCACTTGCCCCATCTTCCA
GGATTTGGCCCTCCTCCATAAGCTCTTTCTTCACATGATCAGTTGCTTCTGTGTTTCAAAATTTAAAGTTTG
GAATTAGCTTCTTGACGACGACGACGACTTTTTAGGTTATAAGATTCTTTGTCAAATTTTTCCCATACAATA
CACTGGTGGTGCTGAGTTTAGTTTTGTGGGATACAAATGAGGAATTGTATGAAATATTATTATGGT

CDS do gene D00607:

>Eucgr.D00607.1 CDS
ATGGAGCAAGAGAGCAAGCCACCGCCGCTGGATCGGAGGCCGACATCGAGGCCGGCCCAACCGGACGGACAG
CAACAGCCGCCGCCGCCGCACCACCAGCCCCAGAAGTGCCCTCGCTGCGACTCCATGAACACCAAGTTCTGC
TACTACAACAACTACAGCCTCTCCCAGCCCCGCTACTTCTGCAAGACCTGCCGCCGCTACTGGACCCACGGC
GGAACCCTAAGGAACGTCCCCGTCGGCGGCGGCTGCCGGAAGGCCAAGCGCTCCAAGTCCTCCTCCTCCTCC
TCCTCCACATCCGCCTCCGCCTCCTCCGGCGACAGCCTCACCCCGCACTCATCCCTGCAGGTCCTGCCTCAA
AGCCTCAGGGATGTTGCAGCTGGGAACCTGGCCCCACCGCCGGCCGCGGCGGCCGGGGAGGGGCCTCTGGGT
TACTCGTTCTATCCGGGAGGTGGGTTCTTGTCCTCTTTGGCGGCAGTTCAGTCTATCAACCAGAGCCAGCCC
TTCAACATTGGGGGTGCTACAACAAGTAACAACAACAGCAGCAACAATTTGGGCTTTTTCCAAGGGTTTGGA
GGTTTGGCTTCCTTAAGCAGCTCTCACCACCACCAGCAGATTCATCAACAAGCACAGTTTCTTCAGAGCGAT
TGGAGTCACGGCTTCGGCATGGGCAGTAATGCTAATACCGGTAGTAGTAGCAGTAACAATAATAGCCCTACT
ATTTCACATGTACATCATCAGCATGGTAACTTGTGGAGTGGAAGCACGAGCGCTGGTATTAGCGGTCACGGT
GGCGGCGAGAGTAATAGAATCGGTCTGAATGTTAACCGCCCATCCGATCATCACCACTTGCCCCATCTTCCA
GGATTTGGCCCTCCTCCATAA

Sequéncia da proteina D00607:

>Eucgr.D00607.1
MEQESKPPPLDRRPTSRPAQPDGQOOOPPPPHHQPOKCPRCDSMNTKFCYYNNYSLSQPRYFCKTCRRYWTHG
GTLRNVPVGGGCRKAKRSKSSSSSSSTSASASSGDSLTPHSSLOVLPQSLRDVAAGNLAPPPAAAAGEGPLG
YSFYPGGGFLSSLAAVQSINQSQPFNIGGATTSNNNSSNNLGFFQGFGGLASLSSSHHHQQOIHQQAQFLQOSD
WSHGFGMGSNANTGSSSSNNNSPTISHVHHOHGNLWSGSTSAGISGHGGGESNRIGLNVNRPSDHHHLPHLP
GFGPPP*

K00405

Sequéncia gendmica do gene K00405:

>Eucgr.K00405 | Chrl11:3626626..3628658 forward

GGCGATTTCCTTCTCAAACACTCCATTAAAGGCTTTTTTTTCTCTCCTCTCTTTCCTCTCTTTTCCCAGTCT
TCCCTTCACCTTTTCAGCTCCCCTCTTAAGCCATGGACAACGCAGCCCCATCTCAGTGGACTGCACAGGTAC
TCTCTCTCTCTTCCCCCAATACAATCATTTTCGGCTCAAGATTTTCTCTGCTCGAGTTGGTAGTTGGGGGCT
TTGTGGATAAAAACTTTTTCCTCTCTTTGTTCGATTGCTTTGTTCCTTCCCCCTTCGACTTCAAATCATAAA
GAAAAAAGAGAGGGGGAGGAAAGAAAAAAAGTTACCTTTTCTCCCCCACGAGATGATGTTCAGCAAGCAAAG
CCCTCCACTAAATACGCTTGAATATATGTTGCTGTCGTTTTGGAGATCTTTCTCGAGTCCTTGAAAGTACTG
CCGACTTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTTTCTCTCTTTTTCTTCTGTCTTCCTTCTGAAAAGTTA
TGATAATTTGTTTGTTTTGCTCTCTTCTGGCATAATCACTCTTCCAAAAGCCTTCAAAGCACACCTTCTTTG
CTTTGGTTTTCTGTCTTTTTGTTTGTTTGTTTCTGCTCTTATTCCCCTTGTCTGTCTCTATTCATTCTGTTT
TCTTCATGCCTTCCTTCCTTCCTTCCTATGGTTGTTTGAATTTCAGGGATTCCTTGGGGTGATTAATAATAA
CCCCCCAATGGAAATAGCATCATCACCGAGGCCCGTGTCCGTGAGCTTGCAAGAGATCAAGCCTACATGTGG
AACCACAACAACGAGCAGGCCGCATAAGGATCAAGCCCTGAACTGCCCCAGGTGCAGTTCAAGCAACACCAA
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GTTCTGCTACTACAACAACTACAGCCTCTCTCAGCCCAGATATTTCTGCAAGACCTGTCGGAGGTACTGGAC
TGAGGGTGGGTCCCTCAGGAACGTCCCTGTGGGTGGCGGCTCCAGGAAGAACAAGAGACCCTCTTCGTCATT
TTCTTCTTCGCCATCATCGAAGATCATCAAGCTTCCTGATCTGGTGGTGGGCCCGTCAAGTCTTCCTCAAAA
CCCTAAGACCCATGAAGCCCAACGAGACCTAAACTTAACATACCCACCTGATACTACTCCTACTACTGATCA
ACAAAATCCCAAGAGTAGCAGTGGAATTATTGCTTCTTCTTCAATGGGATTGAGCTTAAGCTCCTTCATGCC
GCACATGCCTGTAGCATCTGACTCAAGCTCCAACTTTTATGCGGCCGGTGGCTTGAATTTCCAGCATCTCCT
TGGTCTCAAACCGACGACATCCTCATTCGGTAGTTTTTCTGGACATGGGTTTGAGAGTGGTGGCTTTCTCGG
AAGCCTCCAAGGGTTGCAAGAGAGCGGCAATGGTGACGACAGTAATGATGGTGCGAAGCTGTTTTTTCCTGT
GGAGGATGGTTTGAAGCATCAAGTGACCAGTACTCCTCGTGTTGATGGTCAGTTTGGTCTTCAAAGTAGAGG
ACAAGGAGATCATTCAAATGGGTATTGGAATGGAGTGCTGGGCACTGGAGGATCATGGTGATTGATTGAGAA
AGATTGGTATTCGATCATCATCACACGCTTCAAGGGTTTTGATTTTTTTTTCTTTAACCTTTTATTTCTTCT
CTTCTTGGGATTGGATCGACTTGGTTGGGCTGGGGCGTTTGATGGGAACTAACAATCAGGGTTACATGGGAT
TTTCAACCCTTTTCCTTTCTTTCTTTTTGCCTATTATTTTCTCTCTCCCCTTTGTCTTTGAAGCTCATTTTG
GGGTTGGCTTCAGAAGCTAGTCTGGGAATACTGTATTAGGTGTTCTCAAGCGTGGTATAGAGAGTTAGAGAT
TTAAAGCTTAAACGAAGTCAGATGGGTCTCGTCTACTCAGTTTGTACAGTTTCAAGATGTCTGAATGGTTGA
TTGCTAATTATCTGTACGAGCATGTTCACTGTTGTTTGTGTTTCTTTTTACCCCCCTGAGCATGAATGAGTT
GGAATGATGGCAGACAA

CDS do gene K00405:

>Eucgr.K00405.1 CDS
ATGGACAACGCAGCCCCATCTCAGTGGACTGCACAGGGATTCCTTGGGGTGATTAATAATAACCCCCCAATG
GAAATAGCATCATCACCGAGGCCCGTGTCCGTGAGCTTGCAAGAGATCAAGCCTACATGTGGAACCACAACA
ACGAGCAGGCCGCATAAGGATCAAGCCCTGAACTGCCCCAGGTGCAGTTCAAGCAACACCAAGTTCTGCTAC
TACAACAACTACAGCCTCTCTCAGCCCAGATATTTCTGCAAGACCTGTCGGAGGTACTGGACTGAGGGTGGG
TCCCTCAGGAACGTCCCTGTGGGTGGCGGCTCCAGGAAGAACAAGAGACCCTCTTCGTCATTTTCTTCTTCG
CCATCATCGAAGATCATCAAGCTTCCTGATCTGGTGGTGGGCCCGTCAAGTCTTCCTCAAAACCCTAAGACC
CATGAAGCCCAACGAGACCTAAACTTAACATACCCACCTGATACTACTCCTACTACTGATCAACAAAATCCC
AAGAGTAGCAGTGGAATTATTGCTTCTTCTTCAATGGGATTGAGCTTAAGCTCCTTCATGCCGCACATGCCT
GTAGCATCTGACTCAAGCTCCAACTTTTATGCGGCCGGTGGCTTGAATTTCCAGCATCTCCTTGGTCTCAAA
CCGACGACATCCTCATTCGGTAGTTTTTCTGGACATGGGTTTGAGAGTGGTGGCTTTCTCGGAAGCCTCCAA
GGGTTGCAAGAGAGCGGCAATGGTGACGACAGTAATGATGGTGCGAAGCTGTTTTTTCCTGTGGAGGATGGT
TTGAAGCATCAAGTGACCAGTACTCCTCGTGTTGATGGTCAGTTTGGTCTTCAAAGTAGAGGACAAGGAGAT
CATTCAAATGGGTATTGGAATGGAGTGCTGGGCACTGGAGGATCATGGTGA

Sequéncia da proteina K00405:

>Eucgr.K00405.1
MDNAAPSQWTAQGFLGVINNNPPMEIASSPRPVSVSLOQEIKPTCGTTTTSRPHKDQALNCPRCSSSNTKFCY
YNNYSLSQPRYFCKTCRRYWTEGGSLRNVPVGGGSRKNKRPSSSFSSSPSSKIIKLPDLVVGPSSLPONPKT
HEAQRDLNLTYPPDTTPTTDQONPKSSSGIIASSSMGLSLSSFMPHMPVASDSSSNFYAAGGLNFQHLLGLK
PTTSSFGSFSGHGFESGGFLGSLQOGLQESGNGDDSNDGAKLFFPVEDGLKHQVTSTPRVDGOQFGLQOSRGQGD
HSNGYWNGVLGTGGSW*

81



7.2 Mapa do Plasmideo pXH2FS7

pXH2FS7

12,486 bp

Figura S1. Mapa do vetor pXH2FS7. Imagem gerada pelo programa SnapGene 2.5 a partir da sequéncia de
nucleotideos original (VIB). Sitios attB1 e attB2, sequéncias originarias da recombinacdo especifica pelo sistema
Gateway; Sm/SpR, gene de resisténcia aos antibidticos estreptomicina e espectinomicina, o qual possibilita a
selecdo de bactérias recombinantes; Hyg, gene de resisténcia ao antibidtico higromicina para selecdo de
transformantes em plantas; EgfpER, gene que codifica a proteina-reporter GFP) fusionado ao gene-reporter
codificador da proteina B-glicuronidase (GUS), sendo expresso sob o controle do promotor 35S e do terminador
T35S do CaMV; RB e LB, representam as bordas direita (“right border”) e esquerda (“left border”) do T-DNA
(KARIMI et al., 2002).
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