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Resumo / Abstract

Considerando-se a importdncia de se ampliar a base de
conhecimentos sobre os mecanismos biolégicos que causam mutagdes
espontdneas, o interesse do presente trabalho foi a caracterizagdo da
instabilidade genética da linhagem endogidmica de milho (Zea mays L.)
Ast222. Esta linhagem foi derivada de uma progénie instavel obtida do
retrocruzamento entre duas linhagens endogdmicas estaveis, a Ast-02 e a
L222, do Banco de Germoplasma do Depto. de Genética e Evolugédo - IB -
UNICAMP. A instabilidade genética da linhagem Ast222 ocorre nos genes
waxy (wx) e amylose-extender (ae), ambos atuando na via biossintética do
amido do endosperma. Polimorfismos de restrigio foram identificados
entre os alelos Wx e wx da linhagem Ast222, e também entre os alelos Wx
dos parentais L222 e Ast-02. Analises de PCR confirmaram a existéncia de
polimorfismo dentro da sequéncia codificadora do gene waxy entre as
progénies mutantes e normais, pois obteve-se amplificacdo de sequéncias
do alelo Wx e ndo do wx. Analises de northern blot demonstraram que o
endosperma mutante da linhagem Ast222 nZo contém mRNA waxy. Todos
estes resultados fortemente indicaram que a muta¢io waxy da linhagem
Ast222 deveria ser consequéncia de uma extensa alteragdo na sequéncia
nucleotidica deste gene, provavelmente uma dele¢do. A mutagdo waxy da
linhagem Ast222 ¢ estdvel, pois em aproximadamente 1.000 progénies
(>150.000 sementes) de gendtipo wxwx ndo se observou a reversdo do
fendétipo mutante para o normal. Esta caracteristica foi confirmada em
plantas F, e F,(Ast222wx-P147 x L222), pois as sementes normais
possuiam setores waxy e as sementes waxy nio possuiam setores normais.
O cruzamento de plantas Ast222wx-P147 com plantas da linhagem L222
resultou em progénies com altas frequéncias de sementes normais com
setores waxy. Como a linhagem L222 é estavel, a inducdo da instabilidade

somatica destas progénies foi entdo associada a progénie Ast222wx-P147,
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que ¢ um germoplasma que vem apresentando atividade de instabilidade
neste loco ha muitas geragdes. Assim, foi construido um banco gendémico
da progénie Ast222wx-P147. O clone Awx-4st222 obtido deste banco
gendémico consistiu de aproximadamente 11.3kb e foi inteiramente
sequenciado. O sequenciamento deste clone juntamente com os resultados
de polimorfismos de restricdo e de PCR do gendtipo Ast222wx
demonstraram que existe uma delecdo do intron 6 até o exon 14 do gene
waxy nestas progénies. Esta regido do gene foi substituida por uma
sequéncia de 1.9kb, que ndo possui similaridade com as sequéncias
nucleotidicas descritas no GenBank. Imediatamente apds esta sequéncia
desconhecida foi encontrada uma sequéncia de aproximadamente 1.3kb
com alta similaridade a LTR5’, ao PBS e ao inicio da regido gag do
retrotransposon PREM?2 de milho. Esta mesma regido também apresentou
similaridade com o retrotransposon Ji3 de milho. Em seguida a sequéncia
de nucleotideos com similaridade aos retrotransposons PREM2 e Ji3,
existe uma regido do clone que possui similaridade, em nivel de
aminoacidos, com as poliproteinas dos retrotransposons Tal de
Arabidopsis e Tntl de tabaco. Através de PCR, foi demonstrado que a
interrup¢do do gene waxy no intron 6 e a sua ligagdo com esta sequéncia
flanqueadora 3’ existe nas diversas progénies mutantes da linhagem
Ast222 e do F,(Ast222wx-P147 x L222), e estd ausente nas linhagens
normais. A existéncia de sequéncias com similaridades de nucleotideos ¢
de aminoacidos a retrotransposons na regido flanqueadora 3’ do alelo wx
permite a sugestdo do envolvimento deste tipo de elemento de transposigéo
com a indugio da mutagdo waxy na linhagem Ast222. Esta sugestdo €
fortemente sustentada também pelo fato de que as frequentes muta¢des nos
genes waxy e amylose-extender deste germoplasma foram observadas
sempre na diregdo do alelo normal para o mutante e sdo irreversiveis. Este
modo de acio do sistema que induz mutagdes no germoplasma Ast222 esta

de acordo com o descrito para os diversos retrotransposons, exceto pelo
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aspecto da frequente atividade na inducdo de muta¢des. Se for verdadeira a
hipétese sobre o envolvimento de retrotransposons na indu¢cdo da mutagéo
waxy neste germoplasma, esta seria a primeira descrigdo de ativagdo de
retrotransposon aparentemente nido associada a estresse ambiental e sim a
fatores genéticos do proprio genoma. Esta caracteristica distinta da
linhagem Ast222 indica que os mecanismos envolvidos na indugido da
mutagcdo waxy podem ser ocasionados por um novo retrotransposon, ou por
algum do tipo PREM?2 ou Ji3 com caracteristicas ainda ndo descritas. A
sequéncia flanqueadora 3’ do intron 6 do gene waxy poderia ser parte deste
putativo retrotransposon ativo. Este retrotransposon pode estar envolvido
diretamente com a instabilidade, causando mutagido devido a delegdo da
sequéncia codificadora no momento da inser¢io. Por outro lado, este
retroelemento poderia estar indiretamente associado com a instabilidade do
loco waxy da linhagem Ast222. No envolvimento indireto, pode ser que foi
gerada uma DSB para a inser¢do do retrotransposon. Esta quebra do
cromossomo poderia iniciar eventos de recombinagdo entre as sequéncias
homélogas dos alelos Wx e wx. Como o alelo wx possui uma delecdo, a
troca dos segmentos de DNA ndo ocorreria de maneira uniforme, levando a
delecdo do alelo Wx. Entdo, a ocorréncia destes eventos em células com
constante divisdo mitética para a formac¢io do endosperma originaria os
setores mutantes em tecido normal. Seja qual for o mecanismo responsavel
pela inducdo de mutagdes no loco waxy da linhagem Ast222, ele ¢

incomum e provavelmente restrito 4 este germoplasma de milho.



Genetic instability in the waxy gene of the Ast222 inbred line of maize

(Zea mays L.): a possible association with an active retrotransposon.

The objective of the present work was a molecular characterization of
the genetic instability existent in the Ast222 inbred line of maize (Zea
mays L.), aiming at a better understanding of molecular mechanisms that
cause spontaneous mutations. The Ast222 inbred line was derived from an
unstable progeny obtained from a backcross involving two stable inbred
lines (Ast-02 and L222). These lines belong to the Germplasm Bank of the
Dept. of Genetics and Evolution, IB, State University of Campinas. The
Ast222 genetic instability seems to be restricted to the waxy (wx) and
amylose-extender (ae) loci, both active in the starch biosynthetic pathway
of endosperm. Restriction polymorphisms were identified between Ast222
Wx e wx alleles, and the Wx allele of both parental lines Ast-02 and L222.
Polymorphism was confirmed by PCR analysis. Sequences of Wx normal
allele were the only ones possible to be amplified by using several PCR
primers. Immature endosperm of Ast222wx does not contain waxy mRNA.
These results strongly indicated that the Ast222 waxy mutations should be
a consequence of an extensive alteration in DNA sequence, probably a
deletion of a large number of nucleotides. The Ast222 wx mutation is
stable. As observed in approximately 1,000 progenies (>150,000 seeds),
the Ast222 mutant phenotype did not revert to the wild type. This
characteristic was confirmed in F, and F, (Ast222wx-P147 x 1L222) plants,
with high frequencies of somatic instability in the endosperm. In these
progenies, all mutational events were observed from normal to waxy
phenotype. The Ast222wx-P147 progenies were highly unstable,
generating high frequencies of waxy sectors in normal endosperm. Because
the L222 inbred line is stable, this somatic instability seemed to be
associated to the Ast222 inbred line, which is a genotype showing

instability in many generations. Therefore, the Ast222wx-P147 progeny
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was chosen to construct a genomic DNA bank. The clone Awx-4s5t222
consisting of about 11.3kb, was selected and sequenced. The results of
DNA sequence, and restriction plus PCR polymorphisms demonstrated a
deletion from intron 6 to exon 14 in the wx allele. This region was
replaced by about 1.9kb without similarities in the Genbank. Immediately
after this sequence, it was found a sequence of about 1.3kb with high
similarity to the LTR5’, PBS and beginning of the gag region of the maize
retrotransposon PREM?2. This same region was also similar to the Ji3
maize retrotransposon. Downstream of this sequence highly similar to
retrotransposons, it was found a region with aminoacid similarity to the
polyproteins of both retrotransposons Tal in Arabidopsis and Tntl in
tobacco. By PCR amplifications and DNA sequencing, it was demonstrated
that this same deletion at the intron 6 and the 3° flanking region are also
present in all Ast222wx progenies tested, and absent in normal inbred
lines. Sequences similar to retrotransposons at the 3’ flanking region of
the mutant waxy suggest an association of this kind of transposable
element with the induction of waxy mutation in the inbred line Ast222.
This suggestion is corroborated by the direction of these mutations always
from normal to mutant, and because they do not revert to the wild type.
These characteristics are in agreement with those described for different
retrotransposons, except by the high frequency of activity. If the
hypothesis on retrotransposon action inducing mutations in this maize
germoplasm is true, this would be the first description of retrotransposon
activation apparently without association with environmental stress. It
seems that the activation of this retrotransposon could be due to genomic
factors. The distinct Ast222 characteristic indicates that the mechanisms
inducing waxy mutations could be due to a novel retrotransposon, or to a
PREM? or Ji3 type not yet described. The 3° flanking region could be part
of this putative active retrotransposon. It could be directly involved with

instability, inducing deletion during its insertion in the coding sequence.
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On the other hand, this retroelement could be indirectly associated to the
Ast222 waxy genetic instability. In this indirect action, a DSB could be
generated allowing the retrotransposon insertion. The chromosome break
could lead to recombination between Wx and wx homologous sequences.
Because the wx allele has a deletion, this recombination could result in a
non-uniform DNA exchange and a deletion in the Wx allele. These events
occurring during mitotic division could generated mutant regions in
normal endosperm tissues. Apparently, the molecular mechanism inducing
mutations in the Ast222 waxy locus is unusual and probably restrict to this

maize germplasm.
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1- Introduciao

Os mecanismos intracelulares envolvidos mna geragdo de
variabilidade genética sio de grande importdncia para a adaptac¢do dos
organismos aos diferentes ambientes. A variabilidade genética ndo ¢
importante apenas na evolugdo dos organismos, mas é também muito
utilizada para o melhoramento de espécies animais e vegetais
economicamente exploradas. Existem trés principais fontes para a geracio
de variabilidade genética nos organismos, a muta¢do, a recombinacio de
sequéncias de DNA e a migracdo de individuos. A recombinag¢do e a
migrag¢do nédo sdo capazes de produzir varia¢do sozinhas. Portanto, toda a
fonte de variacdo deve ser a mutagdo.

Um dos principais mecanismos intracelulares geradores de mutagéo
sdo os elementos mdveis do genoma. Estes elementos foram descritos por
McClintock em 1951 através da identificagdo de algumas muta¢cdes em
milho (Zea mays L.) ocasionadas por genes que possuiam a capacidade de
mudar de posicdo no cromossomo, que mais tarde passaram a ser
denominados de elementos de transposi¢do. Os elementos de transposigédo
constituem um mecanismo intracelular capaz de produzir altas taxas de
muta¢do. Esta capacidade de induzir mutagdes deve ter sido fundamental
para a permanéncia destes elementos nos diferentes genomas no decorrer
da evolugcdo, uma vez que a frequéncia do surgimento de mutantes em
popula¢cdes naturais ndo € alta.

Até o momento, os elementos moveis do genoma foram encontrados
em todos os organismos onde foram procurados. O milho ¢ uma espécie
muito interessante para o estudo de elementos de transposigdo devido ao
grande numero de marcadores genéticos conhecidos. Varios destes
marcadores sdo mutantes envolvidos em vias biossintéticas, como exemplo
a via de produgdo de proteinas e carboidratos do endosperma. Os mutantes

destas vias podem ser facilmente detectados devido a alteragdes



morfoldgicas da semente em consequéncia de mudangas fisico-quimicas
nos tecidos.

Os elementos moéveis do genoma podem ser de dois tipos: os que
se transpdem de DNA para DNA - os transposons; € aqueles que se
transpdem via um intermedidrio de RNA - os retrotransposons. A a¢do dos
transposons nos genomas é bem estudada e caracterizada por sua alta
atividade de transposicdo e de indu¢do de mutagdes. A insercdo destes
elementos em genes em geral ocasiona a perda total ou parcial da fungio
génica. A excisdo do elemento de transposi¢do pode restaurar a atividade
do gene levando assim a reversdo do fendétipo. As mutaglSes geradas por
transposons s#0 na sua maioria instaveis. Pouco € conhecido sobre a
atividade dos retrotransposons de plantas, pois eles estdo praticamente
inativos nos genomas, sendo aparentemente ativados somente em
condicdes ambientais estressantes. Os retrotransposons tém sido descritos
como incapazes de se excisar, portanto a agdo deste tipo de elemento ndo
deve ocasionar a reversio do fendtipo. Desta maneira, as mutagdes geradas
por retrotransposons sdo estaveis. Sendo assim, tanto as muta¢des que
surgem em popula¢des naturais, como as que surgem em materiais de
bancos de germoplasmas podem estar associadas a agdo de elementos de
transposicao.

H4a alguns anos, algo inusitado ocorreu com progénies do Banco de
Germoplasma do Laboratério de Milho, do Departamento de Genética ¢
Evolucdo, IB, da Universidade Estadual de Campinas. Em progénies
retrocruzadas das linhagens endogdmicas Ast-02 e L222 observou-se o
aparecimento de varios tipos de mutantes de endosperma. O surgimento
destes mutantes foi atribuido & presenga de um sistema indutor de
mutagdes, j4 que estas mutagdes ndo existiam nos parentais. As progénies
resultantes do retrocruzamento foram autofecundadas por quatro geragdes
consecutivas, com o objetivo de caracterizar o sistema que levou ao

aparecimento concomitante destes mutantes de endosperma. Assim, foi



derivada uma linhagem endogdmica denominada Ast222. Durante quatro
geracOes de autofecundacdo (S7-S10) foram realizadas extensivas analises
genéticas de segregacdo dos genes waxy e amylose-extender, incluindo-se
teste de alelismo. Neste estudo, foram observados desvios de segregagio
altamente significativos para estes dois genes. As diferencas das
proporgdes das classes segregantes foram interpretadas como consequéncia
de instabilidade em células germinais. Nestas gera¢des, também foi
observado o aparecimento de sementes com instabilidade somatica para os
locos waxy e amylose-extender. A compara¢do dos resultados obtidos neste
estudo com os dados da literatura estimulou a formula¢do da hipétese de
que os desvios de segregacdo e a instabilidade somatica estariam
provavelmente ocorrendo devido a ag¢fo de um elemento moével no locos
waxy e amylose-extender da linhagem Ast222 (Branquinho, 1993).
Considerando-se a 1mportidncia de se conhecer melhor os
mecanismos bioldgicos que causam mutag¢les espontidneas e instabilidade

genética em plantas, o presente trabalho teve o objetivo de:
. Caracterizar o sistema indutor de muta¢Ges existente na linhagem
Ast222.
. Identificar a causa molecular da mutacdo waxy da linhagem Ast222.
. Caracterizar em nivel molecular as varias sublinhagens da linhagem

Ast222.
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2- Revisao Bibliografica

2.1- Genes envolvidos na biossintese do amido no endosperma de milho
Durante o desenvolvimento do endosperma, o armazenamento de
carboidratos inicia-se basicamente com a a¢do da enzima sacarose sintase,
que catalisa a conversédo reversivel da sacarose para UDP-glicose e frutose.
O gene shrunken, que codifica esta enzima, esta localizado no cromossomo
9. A mutag¢do neste loco reduz de 2 a 6% a atividade da sacarose sintase e
em 60% a quantidade de amido no endosperma (Choury & Nelson, 1976).

Os carboidratos metabolizados s@o basicamente acumulados na
forma de amido. Este importante componente de reserva € encontrado na
maioria dos tecidos em milho. No endosperma normal de milho encontram-
se dois tipos de cadeias de amido. Uma linear denominada de amilose, que
corresponde a 25-28% do amido e uma ramificada, a amilopectina, que
perfaz cerca de 75% do total de amido do endosperma. Aparentemente
existem vias Unicas para a sintese de amido nos diferentes tecidos ou ainda
pode existir uma regulagdo tecido-especifica da expressdo génica (Dang &
Boyer, 1989).

A biossintese de amido ocorre na matriz do amiloplasto, e tem sido
demonstrado que a ramificagdo e a desramificagdo do carboidrato ocorrem
na matriz antes da associagdo dos polissacarideos em grdnulos de amido
(Shannon & Creech, 1977). Varios genes envolvidos nesta via metabdlica
foram clonados. Entre eles estio os genes waxy (wx), € o amylose-
extender (ae) (Shure et al., 1983; Stinard et al., 1993).

Estudos comparativos demonstraram que a enzima ramificadora de
amido da folha é a BE Ila (Dang & Boyer, 1989). Sabe-se que o gene
amylose-extender é estrutural e codifica a enzima BE IIb (Alexander &
Creech, 1977). O mutante ae interfere na composi¢do do amido do
endosperma, porém n#o interfere na sintese deste carboidrato nas folhas.

Este fato indica que BE Ila e BE IIb se expressam independentemente.



Estudos mais recentes confirmaram a expressdo tecido-especifica deste
loco (Stinard et al., 1993). Segundo Shannon & Creech (1977), o mutante
ae altera a proporcdo de amido do endosperma apresentando 59,8% de
amilose. Além disso, a reduzida fragdo de amilopectina apresenta menores
pontos de ramificagdo do que a amilopectina encontrada no endosperma
normal (Dang & Boyer, 1989). Estudos do efeito de dosagem do alelo ae
demonstraram que a atividade enzimatica de ramifica¢do ndo se altera com
o alelo nulo. Com o aumento da dose do alelo 4e observou-se um aumento
linear na atividade ramificadora da enzima IIb (Dang & Boyer, 1989).

Outro mutante que altera a qualidade de amido no endosperma é o
waxy, que estd localizado no cromossomo 9 e foi descrito por Collins em
1909 (Alexander & Creech, 1977). O gene waxy codifica a enzima glicosil-
transferase que ¢ responsavel pela sintese de amilose. O gene waxy
apresenta expressdo tecido-especifica no grdo de pélen e no endosperma. A
regulacio desta expressdo € realizada em nivel transcricional, pois ndo foi
detectado mRNA Wx em tecido foliar (Kl6sgen et al., 1986).

Muta¢des no gene waxy produzem um fenétipo viavel e facilmente
distinguivel do selvagem. A identificacdo do mutante pode ser feita
visualmente no caso do endosperma, ou em reagdo com iodo para a
distin¢do do pdélen. A muta¢do neste loco ocasiona a conversio de todo a-
1,4-glucano em amilopectina no endosperma e no poélen. Portanto, o
mutante wx ndo sintetiza a amilose, que reage com o iodo no endosperma
normal. A falta de amilose resulta no fendtipo do endosperma sem brilho,
ou'seja ceroso (waxy), que da o nome ao gene. A facilidade de distingdo €
a ndo letalidade do fendtipo mutante permitiu o isolamento de mais de 40
alelos mutantes wx desde a virada século (Varagona et a/., 1992).

Analises moleculares do loco waxy tém revelado que os alelos
normais de muitas linhagens préximas apresentam polimorfismo no
comprimento de fragmentos de restricdo (RFLP) na regido flanqueadora 5’

do gene (Wessler & Varagona, 1985). Por outro lado, os alelos mutantes



caracterizam-se principalmente por dele¢des ou inser¢des de sequéncias

nucleotidicas na regido codificadora do gene (Varagona et al., 1992).

2.2 - Mecanismos geradores de variabilidade genética

A variagdo genética €é o combustivel para os processos
evoluciondrios. Existem trés fontes de variagdo: mutagdo, recombinagio
em sequéncias de DNA e a migragdo de individuos. No entanto, a
recombinagio por si sé ndo produz variacdo a menos que os alelos de um
mesmo loci sejam diferentes. De maneira semelhante, a migrag¢do nio
fornece variagdo se toda a espécie for homozigota para o mesmo alelo.

Portanto, a fonte de toda a variagdo deve ser a mutagéo.

Recombinacgdo genética

Recombinagdo genética ocorre em todos os organismos e pode ser
definida como a troca de sequéncias de DNA (Camerini-Otero & Hsieh,
1995). O evento inicial para ocorrer recombina¢éo ¢ a formagdo de quebra
em uma Unica fita do DNA ou nas duas fitas (Meselson & Radding, 1975).
A recombinac¢do pode ocorrer entre dois cromossomos ou dentro de uma
unica fita do DNA em uma grande variedade de processos biologicos em
células eucariotas. Entre estes processos estdo a meiose, variagdo
antigénica e a manuten¢io do numero de cdpias e homogeneidade de
sequéncia em familias génicas (Osman & Subramani, 1998).

Os trés principais tipos de recombinagdo sdo: homdélogas, sitio-
especifica e recombinagido ilegitima (nZo-homoéloga). A recombinacgio
homoéloga tipicamente ocorre entre duas sequéncias de DNA com regides
de homologia. A troca de segmentos de DNA pode ocorrer ao longo de
todo o cromossomo com qualquer tamanho de fragmentos homdlogos
(Osman & Subramani, 1998). Na recombinagdo homédloga a ligagdo da fita
dupla de DNA possui uma certa precisdo ¢ fidelidade, mas ndo ocorre em

sitios especificos. Como a troca de sequéncias de DNA pode ocorrer ao



longo dos dois cromossomos homdlogos, as proteinas envolvidas no
mecanismo de recombinag¢do ndo sdo especificas para uma sequéncia e
também n&do reconhecem sitios especificos de ligagdo no DNA (Camerini-
Otero & Hsieh, 1995). Entre os mecanismos de recombinagdo homdloga,
existe a recombinagdo ectdopica. Neste evento ocorre a troca entre
sequéncias de DNA que ndo estdo em posigdes equivalentes nos
cromossomos homodlogos (ndo-alélicas). A quantidade minima de
homologia necessaria para mediar a recombinagdo ectdpica parece ser de
1.9 a 4.3kb (Baker ez al., 1996).

A recombinagdo sitio-especifica ocorre precisamente entre locais
definidos na sequéncia de DNA das duas moléculas. A recombinagio sitio-
especifica, diferentemente da homdloga, ndo requer homologia total entre
as sequéncias. Os sitios para este tipo de recombinagdo sdo constituidos de
pequenas sequéncias de reconhecimento especifico para uma ou mais
proteinas que se ligam nas sequéncias para catalisar a recombinagédo
(Osman & Subramani, 1998).

A recombinagdo ilegitima ou ndo-homoéloga ocorre entre sequéncias
de DNA sem nenhum sitio preferencial e com poucos pares de bases
homoélogas. Os eventos ilegitimos sdo ndo-conservativos, pois eles
resultam em perda ou ganho de um pequeno nimero de nucleotideos no
sitio de recombina¢do de DNA (Osman & Subramani, 1998).

Os eventos de recombinagcdo meidtica sdo observados em todos os
eucariotos, mas os eventos somaticos s3o raros e frequentemente estdo
associados com um evento significante do desenvolvimento. Alguns
exemplos de eventos de recombinagdo somatica reguladas pelo ciclo de
vida do organismo sdo a formacdo de heterocisto em Anabena, a variagdo
antigénica em Borrelia e cultura de tecidos de plantas (Das et al., 1990).
Por outro lado, a recombinagio somatica pode ocorrer independentemente
de eventos significativos do desenvolvimento da planta, como demonstrado

em milho (Das er al., 1990; Hu et al., 1995). O alelo S do gene que



codifica a zeina de 27kDa ¢ constituido de dois segmentos de DNA, o gene
A e o gene B. Cada um destes segmentos possui uma cdpia funcional do
gene. O alelo S possui a capacidade de se rearranjar ativamente para
originar o alelo Ra, que possui apenas o segmento 4. A ocorréncia de
rearranjo € ocasionada por recombinag¢do entre os segmentos 4 ¢ B, que
leva a delecdo do segmento B. A frequéncia em que estes rearranjos
somaticos ocorreram foi considerada alta. Em individuos homozigotos
(S/S) a frequéncia de rearranjo € menor do que nos individuos
heterozigotos (S/Ra). Os rearranjos ocorreram na mitose, mas o produto do
rearranjo pode ser transmitido aos descendentes. Em todos os eventos de
rearranjo observados, a delegdo ocorreu sempre com o gene B ¢ sempre um
mesmo sitio novo formava-se na extremidade 5°. Esta observagio pode
indicar a existéncia de um mecanismo programado que ¢ sitio-especifico.
Extensivos estudos genéticos em milho tém demonstrado que as
duplicagbes em genes sdo estaveis. Por isso, a instabilidade do alelo S ¢
incomum e provavelmente especifica para o estoque genético da linhagem
A188 estudado. Nenhum exemplo de frequente rearranjo génico somatico
foi descrito, exceto quando os transposons estio presentes (Das er al.,
1990). Posteriormente descobriu-se que o rearranjo do alelo S pode estar
associado com a presen¢a de um retrotransposon, o Zeonl. Este elemento
est4 inserido no alelo S que se rearranja ativamente. Assim, foi sugerido
por Hu er al. (1995) a associagdo deste retroelemento com o rearranjo do
gene da zeina de 27kDa. Trés possiveis mecanismos foram sugeridos para
explicar o envolvimento da retrotransposi¢do do Zeonrnl com o rearranjo
somatico do DNA. O primeiro mecanismo proposto € iniciado com a
retrotransposicio do Zeonl no alelo S. Este evento pode ocasionar a
produgio de transcritos com um pedago da terminagdo 3’ do gene A.
Assim, um transcrito hibrido seria produzido e pode ser reversamente
trancrito porque ele possui o sitio para um primer de tRNA que funciona

como iniciador. Apds o evento de quebra da fita dupla do DNA (DSB) do



alelo S ocorre conversdo génica utilizando como molde o cDNA. Este
rearranjo de DNA resulta na delegdo do segmento B do gene da zeina de
27kDa. Este mecanismo exige que transcritos muitos longos fossem
reversamente transcritos. No segundo modelo, a recombinagio homodloga
ocorre entre as repetigdes do gene ou entre cromdtides irmis. O evento de
recombinagéo ¢ estimulado pela DSB do DNA para a integragdo do cDNA
na regido 5° do gene 4 da zeina de 27kDa. O terceiro mecanismo proposto
também necessita de quebras da fita dupla do DNA, mas a dele¢do do
segmento B e a inser¢do do Zeonl podem ter originado do mesmo evento
de conversdo génica. Nestes modelos existem alguns eventos que ndo sio
bem explicados pelos mecanismos propostos. De qualquer modo, em todos
esses modelos foi sugerido que a quebra da fita dupla do DNA pela
integrase € o primeiro evento a ocorrer no rearranjo do alelo S. Neste caso,
a regulacdo deste evento depende da transcricio e expressdo de um
elemento auténomo (Hu et al., 1995)

Os eventos de recombinagio homoéloga nio somente geram
variabilidade genética, como também tem sido mostrada a importante
fungdo deste mecanismo em reparar quebra da fita dupla do DNA. O reparo
de DNA ¢€ essencial para a manutengio e propagacio da informacéo
genética. As quebras na fita dupla dos cromossomos podem ocorrer
espontaneamente, ¢ também podem ser induzidas por agentes como metil
metasulfonato (MMS) e radiagdo ionizante. Em eucariotos, duas formas de
reparo tém sido identificadas. Uma que repara DNA homélogo, a
recombinagdo homdloga (HR), e a outra que repara DNA ndo-homdlogo, ou
seja, a jun¢do de extremidades de DNA ndo-homoélogo (NHEJ). O reparo de
DSB pela HR resulta em um preciso reparo da lesdo, mas requer a presenga
de sequéncias homdélogas no genoma, seja um cromossomo homoélogo ou
uma cromatide irmé (Takata er al., 1998). O reparo de lesio no DNA pela

HR € possivel porque a estrutura molecular gerada durante os eventos de



recombinacio mitética ou meiética dos cromossomos sdo semelhantes aos
que ocorrem no reparo de DSBs (Osman & Subramani, 1998).

Um outro mecanismo que aparentemente também estd envolvido com
o reparo de DSB de sequéncias ndo-homoélogas estd associado aos
retrotransposons. O reparo feito pelo retrotransposon ocorre devido a
existéncia de transcritase reversa destes elementos. Esta enzima produz
moléculas de cDNA que poderdo ser integradas no local da quebra do
cromossomo. A estrutura e a juncfo da sequéncia inserida sugere que o
reparo ocorre primeiramente por recombinagdo ndo-homdloga. Os estudos
que demonstraram o fendmeno de reparo de DSB por c¢cDNA foram
realizados com os elementos LI de humanos, Tyl de levedura e CREI de
Crithidia (Teng et al., 1996). Os mecanismos envolvidos neste reparo
devem ser muito simples e podem estar associado ndo somente com a
transcritase reversa dos retrotransposon, mas também com eles proprios.
Este modelo envolve a sintese direta de um cDNA e a migragdo desta
molécula para o local a ser reparado (Teng et al., 1996). Descobertas
corroborando este modelo foram descritas, onde observou-se a presen¢a de
fragmentos de DNA do retrotransposon Tyl em sitios de DSB do
cromossomo. Em cinco exemplos desta insergéo, quatro constituiram-se de
sequéncias de ¢cDNA da regido R-U5 da LTR do Tyl. Esta regido ¢ a
primeira parte do mRNA do Tyl a ser convertida no cDNA. A captura do
¢DNA ocorre por recombinagio nido-homoéloga em sitios pré-existentes de
DSB. Aparentemente, a captura de sequéncias deste elemento ¢
consequéncia da retrotransposi¢do do Tyl, embora a captura destes cDNAs
possa ocorrer sem a indugdo de altos niveis de mRNA do retrotransposon.
Existe a hipotese de que os cDNAs capturados sejam derivados de
elementos Tyl mutantes que sdo incapazes de completar sua
retrotransposigdo. Sugeriu-se que a captura destes cDNAs ocorre em sitios
a0 acaso ou em sitios de quebras programadas. Os eventos de captura de

sequéncias de DNA das regides R-U5 do Tyl no genoma aparentemente
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ocorreram varias vezes na historia evoluciondria das leveduras. A captura
de fragmentos de ¢cDNA nos sitios de DSB pode ser uma explicagdo para a
presenca de pseudogenes e dos elementos LINES e SINES em muitos
locais do genoma de mamiferos (Moore & Haber, 1996).

Uma outra linha de estudos que sugere que as DSBs sdo os
iniciadores naturais de recombinagdo homdloga. Evidéncias experimentais
foram obtidas em vdrios organismos, como Escherichia coli (Kobayashi,
1992), fago A (Myers & Stahl, 1994) e fungos (Strathern er a/., 1982; Sun
et al., 1989; Cao et al., 1990; Liu et al., 1995). Uma das enzimas que esta
sendo caracterizada como promotora de recombinag¢do € a endonuclease
HO. Esta enzima gera DSB em alelos de levedura, promovendo a conversio
génica quando o cromossomo quebrado é reparado por recombinagéio
homéloga com um alelo ndo clivado (Nickoloff er al., 1986; Ray et al.,
1988; Rudin & Haber, 1988). Foi testado se a endonuclease HO também
seria capaz de promover a recombinagcio homoéloga em Arabidopsis
(Chiurazzi et al., 1996). Neste estudo foi demonstrado que a expressdo da
enzima HO aumentou em 10 vezes a frequéncia de recombinagdo entre
sequéncias invertidas e repetidas de dois genes P-glucuronidase (GUS)
defectivos. A recombinacdo entre as duas repeticdes foi determinada por
estudos histoquimicos da atividade de GUS. Os resultados obtidos
permitiram sugerir que as DSBs dos cromossomos sdo ‘hot spots’ para a
ocorréncia de recombina¢do homdloga somatica em Arabidopsis (Chiurazzi
et al., 1996). Também foi reportado que a DSB do cromossomo pode
induzir a ocorréncia de recombinagdo homoédloga em calos de tabaco,
ocorrendo entre um loco cromossémico cortado e uma coépia
extracromossdémica presente em T-DNA introduzido(Puchta er al., 1996).
Estes resultados sugerem que duas coépias cromossémicas em plantas
podem recombinar-se eficientemente, se uma DSB for produzida em uma
das copias. No trabalho de Chiurazzi er al. (1996) foi demonstrado que a

expressido da endonuclease HO em Arabidopsis aumenta significativamente
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a frequéncia de recombinagio homologa somadtica entre repetigdes
invertidas no cromossomo. Outros experimentos tém indicado que a agdo
das enzimas envolvidas na excisio dos transposons originam DSB que
promovem a recombinag¢do homéloga em milho (Athma & Peterson, 1991),
Caenorhabditis elegans (Plasterk & Groenen, 1992) e Drosophila (Gloor
et al., 1991). A relagdo da presenca de elementos de transposigdo com a
inducdo de recombinagdo também foi descrita em Saccharomyces
cerevisiae. Em Saccharomyces, a recombina¢do homoéloga ocorreu entre
elementos Ty que resultaram em delegdo, inversd@o e translocagdo de
sequéncias de DNA (Boeke & Corces, 1989). Neste exemplo, pode-se
considerar que o retrotransposon foi a sequéncia homo6loga substrato para a
recombinacgdo.

Em milho, foi descrito que o elemento 4Ac induz a ocorréncia de
eventos de recombinacio no locus P (Athma & Peterson, 1991). O gene P
de milho é responsavel pela pigmentag¢do vermelha do pericarpo, da espiga
e de outros tecidos florais da planta. Este gene é flanqueado por dois
segmentos de DNA que sdo repetigdes diretas. Os alelos deste gene sé@o
denominados P com os sufixos indicativos da expressdo da colora¢do no
pericarpo e na espiga. Assim, o alelo P-rr condiciona o pericarpo ¢ a
espiga vermelhos (red), o alelo P-wr determina o pericarpo branco (white)
e a espiga vermelha, o alelo P-ww condiciona o pericarpo € a espiga
brancos. O alelo P-vv determina o pericarpo e a espiga de fenétipo
variegado (variegated). Este alelo P-vv é resultante da inser¢cdo de um
elemento Ac no alelo P-rr. O alelo P-vv origina espontaneamente o alelo
P-ovov, que condiciona a coloragdo laranja (orange) variegado (variegated)
no pericarpo e na espiga. Observou-se uma delecio de 17kb no alelo P-
ovov, que inclui 4.5kb do elemento Ac e 12.5kb do locus P. Esta delegédo
originou o alelo P-ww. Foi sugerido que o mecanismo envolvido na
geragdio do mutante P-ww estd relacionado com a DSB seguida de

recombinacdo entre as sequéncias diretamente repetidas que flanqueiam o
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gene P. Neste caso, a DSB pode ter sido feita pela transposase do elemento
Ac que esta neste loco. Ndo se sabe ao certo se o mecanismo de
recombinagdo ¢ dependente da atividade do elemento Ac, ou se o simples
aumento na distdncia, causada pela inser¢io do elemento entre as
repeti¢des seria suficiente para a ocorréncia do mecanismo de delegdo.
Neste trabalho foi sugerido que o elemento Ac¢ induz a recombinacio
homologa no locus P, devido a desestabilizagdo das sequéncias
diretamente repetidas que estdo flanqueando o gene (Athma & Peterson,
1991).

O primeiro exemplo descrito sobre a utilizagio de recombinagio
homdloga ectépica como um mecanismo adicional de reparo de DSB em
planta envolveu o elemento de transposi¢io 4Ac de milho (Shalev & Levy,
1997). Para este estudo foi construido um sistema no qual a atividade do
GUS seria restaurada pela recombinagdo entre duas sequéncias homdlogas
ectopicas em plantas transgénicas de tabaco, demonstrando assim, a
ocorréncia dos eventos de recombinagio. O modelo proposto para os
eventos de recombinagdo ectopica envolve varios passos. Primeiramente,
ocorre a excisdo do elemento que gera DSB, em seguida ocorre a
degradagdo de nucleotideos para exposi¢do da regido 3’ da fita simples do
DNA e entdo ocorre a invasdo de sequéncias homdlogas ao sitio hospedeiro
para que estas sequéncias sejam usadas como molde no reparo (Engels er
al., 1990; Nassif et al., 1994). O molde para o reparo do sitio hospedeiro
pode ser da cromatide irma, de sequéncias alélicas no cromossomo
homologo ou ainda de sequéncias ndo-alélicas (ectépicas) (Engels et al.,
1990). A excisdo do Ac induziu baixos niveis (10 - 107°) de recombinagdo
homologa de sequéncias gendmicas ndo-alélicas. As moléculas de DNA
recombinantes foram detectadas apenas em plantas com Ac, mas ndo em
plantas com o elemento ndo-autondémo Ds. Estes dados mostraram que a
recombinagdo homologa é usada para o reparo da fita de DNA apods a

excisdo do Ac em plantas transgénicas de tabaco (Shalev & Levy, 1997).



Outro elemento de transposi¢do que também estd envolvido com
rearranjos génicos € o Mu em milho. A presenca deste elemento no gene
Knl-O pode ocasionar varios tipos de rearranjos cromossémicos. Este gene
¢ um dos responsaveis pela morfologia da folha de milho, condicionando o
fenétipo ‘knotted’. O Kni-O ¢ composto por uma duplicagdo em tandem de
17kb. As duplicagbes sdo compostas de toda a regido codificadora mais
400pb de sequéncia flanqueadora 5° ¢ 10kb da sequéncia flanqueadora 3’.
Em alguns casos, a inser¢do do Mu aumenta a frequéncia de recombinagéo
no alelo Knl-0, criando alelos derivados nos quais o elemento e uma cdpia
da repeticio foram perdidos. Estes alelos derivados condicionam o
fenotipo normal. Em dois outros alelos derivados, ndo ocorreu a perda da
duplicagdo e no lugar do elemento foi inserido um fragmento de 1.7kb e
outro de 3kb. Estas inser¢des consistem de sequéncias que normalmente
sio encontradas em regido flanqueadora de uma das unidades de repetigéo.
Assim, os alelos derivados ficaram com a duplicagdo em tandem separadas
por inser¢des de sequéncias flanqueadoras. O alelo que possui a insergdo
de 1.7kb minimiza a expressio do fendtipo ‘knotted’. J& inserg¢do do
fragmento de 3kb suprime completamente o fendétipo ‘knotted’. A producgéo
destes alelos derivados foi explicada como sendo resultante de conversdo
génica que por sua vez foi estimulada pela DSB gerado pela excisdo do Mu
(Mathern & Hake, 1997).

Outro elemento de transposicdo que também estd envolvido com
quebras cromossdmicas é o Ds. Alguns destes elementos geram quebras
cromossdmicas que dio inicio ao ciclo de quebra-fusdo-ponte de
cromossomos. A quebra do cromossomo pode permitir a fusdo de
cromatides que originam entdo um cromossomo dicéntrico ¢ um fragmento
acéntrico (McClintock, 1946, 1948). Durante as subsequentes divisdes
mitéticas, as quebras e fusdes formam outros cromossomos dicéntricos e
fragmentos acéntricos, continuando assim o ciclo de quebra-fusido-ponte

(McClintock, 1938). Sabe-se que os elementos que predominantemente se
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transpéem diferem daqueles que predominantemente causam quebras
cromossémicas. Um dos elementos Ds que especialmente causa quebra em
cromossomos € o ‘double Ds’. Este elemento € composto de dois elementos
Ds, um inserido dentro do outro, em orienta¢des opostas. Este ‘double Ds’
foi encontrado em uma inser¢do no gene shrunken, causando quebra no
cromossomo 9 (Weck er al., 1984). A presenca de dois elementos Ds em
orientagdes opostas dentro do gene waxy também causa quebra no
cromossomo 9 (Weil & Wessler, 1993).

Contrariando as descrigdes de que os elementos de transposi¢do
podem estimular os eventos de recombinagdo, foi demonstrado que nos
locus Bz e Wx de milho este fendmeno ndo ocorre. A inser¢do do Ac em
heteroalelos wx ndo estimula a recombinagdo meidtica intragénica (Nelson,
1976). Fato semelhante também foi observado em heteroalelos b5z
resultantes da inser¢do do Mu (Dooner & Ralston, 1990). Visando avaliar
a existéncia ou ndo de interagdo entre recombinagdo homodloga e
transposon no locus bz, foi realizada uma ampla avaliagdo genética deste
gene. Neste estudo observou-se que a frequéncia de recombinac¢do meidtica
entre sequéncias homdlogas nio foi aumentada pela preseng¢a do Ac em
heteroalelos do bz. A presenca de sequéncias homoélogas tanto em trans
(cromossomo homologo) como em cis (duplicagdo em tandem) nédo
promoveu a recombinacio. A falta de interagdo entre a excisdo do Ac com
a recombinag¢do poderia ser devida a separacdo temporal ou espacial destes
eventos. Existem evidéncias de que estes eventos ocorrem em tempos
distintos. A transposi¢do do Ac ocorre durante a replicacdo do DNA na
fase S, antes do pareamento dos cromossomos homdlogos. A recombinagio
ocorre no zigoéteno, ou logo depois, ainda durante a primeira divisdo
meidtica, quando os cromossomos estdio pareados. Se a transposase tiver
uma ‘vida curta’, pode ser que ela nido esteja presente nos estagios mais
tardios da divisdo celular, quando ocorre a recombinag¢do meiética (Dooner

& Martinez-Férez, 1997a). Neste estudo, foi obsevado que a insercdo do
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Ac pode desestabilizar a duplicagdo do locus bz (Dooner & Martinez-
Ferez, 1997b). Além disso, foi sugerido que os elementos de transposi¢do
que sdo capazes de se excisar podem estimular eventos de recombinagéo,
porque eles criam DSB nos cromossomos no momento da excisdo. Por
outro lado, os elementos que ndo possuem a capacidade de se excisar,
claramente inibem a recombinagio meidtica em milho (Dooner, 1986;
Dooner & Martinez-Férez, 1997a).

Os varios estudos tém demonstrado que os eventos de recombinagio
ou rearranjo génico espontdneos geralmente, ocorrem em genes que
possuem repetigdo do proprio segmento génico ou de sequéncias
adjacentes. As evidéncias experimentais sugerem a importancia das DSBs
como iniciador dos eventos de recombinagido. Um dos principais agentes
de DSB nos genomas sido os transposons, por isso deve existir uma intima
relagdo entre os eventos de transposigdo com os de recombinagdo. Até o
momento, a maioria dos eventos de recombinagdo mitdtica descritas em
genes de milho envolveram a presenca de sequéncias repetidas e de

transposon.

2.3 - Elementos genéticos moveis

Os elementos genéticos moéveis foram originalmente descritos em
uma planta superior - o milho - pela citogeneticista Barbara McClintock,
quem nas décadas de 40 e 50, pela primeira vez definiu o conceito de
transposicdo. Desde entdo, elementos de transposicdo tém sido
identificados em todos os organismos até hoje pesquisados, desde as
bactérias até os eucariotos superiores (Finnegan, 1989; Grandbastien,
1992).

Os elementos moveis do genoma sdo divididos em duas classes
principais, de acordo com o seu mecanismo de propagacdo. Os elementos

da classe I, os retroelementos, que se transpdem via um intermedidrio de
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RNA (Boeke and Corces, 1989). E os elementos da classe II, os
transposons, que se movem de DNA para DNA (Finnegan, 1989). Os
retroelementos sdo elementos de transposigdo que possuem estruturas
semelhantes aos retrovirus, portanto comportam-se muito mais como tais
(Fosket, 1994). A diferenca entre eles é que os retrovirus codificam
proteinas que permitem sua montagem em virion infeccioso, que é liberado
da célula hospedeira, enquanto que os retroelementos ndo possuem esta
capacidade. O mecanismo de retrotransposi¢do € iniciado pela transcrigio
do elemento, formando assim um mRNA que serad utilizado como molde
pela transcritase reversa para a sintese da cdpia de DNA, que sera
novamente integrada ao genoma hospedeiro. Os genes necessarios para a
retrotransposi¢do sdo gag e pol, sendo que o pol codifica a transcritase
reversa e integrase, enquanto que o gag codifica protease (Fosket, 1994).

Dentro dos elementos da classe dos retroelementos existem dois
grupos: os que sdo flanqueados por extremidades longas e repetidas (LTR)
e os que ndo sdo flanqueados pelas LTRs. Os retroelementos que sdo
flanqueados pela LTR sdo denominados de retrotransposons, enquanto que
os do segundo grupo s3o denominados de retrotransposon sem LTR ou
retroposons. Os retrotransposons possuem uma LTR na extremidade 5’ do
elemento (LTR 5°) e uma outra LTR na extremidade 3’ (LTR 3°) e também
ORFs semelhantes aos genes gag e pol dos retrovirus. As LTRs tém sido
descritas como sequéncias contendo de 115pb a 4.2kb nos diversos
retrotransposons. Os retroposons possuem ORFs potenciais para codificar
transcritase reversa € RNase H e sdo terminados por uma regido rica em
nucleotideo adenina (Grandbastien, 1992).

Os retrotransposons usam um sitio de ligacdo de um primer (PBS),
para o inicio da transcri¢@o reversa da primeira fita de DNA. Em plantas,
em geral, o PBS é complementar & extremidade 3’ do iniciador de tRNA de
metionina. Este sitio localiza-se em uma regido logo abaixo da LTR 5’.

Para a sintese da outra fita de DNA, o inicio da transcri¢cdo ocorre em uma
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regiio de polipurina (PPT), que em geral esta localizada acima da LTR 3°.
As LTRs podem ser divididas em trés regides funcionais - U3, R e U5. As
LTRs dos retrovirus sio de tamanhos variados, e a maior variagdo ¢
encontrada dentro da regido U3. As regides R e U5 sdo as mais
conservadas nas diferentes espécies de virus (Temin, 1981). A regido U3
contém o promotor para a RNA polimerase II, com sequéncias regulatdrias
do tipo TATA e CCAAT boxes. A regido R € definida como um sitio de
poliadenilacdo e a U5 ¢ a regido abaixo deste sitio (Temin, 1981; Birnstiel
et al., 1985; Varmus, 1983). As LTRs possuem pequenas extremidades
invertidas e repetidas, em geral de 5-8pb, que quase sempre sdo iniciadas e
terminadas pelos dinucleotideos candnicos 5°TG...CA3’. Normalmente
existe uma repeti¢do direta na regido flanqueadora das LTRs resultante da
quebra e integra¢do do retroelemento no cromossomo. Os nucleotideos das
repeti¢des sdo sintetizados para reparo das fitas de DNA apéds a integragéo
do retroelemento, utilizando o DNA hospedeiro como molde (Purugganan
& Wessler, 1994). O numero de nucleotideos desta repeti¢cdo direta parece
ser variavel, geralmente constituindo-se de 4 a 8§ pb.

Dependendo da ordem dos seus dominios codificadores, os
retrotransposons podem ser classificados em dois tipos: copia e gypsy. No
tipo copia a integrase estd posicionada na regido 5’ da transcritase reversa,
enquanto que no tipo gypsy ela estd posicionada na regido 3°. A
transcritase reversa dos elementos do tipo copia é bastante conservada em
nivel de aminoacidos, porém em nivel de sequéncia de nucleotideos existe
uma divergéncia entre os diferentes elementos (Voytas et al., 1992).

Alguns exemplos de retroposons sdo os elementos nucleares longos e
dispersos (LINES) de mamiferos, os pequenos elementos nucleares
dispersos (SINES) de mamiferos e os elementos I de Drosophila. Em
plantas apenas poucos retroposons foram descritos, tais como o cind de
milho (Schwarz-Sommer er al., 1987), del2 de lirio (Leeton & Smyth,

1993), e mais recentemente o SI de Brassica (Gilbert et al., 1997). Por
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outro lado, os representantes dos retrotransposons de plantas sdo varios,
tais como o Bsl (Jin & Bennetzen,1989), Hopscotch (White et al., 1994) e
PREM-2 (Turcich er al., 1996) em milho, o Tntl de tabaco (Grandbastien
et al., 1994), Tos de arroz (Hirochika et al., 1992), e Athila de
Arabidopsis (Pélissier et al., 1995). O retrotransposon Bsl foi
caracterizado porque uma cdOpia do elemento inseriu-se no locus da 4dhl,
resultando em um alelo nulo da &4lcool desidrogenase (Jin & Bennetzen,
1989). O retroelemento Hopscotch também foi caracterizado porque gerou
mutagdo, a sua inser¢do no exon 12 do gene waxy resultou na muta¢io wx-
K (White et al., 1994). Ja o retrotransposon PREM-2 ni3o foi encontrado
dentro de sequéncias codificadoras de genes, mas em regides
flanqueadoras 5° (Turcich er al., 1996).

Os elementos da classe II, os transposons, contém uma regido
codificadora da transposase, enzima responsavel pela transposicdo, e de
extremidades invertidas e repetidas (TIR) (Fedoroff, 1989). Os transposons
tém sido classificados em familias. A identificagdo dos transposons dentro
de uma mesma familia depende da resposta a ativagdo por outro elemento,
através do reconhecimento da TIR. As familias sdo compostas de
elementos autéonomo e ndo-auténomos. O elemento ndo-autdénomo € ativado
apenas por um elemento autdonomo correspondente. Geralmente, o elemento
nio-auténomo é derivado de uma delegdo de nucleotideos do autdnomo
(Peterson, 1980). Um elemento autéonomo € capaz de promover a sua
propria excisdo e transposi¢do, independentemente de outros elementos.
Um elemento ndo-autdnomo nd3o € capaz de transpor por si so,
necessitando para tal da presen¢a do elemento autdénomo. Os elementos
auténomos sdo capazes de ativar um nfo-autdénomo tanto em cis como em
trans, suprindo-lhes as fun¢des necessarias para ativa¢do da transposigio.
Em milho, ha varias familias de transposons descritas, sendo as mais

conhecidas: 4c¢ (Activator, auténomo)/ Ds (Dissociation, ndo-autdénomo);
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Spm (Supressor-mutator, auténomo)/ dSpm (defectivo, ndo-auténomo); Dt
(Dotted); Mu (Mutator); Bg (Bergamo, autdénomo)/ rBg (ndo-autdnomo).

Os elementos moveis do genoma se distinguem ndo apenas pelo seu
mecansimo de propaga¢do, mas principalmente pelo comportamento
diferenciado e pelo numero de copias em que eles estdo presentes nos
genomas. Os transposons de plantas sdc conhecidos pela sua capacidade de
gerar mutantes. Ja os retrotransposons de plantas sdo mais conhecidos pelo
alto numero de copias que eles sdo encontrados nos genomas. Outra
caracteristica que distingue bastante os elementos mdéveis do genoma sao
seus processos de ativagdo. Os transposons podem ser ativados em
qualquer fase do desenvolvimento do hospedeiro, a frequéncia de
transposi¢do e o tempo de reversdo sdo regulados pelo proprio elemento
(McClintock, 1964). Por outro lado, os retrotransposons somente sao
ativados sob condi¢des ambientais estressantes (Wessler, 1996). Os
transposons possuem uma tendéncia de se inserir em regides codificadoras
e os retrotransposons em regides intergénicas (SanMiguel et al., 1996). O
movimento de excisdo do transposon permite que ocorra a reversdo do
fenotipo mutante para o normal (Wessler, 1988). Como a retrotransposigéo
é replicativa, as muta¢des geradas por estes elementos tém sido observadas

como nio reversiveis.

2.4 - Os retroelementos no genoma

A evolugdo dos elementos de transposicdo nos genomas

Embora numerosos elementos de transposi¢do tenham sido isolados e
caracterizados, pouco se sabe sobre a evolugdo molecular destas
sequéncias moéveis do genoma. O modo e o tempo necessarios para a
evolucdo, bem como as forgas que moldam as sequéncias destes elementos
¢ muito pouco conhecida. Porém, como os elementos de transposigéo

dependem de varios fatores do genoma hospedeiro, como a maquinaria
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para transcri¢do e traducdo, deve existir uma intima co-evolug¢do entre o
hospedeiro e o elemento. Para desvendar a origem dos elementos moéveis
dos genomas, uma série de questdes poderiam ser levantadas. Os elementos
de transposicdo seriam derivados de uma sequéncia progenitora que
habitava o ancestral comum a todos eucariotos atuais? Ou eles surgiram
em um determinado tempo seguindo a evoluc¢do dos principais grupos de
eucariotos como metazodrios, fungos e plantas (Flavell, 1992)?

Uma das hipoteses sugeridas para a origem dos elementos de
transposi¢@o de eucariotos é a de que eles teriam vindo dos elementos de
transposi¢do IS de bactéria (Cavalier-Smith, 1991 em Capy ef al., 1997).
Estes elementos representam inser¢des de sequéncias de DNA (IS) em
organismo procarioto. Esta hipdtese foi formulada com base nos dados de
compara¢do de sequéncias de dominios da transposase e integrase entre
diferentes organismos. Os estudos indicaram que os transposons e o0s
retrotransposons sio representantes de dois grupos monofiléticos, com os
elementos IS de bactéria aparecendo em varias partes da arvore. A posi¢do
que alguns elementos IS ocupam na arvore filogenética parecem indicar
que os dominios da transposase e integrase se originaram das bactérias.
Portanto, de acordo com estes autores, os transposons provavelmente se
originaram das bactérias. Por outro lado, tem sido mais dificil tentar
explicar a origem da transcritase reversa dos retrotransposons. A hipotese
sugerida € a de que a transcritase reversa teria se originado dos introns do
grupo II, depois da migra¢do do DNA de organelas para o nicleo em
eucariotos ancestrais (Cavalier-Smith, 1991 em Capy er al., 1997). Desta
forma, as enzimas integrase, transposase e transcritase reversa, essenciais
para a existéncia dos elementos de transposi¢do, podem realmente ter se
originado de um ancestral comum, considerando a origem simbidntica de
organelas. No decorrer da evolugdo estes dominios foram agrupados nos

eucariotos para iniciarem a formagdo dos retrotransposons, €
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posteriormente dos retrovirus com a aquisi¢do do gene env (Capy et al.,
1997).

Considerando-se a hipdtese de que os elementos de transposigdo
existiam em um ancestral comum a todos os eucariotos, entdo, as espécies
mais proximamente relacionadas devem conter elementos mais
relacionados. Por outro lado, as espécies mais distantes devem possuir
sequéncias de elementos mais distantes, supondo que a taxa de acimulo de
mutacdo em diferentes espécies seja constante. Desta forma os elementos
moéveis do genoma seriam transmitidos verticalmente no decorrer da
diferenciacdo das espécies. A segunda hipotese sugere que os elementos de
transposi¢do surgiram independentemente nos varios grupos e,
consequentemente, elementos semelhantes poderiam estar presentes em
espécies distantes (Capy et al., 1997).

Evidéncias experimentais que se enquadram nas duas hipdteses tém
sido encontradas. A justificativa para elementos semelhantes estarem
presentes em espécies distantes tem sido baseada na possivel ocorréncia de
transmissdo horizontal. Tem sido sugeridé que os mecanismos de
transmissdo horizontal poderiam ser vetores como virus, acaros ou
qualquer outro parasita externo (Flavell, 1992); ou ainda o cruzamento
entre espécies superando o isolamento reprodutivo (Purugganan &
Wessler, 1994). Portanto, a evolugio dos elementos de transposi¢do podem
ocorrer tanto por processos mutacionais durante a transmissdo vertical
como por transmissio horizontal entre as diferentes espécies. Assim, tem
sido sugerido que as duas hipéteses de dispersdo dos elementos moveis do
genoma ocorreram ou ainda ocorre nos organismos.

Exemplos da permanéncia de alguns elementos em espécies
distantemente relacionadas sio observados nos diferentes reinos. Como no
caso da familia de elementos Alu de humanos que esta presente em
espécies que se divergiram ha mais de 65 milhdes de anos atras. Os

elementos da familia Tourist de milho estdo também presentes em arroz,
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indicando uma conservag¢io de mais de 50 milh6es de anos. A permanéncia
dos elementos Alu e Tourist nos genomas durante todo este periodo
refletem o sucesso destas familias nos seus hospedeiros (Bureau &
Wessler, 1994a).

Outros exemplos de conservagdo de retroelementos tém sido
observados no género Zea, como ¢ o caso do Bsl que estd presente tanto
no milho como no teosinte. Tem sido sugerido que este retroelemento deve
pertencer ao genoma do genéro Zea desde antes da diferenciacdo do
teosinte em milho (Fuerstenberg & Johns, 1990). Os retrotransposons da
familia magellan, também pertencentes ao género Zea, apresentam uma
intima relagdo filogenética com os hospedeiros (Purugganan & Wessler,
1994). A comparacgdo do elemento magellan com a filogenia de espécies
do género Zea sugere que o padrdo de distribuigdo do elemento dentro
deste género resulta tanto da transmissdo vertical direta, como de
mecanismos de transferéncia entre espécies. Em sua maioria, as sub-
familias magellan parecem ter sido herdadas verticalmente, pois existe
uma correspondéncia entre a filogenia das subfamilias e suas espécies
hospedeiras. Os elementos magellan, que teriam sido transferidos de
modo horizontal, foram muito provavelmente transferidos para outras
espécies por cruzamentos interespecificos, que no género Zea geram
hibridos férteis e viaveis (Doebley, 1983). Refor¢ando esta hipdtese, estd a
teoria de que as espécies de Zea evoluiram em contato biogeografico no
México € na América Central (Doebley, 1990). Pode ser que os elementos
de transposi¢do sejam mais capazes de se mover entre os genomas das
espécies de plantas do que entre genomas animais, pois as plantas sdo mais
passiveis de cruzamento entre espécies (Purugganan & Wessler, 1994).

Considerando-se ainda os retroelementos, uma relagio filogenética
foi estabelecida através da comparagdo de sequéncias da transcritase
reversa. Um dos resultados sugeriu que os retrovirus teriam sido derivados

do grupo gypsy de retrotransposons, vindo mais tarde a adquirir o gene
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env, ganhando assim a capacidade de infectar novas células. Porém, um
dos problemas atuais desta hipdtese é que os retrovirus s@o restritos aos
vertebrados onde ainda ndo foram encontrados retrotransposons do tipo
gypsy. No entanto, tém-se encontrado evidéncias de que o grupo gypsy
contém uma ORF que ¢ tipica do gene env de retrovirus. Os
retrotransposons teriam, entdo, perdido o gene env ou foram os retrovirus
que ganharam (Pélisson et al., 1997)?

As similaridades moleculares entre o grupo gypsy e os retrovirus de
vertebrados e invertebrados sugerem que os retrovirus se originaram do
mesmo elemento do tipo gypsy que posteriormente adquiriram o gene env.
Porém, a hipétese de que algum retrovirus tenha se tornado defectivo pela
inativacdo deste gene tornando-se um elemento gypsy atual também néao
estd descartada (Pélisson er al., 1997).

Embora as técnicas de biologia molecular permitam um nivel de
entendimento mais profundo dos processos bioldgicos, os mecanismos
evolutivos que originaram os elementos de transposi¢cdo nio estdo bem
definidos. O fato de existirem sequéncias que possuem a capacidade de se
mover no genoma ja esta bem documentado, porém algumas questdes que
permeiam a existéncia, permanéncia e a evolugdo destes elementos
genéticos nos organismos permanecem ainda obscuras.

Existe a hipotese de que os elementos moéveis dos genomas S0
simplesmente entidades parasitas que prosperam nos genomas porque eles
se auto-replicam e possuem numerosos locais seguros para se refugiar
tanto dentro como entre genes. Por outro lado, a hipdtese de que os
elementos moveis prosperam nos genomas porque eles beneficiam seus
hospedeiros estda cada vez mais sendo sustentada por evidéncias
experimentais. Esta hipotese foi sugerida desde que estes elementos foram
descobertos por McClintock em 1951. Neste modelo, o efeito deletério da
transposi¢cdo poderia ser minimizado pela manuten¢do de elementos ativos

no estado imovel durante o crescimento normal do organismo. Em
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situagdes especiais, os elementos poderiam ser ativados, aumentando desta
forma a taxa de mutagdo e reestruturando o genoma. As populagdes
capazes de diversificar seus genomas rapidamente desta maneira poderiam
sobreviver mais facilmente, produzindo assim descendentes mais aptos
(Grandbastien er al., 1994).

A caracteristica fundamental de todos os elementos de transposigio
¢ a sua habilidade de se inserir em diferentes posi¢des no genoma e de
alterar ou nédo a fung¢io dos genes aos quais ele se associa. No entanto,
através da criagdo de variabilidade genética, eles podem desenvolver um
importante papel como fonte da plasticidade gendmica necessaria para a
evolugcdo. Os retrotransposons, cujo o ciclo de transposi¢do inclui um
intermedidrio citoplasmadtico, podem se transpor para locais que nio estédo
ligados ao sitio original de insergZo, representando uma alternativa
interessante para os convencionais transposons (Grandbastien ez al., 1994).

A transposi¢do ndo ¢ um processo ao acaso, sendo controlada por
varios sistemas regulatorios origindrios do prdoprio elemento, do organismo
hospedeiro e de sinais externos (Grandbastien et a/., 1994). O primeiro, €
mais bem estudado passo na regulac@o da retrotransposi¢do € a transcrigéo.
Esta etapa controla tanto a produ¢do do RNA gendmico, utilizado como
molde para a transcrigdo reversa, como a producdo de tipos de RNA
envolvidos na sintese de proteinas estruturais e cataliticas necessarias para
a retrotransposi¢do. A importdncia do controle transcricional € ainda mais
acentuada pelo fato que, em muitos casos documentados, a inducio
transcricional do elemento estd diretamente correlacionada com a sua
habilidade de mutar o gene no qual ele se insere (Grandbastien et al.,
1994).

A transcrigdo de retrotransposon em Drosophila é regulada por
padrbes temporais, tecido especificos e hormonais. Além disso, pode
também depender do gene no qual ele estiver inserido (Corces & Geyer,

1991). A regulagdo pos-transcricional também € um importante
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componente no controle da retrotransposi¢do. Este controle pode agir em
nivel do processamento ou estabilidade de proteinas. A eficiéncia de
leitura necessaria para a produ¢do de proteinas cataliticas também deve ser
um ponto critico na regula¢cdo da transcrigdo. Outro ponto chave na
regulagdo da retrotransposi¢cdo deve ser o controle do pareamento do
mRNA com o primer para a sintese de DNA por fatores da célula
hospedeira (Grandbastien et al., 1994).

Considerando-se que os retrovirus requerem proteinas cataliticas em
cis, os retroelementos também devem apresentar esta exigéncia. Assim, o
movimento de elementos defectivos seria reduzido, minimizando o efeito
mutagénico dos retrotransposons. Parece, entdo, que existem regras gerais
para um controle exato da atividade dos retroelementos, as quais seriam
fundamentais para preservar a viabilidade destes elementos nos genomas.
O modo pelo qual este controle é estabelecido parece, entretanto, ser
distinto para cada caso, sendo provavelmente resultado de uma longa co-
evolucdo de cada familia de elemento com o seu organismo hospedeiro
(Grandbastien er al., 1994). Sera que existe uma regra geral de evolugéo
para os genes, cromossomos e elementos modveis dentro de cada
organismo? Ou estes constituintes celulares estio sujeitos a diferentes
regras?

Tem sido sugerido que os retrotransposons evoluem 2-3 vezes mais
rapidamente que os loci nucleares convencionais (Purugganan & Wessler,
1994). A taxa de mutacdo das sequéncias dos retrotransposons deve diferir
significativamente da taxa de genes nucleares, pois a transcritase reversa
que ¢ a enzima responsavel pela replica¢do destes elementos ndo possui
atividade de reparo (Skalka & Goff, 1993). A evolugdo dos
retrotransposons deve ser governada por acumulos de mutagdes devido a
replicacdo celular e também por substituigdes maiores ocasionadas por
eventual retrotransposi¢do (Purugganan & Wessler, 1994). Varias espécies

de plantas possuem sequéncias de transcritase reversa altamente
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divergentes dentro do seu préoprio genoma. A heterogeneidade destas
sequéncias em parte ¢ atribuida a alta taxa de muta¢do associada com a
retrotransposigao.

A taxa de mutagdo durante um ciclo de transposigdo do
retrotransposon Tyl de levedura foi estimada em 2.5x10°, que ¢é tdo alta
como dos retrovirus (Gabriel er al., 1996). A populagio de RNA do
elemento Tntl de tabaco € altamente varidvel, pois em analises onde foi
amplificado por PCR um fragmento de 380 nucleotideos do RNA de Tntl,
a maioria dos clones amplificados sdo diferentes (Casacuberta et al.,
1995). Se um nivel de variabilidade semelhante ocorrer dentro dos 5.2kb
do restante do RNA do Tntl, pode ser muito raro encontrar duas moléculas
de RNA do Tntl idénticas (Duarte et al., 1994). O conjunto destas
moléculas originam uma popula¢do de RNA viral que vem se adaptando no
decorrer da evolugdo do organismo hospedeiro. A este conceito é dado o
nome de °‘quasispecie’, que foi desenvolvido para o entendimento da
dindmica populacional do RNA viral (Casacuberta er al, 1997).
Considerando-se que os retrotransposons possuem uma taxa de mutacio
elevada, assim como os retrovirus, poderiamos também considerar que eles
sdo uma ‘quasispecie’?

O elemento Tntl de tabaco ¢ um bom exemplo para se avaliar a
hipotese da existéncia de uma populacdo ‘quasispecie’ dentro dos
retrotransposons, pois ele ¢ um dos poucos retroelementos ativos em
plantas. Além disso, este retroelemento esta presente em um alto numero
de cépias no genoma de tabaco, com sequéncias bem heterogéneas. Como a
atividade do Tntl é baixa e ele possui um alto numero de cdpias, pode-se
deduzir que grande parte das copias sejam defectivas (Casacuberta et al.,
1997).

Considerando-se que a retrotransposi¢cdo € um processo replicativo o
numero de elementos ativos tende a aumentar exponencialmente. Se este

processo for ocorrendo dentro de um organismo, sem nenhum controle,
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estes elementos seriam deletérios para o organismo hospedeiro. Um dos
possiveis mecanismos que exerce este controle é a mutagdo de alguma
sequéncia do elemento, ja que a taxa de mutagdo é bastante alta entre os
retrotransposons (Casacuberta ef al., 1997).

Durante a retrotransposi¢do do Tntl frequentemente ocorrem
delecbes ou mutagdes em sequéncias regulatérias do elemento, originando
um retrotransposon defectivo. Nos eventos de transcrigdo, a transcritase
reversa deve produzir coépias ativas e inativas, formando assim uma
populagio de moléculas de Tntl intimamente relacionadas, mas diferentes
em sequéncia. Esta populagdo heterogénea de moléculas pode aproximar-se
da ‘quasispecie’ dos retrovirus. Algumas destas moléculas podem ter um
maior valor adaptativo, tornando-se bem sucedidas na co-evolug@o com o
genoma hospedeiro. Entdo, é possivel que o Tntl possua uma estrutura
populacional semelhante as ‘quasispecies’, o que poderia lhe conferir uma
alta capacidade adaptativa (Casacuberta et al., 1997). A taxa de mutagéo
dos retroelementos, de uma maneira geral, deve ser parecida com a do Tyl
de levedura, pois todos eles dependem da transcritase reversa que ¢
propensa a erros nos processos de sintese de qualquer organismo. Assim,
tem sido sugerido que os retrotransposons de uma maneira geral poderiam
ser ‘quasispecie’ (Casacuberta et al., 1997).

A atividade dos retrotransposons de plantas provavelmente foi muito
alta no passado, mas parece ser extremamente baixa nas plantas modernas,
pois a maioria dos retrotransposons presentes no genoma de plantas
representam elementos defectivos (Wessler et al., 1995). No entanto,
poucos elementos ativos, como o Tatl, seriam sufucientes para gerar uma

populacdo de RNA ‘quasispecie’(Casacuberta ef al., 1997).
O impacto dos retroelementos na estrutura genémica dos organismos
De acordo com Heslop-Harrison er al. (1997), as modificagdes nas

sequéncias de DNA que ocorreram durante a evolugdo do genoma de
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eucariotos ndo podem simplesmente ser atribuidas a substitui¢des de bases.
Algum processo mutacional mais complexo deve ter ocorrido. Tem sido
sugerido que os elementos de transposi¢cdo, e em especial os
retroelementos, seriam uma importante for¢ca evoluciondria que contribui
continuamente para a duplicagdo, dispersdo e rearranjo de sequéncias no
genoma eucarioto (Weiner er al., 1986).

Tem sido sugerido que os elementos moveis ou seus remanescentes
perfazem a maioria dos componentes do DNA repetitivo em eucarioto
(Flavell, 1986; Wright et al., 1996). Este DNA repetitivo entre genes ndo ¢
uma massa desorganizada entre os genes e sim uma composicdo de
retrotransposons intactos € organizados de uma maneira simples
(SanMiguel er al., 1996). Desta forma, a variabilidade de tamanho dos
genomas das vérias espécies estaria bastante relacionado com a abundaéncia
e com o arranjo dos retroelementos em relacdo aos genes. O aumento no
tamanho do genoma de plantas deve estar intimamente relacionado com a
transposigdo replicativa e ndo com a excisdo dos retroelementos (Wright et
al., 1996). Assim, os elementos que se transpdem via um intermediario de
RNA possuem mais copias do que os elementos que se transpdem via
DNA.

A familia A/u de retroposons representa ao menos 5% do genoma de
primatas (Deininger et al., 1992). O genoma do milho possui 78% de DNA
repetitivo (Bureau & Wessler, 1994a), desta  porcentagem
aproximadamente 50% tem sido estimado como sendo composto de
elementos altamente e medianamente repetitivos e de baixo numero de
copias (SanMiguel et al., 1996). Os blocos de diferentes misturas destes
elementos com 20-200 kb sdo espalhados pelo genoma do milho, que séo
enriquecidos pelas regides intergénicas hipermetiladas (Miller er al.,
1997). Em contraste com o genoma de milho, em cevada apenas um
retroelemento foi encontrado em um pedago de 60kb (Panstruga er al.,

1998). Em lirio, tem sido estimado que os retroelementos de/2 constituem



4% do genoma desta espécie (Gierl & Saedler, 1992). A familia de
retroelementos Athila representa 0.3% do genoma de Arabidopsis,
enquanto que a familia Ta representa 0.1% do genoma desta espécie
(Pélissier et al., 1995; Konieczny et al., 1991). O retrotransposon Bisl
representa 5% do genoma de trigo (Moore ef al., 1991). Os elementos de
transposi¢do podem constituir até 10% do genoma do homem, de rato e de
Drosophila (Pélissier et al., 1995).0 genoma mitocondrial de Arabidopsis
possui 372kb, dos quais 5% ¢é constituido de sequéncias semelhantes a
retrotransposon do tipo copia, gypsy e LINE (Knoop et al., 1996).
Considerando-se o milho como exemplo, onde no genoma existem
mutiplas familias de retroelementos com baixo nimero de cépias cada
uma, poderiamos imaginar quantas mil ou milhdes de distintas familias de
retroelementos devem existir em um unico organismo desta espécie. Em
contraste, espécies com genoma pequeno e compacto como Arabidopsis
geralmente possuem poucas familias de elementos moéveis, com um baixo
numero de cépias (Miller er al., 1997). Portanto, foi sugerido que a
variagdo espécie-especifica no numero de copias de elementos de
transposi¢do pode ser responsavel pela variagdo no tamanho do genoma de
plantas, e consequentemente ter um papel importante na diversificagdo das
espécies (Miller er al., 1997). Assim, os elementos moveis poderiam
contribuir para a evolugio do genoma das plantas (Grandbastien, 1992).
Anélises por PCR de dominios da transcritase reversa de elementos
do tipo copia de algumas variedades de arroz indicaram que estes
elementos estdo presentes em um numero de coépias que varia de moderado
a alto, em todo o genoma desta espécie. No entanto, foi detectado
polimorfismo entre as quatro diferentes variedades de arroz indica
comparadas com o grupo das quatro variedades japonica, polimorfismo
este capaz de distinguir nitidamente os dois grupos. Os resultados sugerem

que a heterogeneidade de sequéncias e a variabilidade de distribui¢cdo dos
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retrotransposons podem ser um dos fatores que contribuiram com a
diversidade genética em arroz (Wang et al., 1997).

Durante um recente processo evolutivo das espécies de Cruciferae
foi observado uma importante explosdo de amplificagdo do retroposon S1I
especifico para cada espécie. Esta explosdo sugere que a retroposigio do
S1 representa um processo dindmico podendo contribuir para rearranjos
genémicos, que eventualmente levaram ao isolamento reprodutivo das
espécies deste grupo (Lenoir ef al., 1997).

Os retroelementos ndo estdo presentes somente em genomas grandes
como milho, cevada e lirio. Também participam de genomas menores de
plantas, como Arabidopsis. Tem sido sugerido que a diferenca de tamanho
dos genomas maiores para os menores é a variedade e o nimero de cépias
dos elementos que sdo usualmente muito baixas, pois o numero de genes €
muito semelhante (Heslop-Harrison et al., 1997). Os genomas grandes
possuem retroelementos altamente repetitivos e de diferentes familias, em
um numero de cdpias completamente variado, como ¢ o caso das familias
dos retroelementos altamentes repetitivos de milho Opie, Cinful, Grande,
Huck e Ji, que perfazem mais de 25% do genoma de milho. Embora estes
elementos possuam esta alta participagdo no genoma, as suas sequéncias
apresentam pouca homologia com as sequéncias do banco de dados de
milho, este fato sugere que especificamente estes elementos evitam
insercdo em genes (SanMiguel er al., 1996). Em contraste com algums
DNAs moéveis de baixo numero de copias, como o Mul, que
preferencialmente se insere em genes (Cresse et al., 1995). Talvez, os
retrotransposons altamente repetitivos possam existir apenas se eles se
inserirem em regides intergénicas. Caso contrario, a célula hospedeira
poderia atingir um nivel letal de muta¢io (SanMiguel ef al., 1996).

Genomas eucariotos simples, como de Arabidopsis, nematdides e
levedura, primariamente consistem de genes justapostos de modo compacto

misturados com raros DNAs méveis. O genoma de Arabidopsis possui 70-



145Mpb com relativamente pouco DNA repetitivo (Leutwiler ef al., 1984
em Thykjaer er al., 1997). Nesta espécie, os genes estdo bem proximos,
pois foram identificados um gene a cada 5kb no cromossomo 4
(Blackbourn & Ingram, 1996 em Thykjaer ef al., 1997). Em contraste, o
genoma de ervilha é 30 a 40 vezes maior do que de Arabidopsis,
consistindo de até cerca de 70% de sequéncias repetidas distribuidas pelo
genoma, deixando pequenos trechos para sequéncias simples (Murray et
al., 1978). No genoma de cevada, foi estimado que provavelmente existe
em média um gene a cada 20kb (Panstruga et al., 1998)

As regides eucrométicas do genoma de Drosophila também sdo
pobres em repeti¢do e rica em genes, mas as f3-heterocromatinas consistem
de sequéncias repetidas em “tandem” e sequéncias varidveis de DNA
movel, fragmentadas e dispersas entre os genes isolados (Gatti &
Pimpinelli, 1992). O fato dos retroelementos fazerem parte dos DNAs
repetitivos, que podem estar localizados dentro de regides
heterocromaticas, nfo prova necessariamente que eles estejam
biologicamente inativos, pois vem sendo demonstrado que a
heterocromatina ¢ bem mais complexa do que se imagina, ndo sendo algo
geneticamente inerte. Um exemplo de heterocromatina de sequéncias
medianamente repetidas ¢ o de Drosophila que consiste de °‘ilhas’ de
atividade transcricional (McDonald er al.,, 1997). A heterocromatina
constitutiva de Drosophila melanogaster representa aproximadamente 30%
do genoma, sendo que esta é particularmente constituida de retroelementos
(Dimitri, 1997). Os retrotransposons do tipo copia de Allium cepa estao
distribuidos na eucromatina de todos os cromossomos, mas existe uma
maior concentracdo em regides heterocromadticas terminais (Pearce er al.,
1996).

Alguns retrotransposons com um alto nimero de copias, parecem ter
preferéncia por se inserir em outro elemento de transposi¢do. O

retrotransposon Zdell foi caracterizado porque uma copia de outro



retrotransposon, o Grande 1-4 estava inserido nele (Vicient & Martinez-
Izquierdo, 1997). Este é o caso também do Tpl de Physarum, que se
inseriu em outro Tpl (Rothnie er al., 1990). O retroelemento RIREI de
arroz, também se inseriu dentro de um outro membro da mesma familia
(Noma et al., 1997). O elemento Stowaway de milho foi encontrado por se
inserir no Tourist (Bureau & Wessler, 1994b). Ja o retroelemento PREM?2
de milho s6 foi caracterizado por estar inserido dentro de um elemento
PREMI1 (Turcich et al., 1996). Em outros retroelementos de milho,
descritos por SanMiguel et al.(1996), foi observado que os retroelementos
medianamente e altamente repetitivos tendem a se inserir em
retroelementos pré-existentes e também nos espagos intergénicos.
Aparentemente, os retroelementos com alto nimero de copias evitam se
inserir em regides gendmicas essenciais para a planta, como os genes,
tentando ser o menos deletério possivel para o genoma hospedeiro (Vicient
& Martinez-Izquierdo, 1997). Em contraste, Hirochika ez al. (1996)
encontraram o retrotransposon 7yl de arroz inserido em quatro posigdes
distintas, de trés sequéncias de genes coOpia simples e em apenas uma em
DNA repetitivo. Estes dados indicam que diferentes sub-familias de
retrotransposons podem comportar-se diferentemente, tanto com relacdo a
amplificagdo, como ao local de inser¢do (Heslop-Harrison et al., 1997).

De uma maneira geral os retroelementos nido possuem sequéncias
alvos preferénciais no genoma, no entanto as familia de elementos
invertidos repetidos Stowaway e Tourist possuem uma certa preferéncia de
inser¢do em sitios TA (Bureau & Wessler, 1992, 1994a). Este tipo de
preferéncia por sequéncia é também caracteristico de uma familia de
transposons de Caenorhabditis (Doak et al., 1994). Em levedura, os
retrotransposons Tyl e Ty3 possuem preferéncia para integrar em regides
acima de genes de tRNA ou em outro genes transcritos pela RNA

polimerase III. Os estudos desta preferéncia indicaram que a cromatina



influencia esta escolha pela integragdo do 7Ty3 com os aparatos da
polimerase (Zou & Voytas, 1997).

Como pode ser verificado, os elementos de transposi¢do tém uma
ampla participagdo nos genomas, contribuindo para um aumento
significativo de seu tamanho e também na geracdo de mutantes. Tem sido
considerado que os retroelementos desenvolvem uma importante fungdo na
geracdo de novos padrbes de variabilidade e de especiagdo, contribuindo
de certa forma para a geragdo da biodiversidade em plantas (Kumar ef al.,
1997; Heslop-Harrison et al., 1997).

Evidéncias de que os elementos de transposi¢do possuem outras
funcSes no genoma sem ser a de afetar a expressdo de genes tém sido
encontradas. Em Drosophila, foi identificado o primeiro exemplo de
elemento de transposi¢do com fun¢fo definida na estrutura cromossdmica.
Os retroposons HeT-A e¢ o TART sdo retroelementos presentes nos
teldmeros dos cromossomos de Drosophila, sendo restritos a estas regides.
Estes retroelementos parecem agir na célula prevenindo o desgaste das
extremidades do cromossomo, além de auxiliar na regulagido da divisdo
celular (Pardue et al., 1997). Os elementos LINE] parecem agir no reparo
de quebras cromossémicas (Hutchison ez al., 1989 em Pardue et al., 1997).
Em levedura, foi demonstrado que, na auséncia de recombinagido
homéloga, a quebra da fita dupla do cromossomo pode ser reparada por
retroelementos (Moore & Haber, 1996). Também foi observada a
associacio de retrotransposons do tipo copia com regides heterocromaticas
terminais de Allium cepa, que talvez estejam auxiliando na estabilidade

dos cromossomos (Pearce et al., 1996).

O impacto dos retroelementos na evolugdo génica
A hipétese de que os elementos moéveis do genoma afetam
dramaticamente a expressdo de genes surgiu da observacdo de sementes de

milho com fenotipo alterado e por andlises citolégicas (McClintock, 1951).



Portanto, desde entdo tém-se atribuido aos elementos moveis do genoma a
principal funcdo de criador de variabilidade genética frente a situag¢des
estressantes. Atualmente, outras fungbes tém sido atribuidas aos
retroelementos. A franca associagdo deles com genes tém sugerido a
contribuigdo destes elementos com o fornecimento de sequéncias
regulatorias para os genes no decorrer da evolugdo. Se esta contribuigdo
realmente ocorrer, os genes estariam sendo beneficiados pela transposicio
replicativa dos retroelementos, que pode distribuir as sequéncias
regulatérias em varios locais do genoma.

Robins & Samuelson em 1992 descreveram uma possivel
contribui¢do dos retrotransposons na evolugdo da regulagido génica nos
cromossomos de vertebrados. Evidéncias para esta contribui¢do foram
descritas em Drosophila (Miller et al., 1995) e em plantas (White et al.,
1994). O mecanismo molecular que fundamenta estas mutagdes
regulatérias mediadas por retrotransposons sdo variadas e diversas
(McDonald er al., 1997). Em alguns casos, foi observado que as sequéncias
regulatérias do gene, como sitio de iniciagdo e terminacio da transcri¢io
ou ainda sitios de ligacdo de proteinas, foram derivadas de elementos de
transposi¢do (Marillonet & Wessler, 1997).

Estudos da regulagdo génica em eucariotos indicam que o padrdo
geral da iniciagdo da transcri¢do resulta de efeitos aditivos de sequéncias
regulatérias em cis. Este padrdo de construgdo em bloco para as sequéncias
envolvidas na regulagio génica explica porque os elementos de
transposi¢do sdo capazes de reduzir ou alterar a iniciagdo da transcri¢do e
assim produzir novos padrdes de expressdo. Os movimentos de excis@o ¢
inser¢do de elementos de transposi¢@o na regido promotora podem deletar
ou rearranjar sequéncias regulatorias em cis. Além disso, a inserg¢ido do
elemento em sequéncias flanqueadoras 5° pode posicionar os promotores
do elemento proximo ao ‘TATA box’ de genes adjacentes. Esta

justaposi¢cdo pode alterar dramaticamente a expressdo génica, uma vez que
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o sitio de ligagdo da proteina envolvida na transcri¢do e transposigdo do
elemento pode agora tornar-se um novo modulo promotor agindo em cis, o
que pode influenciar a expressdo do gene adjacente. A maioria das
intera¢gdes transcricionais entre os elementos de transposi¢do e os genes €
provavelmente governada por processos comuns aos genes de planta. Até
mesmo a metilagdo dos elementos pode alterar ni3o somente a sua
expressdo, como a de genes adjacentes a eles (Weil & Wessler, 1990).

Pesquisas de similaridade com sequéncias do retroelemento
Hopscoth e de outros retroelementos do tipo copia de milho com
sequéncias nos banco de dados GenBank e EMBL revelaram que 21 genes
normais de plantas presentes nestes bancos possuem restos de
retrotransposons do tipo copia em regides flanqueadoras de genes, tanto 5’
como 3’ (White et al., 1994). Os elementos do tipo Tourist foram
encontrados em introns ou em sequéncias flanqueadoras de 23 genes de
milho e em um de cevada. Também foram encontrados elementos Tourist
em asociacdo com genes selvagens de duas outras gramineas, arroz € sorgo
(Bureau & Wessler, 1994a). Outra familia de pequenos elementos
invertidos e repetidos que esta associado com genes ¢ a dos Stowaway.
Esta familia foi encontrada em associa¢do com mais de 40 genes de plantas
listadas no GenBank e no EMBL (Bureau & Wessler, 1994b).

Através de pesquisa no GenBank foram encontradas sequéncias com
alta similaridade & LTR ou regides internas do PREM?2 nas proximidades
de 6 sequéncias gendmicas de milho. Entre estas estdo 3 genes nucleares
de poligalacturonisidase que s@o expressos em poélen, a subunidade A do
gene da desidrogenase gliceraldeido fosfato, o gene nuclear que codifica a
chaperonina 60 mitocondrial e também a sequéncia gendmica nao-
codificadora de milho que tem propriedades de replicagdo autbnoma em
levedura (ARS3) (Turcich ef al., 1996). No gene da chaperonina 60, a LTR
5> do PREM2 esta localizada na regido 5°, a aproximadamente 450pb do

primeiro exon. Na sequéncia ARS3, o fim da LTR 3 estd localizada um



pouco antes desta sequéncia, aparentando ser a terminagdo 5’ do ARS3. A
mesma regido po/ do PREM?2 foi encontrada em posi¢do idéntica na regido
57 de trés membros da familia multigénica da poligalacturonase. Em um
dos genes, a regido do PREM2 foi encontrada a 326pb do inicio da
transcrigio.

Um fato bastante interessante € que nenhuma das seis insergées
descritas para o PREM?2 ocorreu na regido codificadora de genes. Em
todos os casos, as sequéncias PREM?2 sio encontradas a pequena distidncia
acima da regido promotora (Turcich er al., 1996). Estes genes poderiam
entdo estar usando as sequéncias do PREM?2 como sequéncias regulatorias?
Possivelmente sim, ja que em outros trabalhos tém sido identificadas
sequéncias criticas para a expressio de genes eucariotos dentro das LTRs
de diferentes retroelementos (McDonald, 1990). A presen¢a de uma mesma
sequéncia PREM?2 exatamente na mesma posicdo acima da regido
promotora de trés genes da poligalacturonase levantou as suspeitas do
envolvimento deste elemento na evolugdo desta familia génica. Foi
sugerido que este retroelemento poderia estar facilitando a ocorréncia de
algumas das duplica¢des génicas que deram origem a familia multigénica
(Turcich er al., 1996). Entdo, a existéncia de um elemento facilitador da
duplicagdo génica seria mais uma possivel fun¢ido dos retroelementos nos
genomas, quem sabe um dos mecanismo criadores de familias
multigénicas.

Nas adjacéncias do gene da glutamina sintetase (GI/nl) de Lotus
japonicus foi encontrado um retroelemento incompleto do tipo copia, o
dRtpl. Este elemento estava 2.9kb acima do sitio inicial da transcrigdo.
Neste caso ndo se pode afirmar que o elemento esteja fornecendo
sequéncia regulatdoria ao gene devido & grande distdncia que ele se
encontra do promotor (Thykjaer ez al., 1997).

Trés eventos de inser¢do do retrotransposon Tntl no gene da enzima

nitrato redutase de Nicotiana tabacum resultaram em mutantes com a



producdo de RNA quiméricos. Os transcritos destes mutantes eram
constituidos pelo mRNA da NR contendo a sequéncia do Tntl, além da
expressdo de transcritos truncados devido ao término da transcrigdo
ocorrer dentro da LTR do Tntl (Pouteau et al., 1991).

Em tomate, a familia génica aminocyclopropane-l-carboxylate
oxidase participa da via biosintética para formagdo do etileno, que é um
importante fitohorménio envolvido no controle de muitos eventos no
desenvolvimento da planta e respostas a variagdes no ambiente. Em dois
genes da oxidase, LEACOI e LEACO-3, envolvidos nesta via foram
encontradas inser¢des de elementos méveis da classe I e II. Na regido
flanqueadora 5° do LEACO! foi encontrada uma inser¢do de um tipico
retrotransposon. Sequéncias semelhantes a este elemento também foram
encontradas em outros genes de tomate. Como o gene E4, que é um
promotor da resposta ao etileno, e também o gene 2477, que € especifico
do fruto. Hibridiza¢des com as sequéncias do retroelemento demonstraram
que este é altamente repetitivo no genoma de Lycopersicon esculentum. No
gene LEACO3 exitem duas inser¢bes de elementos semelhantes aos
Stowaway, uma delas na regido flanqueadora 5’ e a outra no intron 3.
Sequéncias semelhantes a este elemento invertido repetido também foram
encontradas por pesquisa em banco de dados nos genes Win2, gene
induzido por ferimento em batata e no gene 4Adh2 de tomate (Blume ef al.,
1997).

Os retrotransposons sio responsaveis por cinco das seis mutagdes
insercionais espontidneas estaveis do gene waxy de milho (Varagona et al.,
1992; Puruggannan &  Wessler, 1994; White er al, 1994).
Surpreendentemente, trés destes cinco alelos - wx-Stonor, wx-G e wx-B5 -
codificam alguma proteina WX com atividade enzimatica, embora possuam
elementos de 4.5kb, 5.6kb e 6.1kb inseridos em diferentes introns
(Varagona ef al., 1992). Nos trés alelos, a fraca expressdo do gene waxy no

endosperma resulta na sintese de transcritos selvagens apos a retirada dos



elementos junto com os introns, durante o processamento do mRNA.
Embora cada alelo produza mRNA selvagem, eles também produzem
transcritos alternativos que sdo resultantes da retirada de exons préximos
aos elementos (Marillonnet & Wessler, 1997). O alelo wx-G, por exemplo,
produz 30 vezes mais atividade enzimadtica no pdlen do que no
endosperma. Este alelo representa um dos poucos exemplos de
processamento diferencial para expressdo tecido-especifica em plantas.
Além de ser um exemplo inusitado de que a inser¢do de retroelemento em
regido codificadora de um gene pode causar uma alteragdo da expressdo
tecido-especifica (Marillonnet & Wessler, 1997).

O processamento de mRNA alternativo para a expressdo tecido-
especifica tem sido descrita em varios animais, enquanto que poucos
exemplos sd3o conhecidos em plantas. Recentemente, processamento
alternativo tecido-especifico foi demonstrado no gene da proteina H de
Flaveria trinervia (Kopriva et al., 1995) e o gene chorismate synthase de
tomate (Gorlach er al., 1995). Nestes dois casos ndo se sabe se o
processamento alternativo do mRNA resulta em consequéncias fisiolégicas
ou regulatorias. Em contraste a estes dois genes selvagens que sofrem
processamento alternativo, o alelo wxG € mutante de um gene que
normalmente ndo sofre processamento alternativo. As avaliagdes deste
alelo indicaram que o processamento alternativo do mRNA para expressdo
tecido-especifica ¢ semelhante em plantas e animais (Marillonnet &
Wessler, 1997).

No trabalho de Marillonnet & Wessler (1997) ficou evidente que o
alelo wx-G tem sua expressdo alterada em tecidos especificos devido ao
processamento alternativo do mRNA, que por sua vez é ocasionado pela
inser¢do de um retroelemento. Estudos prévios haviam demonstrado que a
inser¢do ou excisdo de elementos de transposi¢@o na regido flanqueadora
5° ou em sequéncias lideres ndo-traduzidas (URL) podem alterar os

pardmetros temporais e/ou espaciais de transcricdo (Weil & Wessler,



1990). Como o exemplo da excis@o do elemento Tam3 de Antirrhinum da
posi¢do -70pb do sitio inicial da transcricdo do gene pallida, que gerou
alelos com padrbes alterados de pigmentagdo floral (Coen ef al., 1986).
Fenémeno semelhante ocorreu no gene da Adhl de milho, onde a excisio
do elemento DslI da regido URL proporcionou um maior ndmero de
moléculas de mRNA no poélen comparado ao escutelo e raizes anaerdbicas
(Dawe et al., 1993).

Em 1994, Turcich & Mascarenhas descreveram o primeiro exemplo
de expressdo tecido-especifica de um retroelemento de plantas. Este
elemento foi denominado de PREMI, retroelemento de pdlen de milho,
que se expressa nos microsporos durante o desenvolvimento do pdlen. A
expressdo de elementos moveis nesta fase do desenvolvimento da planta
tem aspectos interessantes, pois as mudancas genéticas que venham a
ocorrer podem ser herdadas. Por outro lado, se a alteragdo for deletéria,
inviabilizando o grdo de polen, ela ndo serd nem percebida, pois existe
sempre um excesso de gametas masculinos.

Outros exemplos tém contribuido para ampliar os conhecimentos
sobre as provaveis maneiras em que os elementos de transposi¢do sio
capazes de diversificar a regulacdo génica e potencialmente contribuir para
a evolucdo da expressdo génica (Marillonnet & Wessler, 1997). Por
exemplo, em estudos usando o retrotransposon copia de Drosophila como
modelo, McDonald ef a/. (1997) concluiram que retroelementos podem ter
a tendéncia de acumular pequenas duplicagdes dentro das LTRs e em
regides lideres ndo traduzidas. Estas duplicagées podem ser geradas
durante a replicagdo do retroelemento, pois sio comuns erros durante o
processo de transcrigdo reversa. Os ‘enhancers’ sdo basicamente
compostos de uma série de pequenas sequéncias com dominios para
ligagdo de proteinas regulatérias. A formagdo destes complexos ‘motifs’
dos ‘enhancers’ pode ser resultado de eventos de recombinagdo desigual

entre retroelementos repetidos dentro do genoma. As regides ‘enhancer’de
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retrotransposons e de retrovirus sdo usualmente localizadas dentro da LTR
ou ULR. Os autores propdem que este teria sido um dos possiveis
mecanismos evolutivos que teriam originado os ‘enhancers’ em eucariotos
(McDonald er al., 1997). Se os ‘enhancers’ realmente se originaram dos
retroelementos, este acontecimento pode ser considerado um grande trunfo
na evolug¢do de sequéncias regulatdrias dos genes, pois estas sequéncias
podem ser simplesmente distribuidas aos diversos genes através da
retrotransposi¢do. Subsequentemente, cada gene pode ser selecionado com
ou sem os ‘enhancers’, ou adaptagies deles, que foram fornecidas pelo
retroelemento (McDonald et al., 1997).

Em geral, as teorias sobre a origem de novos genes durante a
evolucdo se focalizam principalmente em regiées codificadoras dos genes.
A duplicagdo génica pode representar um local de experimentagdo de
muta¢do, que pode alterar a fun¢do da proteina codificada sem perder a
atividade da copia original. Desta forma, o efeito deletério da troca seria
reduzido, permitindo talvez a evolu¢do de uma nova proteina com
possiveis vantagens adaptativas. Fol observado que genes duplicados
adotam frequentemente novas fun¢des decorrentes muito mais por trocas
em suas regides de controle do que exclusivamente por alteragdes em suas
sequéncias codificadoras. A hip6tese de que mutagdes em regides
regulatérias de genes sdo mais responsaveis pela diversificagdo funcional
dos genes do que as mutac¢des em regides codificadoras foi proposta por
Jacob em 1977 (Miller et al., 1997). A primeira evidéncia experimental
para este modelo foi a demonstragdo de que genes de origem comum, mas
distintos na sequéncia codificada, podem substituir um ao outro
funcionalmente, quando expressos sob controle apropriado de sequéncias
regulatdrias no embrido (Li & Noll, 1994).

Como discutido por Palmgren (1994), os retrovirus de vertebrados
podem, ocasionalmente e acidentalmente, adquirir de seu hospedeiro um

gene celular ou um fragmento do gene, que ndo tem uma fung¢do no ciclo
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de vida viral. Entretanto, a expressdo do DNA capturado pode influenciar
drasticamente as subsequentes células hospedeiras. O DNA hospedeiro
adquirido e modificado dentro de um retroelemento poderia se expressar
utilizando tanto o promotor da LTR como o promotor do gene no qual ele
estiver inserido. Uma vez que o retrotransposon se transpde via RNA, ele
deve ser capaz de trocar parte de sua propria sequéncia com a sequéncia
hospedeira, de uma maneira semelhante aos retrovirus. Um exemplo deste
evento foi observado com o retrotransposon Bsl de milho, que adquiriu
uma por¢io do gene que codifica a ATPase de membrana plasmatica
(PMPA). A aquisicdo deste segmento pode ter ocorrido por recombinagéo
de RNA com um transcrito do ancestral do elemento Bsl. Isto pode ter
ocorrido tanto por um evento de conversdo génica como por eventos
duplos de recombinagdo. Analises de clonagem e hibridizagio de
membranas com sequéncias de elementos Bsl indicam que varios outros
elementos desta familia possuem sequéncia do gene PMP4 em milho,
teosinte e tripsacum. Estes dados sugerem que o elemento Bs ancestral
teria adquirido a sequéncia PMPA antes da divergéncia destas espécies, ha
mais de um milhdo de anos atras. O fato de que nenhum retrotransposon
adquiriu parte de um gene celular, como os retrovirus frequentemente
fazem, sugere que o Bsl pode atualmente representar uma forma proviral
defectiva de um retrovirus. Este é o primeiro exemplo descrito de
retrotransposon que adquiriu uma por¢do de um gene celular normal. A
transducdo de genes celulares pelos retrovirus tem sido observada em
varios animais. Na maioria dos casos, o gene adquirido tem uma fungdo
oncogénica que fornece uma vantagem seletiva para a produgdo dos

retrovirus (Jin & Bennetzen, 1994).
Como os retrotransposons de plantas podem ser ativados
Varios estudos tém demonstrado que, diferentemente dos elementos

que se transpdem via DNA, os retrotransposons sao muito pouco ativos. As
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evidéncias sdo varias e entre elas podemos destacar o exemplo de arroz
onde ndo ocorreu alteragdo no numero de copias de retrotransposons entre
os diferentes cultivares até o momento. Em algumas espécies selvagens de
arroz foi sugerida a presenca de retrotransposons ativos, entretanto nio foi
observada uma evidéncia direta da retrotransposi¢do (Hirochika, 1997).

Em estudos de retrotransposons de plantas tém sido verificado que,
de um modo geral, eles se tornam ativos em situagdes muito especificas,
que foram chamadas de ‘choque gendémico’ por McClintock (1951, 1956),
resultando em uma traumdtica recomposi¢do do genoma. Tais mecanismos
podem fornecer a plasticidade gendémica necessdria para a adaptagio de
situagdes ndo-usuais. Esta possibilidade de reestruturagdo em resposta a
uma troca ndo programada poderia ser importante em plantas que néo
podem mover-se para escapar de estresses ambientais. Assim, os
retroelementos desempenhariam um importante papel nas populagdes de
plantas (Grandbastien, 1992).

Tém sido apresentadas evidéncias de que varios fatores ambientais
podem levar a ativag¢do dos retrotransposons, fatores estes associados a
condi¢des estressantes para a planta, tais como infecg¢do por fungos ou
virus, ferimentos e condi¢Ges de cultura de tecidos. Em tabaco, somente
foi observada a ativagdo do promotor da LTR 5’ do retroelemento Thntl,
apos a digestio da parede celular com um extrato de fungo para obtengio
de protoplastos. Foi entdo sugerido que este retrotransposon pode ter sido
ativado como uma resposta defensiva da planta (Pouteau er al., 1991). A
ativagdo do Tnrl também foi observada em plantas atacadas por virus e
bactéria (Grandbastien et al., 1997). A ativagcdo da transcrigdo ocorre
dentro da regido BII da regido U3 da LTR, que estd regido estd associada
com a sinalizacdo da defesa em cascata (Vernhettes ef al., 1997). A regido
BII ¢ constituida de repeti¢des em ‘tandem’, de modo bastante semelhante

aos ‘motifs’envolvidos na ativagido de varios genes de defesa em planta. A



ativagdo do Tntl pode ocorrer também por fatores abidticos, como
ferimento do tecido e aplicagdo de salicilato (Grandbastien et al., 1997).

A atividade dos retroelementos Ttol-2 de tabaco foi detectada em
células de cultura de tecidos e em plantas regeneradas, mas ndo em células
intactas de plantas normais. Estes elementos ndo somente foram detectados
em nivel molecular, como observou-se a ocorréncia de aumento no numero
de cépias do Tto (Hirochika, 1993). Alguns anos depois, foi também
demonstrado que a transcrigdo do Tfel foi ativada nas condi¢des de cultura
de tecidos e posteriormente elevada na formagédo de protoplasto (Hirochika
et al., 1996). O ferimento na folha de tabaco e tratamento com metil
jasmonato também levam a expressido deste retroelemento. A expressio de
RNA do Ttol apés o ferimento foi mais induzida em folhas jovens do que
em folhas mais velhas, sugerindo que a resposta ao ferimento é dependente
de fatores do desenvolvimento ou fisiolégico da planta. Experimentos de
fusdo da LTR do Ttel com o gene GUS revelaram que este retroelemento
contém regides regulatérias em cis que respondem ao ferimento e ao metil
jasmonato. Embora ocorra a ativacdo de retroelementos sob condigdes
estressantes, ndo se sabe se os retrotransposon ativados desta maneira sio
herdados em condi¢des naturais. Recentemente foi demosntrado que o
retrotransposon Tf7ol também pode ser ativado por infeccdo viral e acido
salicilico (Takeda er al., 1998).

A ativagio dos elementos Tosl0, Tosl7 e Tosl9 de arroz foi
detectada em cultura de células, mas n3o em plantas com crescimento
normal. O mais ativo deles foi o Tosl7 e portanto o mais estudado. O
numero de cdpias de Tosl7 aumentou significativamente com o periodo
prolongado de cultura. O retroelemento ToslI7 apresentou uma certa
preferéncia para inserir em sequéncias de copia simples, apesar de que uma
grande fracdo do genoma de arroz é constituida de DNA repetitivo

(Hirochika et al., 1996).



Embora o retroelemento BsI de milho tenha sido isolado apéds a
insercdao no loco Adhl, sua atividade é limitada a condi¢des muito
especiais. Como foi o estresse causado pela infec¢do viral que precedeu a
insercdo neste loco (Grandbastien, 1992). Nio somente a cultura de células
representa um estresse para ativar retrotransposons, mas também infecgdes
por fungos, bactérias e virus (Wessler, 1996).

Os exemplos de ativagdo dos retrotransposons se restringem a
situa¢des externas ao organismo. Comportamento este bem distinto dos
elementos que se transpde via DNA que ndo necessitam de situacles
estressantes para se expressar. Como os retrotransposons de plantas estéo
presentes em alto numero de cépias no genoma, em alguma fase da
existéncia destes organismos a atividade de retrotransposi¢do deve ter sido

alta.

Descricdo de alguns retrotransposon de plantas

Em sua maioria, os retrotransposons de plantas conhecidos foram
descritos devido a andlises de sequéncias de DNA, ao contrario da maioria
dos transposons, que foram descritos por ocasionarem mutag¢des. Uma das
metodologias que estda sendo muito empregada para a caracterizagdo de
retrotransposons de plantas ¢ a amplificagdo de fragmentos via PCR
utilizando-se primers da regido PBS. Nesta regido a sequéncia de
nucleotideos é bastante conservada entre os retrotransposons de plantas,
que em geral corresponde a extremidade 3° do iniciador do tRNA de
metionina. Portanto, esta metodologia tem permitido a descrigdo de novos
retroelementos.

Os retroelementos de plantas, em geral, sdo transcricionalmente
inativos, possuem alta heterogeneidade de sequéncias e um alto numero de
copias (Wang et al., 1997). Como a maioria dos retroelementos de plantas
descritos até o momento tém sido isolados como inser¢des inativas, pouco

¢ conhecido do funcionamento destes elementos. Considerando-se que eles
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sio semelhantes aos retrovirus e aos retroelementos de animais e
leveduras, o mecanismo de transcrigdo e transposigdo dos retroelementos
de plantas deve ser muito parecido com os ja caracterizados (Grandbastien
et al., 1994).

Até o momento, mutagénese insercional ocasionada por atividade de
retrotransposi¢io somente foi observada com o retroelemento Bsl de milho
em 1985 (Johns et al.,1985), com Tntl de tabaco em 1989 (Grandbastien et
al., 1989), com o Tnp2 de Nicotiana em 1992 (Vaucheret et al., 1992) e
com o Ttol de tabaco em 1993 (Hirochika, 1993).

Utilizando-se recursos de analises de sequéncias através de RFLP
(Restriction Fragment Lenght Polymorphism), ou atraveés da alta repetigdo
no numero de copias, varios outros retroelementos foram descritos. No
entanto, ndo existem ainda evidéncias que estes elementos sejam capazes
de se transpor. Uma evidéncia indireta de possivel mobilidade do
retroelemento Wis2 de trigo foi detectada por polimorfismo insercional
entre as plantas regeneradas a partir de cultura de tecidos (Moore er al.,
1991). O continuo estudo de retrotransposons do tipo copia em
Arabidopsis thaliana indica que estes elementos ndo seriam mais capazes
de se transpor. No entanto, os estudos de Voytas ef al.(1992) mostram que
muitas das familias dos retroelementos identificadas estdo presentes em
um alto numero de coépias no genoma de Arabidopsis, sugerindo uma
atividade de transposi¢io ao menos em alguma parte de sua histdria
evolucionaria.

Analises de regides heterocromaticas do genoma de Arabidopsis
thaliana permitiram a identifica¢do de uma outra familia de retroelementos
nesta espécie, que foi denominada Athila. Estes retroelementos possuem
10.5kb e sdo flanqueados por LTRs de 1.5kb. Estas LTRs comeg¢am ¢
terminam com nucleotideos consensos de retrovirus 5°TG.....CA3". Estes
nucleotideos compdem a terminagio de 5pb invertidas e repetidas. 0]

putativo PBS é complementar ao tRNA de glutamina e esta a 3pb abaixo da
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LTRS’. O PPT esta acima da LTR3’. A caracterizacdo das extremidades de
um elemento Athila revelou a presenga de uma duplicagio de S5pb na
sequéncias alvo do genoma hospedeiro. Os elementos desta familia
aparentemente possuiram mobilidade, pois estdo presentes em alto numero
de copias. Porém, atualmente eles estdo inativos, pois ndo possuem a
capacidade codante necessaria para a retrotransposi¢do, embora existam
duas ORFs de fungdo desconhecida entre as LTRs. A comparagio de
sequéncias de 11 elementos da familia Athila demonstrou que estes
retroelementos sdo bem conservados e as LTRs possuem alta homologia.
(Pélissier ef al., 1995).

Os retrotransposons de Lilium henryi, os dell-46 possuem 9.3kb. A
LTR 5° possui 2406pb e a 3’ possui 2415pb. As LTRs diferem uma da
outra em 1.4% na sequéncia. O PBS de 18pb complementar a extremidade
3’ do iniciador do tRNA de metionina esta localizado préoximo a LTR 5°.
Acima da LTR 3’ existe um putativo PPT de 12 purinas. Este elemento
possul sequéncias para codificar proteases, transcritase reversa, Rnase H e
integrase (Smyth et al., 1989).

O genoma de tabaco contém o retrotransposon Intl, o qual foi
isolado depois de transpor-se para o gene da nitrato redutase, inativando-o.
Este retroelemento possui 5.3kb, sendo que as LTRs sdo de 0.6kb com a
iniciagdo e termina¢do de nucleotideos palindrémicos 5°TG....CA3’. O
Tntl possui o PBS com 18pb complementares a extremidade 3’ do
iniciador do tRNA de metionina, logo abaixo da LTR 5°. O PPT utilizado
para a sintese da segunda fita de DNA esta localizado acima da LTR3’e
possui 11 pb. Na regido entre as LTRs existe uma unica ORF
correspondente a 1328 aminoacidos. A LTR do Tntl contém a regido
promotora e algumas sequéncias regulatérias que induziram a expressdo de
um gene reporter. Foi verificado que a expressio do Tntl pode ser
induzida por varios fatores, tanto bidticos como abidticos (Grandbastien et

al., 1994).
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A familia de retrotransposon TosI-20 de arroz foi isolada pela
técnica de PCR utilizando-se primers de sequéncias conservadas do PBS.
Alguns destes elementos foram mais profundamente avaliados. O Tos3
possui 5.2kb e suas LTRs possuem 115pb. O PBS € complementar a
extremidade 3’ do iniciador do tRNA de metionina. O PPT estéd localizado
acima da LTR3’. As extremidades do Tes3 sio flanqueadas por S5pb
diretamente repetidos em consequéncia da duplicagdo da sequéncia alvo.
Esta familia de retroelemento é encontrada em arroz cultivado e selvagem,
mas ndo foi encontrada em milho e tabaco (Hirochika et al., 1992). Todos
os retrotransposons da familia Tos estudados aparentam estar inativos sob
condi¢cOes normais de crescimento. Entretanto, o Tosl0, Tosl7 e Tos19
foram ativados em condi¢bes de cultura de tecidos. O Tosl7 possui 4.3kb e
as LTRs 138pb. A LTR deste elemento, diferentemente de todos os
retrotransposons de plantas, ndo termina com CA e sim com GA, mas
inicia-se com os dinucleotideos candnicos TG. A sequéncia do ToslI7 ¢
flanqueada por 5pb diretamente repetidos em consequéncia da duplicagdo
da sequéncia alvo durante a inserg¢do do elemento no genoma. O ToslI7
possui o PBS homoélogo a extremidade 3° do iniciador do tRNA de
metionina e o PPT com uma sequéncia de polipurina (Hirochika et al.,
1996).

Em cevada, o primeiro retrotransposon do tipo cepia a ser descrito
foi o BAREI. Este elemento possui 12kb com as LTRs de 1.8kb. As
extremidades das LTRs possuem 6pb invertidos e repetidos, e sédo
flanqueadas por 4pb diretamente repetidos do DNA hospedeiro. O PBS
possui de 15-19 bases complementares a extremidade 3’ do iniciador do
tRNA de metionina, que estdo posicionadas apds o término da LTR5’. O
PPT estd adjacente a LTR3’ (Manninen & Schulman, 1993). O
retrotransposon BARE-ID ¢ um representante da familia BARE que possui
uma inversdo na regido 5° e uma delegcio de dominios internos. O

fragmento de 4.2kb que contém o BARE-ID possui dois putativos TATA
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boxes, T1 e T2. O boxe T1 esta localizado na base 222 e um putativo sitio
‘cap” na base 263. O boxe T2 tem uma estrutura cConsenso com OS
promotores de genes de plantas. Este boxe estd na base 578 com sinal
‘cap’na base 612. O BARE-ID possui dois PBS complementares ao tRNA
de metionina, mas nio foi observado um PPT no fragmento de 4.2kb, onde
este retroelemento foi caracterizado. O BARE-ID possui homologia aos
retrotransposons BARE] de cevada e ao Wis2 de trigo. A LTR do Wis2
possui 74% de homologia com a LTR do BARE (Shcherban & Vershinin,
1997).

RIRE] € um retrotransposon de arroz selvagem, Oriza australiensis.
Este retroelemento é do tipo copia e esta presente com um extraordindrio
numero de copias neste genoma. A regido interna do RIREI possui 5.2kb
com ORFs para codificar os genes gag, pro, int, RT e RH. As LTRs
possuem 1.5kb que sdo flanqueadas por repetigdes diretas de Spb. Como a
LTR dos retroelementos possuem trés regides funcionais - U3, R e US -
estas divisdes funcionais foram procuradas dentro da LTR do RIREI. Na
posi¢do 1053-1057 esta uma sequéncia CCACT que é a mesma sequéncia
promotora no virus de sarcoma em Rous (RSV). Outra sequéncia
promotora TATAA foi encontrada na posigdo 1079-1083. Na posigdao 1334-
1487 da LTR do RIRFE1 exite um sinal de termina¢do (TTGT) que ¢
utilizado na sintese de RNA retroviral (Noma er al., 1997). E importante
destacar que a variagdo de tamanho nas LTRs dos retrovirus ocorrem
dentro da regido U3 (Temin, 1981).

O retroelemento Bsl de milho foi identificado por inativar o gene da
alcool desidrogenase (Adhl), devido a uma insergdo no exon 9. O elemento
Bsl ¢ um defectivo, provavelmente derivado de um retrotransposon
“autonomo” e apenas pode transpor com o fornecimento de uma
transcritase reversa em frans. Como o Bsl ndo codifica qualquer peptideo
com homologia convincente 4 transcritase reversa, deduziu-se que ele seria

um retrotransposon defectivo (Jin & Bennetzen, 1989). Por outro lado,

49



Johns er al. (1985) sugeriram que o Bsl poderia ser um retrotransposon
altamente compacto, que possui multiplas sequéncias de leitura e/ou
eventos de processamento de RNA, que poderiam criar uma transcritase
reversa altamente divergente. Entretanto, como o BslI foi identificado pela
primeira vez como uma inser¢do no gene da Adhl, foi postulado que a
auséncia de uma potencial regido ccdificadora de transcritase reversa
implica que a fung¢do de replicagdo deve ser fornecida por outro
retroelemento em trans. Este outro retroelemento poderia ser um Bsl
“auténomo”™ ou um outro retrotransposon agindo em ftrans. O retroelemento
Bs1 foi isolado devido a mutagénese insercional causada no locus da 4dhl
de uma linhagem de milho infectada pelo virus do mosaico de cevada
(BSMV). Este elemento é do tipo copia e possui 3.2kb, com as LTRs de
0.3kb. A regido do PBS estd localizada abaixo da LTR 5’ e possui
homologia a extremidade 3’ do iniciador do tRNA de metionina. O sitio de
PPT esta logo acima da LTR 3° (Jin & Bennetzen, 1989).

O retrotransposon Zeonl de milho foi identificado na caracterizagdo
de um rearranjo génico mitotico do loco duplicado de zeina 27kDa. Este
retroelemento medianamente repetitivo possui 7.3kb, sendo as LTRs com
649 e 663 pb. As LTR possuem 8pb invertidos e repetidos iniciando com
5°TG e terminando com CA3’. As LTR possuem putativas regides
regulatérias U3-R-US5. Como este retroelemento possui ORF apenas para
gag, ele necessita de transcritase reversa, Rnase H e integrase em frans
para retrotransposi¢do, portanto, ele é um elemento ndo-auténomo. O PBS
do retroelemento Zeonl possui 9pb que sdo complementares a extremidade
3° do tRNA de lisina, localizado nas adjacéncias da LTR 5°. Um PPT
tipico de retrotransposon esta proximo a LTR 3°(Hu ef al., 1995).

O segundo retroelemento completo de planta a ser descrito foi o
Hopscotch. Este retroelemento possui 4.8kb, com as LTRs de 231pb. O
PBS possui 18pb e localiza-se proximo a LTR 5’ € o PPT na extremidade

3*(White et al., 1994).
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Os elementos Tourist representam uma grande familia de pequenos
elementos de 113-343pb que estdo frequentemente associados aos genes de
milho. Estes pequenos elementos excedem em quantidade a todos o
elementos invertidos repetidos ja descritos em eucariotos. Embora eles néo
possuam uma classificacdo definida, eles se equivalem muito aos
elementos Alu de humanos, devido ao alto numero de copias, dispersdo no
genoma ¢ a alta frequéncia de associacdo com genes. Os elementos Tourist
possuem terminagdo invertida repetida conservada, sdo flanqueados por
uma repeti¢do direta de 3pb e aparentam ter um sitio alvo especifico. Uma
mutacdo no gene waxy (wx-B2) identificada hd mais de 40 anos por Brink
& Nilan (1952) foi caracterizada como sendo causada pela insercdo de um
elemento Tourist (Bureau & Wessler, 1992). A estabilidade do fenotipo
mutante wx-B2 em uma ampla variedade de background genético de milho
indica que a excisdo dos elementos Tourist, se esta ocorre, deve ser muito
rara.

Um dos maiores retroelementos do género Zea é o Grandel, que
possui 13.8kb com as LTR de 0.6kb. Este retroelemento pertence & familia
gypsy por causa da ordem de seus dominios protéicos. Ele estd presente em
mais de 1000 cdpias neste género, sendo que a maioria destas copias esta
altamente metilada. Embora o Grandel possua todas as ORFs necessarias
para a transposigdo, ele ndo ¢ funcional (Martinez-Izquierdo ef al., 1997).

Um outro retrotransposon transcricionalmente inativo em milho é o
Zdell. Embora este elemento possua ORFs para gag e pol, além das LTRs,
ndo foram encontradas evidéncias de sua atividade. Suas sequéncias sdo
altamente metiladas nos tecidos de milho. O Zdell é semelhante ao
retrotransposon dell de Lilium henryi. Por isso, este retroelemento de
milho deve pertencer ao grupo gypsy, como o dell (Vicient & Martinez-
Izquierdo, 1997).

O primeiro exemplo de um retroelemento com expressdo tecido-

especifica em planta foi do PREMI1. Por que expressa-se em microsporos,
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este elemento recebeu a denominagio de retroelemento de pélen de milho.
O PREMI pertence a uma familia de elementos altamente repetitivos. A
LTR do PREM]I foi estimada estar presente em aproximadamente 10.000 -
40.000 c6pias no genoma de milho. As sequéncias PREM1 estdo presentes
em muito mais cdpias no genoma de milho do que outros retroelementos,
podendo ser comparavel, neste aspecto, com o elemento dell de Lilium
henryi. Durante os estudos de caracterizagdo do PREMI encontrou-se
outra familia de elementos, o PREM2, com isto, os estudos com o PREMI
foram interrompidos. Sendo assim, ainda nZo se sabe se este retroelemento
¢ completo (Turcich & Mascarenhas, 1994).

O retroelemento PREM?2, descrito por Turcich er al. (1996),
pertence ao grupo copia e possui 9.4kb, contendo LTRs de 1.3kb. As LTRs
possuem iniciagdo e terminacdo com os tipicos nucleotideos candmnicos
5’TG....CA3’, além da regiées U3-R-US5. Na regido U3 existem dois
putativos TATA boxes, nas posi¢des 301 e 406. Também existem dois
possiveis sitios de poliadenilacdo, provavelmente correspondendo a regido
R, nas posi¢cdes 739 e 1194. Proximo a LTR 5 estd o PBS com
similaridade a extremidade 3’ do iniciador do tRNA de metionina e
adjacente a LTR 3’ estd o PPT. Este retroelemento também se expressa de
maneira tecido-especifica em micrésporos. Os transcritos de RNA deste
elemento somente foram encontrados nos microsporos, mas ndo em poélen
ou qualquer outro tecido de milho. Foi estimado que o PREM2 constitui
aproximadamente 5% do genoma de milho. O PREM2 ¢ o primeiro caso
reportado de um retroelemento completo de planta com expressdo tecido-
especifica. A expressdo do elemento PREM2 em micrésporos € bastante
interessante porque pode fornecer informag¢des da transmissdo genética do
rearranjo gendmico, que poderia ser causado pela retrotransposigdo
(Turcich et al., 1996).

O retrotransposon Ji3 de milho € semelhante ao PREM2, eles

possuem o mesmo PBS e também alta similaridade de sequéncias na regido
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R e U5 da LTR. A LTR deste elemento possui l.lkb. O PBS esta
localizado logo abaixo da LTR5’. Este retrotransposon teve apenas a sua
LTR5’ descrita em anéalises de sequéncia de regides flanqueadoras do gene
Adhl de um contiguo de 280kb isolado de YAC (SanMiguel et al., 1996).

O retrotransposon magellan de milho é um dos poucos elementos do
tipo gypsy de planta, este elemento foi identificado com um baixo nimero
de cdpias em todas as espécies do género Zea e também em Tripsacum
andersonii . O magellan possui 5.7kb, com a LTR 3’ de 0.3kb. Esta LTR
possul a pequena extremidade invertida repetida e a termina¢do com Os
dinucleotideos candnicos 5°TG...CA3’. O magellan possui um PBS de
24pb complementar a extremidade 3’ do iniciador do tRNA de metionina,
adjacente a LTR 5°truncada. O PPT possui 13pb e estd localizado acima da
LTR 3’. Os retroelementos do tipo gypsy em planta sdo poucos, entre eles
estdo o del de Lilium henryi e o IFG7 de Pinus radiata, além do magellan.
O genoma de Lycopersicon também contém varias cdpias de sequéncias do
tipo gypsy. Entretanto, apenas o elemento magellan mostrou evidéncias de
transposi¢do recente (Purugganan & Wessler, 1994).

Dentre os retroelementos de plantas ja caracterizados, um dos
maiores € 0 BAGYI de cevada que possui 14.4kb com as LTRs de 4202pb
(LTRS5") e 4208pb (LTR3’). As LTRs possuem 6% de diferenca na
sequéncia. Diferentemente de muitos retrotransposons, as LTRs do BAGYI
ndo sdo flanqueadas por pequenas extremidades invertidas e repetidas
(IRs) e sim por repeti¢des imperfeitas e diretas (DRs). Estas extremidades
consistem de 5pb, 5°-GTATG-3" e 5°-GTATT-3". Imperfei¢des de 1pb nas
IRs também ja foram observadas no elemento victim de milho (SanMiguel
et al., 1996). As repeti¢des foram provavelmente criadas apds a insergdo
do retroelemento no genoma de cevada. A terminagdo da LTR em
nucleotideos canbnicos (5'TG....CA3’) ¢ comum & maioria dos
retroelementos descritos. No entanto, a LTR do BAGYI aparenta ter a

terminacdo em 5°TG...CC3’. Proximo a LTRSS’ existe um potencial PBS



complementar a4 extremidade 3’ do iniciador do tRNA de metionina. O PPT
esta localizado logo acima da LTR3’. Na regido interna das LTRs do
BAGYI existem sequéncias codificadoras para os genes gag, prot, RT,
RNaseH e int. A posigdo dos dominios proteicos indica que este
retroelemento pertence a classe dos gypsy. Embora o BAGYI possua
sequéncias codificadoras de genes para ativar a sua propria transposicgéio,
as poliproteinas ndo sdo funcionais devido a existéncia de sequéncias fora
do quadro de leitura e codons de terminagdo. Portanto, € bem provavel que
0 BAGYI seja um retroelemento inativo ou se a transposi¢do ocorre, ela

deve ser mediada por fatores agindo em trans (Panstruga et al., 1998).

Os elementos de transposi¢do no gene waxy de milho

A caracterizag¢io molecular de mutantes waxy forneceu as primeiras
informag¢des das lesdes que originam os fendétipos mutantes em plantas,
além de demonstrar que metade destes mutantes wx resultam da insergdo de
DNA no gene. Este fato, juntamente com a facilidade de identificagdo do
fenétipo mutante fazem do gene waxy um excelente sistema para se estudar
o efeito da insergdo de elementos de transposi¢do na expressdo génica em
plantas superiores (Varagona ef al., 1992).

A clonagem do alelos wx-m9 e wx-844 levou ao isolamento dos
elementos de transposi¢do Ac ¢ En (Fedoroff et al., 1983; Pereira et al.,
1985). Em 1988, Wessler demostrou que a insercdo dos elementos da
familia Ac/Ds no waxy resulta tanto na perda total como parcial da func¢io
g€nica. A excisdo no tecido somatico produz endosperma com clones de
células com e sem amilose. Os 8 alelos wx estudados foram gerados por
inser¢des do elemento Ac ou Ds em posi¢des diferentes do gene. Esses
alelos tém expressdo diferenciada, produzindo variagdes na quantidade de
amilose, tamanho e frequéncia dos setores revertentes do endosperma. A
excisdo em tecido germinal pode resultar na produgcdo de um novo alelo,

causado pelas diferentes posi¢Ges que as cicatrizes podem estar. A

54



frequéncia na qual estes alelos sdo produzidos e a atividade do gene Wx
sdo bem caracteristicos em cada um dos 8 alelos (Wessler er al., 1986).
Também ¢ observada a ocorréncia da reversido germinal estavel, como no
alelo wx-m7, onde se encontram altas frequéncias de sementes com
fenotipo completamente normal. Estes eventos mutacionais ocorrem devido
a um aumento da atividade do Ac no primeiro nucleo tripléide do
endosperma formado pela dupla fertilizagdo. A transposi¢do do elemento
Ac antes ou logo apés a fertilizagdo originard endosperma completamente
normal ou com grandes setores de amido normal (Schwartz, 1986).

Os estudos com o alelo wx-m7 permitiram a observagdo do efeito de
dosagem do elemento de transposi¢do no fenétipo do endosperma. Onde
sementes com uma dose do elemento apresenta mosaicos de dreas normais
e mutantes. Com duas doses do elemento observou-se grandes setores
normais e as regides mutantes possuiam setores revertentes. Endospermas
com 3 doses de Ac mostram poucas e pequenas manchas waxy (Schwartz,
1986). A baixa frequéncia de reversdo em alelos bem caracterizados em
milho demonstra que a reversdo estd associada a uma baixa frequéncia de
excisdo do elemento. Isto pode ocorrer basicamente devido a delegio
interna do elemento auténomo (Schwarz-Sommer et al., 1985).

Muitas das linhagens de milho, fenotipicamente selvagens para o
gene waxy, possuem proteinas WX com aminoacidos adicionais. Estas
alteragbes na proteina aparentemente ndo diminuiram a expressdo deste
gene. Desta forma, foi sugerido por Schwarz-Sommer et al (1985), que a
insercdo e subsequentes excisdes dos elementos de transposi¢cio em plantas
podem ser responséaveis pela evolucgdo proteica deste loco.

O envolvimento de processamento alternativo de mRNA na presenca
de elementos de transposigio levou a caracterizagdo de vdarios mutantes
waxy estaveis. Foi observado que de 17 mutantes, seis possuem grandes
inser¢des de DNA, indo de 4.5 a 6.1kb (Wessler & Varagona, 1985).

Destas seis mutag¢des espontdneas bem caracterizadas no gene waxy, cinco
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sdo resultantes da insercdo de retrotransposons (Wessler & Varagona,
1985); Varagona et al., 1992; Purugganan & Wessler, 1994; White et al.,
1994). No alelo wx-B5 existe o retrotransposon BS5 de 6.1kb no intron 2.
Na jun¢do do intron 5 com exon 6 existe uma insercdo de 5.2kb do
elemento Stonor, gerando o alelo wx-Stonor. No alelo wx-G foi
identificado o retrotransposon G no intron 8 de Skb. Surpreendentemente,
embora estes fragmentos ocorram no meio do gene ainda ocorre a producéo
de alguma atividade enzimatica do gene waxy. A producio de novos
transcritos Wx destes alelos é resultante de processamento alternativo,
com a exclusdo de exons préximos ao sitio de inser¢do do elemento
(Varagona et al., 1992). No caso do alelo wx-G foi verificada que a
insercdo de 5.6Kb do retrotransposon ocasionou a expressdo tecido-
especifica do gene waxy, pois a atividade enzimatica no polen é 30 vezes
maior do que no endosperma (Marillonnet & Wessler, 1997).

Um representante de uma grande familia de pequenos elementos
invertidos e repetidos, que também foi encontrada no gene waxy € o
Tourist. A insercdo deste elemento gerou o alelo wx-B2 que ¢ estavel em
varios ‘background’ genético de milho. Os estudos com este alelo
indicaram que se a excisdo deste elemento ocorre, ela deve ser muito rara
(Bureau & Wessler, 1992).

Estes estudos tém demonstrado o quanto o gene waxy ¢é
frequentemente visitado por elementos de transposi¢do. As continuas
avalia¢des deste loco podem levar a descri¢do de novos mecanismos
intracelulares geradores de variabilidade genética, além de permitir um

melhor entendimento molecular da agdo dos elementos mdveis no genoma.
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3- Materiais e Métodos

3.1- Germoplasma

As linhagens de milho tropical utilizadas neste trabalho foram
desenvolvidas pelo Prof. Dr. William José da Silva e pertencem ao Banco
de Germoplasma do Departamento de Genética e Evolug¢do, IB,
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP). As linhagens americanas
utilizadas neste trabalho foram recebidas da Universidade Estadual da

Carolina do Norte.

Linhagem Ast222

A linhagem Ast222 foi derivada de um cruzamento entre as
linhagens Ast-02 que possuia quatro geragdes de endogamia e com a L222
que possuia mais de 10 geracdes de endogamia, seguido de um
retrocruzamento com o parental Ast-02 [Ast-02/BCI1(Ast-02xL222)].
Progénies deste retrocruzamento com a linhagem Ast-o2 segregaram para
varios mutantes de endosperma com fenétipos semelhantes ao amylose-
extender, sugary e etched, que ocorreram simultaneamente dentro de cada
espiga. As duas linhagens parentais ndo segregavam para gene algum que
alterasse a composig¢do quimica e/ou textura do endosperma, com excecio
do gene opaco-2 (02) que ja existia em homozigose na linhagem Ast-02.

Apds a obtencdo de progénies com varios mutantes de endosperma
foi entdo desenvolvido um germoplasma mais apropriado para estudar a
causa do aparecimento concomitante destes novos fen6tipos. As progénies
do retrocruzamento [Ast-02/BCI1(Ast-02xL222)], foram autofecundadas
por seis geragdes sucessivas para a obten¢do de uma linhagem pura, que
deveria segregar apenas para o sistema de instabilidade genética. Esta
linhagem, denominada Ast222, foi obtida através da selecdo de progénies
que apresentavam o0s varios mutantes de endosperma em geragdes

consecutivas de autofecundagdo. A linhagem Ast222 (S6) segregava para
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os fenotipos de endosperma dos tipos normal, amylose-extender, sugary €
etched. Nas progénies S7 foi, pela primeira vez, reconhecido o fenétipo
waxy na linhagem Ast222. A realizagdo de testes de alelismo com a
linhagem Ast222 demonstrou a existéncia de mutagdo nos locos waxy (wx)
e amylose-extender (ae). O fendtipo tipo sugary revelou-se resultante da
ocorréncia simultdnea das mutagdes wx e ae no endosperma. Portanto, €
possivel que a mutagdo wx ja estivesse presente em gera¢des anteriores,
ocorrendo juntamente com 0 ge nas sementes enrugadas. Foi demonstrada
uma continua e simultidnea ocorréncia de instabilidade nos locos waxy e
amylose-extender da linhagem Ast222 ao longo de quatro gerag¢des (S7-
S10) de autofecundac¢do (Branquinho, 1993). Os diversos fenotipos de
endosperma observados nas progénies segregantes da linhagem Ast222
estdo representados na Figura 1.

No presente trabalho, foi utilizada a linhagem Ast222, a partir da
geragdo S10, segregante para a mutagdo waxy em progénies de
autofecundacio e em progénies resultantes de cruzamentos com o parental
L222 e Ast-02. As progénies resultantes de autofecundacdo ou de
cruzamentos foram avaliadas em nivel molecular para identificar a causa
da 1instabilidade genética do gene waxy. Para a analise molecular foram
avaliadas aproximadamente 40 progénies de sublinhagens Ast222

autofecundadas e 25 progénies de cruzamentos.

Linhagens parentais Ast-02 e L222

A linhagem L1222 foi derivada da raca de milho Tuson e apresenta
uma caracteristica de incompatibilidade em cruzamentos quando ¢
utilizada como fémea. A linhagem Ast-02 foi derivada de uma variedade
sintética de milho denominada Asteca Prolifico, na qual havia sido
incorporado o mutante de endosperma opaco-2 (02) por cruzamentos com

germoplasma americano. Um mutante viviparo com instabilidade genética
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foi, na mesma época, encontrado em uma outra progénie desta mesma
variedade Asteca Prolifico. As linhagens Ast-02 e L222 sdo estaveis para

caracteristicas fenotipicas visuais de endosperma e plantas.

Linhagens controles

A linhagem L477 ¢é derivada da variedade Asteca, raga Tuxpefio e
possui mais de 10 gera¢des de autofecundagdo. Esta linhagem foi utilizada
em cruzamentos com a linhagem Ast222 para avaliar o aparecimento de
sementes com instabilidade somatica. Foram avaliadas aproximadamente
180 progénies deste cruzamento. A linhagem L477 também foi usada como
controle da amplificagdo de fragmentos waxy em experimentos de PCR.

A linhagem 1902 é derivada da variedade Sdo Siméo, raga Cateto €
possui mais de 10 gera¢des de autofecundagdo. Esta linhagem foi utilizada
em experimentos de cruzamentos com a linhagem Ast222 para avaliar o
aparecimento de sementes com instabilidade somatica. Foram avaliadas
aproximadamente 250 progénies deste cruzamento.

As linhagens americanas W23, W64 e¢ B37 foram utilizadas como
controle de amplificagdo de fragmentos waxy em experimentos de PCR.
Estas linhagens também foram utilizadas em experimentos de Southern
blot para obter um padrido de comparagdo no tamanho do fragmento waxy

gerado pelo tratamento com endonucleases.
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Figura 1- Classes fenotipicas observadas em uma progénie autofecundada
da linhagem Ast222. Sementes com endosperma: Normal (N), waxy (wx),
amylose-extender (ae), opaco-2 (02) e duplo mutante wxwx/aeae (wa).
(Reprodugdo a partir de Branquinho, 1993).
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3.2- Experimentos de campo e andlises fenotipicas de sementes

Os experimentos de campo foram realizados na drea experimental do
Departamento de Genética e Evolucdo da UNICAMP. Sementes dos
genotipos em estudo foram plantadas em linhas de 10 m, cada uma com
apenas um genotipo, contendo 50 plantas (2 plantas/cova). Foi adotado o
procedimento de cultivo utilizado como rotina no Grupo de Pesquisa de
Genética de Milho da UNICAMP.

Um plantio em campo isolado de aproximadamente 1.000 plantas
Ast222 (S11) de gendtipo wxwxde- foi realizado visando estudar a
frequéncia de reversdo da mutagdo waxy para endosperma normal. Para
este experimento, foi tomado o cuidado fundamental de se fazer o plantio
em um campo isolado de outros campos de milho, para evitar
contaminagdo com grdos de po6len desconhecidos no momento da
fecundag@o. Somente nestas condigdes o experimento permitiria concluir
que o surgimento de semente normal teria sido ocasionado por
instabilidade genética. O isolamento do campo foi entdo feito mantendo-se
uma distdncia acima de 200 m de outros campos de milho, além do
isolamento simultdneo por época de florescimento.

Os padrdes de segregacdo de sementes com endosperma normal ou
mutante e a ocorréncia da instabilidade somatica foram estudados através
de analises visuais das sementes. O método de coloracio do amido do
endosperma com solugdo de iodo, que permite distinguir os fen6tipos waxy
e normal (Schwartz & Echt, 1982), foi frequentemente utilizado nesta
avaliagdo. O amido do endosperma normal da semente de milho consiste de
aproximadamente 25% de amilose e 75% de amilopectina. A amilose
adquire a coloragdo azul escuro, quando reage com iodo, enquanto que a
amilopectina ndo reage com o iodo. Como no endosperma waxy o amido é
constituido apenas de amilopectina, observa-se a coloracdo castanha em

presenca do iodo. A solugdo de iodo utilizada foi de 0.001N. Para o teste
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com iodo, as sementes foram previamente lixadas para retirar o pericarpo e

assim possibilitar uma melhor penetragdo do corante no endosperma.

3.3- Analise do padrio de restri¢io de fragmentos de DNA gendmico
Para os experimentos de caracterizagdo do padrido de restricdo da
linhagem Ast222 e linhagens controle, as sementes normais e mutantes
foram plantadas em caixas individuais contendo vermiculita autoclavada e
germinadas em cdmara de ambiente controlado (28°C =1, 14 h luz/10 h
escuro). Cerca de 15-20 dias apds o plantio, as folhas foram cortadas,
embaladas em filme de PVC e em tela de nylon, imediatamente congeladas

em N, liquido e armazenadas a -70°C.

Extracao de DNA Genéomico em gradiente de CsCl,

Amostras de folhas congeladas foram maceradas na presenca de N,
liquido, em um almofariz esterilizado (200°C por 2 hs), evitando-se o
descongelamento do tecido. ApoOs a obtengdo de um pé fino, o macerado
foi colocado em um frasco contendo tampdo de homogeneiza¢do (50mM
Tris pH 8; 0,3M sacarose; SmM MgCl,). Este extrato foi homogeneizado
com polytron e filtrado em 3 camadas de gaze. A seguir, o filtrado foi
centrifugado 4 350 x g por 10 min , 2 4°C (rotor Beckman JA-20), para
sedimentacdo dos nucleos. O sedimento foi ressuspendido em tampédo de
lise (50mM Tris-HCl pH8; 20mM EDTA) e foi adicionado Sarkosil a
concentracio final de 2%. O lisado foi incubado por 1 h em banho & 50°C.
A seguir, foi adicionado 0,95g de CsCl, por ml! do lisado. Proteinas
insoluveis e polissacarideos foram sedimentados a 17000 x g (rotor
Beckman JA 20), durante 15 min a 4°C. Brometo de etidio foi adicionado
ao sobrenadante (300ug/ml). A concentracdo de CsCl, foi ajustada para o
indice de refragio de aproximadamente 1,3895. A suspensdo foi
centrifugada a4 50000 rpm (rotor Beckman Ji-80) por 20 hs. A remocio da

banda de DNA, fluorescente sob radiagdo UV, foi realizada com uma
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seringa e agulha 30x12. O brometo de etidio foi removido com butanol-1I.
O DNA foi entdo, dialisado em TE, precipitado em 0,1 volume de acetato
de so6dio 3M pH 5,2 e 2 volumes de etanol gelado. Esta mistura foi mantida
por 2hs & -20°C para precipitacio do DNA. Apés centrifugagdo, o DNA foi

ressuspendido em tampao TE.

Extracdo de DNA Gendomico com CTAB

Aproximadamente 2g de tecido foliar congelado em N, liquido foram
macerados em almorafiz esterilizado (200° C por 2 hs), até obter um pé
fino, sem permitir o descongelamento da amostra. Este pé foi colocado em
tubo de polipropileno contendo 15ml de tampdo de extragdo (2% CTAB;
1,4M NaCl; 0,4 % B-ME; 20mM EDTA pH 8; 0,IM Tris pH 8; 1%
Sarkosil). O tubo foi lentamente agitado por algumas vezes durante a
incubac¢do a 65°C por 30 min. Apds o resfriamento a temperatura ambiente,
foram adicionados 10ml de SEVAG (24 cloroféormio: 1 alcool isoamilico)
e, logo a seguir, o extrato foi centrifugado por 5 min a 8.740 x g (rotor
Beckman JA 20). O sobrenadante foi retirado e transferido para um tubo
limpo. A seguir, adicionou-se um volume igual de isopropanol. O DNA foi
sedimentado a 8740 x g (rotor Beckman JA 20) por 5 min, a temperatura
ambiente. O sedimento foi seco ao ar livre e ressuspendido em 700ul de
tampdo 50 mM Tris pH8 e 10 mM EDTA, contendo 10ul de RNAse (10
mg/ml). Apés 1 h a temperatura ambiente, foi adicionado igual volume de
fenol e SEVAG 1:1 (v:v). A mistura foi suavemente agitada, e em seguida,
centrifugada por 3 min, a 12.000 rpm, em microcentrifuga. O sobrenadante
foi removido com micropipetas utilizando-se ponteiras com pontas
cortadas. Foram realizadas mais 2 extra¢3es apenas com SEVAG. O DNA
foi precipitado por adig¢do de 75ul de 4M acetato de amoénio (pH7) e 500!
de isopropanol. Apds incubagdo durante a noite a -20°C ou & -80°C por 1 h,

a suspensdo foi centrifugada por 10 min, a 12.000 rpm, em



microcentrifuga. Descartou-se o sobrenadante, o DNA foi lavado 2 vezes

com etanol 80% e depois de seco foi ressuspendido em TE.

Digestio do DNA genomico com endonucleases de restri¢cdo

Para a caracteriza¢do molecular da linhagem Ast222 e de seus
parentais foram feitas digestdes dos diversos genodtipos com as enzimas de
restricdio EcoRI, EcoRV, Hindlll, Xhol, Sall e Pvull. Foram utilizadas 5 U
de enzima para cada pg de DNA gendémico e 10-15pg de DNA para cada
reacio de restri¢io. A mistura de reagdo foi incubada a 37°C por um
periodo de 12-16 horas. Em seguida, o DNA foi precipitado com 0.1
volume de 3M de acetato de sédio pHS5.2 e 2.5 volumes de etanol gelado.
Esta mistura foi mantida a -70°C por 30 min ou por 2hs a -20°C. Apods este
periodo, o tubo foi centrifugado por 10 min em microcentrifuga. O
sobrenadante foi descartado e o sedimento foi lavado com etanol 70%.

Apds os sedimentos estarem secos, o DNA foi ressuspendido em TE.

Eletroforese em gel de agarose

Os fragmentos obtidos pela digestdo do DNA com enzimas de
restricdo foram separados em gel de agarose (0,6% ou 0.8%) em tampdo
0,5X TBE (0,5M 4cido bérico; 10mM Tris-base; 10mM EDTA), durante
12-16 horas a 30 volts.

Transferéncia neutra de DNA para membrana de nylon (Southern blot)
Apds eletroforese, o gel de agarose foi imerso em solugdo 0,25N
HC! por 30 min para depurina¢do. Todos os tratamentos do gel foram
feitos sob suave agitagdo, a temperatura ambiente, e na troca de solugdes o
gel foi lavado em H,O destilada e deionizada. A desnaturagdo foi feita
com o gel imerso em solugdo 1,5M NaCl e 0,5M NaOH por 60 min. A
neutralizacdo foi realizada com dois periodos de incubagido de 30 min na

solugdo 1,5M NaCl; 0,5M Tris-HCl (pH 7,2); ImM EDTA. O gel foi
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invertido e colocado sobre um suporte coberto com papel 3MM cujas
pontas estdo imersas em solugdo de 10X SSC (3M NaCl; 0,3M citrato
trisédico). A membrana de nylon (Nytran plus, S&S, 77419) umedecida em
2X SSC foi colocada em contato com o gel. A membrana de nylon foi
entdo coberta com papel 3MM, sendo 2 folhas umedecidas nesta mesma
solugdo e 2 outras secas. Logo acima foi montada uma coluna de 5-10 cm
de papel toalha do mesmo tamanho do gel, que foi compactada com um
peso de 500g. A transferéncia foi realizada durante 24-48 horas
adicionando ao reservatério, sempre que necessario, a solugdo de
transferéncia. A seguir, o sistema foi desmontado e a membrana lavada
brevemente em 2X SSC. Depois de secar a temperatura ambiente, a
membrana foi incubada entre papéis de filtro a 80°C durante 2 horas.
Algumas vezes a membrana foi exposta a radiacio utravioleta em um

equipamento ‘crosslinker’, em substitui¢do ao tratamento por aquecimento.

3.4- Amplifica¢io de sequéncias de DNA via PCR (Polimerase Chain
Reaction)

A técnica de PCR foi utilizada com o objetivo de amplificar
sequéncias parciais dos alelos Wx e wx da linhagem Ast222 e em linhagens

controle.

Extracdao rdpida de DNA para PCR

Sementes dos vérios gendtipos em estudo foram germinadas em
copos plasticos contendo vermiculita. Apés 15-20 dias, discos foliares
foram coletados. Uma regido da folha foi colocada entre a tampa e a
abertura de um tubo de microcentrifuga. O tubo foi fechado diretamente
sobre a folha. Os tubos de microcentrifuga contendo as amostras de discos
foliares (2-3 discos) foram imediatamente imersos em N, liquido e
armazenados a -70°C. Com o auxilio de um homogeneizador do tipo

“kontes disposable pellet pestle”, amostras de aproximadamente 10 mg de
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folha foram homogeneizadas em 150ul de tampédo de extragdo (KCl 50mM;
Tris 10mM pHS8; EDTA 5mM; Triton-X 1%; carborundum 1% w/v), no
préprio tubo de microcentrifuga onde estavam armazenadas. Apos a
homogeneizacio, realizada dentro de poucos segundos, foram adicionados
150ul de uma mistura fenol/cloroformio 1:1 (v:v). O extrato foi agitado
em vortex por 2-3 minutos e centrifugado durante 10 min a
aproximadamente 12.000 rpm. A seguir, 120pl do sobrenadante foram
transferidos para um novo tubo. Foram entdo adicionados 12ul de NaOAc e
105ul de isopropanol. Apos 10 min de incubagdo a temperatura ambiente,
o DNA foi sedimentado por centrifugacio e ressuspendido em 30ul de
tampio TE. Foram utilizados 2-4pl de cada amostra de DNA para

amplificacdo de sequéncias do loco waxy em reagdes de PCR.

Primers e condig¢des de amplificacao de DNA

Os oligonucleotideos utilizados como primers em reag¢des de PCR
para amplificagdo de sequéncias de DNA dos alelos Wx e wx estdo
apresentados na Tabela 1. Na Tabela 2 estdo descritas as condigdes de
tempo e temperatura utilizadas nos ciclos de amplificagdo das sequéncias
de DNA, com as diversas combinagdes de primers. Um conjunto de primers
do gene da B-prolamina (gentilmente cedido pelo Laboratério de Biologia
Molecular de Plantas -CBMEG) foi utilizado como controle da qualidade

do DNA gendémico na mistura de reagdo de PCR.

66



Tabela 1. Oligonucleotideos utilizados como primers em reacdes de PCR para

amplificacdo de sequéncias de DNA do loco waxy e do clone Awx-4st222. Os primers
estdo denominados de acordo com sua posi¢do na sequéncia do gene waxy ou no clone
Awx-Ast222, referindo-se-ao primeiro nucleotideo 5’ na fita de DNA.

Primer* Posicao no Gene Sequéncia de Nucleotideos

2100 (F) Exon 5§ ACGGACTACAGGGACAACCA ™
2688 (F) Exon 8 “GTTCGCCTTCTCGACTACC *

3874 (R) Exon 12 "CGCTGAGGCGGCCCATGTGG *
4384 (R) Exon 14 *TGCACCACGCGCGAGATCAG *
4519 (R) Exon 14 "TAACTACACACGCAAGCAAT*
2160 (F) Exon 6 "TCAACAACAACCCATACTTCTC?
2395 (R) 2395(clone) "TAGAGAAAGTAGTAGTTCTTGGG®

* De acordo com a sequéncia waxy EMBL X 03935 ¢ com a sequéncia do clone Awx-
Ast222.

F = Sequéncia de nucleotideos 35°- 3’ (Forward), correspondente a sequéncia
codificadora do gene.

R = Sequéncia de nucleotideos 3°-5° (Reverse), correspondente a fita molde transcrita
em mRNA.

Tabela 2. Condi¢des de amplificagdo de sequéncias de DNA em reagdes de PCR com
diversas combinagdes de primers.

Primers N° de Ciclos Tempo e Temperatura em Cada Ciclo
2100/4519 35 1°30°° 94°C -2’ 55°C -3’ 72°C
2688/3874 e 40 1’ 95°C -2 65°C -2°30"" 72°C
2688/4384

2160/2395 1 5’ 95°C

2-30 1°30°7 95°C -1’30 50°C -1'30” 72°C

67



3.5- Analise de RNA

Extragcdo de RNA

Aproximadamente 2g de tecido de endosperma imaturo, cerca de 20-
22 dias apés a polinizacdo (DAP) foram macerados na presenca de N,
liquido em almofariz esterilizado, até obter um pé bem fino. Este pd foi
colocado em um tubo de microcentrifuga, até a atingir a metade do tubo. A
seguir, foram acrescentados 500ul do tampédo de extragdo (42g/100ml urea;
0,35M NaCl; 20mM Tris-HCI pH7,5; 1mM EDTA pH 8; 2% Sarkosil).
Imediatamente foram acrescentados 500ul de fenol:SEVAG e os tubos
foram mantidos no gelo. As amostras foram misturadas com “pestle
kontes” (Kontes, 749515) acoplado a um homogeneizador (Barnant Mixer)
por aproximadamente 60 segundos e, em seguida, imersas em gelo. Os
tubos foram centrifugados a 3.500 rpm, por 15 min & 4°C. A fase aquosa
foi transferida para um novo tubo gelado, um igual volume de
fenol:SEVAG foi colocado na amostra e esta foi novamente centrifugada.
Este procedimento foi repetido por mais uma vez. As moléculas de RNA
foram precipitadas com 3M NaOAc e etanol (0,1v:2,5v). Apds agitagédo
lenta, os tubos foram colocados & -20°C durante a noite. Toda a vidraria e
demais materiais utilizados neste procedimento de extragcdo de RNA foram
tratados com 3% H,0, por uma hora. Antes da autoclavagem, DEPC foi
adicionado as solu¢des utilizadas na extracdo de RNA, em uma

concentracdo final de 0,2%.

Eletroforese de RNA

O RNA foi separado através de eletroforese em gel de agarose (0.7%)
com tampdo 1X MOPS contendo 5% formaldeido. A cuba de eletroforese e
a bandeja suporte do gel foram previamente tratadas com DEPC 0,2%
durante 15 min. Na amostra de RNA a ser aplicada no gel foi adicionado

lpul de tampdo consistindo de 10X MOPS, 50% formamida e 18% de
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formaldeido. Um total de 2ul desta suspensido de RNA foi entdo misturada
com 10ul do tampdo de corrida e 3ul de bromofenol. Esta mistura foi
desnaturada por 10min a 65°C e imediatamente imersa em gelo. A seguir, a

amostra foi aplicada no gel de agarose e submetida a eletroforese.

Transferéncia de RNA para membrana de nylon (northern blot)

Apds eletroforese, o gel de agarose foi lavado com é4gua destilada
esterilizada com DEPC e autoclavada. O gel foi entdo invertido e colocado
sobre um suporte coberto com papel 3MM, cujas pontas estavam imersas
em solucdo 10X SSC. A seguir, foi montado um sistema de northern blot,
seguindo o mesmo esquema anteriormente descrito para Southern blot. A
transferéncia do RNA para a membrana de nylon foi realizada durante 12

horas.

3.6- Clones utilizados para a preparacido de sondas de hibridizagio

Sondas do gene waxy

Os clones das sequéncias de cDNA e DNA gendmico do gene waxy
utilizados para a preparagdo de sondas foram gentilmente cedidos por
Susan Wessler (University of Georgia, USA). O clone pcDNA-waxy
consiste de um fragmento de 2.3kb, correspondente a sequéncia completa
do ¢cDNA do gene waxy. Este fragmento esta clonado no sitio EcoRI do
vetor pGEM 4Z. A sequéncia do DNA gendmico do gene waxy esta contida
em um fragmento de 10.8 kb que foi clonado no sitio EcoRI do vetor pBR,
recebendo a denominagdo de pWx35. Células da linhagem de bactérias
DH5a foram transformadas com esses dois clones waxy. Foram utilizadas
3 sondas do gene waxy marcadas com P°?. A Sonda 1 foi gerada pela
restri¢do do clone gendémico de 10.8kb com as endonucleases HindIIl e
EcoRV. O tratamento com estas endonucleases gerou um fragmento de 3kb

contendo a regido promotora do gene e provavelmente parte da regido

69



codificadora 5°. A Sonda 2 contituiu-se de um fragmento de 1.5kb, produto
da amplificagio do cDNAWx via PCR utilizando-se os primers 2100 e 4519
(Tabela 1). A terceira sonda, o cDNAWXx, foi um fragmento de 2.3kb
consistindo da sequéncia completa do cDNA do gene waxy. As posi¢Ges das

sondas 1 e 2 na sequéncia de DNA waxy estdo apresentadas na Figura 2.

Sonda 1 Sonda 2

EXON 1
] CAAT TATA EXON 5 EXON 14 ..

< —_— I ——f — —_— —
PRIMER 2100 PRIMER 4515

Figura 2- Representacdo do gene waxy indicando as posi¢des da Sonda 1
(3kb) e Sonda 2 (1.5kb) utilizadas em hibridizagGes de Southern e northern
blots.
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Sondas do clone Awx-Ast222

Para a caracterizagdo de algumas sequéncias de DNA gendmico
foram utilizadas sondas produzidas a partir dos sub-clones Sal3 e Sal4 da
linhagem Ast222. O sub-clone Sal3 foi tratado com as endonucleases Xba/
e Sall. Esta restricdo gerou fragmentos de 0.3, 0.6, 1.5 e 2.3kb. Os
fragmentos de 0.6 e 2.3kb foram utilizados como sonda, que foram
denominadas Sonda 600 e Sonda 2.3, respectivamente. O sub-clone Sal4
foi tratado com a endonuclease Sa// e gerou um fragmento de 4kb, que foi

utilizado como sonda. Esta sonda foi denominada Sonda S4.

Preparacdo de Escherichia coli competente para transformacgdo

Uma coldnia isolada da linhagem de E. coli DH5a foi transferida
para meio liquido Luria-Bertani (LB) consistindo de 10g triptofano, 5g
extrato de levedura e 10g NaCl. A suspensdo de bactérias foi incubada a
37°C até atingir absorbancia de 0,5-0,8 a 600nm. A cultura foi resfriada
em gelo por 10 min e centrifugada & 7.740 x g por 10 min. O sedimento foi
ressuspendido em 0,IM CaCl,. A suspensdo foi mantida no gelo por 20
min e novamente centrifugada nas mesmas condi¢des. O sedimento foi
entdo ressuspendido em O0,IM CaCl,:glicerol (85:15). As células
competentes foram aliquotadas (50ul) em tubos de microcentrifuga,

imediatamente congeladas em N, liquido e armazenadas a -70°C.

Transformacdo

Amostra de 0.05-0.1pg de DNA dos clones foram adicionadas a
células competentes (50ul) preparadas como descrito acima. Os tubos
contendo a mistura DNA/bactérias foram mantidos no gelo por 15-30 min.
A seguir, foram imediatamente transferidos para um banho & 42°C por 1
min e retornados para o gelo por 2 min. Apds este choque térmico, foram
adicionados 900ml de meio LB pré-aquecido (37°C). A cultura foi

incubada por uma hora a 37°C e as células foram sedimentadas por
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centrifugacdo a4 6000 rpm por 2 min. O sedimento foi ressuspendido em
150u] do proprio meio e imediatamente uma aliquota fol plaqueada em
meio LB contendo ampicilina (50mg/ml), X-Gal (20mg/ml) e IPTG

(24mg/ml), para selecionar as células transformadas.

Isolamento de plasmidios em pequena escala (mini-prep)

Esta metodologia foi basicamente aplicada para confirmar eventos
de clonagem e transformag¢do. Colbnias individuais de bactérias
provenientes de experimentos de transformagdo crescidas em placas de
Petri sobre meio LB contendo ampicilina (50mg/ml) foram selecionadas.
As amostras destas coldnias de bactérias foram utilizadas para inocular
2.5ml de meio LB liquido, contendo ampicilina (50mg/ml). As culturas
foram incubadas a 37°C sob agita¢do constante (200 rpm) durante a noite.
Transferiu-se 1,5ml da cultura de bactérias para um tubo de
microcentrifuga, que foi centrifugado por 2min a 13.000 rpm. O sedimento
foi ressuspendido em 100pul de solugdo 1 (25mM Tris-HC! pH 7,4; 10mM
EDTA pH 8; 50mM glicose). Logo em seguida, acrescentou-se 200ul de
uma solucdo 0,2M NaOH e 1%SDS. Esta mistura foi lentamente agitada
por inversdo durante 15 segundos e entdo foram adicionados 150ul de
solucdo 3M acetato de potassio, pH 4,8. Apds agitagdo por inversdo ate
obter uma solucio homogénea, o tubo foi centrifugado por 10 min. Os
400ul do sobrenadante foram transferidos para um novo tubo de
microcentrifuga onde foram adicionados 720ul de etanol (100%) gelado. O
DNA foi precipitado a -20°C por 10 min e em seguida foi centrifugado por
10 min em microcentrifuga 4 12.000 rpm. O sedimento foi lavado com
etanol (70%) gelado, deixando-se secar & temperatura ambiente, e entdo foi

ressuspendido em tampdo TE contendo RNAse (10 mg/ml).
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Isolamento de plasmidios em larga escala

A linhagem DH5a de E. coli contendo o clone desejado foi cultivada
em 500 ml de meio LB contendo ampicilina (50 mg/ml), por toda a noite.
A cultura foi centrifugada a 7.520 x g em rotor Beckman JA-14, durante 10
min a 4°C. O sedimento foi ressuspendido em solugdo 1 (25mM Tris-HCI
pH 8; 50mM glicose; 10mM EDTA). Leogo a seguir, adicionou-se lisozima
(25mg/ml) a solugdo 1. Depois de bem misturado, o lisado foi mantido &
temperatura ambiente por 10 min. Acrescentou-se entido a solucdo 2 (0,2N
NaOH; 1% SDS). Os tubos foram mantidos no gelo por 10 min e
suavemente agitados. Acrescentou-se 3M acetato de potadssio e o lisado foi
entdo centrifugado a 17.400 x g (rotor Beckman JA-20) por 20 min a 4°C.
Ao sobrenadante adicionou-se igual volume de fenol:SEVAG. Apds
misturar bem a suspensfo, esta foi centrifugada por 10 min & 3.030 x g. As
impurezas, bem como os tragos de fenol, foram retiradas repetindo-se a
extracdo com SEVAG por mais duas vezes. O DNA foi precipitado por
adi¢do de 0,6 volumes de isopropanol e incubado & -20°C por 2 hs. Os
tubos foram centrifugados por 10 min & 17.400 x g. O sedimento foi
lavado com etanol (70%), deixando-se secar a temperatura ambiente. A
seguir, o DNA foi ressuspendido em tampio TE contendo RNAse (10

mg/ml).

Isolamento de inserto

ApOs o tratamento com a enzima de restri¢gdo apropriada, a sequéncia
de DNA desejada foi separada do vetor através de eletroforese. Os
seguintes métodos foram utilizados para retirar o inserto do gel de

agarose:

Isolamento por centrifugacio
ApOs a digestdo com a enzima de restricdo apropriada, a amostra de

DNA plasmidial foi submetida a eletroforese em gel de agarose (0,6-1%).



A banda de interesse foi cortada e o pedago de agarose contendo o DNA
foi retirado do gel. Em um tubo de microcentrifuga (0.5ml), com a base
furada ¢ sem a tampa, foi colocado um pouco de 13 de vidro siliconizada
(3mm), que foi compactada no fundo no tubo. Este tubo foi entdo
encaixado dentro de um outro tubo de microcentrifuga (1.5ml) intacto. O
pedago de agarose contendo o fragmento de DNA desejado foi colocado
sobre a la de vidro siliconizada e mantido & -20°C por 15 min. Decorrido
este periodo, os tubos foram centrifugados a 6.000 rpm por 10 min. O
DNA, filtrado juntamente com o tampdo do gel, foi entdo precipitado com
dois volumes de 100% etanol e 0.1 volume de 3M de acetato de sédio pH
4.8, a -20°C por 15 min. O DNA foi sedimentado por centrifugacdo a

aproximadamente 12.000 rpm por 15 min e ressuspendido em tampédo TE.

Isolamento com kit QIAEX I1

Apds eletroforese, o pedago de agarose contendo o DNA de interesse
foi colocado dentro de um tubo de microcentrifuga e submetido a
metodologia de purificacio de DNA recomendado para o kit QIAEX II
(QIAGEN, 20021). Este método consiste basicamente em adsorver o DNA
em particulas de uma resina de silica gel em presen¢a de sais, seguindo-se

de lavagem e elui¢io com tampdes apropriados.

Marcacgdo radioativa da sonda

O fragmento de DNA obtido utilizando-se um dos métodos acima
descritos, foi marcado com P*?. Para a incorporagdo do radioisétopo foram
utilizadas duas metodologias. Em uma delas, a sonda foi marcada pelo
método de random primer labelling utilizando-se o kit Mega-Primer-
Labelling Systems (Amersham, RPN 1604). Este método consiste
basicamente do pareamento de primers ao acaso na molécula de DNA
desnaturada, seguindo-se pela sintese de DNA pela polimerase Klenow

para a incorporacdo de nucleotideos marcados com o radioisétopo. As
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reagfes e os procedimentos destas marcagGes seguiram as recomendacgdes
do fabricante.

O segundo método, consistiu da marcagdo através de amplificacdo do
DNA via PCR em presenga de um dos dNTPs marcado com o radioisétopo
P*?. Os primers utilizados nas reagdes de PCR estdo posicionados nos
nucleotideos 2100 e 4519 da sequéncia waxy, como apresentado na Tabela
1. A mistura de rea¢do do PCR consistiu de 5U de Taq-Polymerase, tampio
para a enzima, aproximadamente 7,5ng do DNA, 2 mM de cada ANTP, com
excegdo daquele utilizado também como radioisétopo. O a-P*?dNTP foi
utilizado na concentra¢do de 50 uCi, juntamente com 0,036mM do mesmo
dNTP. A sequéncia de DNA (1.5kb) foi amplificada em 40 ciclos de 1’
307 a 94°C, 2° a55°Ce 3’ a72°C.

A atividade especifica da sonda foi determinada em uma aliquota da
reagdo de marcagdo colocada em papel DE-81. O papel contendo uma
aliquota da sonda foi lavado 3 vezes, por 2 min cada vez, em solugdo 0.5M
Na,HPO,. Em seguida, foi lavado 2 vezes, por 1 min, em H,O deionizada.
Este procedimento de lavagem do filtro DE-81 foi realizado para remover
os nucleotideos nao-incorporados ao DNA. A seguir, o papel foi
mergulhado por poucos segundos em etanol. Apds a secagem do papel, foi
determinada a contagem da radioatividade incorporada no DNA utilizando-
se o cintilébmetro 1217 rackbeta (LKB Wallac). O calculo para estimar a
atividade especifica foi feito utilizando-se a seguinte férmula (Manual de

Biologia Molecular - CBMEG)

cpm x volume de marcagdo (pl)
Atividade especifica = -ommmmmmom oo e

volume da aliquota (nl) x quantidade de DNA(ng)

Foram utilizadas sondas com atividade especifica entre 10% -

10°cpm/ng DNA. Antes da reacdo de hibridizacdo, os nucleotideos nio
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incorporados a sonda radioativa foram eliminados em coluna de resina

Sephadex G50 eluida com tampio TE.

3.7- Hibridiza¢ao de membranas

A membrana de nylon contendo o DNA foi incubada em solugio de
pré-hibridizacdo (5X SSC; 50mM Tris-HCl; 1% SDS; 10X Denhardt’s;
50% formamida; 100pug/ml de DNA de esperma de salm&o) por 4-6 horas, a
42°C. Decorrido este periodo, esta solugdo foi substituida pela solugdo de
hibridizagdo (5X SSC; 0,02M Tris-HCI; 1% SDS; 2X Denhardt’s; 50%
Formamida; 100pug/ml de DNA de esperma de salmio; 10% sulfato de
dextran), contendo a sonda ja desnaturada. A incubag¢fdo prosseguiu por

mais 12 horas.

Lavagem da Membrana e Exposicdo

Apos a hibridizagdo, o excesso de radioatividade da membrana foi
removido por subsequentes lavagens de imersdo, sob leve agitagdo. A
primeira lavagem foi com 2X SSC e 0,5% SDS por 5 min, a temperatura
ambiente. Em seguida, a membrana foi lavada com solugdo 2X SSC e
0.1% SDS por 15 min, a temperatura ambiente. As proximas duas lavagens
foram feitas & 60°C, com solugdo de 0,1X SSC e 0,1% SDS, por 20 min
cada uma. Apds cada lavagem, a radioatividade da membrana foi avaliada
com contador Geiger para estimar a necessidade ou nio de lavagens
subsequentes. Quando a contagem era alta, todas as lavagens eram
realizadas. Quando a contagem era baixa, o tempo de cada lavagem foi
reduzido ou até mesmo eliminado. Finalmente, foi feita uma breve lavagem
em 1X SSC. A seguir, a membrana foi envolta, ainda tmida, em um filme
de PVC e exposta a um filme de RaioX (Hyperfilme-Amersham, RPN
1675). A exposicdo foi feita em cassete de autorradiografia com placas

intensificadoras, em freezer -70°C, por 1-10 dias. O filme foi revelado
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utilizando-se revelador e fixador Kodak, nos seguintes tempos: revelador =

3 min; 4gua = segundos; fixador = 2 min; dgua corrente = 1-2 min.

Reutilizacdo da Membrana

Quando houve interesse em reutilizar a membrana, esta foi mantida
umida e protegida pelo filme PVC, evitando-se que secasse. A membrana
foi tratada com 0,4M NaOH por 30 min, & 45°C, sob agitagdo. Descartada
esta solucdo, a membrana foi imersa em soluc¢do contendo 0,1X SSC; 0,1%
SDS; 0,2M Tris-HCI pH7,5, ¢ novamente incubada a 45° C sob leve
agitacdo, por 30 min. A seguir, a membrana foi lavada brevemente em

0,1X SSC.

3.8.- Construc¢iao do banco de DNA gendomico

Uma progénie (S12) da linhagem Ast222, denominada Ast222wx-
P147 homozigota e estavel para o endosperma mutante waxy, foi escolhida
para construir um banco gendmico. O objetivo deste experimento foi
clonar a sequéncia waxy mutante para tentar identificar o mecanismo
genético envolvido com a instabilidade deste loco na linhagem Ast222. O
critério para a escolha desta progénie foi definido com base em um
experimento prévio, no qual foi observada uma alta frequéncia de
instabilidade somatica do gene waxy nos descendentes F, do cruzamento
Ast222wx-P147 x L222.

Sementes Ast222wx-P147 foram coletadas do campo cerca de 20-22
DAP. As sementes foram removidas das espigas e o endosperma foi
separado do embrido. As amostras de endosperma foram congeladas em N,

liquido e armazenadas a -70°C, para posterior extragio de DNA.
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Extracdo de DNA

As amostras de endosperma congeladas em N, liquido foram
maceradas até obter um poé fino, sem permitir o descongelamento da
amostra. Este p6 foi colocado em um tubo de polipropileno contendo 15 ml
do tampdo de extragido (2% CTAB; 1,4M NaCl; 0,4% B-ME; 20mM EDTA
pH 8; 0,1M Tris pH 8; 1% Sarkosil). O tampdo foi misturado com o tecido
macerado por sucessivas inversdes lentas do tubo. O extrato foi incubado a
65°C por 30 min. Apés o resfriamento & temperatura ambiente, foram
adicionados 10ml de SEVAG e, logo a seguir, a solugdo foi centrifugada
por 5 min a 8.740 x g (rotor Beckman JA 20), a temperatura ambiente. O
sobrenadante foi descartado e o sedimento foi seco ao ar livre e
ressuspendido em 4ml de tampio (50mM Tris pH8; 10mM EDTA). Apds a
ressuspensdo, foram adicionados 0,95g de CsCl, por ml do lisado e
Brometo de etideo (300pg/ml). A suspensdo teve a concentragdo de CsCl,
ajustada para o indice de refracio de aproximadamente 1,3895. A
suspensdo foi entdo centrifugada a 50.000 rpm por 20hs. A remocdo da
banda fluorescente foi realizada sob radiagdo UV com seringa e agulha
30x12. O brometo de etidio foi removido por sucessivas extragdes com
butanol-1 equilibrado com H,0. O DNA foi dialisado em tampdo TE,
precipitado em 3M acetato de sédio (pHS5,2) e etanol gelado 0,1:2 (v/v) e

depois ressuspendido em tampaoTE.

Cinética enzimdtica do DNA

O DNA genémico da progénie Ast222wx-P147, extraido e purificado
conforme descrito acima, foi digerido com a enzima Mbol, que possui
extremidades compativeis com os bragos do vetor ADashll/BamHI. Um
primeiro experimento teve o objetivo de estabelecer um tempo ideal de
reacdo de restrigdo para obter fragmentos de DNA gendémico variando entre

10-23kb. Aproximadamente 25ug de DNA foram adicionados a um tubo de
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microcentrifuga contendo a mistura de reagdo de restri¢do, consistindo de
tampdo da enzima e 0,1M espermidina. A amostra foi incubada em banho &
37°C por 5 min. A seguir, 2U da enzima Mbol foram adicionadas & mistura
de reacdo. Imediatamente foi transferida uma aliquota de 10ul da mistura
de reag¢do para um novo tubo contendo 6ul de 0.25M EDTA. Este
procedimento foi repetido nos intervalos de 5, 7,5, 10 e 15 min para
verificar o tempo ideal de digestdo parcial. As amostras foram submetidas
a eletroforese em gel de agarose (0,5%). O tempo selecionado para a
restricdo do DNA no experimento de constru¢do do banco gendmico foi de
7,5 min, quando foi observada a maior concentracio de fragmentos de
DNA na faixa de 10-20kb. Aproximadamente 250ug de DNA total foram
parcialmente digeridos com 20U da enzima Mbo/ durante 7,5 min a 37°C.
Apos a digestdo, a enzima foi inativada por tratamento a2 70°C durante 5
min. O DNA foi precipitado com 3M acetato de sédio e etanol por 2 hs a
20°C. Apoés a ressuspensdo do DNA em tampdo TE, a amostra foi aplicada

em um gradiente de sacarose.

Separagdo dos fragmentos de DNA por gradiente de sacarose

O gradiente de sacarose foi preparado utilizando-se solugdes 5% e
40% de sacarose anidra (Sigma, S0389) em tampido TEN (1M NaCl; 10mM
Tris-HCl pH8; ImM EDTA). As solugdes de 5% e 40% sacarose foram
colocadas nos tubos de um aparelho formador de gradiente manual. A este
aparelho de gradiente foi acoplada uma bomba peristaltica (Incibras BP
100) com o fluxo de 25ml/min. No canal que separa os dois tubos do
formador de gradiente foi primeiramente colocada a solugdo 5% sacarose
e, a seguir, foi adicionado igual volume de sacarose 40%. A bomba e a
trava do formador de gradiente foram abertos simultaneamente e o
gradiente de sacarose consistindo de 12ml foi recolhido em tubos de
polyallomer (14x89mm) para ultracentrifuga (Beckman, rotor SW41). As

amostras de DNA parcialmente digeridas foram entfo colocadas sobre o
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gradiente de sacarose e centrifugadas a 30.000 rpm, a 4°C por 16hs (rotor
Beckman SW 41). A aceleragio utilizada foi de uma unidade e a
desaceleracdo foi zero. Apés 16hs, foram recolhidas 28 aliquotas de 400pl,
que foram numeradas de acordo com a sequéncia em que foram
amostradas. Foi retirada uma amostra de 10pl de cada aliquota de nameros
8-20 para eletroforese em gel de agarose, com o objetivo de verificar quais
delas continham os fragmentos de DNA variando entre 10-20 kb, a serem
utilizados para a clonagem em vetor ADashll/Bam HI. Apds a migragdo em
gel de agarose (0,5%), foram selecionadas 3 aliquotas que possuiam
fragmentos de 10 a 20Kb. Estas 3 aliquotas de 390ul selecionadas foram
colocadas juntas em um mesmo tubo de ultracentrifuga. A este tubo foi
adicionado 1,8ml de 4gua, purificada em aparelho ‘Milli-Q’ e autoclavada,
e 7.5ml de etanol gelado. As amostras foram mantidas a -20°C para
precipitagio do DNA durante toda a noite. A amostra de DNA foi
centrifugada a 30.000 rpm, & 4°C por 1 h. O DNA foi ressuspendido em
300ul de tampao TE e transferido para um tubo de microcentrifuga. Uma
nova precipitagio da amostra de DNA foi realizada com 0,1 volume de 3M
acetato de sodio pH5,2 e 2 volumes de etanol gelado. O tubo de
microcentrifuga contendo a suspensio de DNA foi mantido 2 -20°C por
toda a noite. A seguir, os tubos foram centrifugados por 30min em
microcentrifuga a 12.000rpm. O DNA foi seco a temperatura ambiente, e

entdo ressuspendido em 20ul de tampédo TE.

Ligacdo dos fragmentos de DNA de milho ao DNA do fago

O vetor escolhido para clonagem do DNA gendmico da linhagem
Ast222wx foi o bacteriéfago ADashll/BamHI (Stratagene, 247211), capaz
de se ligar a fragmentos de DNA entre 9 ¢ 23 Kb. A enzima Mbo/ utilizada
para a digestdio do DNA gendémico gera fragmentos com extremidades
complementares as extremidades do DNA desse vetor, que estava

previamente digerido com a enzima BamHI. Os fragmentos de DNA
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gendmico, assim obtidos, foram ligados aos bragos do fago ADashlIl. Para a
reacdo de ligacdo foi utilizado o kit de ligacdo da Stratagene (203003), que
consiste de 4U/ul da enzima ligase, tampdo da enzima e ATP, seguindo-se
as instrug¢bes do fabricante. A mistura de ligagdo foi deixada por toda a
noite a 14°C e, em seguida, foi colocada na geladeira por 24hs para
aumentar a possibilidade de formagdo de concatimeros de DNA e facilitar

0 empacotamento.

Empacotamento do fago e multiplicac@o em bactéria

Apoés as 24 horas de incubagdo na geladeira, a mistura de ligacdo foi
empacotada com o kit GoldIII (Stratagene, 200202) seguindo-se as
instru¢des do fabricante. O DNA A Dashll/BamHI, previamente submetido
a reacdo de ligagdo com o DNA do milho, foi misturado com o extrato de
empacotamento do kit GoldIII. Os bacteriofogos recombinantes foram
multiplicados na linhagem de bactéria XL1-Blue MRA(P2) fornecida com
o kit. Inicialmente, uma coldnia isolada da bactéria XL1-Blue MRA(P2)

foi inoculada em meio de cultura LBM (meio LB contendo 10mM MgSO4),

suplementado com 0,2% maltose (v/v). A suspensio de bactérias foi
incubada & 37°C, sob agitagdo (200 rpm), durante 4-6hs, até atingir
DOgponm n@o superior a 1. A cultura foi centrifugada a 2.000 rpm por

10min. As c€lulas foram gentilmente ressuspendidas em 10mM MgSOy4, em

um um volume apropriado para atingir DOy, igual a 0,5.

Dos 500ul da reagdo de empacotamento foi retirado 1pl para infecgio
de 200pl de suspensdo de célula hospedeira, para determinagdo do titulo
do banco. O fago e a bactéria foram incubados juntos, por 15 min a 37°C,
para permitir a adesdo do fago as células. A esta mistura fago/bactéria
foram adicionados 4ml de top-agarose (0,7% agarose e 10mM MgSO,),

pré-aquecido a 55°C, que imediatamente foi vertido em placa de petri com
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meio LB. As placas de petri foram mantidas por toda a noite a 37°C. As

placas de lise foram observadas apds 12hs.

Selecdo de clones

A selecdo dos clones recombinantes da sequéncia do gene waxy foi
realizada em placas de Petri (150mm x 20mm) contendo em média 40.000
fagos por placa. As bactérias com os fagos foram incubadas por 8-12hs a
37°C. As placas de lise foram crescidas até atingir 1-2mm de didmetro. As
placas de Petri contendo bactérias lisadas foram incubadas a 4°C por um
periodo de no minimo 2 horas. A seguir, um filtro de nylon (Amersham,
RPN137N) foi colocado sobre a cultura bactéria/fago para transferéncia
das placas de lise. Estes filtros contendo os fagos recombinantes foram
entdo desnaturados com 1,5M NaCl e 0,5M NaOH, neutralizados com 1,5M
NaCl e 0,5M Tris pH8 e lavados com 2X SSC, seguindo-se as instrugdes
da Stratagene. O DNA foi ligado aos filtros de nylon utilizando-se
equipamento UV Stratalinker (Stratagene) ajustado no modo autocrosslink.
As membranas foram pré-hibridizadas e hibridizadas com a solugdo de 6X
SSC; 0.1% de N-laurilsarcosinato de sédio; 0.2% SDS; 0.05X BLOTTO
(5% de leite em pé desnatado Molico); 50% de formamida. A sonda
utilizada nas hibridizacdes foi o inserto de cDNAWx com uma atividade
especifica de 2.5x10® cpm/pug de DNA. As membranas foram pre-
hibridizadas durante 2 a 4hs. A seguir, a solugdo de pré-hibridizagdo foi
descartada e as membranas foram colocadas na solugdo de hibridizagdo
contendo a sonda. A hibridizagio ocorreu & 42°C por toda a noite. A
lavagem das membranas foi feita com solugdo 2X SSC; 0,1%SDS, a
temperatura ambiente por 15 min. Em seguida, as membranas foram
lavadas & 60°C por 10 min, com a solugdo 0,1XSSC; 0,1%SDS. As
membranas foram protegidas com filme PVC e foram expostas ao filme de
autorradiografia durante 5 dias. Apos a revelagdo dos autorradiogramas, 0s

filtros foram orientados e alinhados nas placas de Petri contendo as placas
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de lise, para retirada dos clones putativos. Os clones foram retirados com
ponteiras de micropipeta (pl1.000) com a ponta cortada e colocados em
tubos de microcentrifugas contendo 500ul de tampio SM (100mM NaCl;
50mM Tris pH 7,5; 10mM MgSO,) e 10ul de cloroférmio. Os tubos foram
agitados em vortex ¢ deixados 4 4°C por uma noite. Foram realizadas trés
etapas de selegdo do banco gendémico. Para a primeira selecdo foram
analisadas aproximadamente 1.2x10° pfu. O DNA dos bacteri6fagos
recombinantes com sequéncias homoélogas ao gene waxy foram

selecionados e purificados.

Preparacdo do bacteridfago

Uma col6nia de bactéria hospedeira, E. coli MRA, foi utilizada para
inocular 20ml de meio LBM contido em um erlenmeyer. A suspensdo foi
incubada para crescimento a 37°C por toda a noite com agitagdo a 300 rpm.
A DOgponm da cultura foi entdo avaliada para o calculo do titulo das
células. Sabe-se que DOy, igual a 1 corresponde a 8x10° células/ml.
Uma aliquota da cultura contendo 10'° células foi transferida para um tubo
de centrifuga esterilizado, e centrifugada a 4000 x g por 10min. O
sedimento foi ressuspendido em 3ml de solucdo SM. A esta suspensdo de
células foi adicionado o fago selecionado em uma concentragdo de 5x10’
pfu. Para permitir a infe¢do das bactérias pelos fagos recombinantes, a
mistura foi incubada & 37°C por 20min, sob leve agitagio. Uma aliquota de
300ul de células infectadas foi transferida para 50ml de meio LBM. A
cultura foi incubada 4 37°C com agitagio a 300rpm. Neste periodo ocorreu
crescimento simultdneo da bactéria e do fago, que resultou em uma lise da
cultura apds aproximadamente 6hs. A lise foi monitorada a partir de 4hs de
cultivo, efetuando-se sucessivas leituras espectrofotométricas a DOgoonm- A
queda da DOy, indicou o decréscimo do numero de bactérias e,
consequentemente, indicou o momento da lise. Apds a cultura ter atingido

a lise desejada, foi adicionado Iml de cloroférmio. A cultura foi



novamente deixada a 37°C, por 10 min, sob agitagdo vigorosa (300 rpm), e
imediatamente foi colocada em gelo, onde foi mantida por 10 min. A
cultura foi entdo transferida para tubos de centrifuga (Beckman JA-10),
com o cuidado de ndo tranferir o cloroférmio. A centrifugacdo foi
realizada a 7000 rpm, & 4°C, por 10 min. O sobrenadante foi
cuidadosamente retirado e o DNA foi entdo purificado utilizando-se o kit

Lambda Midi kit (QIAGEN, 12543).

Avaliag¢do de clones recombinantes

A avaliagdo dos clones recombinantes inciou-se com a digestdo do
DNA com as endonucleases de restricdo EcoRI, Xbal, Sall e Notl seguida
pela migragio em gel de agarose 0.5% para posterior avaliacdo por
Southern blot. O gel foi colocado em solugdo de depurinagdo de 0.25N
HCl, por 15min, com agitagdo suave. Logo em seguida, o gel foi lavado
com H,O, e submergido em solugdo de desnaturacéo 1.5M NaCl e 0.5M
NaOH. O tampdo de desnaturagdo foi substituido pelo tampdo de
transferéncia alcalina (0.25M NaOH e 1.5M NaCl). A seguir, foi montado
um sistema de transferéncia de Southern blot, como descrito
anteriormente, com uma unica modificacdo no método, que foi a utilizagdo
de tampio de transferéncia alcalino. A transferéncia do DNA para a
membrana de nylon (Nytran plus, S&S, 77419) ocorreu por 12hs. A
membrana foi rapidamente lavada com 2X SSC. Depois de secar a
temperatura ambiente, a membrana contendo o DNA foi exposta a radiacdo
ultravioleta, utilizando-se o ajuste autocrosslink do equipamento UV
Stratalinker (Stratagene). A membrana foi entdo submetida a reacdo de
hibridizacdo do DNA com a sonda de cDNAWx marcada com P*?. O clone
selecionado, consistindo do fragmento de DNA gendémico de milho da

linhagem Ast222, contendo a sequéncia waxy clonada no bacteriofago

ADashll foi denominado Awx-4st222.
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Sub-clonagem do clone genéomico Awx-Ast222

O clone Awx-A4st222, consistindo de aproximadamente 11.3kb, foi
sub-clonado em vetores apropriados para permitir o sequenciamento dos
nucleotideos. O tratamento do clone Awx-4st222 com a endonuclease Sall
gerou 3 fragmentos de 4.5kb, 3kb e 3.8kb. Os vetores Bluescript KS e
pGEM 3Z foram utilizados para a sub-clonagem desses fragmentos,
gerando os clones Sal2 (inserto -3kb), Sal3 (inserto -4.5kb) e Sal4 (inserto
-3.8kb). A clonagem nos vetores foi realizada de acordo com a metodologia
descrita por Sambrook er al. (1989). Transformagdo de bactérias e
purificagcdo de plasmidios foram realizadas de acordo com os

procedimentos anteriormente descritos.

Sequenciamento de nucleotideos dos sub-clones do DNA gendomico

Todos os sub-clones resultantes da digestdo do clone de DNA
gendmico Awx-Ast222 foram submetidos a reagdes de sequenciamento de
nucleotideos. Foram utilizados os métodos de sequenciamento automatico
e sequenciamento manual. O sequenciamento utilizado seguiu o método de
dideoxy e foi realizado em parte no CBMEG-UNICAMP e em parte no
Laboratério Nucleic Acid and Protein Service unit of University of British
Columbia, Canad4a. O sequenciamento manual de nucleotideos de DNA foi
especificamente empregado para sequéncias do clone Awx-Ast222 contendo
regiGes ricas em citosina e guanina. Estas regides comumente resultam em
pareamento no DNA fita simples com a formacdo de hairpins, que por sua
vez impossibilitam a a¢do da DNA polimerase para a incorporagido de
nucleotideos. O sequenciamento manual dessas regides do DNA ricas em
G-C parecem requerer uma habilidade técnica um tanto especializada e,
por isso, essas regides foram sequenciadas pela BioStrand, Trieste, Italia,

que € uma firma especializada neste tipo de sequenciamento.
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Amplificacio via PCR de uma sequéncia de DNA de interesse em
genotipos de milho

Com base no conhecimento adquirido sobre a sequéncia de
nucleotidoes do clone Awx-4sr222, uma regifo de interesse foi escolhida
para estudos adicionais de amplificagio de DNA via PCR, utilizando os
primers 2160 e 2395 (Tabela 1). Amosiras de DNA do clone Awx-As1222,
da progénie Ast222-P147 utilizada na construgdo do banco genomico ¢ do
hibrido instavel F,(Ast222wx x L222) e de algumas linhagens de milho
com endosperma normal (L222, Ast-02 e W64) foram utilizadas em reagdes
de PCR. O DNA foi utilizado sem tratamento com enzimas de restrigdo e
também tratado com as endonucleases Pst/ e Xbal ou Pstl e Hindlll. As
reagdes de restricdo do DNA foram realizadas de acordo com a
metodologia anteriormente descrita. As condi¢des de amplificagdo via PCR

utilizando-se esses primers estdo descritas na Tabela 2.
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4- Resultados

4.1- Anilises genéticas da instabilidade do loco waxy

Os resultados das analises fenotipicas de segregacdo de sementes em
progénies da linhagem Ast222 nas geragdo S7-S10 (Branquinho, 1993) e
nas progénies estudadas no presente trabalho (S10-S12) revelaram
instabilidade somdtica para os mutantes de endosperma waxy e amylose-
extender. Foram também observados desvios de segregac@o nas progénies
das geragdes S7-S10, indicando a ocorréncia de instabilidade germinal. A
instabilidade somatica caracterizou-se por setores waxy ou amylose-
extender de diversos tamanhos no endosperma normal, ao longo das
gerag¢Oes de autofecundacdo. Foram também observados setores enrugados
em endosperma waxy, que sdo resultantes da instabilidade somatica
associada ao genétipo wxwx/4eae. Em aproximadamente 150 progénies
instaveis da linhagem Ast222, foi possivel observar que a instabilidade
genética gerou mutagdes no endosperma apenas no sentido normal para
mutante waxy ou amylose-extender.

As avaliagdes dos fendtipos das sementes das progénies Ast222
(S10-S12) utilizadas no presente trabalho revelaram baixa frequéncia de
instabilidade nos locos waxy e amylose-extender. Nessas geracdes
altamente endogdmicas, geralmente eram encontradas apenas 1-2 sementes
com instabilidade somadtica, ocorrendo em poucas espigas das numerosas
progénies de plantas autofecundadas. A ocorréncia de frequéncias baixas
de instabilidade nas geragdes avangadas de autofecundacio foi confirmada
em uma avaliagdo da gera¢do S12 da linhagem Ast222. De 400 progénies
(Wx-Ae-) autofecundadas, apenas 13 progénies apresentaram instabilidade
somatica para os fendtipos waxy ou amylose-extender, ocorrendo em
apenas 1-2 sementes por espiga.

Considerando-se a importdncia da associagdo dos estudos

moleculares com a expressdo fenotipica da instabilidade genética em
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estudo, foi planejado um experimento com o objetivo de derivar progénies
com maior atividade de instabilidade do loco waxy. Assim, poder-se-ia
escolher uma sublinhagem Ast222wx diretamente associada com a
capacidade de gerar instabilidade no gene waxy, para entdo construir gm
banco gendmico e clonar o alelo mutante waxy da linhagem Ast222. Este
experimento foi planejado com base na hipotese mais provavel de que a
instabilidade da linhagem Ast222 poderia ser causada por um elemento de
transposi¢do. Progénies da linhagem Ast222wx (S12), homozigotas waxy
estaveis wxwxA4eAde, foram cruzadas com os parentais L222 e Ast-02 e com
as linhagens L1902 e L477. Paralelamente, também foram realizados
cruzamentos da linhagem Ast222 (Wxwx/Ade- e WxWx/Ae-) com os parentais
L222 e Ast-02. Os descendentes F, desses cruzamentos foram avaliados
para a ocorréncia de instabilidade somdtica no loco waxy. Os dados do
nimero de progénies que apresemtaram instabilidade somaética estdo
apresentados na Tabela 3.

Nas sementes F, de duas espigas resultantes do cruzamento Ast222-
wxwxAdede x L1222, foram observadas as mais altas frequéncias de
instabilidade somadtica, caracterizada por setores waxy em endosperma
normal. Cerca de 90% das sementes em cada espiga eram instaveis para o
loco waxy. Esta alta frequéncia de imstabilidade somatica foi contrastante
com os resultados obtidos para as progénies F, resultantes dos outros
cruzamentos. O resultado de alta instabilidade nestes cruzamentos
restringiu-se a uma progénie Ast222 da familia 5.8. Esta progénie foi
entdo escolhida para a continuidade dos estudos ¢ foi denominada
Ast222wx-P147. Cruzamentos de progénies-irmds (Ast222wxwx),
derivadas de outras sublinhagens, mostraram baixa frequéncia de
instabilidade, 1-2 sementes por espiga nos descendentes F,. Resultado

semelhante foi obtido para os cruzamentos envolvendo as linhagens L902 e

L477.
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Plantas derivadas das sementes instaveis das progénies
F,(Ast222wx-P147 x L222) foram autofecundadas. A geragdo F, resultante
desta autofecundag¢do segregou para sementes normais e mutante waxy. As
espigas F,(Ast222wx-P147 x L222) foram analisadas quanto & frequéncia
de sementes normais, sementes normais com setores waxy e sementes
totalmente waxy. As frequéncias de fendtipo normal (N) e mutante (wx)
foram avaliadas pelo teste de X°, de acordo com a hipétese de segregacdo
monofatorial de 3N:1wx. Como apresentado na Tabela 4, em 17 espigas F,
avaliadas para a segregacdo de endosperma, uma delas apresentou desvio
de segregacdo significativo em mnivel de 5%, como consequéncia do
aumento da frequéncia de sementes mutantes waxy. Este desvio pode ser
devido a ocorréncia de instabilidade germinal nesta progénie, confirmando
a existéncia deste fenémeno no germoplasma Ast222, como previamente
descrito (Branquinho, 1993). Portanto, além de instabilidade somatica, foi
também observada instabilidade germinal na geracio F,(Ast222wx-P147 x
L222). A frequéncia de sementes normais com setores wx foi relativamente
alta nestas progénies F,, ocorrendo em niveis acima de 20% em 11 espigas.
Apenas uma espiga (E;;) de aproximadamente 50 obtidas na geragdo F, ndo

apresentou semente com instabilidade.
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Tabela 3. Frequéncias de espigas com instabilidade somatica de progénies F, resultantes
de cruzamentos da linhagem Ast222wx com as linhagens L.222 e Ast-02.

N° de Espigas

Cruzamento | ccesmcciimcececmececccceem—eeaa-
Estaveis Instaveis

Ast222wxwxAede x L222 (P147) 0 2t

Ast222wxwxAde- x L222 (Virias progénies) 18 5°

Ast222wxwxAeAe x Ast-02 (Virias progénies) 7 1°

* = Aproximadamente 90% das sementes F1 de cada espiga apresentaram

setores waxy de diversos tamanhos.
= Espigas com todos as sementes normais e apenas 1-2 sementes com
instabilidade somatica para o loco waxy.
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Tabela 4- Frequéncias dos fenétipos normal e waxy observadas em 17 espigas
representando as progénies segregantes F,(Ast222wx-P147 x L222). No teste de x’ foi
avaliada a hipotese de segrega¢do monofatorial de 3N:1wx. A instabilidade somatica foi
observada apenas como setores waxy em graos normais.

N de sementes

Progénie Normal waxy X
F Estavel Instavel  Total gl =1
E, 186 26 (12.3%) 212 75 0.20 ns
E 97 56  (36.6%) 153 76 8.18**
E; 150 1 (07%) 151 63 2.24 ns
E, 88 8 (83%) 96 42 2.17 ns
E,; 221 92  (40.9%) 225 65 1.03 ns
E,, 127 58 (31.4%) 185 64 0.05 ns
E,s 149 39  (20.7%) 188 68 0.33 ns
E,; 230 17 (6:9%) 247 76 0.37 ns
E,, 55 17  (23.6%) 72 16 2.18 ns
Eq 169 89 (345%) 258 74 1.30 ns
E, 194 50  (20.5%) 244 77 0.17 ns
E; 197 54  (21.5%) 251 65 331 ns
E, 166 35 (17.4%) 201 56 0.48 ns
E;; 36 6 (14.3%) 42 19 1.23 ns
E;, 203 53 (207%) 256 77 0.63 ns
E;s 50 0 (0%) 50 23 1.65 ns
E;g 132 103 (43.8%) 235 72 0.39 ns

ns = %* ndo significativo.
** 42 significativo a nivel de 5%.



O amido do endosperma normal € composto de amilose e
amilopectina. A identificagdo do fendétipo mutante da via biossintética de
carboidratos em endosperma ¢ de facil visualizagdo, pois a auséncia ou a
alteragdo nas propor¢des de um dos tipos de amido altera a constitui¢do
fisica da semente. Um exemplo ¢ o mutante waxy, que ndo possui amilose
e o fendtipo da semente é sem brilho, tipo cera. Assim, a classificacio do
fenétipo mutante € evidente também em endosperma normal com setor
mutante. De 50 espigas F,(Ast222wx-P147 x L222) obtidas, quase todas
apresentaram sementes normais com setores wx. Os setores mutantes no
endosperma normal destas espigas eram de tamanhos variados, como pode
ser observado na Figura 3. A ocorréncia de setores mutantes em
endosperma normal deve-se a eventos de instabilidade somatica do gene
nas células que estdo em divisdo mitdtica durante o desenvolvimento do
endosperma. Assim, quanto mais cedo ocorrer a mutagdo no
desenvolvimento do endosperma, maior serd o setor mutante. Exemplo de
ocorréncia de instabilidade do gene waxy em uma fase inicial do
desenvolvimento do endosperma pode ser observado na Figura 4a. Além da
facil identificag@o visual sem tratamento quimico da mutagdo no gene
waxy, pode-se utilizar a reacdo de coloragdo com iodo para uma melhor
caracterizagdo desta mutac¢do. Dos dois tipos de amido do endosperma de
milho, apenas a amilose reage com o iodo resultando em uma coloracio
azul-escuro ou preto. Como a amilopectina ndo reage, a semente fica com a
cor natural. J4 que o mutante wx ndo possui amilose, as células com esta
muta¢do ndo reagem com o iodo. Assim, os setores mutantes nio corados
sdo facilmente reconhecidos no endosperma normal corado (Figura 4c, 4e,
4g). A ocorréncia de mutagies somdticas no gene waxy em estagios
intermediarios (Figura 4b e 4d) e avangados (Figura 4f) do
desenvolvimento do endosperma resultam em setores mutantes de

tamanhos médios e pequenos, respectivamente.
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Figura 3- Instabilidade somaéatica em progénies F,(Ast222wx-P147 x
L222). Observar as varias sementes normais com setores waxy de diversos
tamanhos (setas).
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Figura 4- Sementes normais de milho com setores waxy provenientes de mutagcoes somaticas. (a)
Semente normal de uma progénie Ast222 com um grande setor waxy; As sementes b-g sdo
provenientes de progénies F,(Ast222wx-P147 x L.222). (b) Semente normal com dois grandes
setores waxy; (¢) Semente b lixada e corada com iodo; (d) Semente normal com um grande setor
waxy e varios pequenos; (¢) Semente d lixada e corada com 1odo; (f) Semente normal com
pequenos setores waxy: (g) Semente flixada e corada com iodo.



Um experimento foi realizado com o objetivo de estudar a
frequéncia de reversdo da mutagdo waxy para endosperma normal e, ao
mesmo tempo, identificar plantas com o sistema de instabilidade genética
ativo. Assim, foi plantado um campo isolado com aproximadamente 1.000
plantas Ast222(S11) de genotipo wxwx/de- para se avaliar a possivel
reversdo do fendtipo mutante waxy para o fendtipo normal. Nenhuma
reversdo da mutagdo waxy para o fendtipo normal foi observada nas
milhares (>150.000) de sementes das progénie S12 desse experimento.
Todas as progénies obtidas possuiam apenas sementes mutantes,
demonstrando uma alta estabilidade para a mutagdo waxy neste
germoplasma. Também interessante nos resultados desse experimento foi o
aparecimento de varias sementes waxy com setores enrugados (Figura 5).
Estes setores enrugados representam um fendtipo tipico da ocorréncia de
mutacdo dupla nos genes wx e age. Neste caso, o setores enrugados sdo
resultantes da instabilidade no loco de. Setores duplo-mutantes wxwx/aeae
foram observados em 17 sementes dessas progénies SI13, em uma
frequéncia baixa e semelhante aquela observada em geragdes prévias da

linhagem Ast222.
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Figura 5- Semente de uma progénie da linhagem Ast222 wxwx/deae
autofecundada. Observar setores enrugados, que indicam instabilidade
somdtica no loco Ae resultando em setores duplo-mutantes wxwx/aeae
(wa).
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4.2- Andlise molecular do loco waxy

Aproximadamente 80 progénies da linhagem Ast222 (S10-S12),
resultantes de autofecundagdo, e progénies F, e F,(Ast222wx-P147 x
L222) com alta frequéncia de setores waxy em endosperma normal, foram
utilizadas nas andlises moleculares da instabilidade do loco waxy. A
associa¢do das caracteristicas fenotipicas de endosperma com as analises
moleculares foi, sempre que possivel, uma abordagem constante no

planejamento dos experimentos.

4.2.1- Avaliacao de polimorfismo de restri¢cio do loco waxy

Inicialmente, procurou-se por alteragdes relativamente grandes na
sequéncia de nucleotideos do alelo waxy da linhagem Ast222, que
pudessem ser detectadas em fragmentos de restri¢do. Para tanto, foi
novamente considerada a hipotese mais provavel de que o alelo mutante
waxy da Ast222 seria resultante de eventos de inser¢do de um transposon
ou talvez de alguma outra alteragdo molecular envolvendo um numero
grande de bases. Esta hipdtese baseou-se nas observagdes de instabilidade
somatica € germinal, comumente associadas a acdo de elementos de
transposicdo em milho. Amostras de DNA gendémico foram tratadas com
diversas endonucleases para determinar o padrdo de restrigdo de progémnies
normais e waxy da linhagem Ast222 e das linhagens parentais Ast-02 e
L222. As andlises de polimorfismo de restrigdo tiveram também o objetivo
de verificar se existiam diferencas entre os alelos mutantes waxy nas
diversas sublinhagens Ast222. O padrdo de restricdo da linhagem Ast222
também foi comparado com outras linhagens endogidmicas de milho
descritas na literatura.

A Figura 6 representa um autorradiograma resultante da hibridizagéo
de amostras de DNA das linhagens Ast222 normal (Wxwx), Ast222wx
(wxwx), Ast-02 (WxWx) e L222 (WxWx) digeridos com a endonuclease de
restricdo HindIIl e hibridizados com a sonda cDNAWx. Nas sublinhagens
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Ast222wx foi observado apenas um fragmento de 6kb com homologia a
sonda ¢cDNAWx (Figura 6, colunas 1-3 e 7-9). Portanto, n3o foram
detectadas diferengas na posicdo do sitio HindlIl entre as diversas
sublinhagens Ast222wx. Aparentemente, ndo existe sitio para esta
endonuclease dentro da sequéncia codificadora waxy dos mutantes. No
genodtipo normal (Wxwx) da linhagem Ast222 foram observados fragmentos
de 10, 6 e 2.3kb homdlogos a sonda cDNAWx (Figura 6, coluna 6). Os
fragmentos de 10 e 2.3kb provavelmente correspondem ao alelo Wx,
enquanto que o fragmento de 6kb parece corresponder ao alelo wx neste
gendtipo heterozigoto. Este resultado indicou uma alteragio na posig¢do do
sitio HindIIl entre os alelos normal e mutante da linhagem Ast222 ¢ a
existéncia de um sitio HindlIIl dentro da regido codificadora do alelo Wx
desta linhagem.

Na amostra de DNA do parental L222 tratada com a endonuclease
HindIII foi observado um fragmento de 15kb e outro de 2.3kb homélogos a
sonda de cDNAWx (Figura 6, coluna 5). O parental Ast-o2 apresentou trés
fragmentos com homologia 4 sonda ¢cDNAWx (Figura 6, coluna 4). Os
fragmentos sdo de 20, 10 e 2.3kb.

Os padrdes de restri¢do das amostras de DNA das linhagens Ast222,
L222 e Ast-02 permitem concluir que existe polimorfismo para sitios de
restricdo HindlIl entre os alelos dos gendtipos avaliados. Aparentemente,
dois sitios HindIII sio bastante conservados dentro da regido codificadora
do alelo normal destas trés linhagens, gerando constantemente um

fragmento de 2.3kb (Figura 6, colunas 4, 5 ¢ 6).
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Figura 6- Autorradiograma da hibridizagdo de amostras de DNA gen6émico de milho,
digeridas com a endonuclease HindlII e hibridizadas com a sonda cDNAWx. Coluna 1-3
e 7-9 = Ast222wx; 4 = Ast-02; 5 = 1.222 e 6 = Ast222 normal (Wxwx).
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Na Figura 7 estd representado um autorradiograma resultante da
hibridiza¢do de amostras de DNA gendmico das linhagens Ast-02, L222 e
Ast222 normal e waxy, digeridas com a endonuclease de restrigio EcoRV e
hibridizadas com a sonda cDNAWx. A digestio com a endonuclease EcoRV
das diversas progénies Ast222wx resultou em apenas um fragmento de
3.9kb com homologia a sonda cDNAWx (Figura 7, colunas 1-3 e 7-9). Este
resultado indicou que o alelo wx da linhagem Ast222 nido possul o sitio
EcoRV dentro da regido codificadora do gene. Além disso, os sitios EcoRV
associados ao alelo wx encontram-se aparentemente na mesma posigdo em
todas as progénies mutantes, gerando o mesmo tamanho de fragmento. O
genotipo normal da Ast222 (Wx-) apresentou trés fragmentos de DNA
homdlogos a4 sonda cDNAWx, resultantes do tratamento com a
endonuclease EcoRV (Figura 7, coluna 6). Os fragmentos de 10 e 2.3kb
provavelmente correspondem ao alelo funcional, enquanto que o fragmento
de aproximadamente 4kb provavelmente corresponde ao alelo mutante.
Este resultado indicou que existem diferencas na posicdo dos sitios EcoRV
enire o alelo normal (Wx) e o alelo mutante (wx) da Ast222.

A linhagem Ast-02 apresentou um fragmento de 12kb e outro de
2.3kb homélogos 4 sonda cDNAWx, quando o DNA gendémico foi tratado
com a endonuclease EcoRV (Figura 7, coluna 4). Na linhagem L222 o
fragmento com homologia 4 sonda cDNAWx ¢ de 8kb. Portanto, existe
polimorfismo entre as linhagens Ast222, L222 e Ast-02 para sitios de
restricdo EcoRV. Por outro lado, foram observados sitios de restri¢o
EcoRV aparentemente conservados dentro da regido codificadora entre os
genotipos Ast-02 e Ast222 normal, como sugerido pelo fragmento de
aproximadamente 2.3kb nas linhagens (Figura 7, colunas 4 e 6,

respectivamente).

100



12 -

10 -
8.5 -

Figura 7- Autorradiograma da hibridizagdo de amostras de DNA gendmico de milho,
digeridas com a endonuclease EcoRV e hibridizadas com a sonda de cDNAWx. Coluna 1
-3 € 7-9 = Ast2222wx; 4 = Ast-02; 5 = 1L222; 6 = Ast222 normal (Wxwx).
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A Figura 8 representa um autorradiograma de amostras de DNA das
linhagens Ast-02, L222 e Ast222 normal e waxy, digeridas com a
endonuclease de restricdo Xhol, e hibridizadas com a sonda de cDNAWx.
As amostras de DNA das plantas Ast222wx (wxwx) apresentaram um
fragmento de 11kb com homologia a sonda ¢cDNAWx (Figura 8, colunas
1,2 e 6-9). Por outro lado, o gendtipo Ast222 normal (Wxwx) apresentou
trés fragmentos homdlogos & sonda ¢cDNAWx, um de aproximadamente
11kb que deve conter o alelo wx e dois outros com 9 e 4.8kb (Figura 8,
coluna 5). Portanto, um sitio de restricio Xhol presente dentro da regiio
codificadora do alelo Wx da Ast222 parece ndo existir no alelo wx desta
mesma linhagem.

O DNA da linhagem L1222 tratado com a endonuclease Xhol
apresentou um fragmento de aproximadamente 13kb e outro de
aproximadamente 15kb com homologia 4 sonda cDNAWx (Figura 8, coluna
4). Por outro lado, a linhagem Ast-o2 apresentou quatro fragmentos com
homologia & sonda ¢cDNAWx. Estes fragmentos sdo de 11, 8.5, 6 e 4kb

(Figura &, coluna 3).
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Figura 8- Autorradiograma da hibridizagdo de amostras de DNA genémico de milho,
digeridas com a endonuclease X#o/ e hibridizadas com a sonda de cDNAWx. Coluna 1, 2
e 6-9 = Ast222wx; 3 = Ast-02; 4 = L222; 5 = Ast222 normal (Wxwx).
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A avaliacdo do padrdo de restrigio de DNA gendémico com as
endonucleases HindIlI, EcoRV e Xhol demonstrou auséncia de
polimorfismo de restrigio para essas enzimas no alelo waxy entre as
diferentes sublinhagens (Figuras 6-8). Porém, existem diferencas na
posicdo dos sitios destas endonucleases entre o alelos Wx e wx da Ast222.
Aparentemente, o mutante perdeu alguns sitios destas enzimas na
sequéncia codificadora waxy.

O gendtipo Ast222wx aparentemente ndo apresentou sitios de
restricio para as endonucleases HindIIl e EcoRV dentro da regiio
codificadora do gene waxy (Figuras 6 ¢ 7). O mesmo foi observado em
alelos Wx descritos na literatura, que n#Zo possuem sitio de restrigdo
HindllI e EcoRV (Shure er al.,, 1983; Klosgen et al., 1986;
EMBL,ZMWAXY, acesso X03985, M24258). Em contraste, o alelo Wx das
linhagens Ast222 normal, L222 e Ast-02 possuem sitios HindIII e EcoRV
na regido codificadora deste gene.

Diferentemente do descrito na literatura para o alelo normal, o alelo
mutante waxy da linhagem Ast222 parece ndo apresentar sitio de restri¢cdo
Xhol dentro da sequéncia codificadora. Na sequéncia da linhagem W22
(Klosgen er al., 1986) existem dois sitios Xhol, um na posigcdo 2326 e
outro na 2910. No mapa de restri¢do do clone Wx isolado do F,(W23 x
K55) existe um sitio Xhol antes da terminagdo 3’ do gene (Shure et al.,
1983). O mesmo deve ocorrer com o alelo Wx do gendtipo Ast222 normal e
da linhagem Ast-02, que apresentaram um sitio Xho/ dentro da sequéncia
codificadora (Figura 8, colunas 5 e 3).

A obtencido de progénies com alta frequéncia de sementes normais
com setores waxy, € os polimorfismos de restricdo observados entre os
gendtipos estudados estimularam a continuidade deste estudo para
caracterizar o sistema gerador de instabilidade do loco waxy na linhagem
Ast222. As progénies F (Ast222wx-P147 x L222) com alta instabilidade

foram avaliadas por Southern, pois até entdo ndo haviam sido observadas
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