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SUMARIO

As y-prolaminas de milho (zeina), Coix (coixina) e sorgo (kafirina)
foram isoladas a partir de sementes maduras e analisadas por SDS-PAGE e
"Western blot" utilizando anticorpos produzidos contra y—coixina e y-zeina de 28
kDa. As y—prolaminas de Coix e sorgo apresentaram peso molecular aparente igual
a 22 kDa e 27 kDa, respectivamente, quando submetidas a eletroforese em SDS-
PAGE. A existéncia de alto grau de homologia entre essas proteinas, foi verificada
através do reconhecimento das mesmas pelos dois anticorpos nos experimentos de
"Western blot".

Apbés os estudos de caracterizagdo das proteinas, procedeu-se o
isolamento de clones recombinantes de y—coixina e y-kafirina a partir de
bibliotecas de cDNA de Coix e gendmica de sorgo, respectivamente. O isolamento
e sequenciamento do clone recombinantes de ¢DNA de y-coixina, clone
pBCX22.5, mostra uma regido 5' ndo traduzida constituida por 27 nucleotideos,
seguido por uma fase de leitura constituida por 600 nucleotideos, enquanto que a
regido 3' nfo traduzida é composta por 207 nucleotideos. O clone gendmico de y—
kafirina teve 2938 pb seqiienciada, compreendendo 1513 pb da regido 5" nio
traduzida, 636 da regido estrutural e 789 da regido 3’ nfo traduzida. Através do
seqilenciamento da regido N-terminal da proteina madura de y-kafirina, foi
possivel demonstrar que os primeiros 19 aminoacidos correspondem ao peptideo
sinal, o qual possui alto grau de homologia com os 19 primeiros aminoacidos da
y—coixina e y—zeinas.

A regifio N-terminal da y-kafirina e y—coixina possui as mesmas
seqiiéncias repetidas que estdo presentes na y—zeina de 28 kDa. A primeira regido,
na y—zeina de 28 kDa, consiste de 8 repeti¢des do hexapeptideo PPPVHL, com
excessdo da sétima repetigdo, onde o aminoacido Leu € trocado por Val. Na
v-kafirina este hexapeptideo aparece quatro vezes, sendo que a quarta repeti¢io
possui a troca do aminoacido Leu para Val. A y—coixina, por sua vez, apresenta
trés repetigdes completas e uma incomopleta do hexapeptideo. Porém, com
relagdo a y-zeina de 16 kDa, verifica-se que esta possui apenas trés repetigdes
modificadas do hexapeptideo PPPVHL. A segunda seqii€ncia repetida presente na
regido codificadora da y-zeina de 28 kDa, é composta por dois octapeptideos,
QPHPCPCQ e QPHPSPCQ. A y-kafirina possui somente um octapeptideo,
PPHPSPCH, enquanto a y—coixina possui duas versdes desse octapeptideo,
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QPHPCPYQ e PQHPSPFQ. Ao contrario, verifica-se que a y—zeina de 16 kDa
possui somente uma versdo modificada desta seqiiéncia.

A comparagdo das seqiiéncias de nucleotideos das regides 5° das
y—prolaminas de milho e sorgo mostra a existéncia de aproximadamente 80% de
homologia. Duas seqiiéncias equivalentes ao "endosperm box" foram encontradas
no promotor da y—kafirina. A primeira copia € encontrada na posigdo -340 com
relagdo ao ATG inicial, sendo que as regides flanqueadoras 5" e 3” desta seqiiéncia
sdo aproximadamente iguais as correspondentes seqiiéncias da y—zeina de 28 kDa.
A diferenga consiste em uma transigio presente na regido 3° (G para A). A
segunda copia encontra-se localizada na posigdo -620.

A sequéncia GCN4, envolvida com a ligagdo de proteina regulatéria
GCN4 em levedura, também foi encontrada nos promotores de y—prolaminas e
estdo distribuidas em duas regides. A copia proximal em relagdo ao ATG inicial,
localizada na posigdo -192 do promotor de y-kafirina, encontra-se 100%
conservada nos promotores de y—kafirina e y-zeina de 16 kDa, sendo que o
promotor de y—zeina de 28 kDa apresenta uma unica substituti¢do. A segunda
copia € localizada na posigdo mais distal (-476) do promotor de y—kafirina.

As propriedades regulatérias do promotor de y-kafirina foram testadas in
vivo em experimentos de expressdo transitoria através do bombardeamento de
endosperma de milho, Coix e sorgo, com microparticulas co-precipitadas com
DNA correspondente a construgio pPKGUS (contendo o gene indicador GUS sob
o controle do promotor completo da y—kafirina). A analise histoquimica de GUS
mostrou que o promotor da y—kafirina é ativo nestes tecidos, ao contrario do que
ocorreu quando uma construgdo contendo este promotor em orientagdo invertida
foi utilizado, visto que neste caso, ndo ocorreu atividade de GUS. Estes dados,
somado ao fato da polinizagdo em Coix e sorgo ndo serem controladas, levou-nos a
utilizar o milho para a continuidade dos trabalhos.

A atividade relativa correspondente ao bombardeamento da construgio
pPKGUS em endosperma, foi aproximadamente cinco vezes maior do que a obtida
para a construgdo pPK285GUS (contendo o gene indicador GUS sob o controle do
promotor da fy-kafirina deletado), indicando a existéncia de seqiiéncias
importantes para o otimizag#o do processo de transcrigio na regifo acima de -285.
Da mesma forma, observou-se uma queda de 60 % na atividade relativa do clone
pPK285GUS quando bombardeado em coledptilo, comparando-se com a
construgdo pPKGUS no mesmo tecido.
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Para verificar se a queda da atividade relativa correspondente ao
bombardeamento do clone pPK285GUS, em diferentes tecidos, quando comparada
com o clone pPKGUS, era causada pela auséncia de seqiiéncias regulatérias
presentes na regido compreendida entre -285 e -1192 do promotor da y—kafirina,
mais duas construgSes foram feitas. A regido compreendida entre -285 e -1192 do
promotor da y-kafirina, foi adicionada aos 90 primeiros nucleotideos do promotor
CaMV35S digirindo a expressio de GUS (pPK90GUS). Endosperma
bombardeado com esta construgdo apresentou um aumento da atividade de GUS
quando comparado com a construgdo pRT90GUS (contendo os 90 primeiros
nucleotideos do promotor CaMV35S fundido ao gene gus). Esse aumento de
expressio também foi observado quando coledptilo foi bombardeado com esses
clones.

Com a finalidade de identificar regiGes conservadas envolvidas no
processamento da regido 3'dos mRNAs de y—prolaminas, foram alinhadas as
sequéncias flanqueadoras 3°dos genes de y—prolaminas de milho, Coix e sorgo. A
partir deste alinhamento foram reconhecidas 5 regides contendo possiveis sinais de
poliadenilagdo que foram denominadas de SP-1, SP-2, SP-3, SP-4, SP-5. O sinal
de poliadenilagdo de mamiferos AATAAA esti presente apenas na regido SP-2 da
sequéncia flanqueadora do gene de y—coixina, sendo que os outros sinais de
poliadenilag@o encontrados constituem versdes modificadas desta sequéncia.
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ABSTRACT

The y-prolamins of maize (zein), Coix (coixin), and Sorghum (kafirin)
were isolated from mature seeds and analyzed by SDS-PAGE and Western blot
using polyclonal antibodies raised against y—coixin and 28 kDa y—zein. The y—
prolamins of Coix and Sorghum presented in SDS-PAGE polypeptides with
apparent molecular weight of 22 kDa and 27 kDa, respectivelly. The Western blot
analyzis showed a strong cross reaction between the polyclonal antibodies and the
y—prolamins.

A y—coixin ¢cDNA clone and a y—kafirin genomic clone were isolated
using a 28 kDa y—zein cDNA clone (pME119) as probe. The nucleotide sequence
of the y—coixin cDNA clone (pBCX22.5) revealed a nucleotide 5' untranslated
sequence followed by a 600 nucleotide open reading frame and a 3' noncoding
sequence of 207 nucleotides. The y—kafirin clone (10S) had 2938 bp completely
sequenced. Its 5' and 3' flanking regions consist of 1513 bp and 789 byp,
respectivelly. This clone has a 636 nucleotide open reading frame, coding for a
212 amino acid protein. The first 19 amino acids of y—kafirin represent the signal
peptide, which was determined by N-terminal sequencing. This signal peptide
shares high homology with the first 19 amino acids of y—coixin and y—zeins.

The N-terminal region of y—kafirin and y—coixin has the same repetitive
sequences that were found in the 28 kDa y—zein. In the 28 kDa y-zein, the first
homologous region consists of 8 repetitions of the hexapeptide PPPVHL, with a
variation in the 7th repeat where a Leu was replaced by a Val. Four complete
repeats of the hexapeptide PPPVHL were found in y—kafirin where the amino acid
Leu was replaced by Val at the 4th repeat. The y—coixin presents three complete
and one incomplete repetitions of the hexapeptide. In the 16 kDa y-zein, only
three modified versions of this hexapeptide were found. The second common
region was composed by two octapeptide repeats, QPHPCPCQ and QPHPSPCQ,
with a unique amino acid substitution in the 28 kDa y—zein. Two octapeptide
repeats, QPHPCPYQ and PQHPSPFQ, were also found in y—coixin. Only one
octapeptide was found in y—kafirin (PPHPSPCH) and in the 16 kDa y—zein. The 16
kDa y-zein octapeptide was a modified version of the one found in 28 kDa y—zein.

The y—prolamin promoter regions of maize and sorghum share about 80%
of homology. Two endosperm boxes were found in the y—kafirin promoter. The
first box was located at -340 bp from the translation initiation site (ATG), and its



5’ and 3" flanking regions were identical to the correspondent sequences of the 28
kDa y-zein promoter, exception is made for the G to A transition in the second
nucleotide at the 3" region. The second putative endosperm box was located at
-620, and its 5" and 3° flanking regions were different from that of the 28 kDa
y—zein promoter.

Besides the TATA box, CATC box and the endosperm box, another
putative regulatory sequence, GCN4-like sequences, were found in the 5" flanking
region of y—prolamin genes. The proximal copy of this sequence was located at
-192 in the y—kafirin promoter and was completely conserved in y—kafirin and 16
kDa y-zein genes. The 28 kDa y-zein gene presented one substitution. The second
GCNa4-like sequence was located 476 bp from the ATG. The 16 kDa y—zein gene
presented a substitution in this sequence.

In order to investigate y—kafirin promoter, immature seeds from sorghum,
Coix and maize were bombarded with micro projectiles carrying a construction
containing the gus reporter gene fused to 1190bp of the y—kafirin promoter
(pPKGUS) . The GUS histochemical analyzis of the bombarded seeds showed that
the y—kafirin promoter was able to drive GUS expression in the seed endosperm.
No expression was observed in seeds bombarded with a construction having the
promoter in the inverted orientation. Based on this observation and on the fact that
maize pollination occurs as a synchronized event further experiments using
endosperm were performed only in maize seeds.

To address the issue of tissue specificity, coleoptile, embryo, leaf and
maize endosperm were bombarded with pPKGUS and a deleted version of the
y—kafirin promoter (pPK285GUS). Maximum relative GUS activity was observed
in the endosperm bombarded with pPKGUS. Bombardment with the deleted
promoter resulted in a GUS activity reduction of approximately 80% in endosperm
and 60% in coleoptile. No activity was detected in embryos bombarded with both
constructions.

To verify whether the reduction of GUS activity observed for the deleted
promoter was due to the absence of cis-acting elements, two additional
constructions were made. In one of those constructions the y-—kafirin promoter
region between —285 and -1192 was fused to the first 90 bp of the CaMV35S
promoter to produce pPK90GUS. Endosperm bombarded with this construction
presented higher GUS activity than the ones bombarded with pRT90GUS
(construct containing the first 90 bp of CaMV35S fused to GUS). This



enhancement of expression was also observed in colleoptile bombarded with
pPK90GUS.

Comparison among the non-translated 3° flanking regions of the
y—prolamins revealed high degree of similarity in the upstream but not in the
downstream region relative to the poly-A site. 16 to 42 bp upstream to the poly-A
site was found a very conserved region that included three different versions of the
AATGAA motif, recently identified as the poly-A signal for the 28 kDa y—zein.
This proximal motif was found in all y—prolamins, except for the 16 kDa y—zein
that had the modified version AATGGA. The distal copy (AATGAC) was
conserved in all the prolamin sequences. Following that distal copy, an ATTGAA,
a GATGAA, and the canonical sequence (AATGAA) were found for y—kafirin,
y—coixin and y—zeins, respectivelly. Upstream to this triplicated motif was found a
14 bp conserved sequence that includes the SR-1, which is essential for the
mRNA 3’ end processing of 28 kDa y—zein.
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1. INTRODUCAO

Viarias espécies de cereais originaram-se por um processo de
domestica¢do iniciado pelo homem ha cerca de 10.000 anos, no inicio do
desenvolvimento da agricultura. O processo de domesticagdo dos cereais, foi
responsavel pela modificagdo dos habitos ndmades dos povos primitivos, através
da substitui¢do gradativa da caga e coleta de alimentos pela agricultura.

Achados arqueoldgicos sugerem que gramineas selvagens tiveram um
importante papel na nutrigdo dos povos primitivos no inicio do desenvolvimento
da agricultura. Isso foi possivel porque os cereais sdo facilmente cultivaveis, seus
grios contém alta proporgdo de carboidratos, proteinas e gorduras, possuindo alto
valor alimentar. Além disso, os grios dos cereais sdo facilmente armazenados por
longos periodos. Entre os cereais, alguns tiveram especial importancia, tal como o
milho, que foi a base da alimentagdo dos astecas, maias e incas, € o trigo, que foi
largamente utilizado pelos egipicios e romanos. Entre os povos africanos, o sorgo
foi amplamente consumido, bem como o trigo € arroz, que desempenharam papel
importante entre os povos asiaticos (Small, 1984).

Atualmente, os cereais suplementam aproximadamente 70% das
necessidades humanas de proteinas nos paises subdesenvolvidos. Nas regides
tropicais e sub-tropicais, o milho (Zea mays) tem sido usado como o cereal
responsavel pelo fornecimento dessa proteina, sendo que em paises como os EUA
e outros paises da Europa, o consumo deste ocorre indiretamente na forma de
proteina animal (Tosello, 1987). Entre as espécies cultivadas nos EUA, o sorgo
(Sorghum bicolor), cereal originario da savana africana, ocupa a sétima posigo,
sendo ainda muito utilizado como alimentagdo e forragem em regides onde o clima
¢ arido e quente para o plantio do milho. A importincia do sorgo tem aumentado
muito nos ultimos anos com a produgio de plantas hibridas (DeRose et al., 1989).

No sudeste asiatico, o Coix (Coix lacryma-jobi), apesar de ser
considerado um cereal de pouca importincia econdmica, foi usado durante muito
tempo como alimento, ormnamento € na produgio de bebidas alcodlicas
(Venkateswarlu & Chaganti, 1973; Arora, 1977; Diaz, 1985). Atualmente, o Coix
é encontrado em todas as regides tropicais. Dentre as variedades de Coix, a
variedade Adlay foi introduzida no Brasil por volta de 1938 através de sementes
trazidas das Filipinas, sendo submetido a processos de melhoramento genético
com o objetivo de obter sementes de melhor qualidade e aumento de produgio
(Shaathawsen, 1952).



O estudo dos genes que codificam proteinas de reserva, fornecem valiosas
informagdes sobre os processos de expressdo génica, tornando possivel a
manipulagdo desses genes a nivel molecular visando a obtengdo de plantas com
valor nutricional superior. Dessa maneira, informagdes filogenéticas que
evidenciam as relagdes de parentesco existentes entre os varios cereais da tribo
Andropogoneae, que inclui milho, sorgo e Coix, bem como informagdes a nivel
molecular que corroboram essas evidéncias (Leite et al., 1990, Ottoboni et al.,
1993), levaram-nos a estudar os genes que codificam proteinas de reserva de sorgo
e Coix. Estes estudos possibilitam a methor compreensdo dos mecanismos de
regulagdo desses genes nas diferentes espécies da tribo Andropogoneae.

1.1. Proteinas de reserva de cereais

A fragdo protéica da semente contém uma enorme variedade de proteinas
presentes em pequenas quantidades, sendo essenciais para a manutengdo do
metabolismo celular. Uma outra categoria € composta por um numero
relativamente pequeno de proteinas que sdo armazenadas em grandes quantidades,
sendo que estas possuem a fungdo de fornecer nitrogénio e aminoéacidos a plantula
em germinag3o, sendo hidrolizadas com rapidez (Higgins, 1984).

Landry & Moureaux (1980) propuseram uma classificagdo para as
proteinas das sementes baseada na divisio proposta por Osbomne & Mendel
(1914), onde elas sdo agrupadas de acordo com sua solubilidade na extragdo
seqiiencial, que diferencia quatro classes:

1) albuminas: soliveis em agua;

2) globulinas: soliaveis em solugdo salina;

3) prolaminas: soliveis em solugdo alcoélica;

4) glutelinas: soliveis em solugdes alcalinas e éacidas diluidas, ¢ em
solugdes salinas ou alcodlicas que contenham um agente redutor.

As fung8es de cada classe parecem estar divididas como segue:

a) Fungdo metabdlica: o papel metabdlico é a fungdo principal de muitas
albuminas (ex: amilases) e globulinas. Em alguns casos, uma enzima pode ocorrer
em quantidades elevadas, constituindo uma fragdo significativa de nitrogénio
reduzido presente na semente (Su & Preiss, 1978).

b) Fungfio estrutural: muitas proteinas presentes no endosperma
desempenham fung3es estruturais. Estas proteinas ndo estdo bem caracterizadas e
ndo se conhece nenhum componente que se encontre em quantidades significativas



na semente. Muitos peptideos estruturais sdo extraidos na fragdo de glutelinas e
contribuem para a multiplicidade de bandas separadas em SDS-PAGE (Wilson et
al., 1981).

¢) Fungdo de armazenamento: certas proteinas de semente parecem ter
como tunica fungdo, a de constituir reservas de nitrogénio, carbono e enxofre
durante o desenvolvimento da semente, fornecendo estes nutrientes ao embrido
durante a germinagdo. Essas proteinas sdo encontradas em grandes quantidades,
podendo ocupar até 10% do peso seco da semente em cereais, € 25% a 35% em
leguminosas. As proteinas de reserva tém sido estudadas nos cereais e leguminosas
importantes do ponto de vista agricola. As proteinas de reserva dos cereais s#o
ricas em aminoacidos como asparagina, glutamina, arginina e prolina, e deficientes
em lisina, treonina e triptofano (Pernollet & Mossé, 1983). Esta caracteristica faz
com que os cereais de uma maneira geral, apresentem um baixo valor nutritivo.

Aproximadamente 50% das proteinas de semente dos cereais sdo
prolaminas, que s3o assim denominadas pelo seu alto teor em prolina e glutamina
(Osborne & Mendel, 1914), 40% sio glutelinas, sendo que o arroz e a aveia séo
excessdes e possuem 85% de glutelinas e 80% de globulinas, respectivamente
(Larkins, 1981). Ao contrario, nas leguminosas e outras dicotiledOneas, as
proteinas de reserva majoritirias sdo do tipo globulinas, ainda que contenham
albuminas (Larkins, 1981). As prolaminas recebem nomes especificos que indicam
a sua origem, assim sendo, em milho, Coix e sorgo sdo denominadas de zeinas,
coixinas e kafirinas, respectivamente. A denominagdo de kafirina deve-se a
variedade Sorghum kafir cultivada no sul da Africa (Harlan, 1992). O Coix (Coix
lacryma-jobi var. Adlay) contém aproximadamente o dobro da proteina encontrada
nas sementes de milho (Ottoboni et al., 1990a).

A extragdo diferencial das prolaminas pode ser feita com solugdes
alcodlicas de varias composigdes, separando-as em termos de suas propriedades de
solubilidade (Esen, 1986). Desta forma, as prolaminas s3o coletadas em trés
fragdes com composigdo de polipeptideo prépria, sendo que as a-prolaminas sfo
soluveis em isopropanol 40% a 95%, as B-prolaminas sdo sohiveis em isopropanol
30% a 80% / 2-ME 1% e as y-prolaminas sdo soluveis em isopropanol 0% a 90% /
2-ME 1%.



1.1.1. Prolaminas do milho

As prolaminas do milho (Zea mays), zeinas, sio subdivididas em cinco
classes de peso molecular aparente de 10, 14, 16, 19, 22 e 28 kDa, quando
analisadas em SDS-PAGE. Essas proteinas sdo denominadas de a-, B-, y- ¢ &
-zeina, correspondendo aos polipeptideos de 19 e 22 kDa, 14 kDa, 16 e 28 kDa e
finalmente, pelo polipeptideo de 10 kDa, respectivamente.

A composigdo de aminodcidos das diversas classes de zeinas € similar, no
sentido de que todas s3o ricas em glutamina, leucina, alanina ¢ prolina. As zeinas
de 28 , 16 e 10 kDa sdo caracterizadas pelo alto teor de metionina e cisteina
(Gianazza et al., ).

1.1.2. Prolaminas de Coix

A anilise das coixinas em SDS-PAGE mostra cinco bandas de pesos
moleculares diferentes, sendo denominadas C1 (27 kDa), C2 (25 kDa), C3
(22 kDa), C4 (17 kDa) e C5 (15 kDa) (Ottoboni et al., 1990b), tal que, por
extragdo diferencial, elas podem ser classificadas em dois grupos principais: 1) As
a-coixinas, soliveis em 40-95% de isopropanol, sdo constituidas por 4 classes de
proteinas de diferentes pesos moleculares aparentes, C1, C2, C4 e C5 ¢ 2) a
y-coixina, solivel em 0-80% de isopropanol na presenga de agentes redutores
(2-ME, DTT), € constituida por uma unica classe de proteina, C3, apresentando
peso molecular aparente de 22 kDa. A andlise seqiiencial através de
isoeletrofocalizagdo, SDS-PAGE e "Western blot", revelou que C1 é composta, no
minimo, por dois polipeptideos, C2 por cinco polipeptideos, C3 e C4 por apenas
um polipeptideo, enquanto que C5 ¢é constituida por 2 polipeptideos (Leite et al.,
1990).

1.1.3. Prolaminas de sorgo

Quando separadas por SDS-PAGE, uma mistura heterogénea de
polipeptideos ¢ resolvida, sendo que as a-kafirinas sio representadas pelos
polipeptideos de peso molecular aparente igual a 22, 21, 20 e 19 kDa, enquanto
que as B-kafirinas s@o representadas pelos polipeptideos de 16 e 14 kDa (Shull &
Kirleis, 1989). Da mesma forma, um polipeptideo com peso molecular aparente de
27 kDa foi denominado de y-kafirina (Barros et al., 1991).



1.1.4. Caracteristicas das prolaminas de milho, sorgo e Coix
1.1.4.1. a-prolaminas

As a-zeinas constituem a maior fragdo das proteinas de reserva do milho,
compreendendo 80% da zeina total (Shewry & Tatham, 1990), enquanto que em
Coix, as a-coixinas representam 85% da coixina total (Targon et al., 1992). Esta
classe de proteinas € representada por uma familia multigénica, contendo
aproximadamente 100, 20 e 40 cOpias dos genes em milho (Hagen & Rubenstein,
1991), sorgo (DeRose et al, 1989), e Coix (Ottoboni et al, 1993),
respectivamente. Inicialmente, a homologia existente entre as proteinas dessa
classe foi demonstrada através de experimentos de SDS-PAGE e "Western blot",
ocorrrendo reagdes cruzadas com anticorpos produzidos contra coixinas € zeinas €
as proteinas de milho, Coix e sorgo (Shull & Kirleis, 1989; Leite et al., 1990). Essa
homologia foi posteriormente confirmada através de comparagdes de seqii€ncias
de aminoacidos deduzidas de clones gendmicos de a-kafirina de 22 kDa (DeRose
et al., 1989), a-coixina de 25 kDa (Ottoboni et al., 1993), a-zeinas de 19 kDa
(Pedersen et al., 1986) e 22 kDa (Wandelt & Feix, 1989), revelando seqiiéncias
muito conservadas. Esta classe de proteinas € caracterizada pela presenga de 10
repetigdes de um dominio flanqueado por um nimero varidvel de residuos de
glutaminas, sendo que cada dominio corresponde a uma a-hélice. Baseado no
alinhamento das repetigdes presentes nas a-prolaminas de milho, sorgo e Coix, e
também no padrio de distribuigdo dos aminoacidos hidrofébicos e hidrofilicos,
Garrat et al. (1993) descreveram um modelo estrutural para esta classe de
proteinas. Esse modelo sugere que cada par de o-hélices esteja arranjado de
maneira antiparalela e que cada hélice, da molécula como um todo, esteja
arranjada em uma rede hexagonal. A maioria das a-hélices mostram seis faces de
residuos polares e hidrofobicos altemados, o que permite um denso
empacotamento dessas proteinas, caracteristica importante para o0 armazenamento
destas no interior do corpisculo protéico.

Experimentos de imunocitolocalizagdo tém permitido que as diferentes
classes de prolaminas sejam localizadas no interior do corpisculo protéico. No
milho, foi demonstrado que a distribuigdo das a-zeinas ocorre, principalmente, na
parte mais interna do corpusculo protéico (Lending et al., 1988). Ao contrario, as
a-coixinas apresentam-se distribuidas por todo o corpusculo protéico (Targon et
al., 1992), nio sendo confinada preferencialmente em uma regido do mesmo, como
ocorre com o-zeina em milho .



Baseado em suas caracteristicas de solubilidade, a coixina de 17 kDa foi
previamente descrita como pertencendo a classe das a-coixinas (Leite et al., 1990).
Entretanto, através da clonagem e seqiienciamento de cDNA, verificou-se grande
homologia com a B-zeina de 14 kDa (Leite et al., 1992).

A a-zeina de 22 kDa tem recebido muita atengdo, pois além de constituir
o principal componente da fragdo total de zeinas, esta tem sua sintese reduzida
pela mutagdo opaco-2 (02) (Kodrzycki et al., 1989). Esse mutante produz um
endosperma com alto teor de lisina, mas apresenta-se com aspecto fariniaceo e
macio, o que prejudica o seu armazenamento e comercializagdo. O alto teor de
lisina é devido a redugdo da sintese da a-zeina de 22 kDa, o que provoca uma
queda de 50-70% no conteudo de zeina. A diminuig@o no acumulo das zeinas é
acompanhada por um aumento do conteiido das fragdes albumina, globulina e
glutelina (Burr & Burr, 1982). Recentemente, o gene 02 foi clonado e
caracterizado (Motto et al., 1988; Schmidt et al.,, 1987), verificando-se que esta
proteina pertence a classe de proteinas ativadoras de transcrigdo denominadas
"leucine zipper (bZIP)". Aparentemente, a proteina opaco-2 (O2) é habil para
reconhecer mais de uma seqiiéncia no DNA. Foram feitos dois experimentos
independentes, onde foi demonstrado que a proteina O2 reconhece a seqiiéncia
GATGApypuTG no promotor de uma albumina de 32 kDa, denominada B-32
(Lohmer et al, 1991), e da mesma forma, demonstrou-se que ocorre o
reconhecimento da seqiiéncia TCCACGTAGA presénte no promotor da a-zeina
de 22 kDa (Schmidt et al., 1992). Foi demonstrado também, que a proteina O2 de
milho reconhece a seqiiéncia GACATGTC, presente no promotor da a-coixina de
25 kDa (Yunes et al., 1993). Experimentos realizados em nosso laboratorio,
incluindo o isolamento de clones de ¢cDNA e gendmico de Coix apresentanto
grande similaridade com o gene 02 de milho (resultados ainda ndo publicados),
sugerem um mecanismo de regulagdo conservado entre milho e Coix apés a
divergéncia das espécies. Da mesma forma, a estrutura conservada das
a-prolaminas confirma esta hipétese.

1.1.4.2, B-prolaminas

A B-zeina compreende 10% a 15% da fragdo total de zeinas. Ao contrario
do que ocorre com as a-zeinas, a -zeina é representada somente por uma ou duas
cOpias desse gene no genoma hapléide do milho (Kirihara et al., 1988). A
homologia entre as B-prolaminas foi demonstrada através de experimentos de



SDS-PAGE e "Western blot", onde anticorpos contra -zeina mostraram reagio
cruzada com as proteinas pertencentes a classe das B-kafirinas (Shull & Kirleys,
1989). A B-zeina encontra-se distribuida na periferia do corpusculo protéico,
aparentemente desempenhando fung8es estruturais. Esta idéia é corroborada pelo
alto conteudo de cisteina presente nesta proteina, visto que este aminoacido esta
envolvido com a formagdo de pontes dissulfeto (Lending et al., 1988).

A seqiiéncia de aminoéacidos deduzida de cDNAs de B-zeina (Pedersen et
al., 1986; Marks et al., 1985) ndo mostra similaridade com seqiiéncias de a-zeinas.
A proteina fB-zeina n3o contém seqiiéncias de aminoacidos repetidas que possam
caracterizar um dominio estrutural bem definido. Experimentos de dicroismo
circular e dispersdo Otica rotatoria, mostraram uma composig¢do deficiente em
a-hélices, tendo principalmente, estruturas B-pregueadas (33% a 55%,
dependendo da metodologia empregada) (Shewry & Tatham, 1990).

Muito pouco ¢é conhecido sobre a regulagdo da expressdo das
B-prolaminas. Porém, através de experimentos de retardamento em gel, foi
identificado um fator protéico, presente somente em endosperma, que se liga ao
promotor da B-zeina de 14 kDa. Uma anélise posterior através de "footprinting”
revelou que o sitio de reconhecimento dessa proteina (chamada Beta-1) esta
localizado proximo ao TATA box. O pico na produgdo da proteina Beta-1 ocorre
em torno de 16 DAP e parece estar ligada a expressdo tecido-especifica do gene de
-zeina (So & Larkins, 1991).

Conforme descrito anteriormente, em Coix foi caracterizado uma proteina
apresentando solubilidade caracteristica de a-prolamina. Porém, a analise posterior
de um clone de cDNA que codifica esta proteina, revelou a existéncia de grande
homologia com a -zeina (Leite et al., 1992).

1.1.4.3. y-prolaminas

As y-prolaminas possuem também um elevado teor de cisteina, motivo
pelo qual esta classe de proteinas € solivel somente na presenga de agentes
redutores. Em milho, as y-prolaminas constituem 5% a 10% da fragdo total de
zeinas, enquanto que em Coix estas representam aproximadamente 15% da fragio
total de coixinas. As y-zeinas s@o representadas apenas por um ou dois genes
(Gallardo et al., 1988, Kirihara et al., 1988), sendo que para o gene de y-zeina de
28 kDa, foram descritos dois alelos resultantes de um processo de duplicagfo
génica (Das et al., 1991a; Das et al., 1991b).



Estudos de imunocitolocalizacio tém demonstrado que as y-zeinas
acumulam-se, principalmente, na periferia dos corpisculos protéicos do
endosperma (Lending et al., 1988), aparentemente desempenhando uma fungéo
estrutural, ja que apresentam alto teor de cisteina (Ludevid et al., 1984). O inicio
do desenvolvimento do corpisculo protéico é marcado pela deposi¢do da B- e
y-zeinas, enquanto que somente no decorrer do desenvolvimento do mesmo, € que
comega a deposigdo das a-zeinas no seu interior (Lending et al., 1988; Lending &
Larkins, 1989).

A homologia existente entre a fy-coixina e 7y-zeina foi também
demonstrada através de experimentos "Western blot" e "Southern blot" (Leite et
al,, 1990). Posteriormente, os estudos estenderam-se as y-prolaminas de sorgo
(y-kafirinas), demonstrando também a existéncia de homologia com esta proteina.

Apbs a clonagem e caracterizagdo de clones genémico e de cDNA de
y-zeina de 28 kDa (Prat et al., 1985, 1987; Reina et al., 1990a; Wang & Esen,
1986), clone gendmico de y-zeina de 16 kDa (Reina et al.,, 1990b), c-DNA de
y-kafirina (Barros et al, 1991) ¢ o clone de ¢cDNA de y-coixina (cujo
seqiienciamento é mostrado neste trabalho e em Leite et al., 1991), verificou-se
que essas proteinas possuem um dominio repetitivo formado pelo hexapeptideo
conservado PPPVHL, o qual pode ser responsivel pela solubilidade dessas
proteinas em solugdes aquosas, na presenga de agentes redutores de pontes
dissulfeto, tais como 2-ME ou DTT. Através de dispersio Optica rotatéria €
dicroismo circular, foi demonstrado que a y-zeina de 28 kDa apresenta contetido
de o-hélice variando entre 19% e 32% e de B-pregueada variando entre 11% e
34%, dependendo do procedimento utilizado (Shewry & Tatham, 1990).

Muito pouco é conhecido sobre a regulagio das y-prolaminas.
Recentemente, foi descrito uma variedade de milho 02 denominado de QPM
(Quality Protein Maize), que possui uma modificagdo no teor de y-zeina de 28 kDa
(Geetha et al., 1991). Essa variedade apresenta uma mutagdo que caracteriza-se
pela recuperagdo do aspecto vitreo do milho normal. Alem de apresentar alto teor
de lisina, com baixos niveis de a-zeina de 22 kDa, caracteristica do mutante 02,
esta variedade apresenta 2 a 3 vezes mais y-zeina de 28 kDa do que o milho
normal. Uma anélise no conteddo de mRNA de y-zeina de 28 kDa, indica que o
aumento no acumulo desta proteina é proporcional ao aumento na taxa de
transcrigdo, produzindo niveis elevados do correspondente mRNA. Embora o
aumento no acumulo dessa proteina possa estar relacionado com a dureza e com o
aspecto vitreo da semente, isto ndo explica o alto teor em lisina, pois a y-zeina ¢



pobre em lisina, indicando que um efeito secundario esta ocorrendo, aumentando a
sintese de alguma outra proteina rica em lisina (Geetha. et al., 1991)

1.1.4.4. 3-prolaminas

A 8-zeina constitui 0 menor componente da fragdo total das zeinas,
representando menos que 5% desse conteido. Com base nas caracteristicas de
solubilidade da &-zeina, similares as caracteristicas das «-zeinas, esta foi
inicialmente descrita como a-zeina (Esen, 1986). Entretanto, através do
seqiienciamento de um clone de cDNA, foi possivel a dedugdo da estrutura
primaria, verificando-se que esta proteina deveria constituir uma nova classe, pois
ndo apresentava a homologia esperada com a a-zeina (Kirihara et al., 1988). Essa
classe de proteina é representada por apenas uma ou duas copias desse gene no
genoma hapléide do milho. Anticorpos produzidos contra 8-zeina apresentaram
acentuada reagdo cruzada com a- e B-zeinas (Kirihara et al. 1988).

Recentemente, foi descrito que os polipeptideos de zeinas sdo degradados
seqiiencialmente da periferia para o interior do corpusculo protéico durante a
germinagdo da semente, o que pode refletir na localizagdo de cada classe dentro
dessas organelas. As y-zeinas sdo degradadas antes de todas as outras classes,
concordando com sua localizagdo na periferia dos corpisculos protéicos. A B-, a-
e O-zeinas sdo degradadas em seguida e de forma mais gradual. Este fato sugere
que essas proteinas estejam mais protegidas ao ataque de enzimas proteoliticas
(Esen & Stetler, 1992)

1.1.5. Expressio tecido-especifica das prolaminas

As dificuldades na obtengdo de plantas transgénicas de mitho, tém levado
muitos autores a estudar a regulagdo génica e acumulo de zeinas, utilizando
experimentos de expressio transitéria e/ou transformagdo estivel de plantas
dicotiledoneas (Matzke et al., 1984; Goldsbrough et al., 1986), alga unicelular
Acetabularia mediterranea (Brown et al., 1986) e levedura (Langridge et al.,
1984). Quando Petinia foi transformada via Agrobacterium tumefaciens com um
clone contendo o cDNA de a-zeina de 19 kDa, flanqueado pelas regides 5" e 3" do
gene da B-faseolina (proteina de reserva do feijdo), verificou-se a sintese de
mRNA e acumulo da proteina de 19 kDa nas sementes, indicando que 0 mRNA
sintetizado é corretamente processado (Williamson et al, 1988). Ainda nesse
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sentido, genes codificando as zeinas de 14 kDa, 19 kDa e 22 kDa foram
introduzidos em células provenientes de cultura de tecido de girassol, utilizando-se
Agrobacterium tumefaciens como vetor. Neste caso, houve somente a detecgio dos
mRNAs correspondentes, indicando que neste sistema, o processo de tradugo nio
ocorre com eficiéncia (Goldsbrough et al., 1986). Ao contrario, quando genes de
zeinas de 19 kDa e 22 kDa foram introduzidos em células de Acetabularia
mediterranea através de microinjegdo, verificou-se a expressio dessas proteinas
(Langridge et al., 1984). Protoplastos isolados de endosperma de milho com 10
DAP, tém sido utilizados como um sistema homoélogo em experimentos de
expressdo transitoria, demonstrando que o promotor da a-zeina de 19 kDa ¢ ativo
neste tecido (Schwall & Feix, 1988). Da mesma forma, esses mesmos autores
demonstraram que os promotores das zeinas de 10 kDa e 28 kDa dirigem a
expressdo da enzima cloranfenicol acetil transferase (CAT) em protoplasto de
endosperma de milho. Quando o promotor da a-zeina de 22 kDa foi colocado
dirigindo a expressdo do gene GUS, para obtengdo de plantas transgénicas de
tabaco via Agrobacterium tumefaciens, verificou-se atividade de GUS restrita ao
endosperma das plantas transformadas, conservando sua tecido-especificidade
(Schernthaner et al., 1988).
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2. OBJETIVOS

Ao contrario do que ocorre com a classe das a-prolaminas, estudos
realizados com y-prolaminas de milho revelaram que, apesar da elevada proporgéo
desta proteinas no esdosperma, as y-zeinas sdo expressas por um numero reduzido
de genes. Esta constatagdo indica que os promotores das y-zeinas talvez sejam
mais ativos do que aqueles descritos para a-prolaminas, fato que viabiliza a
construgdo de vetores, a serem utilizados na obtengdo de plantas transgénicas,
utilizando os promotores de y-prolaminas dirigindo a expressdo de genes de
interesse especificamente em endosperma.

Dada a homologia existente entre as proteinas y-coixina, y-zeinas e
v-kafirina, demonstrada por experimentos prévios realizados em nosso laboratorio
(Leite et al., 1990), tomou-.se conveniente o isolamento desses genes para a
melhor caracterizagdo dos mesmos. O principal objetivo da presente tese
corresponde & caracterizagdo dos genes de y-prolaminas de Coix e sorgo, o que foi
alcangado através das seguintes etapas:

1) isolamento de clones recombinantes de y-coixina a partir de uma
biblioteca de cDNA de Coix.

2) isolamento de clones recombinantes de y-kafirina a partir de uma
biblioteca gendmica de sorgo.

3) seqiienciamento dos clones recombinantes das y-prolaminas de Coix e
SOrgo.

4) estudo comparativo das regides promotoras dos genes de y-prolaminas
de milho e sorgo.

5) estudo comparativo das regides codificadoras das y-prolaminas de
milho, Coix e sorgo.

6) estudo comparativo das regides flanqueadoras 3'das y-prolaminas de
milho, Coix e sorgo.

7) estudo da atividade do promotor do clone genémico de y-kafirina,
através de experimentos de bombardeamento com microparticulas com o objetivo
de delimitar regides importantes na atividade do mesmo.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Material Vegetal

Sementes de C. lacryma-jobi var. Adlay, Sorghum vulgare c.v. INRA 450
e Zea mays var. Maya foram obtidas do banco de germoplasma do Departamento
de Genética e Evolugio, Universidade Estadual de Campinas.

3.2. Caracterizacfio das y-prolaminas de milho, sorgo e Coix
3.2.1. Extra¢do das y-prolaminas

As y-prolaminas de Coix, sorgo e milho foram extraidas a partir de 2 g de
semente. O endosperma maduro foi triturado até a obtengdo de um pd fino. Em
seguida, foi feita uma extragdo de gordura, sendo adicionado 1 volume de acetona,
agitando vigorosamente. Apds a agitagdo, foi feita uma centrifugagéo a 3000 rpm
em centrifuga de mesa (Beckman-GPR centrifuge, rotor GH-3.7) durante 5
minutos. Essa etapa foi repetida por mais 3 vezes. Apds a extragdo, o excesso de
acetona foi retirado por liofilizagdo. Foi feita uma extragdo preliminar das
proteinas soliveis em solugdes salinas adicionando-se 5 volumes (v/p) de NaCl
0,5 M, mantendo sob agitagdo durante 2 horas. Apés a extragdo, centrifugou-se por
15 minutos em uma centrifuga de mesa refrigerada a 3000 rpm (Beckman-GPR
centrifuge, rotor GH-3.7), descartando-se o sobrenadante. Em seguida, o residuo
foi lavado duas vezes com agua 5:1 (v/p). Ap6s a lavagem, foi feita uma
centrifugagdo de 15 minutos, descartando-se o sobrenadante. Para a extragdo da
fragio total das prolaminas do endosperma, adicionou-se uma solugdo de
isopropanol 60% contendo 2-ME 2% na proporgdo 5:1 (v/p). Essa suspensdo foi
mantida sob agitagdo durante a noite. Nesta etapa, as prolaminas passaram para a
fase liquida, sendo recuperadas no sobrenadante apds centrifugagdo a 3000 rpm
em centrifuga de mesa (Beckman-GPR centrifuge, rotor GH-3.7) por 15 minutos.
O sobrenadante foi colocado em um novo tubo, ao qual foi adicionado 1 volume
de 4gua destilada e 0,02 volume de acetato de sédio 3 M (concentragdo final
30 mM). Apos esta etapa, a solugdo foi incubada durante a noite a 4°C. As a-, B-e
§-prolaminas precipitaram, enquanto que as y-prolaminas permaneceram na fase
liquida. Para a separagdo das y-prolaminas, a solugdo foi centrifugada por 30
minutos a 3000 rpm em centrifuga de mesa (Beckman-GPR centrifuge, rotor
GH-3.7) a 4°C, e o sobrenadante contendo y-prolaminas foi armazenado a 4°C.
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3.2.2. Determinagio do teor de proteina.

A determinag3o do teor de proteina nas fragdes contendo as prolaminas,
foi feita de acordo com a metodologia descrita por Nkonge & Balance (1982), com
algumas modificagdes.

3.2.2.1. Digestio da matéria orginica

Aliquotas de 100 pl das fragSes contendo as y-prolaminas, foram
colocadas em tubos de ensaio para digestdo. Em seguida, foi adicionado 1,5 ml de
H_,SO, concentrado e os tubos foram colocados em placas digestoras até obtengéo
de um extrato claro. Apds o resfriamento, colocou-se 100 ul de H,0, 30%. Em
seguida, os tubos foram novamente colocados na placa digestora durante
aproximadamente 30 minutos para total evaporagdo da H,0,. Os extratos foram
diluidos com agua destilada a um volume de 20 ml.

3.2.2.2. Determinacéo colorimétrica do teor de nitrogénio

| Preparou-se uma curva padrdo a partir de uma solugdo estoque contendo
100 pg/ml de nitrogénio, da seguinte maneira: 47,16 mg de sulfato de amonio,
previamente seco por 3 horas a 100°C, foram dissolvidos com 1,5 ml de acido
sulfurico e diluidos com agua destilada para 100 ml. As solugSes de trabalho,
contendo 2, 4, 6, 8 e 10 ug N/ml, foram preparadas diluindo-se a solugdo estoque
com o branco (solugdo 7,5% de acido sulfurico)

Para a determinagdo do teor de nitrogé€nio nas amostras, 0,5ml dos
extratos obtidos como descrito em 3.3.2.1 foi colocado em tubos de ensaio
contendo 1,5ml de um tampdo composto de uma mistura 1:1 da solugdo A
(Na,HPO, 0,2 M; NaOH 0,2 M; KNaC,H,0,.4H,0 0,36 M) e da solugdo B (NaOH
2,5M). Em seguida, adicionou-se 0,4 ml da solugdo C (salicilato de sodio 1,2 M;
nitroprussiato de sédio 1 mM). As amostras foram homogeneizadas e incubadas a
25°C por 5 minutos para equilibrar a temperatura. Em seguida, foram adicionados
0,2 ml de hipoclorito de sédio 5,0% e as amostras foram incubadas a 25°C, durante
30 minutos. Apds este periodo, foram adicionados 10 ml de agua destilada, e foi
feita a leitura da absorbdncia a 660nm em espectrofotdmetro. O mesmo
procedimento foi feito com as solugdes padrdo de nitrogénio. O teor de proteina
foi calculado multiplicando-se o teor de nitrogénio pelo fator 6,25 (Nkonge &
Balance, 1982).
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3.2.3. Andlise das y-prolaminas por eletroforese em gel de poliacrilamida
na presenga de SDS.

A metodologia utilizada na preparagdo dos géis de poliacrilamida foi a
descrita por Laemmeli (1970).

3.2.3.1. Aplicagdo das amostras e corrida do gel

Nos géis a serem corados com Comassie Brilliant Blue R 250, foram
utilizados aproximadamente 5 pug de proteina, enquanto que para os experimentos
de "Western blot", utilizou-se aproximadamente 0,4 pg de cada proteina.

O tampdo de corrida consistiu de: Tris-HCl 25 mM; glicina pH 8,3
0,192M; SDS 0,1%. Apdés a aplicagdo das amostras nos géis, a corrida
eletroforética foi feita a temperatura ambiente a 100 volts, até que a frente de azul
de bromofenol chegasse ao final do gel. Ap6s o processo de eletroforese, os géis
foram corados durante 2 horas em uma solugdo contendo 0,25% Comassie
Brilliant Blue R 250 em metanol: agua: acido acético (5:5:1, v/v/v), e descorados
em solugdo aquosa contendo 7,5 % (v/v) de metanol e 6,0% (v/v) de acido acético,
até o aparecimento das bandas. Os géis foram mantidos em uma solugio acido
acético 5%. '

3.2.4, Coloragdo do gel de poliacrilamida com prata

A metodologia de coloragdo de géis de poliacrilamida com prata, aumenta
a sensibilidade na detecgdo das bandas. Esta metodologia foi utilizada para a
verificagdo da pureza das y-prolaminas. A coloragdo com prata foi efetuada
segundo a metodologia descrita por Moreno et al. (1985), com algumas
modificagdes. Apos a coloragdo do gel com Comassie Brilliant Blue R 250 e a
descoloragio, este foi colocado sob agitagdo por trés vezes, durante 10 minutos,
em 400ml acido tricloro-acético 5%. O gel foi incubado duas vezes por 10
minutos em 400 ml de metanol 40% / acido acético 10% , e duas vezes por 10
minutos em etanol 10% / acido acético 5%. Em seguida, o gel foi mantido durante
10 minutos, sob agitagéo em 200 ml de dicromato de potassio 3,4 M / acido nitrico
0,0032 M. A lavagem do gel foi feita por trés vezes durante 10 minutos em 400 ml
de agua deionizada, para retirar o excesso de dicromato de potassio. A partir desta
etapa, o recipiente contendo o gel foi protegido da luz, cobrindo-o com papel
aluminio. O gel foi mantido sob agitagdo em 200 ml de nitrato de prata 0,012 M,
durante 30 minutos. Para a visualizagdo das bandas, a solugdo anterior foi
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descartada e trocada por 200 ml de carbonato de s6dio 0,28 M (contendo 0,5 ml de
formaldeido por litro de solugdo), sendo que apds 1 minuto, este volume foi
trocado por mais 200 ml da mesma solugdo. O gel foi mantido nesta solugdo até
que a intensidade das bandas fossem adequadas. Para interromper a reagfo, o gel
foi mantido em 400 ml de acido acético 5%, durante 5 minutos. Ao término do
processo, o gel foi lavado em agua deionizada.

3.2.5. Western blot

Apo6s a eletroforese, o gel foi incubado 2 vezes durante 40 minutos &
temperatura ambiente em um tampdo de transferéncia composto de: Tris-HCI
48 mM; glicina 39 mM; SDS 0,04% (p/v); metanol 20% (v/v). Em seguida, as
proteinas foram transferidas para membranas de nitrocelulose (Hybond-C extra,
Amersham). A transferéncia foi feita no aparelho Multiphor II Novablot
(LKB-Produkter, Bromma, Sweden), o qual é formado por duas placas de grafite
conectadas a uma fonte de voltagem através de eletrodos. Para a transferéncia,
montou-se o sistema na placa de grafite conectada ao eletrodo positivo da seguinte
maneira (tomando-se o cuidado para retirar todas as bolhas existentes entre as
folhas e o gel): a) trés folhas de papel 3MM cortadas do tamanho exato do gel e
umidecidas no tampio de transferéncia, b) a membrana de nitrocelulose umidecida
no mesmo tampdo, ¢) o gel sobre a membrana de nitrocelulose, d) trés folhas de
papel 3MM umidecidas sobre o gel e €) por cima desta montagem, colocou-se a
segunda placa de grafite, conectando-a ao eletrodo negativo. A transferéncia das
proteinas para as membranas foi feita a 0,8 mA/cm? durante 2 horas. Apds a
transferéncia, procedeu-se da seguinte maneira: a) incubou-se a membrana durante
toda a noite a 4°C no tampdo TBS (Tris-HCI 20 mM ; NaCl 137 mM, pH acertado
para 7,6) contendo 5% de leite desengordurado Molico; 0,1% Tween 20 e 0,25%
de azida sdédica, b) em seguida, incubou-se as membranas durante, no minimo, 2
horas a temperatura ambiente com agitagdo, em tampdo TBS contendo 5% de leite
Molico e o anticorpo (contra y-zeina de 28 kDa ou y-coixina) na diluigdo de
1:5000, c) apés este periodo, a membrana foi lavada 2 vezes por 1 minuto e 3
vezes por 5 minutos 4 temperatura ambiente, em tampdo TBS contendo 0,1%
Tween 20 (TBS-T), d) depois de lavada, a membrana foi incubada durante 1 hora
a temperatura ambiente, sob agitagdo, com o complexo proteina A-peroxidase
diluido na propor¢do 1:5000 em tampdo TBS, e) em seguida, a membrana foi
lavada 2 vezes por 1 minuto e 3 vezes por 5 minutos a temperatura ambiente, com
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o tampdo TBS contendo 0,1% Tween 20 (TBS-T), f) a membrana foi incubada em
uma solug@io de revelagdo contendo 100 ml de tampdo acetato 50 mM pH 4,5;
50 mg de 3-amino-9-etilcarbazol; 3 ml de N,N-dimetilformamida; 100 pl de H,0,
30%. Para preparar esta solugfo, os 50mg de 3-amino-9-etilcarbazol foram
dissolvidos em 3 ml de N,N-dimetilformamida. O tampdo acetato e 100 ul de H,0,
30% foram adicionados somente apds a dissolugdo. Quando a coloragio desejada
foi obtida, a membrana foi colocada em 4gua destilada para interromper a reagdo e
depois deixada & temperatura ambiente para secar.

3.3. Linhagens de Bactérias

Em seguida sio descritas as linhagens de bactérias (Escherichia coli)
utilizadas durante a execugdo dos trabalhos. A descrigdo detalhada de cada
linhagem é dada no Apéndice L.

3.3.1. XL1-Blue

Genétipo relavante: supE44 endAl thi-1 lacA(lac-proAB) gyrA96
hsdR17 recAl ¥’ proAB* lacl lacZAM15 Tnl0 (tet *) (Bullock et al., 1987)

Uso: Hospedeira do bacteriéfago A-ZAP durante a selegdo de clones
recombinantes do banco de cDNA de Coix.

3.3.2. DHSa

Genotipo relavante: F- supE44 A (lacZYA - argF)U169 (¢80 lacZAM15)
hsdR17 recAl endAl gyrA96 thi-1 relA] (Hanahan, 1983).

Uso: Preparagdo de células competentes para os experimentos de
transformagao realizados durante as subclonagens.

3.3.3. DL538
Gendtipo relavante: hsdR mcrdA merB recD sbeC ( Whittaker et al., 1988).

Uso: Hospedeira do bacteriéfago A EMBLA durante a selegdo de clones
recombinantes da biblioteca genomica de sorgo.
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3.4. Biblioteca de cDNA de Coix

A biblioteca de cDNA foi construida em A-Zap (Stratagene), utilizando-se
mRNA isolado de corpusculos protéicos de sementes imaturas de Coix (Leite et
al., 1992). A descrigdo detalhada deste vetor é dada no Apéndice I

3.4.1. Seleciio de clones de cDNA de y-coixina.

Apbs a etapa de titulagdo (Sambrook et al., 1989), colocou-se em um tubo
de ensaio, um volume da suspensdo de fago contendo 1000 ou 10000 unidades
formadoras de placa (pfu) para a placa de Petri de 8,5c¢cm ou 13,5cm,
respectivamente. Adicionou-se ao tubo, 0,1 ml da suspensdo da bactéria XL1-Blue,
mantendo sob leve agitagdo a 37°C durante 20 minutos. Em seguida, colocou-se
3,5ml ou 6ml de "top" agarose aquecida (60°C) na placa contendo meio LB,
pequena ou grande, respectivamente, vertendo rapidamente sob cada placa. As
placas foram incubadas a 37°C durante a noite. As placas foram entio mantidas em
geladeira por 30 min, e em seguida, colocou-se o filtro Hybond-N (Amersham)
sobre a placa, fazendo-se 3 furos em posigSes assimétricas com uma agulha
contendo tinta nanquim. O filtro foi deixado sobre a placa durante 1 minuto, sendo
retirado, em seguida, com uma pinga e deixado por 1 minuto em solugdo de
denaturagdo (NaOH 0,5 M / NaCl 1,5 M). Apés a denaturag@o, o filtro foi deixado
durante 5 minutos em solugdo de neutralizagio (NaOH 0,25 M /NaCl 1,5M)
sendo em seguida, lavado em SSC 2x por 15 minutos, secado a temperatura
ambiente e posteriormente incubado por 2 horas na estufa a 80°C. Essas
membranas foram hibridizadas com o inserto contendo 0 ¢cDNA de y-zeina de
28 kDa, clone pME119 (Prat et al., 1985), marcado radioativamente.

3.4.2. Excisdo dos clones recombinantes de y-coixina

A técnica de excisdo in vivo tem como objetivo recuperar o inserto
(cDNA) clonado no vetor A-ZAP. A placa de lise de interesse foi transferida para
Eppendorf contendo 0,5 ml de tampio SM e 20 pl de cloroférmio. Esse Eppendorf
foi agitado em vortex e incubado 1 ou 2 horas a temperatura ambiente. Em um
tubo Falcon de 50 ml, foram colocados 200 pl do sobrenadante do tubo Eppendorf
para onde a placa de lise foi previamente transferida (volume contendo > 1.10°
pfu), 200 pl de bactéria XL1-Blue DO, = 1,0 e mais 1 pl de fago "helper” R408
(contendo > 1.10° pfu/ml). Essa mistura foi incubada por 15 minutos a 37°C. Apos
esse periodo, adicionou-se S ml de 2x YT, incubando-se sob agitagdo (300 rpm) a
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37°C durante 3 horas. Em seguida, foi feita uma incubagio a 70°C por 20 minutos,
sendo posteriormente centrifugado por 5 minutos a 4000xg. O sobrenadante foi
coletado em um tubo esterellizado. Este estoque continha o "phagemid"
empacotado como fago filamentoso, podendo ser guardado a 4°C por 1 ou 2 meses.
Para o plaqueamento do "phagemid”, foram preparados dois tubos Eppendorf
como segue: a) 10 pl do estoque de "phagemid" mais 200 pl de bactéria XL.1-Blue
DO, = 1,0 e b) 20 pul de uma diluigdo 10~ do estoque de "phagemid" mais 200 pl
de bactéria XL1-Blue DO,, = 1,0. Cada tubo foi incubado a 37°C durante 15
minutos. Foram plaqueados 100 ul de cada cultura em placas de LB/ampicilina, as
quais foram incubadas durante a noite a 42°C.

3.5. Biblioteca gendmica de sorgo

A biblioteca genémica de sorgo foi construida em fago A EMBLA
(Frischauf et al. 1983), a qual foi cedida pelo Dr. Claude Crétin do Laboratorie
Physiologie Végétal Moléculaire, Université Paris XI, para a selegdo de um clone
gendmico de y-kafirina. O banco gendmico foi obtido utilizando-se fragmentos de
DNA gendmico parcialmente digeridos com Mbol, que foram posteriormente
ligados em bragos do bacteriéfago A EMBLA4 preparados através de digestdio com
BamHI. Para o isolamento dos clones recombinantes, os fagos foram plaqueados
em 30 placas de 135 mm x 17 mm. Apés a transferéncia das placas de lise para
membranas de nylon, as mesmas foram hibridizadas com o cDNA de y-zeina de
28 kDa marcado radioativamente, clone pME119 (Prat et al., 1985). Os clones
recombinantes de y-kafirina foram isolados através de trés sele¢des sucessivas,
conforme descrito anteriormente. Maiores detalhes do vetor utilizado nesta etapa
pode ser encontrado no Apéndice II.

3.5.1. Purificagdo de DNA do bacteriéfago A

A metodologia empregada foi a descrita por Sambrook et al. (1989), com
algumas modificagGes.

Inoculou-se 15 ml de meio LB/MgSO, 10 mM com a bactéria E. coli,
linhagem DL-538, incubando-se durante a noite & 37°C, sob agitagdo vigorosa. A
DO600 do cultivo (diluigdo 1/10 em meio LB) foi medida para determinar o
numero de células (DO,, =1 corresponde a 8x10® células/ml). Em um tubo de
cultivo, misturou-se 1x10" células com 5x107 fagos, incubando-se durante 25
minutos a 37°C, sob vigorosa agitag¢do. O contetido deste tubo foi inoculado em um
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Erlenmeyer contendo 500 ml de meio LB/MgSO, 10 mM, previamente aquecido a
37°C, e mantido sob vigorosa agitagdo nesta temperatura. A DO, do cultivo foi
acompanhada a partir de 3 horas ap6s a inoculagdo, com intervalos de 30 minutos,
sendo que a ocorréncia da lise foi indicada pela observagdo de uma queda brusca
da absorbdncia. Apds essa etapa, adicionou-se 10 ml de cloroférmio ao cultivo,
incubando o0 mesmo a 37°C durante 10 minutos, sob vigorosa agitagdo. O cultivo
foi deixado em gelo durante 15 a 20 minutos, sendo em seguida, transferido para
garrafas de polipropileno de 250ml e centrifugado a 10.000 rpm em rotor
Beckman JA-14 por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi transferido para um
Erlenmeyer de 1 litro, ao qual adicionou-se 50 ul de RNAse A (10 mg/ml) e
500 ul de DNAse A (1 mg/ml). Apds essa etapa, o lisado foi incubado entre 30
minutos e 1 hora em banho-maria a 37°C, sendo que apds esse tempo, adicionou-se
27,2g de NaCl, o qual foi dissolvido suavemente por agitagdo com barra
magnética estéril. Apos a dissolugdo do NaCl, o lisado foi mantido em gelo por, no
minimo, 1 hora, transferido para garrafas de polipropileno de 250ml e
centrifugado a 10.000 rpm (rotor Beckman JA-14) durante 10 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi transferido para um Erlenmeyer de 1 litro, ao qual foi adicionado
50 g de PEG-6000, agitando suavemente para dissolver. Essa solugdo foi deixada
em gelo durante toda a noite. O lisado foi transferido para garrafas de
polipropileno de 250 m! e centrifugado a 10.000 rpm (rotor Beckman JA-14), a
4°C durante 30 minutos. O sobrenadante foi descartado e os frascos foram
deixados secando invertidos por 10 a 15 minutos a temperatura ambiente. O
precipitado foi ressuspendido em 4 ml de tampdo SM. A suspensdo foi transferida
para tubos Falcon de 15ml. Adicionou-se 4 ml de cloroformio, seguida de uma
rapida agitag@o. O lisado foi centrifugado em centrifuga de mesa por 12 minutos a
1500 rpm. A fase superior foi transferida para um tubo estéril e conservada a 4°C
at¢ o momento da ultracentrifugagdo. Para proceder a ultracentrifugagio,
adicionou-se 0,5g de CsCl por ml de suspensdo de bacteri6fago, agitando-se
suavemente a mistura. O material foi ultracentrifugado utilizando-se o rotor
Beckman SW41 durante 4 horas a 4°C, a 22.000 rpm em um gradiente de CsCl (em
SM) montado nas seguintes faixas de densidade: 1,45 g/ml (indice de refragdo
1,3768), 1,50 g/ml (ir. 1,3815) e 1,7g/ml (ir. 1,3990); sendo que as duas
primeiras fases continham um volume de 1,5 ml e a ultima, continha somente 1 ml.
Apds a centrifugagdo, a banda branca contendo o virus foi retirada com o auxilio
de um pipetador P1000. O bacteriéfago foi dialisado durante 1 hora em 1,5 litro da
seguinte solugdo: NaCl 10 mM, Tris-HCl 50 mM (pH 8,0) e MgCl, 10 mM.
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A diélise foi repetida por mais 1 hora com uma nova solugdo. Apds a
dialise, o conteido da membrana foi transferido para tubos de microcentrifuga,
sendo adicionado EDTA, a partir de uma solugdo estoque 0,5 M (pH 8,0), para
uma concentragio final de 20mM. Foi adicionado Pronase-E para uma
concentragdo final de 0,5 mg/ml e SDS, a partir de uma solugdo estoque de 10%,
para uma concentraggo final de 0,5%. A solugdo foi misturada por inversdo varias
vezes e em seguida, incubada por 1 hora a 37°C. Apds este periodo, a solugdo foi
deixada resfriar & temperatura ambiente e em seguida, adicionou-se igual volume
de fenol equilibrado com Tris-HCl 50 mM (pH 8,0). A solugdo foi misturada
diversas vezes por inversdo, até a formagdo de uma completa emulsio. A
separagdo de fases foi feita por centrifugagio, sendo que em seguida, a fase aquosa
foi transferida para um outro tubo com o auxilio de uma pipeta. Foi realizada uma
nova extragdo com igual volume de fenol equilibrado com cloroférmio/alcool
isoamilico, centrifugando-se em seguida para a separagdo das fases. A fase aquosa
foi transferida para outro tubo e uma nova extragdo foi feita. Apds essa 1ultima
extragdo, foi adicionado acetato de sddio a partir de uma solugdo estoque 3 M
(pH 7,0), para uma concentragio final de 0,3 M, misturando-se por invers3o. Nesta
etapa, 2 volumes de etanol gelado (-20°C) foram acrescentados, misturando-se por
inversdo. A suspensdo foi deixada a temperatura ambiente por 30 minutos €, em
seguida, centrifugada por 30 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado.
Adicionou-se 1ml de etanol 70% (-20°C) e centrifugou-se novamente por 30
minutos a 4°C. O sobrenadante foi novamente descartado. O precipitado foi
liofilizado por 4 minutos e ressuspendido em TE contendo RNAse (40 pg/ml).

3.5.2. Mapeamento dos clones recombinantes de y-kafirina

O mapeamento do clone genémico de y-kafirina foi realizado utilizando-
se o sistema A Mapping system, RPN1721 (Amersham). Os conceitos relacionados
com a metodologia sdo descritos no Apéndice III.

3.5.2.1. Cinética de digestiio parcial

Foram feitas trés diluigdes de enzima de restrigio nas seguintes
concentragdes: 1, 0,1 e 0,01 unidades/pl, utilizando-se tampdo de restrigdo 1x.
Para cada diluigdo foi preparado, em gelo, a seguinte reagdo: 0,25 ug do DNA
clonado em bacteriéfago A; 1 ul da diluigio da enzima de restrigdo; 1,5 ul de
tamp3o de restrigdo 10x e agua até 15 pl.
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As reagdes foram incubadas em banho-maria a 20°C, transferindo, a cada
15 minutos, 5 pl da reagdo para um Eppendorf contendo 3 pl de EDTA 100 mM.
Cada aliquota retirada foi aplicada em gel de agarose 0,5% apés a adigdo de
tampdo de amostra. Uma digestdio total foi utilizada como controle. Apds a corrida,
foi possivel escolher o melhor tempo e concentragdo, observando as condigdes que
produziram o maior numero de bandas em quantidades equimolares.

3.5.2.2. Marcacdo da extremidade 5' das sondas de oligonucleotideos

1 pl de cada oligonucleotideo foi diluido com a adigdo de 49 pl de tampdo
TE para uma concentragdo final de 1 pmol/ml. Cada oligonucleotideo foi marcado
separadamente através da seguinte reagdo, em dois tubos diferentes: 4,5 pl de
Oligon. diluido (ON-L ou ON-R) ; 3,0ul de [y-"P]JATP,
10mCi/ml, > 5000Ci/mmol; 1,5ul de Tampdo Kinase (Tris-HCl 0,1M;
MgCl2.6H20 10 mM; DTT 7mM pH 8,0); 1,0 pl de Polinucleotideo Kinase (3
unidades/ul) e 5yl de dgua. A reagdio foi agitada suavemente, incubada em
banho-maria a 37°C durante uma hora e em seguida, aquecida em banho-maria a
65°C por 3 minutos. As dilui¢des foram feitas separadamente, retirando-se 2 pul de
cada preparagio de oligonucleotideo e adicionando-os a uma mistura contendo
125 pl de tampdo TE, 75 ul de tampéo de amostra e 50 pl de cloreto de s6dio 1 M.
A sonda pode ser armazenada por, no méximo, 2 semanas a 20°C.

3.5.2.3. Preparo do marcador de peso molecular

Os marcadores de peso molecular correspondem a fragmentos de DNA de
bacteri6fago A contendo as extremidades coesivas cos (R e L), de modo a
formarem um gradiente de peso molecular quando submetidos a eletroforese.

Para a marcagdo da extremidade esquerda (cos L), a seguinte reagdo foi
preparada: 1 pul do "size marker” do "kit" de mapeamento; 9 pl de H,O e 5 pul do
oligonucleotideo L marcado. Da mesma forma, a marcagdo da extremidade direita
(cos R) foi feita como segue: 2 pl do "size marker"; 8 pl de H,O e 5l do
oligonucleotideo R marcado. Antes da aplicagdo no gel, as reagSes foram
aquecidas a 70°C por 3 minutos ¢ 42°C por 30 minutos, como para os produtos da
digestdo do material a ser mapeado (item 3.5.2.4).
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- 3.5.2.4. Digestiio do material a8 ser mapeado

0,25 pg de DNA (para cada tempo escolhido na digestdo parcial) foi
digerido nas condigdes determinadas através do experimento de cinctica,
interrompendo a reagdo com 9 pl de EDTA 100 mM. Foi retirado um volume de
cada tempo de reagdo escolhido, para uma determinada enzima, e transferido para
um novo Eppendorf, de modo a obter 27 pl no final. Dessa mistura final, 16 pl
foram transferidos para um novo tubo, no qual ocorreria a reagdo com o0
oligonucleotideo R e 8 pl foram transferidos para outro tubo, no qual ocorreria a
reagdo do oligonucleotideo L. Os volumes foram completados para 16 pl com agua
destilada. Para as reagdes R e L, foram adicionados 7,5 pl de oligonucleotideos R
e L marcados, respectivamente. Para as digestdes completas, que serviram como
controle, colocou-se a mesma quantidade de oligonucleotideos R e L. As reagdes
foram aquecidas em banho-maria a 70°C durante 3 minutos e em seguida, a 42°C
durante 30 minutos. As reagdes foram submetidas a eletroforese em gel de agarose
0,5%, a 2 volts/cm durante 20 horas. Ao final da corrida, o gel foi secado a vacuo,
sendo exposto a um filme de raio-X.

3.6. Caracteristicas dos plasmidios utilizados

Nas etapas de subclonagem do cDNA de y-coixina e clone gendmico de
y-kafirina, foram utilizados os plasmidios pBluescript KS +/- (Short et al., 1988)
ou pUC19 (Messing, 1983; Norrander et al., 1983; Yanisch-Perron et al., 1985),
conforme as conveniéncias com relagdo ao posicionamento dos sitios enzimaticos
na regido de policlonagem dos mesmos. Para os experimentos de bombardeamento
com microparticulas, o vetor de expressio pRT103 (Topfer et al.,, 1987) foi
utilizado como base na construgdo dos plasmidios bombardeados. A descrigdo
detalhada dos plasmidios pUC19, pBluescript KS +/- ¢ pRT103 € dada no
Apéndice IV.

3.7. Isolamento de DNA nuclear de planta

Esta técnica pode ser empregada no isolamento de DNA a partir de
folhas, raizes e plantulas (Rivin et al., 1982).

As folhas foram lavadas com &gua destilada e incubadas por 15 minutos
em solugdo de hipoclorito de sodio 5%, lavadas novamente com é&gua estéril e
secas ao ar. No caso de plantulas obtidas em condigdes estéreis, ndo houve a
necessidade da esterilizagdo em hipoclorito de sédio. Para o inicio da extragio, um
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almofariz foi resfriado com N, liquido. Somente duas amostras foram extraidas por
vez. Cerca de 1 a 2 g de amostra foram triturados com ajuda de pistilo até a
obtengdo de um po fino, sem permitir o descongelamento do material. O po6 foi
transferido do almofariz para um frasco em gelo e apés o descongelamento do
material, adicionou-se 10 a 20ml de tamp3o de homogeneizagdo. A
homogeneizagio foi feita duas vezes em homogeneizador do tipo "polytron” por
30s na maior velocidade. O homogenato foi filrado em 3 camadas de gaze estéril
em funil de Buchner com ajuda de bomba de vacuo. Neste ponto, foi feita a
sedimentagdo dos nucleos através de centrifuga¢do do filtrado a 350«g por 10
minutos a 4°C (2000rpm em rotor Beckman JA-20). O sobrenadante foi
descartado e o sedimento foi ressuspendido em tamp3o de lise gelado com a ajuda
de um bastdo de vidro. Adicionou-se Sarkosyl (a partir de uma solugfio estoque
20% (m/v)) suficiente para obter-se uma concentragdo final de 2%. A partir de
entdo, o material foi incubando por 1 hora a 50°C. Apds a incubagdo, foi
adicionado 0,95 g de CsCl por ml do lisado e misturado gentilmente por inversido
até completa dissolugdo do CsCl. As proteinas insolaveis e polissacarideos foram
removidos por centrifugagdo a 17.000xg (12.000 rpm em rotor Beckman JA-20),
por 15 minutos a 4°C, sendo que o sobrenadante foi coletado. Foi adicionado
brometo de etidio ao sobrenadante, até a concentragdo de 300 pg/ml. Para o ajuste
da concentragdo de CsCl, o indice de refragdo da solugdo foi acertado até 1,3895.
O material foi transferido para tubos de ultracentrifuga e centrifugado até o
equilibrio a 20°C (rotor VTi-80 Beckman 50.000 rpm por 20 h). A banda de DNA
cromossdmico foi removida cuidadosamente, sob exposigdo a luz UV e com o
auxilio de umna seringa munida de agulha 30x12. O brometo de etidio foi removido
por sucessivas extragdes com n-butanol equilibrado com agua. As extragdes foram
realizadas até o desaparecimento de cor na fase alcodlica. A solugdo contendo o
DNA foi dialisada exaustivamente contra 1.000 volumes de TE, trocando-se o
tampdo de didlise 2 a 3 vezes. Apds a dialise, foi adicionado 0,1 volume de acetato
de sédio 3M pH 5,2 e 2 volumes de etanol gelado. A precipitagdo foi feita por
2 horas a -20°C, sendo que, em seguida, o DNA foi coletado por centrifugagio,
seguida de lavagem do sedimento com etanol 70%. O DNA foi ressuspendido em
TE e armazenado a 4°C. A concentragdo de DNA foi determinada
espectrofotometricamente.
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3.8. Isolamento de DNA de plasmidio em larga escala

A técnica utilizada é descrita por Sambrook et al. (1989), com algumas
modificagdes.

Devido ao fato dos plasmidios pUC 19, pBluescript KS+/-, ¢ pRT103,
apresentarem origem de replicagdo derivada de ColE1, ndo foi necessério a etapa
de amplificagdo, visto que esta origem de replicagdo apresenta um controle mais
relaxado de replicagdo plasmidial, resultando em um alto nimero de cépias do
plasmidio por célula.

A bactéria hospedeira (DHS5«a) foi inoculada em 25ml de meio liquido
LB/ampicilina e crescida durante a noite. Esse cultivo foi utilizado para inocular
500 ml de LB/ampicilina liquido, o qual foi deixado sob vigorosa agitagdo durante
a noite a 37°C. Em seguida, esse cultivo foi centrifugado a 7.000 rpm em rotor
Beckman JA-14, por 10 minutos a 4°C e o sedimento foi ressuspendido em 4 ml de
solugdo I (Tris-HCl 25 mM pH 8,0; glicose 50 mM; EDTA 10 mM). A suspensio
foi transferida para um tubo de centrifuga proprio para rotor Beckman JA-20. Foi
adicionado 1 ml de solugdo de lisozima (25 mg/ml em solugdo I). A suspensio foi
misturada cuidadosamente e mantida & temperatura ambiente por 10 minutos. Em
seguida, foram adicionados 10ml de solugdo II (NaOH 0,2 M; SDS 1%),
recentemente preparada, misturando-se por repetidas inversdes. A suspensdo foi
mantida em gelo por 10 minutos. A cada tubo, adicionou-se 7,5 ml de solugio
gelada de acetato de potissio 3M pH 4,8, misturando-se por inversdo até
desaparecimento das diferentes fases liquidas. A suspensdo foi mantida em gelo
por 10 minutos. O precipitado floculoso formado é constituido de DNA
cromossomico, RNA de alto peso molecular e complexos de
potassio/SDS/proteina/complexos de membrana. A separagdo de fases foi feita por
centrifugagdo a 12.000 rpm por 20 minutos a 4°C em rotor Beckman JA-20, sendo
o sobrenadante coletado por filtragdo em gaze. Falha na formagdo do precipitado
compacto, geralmente ocorre devido a uma inadequada mistura do lisado com a
solugdo de acetato de potassio. O sobrenadante foi transferido para novo tubo de
rotor Beckman JA-20. Foi adicionado 0,6 vol de isopropanol ao sobrenadante, o
qual foi misturado varias vezes por inversdo e mantido a temperatura ambiente por
10 minutos. Apds esse tempo, foi feita uma centrifugagdo a 11.000 rpm em rotor
Beckman JA-20 por 10 minutos a temperatura ambiente. O sedimento foi lavado
com etanol 70% a temperatura ambiente, tendo sido levemente seco em
liofilizador. Apés a secagem, o sedimento foi ressuspendido em 4 ml de TE e em
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seguida, 4,4g de CsCl foram adicionados, misturando-se até a completa
dissolugdo. Foi adicionado também, 0,4 ml de solugdo de brometo de etidio
(10 mg/ml). Foi feita uma nova centrifugagdo a 8.000 rpm, durante 5 minutos, &
temperatura ambiente em rotor Beckman JA-20 para retirar complexos formados
entre brometo de etidio e proteinas bacterianas. A fase liquida foi transferida para
tubo Falcon, até que o acerto do indice de refragdo fosse feito (n = 1,3860). Uma
vez acertado o indice de refragdo, a solugdo foi transferida para tubos de
ultracentrifuga, préprios para rotor Beckman VTi-80. Para a formagdo do
gradiente, a centrifugagdo foi feita a 60.000 rpm por 20 horas a 20°C. A retirada da
banda correspondente a0 DNA plasmidial e a remogdo do brometo de etidio foi
feita conforme ja descrito no item 3.7.

3.9. Purificacio de fragmentos de DNA a partir de géis de agarose.

Apds a digestdo, o DNA foi submetido a eletroforese em gel de agorose
contendo 0,5 pg/ml de brometo de etidio. A concentragdo do gel de agarose variou
de acordo com os tamanhos dos fragmentos produzidos na digestdo do DNA. Os
insertos foram retirados dos géis utilizando-se papel de DEAE (DE-81, Whatman),
de acordo com modificagdes da metodologia descrita por Dretzen et al. (1981) e
Danner (1982). Para a retirada dos insertos, foi feito um corte no gel com o auxilio
de um bisturi abaixo das bandas de interesse e, com a ajuda de pingas, o papel
DE-81 de tamanho adequado foi inserido até o fundo da placa sob a qual o gel foi
montado. O gel foi novamente submetido a eletroforese, que foi monitorada com
luz UV e interrompida quando todo o DNA entrou no papel DE-81. A recuperagdo
do DNA foi feita incubando-se o papel DE-81 em 800 ml de tampdo de eluigdo
(Tris-HCI 20 mM pH 8,0; EDTA 2 mM; NaCl 1,5 M) em Eppendorf durante 1
hora em banho-maria a 45°C. Ap6s este periodo o papel DE-81 foi retirado com o
auxilio de uma pinga, e o Eppendorf foi centrifugado por 30 segundos para a
retirada dos fragmentos de papel remanescentes. Nos casos em que a banda a ser
retirada migrou juntamente com o indicador azul de bromofenol, foi necessério a
extragdo do mesmo com n-butanol. Para isso, foram feitas trés extragSes como
segue: 1) n-butanol saturado com agua destilada, 2) n-butanol e 3) n-butanol
saturado com agua destilada. Em seguida, adicionou-se 2,5 volumes de etanol
gelado (-20°C), incubando-se a solug@o a -20°C durante a noite. Para fragmentos
menores que 100 pb, além do etanol gelado, foi necessario adicionar MgCl, até a
obtengdo de uma solugdo de concentragdo final igual a 0,01 M.
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3.10. Experimentos de reconstru¢do dos genes de y-prolaminas de Coix e
sorgo

Os experimentos de reconstrugdo foram conduzidos com a finalidade de
estimar o numero de cOpias do gene de y-coixina e y-kafirina nos genomas
correspondentes. Para isso, 0 DNA gendmico de Coix foi digerido com HindIII,
montando-se o seguinte sistema de reagdo: 10 ug de DNA gendmico; 5 pul de
espermidina 0,1 M; 20 ul de tampdo de restrigdo 10x; 50 unidades de HindIIl e
H,O q.s.p. 200 pul. A digestdo foi feita durante a noite a 37°C, sendo interrompida
por adigdo de 0,1 volume de EDTA 0,5 M pH 8,0 e 0,1 volume de acetato de sodio
3 M pH 5,2. Em seguida, adicionou-se 800 pl de etanol gelado (-20°C), sendo que
a precipitagdo foi feita a -70°C durante 1 hora. Apds essa etapa, o DNA foi
centrifugado por 30 minutos a 4°C, lavado com etanol 70% e centrifugado por
mais 15 minutos. A secagem foi feita por liofilizagdo. Ao final, o DNA foi
ressuspendido em 25 pl de agua destilada, sendo que foi necessario manter em
banho-maria a 37°C durante 2 horas.

2 ng do DNA a ser utilizado como controle do numero de copias, clone
pBCX22.5, foram linearizados com EcoRI, seguindo-se as condigdes de reagdo da
enzima de restrigdo utilizada. O procedimento empregado para interromper a
reagdo foi 0 mesmo seguido para 0 DNA gendmico. O material digerido foi
ressuspendido em 20 pl de agua destilada. Os calculos envolvidos na determinagéo
da quantidade de DNA a ser utilizada como controle do numero de cdopias do gene
de y-coixina por genoma hapléide do Coix, sdo descritos no Apéndice V.

O plasmidio pBCX22.5 linearizado com EcoRI, em quantidades
equivalentes a 3, 2 e 1 copia do gene de y-coixina no genoma hapléide de Coix e o
DNA gendémico de Coix digerido com Hindlll, foram submetidos a eletroforese em
gel de agarose 0,8% (25 cm de comprimento) a 25 volts. Em seguida, foi feita a
transferéncia dos fragmentos de DNA para membrana de nylon, a qual foi
hibridizada com a sonda obtida através de marcagdo radioativa do inserto
EcoRI/Xhol originario do clone pBCX22.5.

Um experimento semelhante foi realizado com o objetivo de determinar o
numero de copias do gene de y-kafirina no genoma hapléide de sorgo, sendo que
neste caso, foi utilizado como controle do mimero de copias o plasmidio pUCTP
(Tabela I), o qual contém uma parte da regido codificadora do gene de y-kafirina.
O DNA gendmico de sorgo foi digerido com HindIII.

As intensidades das bandas nos filmes autoradiograficos foram medidas
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através da leitura em um densitometro a laser (Ultroscan XL-LKB).

3.11. Seqiienciamento de DNA

Os experimentos de seqiienciamento foram realizados com DNA dupla
fita de plasmidios recombinantes de pUC 19 ou pBluescript KS +/-. Para isso, 8 pg
de DNA plasmidial preparado através de minipreparagdo e dissovidos em 40 pl de
TE, foram denaturados adicionando-se 40 ul da solugdo NaOH 0,4 M/ EDTA
0,4 mM, e incubados por 5 minutos & temperatura ambiente. A denaturagio foi
interrompida pela adigdo simultinea de 8ul de acetato de aménio 2M pH4,5 e
176 pl de etanol gelado. As amostras foram mantidas & -20°C por 1 hora e
centrifugadas em microcentrifuga por 20 minutos. O sedimento foi lavado com
etanol 70% e centrifugado novamente por 15 minutos. Apos a secagem do
sedimento, o mesmo foi redissolvido em 20 ul de agua, sendo que foram utilizados
10 pul para cada reagdo de seqiienciamento iniciada com "primer" direto (universal)
ou reverso (Boehringher Mannheim). As reagdes de seqiienciamento foram feitas
seguindo-se as instrugdes fornecidas pelo fabricante do "kit" T7 Sequencing Kit
(Pharmacia), utilizando-se (*S)dATPaS (Amersham). As eletroforeses dos
produtos de reagdo foram realizadas carregando-se 1,5-2,0 pl/canaleta em dois géis
denaturantes de poliacrilamida nas concentragdes de 5% e 6% (Sambrook et
al.,1989). Para a confecg¢fio dos géis, foram utilizadas placas de 50 cm de altura
(LKB), sendo uma delas tratada com Repel-silane (Pharmacia) e a outra com
Bind-silane (Pharmacia), de acordo com as recomendagdes do fabricante. As
amostras foram incubadas por 2 minutos a 75-80°C antes de serem aplicadas nos
géis. Os dois géis foram submetidos a aproximadamente 2000 volts, sendo que a
poténcia méaxima foi estabelecida para 50 W para o conjunto dos géis, os quais
foram montados no sistema de eletroforese Macrophor (LKB). O gel para leitura
da seqii€ncia localizada préxima ao "primer", gel de 6%, foi submetido &
cletroforese até a saida do corante azul de bromofenol, enquanto que o gel para
leitura da seqiiéncia distal, gel de 5%, até 2 horas e 30 minutos apds a saida do
corante xileno cianol (2° banda). Apds a eletroforese, os géis aderidos as placas
foram mantidos por 30 minutos sob leve agitagdo em uma solugdo contendo 10%
de acido acético e 10% de metanol, e finalmente lavados em agua corrente. Os géis
foram secados a 45°C durante a noite, e submetidos a autoradiografia através de
exposigdo de filmes sensiveis a radiagdo (Hyperfilm - Amersham) por 1 a 4 dias.
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3.12. Construciio dos plasmidios utilizados nos experimentos de expressdo
transitéria

Todas as posi¢les indicadas na construgdo dos clones abaixo sdo com
relagio ao ATG inicial. A descrigdo detalhada dos plasmidios pBluescript e
pRT103 utilizados nas construgdes ¢é dada nos Apéndices VIII e IX,
respectivamente. A Figura 13 apresenta o mapa dos plasmidios construidos.

pPKGUS - A regido 5" flanqueadora do gene de y-kafirina foi isolada do
clone gendmico 10S. O fragmento Taql compreendendo a regido de -1198 a -8, foi
clonado no sitio Clal do plasmidio pBluescript KS+ (Stratagene), resultando o
clone pKTT1 (Tabela I). A regifio promotora da y-kafirina, foi retirada do clone
pKTT1 através de digestdo do mesmo com Smal/Sall e posteriormente inserida no
plasmidio pRT103 digerido com HincIl/Xhol. Este clone foi designado pPK103.
Em seguida, a regido codificadora do gene da B-glucuronidase (GUS), excisado do
plasmidio pJII140 (Topfer et al., 1987) por digestdo com Ncol/BamHI, foi fundida
ao pPK 103 no correspondente sitio, entre o promotor da y-kafirina e a regido 3" do
CaMV35S.

pPK285GUS - O fragmento -285/-8 do promotor da y-kafirina foi
excisado do clone pKTT]1 por digestdo com as enzimas EcoRV/Sall. Este inserto
foi ligado ao plasmidio pRT103 digerido com as enzimas HincII/Xhol. Este clone
foi designado pPK285. Em seguida, a regido codificadora do gene da
B-glucuronidase foi obtida e clonada no sitio de Ncol/BamHI do clone pPK28S5,
produzindo o clone pPK285GUS, da mesma forma como foi descrito para o clone
pPKGUS.

pRT103GUS - Este clone foi obtido pela insergdo da regido codificadora
do gene da B-glucuronidase nos sitios das enzimas Ncol/BamHI do plasmidio
pRT103.

pRT90OGUS - O plasmidio pRT103 foi digerido com as enzimas
EcoRV/Hincll e recircularizado, resultando o clone pRT90. O pRT90 foi entdo
digerido com Ncol/BamHI e ligado ao inserto correspondente a regido
codificadora do gene gus da mesma forma como foi descrito para o clone
pPKGUS.

pPK90GUS - O fragmento -1190/-285 do promotor da y-kafirina foi
excisado do clone pKTT1 através da digestdo com EcoRV. Este fragmento foi
ligado ao plasmidio pRT103 previamente digerido com HincII/EcoRYV, resultando
o clone pPK90. Em seguida a regido codificadora do gene gus foi inserida
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conforme descrito para as outras construgdes.

3.13. Experimentos de expressio transitéria por bombardeamento com
microparticulas

Os experimentos de expressdo transitoria foram realizados através do
bombardeamento dos tecidos com um sistema de pressdo, produzida por injegdo de
gas hélio, construido no Laboratério de Biologia Molecular de Plantas do CBMEG
por Marcio José da Silva. O esquema, bem como o principio do sistema utilizado,
encontra-se descrito no Apéndice VI.

Os diferentes tecidos foram colocados juntos em placas de Petri de
100 mm contendo 20 ml de meio MS (Murashige & Skoog, 1962), sendo
previamente tratados como segue:

-endosperma imaturo de milho: As plantas de milho foram crescidas
no campo experimental da Universidade Estadual de Campinas e auto polinizadas.
As espigas foram colhidas com 16 dias ap6s a polinizagdo (DAP), esterilizadas por
15 minutos com 4gua sanitaria comercial 5% e lavadas 4 vezes com agua destilada
esterilizada. As sementes sofreram um corte longitudinal frontal, com a ajuda de
um bisturi e foram distribuidas pela placa de Petri (135 mm x 17 mm) com as faces
voltadas para cima, utilizando-se 8 endospermas para cada placa. Todas as placas
receberam sementes de uma unica espiga.

-embrido: Os embrides foram coletados de sementes imaturas de miltho
da mesma espiga utilizada para a coleta dos endospermas, sendo que 8 embrides
foram utilizados para cada placa. ‘

-coledptilo: Os coledptilos foram dissecados de sementes colocadas
para germinagdo durante 3 dias, esterelizados por 5 minutos com dgua sanitria
comercial 5% e lavados 4 vezes em agua destilada esterilizada. Foram utilizados 8
coledptilos por placa de Petri.

-folha: As folhas foram dissecadas de sementes que foram germinadas
durante 7 dias e receberam o mesmo tratamento com agua sanitaria comercial que
o coleodptilo. Foram utilizados 8 discos foliares em cada placa.

Para a preparagio das microparticulas, utilizou-se Spug de DNA
purificado com CsCl (1 pg/pl), 50 ul de CaCl, (2,5M), 20 ul de espermidina
(0,1 M) e 3 mg de particulas de ouro de acordo com a metodologia descrita por Ye
et al. (1990).

Para cada construgdio, foram bombardeadas 4 placas, sendo que cada
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placa foi bombardeada duas vezes com 0,5 ug de DNA. Apds o bombardeamento,
as placas foram incubadas durante 48 horas na auséncia de luz a 27°C. Em
seguida, os tecidos foram revelados para atividade de GUS pela adigdo do
substrato da enzima, X-gluc, de acordo com a metodologia descrita por Jefferson
(1987).

Os resultados obtidos com a contagem do nimero de pontos azuis foram
tratados estatisticamente pelo método SNK (Steel & Torrie, 1980), e expressos sob
a forma de atividade relativa, sendo que o calculo foi efetuado através da razio dos
resultados obtidos para o bombardeamento das construges descritas na Fig.13,
nos diferentes tecidos, e aqueles obtidos para o bombardeamento do clone
pRT103GUS nos respectivos tecidos.

A metodologia basica de rotina, como a) Minipreparagdo de plasmidios,
b) Digestdes enzimaticas, ¢) Clonagem em plasmidios, d) Southern blot, )
Transformagido de E. coli, f) Hibridizagdo de sondas radioativas com A&cidos
nucléicos em membranas de nylon e g) Marcagdo de sondas de DNA, entre outras,
foram utilizadas de acordo com manuais de técnicas de Biologia Molecular como
Sambrook et al., 1989.

3.14. Métodos computacionais

Todos "softwares™ utilizados foram executados em microcomputador do
tipo PC 386.

Os pesos moleculares de proteinas analisadas por SDS-PAGE, bem como
os tamanhos dos fragmentos de DNA, foram estimados utilizando-se o programa
Eletroforese (Adilson Leite) através de regressdo ndo linear (Método Marquardt)
conforme descrito por Plikaytis et al. (1986).

A edigdo e analise das seqiiéncias de DNA foram realizadas com ajuda
dos programas DNASIS (Pharmacia) e ESEE v. 1.04 (Cabot, 1988). No
alinhamento das seqiiéncias de DNA e proteinas, foi empregado o programa
Clustal V (Higgins & Sharp, 1989).

3.15. Solugdes
a) SM
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TrissHCLIMPpPH 7,5 ..o 10,0 ml
Gelating .......c.ccovevevencrceneceeeecrrennenns 20 mg
H,0 Q.S.P. oot 200 ml

b) SSC 20x
NACl ...t 1753 g
Citrato de sodio di-hidratado .............. 882¢g
H,0 @.S.P. et 800 ml
Ajustar para pH 7,0 com NaOH .......... 10M
H,0 Q8P o, 1000 ml
Esterilizar por autoclavagem.
¢) TBE 5x
Acido BOHCO .ovvrererreeerieeenee 309¢
Tris-Base ...cccvvveveeneeireeereeree e 121,1 g
EDTA dissOdico ......ccocevvvnnreeennannnnn. 3,73g
H,0 @.8.P. coeeerveriiiirciccrciece, 600 ml
Apbs a completa dissolugdo, completar o volume para
1000 ml.
d) TE
Tris-HCIpH 8,5 ..cveiiiieiee, 10 mM
EDTAPH8,0 ..o 1 mM
e) Tris-HC1 1 M
Tris-Base .......cccooeevieveeninenneiencnne 121,1 g
H,0 @.S.P. oot 800 ml
Ajustar o pH para o valor desejado adicionando-se HCI
concentrado:
pH HC1
7,4 ~70 ml

8,0 ~42 ml



3.16. Meios de cultura

a) LB (Meio Luria-Bertani)
Bacto-tryptone ..........ccccceeeeiiiieenennnenn. 10g
Bacto-yeast extract ..........ccceoeireennnnen. 50¢g
NaCl ... 10g
H,0 @.S.P. oo 800 ml
Ajustar o pH para 7,0 com NaOH 2 M
| S KO T 35 + PR OR 1000 ml

b) Top agarose

¢) YT 2x

Esterilizar por autoclavagem durante 20 minutos.

AZATOSE ...vveeenveernnriinrrersreeessneeaseeennnes 14¢
MgSO,.6H,O .....cccoevviiiiiiirnirnnn. 0,457 ¢
H,O qS.P. oo, 200 ml

Esterilizar por autoclavagem

NaCl ...t 10g
Bacto-yeast extract ...........cooeeeennneen. 10g
Bacto-tryptone ........cccooeeiiiiiniiinnnnnnnn. 16 g

Titular para pH 7.5 com NaOH 2 M
H,O0 q.8.p. coovvviiiiiiiniinns feerereens 1000 ml

32
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4. RESULTADOS

4.1. Caracterizagio das y-prolaminas

A metodologia de extragdo diferencial, utilizada para a extragdo das
y-prolaminas, ndo possibilita que as y-zeinas de 16 kDa e 28 kDa sejam extraidas
na mesma fragdo. Ao contrario, a y-zeina de 16 kDa é extraida juntamente com a
B-zeina (Esen, 1986). O gel apresentado na Fig. 1A, mostra a andlise da y-zeina de
28 kDa, vy-kafirina e y-coixina (22 kDa ) por SDS/PAGE 12,5%. Apds a
eletroforese, o gel foi corado com prata. Como pode ser visto na Fig. 1A, as
y-prolaminas de milho, sorgo e Coix, aparecem como uma unica banda, o que
demonstra que as mesmas apresentam elevado grau de pureza. O peso molecular
da y-kafirina foi estimado a partir da analise em SDS/PAGE como sendo
aproximadamante 27 kDa. Posteriormente, as y-prolaminas foram caracterizadas
imunologicamente por "Western-blot" (Fig. 1B e 1C), utilizando-se anticorpos
policlonais contra y-coixina e y-zeina (28 kDa) obtidos em coelhos (Leite et al.,
1990). Na Fig. 1B, encontram-se os resultados obtidos utilizando-se anticorpo
especifico contra y-coixina, sendo que as trés y-prolaminas foram reconhecidas
com a mesma intensidade, indicando portanto a existéncia afinidades similares
pelo anticorpo. Da mesma forma, quando utiliza-se anticorpo contra y-zeina de 28
kDa, verifica-se 0 mesmo padrdo de reconhecimento obtido no caso anterior. A
ocorréncia de reagSes cruzadas observadas nos experimentos de "Western bot",
demonstram o alto grau de homologia existente entre as y-prolaminas.

4.2. y-COIXINA
4.2.1. Selecao de clones de cDNA de y-coixina

Para a identificagdo de clones de cDNA de y-coixina, foram analisadas
35000 placas de lise de uma biblioteca de cDNA de Coix. A sonda utilizada na
hibridizagdo foi o fragmento de Pstl do clone pME119, que corresponde a um
cDNA de y-zeina de 28 kDa (Prat et al., 1985). Esse fragmento possui 349 pb da
regido estrutural. Apds dupla purificagdo do fragmento em gel de agarose, o
inserto foi marcado por incorporagdo de nucleotideos radioativos, através de
extensdo catalisada por fragmento Klenow da DNA Polimerase I e "primers"
aleatorios,
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Fig. 1. Caracterizagdo das y-prolaminas extraidas de sementes maduras de milho, sorgo ¢ Coix. (A)
y-prolaminas analisadas através de SDS-PAGE 12,5%, seguida de coloragdo com 0,25%
Comassie Brilliant Blue R 250 em metanol/agua/acido acético (5:5:1 v/v/v) e posteriormente com
prata. (B) e (C) Anilise das y-prolaminas através de Western blot, utilizando anticorpos
produzidos contra y-coixina € y-zeina (28kDa), respectivamente. As linhas 1, 2 e 3 representam

y-zeina, y-kafirina e y-coixina, respectivamente.
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utilizando-se o "kit" Megaprime DNA labelling system (Amersham; Feinberg &
Vogelstein, 1983, 1984). Os clones positivos foram isolados através de sucessivas
hibridizagSes, permitindo o isolamento de 11 fagos recombinantes, que foram
posteriormente utilizados na excisdo dos respectivos clones em pBluescript. Apds
a excisdo dos plasmidios, foram preparadas amostras de DNAs para serem
analisadas através de digestdo com enzimas de restrigdo (EcoRI/Xhol, enzimas que
liberam insertos clonados no sistema do A-Zap). Em seguida, essas amostras foram
submetidas a eletroforese em gel de agarose, e posteriormente analisadas através
de "Southern-blot", utilizando-se a sonda de cDNA de y-zeina de 28 kDa. Insertos
de dois clones apresentaram intensa hibridizagdo: clones pBCX22.4 e pPBCX22.5.
Dentre os varios clones analisados foram escolhidos trés que apresentavam
hibridizagdo mais intensa, pBCX22.4, pBCX22.5 ¢ pBCX22.9, para posterior
sequenciamento.

4.2.2. Seqiienciamento dos clones de y-coixina

Para a construgdo de um mapa de restrigdo do clone pBCX22.5, este foi
digerido com EcoRI, Xhol e Pstl, e apos eletroforese em gel de agarose, os
fragmentos foram transferidos para membrana de nylon (Hybond-N, Amersham),
sendo que, apos a transferéncia, a membrana foi hibridizada com a sonda de
cDNA de y-zeina de 28 kDa. Com os resultados obtidos, foi possivel deduzir um
mapa de restrigdo. A existéncia de um sitio de Pstl na posigdo 483 permitiu a
construgfo de dois subclones: pBCX22.5A e pBCX22.5B (Fig. 2). A seqiiéncia
completa do clone pBCX22.5, mostrada na Fig. 3, é composta por 840
nucleotideos. Esta seqiiéncia foi obtida a partir do seqiienciamento nas duas
diregdes do clone original, bem como dos subclones obtidos a partir da digestdo
com Pstl, pBCX22.5A e pBCX22.5B. A seqiiéncia de nucleotideos mostra uma
regido 5' ndo traduzida constituida por 27 nucleotideos, sendo os primeiros 15
nucleotideos correspondentes ao adaptador de EcoRI utilizado durante a
construgdo do banco de cDNA. 12 nucleotideos abaixo da seqiiéncia do adaptador
encontra-se uma fase de leitura constituida por 600 nucleotideos, e uma regido 3'
ndo traduzida composta por 207 nucleotideos incluindo a seqiiéncia do "linker" de
Xhol utilizado também na clonagem unidirecional em A~ZAP. A seqii€éncia de
nucleotideos do pPBCX22.5 foi depositada nos bancos de dados EMBL, GenBank e
DDBJ com o niimero de acesso X59850.
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ATG TGA

100 pb

Fig. 2. Mapa de restrigdo do cDNA de y-coixina, clone pBCX 22.5. S3o indicados o codon ae iniciag3o,
ATG, e o de terminagdo, TGA. As setas indicam a estratégia de seqiienciamento, sendo que 1 ¢ 2
indicam os subclones pBCX22.5A e pBCX22.5B, respectivamente. As enzimas de restrigio
indicadas s3o E, EcoRI; P, Pstl ¢ X, Xhol, onde somente os sitios de restrigio relevantes ao
sequenciamento estdo indicados. A regifo sombreada compreende a fase de leitura do gene de
y-coixina.
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Trés seqii€éncias correspondentes a possiveis sinais de poliadenilagio sdo
encontradas na regido 3: AATAATAAT, AATAAA e AATGAA nas posi¢des
652, 719 e 788, respectivamente.

Os clones pBCX22.4 e pBCX22.9 foram seqiienciados utilizando-se a
mesma estratégia empregada para o seqiienciamento do clone pBCX22.5. As
seqiiéncias obtidas foram similares a do clone pBCX22.5, porém resultando em
c¢DNAs incompletos (Fig. 3). Estes clones apresentaram ainda sitios de
poliadenilagdo localizados em posigbes diferentes ao descrito para o clone
pBCX22.5 (Fig. 3).

4.3. y-Kafirina
4.3.1. Selegdo de clones gendmicos de y-kafirina

Nos testes de selegdo de clones de y-kafirina a partir de uma biblioteca
gendmica de sorgo foram utilizados 1,5x100 fagos, os quais foram plaqueados em
30 placas de 135 mm x 17 mm, contendo 50000 placas de lise por placa. Apds a
transferéncia para membranas de nylon, as mesmas foram hibridizadas com a
sonda marcada radioativamente de pME119 (cDNA de y-zeina de 28 kDa),
conforme descrito no item 4.2.1. Os clones positivos foram isolados através de trés
selegGes sucessivas.

Durante as etapas de selegdo foram reconhecidos dois tipos de reagdes,
sendo possivel a separag@o dos clones positivos em dois grupos distintos: grupo 1,
constituido por S clones apresentando forte hibridizagdo, e grupo 2, constituido
por 10 clones apresentando fraca hibridizagdo. A anélise de restrigdo dos clones
pertencentes aos dois grupos resultou em padrdes caracteristicos para cada um dos
grupos. Entretanto, todos os clones pertencentes ao grupo 1 apresentaram um
mesmo padrdo de restrigdo, 0 mesmo ocorrendo com os clones do grupo 2. Este
fato sugeriu que os fagos recombinantes pertencentes ao grupo 1 continham
insertos iguais € portanto, os mesmos sitios de restrigdo, 0 mesmo ocorrendo com
os fagos do grupo 2. Isto possibilitou a escolha de somente um representante de
cada grupo para a continuidade dos trabalhos. Entretanto, experimentos posteriores
de "Southern blot" confirmaram a maior intensidade de hibridizagio da sonda
pME119 com o clone pertencente ao grupo 1, indicando que este clone possuia
maior homologia com a y-zeina de 28 kDa, tendo maior probabilidade de ser o
clone positivo de y-kafirina. Sendo assim, um clone deste grupo, denominado de
108, foi escolhido para o do seqilenciamento.
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Fig. 3. Seqiiéncia de nucleotideos do cDNA de y-coixina, clone pBCX22.5, mostrando a seqiiéncia de
aminodcidos da proteina correspondente. Os 19 primeiros aminoacidos correspondem ao possivel
peptideo sinal. A seqiiéncia de nucleotideos mostra uma regido 5' ndo traduzida constituida por 12
nucleotideos, seguida por uma fase de leitura constituida por 600 nucleotideos, e uma regido 3' nio
traduzida composta por 207 nucleotideos. Também sio indicados os pontos iniciais das seqiiéncias
correspondentes aos clones pPBCX22.4 e pPBCX22.9. Na regido 3' sdo indicados os possiveis sinais
de poliadenilagdo do clone pBCX22.5, bem como o sitio de poliadenilagdo dos clones pPBCX22.4
(An(1)) e pBCX22.9 (An(2)).
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4.3.2. Mapeamento do fago recombinante 10S

O mapa de restrigdo do clone 10S foi feito utilizando-se as informagGes
fornecidas pela analise de restrigdo mostrada na Fig. 4 e pelo experimento de
mapeamento do bacteriofago A (Materiais e Métodos).

A Fig. 4A mostra o padrio eletroforético obtido na andlise de restrigio do
clone 10S com as enzimas BamHI, EcoRl, e Pstl, enquanto que a Fig. 4B mostra o
resultado da hibridizagdo da membrana, obtida a partir da transferéncia do gel de
agarose, com a sonda de y-zeina de 28 kDa. A digestdo do fago recombinante com
EcoRI (canaleta 1, Fig 4A e 4B) além de produzir os fragmentos correspondentes
aos bragos direito e esquerdo do fago A EMBLA, produziu um fragmento de 13 kb,
indicando portanto a auséncia de sitios internos de EcoRI.

O padrio complexo de bandas obtidas nas digestdes do fago
recombinante, com as enzimas BamHI e Pstl (Fig 4A e 4B), induziu-nos a utilizar
a técnica de mapeamento de fago lambda descrita no item 3.5.2 de Materiais ¢
Métodos. O resultado da hibridizagdo das digestdes totais e parciais do DNA do
fago recombinante é mostrado na Fig. 5. As distincias percorridas pelos
fragmentos foram determinadas através da leitura em um densitometro a laser
(Ultroscan XL-LKB) (a leitura foi feita em filmes com diferentes tempos de
exposigdo para que fosse possivel a resolugdo das bandas mais intensas -
resultados n3o mostrados). Os tamanhos dos fragmentos foram estimados
utilizando-se o programa Eletroforese. Os dados obtidos com essa metodologia,
juntamente com a analise de restrigio previamente descrita, permitiu-nos que o
mapa mostrado na Fig. 6B fosse construido. Este mapa também apresenta alguns
sitios de restrigdo obtidos por experimentos complementares.

4.3.3. Seqiienciamento do clone 10S

Para a construgdo dos subclones a serem seqiienciados, o clone 10S foi
digerido com BamHI e Pstl/EcoRI, liberando os fragmentos de 5,6 kb e 3,1 kb
(Fig. 4B, linhas 2 e 5). A escolha desses fragmentos baseou-se no fato deles
abrangerem toda a regido estrutural do gene de y-kafirina, como pode ser visto na
Fig. 4B. Em seguida, estes fragmentos foram clonados em pBluescript KS- aberto
com as respectivas enzimas de restrigdo. Dessa forma, os fragmentos de 5,6 kb e
3,1 kb originaram os subclones pKBB e pPKEP. Os dois subclones foram
seqiienciados nas duas diregdes, sendo que a partir deste seqiienciamento foram
deduzidos novos sitios de restrigdo, os quais foram posteriormente utilizados na
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construgdo de novos subclones. As seqiiéncias parciais destes subclones
apresentaram similaridade com as seqiiéncias descritas para os c¢cDNAs de
y-prolaminas de milho (Prat et al., 1987) e de y-coixina (descrita no item 4.2.2 e
Leite et al., 1991), indicando que o clone 10S comresponderia ao gene de
y-kafirina. Dessa forma, com o término do seqiienciamento, foi possivel construir
o mapa de restrigdo mostrado na Fig. 6C. A Tabela I mostra a lista de subclones
utilizados no seqiienciamento total do gene.

A seqiiéncia completa do gene de y-kafirina, incluindo 1513 pb da regido
5' ndio traduzida, e 789 pb da regido 3' niio traduzida, bem como a seqiiéncia de
aminoacidos deduzida (636 pb), esta representada na Fig. 7. A regido flanqueadora
5" do gene de vy-kafirina apresenta seqii€ncias regulatorias comumentes
encontradas em muitos genes de plantas. Nas posigSes -108 e -151, com relagdo ao
ATG inicial, encontram-se as seqiiéncias correspondentes aos possiveis "TATA
box" e "CATC box", respectivamente. A seqiiéncia TGTAAAG, também chamada
"endosperm box" ou elemento -300 (Kreis et al., 1986), esta representada por duas
copias no promotor de y-kafirina. Uma das c6pias encontra-se localizada 340 pb
acima do ATG, em posi¢do equivalente a descrita para os genes de outras classes
de prolaminas do cereais da tribo Andropogoneae, tais como a-kafirina (DeRose et
al., 1989), a-coixina (Ottoboni et al., 1993), a-, B-, y-zeinas (Boronat et al., 1986;
Brown et al.,, 1986; Liu & Rubenstein, 1992; Pedersen et al., 1986). A segunda
copia do "endosperm box" encontra-se localizada em posigdo mais distal, a 618 pb
do ATG.

A analise da seqii€ncia do promotor de y-kafirina revelou ainda a presenga
de varias seqiiéncias repetidas, sendo que a mais extensa apresenta 39 pb e
encontra-se nas posigdes -1052 e -1162. Essas seqii€ncias possuem duas regides
altamente conservadas compostas por 13 ¢ 12 nucleotideos, GAGATTTTACATT
e ATTTTTTATTTT, e um regido intermediaria menos conservada composta por
13 e 14 nucleotideos. As diferengas existentes entre essas seqiiéncias se restringem
as regides intermediarias, GGGAACCTAGAAA ¢ AGGAACCCTAGAAT, as
quais possuem aproximadamente 79% de homologia, sendo que os nucleotideos
grifados representam as alteragdes de bases existentes entre as duas regides.
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Fig. 4. (A) Analise de restrigdo do clone genémico de y-kafirina 10S, onde as canaletas indicadas
correspondem a 1) 10S EcoRl, 2) 10S BamHI, 3) 10S Pstl, 4) 10S EcoRl/BamHI, 5) 105
EcoRI/Pstl, 6) 10S BamHI/Pstl e 7) 10S BamHI/Pst/EcoRI. B) As amostras de DNA do clone
gendmico 10S foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 0,8% e transferidas para
membranas de nylon, sendo hibridizadas com o inserto de Pstl do clone pME 119 (cDNA de
y-zeina de 28 kDa)
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Fig. 5. Mapeamento do fago contendo o inserto de y-kafirina, clone 10S. As enzimas de restrigdo utilizadas
foram BamHI e Pstl. Apos as digestdes, parciais ou totais, os DNAs foram hibridizados com os
oligonucleotideos correspondentes as extremidades cos, esquerda (ON-L) e direita (ON-R) do fago,
conforme indicado em cada caso. O mesmo procedimento foi seguido para os marcadores de peso
molecular (os pesos moleculares dos fragmentos de cada marcador estdo indicados ao lado do gel).
As canaletas indicadas correspondem a 1) padrdo de peso molecular (ON-L), 2) padréo de peso
molecular (ON-R), 3) digesto total com BamHI (ON-L), 4) digestdo total com BamHI (ON-R), 5)
digestdo parcial com BamHI (ON-L), 6) digesto parcial com BamHI (ON-R), 7) digestio total
com Pstl (ON-L), 8) digestio total com Pstl (ON-R), 9) digestdo parcial com Pstl (ON-L), 10)
digestdo parcial com Pstl (ON-R), 11) padrdo de peso molecular (ON-R) ¢ 12) padrdo de peso
molecular (ON-L).
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Fig. 6. Mapa de restrigio do clone gendmico de y-kafirina. (A) Representagio do bacteriofago A EMBLA
contendo o clone gendmico de 13,2 kb. Os bragos R e L do bacteriéfago A possuem 8,8 kb e 19,9
kb. (B) Mapa de restrigio obtido através do experimento de mapeamento de bacteriofago A.
Alguns sitios enzimaticos obtidos através de experimentos complementares também sdo indicados.
(C) Regido completamente sequenciada correspondente a 2938 pb, sendo indicados todos os
subclones utilizados durante o sequenciamento. Somente os sitios enzimaticos relevantes ao
sequenciamento s3o mostrados, sendo A, Alul; B, BamHI; EV, EcoRV; H, Hinfl; HIII, HindIII; K,
Kpnl; P, Pstl; T, Tagl e X, Xbal: Os clones numerados sdo mostrados na Tab. I. Em B) ¢ C) as
regides sombreadas correspondem a fase de leitura do gene de y-kafirina.



Tabela I. Relagdo dos subclones utilizados para o sequenciamento total do clone genémico de

y-kafirina
NOME EXTREMIDADES DO TAMANHO DO VETOR
INSERTO INSERTO (pb)

1) pKEX EcoRI/Xbal 1262 rec pKEP/Xbal

2) pKXX Xbal/Xbal 4166 KS (-) /Xbal

3) pKBB BamHI/BamHI 5688 KS (-) /BamHI

4) pPKEP EcoRI/PstI 2542 KS (-) /EcoRI/PstlI

5) pKPH3 BamHI/Pstl 892 KS{+)/Smal

6) pKBH3 BamHI/HindIII 1914 KS(+) /BamHI/HindIII

7) pKTT1 Sall/HindIII 1184 KS (+)/Clal

8) pPKBP BamHI/PstI 195 KS (+) /Smal

9) PpKPP BamHI/PstI 632 KS (+) /Smal

10) pKXB Xbal/BamHI 1280 KS (+) /Xbal/BamHI
11) pKPK Kpnl/BamHI 161 rec pKPP/KpnlI
12) pKKP Kpnl 471 KS (-) /KpnI
13) pRXP Xbal 1475 KS (+) /Xbal
14) pKXEV Xbal/EcCoRV 717 KS (+) /XbaIl/EcoRV
15) pKEVB EcoRV/BamHI 563 KS (+) /EcoRV/BamHI
16) pKXH BamHI/PstlI 179 KS(+)/Smal

17) pKHH1 BamHI/PstI 348 KS (+) /Smal

18) pKHH2 BamHI/PstI 242 KS (+) /Smal

19) pKHB BamHI/PstI 469 KS (+) /Smal
20) pKAEV PstIl/BamHI 294 KS (+) /Smal
21) pKXA Xbal/HindIII 423 KS (+) /Xbal/EcoRV
22) pUCTP PstI/HindIII 480 pUC19/PstI/HindIII
23) pKTT2 Sall/HindIII 320 KS (+) /Clal

44



45

Na regido flanqueadora 3’ foram encontrados trés possiveis sinais de
poliadenilagdo, sendo que a seqiiéncia AATAAT encontra-se repetida nas posigdes
+658 e +715, e a seqiiéncia AATGAA esta presente na posigdo +784 (Fig. 7 e 8).

Outra caracteristica importante deste gene, é a auséncia de introns,
verificada através da comparagdo da seqiiéncia de nucleotideos deste gene, com a
seqiiéncia descrita para um clone de cDNA de y-kafirina (Barros et al. 1991). O
alinhamento das seqiiéncias dos clones gendmico € de cDNA revelou a presenga
de 5 alteragdes de nucletideos na regido estrutural, sendo 4 delas constituidas por
transi¢des silenciosas (2 GA e 3 CoT) e uma transversio G<>C na posigio
+236, determinando a substituigdo Ala<>Pro. Foi encontrada ainda uma sétima
diferenca entre os clones genomicos e de cDNA representada por uma delegdo de
um nucloetideo T na regifo flanqueadora 3'no clone genémico.

A seqiiéncia de nucleotideos do clone 10S foi depositada nos bancos de
dados EMBL, GenBank e DDBJ com o niimero de acesso X62480.

4.4. Experimentos de reconstrugio

O resultado do experimento de reconstrug@o do gene de y-coixina, mostra
que uma unica banda no DNA genémico de Coix sofreu hibridizag@o. Essa tinica
banda apresentou intensidade correspondente a uma ou duas copias do gene de
y-coixina no genoma hapldide do Coix (Fig. 9A). Enquanto que no experimento de
reconstrugdo realizado com o gene de sorgo foram detectadas duas bandas com
intensidade correspondente a aproximadamente 1 copia cada uma (Fig. 9B).

4.5, Estudo comparativo das y-prolaminas de Coix, sorgo e milho
4.5.1. Comparagio das seqiiéncias de aminoacidos das y-prolaminas

A Fig. 10 mostra a comparagio da seqiiéncia deduzida de aminoacidos do
gene de y-kafirina, obtida através do seqiienciamento do clone 10S, e seqiiéncias
das y-zeinas de 28 kDa e 16 kDa (Prat et al., 1985; Prat et al., 1987), bem como a
seqiiéncia da y-coixina (descrita no item 4.2.2 e Leite et al,, 1991). Prat et al.
(1985) relataram que os 19 primeiros aminoacidos presentes na regido N-terminal
da seqiiéncia deduzida de aminoacidos do gene da y-zeina de 28 kDa, possuem
propriedades de peptideo sinal, presente em proteinas secretadas através de
membranas. Através do seqiienciamento da regido N-terminal da proteina madura
de y-kafirina (TLTTGG), realizada em colaboragdo com o Prof. Dr. José Camillo



Fig. 7. Seqiéncia de nucleotideos do clone genomico de y-kafirina. Na regido 5" aparecem sublinhadas as

seqiiéncias correspondentes ao TATA box (1), CATC box (2), duas segiiéncias homologas ao

"endosperm box" (4 e 6) e duas seqiiéncias GCN4 (3 e 5). Também sdo assinaladas duas seqiiéncias
repetidas (7 e 8). Na regido 3° sdo sublinhados possiveis sinais de poliadenilagfo.
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AATATGCCTCAGTATTATATTARAACATGAGAAATTTGATGCTAGCATTATTTTTTAATTTAGATTAAGATTGCTAT
GAAATATGAATCAAGCATCACATTARATAGGCTACCATTAAATTTTTATAATAATTGGAGCAAGATAACTATAATTTT
AATTTTACAGTAAAAAGCATAGGCAAGCATTTTCAAARRAAAGTGTACTAAAATTTATGATATTTTTTGTTTACCGCA
TGGATCTACATATGTGGAGCTGAACAAAATTTGTTTTATAATTTTTAGATTTTTGTATGAATTATTATGTATTTATTA
ATTTTCAGTCGATTTAAAAAATAARAARGAAAAGTAAATTGGAGATTT TACATTGGGAACCTAGAARATTTTTTATTTTT
TTTCTCTCTTCCATCGTAACGATTCTGGGCTGATTGGGCCTACAGAGAGGAGAGCGARAGCGAAGTAATATGAGATTT
TACATTAGGAACCCTAGAATATTTTTTATTTTGTTTTTCCCCTTCTAGAAPAGT TGGATGGAGGAGGCCATCGGTARR
CCGAACACGGACAAGATCAGGGGCAAARGAAAATATT TGGCARACTAAAATT TTGGCTCTTTATAGATAGGTATAGAT
TTGGGTTAAGAACAGTAGTCGGACATTCCACGCTTTGTTAAGTTCTTTTTTTACATAACAAGAATAGAATCACGCTCT
GTAGGCTCGTCAGACCGTACCTTTCTARGGAAGTCGCTTTGGGTAGTTCAGTTGGCGAGAAARGCCTTCCTACCTTTG
CAGGTCCATCGGGCCGACTACAACCCGTGGCTCAATCCCGGTTCTTGCGGTGTCTTGGCAACATTCTTGTTGGARGAT
ACCAGARGGTTGCTCCACGGGTAATCTTGACACGTATGTAARGTGAT GAGGAACAT TGARCGAACATTGGCATGTAAG
CTCTATAATTGGTGTTATCCATARCAACGTCGCAGAACATCACAAATTGCACGTCARGGGATTGGGT CAGAARCARAT
CGTCTCCGTGTACAACGAAGTGGTGAGTCATGAGCCATGT TGATCTGATATATACATAGCACACACGACATCACARAC
AAGTCATACTACATTACAGAGTTAGTTTCACCTTTCAAGTAAARACAAAGTAGGCCGGAGAGAGGACAATAATCCTTG
ACGTGTAAAGTGAATTTACAAAGCCATATATCAATTTATATCTAARTTCGTTTCATGTAGATATCAACAACCTGTAAAA
GGCAACAAATTGAGCCACGCAAAATTACAAGTGAGTCCAAATAAACCCTCACATGCTACATARAAGTGAATGATGAGT
CATGTATATCTGGCAAGAAACTGTAGAAGCTACAGT CATCGGTAGCAAAGAARACACAAGAARATGTGCTAATAARAGC
TATAAATAACCCTCGTACGCCTATGCACATCTCCATCACCACCACTGGTCTTCATTCAGCCTATTAACTTATATCTAT

CTACTCCAGARGCAGACAAGARCTCGACACCATGAAGGTGTTGCTCGTTGCCCTCGCTCTCCTGGCTCTCGCGGCGAGT
M K V L L VA L ALL AL A A S

GCCGCCTCCACGCTTACARCCGGCGGCTGCGGCTGCCAGACARCCTCATCTACCACCACCGCCGGTTCATCTGCCGCCG
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CCGGTGCATCTGCCACCGCCGGTGCACCTGCCGCCGCCGGTTCACGTGCCACCGCCGCCACCACAATGCCACCCACAC
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CCTACTCTACCGCCCCACCCACATCCATGCGCTACATACCCACCGCATCCAAGCCCGTGCCACCCAGGGCATCCCGGA
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TCCTGCGGTGTTGGCGGCGGCCCCGTCACCCCGCCGATCCTGGGCCAGTGCATCGAGTTCCTGAGGCAT CAGTGCAGC
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CCGGCGGCGACGCCCTACTGCTCGCCACAGTGCCAGGCGT TGCGGCAGCAGTGCTGTCAGCAGCTCAGGCAGGTGGAG
P A AT UPYCSPQCOQM ALIZROOQZTCTCUOQUOQTLUROGQVE

CCGCTGCACCGGTACCAGGCGATCTTCGGCGTGGTCCTGCAGTCCAT CCAGCAGCAGCAGCCGCARGGCCAGTCGTCA
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CCGCTCCCGGCGCTGATGGCGGCGCAAATAGCACAGCAACTGACGGCGATGTGCGGTCTAGGAGT GGGGCAGCCAAGT
P L PALMAMACQIW AQQLTT AMTCSGTLGV G Q P s

CCCTGCGCTTCTTGCAGCCCTTTTGCCGGTGGTGTCCACTATTAAAGAAACTATCTATACTGTAATAATGTTGTATAG
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CCGCCGGATAGCTAGCTAGTTAGTCATTCAGCGGCGATGGGTARATAATAAAGTGTCATCCATCCATCACCATGGGTGG
CAACGTGAGCAATGACCTGATTGARCAARATTGAAATGAAARAGAAGAAATATGTTATATGTCARCGAGATTTCCTCATA
ATGCCACTGACAACGTGTGTCCARGARATGTATCAGTGATACGTATATTCACAATTTTTTTATGACTTATACTCACAA
TTTGTTTTTTTACTACTTATACTCGAACAATTTGTTGTGGGTACCATAACAATTTCGATCGAATATATATCAGARAGT
TGACGAAAGTAAGCTCACTCARAAAGT TRAATGGGCTGCGGARAGCTGCGT CAGGCCCAAGTTTTGGCTATTCTATCCG
GTATCCACGATTTTGATGGCTGAGGGACATATGTTCGGCT TARGCTGCAGCTTTGTAGTTAGTTTTGTTTTTGATTAT
ATTTAATACTCTATGCATGTGCACCARGATTTTTCTGGTGAATTARACAAGGCCTAATNACGTGAGTAGCGTATCTAA
CTGTGACCTATAAAGTAGAGCACCTTTTTAGAGTAGGGGCTCCTTTTTTTAGAACTCTATTTATTGCACCCAACTTCA
ATAAGGGTCTTTTCATCCAAAATTAAGAGTCCTTACATTACATCTAATCGTCTATTCATTGTCTATATTTTAATATAA
ATCTTACTGTATATCTTGTAGCACACTAGTATGCCTCARAGCCGACAATAAAT
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Fig. 8. Representagio do clone gendmico de y-kafirina, onde ¢ mostrado a localizagdo das principais
seqiiéncias regulatorias encontradas na regido 5°, bem como sinais de poliadenilagio presentes na
regido 3°.
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Fig. 9. A) Reconstrugdo para determinagdo do niimero de cdpias do gene de y-coixina no genoma hapléide
de Coix. As linhas 1, 2 e 3 mostram o plasmidio pBCX 22.5 linearizado com EcoRI, em
quantidades equivalentes a 3, 2 e 1 copia do gene no genoma hapléide do Coix ¢ a linha 4
corresponde a 10pg de DNA genbmico de Coix digerido com HindIIl. As amostras de DNA foram
submetidas a eletroforese em gel de agarose 0,8%. Em seguida o DNA foi transferido para
membrana de nylon e hibridizado com o inserto proveniente da digestdo do clone pBCX 22.5 com
EcoRI/Xhol marcado radioativamente. O fragmento hibridizado, correspondente ao gene de
y-coixina (linha 4), possui aproximadamente 3700 pares de base. B) Auto-radiografia de um
experimento similar realizado para o gene da y-kafirina, onde o plasmidio utilizado como controle
do nimero de cépias foi o inserto liberado da digestdo do clone pUCTP com Pstl/HindIIl. O DNA
gendmico de sorgo (10 pg) foi digerido com HindIII.
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Novello, do Departamento de Bioquimica do Instituto de Biologia da Unicamp, foi
possivel demonstrar que os primeiros 19 aminoécidos encontram-se ausentes na
proteina madura, e possivelmente representam o peptideo sinal. Da mesma forma,
os 19 primeiros aminoacidos da y-coixina e y-zeina de 16 kDa podem representar o
peptideo sinal dessas proteinas, visto que possuem um alto grau de homologia com
os peptideos sinais da y-zeina de 28 kDa e y-kafirina. As seqiiéncias das proteinas
maduras das y-prolaminas de milho, sorgo e Coix, apresentam regides repetitivas
na regido N-terminal. A primeira regido repetitiva ¢ formada pelo hexapeptideo
PPPVHL. A y-zeina de 28 kDa apresenta oito repetigdes desse hexapeptideo,
sendo que a sétima repetigdo apresenta uma modificagdo, onde o aminoéacido Leu é
trocado por Val (Esen et al., 1982). A y-kafirina possui somente quatro repetigdes
completas desse hexapeptideo, sendo que a quarta repetigdo, da mesma forma que
a sétima repeti¢do da y-zeina de 28 kDa, apresenta uma troca do aminoacido Leu
por Val. Esta troca é resultado de uma \nica substitui¢do, onde um nucleotideo C
foi trocado por G. A y-coixina possui trés repetigdes completas e uma incompleta
desse hexapeptideo. Porém, com relagdo a y-zeina de 16 kDa, verifica-se que esta
possui trés repeticdes modificadas desse hexapeptideo. A segunda seqiiéncia
repetitiva presente na regido codificadora da y-zeina de 28 kDa é composta por
dois octapeptideos, QPHPCPCQ e QPHPSPCQ. A unica diferenga existente entre
esses dois octapeptideos, € a substituigdo do aminoacido Cys por Ser (Wang &
Esen, 1986). As y-prolaminas de sorgo e Coix apresentam uma versio menos
conservada da seqiiéncia duplicada, enquando que a y-zeina de 16 kDa apresenta
uma unica copia do octapeptideo.

4.5.2. Composigio de aminodcidos

A Tabela II mostra a composigdo de aminoacidos das y-prolaminas de
sorgo, Coix e milho. Essas proteinas ndo possuem os aminoacidos essenciais,
lisina e triptofano, com excegfo da y-zeina de 16 kDa, que apresenta 0,61% de
triptofano. Entre os aminodcidos, destacam-se os altos teores de prolina e
glutamina. As y-prolaminas apresentam também um alto teor de cisteina,
responsavel pela formagdo de pontes dissulfeto intercadeias, o que determina a
formagdo de complexos de alto peso molecular. Assim sendo, estas proteinas
sdosoluveis somente em condigdes redutoras, isto é, na presenga de 2-ME ou DTT.
Devido a esta propriedade, as y-prolaminas foram anteriormente classificadas em
um grupo distinto de proteinas de reserva denominado RSP ("reduced soluble
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protein") (Wilson et al., 1981). Uma outra classificagdo denominava a y-zeina de
28 kDa como glutelinas-2 (Prat et al., 1985). A Tabela Il mostra também os pesos
moleculares das y-prolaminas de Coix, sorgo e milho, estimados a partir de
SDS-PAGE, bem como os pesos moleculares das proteinas maduras
correspondentes, calculados a partir da seqiiéncia deduzida de aminoécidos.

4.6. Comparacio das seqiiéncias flanqueadoras 5° dos genes de
y-prolaminas de milho e sorgo

A Figura 11 mostra o alinhamento das seqiiéncias flanqueadoras 5 dos
genes de y-prolaminas de milho e sorgo, indicando que a regido mais conservada
entre esses promotores compreende a regido proxima ao ATG. Essa regido contém
o "TATA box", enquanto os possiveis "CATC box" encontram-se localizados em
regifo menos conservada, sendo que o "CATC box" da y-zeina de 28 kDa
apresenta uma substituigdo A>G e também a insergdo do dinucletideo TC.

Os promotores de y-kafirina e y-zeina de 28 kDa apresentam duas copias
do "endosperm box" (TGTAAAG). Uma das cépias deste elemento encontra-se
localizado em posigSes equivalentes nos dois promotores (-339 no promotor de
y-kafirina e -353 no promotor de y-zeina de 28 kDa). Conforme descrito
anteriormente, estas posigdes correspondem aproximadamente as relatadas para
outros genes de prolaminas. A segunda copia encontra-se localizada em regides
distintas mais distais com relagdo ao ATG inicial dos dois promotores. O promotor
de y-zeina de 16 kDa apresenta uma extensa delegdo em comparagdo com os
outros dois promotores. Essa delegdo inicia-se na regido correspondente & copia
proximal do "endosperm box" dos promotores de y-kafirina e y-zeina de 28 kDa,
sendo que o promotor de y-zeina de 16 kDa apresenta apenas versdes truncadas do
"endosperm box", tais como as presentes nas posigdes -296 e -659, constituidas
pelas seqiiéncias TGAAAAG e TATAAAG, respectivamente.

A presenga do "endosperm box" ndo € exclusividade dos genes de
proteinas de reserva dos cereais da tribo Andropogoneae, sendo que ja foram
descritos também nos genes de prolaminas de cevada (Kreis et al., 1986), trigo
(Summer-Smith et al., 1985; Colot et al., 1987) e centeio (Hull et al.,, 1991).
Recentemente, Muller & Knudsen (1993) descreveram que o "endosperm box" e
seqiiéncias homoélogas ao dominio reconhecido pelo fator de ativagdo transcrigdo
em levedura, GCN4 (Hill et al, 1986), estdo envolvidos na regulagdo de um gene
de prolamina de cevada (hordeina-C) em resposta a niveis de nitrogénio. O
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envolvimento conjunto do "endosperm box" e da seqiiéncia GCN4 foi reforgado
pelos estudos de "footprinting” in vivo realizados com uma prolamina de trigo
(LMWG-1D1) (Hammond-Kosack et al., 1993). Tais resultados levaram-nos a
realizar uma busca das seqiiéncias similares ao dominio GCN4
(GG/ATGAG/CTCAT) nos promotores de y-prolaminas. Duas cOpias altamente
conservadas foram encontradas nos promotores de cada gene. A cOpia proximal
em relagdo ao ATG inicial, localizada na posigdo -192 do promotor de y-kafirina,
encontra-se 100% conservada nos promotores de y-kafirina e y-zeina de 16 kDa,
sendo que o promotor de y-zeina de 28 kDa apresenta uma tinica substitutigdo. A
segunda copia, localizada na posigdo mais distal, posigdo -476 do promotor de
v-kafirina, apresentou apenas uma substituigdo na seqiiéncia do promotor de
y-zeina de 16 kDa.

4.7. Comparagdo das regides flanqueadoras 3°

Com a finalidade de identificar regides conservadas envolvidas no
processamento da regiio 3° dos mRNAs de y-prolaminas, foram alinhadas as
seqiiéncias flanqueadoras 3" dos genes de y-kafirina (clone gendmico 10S), y-zeina
de 28 kDa (clone gendmico ZC2, Reina et al., 1990b), y-zeina de 16 kDa (clone
gendmico ZC1, Reina et al., 1990a) e y-coixina (clone de cDNA pBCX22.5). A
Figura 12 mostra o alirhamento a partir do sinal de término de tradugdo até a
regido que contém os sitios de poliadenilagdo. Os sitios de poliadenilagdo das
seqiiéncias originarias de clones gendmicos foram deduzidas a partir das
seqiiéncias de cDNA disponiveis para esses genes (Barros et al., 1991; Prat et al,,
1987). Com base neste alinhamento foram reconhecidas 6 regides contendo
possiveis sinais de poliadenilagdo que foram denominadas de SP-1, SP-2, SP-3,
SP-4 e SP-5 (Fig. 12).

O sinal de poliadenilagdo de mamiferos AATAAA (Proudfoot &
Brownlee, 1976) esta presente apenas na regido SP-2 da seqiiéncia flanqueadora
do gene de y-coixina. A seqiiéncia AATAAT, anteriormente descrita como
possivel sinal de poliadenilagdo em genes de a-zeinas (Marks et al., 1985) e a-
coixinas (Leite et al., 1992; Ottoboni et al., 1993), aparece nas regides SP-1 de
y-kafirina, y-zeina de 16 kDa e y-coixina, e também na regido SP-2 dos genes de
v-kafirina e y-zeina de 28 kDa.
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--------------------------------- OQQPQPHQY PTQPPQLSPCQ--QFGSCGV
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GSTP----ILGQCVEFLRHQCSPTATPYCSPOCQSLROQCCOQLRQVEPQHRY QAT FGLVLQOS
GGGPVTPPILGQCIEFLRHOCSPAATPYCSPQCQALRQQCCQQLRQVEPLHRYQAI FGVVLQS
GOGTQ--~ILGOCIEFLRHQCSPAAT PYCSPQCQALROOCCHQLRQVE PLHRQOAT FGVVLQS
GSVGSP--FLGQCVEFLRHQCSPAATPYGSPQCQALQQQCCHQIRQVEPLHRYQATYGVVLQS

ko w ddkhddhkhd dkkh hhkhkhk b wkkh ok ddkkh hh W * Exkw

ILOQQPQSGQVAG-LL-AAQIAQQOLTAMCGL--QQPTPCP--YARAGGVPH 223
TO0QQPOGQSSPLPALMAAQIAQQLTAMCGLGVGQPSPCASCSPFAGGVHY 212
I-00QPIGQPL~--ALMAAQIAQQLTVMCGVRQPMTSPCP-CSAAAGGAQY 199
FLQQQPQGELA---ALMAAQVAQQLTAMCGLQLQQPGPCP ~CNAAAGGVYY 183
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Fig. 10. Alinhamento das seqiiéncias de aminoacidos de y-zeina de 28 kDa e 16 kDa, y-kafirina e y-coixina.

A seta vertical indica a regido correspondente ao peptideo sinal formado por 19 aminoécidos.
Aparecem em destaque os dominios formados por repetigdes do hexapeptideo PPPVHL e do
octapeptideo QPHPCPCQ, os quais encontram-se em versdes modificadas em cada y-prolamina. A
comparagio mostra a existéncia de 106 aminoacidos conservados.
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Tabela II. Composigio de aminoacidos das y-prolaminas de sorgo®, Coix® e milho®

y-kafirina® y-coixina® y-zeina® yY-zeina®
(27 kDa) (22 kDa) (28 kDa) (16 kDa)
Aminoac. Quant % Quant % Quant % Quant &
Ala 12 6,22 12 6,67 10 4,90 13 7,93
Arg 4 2,07 6 3,33 5 2,45 3 1,83
Asp 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00
Asn 0 0,00 0 0,00 0 0,00 1 0,61
Cys 15 7,77 14 7,78 15 7,35 12 7,32
Gln 23 11,92 34 8,89 30 14,71 31 18,90
Glu 2 1,04 2 1,11 2 0,98 3 1,83
Gly 17 8,81 12 6,67 13 6,37 15 9,15
His 15 7,77 10 5,56 16 7,84 4 2,44
Ile 5 2,59 7 3,89 4 1,96 1 0,61
Leu 16 8,29 13 7,22 19 9,31 14 8,54
Lys 0 0,00 0 0,00 0O 0,00 0 0,00
Met 2 1,04 3 1,67 1 0,49 3 1,83
Phe 3 1,55 4 2,22 2 0,98 7 4,27
Pro 44 22,80 36 20,00 51 25,00 25 15,24
Ser 10 5,18 6 3,33 8 3,92 9 5,49
Thr 9 4,66 8 4,44 9 4,41 6 3,66
Trp 0 0,00 0 0,00 0 0,00 1 0,61
Tyr 4 2,07 4 2,22 4 1,96 8 4,88
Val 12 6,22 9 5,00 15 7,35 8 4,88
Residuos 193 180 204 164

Mr deduzido 20253 19542 21824 17751




Fig. 11. Alinhamento das regides 5° dos genes de y-kafirina, y-zeina de 28 kDa e 16 kDa. Os nucleotideos
sio numerados a partir do ATG inicial. Algumas seqiiéncias conservadas envolvidas com a
regulagdo desses genes sdo indicadas, tais como o TATA box, CATC box e as seqiiéncias
correspondentes ao "endosperm box" (end-b) e GCN4. A y-kafirina possui 83% ¢ 82% de homologia
com a y-zeina de 28 kDa e 16 kDa, respectivamente, enquanto que a y-zeina de 28 kDa possui 79%
de homologia com a y-zeina de 16 kDa. O alinhamento mostra a existéncia de 388 nucleotideos
conservados.
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<PROLA>
CT~~-TCGATCCAGGTGCAACCG~AATAAGTCCTTAAA-TGTTGAGGAAC
GAAGGTTGCTCCACGGGTAATCTTGACACGTATGTAAAGTGATGAGGAAC
CT--GT--ATTCACGGGTAATCTCAGCACGT-TATAAAGTGGTGAGGAAC

X wR Rk . *ehkh hd FehhAakd

< END >
ACGAAACAACCATGCATTGGCATGTAAAGCTCCAA--~~GAATTCGTTGT
ATTGAACGAA~~=~-CATTGGCATGTA-AGCTCTAT -~~~ AATTGGTGTT
GCGGCCGGAACAACCATTGGCATGTAGAGCTCCATATATGAGTTGGTGTT

LR 22 R22 2RSSR TR 2N * Ak A

ATCCTTAACARC-TCACAGAACATCAACCAAAATTIGCACGTCAAR-~ -GGG
ATCCATAACAACGTCGCAGAACATCA~--CAAA~TTGCACGTCAA~~-GGG
ATCCACCACARC~TCGCAGAACATCA~-CAAAAT-GTACATCAAGCAGCG

TR hd A ki d dhk ARk AT A NS khdd & & W hhkdd * *
TATT--~-GGGTAAGARACAATCAAACAAATC -~ ---= CTCTCTGTGTGC
~ATT-~~-GGGTCAGARA~—===-~=~ CAAATCG-~=~~=TCTCCGTGTAC
~ATTAATTGGGTGAGAAA- === === CAAATCGGGCGTCTCTCCGTGTAC

L2 24 Ehokh dkhkor EE R L 22 Rkhh kA K

< GCON¢ >

AARGAAACAC---GGTGAGTCATGCCGAGATCATACTCATCTGAT-~ATA
AACGAAGT----- GGTGAGTCAT--~GAG-CCATGTTGATCTGAT--ATA
ARTGARATATARTGGTGAGTCAC~--GAG-TCACGCTGATCTGATGTATA
Ny AR X 222222 £ 2 2] *® * hhhA kAN - Wk

CATGCTTACAGCTCACAAGACATTACAAACAACTCATAT-~~TGCATTAC
TAC-=-~~ATAGCACACACGACATCACAAACAAGTCATAC-~-TACATTAC
TATGCTAATAGCTCGCACGACATTGCAAACAACTCATACCACTACATTAC

* wkk & hh Ahkdn dkkbhkke FHA AN * khkEhkNR

AAAGATCGTTTCATG=~==-==~ AAARA-TAA-RATAGGCCGGA-ACAGG
AGAGTTAGTTTCACCTTTCAAGTAAAAA~CAA-AGTAGGCCGGAGAGAGG
AGAGTTAGTTTC~====sw~== GTGAAAAGCAAGAGTAGGACGGAGA--GG

* Wk ok Ak thhd TE T EEAK khA R *x*
<end-b>
ACAAARATCCTTGACGTGTARAGTARATTTACAACAAARARAAAGCCATA
ACAATAATCCTTGACGTGTAAAGTGAATTTACAR-—~=-——- ==~ AGCCATA
ARRATAATCCTTGACG~—==~—=== e e m e c e e c e e e — e m———a—-

* Ak hkhhhdkhhdhdw

TGTCAAGCTAAATCTAATTCGTTTTACGTAGAT--CAACARCCTGTAGAA
TATCAATTTATATCTAATTCGTTTCATGTAGATATCAACAACCTGTAAAA

GGCAACAARACTGAGCCA~-CGCAGAAGTACAGAATGATTCCAGATGAAC
GGCAACAAA-TTGAGCCA--CGCARRATTACA-AGTGAGTCCAAATAAAC
==ACGTGCACATGAGCCACACGCAAGAGTACTGAATAAATCCAGATGAAC

* AREEAEE KRRE K RKE F k h ARkE Kk RkE

< GCN4 >
CATCGACGTGCTACGTAAA-GAGAGT-~GACGAGTCATATA--CATTTGG
CCTC~-ACATGCTACATAARAGTGAAT~-GATGAGTCATGTATA-~TCTGG

CCTCCr==mmm—emme ARAAGTGAATGAGATGAGTCATGTATACATTTGG
* ok KEk% ok R K kA weREERE A * Rxk
<CATC>

CAAGARACCATGARAGCTGCCTACAGCCGTCTCGGTGGCATAAGAACACARA
CAAGAAACTGTAGAR-~GC~TACAGTCATC-~GGTAGCAAAGAAACACAA
CAAGAAACCGTAGAA-~GC-TACCGCCATC-~GATTTCATCATAGAAGAA

LER SRR 2 - * ek kdd * Rk Wk * * ok * * ok
< TATA >
GAAATTGTGTTAATTAATCAAAGCTATAAATAACGCTCGCATGCCTGTG-
GAAAATGTGCTAATAA~~-~AAGCTATAAATAACCCTCGTACGCCTATG-
GARATTGTGGTAATCGG—~AAAGCTATAAATAACCGTC-TATGCCTATGG

EEN SAkhk kkhw kAR IR R NI T A RESS LA g * rehh Nk

CACTTCTCCATCACCACCACTGGGTCT-~~TCAGACCATTAGCT T~ -=~~
CACATCTCCATCACCACCACTGGTCTTCATTCAGCCTATTAARCTTATATC
CACTTCTCCACCACCACCACTGGACGTCAGCCTAGCAATTAGCTCAT ==~

Ak Rhhhdd dhkddhhAd kAN * - * hetk he

+1
TATCTACTCCAGAGCGCAGAAGAACCCGATCGACACCATGAGG +6
TATCTACTCCAGAGCAGACAAGAAC---=-TCGACACCATGAAG +6
===CGACTCCAGATTGG=~~-AGAAC-~~~TCGACACCATGAAG +6

* Ahkhkkhhg *hhk kRSP T N A NN *
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-642
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-561
-492

-541
=517
-446

-501
-486
-405

-456
-447
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-409
~404
-309

-370
-356
=270

-320
-315
-254

-272
-265

-224
-219
-206

-179
-174
-167

-129
-129
-122
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Recentes estudos sobre o processamento da regido 3'do mRNA de y-zeina
de 28 kDa (Wu et al., 1993) apontam a seqiiéncia AATGAA como sinal de
poliadenilagdo daquele gene. Copias conservadas, bem como diferentes versdes
desta seqiiéncia, encontram-se localizadas proximo as regides que contém os sitios
de poliadenilagdo, nas regides identificadas como SP-3, SP-4 e SP-5, sendo que na
regiio SP-3 todos os genes analisados apresentam a seqiiéncia AATGAC. Na
regido SP-4 os genes de y-kafirina e y-coixina apresentam as seqiiéncias ATTGAA
e GATGAA, respectivamente, enquanto que os genes de y-zeina de 28 e 16 kDa
apresentam a seqiiéncia AATGAA. Com excessdo do gene de y-zeina de 16 kDa
que apresenta a seqiiéncia AATGGA na regido SP-5, os demais genes apresentam
a seqiiéncia AATGAA 100% conservada.

Dentre as regides conservadas nas regides flanqueadoras 3’dos genes de
y-prolaminas, destacamos a regido identificada como CATGG no alinhamento da
Fig. 12. Essa regido encontra-se 100% conservada nos genes de y-prolaminas e
inclui a seqiiéncia CATGGGTGG, identificada como uma das regiSes essenciais
para o processamento 3" do mRNA de y-zeina de 28 kDa (Wu et al,, 1993). Esta
seqiiéncia foi também descrita na regido 3'do transcrito 35S do virus do mosaico
de couve flor (CaMV35S), sendo que neste caso a delegdo desta seqiiéncia
apresentou um menor efeito no processamento deste mRNA (Sanfagon et al.,
1991). A seqiiéncia CAGTGTCAGTGT também € encontrada nas y-zeinas de 28
kDa e 16 kDa na regido denominada SR-1 (Wu et al,, 1993), enquanto que a
v-kafirina e y-coixina apresentam apenas versSes modificadas desta seqiiéncia.

4.8. Efeito do promotor da y-kafirina na expressdo do gene indicador gus
em tecidos de milho

Para investigar a especificidade do promotor de y-kafirina, endospermas
imaturos de sorgo, Coix e milho foram bombardeados com microparticulas
contendo DNA adsorvido de uma construgdo plasmidial possuindo 1190 pb do
promotor de y-kafirina dirigindo a expressdo do gene gus (pPKGUS, Fig 13). A
analise histoquimica de GUS (Figura 14) demonstrou que o fragmento do
promotor de y-kafirina foi capaz de dirigir a expressdo nas sementes das diferentes
espécies bombardeadas.



<§P-1>

y-kafirin 637 TAAA----- GAAACTATCTA-TACTG~~=TARTAATG~--~TTGTATAGCCGCCGGATAGCTAG~~ -~~~ CTA 690
Y-zein 28K 670 TGAA----- GARACTATG---TGCTGTAGTA~~=-=-====cwe=ca TAGCCGCTGGCTAGCTAG~=~~~ CTA 713
yY-zein 16K 550 TGAG-~~--- GAAACTATG~~--TACTGTAGTAATAATG-~~TAATGGAGCCGCTGACTAGCTACCTATAGCTA 610
y-coixin 598 TGAACTGARGAAACTATATCCTACTGTAATAATAATGATGTAATATAGCCGCTGGCGAGCTAR----~ GCTA 664
* % 12222222 * rxx * % ERRKAN X EhEAE e
<SP-2 <===CATGG~=~=> <===-

y-kafirin 691 GTT-AGTCATTCA--GCGGCGATG---~GGTAATAATAAAGTGTCATCCATCCATCACCATGGGTGGCAACG 755
Y-zein 28K 714 GTTGAGTCATTTA--GCGGCGATGATTGAGTAATAAT-~-GTGTCACG---~CATCACCATGGGTGGCAGTG 776

vy-zein 16K 611 GTTCACTCGTTTA-~GCGGCGATGAG-==~==~ TAACGGAGTGTCACC-~--CATCACCATGGGTGGCAGTG 669

y-coixin 665 GTTTAGTCATTTAGCGCGGCGATG-~-~GGTAATAAAAGT--GTCATC----CATCACCATGGGTGACAATA 726
KA R kE KK % RRRRAARRN (224 223 L e T T T T
-SR~1> <SP-3> <Sp-4> <SpP-5>

y-kafirin 756 TGAGC-===-- AATGACCTG~-ATTGAACAAAT TGAAATGAAAAGAAGAARA-TATGTTATATGTCAACGAGA 819

y-2ein 28K 777 TCAGTGTGAGCAATGACCTG-=-AATGAACAA-TTGAAATGAAAAGAAAAAAGTATTGTTCCARATTAAACGT 846

Y-zein 16K 670 TGAGC--=--- AATGACCTG-~AATGAACCA~TTGAARTGGAAAGGAATAA-TATATAGGGAAAAAGGATGT 732

Y-coixin 727 TATGCGAA-CAAATGACCTGAAGATGAACAA-TTGAAATGAAAAGGAAAA--TATATTACARTTC 787
* * AT RN R A NR Ak w ok kkhk kAR Nhkk h * * k&

Fig. 12. Alinhamento das regides flanqueadoras 3° dos genes de y-prolaminas de milho, Coix e sorgo. Os sinais
de poliadenilagdo estdo distribuidos em 5 regides denominadas de SP-1, SP-2, SP-3, SP-4 ¢ SP-5. As
seqiiéncias CATGG e SR-1 também s3o indicadas.
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Fig. 13. Construgdes utilizadas nos experimentos de bombardeamento. 1) Construgo pPKGUS: representa
o gene gus/3’ 35S sob o controle do promotor da y—kafirina contendo aproximadamente 1200 pb;
2) construgdo pPK285GUS: possui o gene GUS/3" 358 sob o controle do promotor de y—kafirina
deletado, contendo 285 pb; 3) construgio pRTI0OGUS: contém a regido proximal do promotor
CaMV35S, que possui 90 pares de base, dirigindo a expressio do gene gus; construgdo
pPK90GUS: possui o promotor da y-kafirina com a regido -8/-285 deletada e substituida pelos
primeiros 90 pares de base do promotor CaMV35S dirigindo a expressfo do gene gus; construgio
pRT103GUS: possui o gene gus/3° 35S sob o controle do promotor constitutivo CaMV 35S. As
distancias indicadas em cada constru¢do sdo com relagio ao ATG. Essas construgdes foram feitas
utilizando-se o plasmidio pRT103. As enzimas indicadas sio: B, BamHI; E, EcoRI; EV, EcoRv;
H3, HindIII; N, Ncol; P, Pstl; Sp, Sphl; H2, HindII ¢ X, Xbal, sendo que sfo indicados somente
os sitios relevantes.



Baseado nas observagdes acima descritas e no fato de que a polinizagdo
em milho pode ser controlada, os demais experimentos de expressdo transitéria
foram realizados utilizando-se apenas tecidos de milho.

A tecido-especificidade do promotor foi testada através do
bombardeamento em endosperma imaturo, coledptilo, embrido e folha de milho.
Estes tecidos foram bombardeados com diferentes construgdes, as quais consistem
do gene indicador gus sob controle do fragmento de 1190 pb do promotor de
y-kafirina (pPKGUS, Fig. 13), e também bombardeado com uma versio deletada
do promotor (pPK285GUS, Fig. 13). Na construgio pPK285GUS o gene gus ¢
controlado pelos primeiros 285 pb do promotor de y-kafirina, ficando portanto
excluidas as copias do "endosperm box", e também uma das copias da seqiiéncia
GCN4, previamente indicados como possiveis elementos de regulagdo da
expressdo génica das y-prolaminas (Fig. 8). A Figura 15 mostra que o
bombardeamento com o fragmento de 1190 pb do promotor resultou em maxima
atividade relativa nos endospermas imaturos seguida da atividade relativa em
coledptilo e em embrifo, que apresentaram uma redugfo da atividade relativa de
cerca de 5 e 50 vezes, respectivamente, em relagdo a atividade relativa em
endosperma. Cabe ressaltar que o bombardeamento do clone pRT103GUS em
endosperma, coleodptilo, embrido e folha resultou em 98 (£16), 829 (£151), 618 (%
182) e 131 (+54) pontos azuis por placa, sendo que estes valores foram utilizados
para os calculos de atividade relativa. A delegdo da regido distal do promotor de y-
kafirina, representada pela construgdo pPK285GUS, resultou em uma redugdo de
aproximadamente 80 e 60% da atividade relativa em endosperma e coledptilo,
respectivamente, quando comparada com a atividade relativa obtida com o
fragmento de 1190 pb do promotor (construgdo pPKGUS). Nenhuma atividade foi
detectada nos embrides bombardeados com a mesma construgdo.

Com a finalidade de verificar se a redugdo da atividade observada era
devido a retirada de elementos ativadores cis presentes na regido deletada do
promotor, foram também realizados experimentos de expressdo transitéria com
uma construgdo quimérica envolvendo os promotores de fy-kafirina e de
CaMV35S. A regido complementar do promotor de y-kafirina, que se encontra
ausente na construgdo contendo o promotor deletado (pPK285GUS), foi
adicionada aos 90 pb da regido proximal do promotor de CaMV35S, de forma que
o plasmidio obtido foi denominado de pPK90GUS (Fig. 13). O efeito da adigio do
fragmento do promotor de y-kafirina foi avaliada através da comparagdo da
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atividade da constru¢do contendo o promotor quimérico (pPK90GUS) com a
atividade da construgdo contendo apenas a regido proximal do promotor de
CaMV35S (pRT90GUS). Os 90 pb do promotor de CaMV3S5S, além incluir os
elementos "TATA box" e "CAAT box", considerados essenciais para o infcio da
transcri¢do e que se encontram ausentes no fragmento do promotor de y-kafirina
adicionado a construgdo do promotor quimérico, inclui também a seqiiéncia as-1
(Benfey & Chua, 1990). Os resultados deste experimento, representados na Fig. 15
mostram que a adigdo da regiio complementar do promotor de y-kafirina
promoveu a triplicagdo da atividade de GUS em endospermas imaturos e a
duplicagdo nos outros tecidos, quando comparada com a atividade da regido
proximal do promotor de CaMV35S. A Figura 16 mostra um resultado tipico
obtido apds a revelagdo histoquimica da atividade de GUS de endospermas
imaturos de milho bombardeados com as construgdes pPKGUS (Fig. 16A),
pRT103GUS (Fig. 16B) e pPK285GUS (Fig. 16C).
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pPKGUS

Fig. 14. A) Construgdo pPKGUS contendo a regido do promotor de y-kafirina, compreendida pela regido
-8/-1192, dirigindo a expressio do gene gus. Resultado do bombardeamento da construgdo

pPKGUS em endosperma imaturo de B) sorgo C) milho ¢ D) Coix.
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Fig. 15. Atividade relativa de cada construgio apés o bombardeamento em endosperma, embrido,
coledptilo e folha de milho. Os experimentos de bombardeamento foram feitos em triplicata (trés
placas por clone e dois disparos por placa). A atividade relativa representa a razio entre o numero
de pontos azuis resultantes do bombardeamento de cada construgdo, pelo mimero de pontos azuis
resultantes do bombardeamento do clone pRT103GUS. As letras sobre as barras representam a
separagio de grupos obtida através do tratamento dos resultados pelo método SNK.
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Fig. 16. Endosperma imaturo de milho (16DAP) bombardeado com as construgdes A) pPKGUS, B)
pRT103GUS ¢ C) pPK285GUS. A coloragdo azul dos pontos € resultado da degradagdo do
substrato X-gluc pela enzima B-glucuronidase (GUS).
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5. Discussdo

As seqiiéncias de aminoacidos das y-prolaminas de milho, Coix e sorgo
mostram caracteristicas importantes na regido N-terminal, apresentando seqiiéncias
repetidas formadas pelo hexapeptideo PPPVHL e pelo octapeptideo QPHPCPCQ,
os quais parecem ter sido originados por eventos de duplicagdo. As diferengas
existentes entre as y-prolaminas de milho, Coix e sorgo, com relagdo ao numero de
repeti¢cdes de cada polipeptideo reflete-se na variagido de peso molecular deduzido
a partir da seqiiéncia de aminodcidos para cada proteina. Os polipeptideos
deduzidos das seqiiéncias de DNA das y-zeinas de 28 kDa e 16 kDa, y-kafirina e
y-coixina apresentam peso molecular igual a 21,3 kDa, 17,8 kDa, 20,3 kDa e 19,5
kDa, respectivamente. A y-zeina de 16 kDa apresenta o menor peso molecular
deduzido a partir da seqii€ncia de aminoacidos, fato que pode ser explicado pelo
reduzido nimero de repetigdes do hexapeptideo PPPVHL e do octapeptideo
QPHPCPCQ, com relagdo as outras y-prolaminas. A importincia dessas
seqiiéncias repetidas na estrutura final de cada proteina e no seu empacotamento é
desconhecida. Entretanto, essas seqii€ncias podem ter algum papel importante na
estrutura final e, juntamente com outros fatores como a presenga de aminoacidos
capazes de formar pontes dissulfeto, podem influenciar a distribui¢do dessas
proteinas no interior do corpusculo protéico. Essas seqiiéncias parecem estar
relacionadas com os epitopos reconhecidos pelos anticorpos utilizados no
"Western blot", visto que a regido compreendida por essas seqii€ncias repetidas, é
a regido que apresenta menor similaridade entre a y-zeina de 16 kDa e as outras y-

prolaminas. Experimentos de "Western blot", utilizando-se a frag@o total das =~ -

prolaminas e anticorpos produzidos contra y-zeina de 28 kDa e y-coixina,
mostraram que a y-zeina de 16 kDa n3o foi reconhecida (resultados ndo
apresentados). Este fato indica que as regides correspondentes aos dominios
repetidos podem ser responsaveis pelos epitopos antigénicos das proteinas y-zeina
de 28 kDa, y-coixina e de y-kafirina. A antigenicidade dessas proteinas poderia
ocorrer pelo reconhecimento direto dos dominios repetidos pelos anticorpos ou
ainda, pelas mudangas ocasionadas na estrutura final das proteinas, devido a
presenga desses dominios e a conseqiiente exposigdo de regides internas das outras
y-prolaminas, fato que nfo ocorreria na y-zeina de 16 kDa.

O elevado teor de cisteinas apresentado pelas y-prolaminas,
aproximadamente 7%, aliado ao fato de que a solubilizagdo destas proteinas
depende da presenga de agentes redutores, tais como 2-ME e ditiotreitol (DTT),
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indicam que as y-prolaminas sdo capazes de promover a formagido de um grande
numero de pontes dissulfeto. O alinhamento das y-prolaminas de milho, Coix e
sorgo (Fig. 10) mostra a conservagdo de residuos de cisteinas em 10 posigdes
diferentes, refor¢gando a importancia destes residuos na estrutura das proteinas. Em
milho a localizag8o preferencial das y-prolaminas na periferia dos corpisculos
protéicos sugerem que esta classe de proteinas estd envolvida na manutengio da
integridade destes corpusculos (Ludevid et al., 1984; Lending & Larkins, 1989).
Porém em Coix constatou-se que as y-prolaminas encontram-se dispersas, sem uma
localizagdo preferencial nos corpusculos protéicos (Targon et al., 1992). Esses
resultados sugerem que as y-prolaminas podem apresentam algumas diferengas
funcionais em diferentes espécies.

As y-prolaminas de milho, Coix e sorgo apresentam consideravel
diferenga entre os pesos molecures calculados através do comportamento em gel
de poliacrilamida na presenga de SDS, e os obtidos através da seqiiéncia deduzida
de aminoacidos para a proteina madura. Wang & Esen (1986) deduziram que a
grande diferenga encontrada entre estes valores nos casos das y-zeinas de 28 kDa,
poderia ser explicada pelo alto teor de residuos de aminoécidos carregados
positivamente (histidina e arginina), que reduziriam a carga total negativa daquela
proteina, reduzindo a sua velocidade de migragdo em um campo elétrico. Isto
explicaria porque apos o processamento do peptideo sinal, a proteina madura da
y-kafirina possui peso molecular igual a 20,3 kDa, cerca de 7 kDa menor do que o
peso molecular estimado por SDS-PAGE, o mesmo ocorrrendo com a y-coixina,
que apresenta uma diferenga de 2,5 kDa. Este fato no € verificado no caso da
y-zeina de 16 kDa, onde os valores de pesos moleculares obtidos através de
SDS-PAGE e da seqiiéncia deduzida de aminoacidos sdo muito proximos. Este
comportamento pode estar relacionado com o baixo teor de aminodcidos com
carga positiva.

Os experimentos de reconstrugdo realizados para a determinagio do
numero de copias dos genes de y-kafirina e de y-coixina, mostram, a exemplo do
que ocorre para os genes de y-zeina, que estes genes em sorgo € Coix encontram-se
representados por uma ou duas cOpias. Em algumas linhagens de milho foi
demonstrada no Jlocus da y-zeina de 28 kDa, localizado no cromossomo 7, a
presenga de um alelo contendo uma duplicagdo deste gene (Das & Messing, 1987).
Ao contrario, outras linhagens apresentam alelos contendo uma unica cépia do
gene, resultante da recombinagdo entre as copias duplicadas (Das et al, 1991a; Das
et al., 1991b). A variagdo encontrada na determinagdo do nimero de cdpias por
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genoma haploide das y-prolaminas citadas, oscilando entre uma a duas cdpias, ¢
conseqiiéncia da dependéncia desse experimento na precisdo da determinagdo da
concentragdo dos DNAs utilizados. Portanto o resultado obtido no experimento de
reconstrugio realizado com o DNA gendmico de Coix, onde se observa a presenga
de uma banda, pode indicar a presenga de uma unica copia ou ainda duas cépias
do gene apresentando sitios conservados para a enzima de restrigio HindIIl. No
caso da y-kafirina, o experimento de reconstrugdo resultou na obtengdo de 3
bandas de tamanhos diferentes. Duas destas bandas apresentaram intensidade
correspondente a aproximadamente uma cépia do gene, enquanto que a terceira
banda de tamanho intermediario entre as outras duas hibridizou menos
intensamente do que o controle que representa uma copia. Possivelmente as
bandas que hibridizaram mais intensamente correspondem a cOpias do gene de y-
kafirina, enquanto que a terceira banda corresponde a uma seqii€ncia que
apresenta baixa similaridade com o gene de y-kafirina, podendo corresponder aos
clones recombinantes que apresentaram hibridizagdo mais fraca durante o processo
de selegdo do gene de y-kafirina do banco genémico de sorgo.

A seqiiéncia de nucleotideos do gene de y-kafirina, clone 10S, ¢é
praticamente a mesma descrita para o cDNA correspondente, clone sorgH (Barros
et al., 1991). As duas seqiiéncias podem ser perfeitamente alinhadas, com excegdo
de seis alteragdes de base na regido codificadora, sendo que cinco alteragdes sdo
silenciosas (sindnimas) e uma produz a modificagdo do residuo de prolina do
c¢DNA para alanina no clone gendémico. Essa modificagdo € resultante de uma

transversdo, onde o triplete GCT do clone gendmico 10S encontra-se modificado -~ -

para CCT no clone de cDNA sorgH. Cabe destacar que as 5 alteragSes silenciosas
correpondem a transigdes, sendo que 3 envolvem mudangas de T para C ou
vice-versa. A maior freqiiéncia observada para esta transi¢do pode ser explicada
pela deaminagdo de S-metilcitosinas, produzindo timidina, sendo que esta idéia é
corroborada pelo fato de que a grande maioria das citosinas em plantas encontram-
se metiladas. Outra diferenga observada entre o clone gendémico de y-kafirina e o
correspondente cDNA, ¢é uma delegdo de um T na regido 3" do clone gendmico.

A expressdo das diversas classes de prolaminas € controlada de maneira
coordenada temporalmente e espacialmente nos endopermas imaturos de mitho.
Resultados recentemente publicados sobre a acumulagdo das proteinas € mRNAs
de prolaminas em endospermas imaturos de milho mantidos ou ndo em cultura,
descrevem diferentes padrdes de regulagdo para as diversas classes de prolaminas
(Balconi et al., 1993). As a-zeinas de 22 kDa e B-zeinas apresentam um controle
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de expressio bifasico. A primeira fase, correspondende ao estigio até 14 DAP,
quando a expressdo destes genes € controlada através de um mecanismo
relacionado aos niveis de nitrogénio. E uma segunda fase correspondente ao
estagio apoés os 14-19 DAP, quando ocorre um grande aumento da transcrigdo
dependente do ativador transcricional Opaco-2 (O2). Quanto as a-zeinas de 19
kDa, o nivel de expressio parece manter-se constante durante as duas fases de
desenvolvimento do endosperma, enquanto que a expressdo de y-zeinas apresenta
um padrdo de regulagdo completamente diferente dos anteriores, ja que essas
proteinas s3o produzidas somente na segunda fase, isto é, produzidas a partir dos
14 DAP em endospermas imaturos de milho. Estudos realizados com endospermas
de Coix indicam também um acumulo diferencial de proteinas ¢ mRNAs das
diferentes classes de prolaminas neste cereal (Targon et al., 1992). A y-coixina, a
exemplo da y-zeina de 28 kDa, é produzida em estigios mais tardios do
desenvolvimento do endosperma, quando comparados com as demais coixinas.
Portanto, apesar das y-prolaminas apresentarem um padrdo de controle temporal
ligeiramente diferente, as mesmas sdo expressas de uma forma coordenada com as
demais prolaminas.

A expressdo coordenada das diferentes classes de prolaminas indica a
existéncia de fatores de ativagdo transcricionais comuns. Uma das seqiiéncias
reconhecidamente conservada nos promotores de prolaminas de diversos cereais,
corresponde a seqiiéncia do "endosperm box" (TGTAAAG). Apesar deste fato ter
sido descrito por Kreis et al. (1986), apenas recentemente a sua presenga nos
promotores de prolaminas de cereais foi correlacionada com a regulag@o génica.
Miiller & Knudsen (1993) demonstraram através de experimentos de expressdo
transitéria, que em cevada a atividade do promotor de hordeina-C em resposta aos
niveis de nitrogénio, ¢ mediada por seqii€ncias de "endosperm box" em
cooperagdo com seqiiéncias similares & seqiiéncia reconhecida pelo fator de
ativagdo transcricional GCN4 de leveduras. A interagdo de fatores que reconhecem
os elementos "endosperm box" e seqii€ncias similares a0 GCN4, foi descrita para
uma prolamina de trigo (Hammond-Kosack et al., 1993).

Porém, a existéncia de um mecanismo que vincule a sintese das diferentes
classes de prolaminas de milho, Coix e sorgo, ao suprimento de nitrogénio, bem
como o papel desempenhado pelo "endosperm box", ainda n3o sdo conhecidos.
Entretanto, a localizagdo das seqiiéncias de GCN4 em posigSes conservadas nos
promotores dos genes da y-prolaminas de milho e sorgo, bem como a presenga de
seqiiéncias "endosperm box" (Fig. 8), constituem fortes indicios da existéncia de
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um mecanismo de controle envolvendo tais seqiiéncias. Os promotores dos genes
de y-zeina de 28 kDa e y-kafirina possuem seqiiéncias homologas ao "endosperm
box" presentes em duplicata e completamente homdlogas, enquanto que a y-zeina
de 16 kDa apresenta apenas 2 versdes modificadas. Uma das cOpias presentes nos
promotores de y-zeina de 28 kDa e y-kafirina encontra-se localizada em regido
equivalente a descrita para inimeros genes de prolaminas de diversos cereais
(Summer-Smith et al., 1985; Kreis et al., 1986; Boronat et al., 1986; Brown et al.,
1986; Pedersen et al., 1986; Colot et al.,, 1987, DeRose et al., 1989; Hull et al.,
1991; Liu & Rubenstein, 1992; Ottoboni et al., 1993).

Os experimentos preliminares de bombardeamento em sementes de sorgo,
Coix e milho , demonstraram que o promotor de y-kafirina foi capaz de dirigir a
expressdo do gene gus em endosperma das trés espécies testadas (Fig. 14). Porém,
a dificuldade em determinar, com precisdo, o estigio de maturagdo das sementes
de sorgo e Coix, bem como o fato de toda a metodologia de bombardeamento ter
sido estabelecida para milho, levou-nos a utilizar esse cereal para a continuidade
do trabalho. Dessa forma, os experimentos de bombardeamento foram conduzidos
em tecidos de milho, sendo endosperma, embrido, coledptilo e folha.

As atividades do promotor de y-kafirina nos diversos tecidos foram
comparadas através da atividade relativa, que foi calculada através da razio entre o
numero de pontos azuis obtidos pelo bombardeamento de uma construgdo
contendo o gene gus dirigido pelo promotor constitutivo CaMV35S (pRT103GUS)
e o nuamero de pontos azuis obtidos pelo bombardeamento das construgdes
restantes (Fig. 13A). A utilizagio da atividade relativa tem por objetivo eliminar os
efeitos de area, viabilidade do tecido, dureza do tecido e competéncia das células
para a transformagdo. Porém, os valores obtidos através desta razdo incorpora a
variagdo da atividade do promotor de CaMV35S nos diferentes tecidos. Os
resultados de atividade relativa obtidos nos experimentos de expressdo transitoria
do promotor de y-kafirina nos diferentes tecidos, indicam que o promotor de
y-kafirina apresenta maior atividade em endosperma, seguido de coleéptilo e
embrido.

A expressdo do gene gus em tecidos diferentes do endosperma, quando
este gene esta sob controle do promotor da y-kafirina, ndo era esperada, visto que
muitos autores t€m descrito a auséncia de mRNA de zeinas em tecidos como
embrifo, folha e raiz (Sanches-Martinez et al., 1987; Bianchi & Viotti, 1988; Ueda
& Messing, 1991). Uma primeira explicagdo para este comportamento estd
relacionada as varidveis da metodologia de bombardeamento com microparticulas.
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Primeiramente, a quantidade de DNA utilizado para a precipitacdo com as
microparticulas consiste em uma massa muito elevada, fazendo com que um
grande namero de copias do gene de interesse seja adsorvido em cada particula.
Um elevado nimero de c6pias do gene, pode fazer com que ocorra falta de algum
fator de regulagio, como um repressor, por exemplo, fato que permitiria que o
promotor bombardeado ativasse a expressdo do gene indicador de forma ndo
especifica. A tecido especificidade do promotor de y-kafirina pode ter sido ainda
afetada pela auséncia de elementos regulatérios presentes em regides mais distais
do promotor. A presenga de seqiiéncias importantes para a transcrigdo em regides
distantes do ATG inicial foi demonstrada por Zheng et al. (1993), verificando-se
que seqiiéncias presentes entre as posigdes -1800 e -5000 do promotor de um gene
de glutelina (proteina de reserva de arroz), clone Gtl, ¢ responsavel por um nivel
de atividade aproximademente 20 vezes superior & observada para a regido
compreendida entre o ATG inicial e a posigdo -1800.

Um outro motivo pode ser o estado de metilagio do DNA bombardeado,
pois ja foi demonstrado que as seqii€ncias promotoras dos genes de zeinas
apresentam um nivel inferior de metilagio no endosperma, ao contrario do que
ocorre em outros tecidos. Esse padrio de metilagdo particular das zeinas em
endosperma, concorda com a idéia de que a metilagdo seja mais um mecanismo de
regulagdo génica (Bianchi & Viotti, 1988; Gallardo et al., 1988). Até o momento,
ni3o se tem informagdes sobre o mecanismo de metilagdo do DNA introduzido
através de bombardeamento com microparticulas, no sentido de esclarecer o quio
rapido e eficiente seria este processo. Assim, o promotor introduzido,
apresentando um diferente estado de metilagdo, poderia apresentar respostas
inespecificas, como por exemplo, dirigir a expressdo em tecidos onde normalmente
isto ndo ocorreria. Finalmente, as diferentes formas topologicas existentes entre os
plasmidios bombardeados € 0 DNA cromossémico do milho, pode ser responsével
por diferentes niveis de associagio DNA/histonas. Sabendo-se que as histonas
participam do processo de regulagdo génica, este poderia ser mais um fator para
explicar a atividade do promotor da y-kafirina em tecidos diferentes do
endosperma, pois talvez a associagdo das histonas com o plasmidio seja diferente
do que ocorre com 0 DNA cromossomico do milho. Porém, o elevado nivel de
expressdo do clone pPKGUS em coledptilo ndo pode ser completamente explicado
sem que sejam realizados experimentos com a finalidade de detectar mRNAs de
y-prolaminas neste tecido.

Os resultados de redugdo da atividade relativa obtido a partir da delegdo
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do promotor de y-kafirina, e de ativagdo obtida através da complementagdo da
regido proximal do promotor de CaMV3S5S, indicam que a regido distal do
promotor de y-kafirina, compreendendo a regido de -285 até -1190 em relagdo ao
ATG inicial, deve incluir elementos envolvidos na ativagdo da transcrigdo do gene
de y-kafirina. Esta hipétese € corroborada pela diferenga de intensidade dos pontos
azuis observada nos experimentos de bombardeamento em endospermas imaturos
de milho (Fig. 15). O bombardeamento com a construgdo apresentanto a versdo
deletada do promotor de y-kafirina (pPK285GUS) produziu pontos azuis de menor
intensidade do que o bombardeamento com a contrugdo contendo a versdo mais
completa do promotor (pPKGUS). A regido ausente na construgdo pPK285GUS
inclui as duas copias do "endosperm box" e uma das copias da seqiiéncia GCN4,
bem como a regido de 39 pb duplicada nas posigdes -1052 e -1162 do promotor de
y-kafirina. A auséncia das repetigdes de 39 pb nos promotores das y-zeinas,
permite-nos deduzir que os efeitos observados nos experimentos de expressdo
transitoria com o promotor de y-kafirina, estdo provavelmente relacionados com as
seqiiéncias "endosperm box" e GCN4. A redugdo no nimero de pontos azuis
observada no endosperma bombardeado com a construgdo pPK285GUS, indica
que somente as células mais vidveis apresentaram atividade de GUS.

Tem sido demonstrado que a expressdo génica das prolaminas de cereais é
regulada primeiramente a nivel transcricional, através de seqii€éncias regulatdrias
presentes nas regides flanqueadoras 5’e 3°. As seqii€ncias regulatérias da regido
flanqueadora 5" respondem diretamente pela atividade do promotor, enquanto que
as seqiiéncias regulatérias da regido 3’estdo geralmente relacionadas com o
processamento e estabilidade do mRNA. O alinhamento das regides flanqueadoras
3’dos genes de y-prolaminas de sorgo, Coix e milho, ¢ a comparagdo com
seqiiéncias regulatérias ja descritas, permitiram-nos identificar possiveis
seqiiéncias envolvidas no processamento da regido 3°dos mRNAs transcritos por
estes genes.

Assim como ocorre na maioria dos mRNAs de eucariotos, grande parte
dos mRNAs de plantas apresentam adigdo de cauda poli(A) na extremidade 3’
(Proudfoot, 1991). A adigdo da cauda de poli(A) em mRNAs de mamiferos parece
apresentar uma grande dependéncia na conservagdo da seqiiéncia AATAAA,
enquanto que o sinal de poliadenilagdo em plantas pode apresentar maiores
variagdes (Joshi, 1987). Assim sendo, seqii€ncias apresentando similaridade com o
sinal de poliadenilagdo de mamiferos foram encontrados nas regides identificadas
como SP-1, SP-2, SP-3, SP-4 e SP-5 na Fig. 12. Wu et al. (1993) demonstraram
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que a seqiiéncia AATGAA (regido SP-5) funciona como sinal de poliadenilag@o no
mRNA de y-zeina de 28 kDa, ainda que a seqiiéncia AATGAA localizada 13
nucleotideos acima (regido SP-4), também possa determinar o posicionamento do
sitio de adi¢do da cauda poli-A. Evidéncias para este fato foram obtidas através do
sequenciamento dos clones de cDNA de y-coixina, clones pBCX22.4, pBCX22.5 ¢
pBCX22.9 (Fig. 3). O clone pBCX22.4 apresentou o sitio de poliadenilagdo
localizado aproximadamente 10 nucleotideos abaixo da seqiiéncia AATGAC
(regido SP-3), indicando que esta seqii€ncia provavelmente esteja funcionando
como sinal de poliadenilagdo. A conservagdo desta seqii€ncia nos genes de
y-prolaminas de milho, Coix e sorgo ¢ um forte indicio de que a mesma possa estar
relacionada com o processamento do mRNA. Os clones pBCX22.5 e pBCX22.9
apresentam sitios de poliadenilagdo localizados em posigdes mais distais com
relagdo ao término de tradugdo, sugerindo que as seqii€ncias GATGAA e
AATGAA (regides SP-4 e SP-5, respectivamente, Fig. 13) podem ser responsaveis
pela determinagdo do sitio de adigdo da cauda poli-A, ainda que as seqiiéncias
vizinhas também possam estar relacionadas com este processo. Essas variages
sugerem a existéncia de um mecanismo flexivel no processamento do mRNA dos
genes considerados, o que e confirmado pela presenga da seqiiéncia SR-1 nos
genes de y-zeinas de 28 kDa (CAGTGTCAGTGT) e 16 kDa (CAGTGTGAGC),
ao passo que os genes de y-kafirina e y-coixina apresentam apenas versdes
modificadas da mesma.

O presente trabalho representa a primeira etapa no estudo do controle de
expressdo dos genes de y-prolaminas. Muito do que se conhece hoje, com relagdo
ao controle de expressdo génica de prolaminas em endosperma de cereais da tribo
Andropogoneae, esta relacionado com o isolamento do fator de transativagdo
codificado pelo gene de opaco-2 de milho (Schmidt et al., 1992; Lohmer S. et al.,
1991). A proteina O-2 apresenta dominio caracteristico da familia das "leucine
zipper" e constitui-se em um ativador transcricional para as a-prolaminas. No caso
das y-prolaminas, a indisponibilidade de mutantes mais especificos para esta classe
de proteinas, determina que o estudo do controle de expressdo seja realizado, em
um primeiro estagio, através da comparagdo das seqiiéncias das possiveis regides
regulatorias. Seqii€ncias conservadas nos varios genes isolados das diferentes
espécies, podem representar possiveis elementos de regulagdo cis, tais como sitios
de ligagdo para fatores de transativagdo.

A importancia destes sitios putativos de regulagdo pode ser ainda testada
in vivo, através de experimentos de expressdo transitoria utilizando seqiiéncias
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modificadas através de delegGes ou mutagdes. O segundo estagio no estudo da
regulagdo génica, compreende a utilizagdo das seqii€ncias dos sitios
comprovadamente envolvidos nos processos moleculares de regulagdo e no
isolamento de fatores capazes de reconhecer especificamente tais sitios. Para tanto,
seqiiéncias destes sitios podem ser utilizadas como sondas na selegdo de clones
recombinantes em bibliotecas de express@o construidas a partir de mRNA do
endosperma em desenvolvimento.

O estudo da regulagdo deverd ter continuidade com a identificagio de
seqiiéncias regulatérias, envolvidas com a tecido especificidade, através da
obtengdo de um nimero maior de modificagdes, e abrangendo uma maior extens3o
do promotor a ser utilizado em experimentos de expressio transitoria.

Cabe destacar que a utilizagdo do promotor de y-kafirina na construgio de
vetores para expressdo de proteinas heterdlogas, especificamente em endosperma,
bem como a expressdo de y-kafirina em milho, vem sendo realizada no Laboratério
de Biologia Molecular de Plantas do CBMEG.



7.CONCLUSOES

1) O alto grau de homologia existente entre as cadeias de polipeptideos
das y-prolaminas de milho, Coix e sorgo fornecem evidéncias moleculares sobre a
existéncia de um ancestral comum entre esses cereais.

2) A homologia entre os genes de y-prolaminas de milho e sorgo estende-
se as regides regulatorias dos mesmos, indicando que estes possuem mecanismos
de regulagdo semelhantes, os quais foram conservados apds a divergéncia das
espécies. A existéncia de mecanismos de regulagio semelhantes é corroborada
pela presenga de seqiiéncias regulatorias conhecidas, tais como as seqii€ncias
correspondentes ao "endosperm box" e GCN4, e também pelos resultados de
expressdo transitéria que confirmam a atividade do promotor de y-kafirina nos
endospermas de milho, Coix e sorgo.

3) Os resultados obtidos através dos experimentos de expressdo transitoria
sugerem a existéncia seqiiéncias presentes acima da posigio -285, com relagdo ao
ATG, envolvidas com a otimizagdo da expressdo do gene da y-kafirina.

4) A atividade do promotor de y-kafirina em tecidos diferentes do
endosperma, tais como coledptilo e embrido pode ser explicada da seguinte
maneira:

a) Inespecificidade relativa do promotor de y-kafirina, que pode ser uma
caracteristica inerente do mesmo, ou devido a auséncia de seqiiéncias regulatorias
normalmente encontradas em regides mais distais ndo incluidas na seqiiéncia
testada do promotor.

b) .Diminuigdo da tecido-especificidade do promotor de y-kafirina em
experimentos de expressdo transitoria, quando utilizou-se tecidos de milho

c¢) A quantidade de DNA utilizado para a precipitagio com as
microparticulas, consiste em uma massa muito elevada, fazendo que um grande
namero de copias do gene de interesse seja precipitado em cada microparticula.

d) O estado de metilagio do DNA introduzido pode ser diferente
daquele necessario para uma expressdo temporal e/ou tecido-especifica correta,
fazendo com que o promotor apresente atividade em tecidos onde normalmente
ndo apresentaria.
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e) As diferentes formas topologicas existentes entre os plasmidios
bombardeados € o DNA cromossomico do milho, pode ser responsavel por
diferentes niveis de associagio DNA/histonas. Dessa forma, sabendo-se que as
histonas participam da regulag@o génica, este pode ser mais um fator para explicar
a atividade do promotor da y-kafirina em tecidos diferentes do endosperma.

4) A partir do alinhamento da regido 3" dos genes de y-prolaminas de
milho, Coix e sorgo, foi possivel verificar a conservagdo na distribuigdo de
possiveis sinais de poliadenilagdo entre esses genes, sendo reconhecidas 5 regides
distintas denominadas de SP-1, SP-2, SP-3, SP-4, SP-5 e SR-1. Através do
seqiienciamento de clones de cDNA de Coix, foi possivel confirmar a existéncia
de um mecanismo variavel no processamento do mRNA deste gene, sendo que os
sinais de poliadenilag@o mais distais, com relagdo ao término de tradugfo, parecem
ser os responsaveis pela adigdo da cauda poli-A.
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APENDICE 1

A) XL1-Blue:

A linhagem lac", supressora de mutagdo ambar (supE44), defectiva em
recombinagdo (recAl), deficiente em restrigdo e proficiente em metilagdo no
sistema EcoK (hsdR17), foi utilizada como hospedeira do bacteriofago A-ZAP
durante a selegdo de clones recombinantes da biblioteca de cDNA de Coix e nos
experimentos de excisdo dos "phagemids" dos clones positivos. Bactérias
apresentando o fendtipo F* (contendo um epissomo do tipo F’, tal como
XL1-Blue) codificam para proteinas de pilus, permitindo a infecgdo por fagos fita
simples macho especifico, tais como fagos filamentosos do tipo fl. O epissomo
F’desta linhagem contém o gene lacZ deletado na regifo N-terminal (lacZAM15),
0 que permite a a-complementagdo (vide descrigdo do plasmidio pUC, Apéndice
IV) do segmento do gene presente em determinados plasmidios como pBluescript
e pUC. O epissomo F’ contém também o gene para super produgdo de repressor do
operon lac (Jacl%), bem como genes marcadores tais como para resisténcia a
tetraciclina (Tn/0) e os genes envolvidos no metabolismo de prolina (proAB). A
linhagem apresenta as marcas cromossomicas para resisténcia ao acido nalidixico
(gyrA) e requerimento de tiamina para crescimento em meio minimo. A mutagio
end41 no gene que codifica para endonuclease I, aumenta o rendimento e a
qualidade do DNA plasmidial preparado através de técnicas rapidas de
minipreparagio (Bullock et al., 1987).

b) DH5a

Esta linhagem, defectiva em recombinagdo (recAl), foi utilizada na
preparagio de células competentes para os experimentos de transformagdo
realizados em todas as subclonagens. A delegdo dos genes do operon lac
(AlacU169) e a presenga do fragmento lacZAMI15 no profago 480 permite a
utilizag8o de a-complementagdo na selegdo de recombinantes. A auséncia de
superprodugdo do repressor do operon lac (lacl9) possibilita a realizagdo do teste
de complementagdo na auséncia de IPTG (Hanahan, 1983). Os demais marcadores
foram descritos anteriormente para XL1-Blue.



86

C) DL538:

Esta linhagem foi utilizada como hospedeira do bacteriéfago AEMBL4
durante a selegdo de clones recombinantes da biblioteca gendmica de sorgo. A
mutagdo do gene recD que extingue a atividade da exonuclease V, bem como a
mutagdo sbcC, supressora de mutantes do sistema recBC agem diminuindo a perda
de fagos recombinantes que carregam fragmentos de DNA gendmicos com
seqiiéncias invertidas repetidas. As mutagdes mcrdA e mcrB evitam a restrigdo de
DNAs contendo metilcitosinas nas seqii€éncias 5'G"CGC3’ ¢ 5’AG™CT3’, o que
favorece a construgio de bibliotecas gendmicas de plantas superiores, cujo DNA é
rico em citosinas metiladas (Whittaker et al., 1988).
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APENDICE 11

A) Vetor A-Zap:

A grande vantagem na utilizagdo do vetor A-Zap, consiste na possibilidade
da excisdo de um "phagemid” contendo o inserto de cDNA clonado. A seguir, sdo
descritas as caracteristicas do vetor A-ZAP envolvidas no processo de excis3o. Os
vetores derivados de A-ZAP apresentam origem e término de replicagdo de
bacteriofago f1, sendo o sitio de iniciag@o (I) € o sitio de terminagdo (T) (Fig. 17).
Proteinas derivadas de fagos do tipo f1 (fago "helper”) em E. coli submetidas a
infec¢do simultinea com o vetor e o fago simples fita, reconhecem o sitio de
iniciagdo produzindo um corte em uma das duas fitas do DNA . A partir deste
corte, uma nova fita de DNA ¢ sintetizada, ocorrendo a duplicagdo de toda a
seqiiéncia que encontra-se no sentido 5'—3’. A nova fita sintetizada inclui o
inserto clonado no vetor, sendo interrompida no sitio de terminagdo. O DNA fita
simples é recircularizado pelo produto do gene II do fago fl, formando uma
molécula de DNA circular contendo toda a seqii€ncia presente entre os sitios I e T
(o vetor A-ZAP 1I inclui a seqiiéncia do "phagemid" pBluescript SK-). O
"phagemid" apresenta sinais necessarios ao empacotamento (terminador f1)
permitindo que o DNA recircularizado possa ser empacotado e secretado da E. coli
para o meio de cultura. As células sdo mortas incubando-se a 70°C e apds a
centrifugagdo, o "phagemid" empacotado ¢ isolado no sobrenadante. Para o
obtengdo de DNA fita dupla, células de E. coli sdo infectadas com o "phagemid” e
plaqueadas em meio contendo ampicilina. As coldnias resistentes 3 ampicilina, que
crescem lentamente (colonias pequenas), ou ainda minipreparagbes de DNA
mostrando multiplas formas de plasmidio, podem resultar da presenga do fago
"helper” nas células. O fago "helper” pode ser removido aumentando-se a razdo de
bactéria em relagdo ao fago durante o plaqueamento. A coinfecgdo com fago
"helper" R408, que apresenta o produto do gene II termolabil, permite a selegdo de
transformantes livres do fago "helper", quando incubadas a 42°C. As colonias
isoladas podem ser utilizadas na obtengdo de DNA para anélise do inserto.
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Fig. 17. Mapa do vetor A-ZAP
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B) Vetor EMBLA4:

Os vetores EMBL, nas versdes EMBL4, EMBL3 e EMBL3A sdo
utilizados para clonagem de fragmentos grandes (10 a 20 kb) de DNA gen6mico.
Esses vetores sdo particularmente uteis para clonagem de fragmentos provenientes
de digestdo parcial com Sau3Al ou do isoesquisdmero Mbol. No vetor, o sitio de
BamHI, que produz extremidades compativeis com as extremidades de fragmentos
digeridos com Sau3Al, ¢ flanqueado pelos sitios de EcoRI e Sall. Assim, os
fragmentos clonados podem ser excisados dos fagos recombinantes por digestdo
com Sall ou EcoRlI, conforme a verséo do vetor que esta sendo utilizada. O mapa
do vetor EMBLA é mostrado na Fig. 18.
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Fig. 18. Mapa do bacteriéfago EMBL3A.
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APENDICE I

Mapeamento do bacteriéfago:

O sistema consiste em hibridizar o DNA do bacteriéfago contendo o
inserto a ser mapeado, parcialmente digerido, com os oligonucleotideos
complementares as extremidades cos presentes no fago, marcados radioativamente
com [y-*P]JATP. A digestdo parcial do DNA ¢é feita de modo a escolher as
condig¢des onde ocorre o aparecimento do maior niimero de fragmentos possiveis.
Isso indica que todos os possiveis fragmentos estdo representados na digestdo
parcial. As reagdes de hibridizagdo do DNA, direita (ON-R) e esquerda (ON-L),
sdo feitas separadamente com os respectivos oligonucleotideos. Em seguida, cada
reagdo é submetida a eletroforese em gel de agarose 0,5%, sendo que o tamanho de
cada fragmento reproduz a distincia do respectivo sitio enzimatico em relagdo a
extremidade marcada pela hibridizaggo.
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APENDICE IV

A) Vetor pUC19:

Os vetores pUC 18/19 possuem 2690 pares de bases e diferenciam-se
somente pela orientagdo do sitio de policlonagem. Estes vetores possibilitam a
identificagdo rapida do clone recombinante, através da identificag@o histoquimica
das colbnias obtidas pelo plaqueamento das células transformadas. Carregam um
segmento de DNA derivado do operon lac de E. coli que codifica a regido
N-terminal da enzima B-galactosidase. Este fragmento, cuja sintese pode ser
induzida por IPTG, é complementado por uma forma defectiva da B-galactosidase
codificada pela célula hospedeira. Este processo € conhecido como
a-complementagdo. Dada a sintese de ambos os fragmentos da enzima, a forma
ativa degrada o substrato X-gal, previamente espalhado sobre o meio de cultura,
fazendo com que as colonias adquiram a coloragdo azul. Entretanto, como os sitios
de policlonagem do plasmidio estio na regido N-terminal do fragmento de
B-galactosidase, ocorrera a inativagdo desta, caso um inserto seja clonado nesta
regido. Assim, o polipeptideo produzido ndo sera habil para participar da
a-complementagdo e a célula contendo este plasmidio ndo tomard a coloragéo
azul. Os vetores pUC 18 e 19 apresentam o gene que confere resisténcia a
ampicilina (B-lactamase), e origem de replicagdo derivada de ColE1 (Fig. 19)
(Messing, 1983; Norrander et al., 1983; Yanisch-Perron et al., 1985).
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B) Vetor pBluescript KS +/-

O vetor pBluescript KS +/- ¢ um "phagemid” que contém a regido
intergénica (IG) do fago filamentoso do tipo fl1, podendo ser secretado com um
DNA fita simples na presenga do fago "helper" do tipo fl1 (Stratagene Cloning
System). A regido IG codifica para as fungdes cis requeridas para o
empacotamento e replicagdo. Existem "phagemids" pBluescript contendo uma das
duas possiveis orientagdes de regido IG. O pBluescript KS+ replica-se de forma
que a fita codificadora do gene B-galactosidase seja secretada na particula do fago,
enquanto que o pBluescript KS- secreta a fita ndo codificante do mesmo gene. O
vetor pBluescript KS +/- possui 2961 pb e é derivado dos plasmidios da série pUC.
Portanto, esse vetor também apresenta a-complementagio, além de permitir a
utilizag@o dos mesmos primers para sequenciamento de insertos clonados em pUC.
A denominagdo KS refere-se apenas a orientagdo da regifio de policlonagem, com
relagdo as enzimas que ficam na extremidade (Kpnl — Sacl). Este tipo de
plasmidio ¢ denominado "phagemid" ja que apresenta origem de replicagdo de
fago simples fita e também origem de replicagdo plasmidial (derivada de ColEl), a
qual € utilizada na auséncia do bacteriéfago "helper”. Da mesma forma que os
plasmidios da série pUC, a resisténcia a antibidtico da-se pela presenca do gene
que confere resisténcia a ampicilina (Fig. 20).
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Fiz. 20. Mapa de restrigdo do vetor pBluescript KS+/-.
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C) Vetor de expresséo pRT103.

O vetor pRT103 ¢ derivado dos vetores pUC18/19 e possui 3340 pares de
base (Topfer et al, 1987). Este plasmidio, bem como os outros da série pRT, sdo
adequados para expressdo em plantas, pois carregam o promotor do gene do
transcrito 35S do virus do mosaico da couve flor (CaMV35S), apresentando
expressdo constitutiva. Este promotor esta representado por aproximadamente 360
pares de base, sendo seguido pela regido contendo os sinais de poliadenilago,
também do CaMV. Entre essas duas regides, encontram-se os sitios enzimaticos
para clonagem do gene de interesse. E importante ressaltar que o sitio de Ncol,
presente nesta regido, coincide com o codon de iniciagdo de transcrigdo ATG,
sendo que este codon estd contido em uma seqiiéncia consenso, ideal para a
iniciagdo da transcrigdo pelos ribossomos em eucariotos. Este plasmidio apresenta
marca de resisténcia ao antibi6tico ampicilina (Fig. 21.).
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Fig. 21. Mapa de restrigio do vetor de expressdo pRT103.
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APENDICE V

Experimento de reconstrugio:

Os calculos relacionados com a determinagdo da quantidade de DNA a

ser utilizada como controle do niimero de copias no experimento de reconstrugio,
sdo mostrados a seguir:
A) Determinagdo da massa do plasmidio pBCX22,5 correspondente a uma copia
do gene de y-coixina por genoma hapldide do Coix (o tamanho do genoma
hapléide do Coix foi considerado similar ao do milho, isto €, 5.6x10° kb (Laurie &
Bennett, 1985)):

tamanho do genoma do Coix: 5,7.10% kb
tamanho do plasmidio pBCX22,5: 3,8 kb
massa de DNA gendmico digerida: 10 ug

5,7.10°kb = 10 pg
38kb =2 xpug ,

onde x = 6,7.10°° pug (6,7 pg) corresponde a massa de DNA plasmidial que contém
o mesmo numero de copias do gene de y-coixina que esta presente em 10 pg de
DNA gendmico, considerando-se a presenga de uma unica cépia do gene por
genoma hapléide de Coix.

B) Diluigdes do DNA plasmidial:
Concentragio do clone pBCX22,5 ap6s a digestdo: 1,0 pug/10 pl
1,0 pg/10 pl
‘ 12 diluigdo (1:100)
‘ 22 diluigdo (1:100)
32 diluigdo (1:5)
100 pg/50 pl

Portanto, temos:

1 copia: 6,7 pg (3,4 ul)
2 copias: 13,4 pg (6,7 ul)
3 copias: 33,5 pg (16,8 ul)
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APENDICE VI

Antes Depols
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Fig. 22. Esquema do aparelho utilizado nos experimentos de bombardeamento com microparticulas.



