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RESUMO 

Estresses bióticos e abióticos como a seca, salinidade e ataque por patógenos são 

responsáveis por perdas significantes em culturas de grãos ao redor do mundo. Diversos 

genes são regulados em resposta a esses fatores e podem ser ativados ou reprimidos para 

gerar uma resposta específica na planta de maneira a gerar uma resposta de defesa que 

atenue os efeitos do estresse e promoção de tolerância pela planta. É importante 

entendermos o funcionamento desses mecanismos moleculares, e dos genes e proteínas 

envolvidas nestas vias de sinalização para um melhor conhecimento de como estas vias de 

transdução operam em plantas, bem como no desenvolvimento de variedades de plantas 

tolerantes.  

No capítulo I deste trabalho nós descrevemos a análise funcional de um motivo de 

ligação do fator TGA localizado na região promotora do gene NIMIN-1 que é altamente 

induzido por ácido salicílico (SA) durante defesa de plantas (estresse biótico). Fatores TGA 

desempenham um papel chave na defesa de plantas através da interação com elementos 

presentes na região promotora de genes de defesa para induzir a sua expressão. O ácido 

salicílico (SA) é um fito-hormônio que induz a expressão do gene que codifica a proteína 

NIMIN-1. Essa proteína interage com a proteína NPR1/NIM1, reguladora da resistência 

sistêmica adquirida (SAR).  Neste trabalho foi investigado se um motivo de ligação do fator 

TGA2 “TGACG”, localizado na região promotora imediatamente anterior ao sítio de 

iniciação da transcrição de NIMIN-1, é necessário a indução de NIMIN-1 por ácido 

salicílico. Uma versão mutagenizada do promotor do gene NIMIN-1 foi gerada por mutação 

sítio-dirigida. Nós geramos construções T-DNA nas quais tanto a região promotora nativa 

quanto a mutagenizada foram fusionadas aos repórteres proteína verde fluorescente (GFP) e 
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beta-glucuronidase (GUS). Foram geradas plantas transgênicas e a expressão de GFP sob o 

controle da região promotora de NIMIN-1 foi observada em raízes, no pecíolo e folhas de 

Arabidopsis. A atividade dirigida pelo promotor mutagenizado e o selvagem foi 

quantificada por PCR quantitativo em tempo real. Tanto a construção contendo o promotor 

de NIMIN-1 como a cópia endógena de NIMIN-1 foram induzidas por SA. Em contraste, a 

construção promotora mutagenizada foi bem menos sensível a SA que o promotor nativo de 

NIMIN-1. Esse dado indica que o motivo de ligação do fator TGA2 analisado está 

diretamente envolvido na modulação da expressão de NIMIN-1 induzida por SA em 

Arabidopsis. 

No capítulo II nós descrevemos a caracterização da proteína ScCBL1 de cana-de-

çúcar que apresenta elevada identidade com membros da família de proteínas sensoras de 

cálcio do tipo calcineurina B (CBL) em plantas. Experimentos de duplo-híbrido realizados 

em nosso grupo mostram que a proteína ScCBL1 interage com uma proteína quinase 

(ScCIPK8). Trabalhos prévios também desenvolvidos em nosso laboratório demonstraram 

que ScCIPK8 está envolvida no metabolismo do carboidrato e é diferencialmente expressa 

em resposta a ABA. O gene ScCBL1 foi clonado e a proteína codificada expressa e 

purificada a partir do extrato solúvel por cromatografia de afinidade usando resina Ni-NTA 

e a proteína eluída foi usada para estudos estruturais. Análises por espectrometria por 

dicroísmo circular (CD) mostraram que a proteína ScCBL1 é composta predominantemente 

por α-hélices, em concordância com programas de predição da sequência de aminoácido 

desta proteína. Experimentos de espalhamento de raio-x a baixos ângulos (SAXS) 

indicaram que as amostras obtidas da ScCBL1 estavam homogêneas e monodispersas em 

solução e que ocorre uma mudança em seu estado oligomérico quando adicionado o agente 
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redutor DTT, ocorrendo uma diminuição na intensidade de espalhamento (I(0)) a uma 

ordem de 1,56 para a mesma concentração, acompanhado de uma diminuição de 10 Å em 

seu raio de giro. As analises por SAXS indicaram que a proteína ScCBL1 é pentamérica em 

seu estado nativo e um trímero quando adicionado DTT. Análises por SAXS também 

indicaram que a proteína ScCBL1 está enovelada em solução, apresentando estrutura 

terciária estável. A modelagem de baixa resolução ab initio, juntamente com a função de 

distribuição das distâncias P(r) indicaram que a proteína possui um formato alongado 

(prolato). Ensaios iniciais de cristalização a partir de amostras monodispersas da proteína 

ScCBL1, confirmadas por DLS, foram feitas e um monocristal simétrico de 

aproximadamente 0.05 mm de diâmetro obtido além de outros sinais promissores para um 

refinamento das condições de cristalização de ScCBL1 para determinação de sua estrutura 

tridimensional a uma alta resolução. Esses dados contribuem para uma caracterização 

inicial da estrutura da proteína ScCBL1. 
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ABSTRACT 

Many biotic and abiotic stresses such as drought, salinity and pathogen attack are 

responsible for major crop losses around the world. Several genes are regulated in response 

to these factors to counteract the stress effects and promote plant tolerance. Understanding 

the molecular mechanisms as well as the roles of genes and proteins involved in stress 

signaling pathways is key to a better understanding of plant tolerance.  

We report in chapter I the functional analysis of a TGA biding factor located in the 

promoter region of NIMIN-1 that is highly induced by SA during plant defense against 

pathogen attack (biotic stress).  TGA factors play a key role in plant defense by binding to 

the promoter region of defense genes, inducing their expression. Salicylic acid (SA) 

induces the expression of the gene encoding NIMIN-1, which interacts with NPR1/NIM1, a 

key regulator of systemic acquired resistance. In this work we investigated whether the 

TGA2-binding motif TGACG located upstream of the NIMIN-1 gene is necessary for SA 

induction of NIMIN-1 expression. A mutated version of the NIMIN-1 promoter was created 

by site-directed mutagenesis. We generated T-DNA constructs in which native NIMIN-1 

and mutated promoters were fused to green fluorescent protein and β-glucuronidase 

reporters. We produced transgenic Arabidopsis plants and observed NIMIN-1 promoter-

driven green fluorescent protein expression in the roots, petiole and leaves. Constructs were 

also agroinfiltrated into the leaves to evaluate gene expression of mutagenized and native 

promoters driving expression of GUS using quantitative real-time RT-PCR. We 

characterized the normal gene response to SA and compared it to the response of the 

mutant version of the NIMIN-1 promoter. Both the native NIMIN-1 construct and an 
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endogenous copy of NIMIN-1 were induced by SA. However, the mutated promoter 

construct was much less sensitive to SA than the native NIMIN-1 promoter, indicating that 

this TGA2-binding motif is directly involved in the modulation of SA-induced NIMIN-1 

expression in Arabidopsis.  

In chapter II we describe the characterization of a sugarcane ScCBL1 protein which 

displays high sequence identity to the calcium binding protein family calcineurin B-like 

(CBL) from plants. Using the two-hybrid system our group has shown that ScCBL1 binds 

to a protein kinase (ScCIPK8). Previous work done in our laboratory also showed that 

ScCIPK8 is involved in carbohydrate metabolism and that it is differentially expressed in 

response to ABA. ScCBL1 was cloned, expressed and purified by one round of affinity 

chromatography using a Ni-NTA resin and the purified eluted protein was used for 

structural analysis. Spectroscopic analysis by circular dichroism (CD) showed that ScCBL1 

is mainly composed of α-helices agreeing with secondary structure prediction by 

PredictProtein server. Small Angle X-Ray Scattering (SAXS) analysis showed that 

ScCBL1 sample is homogeneous and monodisperse in solution and that the protein 

undergoes an oligomeric change when DTT is added, with a decrease in scattering intensity 

(I(0)) by a factor of 1,56 for samples with the same concentration, together with a decrease 

in the radius of gyration of 10 Å. SAXS experiments also showed that ScCBL1 is 

pentameric in its native state and the protein undergoes a change in its oligomeric state to a 

trimer when DTT is added. SAXS experiments also showed the protein is folded in solution 

and ab initio modeling of ScCBL1 protein envelope together with the pair-distribution 

function P(r) indicates that the protein has a rod-like, elongated shape. An initial 

crystallization screening with ScCBL1 monodisperse samples (confirmed by DLS 
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experiments) was carried out and some crystallization signals were obtained, including a 

single crystal of around 0.05 mm in length. These data shed light on the structural features 

of ScCBL1. 
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I. INTRODUÇÃO GERAL 

O termo estresse em seu sentido biológico foi definido como “uma força ou 

condição adversa que inibe o funcionamento normal e bem estar de um sistema biológico 

como, por exemplo, uma planta” (Jones e Jones., 1989). Estresses abióticos tais como frio, 

calor, salinidade, seca e escassez de nutrientes no solo, bem como de estresses bióticos, 

como o ataque de vírus, bactéria, fungo, insetos e roedores provocam perdas na produção 

de grãos mundial causando uma diminuição na produção do rendimento de grandes culturas 

em mais de 50% (Mahajan e Tuteja., 2005; Bray et al., 2000; Flowers., 2004). Em um 

cenário no qual a demanda por alimentos é cada vez maior, é desejável não só um aumento 

na produção de grãos como também o desenvolvimento de novas variedades de plantas 

tolerantes a diversos tipos destes estresses bióticos e abióticos. Desta forma seriam evitadas 

perdas de produtividade e aumentariam as garantias da oferta de alimentos para uma 

população global em crescimento.  

Portanto, um entendimento dos mecanismos moleculares envolvidos nestas vias de 

sinalização em resposta a diversos tipos de estresse, bem como os genes envolvidos é uma 

primeira etapa para o melhoramento genético de variedades tolerantes. 

I.1. Vias de sinalização em resposta a estresse em plantas 

Plantas são constantemente desafiadas por diversos tipos de estresses bióticos e 

abióticos, e por serem organismos sésseis, desenvolveram uma complexa rede de 

sinalização ao longo da evolução para adaptarem-se a todos estes fatores. De maneira geral 

o sinal de estresse é primeiramente detectado na membrana por receptores e então através 
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de uma via de transdução de sinal (“signal transduction”) na célula ativa a transcrição de 

genes responsivos ao estresse específico. Os mecanismos desta rede de sinalização foram 

caracterizados previamente e consistem, tipicamente, na percepção, transmissão e 

processamento de um sinal para geração de uma resposta por parte da planta através da 

interação de fito-hormônios, mensageiros secundários, fatores de transcrição (FTs), genes e 

proteínas (Pandey., 2008).  

No presente trabalho foi feita a análise funcional da região de ligação do fator 

TGA2 “TGACG” na região promotora do gene NIMIN-1 em Arabidopsis, envolvido na via 

de sinalização de defesa de plantas, especificamente em SAR (resistência sistêmica 

adquirida) (Capítulo I). No capítulo II foi feita a caracterização da proteína sensora de cácio 

ScCBL1 em cana-de-açúcar (Saccharum spp.), relacionada a via de sinalização em resposta 

a estresse por seca. 
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CAPÍTULO I - Análise funcional da região promotora do gene 
NIMIN-1 em Arabidopsis  thaliana 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Resistência sistêmica adquirida (SAR) 

As plantas desenvolveram sofisticados mecanismos moleculares de defesa contra 

patógenos ao longo da evolução. Um destes mecanismos de defesa é conhecido como 

resposta hipersensível (HR) que consiste na expressão de genes de defesa pela planta, 

acompanhada pela codificação de genes de avirulencia pelo patógeno (Baker et al., 1997; 

Staskawicz et al., 1995). A expressão de genes HR pela planta leva a uma rápida resposta 

local via morte celular programada e consequente confinamento do patógeno nos locais 

iniciais de infecção (Glocova et al., 2005).  Outro mecanismo de defesa em plantas é 

conhecido como Resistência Sistêmica Adquirida (“Systemic Acquired Resistance” ou 

SAR do inglês). A SAR pode ser definida como um sistema geral de defesa da planta 

quando atacada por patógeno, que se desenvolve em regiões distais, não infectadas da 

planta, tornando estas regiões menos sensíveis a novos ataques (Ross., 1961; Glazebrook et 

al., 1996; Durrant e Dong., 2004; Ryals et al., 1996). Tanto em Arabidopsis como em 

tabaco o estabelecimento de reações de defesa pela planta é acompanhado por um aumento 

da biosíntese de ácido salicílico (SA). Portanto a via de sinalização relacionada à SAR tem 

início com a síntese do fito-hormônio SA, tanto no tecido infectado como não infectado da 

planta, como resposta a infecção pelo patógeno e culmina com a síntese de proteínas 

relacionadas à patogenicidade (PR). De fato, SA é necessário para indução dos genes de 

defesa (“pathogenesis-related” ou genes PR) e resistência ao patógeno durante a SAR 

(Zhang et al., 2003).  
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patógenos bacteriano Pseudomonas syringae (linhagem ES4326) em Arabidopsis (Cao et 

al., 1998). De fato, já foi demonstrado que tratamento de plantas com ácido salicílico leva a 

indução de genes de defesa (genes PR) e conseqüentemente estabelecimento de SAR (Cao 

et al., 1998; Ward et al., 1991). Similarmente já foi proposto que os fatores TGA também 

interagem e regulam a expressão de outros fatores de transcrição (por exemplo, os fatores 

WRKY) que limitariam a taxa de expressão de genes de defesa num mecanismo de 

regulação negativa (Johnson et al., 2003).  

1.2. Fatores de transcrição bZIP em Arabidopsis 

Fatores de transcrição participam ativamente nos mais diversos processos 

biológicos em plantas. Os fatores de regulação de transcrição do tipo “basic leucine zipper” 

(bZIP) foram descritos em todos  os eucariotos. O seu domínio de ligação ao DNA é 

formado por uma região rica em aminoácidos básicos que fazem ligação com as bases do 

DNA e por um zíper de leucinas constituído por repetições de aminoácidos hidrofóbicos 

(principalmente leucinas) a cada sete aminoácidos e que causa a dimerização (Figura 2). 

Estudos cristalográficos do fator bZIP GCN4 de levedura ligado a sua seqüência de DNA 

alvo revelaram que o domínio bZIP forma uma α-hélice. Os dois zíperes de leucinas 

interagem produzindo uma estrutura “coiled-coil” e as regiões básicas do dímero encaixam-

se no sulco maior da seqüência de DNA alvo (Ellenberg et al., 1992; König e Richmond., 

1993; Hurst., 1996).  

Análises genéticas, moleculares e bioquímicas indicam que os fatores bZIP são 

reguladores importantes de processos específicos de angiospermas (plantas com flores) 

como a fotomorfogênese (Osterlund et al., 2000); desenvolvimento de órgãos (Walsh et al., 

1997; Chuang et al., 1999; Schlögl et al., 2008); mecanismos de defesa (Niggeweg et al., 
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2000; Zhang et al., 1999; Despres et al., 2000); via de sinalização de hormônios e da 

sacarose (Rook et al., 1998; Finkelstein e Lynch., 2000; Schlögl et al., 2008) e resposta a 

luz ( Schindler et al., 1992) entre outros.  

 

Figura 2: Estrutura de raios-X do dímero B-ZIP GCN4 ligado a dupla-fita de DNA em 
levedura (Ellenberg et al., 1992). 

Com a disponibilização das seqüências genômicas de Arabidopsis thaliana (The 

Arabidopsis Genome Iniciative, 2000), verificou-se que aproximadamente 5,9% de todos os 

seus genes (~28.000) codificam para aproximadamente 1500 fatores de transcrição (The 

Arabidopsis Genome Iniciative., 2000; Riechmann et al., 2000; Yamada et al., 2003). 

Sessenta e sete proteínas bZIP foram identificadas em uma anotação recente do genoma de 

A. thaliana (Deppmann et al., 2004). 

1.3. Fatores de transcrição TGA  

Neste trabalho é abordado mais especificamente um fator de transcrição bZIP do 

grupo D, que compreende os fatores TGA. De acordo com a classificação de Jakoby et al. 
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(2002), fatores de transcrição bZIP do grupo D participam em dois processos biológicos: 

defesa contra patógenos e desenvolvimento vegetal (Figura 3). Seu envolvimento em defesa 

provém de trabalho com fatores TGA em tabaco e Arabidopsis (Katagiri et al., 1989; Lam 

et al., 1989). 

Os Fatores TGA foram primeiramente descritos em tabaco pela sua capacidade em 

ligar-se especificamente ao elemento as-1 localizado na região promotora do vírus mosaico 

da couve flor CaMV 35S e promover transcrição (Katagiri et al., 1989; Lam et al., 1989). O 

envolvimento dos fatores TGA na via de sinalização de ácido salicílico foi confirmado pela 

presença de sítios de ligação dos fatores TGA na região promotora do gene PR-1 e pelo 

papel desses sítios na expressão do gene PR-1 modulada por ácido salicílico (Lebel et al., 

1998). A evidência genética do papel dos fatores TGA em SAR foi demonstrada por Zhang 

et al (2003) na qual a indução do gene de defesa PR-1 pelo INA (análogo a SA) e 

resistência ao patógeno Peronospora parasitica foi abolida no mutante triplo “knockout” 

TGA 2,5,6, abolindo portanto a SAR e em trabalho usando o sistema de duplo híbrido em 

levedura que identificou interação com a proteína NPR1 (Zhang et al., 1999; Despres et al., 

2000).  
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vitro” demonstraram que o motivo „TGACG‟ é suficiente para a ligação do fator TGA 

(Lam et al., 1989). Em Arabidopsis a família TGA é composta por dez membros e foi 

demonstrada a ligação in vivo de dois destes (TGA2 e TGA3) à região promotora do gene 

PR-1 através de imunoprecipitação da cromatina (ChIP) (Johnson et al., 2003).  

1.4. Hibridação do sítio de ligação de TGA2 a microarranjos em Arabidopsis  

A tecnologia ChIP permite o enriquecimento das regiões de DNA alvo as quais se 

ligam os fatores de transcrição (interação DNA - proteína) com a utilização de anticorpos 

específicos contra a proteína que está sendo analisada. Este método permite identificar a 

associação de proteínas a uma região do genoma in vivo através da fixação da proteína 

ligada ao DNA pelo formaldeído. A proteína é então imunoprecipitada com anticorpos 

específicos, e após a ligação do DNA com a proteína ser desfeito, o DNA imunoprecipitado 

pode ser amplificado por PCR ou usado para hibridação contra o genoma de Arabidopsis 

(ChIP-chip). Esta ultima técnica permite avaliar em quais regiões do genoma inteiro o fator 

de transcrição especifico é ligado (Vinson et al., 2006). A identificação de mais de cem 

motivos de ligação de fatores de transcrição foi feito na levedura Saccharomyces cerevesiae 

através da hibridização da cromatina imunoprecipitada a “arrays” de genoma inteiro em 

uma técnica mais comumente referida como ChIP-chip (Lee et al., 2002). 

Esforços recentes para identificar sítios de ligação para o fator TGA2 em 

Arabidopsis utilizaram o método ChIP-chip para a hibridização da cromatina 

imunoprecipitada de TGA2 a “arrays” de genoma inteiro ou contendo somente regiões 

promotoras em Arabidopsis. Este último “array” definido como regiões de 2 Kb localizadas 
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anteriormente ao códon de iniciação para todos os genes anotados na época do trabalho no 

“TIGR Release 4” (Thibaud-Nissen et al., 2006). 

Um total de 51 regiões do genoma foram encontradas “enriquecidas” e a análise 

com o programa de busca por motivos SIFT (Hudson e Quail, 2003) revelou que cinqüenta 

e cinco por cento destas regiões continham o motivo de ligação dos fatores TGA 

(TGACG). Para identificar os genes que são provavelmente alvos diretos dos fatores TGA 

somente os genes localizados a uma distância de 3 Kb de uma região de ligação 

identificada por ChIP-chip do fator TGA2 foram selecionados. Cento e dezessete genes 

foram selecionados de acordo com este critério (10% de um total de 1297 genes), mas 

somente vinte e quatro destes genes contém o sítio de ligação para o fator TGA2 e eram 

simultaneamente induzidos por ácido salicílico.  

Diversos sítios de ligação ao fator TGA2 foram identificados pelo método de ChIP-

chip descrito anteriormente, mas somente aqueles que continham o motivo de ligação de 

TGA2, localizados na região promotora próxima de um gene alvo, e genes que são 

induzidos por SA foram selecionados para os demais estudos. Dentre estes genes, 

At1g02450 (NIMIN-1) apresentou a maior indução da expressão gênica quando tratado com 

SA de acordo com dados de microarranjo da Affymetrix (Thibaud-Nissen et al., 2006).  

1.5. NIMIN-1 

Os genes NIMIN (“NIM1 interacting”) foram primeiramente identificados pela sua 

interação com a proteína NPR1 (ou NIM1) usando a técnica de duplo-híbrido em levedura 

(Weigel et al., 2001). Os genes NIMIN são expressos em Arabidopsis em resposta a 

tratamentos indutores de SAR como SA e seu análogo INA. As proteínas codificadas por 
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esta família de genes possuem sinais de localização celulares que as direcionam para o 

núcleo da célula (Kinkema et al., 2000; Mou et al., 2003). Esses dados indicam que 

NIMIN-1, através da interação com NPR1, faz parte da via de sinalização que leva a 

expressão de genes relacionados a SAR. Plantas transgênicas superexpressando NIMIN-1 

apresentaram reduzida expressão dos genes de defesa (genes PR) induzidos por SA, 

comprometendo a SAR, além de reduzidas quantidades da proteína NPR1 (Weigel et al., 

2005). Esses experimentos demonstraram que NIMIN-1 age como um regulador negativo 

de NPR1.  

A indução da expressão do gene NIMIN-1 em resposta a SA foi previamente 

demonstrada (Weigel et al., 2001; Glocova et al., 2005). Foi também observado um 

aumento do número de transcritos do gene NIMIN-1 em resposta rápida (2 h) a SA em 

experimentos de microarranjo de DNA em Arabidopsis (Thibaud-Nissen et al., 2006). A 

expressão do gene repórter GUS sob o controle da região promotora de NIMIN-1 (1.2 Kb 

anterior ao sítio de início da transcrição) em plantas transgênicas de tabaco demonstrou que 

essa região é sensível à indução por SA (Glocova et al., 2006).  

Os elementos contidos na região promotora de NIMIN-1 em Arabidopsis que 

regulam a ativação transcricional da expressão de NIMIN-1 em resposta a SA continuam 

desconhecidos. A verificação funcional da região promotora do gene NIMIN-1 é importante 

para sabermos se a ligação a fatores TGA é necessária para expressão de NIMIN-1 induzida 

por SA. A confirmação dos elementos que regulem a expressão de genes induzidos por SA 

é um passo importante para desvendarmos novos genes alvo de fatores TGA que possam 

estar envolvidos em SAR, contribuindo para um melhor entendimento de como estas vias 

de transdução ou redes regulatórias operam em plantas. Para nossas análises iniciais da 
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expressão gênica das regiões promotoras selecionadas decidimos privilegiar a análise do 

gene NIMIN-1 por mostrar a maior indução a SA de acordo com dados Affymetrix.  

2. OBJETIVOS 

Os principais objetivos desta primeira etapa do trabalho foram: 

1. Avaliar o padrão de expressão de regiões promotoras dos cinco prováveis genes 

alvo do fator TGA em plantas transgênicas. Para tal propomos a geração de 

construções promotor::repórter através de clonagens Gateway e a análise de plantas 

transgênicas expressando essas construções. 

2. A região promotora de NIMIN-1 contém dois motivos TGACG que ficam 

separados por 70 pares de base. Um dos objetivos deste trabalho consistiu em 

desenvolver estudos funcionais para avaliar a mutação em um destes motivos na 

indução do gene NIMIN-1, situado a -360 pares de base do sítio de transcrição 

inicial de NIMIN-1. Com esta finalidade foi feita a quantificação da expressão do 

gene repórter GUS sob o domínio das regiões promotoras selvagem e mutante 

através de PCR em tempo real (qRT-PCR). 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1. Material Vegetal  

Plantas de Arabidopsis do tipo selvagem (ecótipo Columbia-0) foram crescidas em 

meio de nutrientes Murashige e Skoog com 0.8% de Agar, a uma temperatura de 22°C e 

um fotoperíodo de 16 horas de luz para crescimento de longo período e oito horas de luz 

para crescimento de curto período. Plantas utilizadas para ensaios de expressão transiente 

foram crescidas diretamente de potes contendo solo em câmaras de crescimento sob 

condições de curto período por quatro a seis semanas. As mesmas plantas foram tratadas 

com 1 mM de ácido salicílico (Sigma), coletadas após duas horas e armazenadas a -80°C 

para posterior extração de RNA.  

3.2 Clonagem Gateway das regiões promotoras de cinco genes de Arabidopsis  

Amplificação das regiões promotoras dos cinco genes alvo contendo o motivo de 

ligação de TGA2 (Tabela 1) com os sítios attB , bem como as reações LR e BP foram feitas 

de acordo com os protocolos presentes no manual de clonagem Gateway (Gateway Cloning 

Manual, Invitrogen, 2003). Os critérios usados para selecionar os genes alvo para uma 

validação funcional de sua região promotora foram: genes contendo o motivo de ligação do 

fator TGA2 próximo do sítio de inicio da transcrição e genes que apresentem indução a SA, 

dos quais NIMIN-1 apresenta a maior indução, aumentando a chance de estarem envolvidos 

em SAR. 
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Tabela 1: Regiões promotoras de cinco genes candidatos clonados  

Gene Região clonada  Motivo Localização 
 
 

At2g14610 
(PR-1) -914 a +7  TGACG 

-677, -694 

 

At1g02450 
(Nimin-1) -805 a +7  TGACG 

-360, -428 

 

At1g03850 
(Glutaredoxina) -1388 a +7  TGACGTCA 

-1281 

 
At1g76600 
(Proteina 
Expressa) -990 a +7  TGACGTCA 

-132 

 

At5g63790 
(NAM) -727 a +7  TGACGT 

-353 

 

 

Os promotores mutagenizados foram obtidos dos promotores nativos através de 

“site-directed mutagenesis” usando o kit “QuickChange Site Directed Mutagenesis kit” 

(Stratagene). Os primers usados para amplificação tanto dos promotores nativos quanto dos 

mutagenizados incluem os dois primeiros aminoácidos de cada gene, região 5´UTR, 

fragmento da região promotora e a sequência do sitio attB para a reação BP dos genes 

listados na tabela 2. 
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Tabela 2: Oligonucleotídeos usados para as clonagens Gateway. Nucleotídeos em azul: 
Região promotora; Nucleotídeos em vermelho: CDS do gene; nucleotídeos em preto: sítio 
de recombinação attB. 

Gene Descrição Sequência 

Nimin-1 AttB1-for  GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTGGAATCCAATTGTTCCACAC 

Nimin-1 AttB2-rev GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTAGGATACATTTAGAGAAAGTGATTGAT 

PR-1 AttB1-for  GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTGATATACGAAGGCGGTACAAAA 

PR-1 AttB2-rev GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTAATTCATTTTTCTAAGTTGATAATGGTT 

Glutaredoxina AttB1-for GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTGAGCAACATGGACCCTTTGT 

Glutaredoxina AttB2-rev GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTTTGCATAATTGATGATAGAGAGACAAA 

Prot. Exp. AttB1-for  GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTGTTTGCTACCTAAACCCGTGAAT 

Prot. Exp. AttB2-rev GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTGACCCATTTGATTTTTGAAGTTCTC   

NAM AttB1-for GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTTGTATTCTTCTCCAGTCAATGAAAA 

   

NAM AttB2-rev GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTAGTCCATGGAGCTTTTATAAACGAA 

 

As regiões promotoras amplificadas com os sítios attB foram introduzidas no vetor 

de entrada pDONR207 (Invitrogen) através da reação Gateway BP e então transferidas para 

os vetores destino binários pYXT1 e pYXT2 (Xiao et al., 2005) via a reação Gateway LR. 

Especificamente, a amplificação por PCR foi feito com usando a Taq polimerase de alta 

fidelidade “Hot Start Phusion DNA polymerase” (New England Biolabs). Os produtos da 

reação BP foram então transformados em células competentes TOP10 (Invitrogen). Os 

insertos foram validados por seqüenciamento com os oligos direto 5‟-

TCGCGTTAACGCTAGCATGGATCTC-3‟ e reverso 5‟- 

GTAACATCAGAGATTTTGAGACAC-3‟ do vetor pDONR207 (Figura 4).  As 

construções resultantes (Tabela 3) contem as regiões promotoras, 5‟UTR e os dois 

primeiros aminoácidos do gene nativo como uma fusão em fase para cada construção 
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repórter conectadas via o peptídeo attB codificado no sistema Gateway. Nesta mesma 

tabela podemos observar as construções pWTNIM::GFP e pWTNIM::GUS, contendo o 

promotor nativo do gene NIMIN-1 fusionado a região codante de GFP e GUS 

respectivamente, enquanto as construções pMUTNIM::GUS contem o promotor 

mutagenizado de NIMIN-1 fusionado ao gene repórter GUS por exemplo e assim 

sucessivamente para os outros quatro genes. 

Tabela 3: Lista de construções promotoras::repórter inseridas em Agrobacterium geradas 
neste trabalho. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

gene promotor gene repórter construção gerada 

NIMIN-1 selvagem GFP 1- pWTNIM::GFP  

 selvagem GUS 2- pWTNIM::GUS  

 mutante GFP 3- pMUTNIM::GFP  

 mutante GUS 4- pMUTNIM::GUS  
    
    

PR-1 selvagem GFP 5- pWTPR1::GFP  

 selvagem GUS 6- pWTPR1::GUS  

 mutante GFP 7- pMUTPR1::GFP  

 mutante GUS 8- pMUTPR1::GUS  

    

Glutarredoxina selvagem GFP 9- pWTGlut::GFP  

 selvagem GUS 10- pWTGlut::GUS  

 mutante GFP 11- pMUTGlut::GFP  

 mutante GUS 12- pMUTGlut::GUS  
    
    

NAM selvagem GFP 13- pWTNAM::GFP  

 selvagem GUS 14- pWTNAM::GUS  

 mutante GFP 15- pMUTNAM::GFP  

 mutante GUS 16- pMUTNAM::GUS  

    

EP selvagem GFP 17- pWTEP::GFP  

 selvagem GUS 18- pWTEP::GUS  

 mutante GFP 19- pMUTEP::GFP  

 mutante GUS 20- pMUTEP::GUS  
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O vetor pYXT1 foi construído a partir do vetor pBI121 e modificado para 

compatibilidade com o sistema Gateway (Invitrogen). Já o vetor Gateway-compatível 

pYXT2 foi montado a partir  do vetor binário pET-15GAL4-VP16UASmGFP5ER 

(Bougourd et al., 2000). Um esquema das construções repórter das regiões promotoras 

gerados pode ser visualizado na Figura 5. 

 

 

Figura 4: Mapa do vetor de entrada Gateway (“entry vector”) pDONR207 usado neste 
trabalho. 
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confirmar a transformação foram feitas análises por PCR com primers específicos para os 

genes.   

3.4. Transformação estável de Arabidopsis  

A transformação de Arabidopsis com as construções contendo as regiões 

promotoras dos cinco genes fusionados ao gene repórter foi feito de acordo com o método 

descrito por Clough e Bent (1998). Cepas de A. tumefaciens contendo as construções 

promotoras repórter foram crescidas em meio LB contendo o meio apropriado de seleção 

(rifampicina, gentamicina e canamicina a 50µg/mL cada um) por dois dias a uma 

temperatura de 28°C. A cultura foi então transferida para um tubo de plástico do tipo 

Falcon de 50 mL e centrifugado a 6000 rpm, 4°C por 5 minutos. O pellet foi ressuspendido 

em uma solução de Agrobacterium (5% sacarose; 0,05% surfactante Silwet L-77). As 

inflorescências de plantas de Arabidopsis crescidas previamente em câmaras de 

crescimento (18 horas de luz) foram imersas na solução de Agrobacterium por 

aproximadamente 10 segundos. As plantas foram cobertas com um filme transparente e 

armazenadas nas câmaras de crescimento para geração de sementes. Sementes T0 foram 

coletadas e os transformantes selecionados em meio Murashige e Skoog contendo 50 

mg/mL de canamicina e então transferidos para solo para obtenção de sementes T1.   

3.5. Ensaios de expressão transiente por agroinfiltração 

Folhas de Arabidopsis tratadas e não tratadas com ácido salicílico foram 

Agroinfiltradas com uma seringa sem agulha contendo a solução de Agrobacterium 

carregando as construções pMUTNIM::GUS (promoter mutagenizado) e pWTNIM::GUS 

(promoter nativo) de acordo com o método descrito por Wroblewski et al. (2005) com 
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modificações. Depois de infiltração com as construções promotoras repórter, as plantas 

foram colocadas de volta na câmara de crescimento por um mínimo de dois dias para 

permitir a expressão das construções repórter. Folhas foram coradas com solução corante 

de GUS, contendo X-gluc, para inspeção visual. Culturas de Agrobacterium foram 

crescidas overnight em meio YEP líquido contendo o antibiótico para seleção a 29°C em 

um agitador. A cultura foi ajustada a um O.D.600 = 0.3-0.6 antes da infiltração. Foram feitos 

ensaios histoquímicos para detecção de atividade de GUS a partir do terceiro dia pós 

infiltração (dpi). Amostras de tecido foliar foram incubados com solução corante de GUS 

(0,1 M X-gluc, 0,1 M fosfato de sódio (pH 7,0), 0,01 M EDTA e 0,1% (v/v) Triton X-100 ) 

durante a noite a 37°C. No dia seguinte as amostras foram lavadas cinco vezes com etanol 

70% para remover a clorofila e preservar as amostras. Folhas também foram coletadas no 

terceiro dia pós-infiltração (dpi) e guardadas a -80°C para análises de quantificação de 

expressão gênica por qRT-PCR.  

3.6. Extração de RNA e síntese de cDNA 

O RNA total foi isolado a partir de 50 mg de folhas de Arabidopsis maceradas em 

nitrogênio líquido usando o Kit de extração de RNA “RNeasy Plant Mini Kit” (Qiagen) 

com tratamento adicional de DNase (Qiagen) nas amostras de RNA para qRT-PCR. 

Concentração das amostras de RNA extraídas foram medidas em um espectrofotômetro 

NanoDrop ND-1000. A pureza do RNA verificado na absorbância A260/A280 foi acima de 

1.9. A integridade do RNA foi avaliada em um gel de agarose a 1% (p/v) após extração do 

RNA. Cada amostra de cDNA foi sintetizada a partir de 2 µg de RNA usando a enzima  

SuperScript™  (Invitrogen) de acordo com protocolo do fabricante.    
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3.7. PCR quantitativo em tempo real  

Sequências de oligonucleotídeos específicos para os genes de GUS, NPTII, NIMIN-

1 e dos controles invariantes para os genes endógenos (AT4G26410, AT5G15710, 

AT4G27960, AT5G46630) usados para o PCR quantitativo em tempo real (qRT-PCR) estão 

listadas na Tabela 4. Todas as sequências de oligonucleotídeos usados neste trabalho foram 

comparados com o banco de dados de cDNA da TAIR para A. thaliana utilizando o 

algoritmo BlastN (Altschul et al., 1990) para confirmar a especificidade dos amplicons e 

evitar assim amplificações não específicas. Amplicons pequenos foram usados (100-150 

pb) para aumentar a performance do experimento (Marino et al., 2003). 

Tabela 4: Lista de oligonucleotídeos usados para PCR em tempo real (qRT-PCR) 

Gene Direto Reverso 

GUS TAATGTTCTGCGACGCTCAC TTCTCTGCCGTTTCCAAAT 

NPTII CGTTGGCTACCCGTGATATT CTCGTCAAGAAGGCGATAGAA 

NIMIN-1 ATCTAACGGCGGAGAAAGGT TGTGATCCGAAACAAACATCA 

At4g26410 CCTGGAAGGGATGCTATCAA GTCCGACATACCCATGATCC 

AT5G15710 GCACTTCTGAGACTTTCGGC ATGACTGAAGAGCACAACCG 

AT4G27960 TAACCATCCATTTCCCTCCA TGGAAATTGTGAGAGCAGGA 

AT5G46630 GTGCCAATGTTCACAGCATC TGATCTCGTAAGATCCCGCT 

 

Reações de qRT-PCR foram feitas em um instrumento ABI PRISM® 7900HT 

(Applied Biosystems), usando SYBR® Green para monitorar síntese de DNA dupla-fita 

(dsDNA) de acordo com os seguintes parâmetros: 2 min. a 50°C, 10 min. a 95°C, 40 ciclos 

de 15 seg. a 95°C, 1 min. a 60°C. A curva de dissociação (Melting curve) gerada (95°C por 

15 seg.,  60°C durante 30 seg.) confirmou a presença de um único pico de produto de PCR  
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e não houve formação  de dímeros de primers. Amostras com água substituindo o cDNA, 

denominadas de “NTC” (“no template control”), foram incluídas em cada corrida como 

controle para possíveis falsos positivos ou contaminação. O volume final da reação foi de 

10 µL. Um “master mix” contendo 85 µl de 2x SYBR® Green (Applied Biosystems) e 45 µl 

de amostras de cDNA previamente diluídas foram preparados antes da distribuição na placa 

de qRT-PCR para reduzir erros de pipetagem. Uma multi-pipeta eletrônica automática foi 

usada para dispensar o master mix primeiro (7,5 µl por poço) e então 2,4 µl de óligos foram  

dispensados com o uso de uma pipeta de doze canais (Eppendorf). Os dados foram 

analisados usando o software SDS 2.0 (Applied Biosystems). O valor padrão do 

“threshold” utilizado foi de 0,1 para as três réplicas biológicas. A quantificação relativa dos 

genes analisados foi calculada usando o método ∆∆ CT (Livak e Schmittgen, 2001; 

Czechowski et al., 2004) através da subtração dos valores CT de genes alvo tratados com 

SA (T2) e não-tratados (T1), normalizados aos valores CT dos controles invariantes ou genes 

“housekeeping”, estes também tratados com SA (C2) e não tratado (C1): ∆∆Ct = ( T1(sa-) – 

T2(sa+) ) – ( C1(sa-) – C2(sa+) ). Este valor calculado é o logaritmo na base 2 dos valores de 

expressão relativos. 
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Figura 10: Comparação das regiões selvagem e mutante do gene NIMIN-1. pWTNIMIN: 
região promotora selvagem de NIMIN-1;  pMUTNIM: região promotora mutagenizada. A 
região de ligação do fator TGA2 está sublinhada. . Uma alteração de dois pares de base (em 
vermelho) foi gerada por mutação sítio-dirigida do sítio de ligação do motivo TGA2 
localizado -360 pb acima do sítio de iniciação da transcrição do gene NIMIN-1. 

 

As regiões promotoras mutagenizada e nativa do gene NIMIN-1 que abrangem 

desde a posição +7 da CDS do gene até -805 pb à montante do sítio de início da transcrição 

de NIMIN-1 foram isolados por PCR a partir dos vetores contendo os promotores nativo e 

mutagenizado. Através da utilização do sistema Gateway as regiões promotoras 

amplificadas para NIMIN-1 foram clonadas no vetor de entrada pDONR207 (reação BP) e 

então inseridas nos vetores binários repórteres pYXT1 (GUS) e pYXT2 (GFP) através da 

reação Gateway LR. Os produtos da reação BP foram transformados em E. coli e a 

clonagem dos insertos foi validada através de sequenciamento. Clones positivos das reações 

LR foram confirmados através de PCR de colônia, com primers específicos das regiões 

promotoras, a partir de colônias transformadas de E. coli resultantes da reação Gateway LR. 

As construções foram então introduzidas em Agrobacterium através de conjugação tri-

parental para posterior transformação de Arabidopsis. No total foram geradas quatro 

construções para análise da região promotora de NIMIN-1: As duas regiões promotoras 

nativas sendo pWTNIM::GFP e pWTNIM::GUS, e duas regiões promotora mutagenizadas 

pMUTNIM::GUS e pMUTNIM::GFP.  
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NIMIN-1 do banco de dados de Arabidopsis eFP Browser tool (Winter et al., 2007). Este 

banco de dados possui dados de expressão do gene endógeno NIMIN-1 a partir de 

experimentos de microarranjos de DNA dos chips ATH1 da Affymetrix.  

Para verificar se o motivo de ligação do fator de transcrição TGA2 localizado na 

região promotora de NIMIN-1 está envolvido na regulação da transcrição de NIMIN-1 em 

resposta a SA foi feito uma análise funcional comparativa das regiões promotoras nativa e 

mutagenizada do gene NIMIN-1. Nós quantificamos o nivel de expressão gênica por qRT-

PCR dos promotores nativo e mutagenizado de NIMIN-1 em relação ao gene endógeno de 

NIMIN-1 usando para tanto as regiões promotoras descritas fusionadas ao gene repórter 

GUS. 

O PCR quantitativo em tempo real foi o método escolhido para medir expressão de 

NIMIN-1 induzida por SA uma vez que o objetivo era obter uma estimativa da resposta a 

nivel transcricional em resposta rápida a SA (2 horas). De fato, apesar de revelar regiões de 

alta expressão no tecido da planta e confirmar que está ocorrendo expressão do gene 

repórter sob a região promotora sob seu controle, corar plantas com GUS não é um método 

quantitativo per se (Cho e Cosgrove., 2000). Portanto a expressão do gene repórter foi 

medida por qRT-PCR a partir de folhas agroinfiltradas no terceiro dia pós-infiltração (dpi), 

de maneira a permitir a expressão do gene repórter (Figuras 12 e 13).  
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0.32) em um “threshold” de 0.1 para todas as três réplicas biológicas. Valores CT para as 

construções promotoras-repóter agroinfiltradas WTNIM::GUS e pMUTNIM::GUS foram 

normalizados em relação ao genes invariante NPTII. O valor CT médio para NPTII foi de 

26.46 (±0.34) para as três réplicas biológicas. A mudança nos níveis de expressão 

observados na resposta rápida (2h) a ácido salicílico foi calculada de acordo com o método 

∆∆ CT (Livak e Schmittgen, 2001; Czechowski et al., 2004). 

Nós observamos que tanto a construção pWTNIM::GUS, contendo o promotor 

nativo quanto a cópia endógena do gene NIMIN-1 apresentaram uma alta resposta a SA  

(Figura 13), de acordo com o que foi demonstrado em trabalhos anteriores (Weigel et al., 

2001; Glocova et al., 2005). As análises por qRT-PCR mostraram que a mutação no motivo 

de ligação do fator TGA2 causou uma redução para apenas um terço da expressão de GUS 

sob o controle do promotor mutagenizado em relação ao promotor nativo, comprovando 

que o promotor mutante é menos sensível a indução por SA. 
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Em suma, nossos dados relacionados à análise funcional das regiões promotoras 

mutagenizada e selvagem de NIMIN-1 comprovam que o motivo TGACG está diretamente 

envolvido na regulação da expressão gênica induzida por SA do gene NIMIN-1.   
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5. CONCLUSÕES 

 O quatro genes que possuem o sítio de ligação do fator TGA2 apresentaram 

perfis de expressão distintos, cabendo desatacar: At5g63790 (NAM): 

expressão por GFP no tecido vascular foliar, hidátodo, sépala e antera; 

At1g76600 (expressed protein) apresentou expressão por GFP nos 

cotilédone da roseta jovem, raiz e antera; At2g14610 (PR-1) apresentou 

expressão por GFP nos nódulos caulinares, no filete e na antera; At1g03850 

(glutarredoxina) apresentou expressão por GFP na raiz da plântula com 

cotilédone recém formado, sépala e pedículo. 

 A expressão dirigida pela região promotora selvagem de NIMIN-1 por GFP 

ocorre no meristema apical, raiz, pedículo, hidátodo, tecido vascular e 

tricomas de Arabidopsis. 

 Uma análise funcional através de mutação no motivo de ligação do fator 

TGA2 mostrou uma redução de mais de três vezes na expressão de GUS sob 

o controle do promotor mutagenizado em relação ao promotor nativo, 

comprovando que o promotor mutante é menos sensível a indução por SA. 

Portanto, o motivo de ligação do fator TGA2 na região promotora de 

NIMIN-1 está diretamente relacionado a modulação da expressão de NIMIN-

1 induzido por SA. 
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CAPÍTULO II - Caracterização da proteína ScCBL1 em cana-de-
açúcar (Saccharum spp.). 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. O papel do cálcio na resposta a estresses bióticos e abióticos  

O cálcio é um mensageiro secundário central tanto na transdução de sinais extra-

celulares, como luz ou hormônios, como na resposta a estresses bióticos e abióticos como 

seca, frio, corte, salinidade entre outros (Trewavas e Malho., 1998; Bush., 1995; Nagae et 

al., 2003; Sanders et al., 1999). Estes diferentes estímulos mencionados levam a mudanças 

na concentração de cálcio (assinaturas de cálcio) que é percebida por proteínas sensores de 

cálcio que mudam a sua conformação e interagem com outras proteínas sinalizadoras para 

transmissão do sinal (Iacovelli et al., 1999; Kim et al., 2000) (Figura 1).  

 

Figura 1: Esquema mostrando via de transdução ativada em resposta a estresse em plantas 
que tem o cálcio como mensageiro secundário. Adaptado de  Mahajan et al. (2008). 
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1.2. Proteínas sensores de cálcio em plantas 

Sensores de cálcio em plantas pertencem a três classes: Sensores responsivos que 

possuem atividade enzimática própria (Harmon et al., 2000). Um exemplo de proteína 

pertencente a esta classe é a proteína quinase dependente de cálcio (CDPK) que possui 

tanto um domínio de ligação a cálcio do tipo calmodulina e um domínio de fosforilação 

Ser/Thr na mesma proteína. 

Outra classe de proteínas sensores de cálcio são os sensores de interação que 

possuem apenas domínios de ligação de cálcio, não possuem atividade enzimática própria 

e, portanto dependem da interação com outras proteínas para transmissão do sinal (Luan et 

al., 2002). O exemplo melhor caracterizado deste tipo de sensor de cálcio é a calmodulina 

(CaM) e proteínas do tipo CaM. 

Um terceiro tipo de proteínas sensores de cálcio denominadas de Calcineurinas do 

tipo B (CBL) foram posteriormente identificadas em Arabidopsis através de analises 

genéticas (Liu e Zhu., 1998)  e por duplo-hibrido (Kudla et al., 1999).  As proteínas CBL 

são estruturalmente similares a proteínas do tipo “calcineurim B-subunit ou CNB” e ao 

sensor neuronal de cálcio 1 (NCS-1) em animais (Kudla et al., 1999; Nagae et al., 2003).  

1.3. Proteínas tipo Calcineurina B (CBL) em plantas 

Em Arabidopsis foram identificadas pelo menos dez membros destas CBL, 

denominadas AtCBL (Luan et al., 2002; Kudla et al., 1999) e que estão relacionadas a vias 

de sinalização em resposta a diversos estresses abióticos (Tabela 1 e Figura 2).  As AtCBL 

são similares estruturalmente aos sensores de interação e até hoje não foi identificada 

atividade enzimática própria destas proteínas em Arabidopsis indicando que as CBL 
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Figura 2: Sinalização de estresse abiótico através da rede CBL/CIPK (Batistic e Kudla., 
2004). 

O nível do transcrito de AtCBL1, cujo mRNA é preferencialmente expresso na raiz 

e no caule é altamente induzido por sinais de estresse específicos como seca, frio e 

ferimento (Kudla et al., 1999). AtCBL4 ou “salt overly sensitive” (SOS3) foi relacionado a 

resistência a salinidade (Liu e Zhu., 1998). O complexo AtCBL4-AtCIPK24 (SOS2) está 

envolvido na ativação do transportador de sódio SOS1 através de fosforilação (Qiu et al., 

2002). Outros experimentos mostraram o papel de AtCBL2 na via de transdução da luz 

através de interação com AtCIPK14 /AtSR1 (Nozawa et al., 2001; Chikano et al., 2001).  

A estrutura de AtCBL2 sozinha e em complexo com AtCIPK14 (Figura 3) foi 

determinada por cristalografia de raios-x em Arabidopsis (Nagae et al., 2003; Akaboshi et 

al., 2008). A proteína AtCBL2 apresenta uma estrutura em alfa-hélice compacta com quatro 

motivos “EF-hand” de ligação de cálcio e a topologia geral apresentada pela proteína é 

similar a CNB e NCS-1 (Nagae et al., 2003). A interação entre AtCBL2 e AtCIPK14 ocorre 

através do motivo NAF/FISL de AtCBL2, ao mesmo tempo em que ocorre o deslocamento 

de α-hélices (Akaboshi et al., 2008) (Figura 3). 
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Estas modificações covalentes podem ter implicações em interações proteína-

proteína (homo- e heterodimerização), como na ligação da proteína a membrana uma vez 

que palmitolação aumenta a hidrofobicidade da superfície da proteína modificada, 

aumentando assim a sua afinidade pela membrana. Na verdade, proteínas miristoiladas são 

apenas fracamente associadas à membrana, que para ocorrer de fato, necessita também de 

palmitolação (que ocorre no resíduo de cisteína adjacente a glicina miristoilada) que 

permitira uma ligação estável da proteína a membrana plasmática (Bijlmakers e Marsh, 

2003). 

1.5. Proteômica estrutural 

De maneira geral o ramo da proteômica estrutural dedica-se a resolver a estrutura 

das proteínas correspondente a todas as regiões codantes de DNA, mais específicamente a 

estrutura terciária, uma tarefa em larga medida auxiliada com os dados provenientes de 

diversos projetos genoma. Este esforço visa a montagem de uma “biblioteca” estrutural de 

proteínas de diversos organismos, complementando a informação contida em seu DNA. 

Quanto maior esta biblioteca de proteínas e sua diversidade filogenética maior será a 

probabilidade de derivarmos informação a respeito da função destas proteínas a partir de 

dados estruturais através de analogias com proteínas conhecidas e/ou homólogas (Chayen e 

Saridakis., 2008). 

1.5.1. Dicroísmo circular (CD) de proteínas 

CD é uma técnica espectroscópica que mede diferença na absorção de luz polarizada 

à esquerda e à direita que aparecem devido a assimetrias estruturais de macromoléculas 

biológicas e é bastante utilizado em estudos da estrutura secundária de proteínas. Como as 
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pontes peptídicas que formam as proteínas são assimétricas, estas macromoléculas não 

apresentam um plano de simetria e exibem o fenômeno de dicroísmo circular. A estrutura 

secundária de proteínas pode ser determinada por CD na região “UV distante” (190-250 

nm). Nestes comprimentos de onda o cromóforo são as pontes peptídicas sendo que o 

cromóforo amido da ponte peptídica domina o espectro de CD de proteínas no UV distante. 

Quando a radiação UV passa através de uma macromolécula que possui pontes peptídicas 

uma parcela da radiação é absorvida pelo composto. Esta absorção ocorre por uma 

subtração de energia do feixe de UV causado pela excitação dos elétrons de baixa energia 

para orbitais de energia mais elevada. A espectrometria de dicroísmo circular no UV 

distante provoca estas transições eletrônicas e esta energia absorvida pode ser quantificada 

em um gráfico de comprimento de onda em função da absorbância. 

Os amidos possuem duas transições eletrônicas de baixa energia que são bem 

caracterizadas nas transições n->Π* e Π0 -> Π* apresentando dicroísmo circular a 215-230 

nm e 185-200 nm, respectivamente (Woody., 1995; Woody e Koslowski, 2002). Estes dois 

eventos dominam o fenômeno de dicroísmo circular no UV distante. A transição Π0 -> Π* é 

responsável pela banda positiva em aproximadamente 190 nm e uma negativa a 208 nm, 

característicos de um espectro de α-hélice, além da banda positiva de 198 nm, característica 

de um espectro de folha β (Corrêa e Ramos, 2009). Podemos observar na figura 4 espectros 

característicos obtidos a partir de proteínas cujas estruturas secundárias são formadas 

predominantemente por α-hélices, folhas β ou aleatória. 



55 

 

 

Figura 4: Espectros de CD medidos no UV distante característicos de proteínas 
predominantemente α-hélice (“all alpha”), predominantemente β (“all beta”) e 
predominantemente aleatória (“random”). Observe que o espectro de uma proteína toda alfa 
(ver “Alpha” no gráfico) possui duas bandas negativas similares (a 222 e 208 nm) e uma 
banda positiva a ~ 190 nm (Corrêa e Ramos., 2009). 

 

Em estudos de espectrometria por CD com proteínas a absorbância é geralmente 

expressa como a elipcidade residual média (θ): 

[θ]= θ x 100 x M        (Eq. 1) 

          C x l x n 

Aonde θ representa a elipcidade em graus, l é o caminho ótico (cm), C é a 

concentração em mg/mL, M é a massa molecular e n é o número de resíduos de uma 

proteína. A notação da elipcidade residual média [θ] é dada em deg.cm2.dmol-1. 

O dicroísmo circular pode ser utilizado também em estudos de estabilidade térmica 

para analisarmos, por exemplo, qual a temperatura que ocorre o desenovelamento de uma 

proteína, assim como interação de proteína com ligantes e/ou proteína-proteína (Johnson., 

1985). 
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1.5.2. Espalhamento dinâmico de luz (“Dynamic Light Scattering”, DLS) 

O DLS é uma técnica utilizada em larga medida para avaliar a distribuição do 

tamanho de partículas em solução. Com ela é possível a medição do raio hidrodinâmico, 

polidispersão e efeitos de agregação de amostras de proteínas. Nesta técnica é medido o 

espalhamento de partículas (macromoléculas) em solução a partir de luz emitida por um 

diodo de laser. A partir das leis Brownianas para cálculo do movimento de macromoléculas 

em solução pode-se calcular a intensidade do espalhamento destas.  

Foi determinado empiricamente que uma amostra de proteína considerada 

monodispersa – que apresenta um percentual de polidispersão menor do que 30% do 

tamanho total da partícula é mais provável de formar cristais do que uma  amostra 

considerada polidispersa (mais de 30% de polidispersão) que contenha agregados não 

específicos (Zulauf e Dárcy., 1992; Ferre-D‟amare e Burley., 1994). Uma típica amostra 

monodispersa geralmente apresenta um pico único de intensidade de espalhamento da 

proteína sendo medida, enquanto que amostras polidispersas, não recomendadas para 

cristalografia de proteínas, apresentam mais de um pico e necessitam de etapas de filtração/ 

purificação adicionais.  

1.5.3. Cristalografia de Proteínas 

A determinação da estrutura de proteínas por cristalografia por raios-x envolve uma 

série de etapas desde a clonagem do gene de interesse, expressão, purificação, obtenção do 

cristal, coleta de dados de difração até a determinação da posição atômica (ver Figura 5). 
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Figura 5: Pipeline mostrando etapas desde a escolha de um gene até obtenção de sua 
estrutura. A purificação da proteína e a obtenção do cristal são os maiores gargalos durante 
este processo (Chayen e Saridakis., 2008). 
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A cristalização de proteínas foi previamente definida como um fenômeno de 

transição de fases que pode ser melhor visualizado como um diagrama de fases (Figura 6). 

Esse diagrama ilustra em que estado físico (líquido, cristalino ou sólido amorfo –

precipitado) a proteína é estável em diversos parâmetros de cristalização. Além da 

concentração da proteína, a temperatura e características do solvente (como pH, 

concentração do tampão e força iônica) são variáveis que estão diretamente ligadas ao 

processo de cristalização (Saridakis et al., 1994). 

Técnicas de cristalização de proteínas baseiam-se no fato de que proteínas 

permanecem em solução somente até certa concentração e uma vez que este limite é 

alcançado a solução cessa de ser homogênea e um novo estado ou fase é alcançado (cristal). 

Portanto, através da mudança nas condições da solução tenta-se exceder o limite de 

solubilidade de uma proteína de modo a formar cristais (McPherson., 1999).  
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Figura 6: Diagrama de fase em cristalização de proteínas. Cristalização é uma função da 
concentração da proteína e parâmetros ajustáveis como temperatura pH, precipitante e 
concentração de aditivos. A solubilidade pode ser definida como concentração de proteína 
em solução que está em equilíbrio com o cristal. A curva de supersaturação separa as 
condições as quais ocorre nucleação ou mudança de fase daquelas onde a solução de 
cristalização permanece inalterada ou limpa, sem formação de estrutura (Chayen., 2004).  

Em um típico diagrama de fases podemos distinguir quatro áreas: uma área onde a 

proteína irá precipitar, havendo a formação de estruturas desordenadas como agregados ou 

precipitados (precipitation zone); uma área onde nucleação espontânea ocorre (nucleation 

zone); uma área logo abaixo da zona de nucleação, onde cristais são estáveis e podem 

crescer (zona metastable –considerada melhor área para formação de cristais) e uma área de 

subsaturação (undersaturated) onde a proteína está dissolvida e nunca cristalizará pois a 

concentração está abaixo da solubilidade da proteína. De maneira geral pode-se afirmar que 
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quando a concentração da proteína excede sua solubilidade cristais são formados (Asherie., 

2004).  

Na prática, cristais raramente são formados enquanto a concentração da proteína não 

ultrapassar sua solubilidade por um fator de ao menos três (Chernov., 1997). A 

supersaturação é necessária para vencer a barreira de ativação de energia necessária para 

formação do cristal (Asherie., 2004). Essa barreira representa a energia livre necessária 

para criar os clusters microscópicos da proteína – conhecido como núcleo a partir do qual o 

cristal é formado (Kashchiev., 2000). 

A difusão a vapor é a técnica mais utilizada em cristalização de proteínas. Nela, a 

proteína é uma gota sentada ou pendurada que se equilibra contra um reservatório contendo 

agentes de cristalização a uma concentração maior ou menor que a gota da proteína 

(Chayen e Saridakis., 2008).  Tipicamente são usados volumes iguais 1:1 de proteína e 

solução precipitante (0.5-1 µl) no screening cristalográfico. 

1.5.4. Espalhamento de raios-x a baixos ângulos (SAXS) 

SAXS é uma técnica de grande potencial que possibilita a obtenção de informações 

estruturais úteis a partir de macromoléculas em solução de maneira mais rápida e simples 

que cristalografia por raios-x. Em um típico experimento de SAXS é possível obtermos 

informação a respeito do formato, conformação da macromolécula em solução, massa 

molecular e estado oligomérico. A primeira informação essencial de um experimento de 

SAXS é sabermos o grau de monodispersão da amostra através das curvas de espalhamento 

e do gráfico de Guinier. As informações contidas nas curvas de espalhamento são bem 

menores que dados de cristalografia. Entretanto análises por SAXS podem ser usadas para 
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obtenção de estrutura de baixa resolução da molécula, a ser interpretada a partir de 

informações adicionais obtidas por técnicas de alta resolução como cristalografia por 

exemplo (Putnam et al., 2007).  

De maneira sucinta, SAXS envolve a exposição da amostra a um feixe 

monocromático de raios-x e a medição dos ângulos espalhados onde a amplitude do vetor 

de espalhamento pode ser definida como q = 4Πsenθ/λ, sendo 2θ o ângulo de espalhamento 

e λ o comprimento de onda do raio-x (1.488 Å em nossos experimentos; Figura 7). 

Podemos entender SAXS como sendo um método de contraste no qual o padrão de 

espalhamento final de uma proteína é obtido a partir da diferença ou subtração da densidade 

média de elétrons entre a amostra da proteína (soluto) e o tampão puro (solvente). 

 

Figura 7: Esquema mostrando interação de raio-x e amostra. SAXS consiste na exposição 
da amostra a um feixe de raio-x e  medição do espalhamento a um ângulo 2θ (Putnam et al., 
2007). 

 

Assumindo que a amostra é homogênea química e estruturalmente, monodispersa e 

desprezando interações intermoleculares (condição atingida a concentrações 

suficientemente baixas), o espalhamento é isotópico e a intensidade total será dada como a 

soma das intensidades dos espalhadores individuais. 
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A função de distribuição de distâncias (ou distribuição dos pares), P(r), é calculada 

através da transformada de Fourier a partir da curva de espalhamento e seus resultados nos 

dão informações a respeito das distâncias entre elétrons nas partículas espalhadas nas 

amostras (Putnam et al., 2007). 

A P(r) pode ser usada para análise do formato da proteína e pode ser definido como 

a probabilidade de encontrarmos um par de pontos (elementos) a uma dada distância r 

dentro do volume todo da partícula espalhadora (Guinier e Fournet., 1955; Glatter e 

Kratky., 1982). É possível obtermos informação acerca do formato de uma proteína a partir 

de uma simples inspeção visual de P(r) (Glatter e Kratky., 1982). Podemos observar na 

figura 8 a distribuição das distâncias P(r) de diferentes corpos geométricos. Podemos 

observar que proteínas prolatas (elongadas) possuem um máximo em distâncias curtas 

correspondendo ao raio da seção transversal e, à medida que as distâncias aumentam, a 

função decresce. 
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Figura 8: Gráfico de distribuição das distâncias P(r) de corpos geométricos Fonte: Svergun 
e Kock., 2003. 

Outros dois parâmetros importantes que podem ser extraídos de análises por SAXS 

são a massa molecular (em kDa) e o estado oligomérico de uma proteína. O parâmetro de 

tamanho, definido como raio de giro (RG), é dependente do formato do envelope protéico. 

No gráfico de Guinier (log(I(q)) contra q
2)podemos obter uma linha reta com a qual 

podemos calcular o RG e o I(0) no caso de amostras monodispersas. A faixa q sobre a qual a 

aproximação Guinier é valida (qRG), está em torno de qRG <1.3 no caso de proteínas 

globulares e qRG <0.8 no caso de proteínas alongadas (prolatas). Outro parâmetro 

importante que pode ser avaliado a partir de q é o I(O) que corresponde a intensidade do 

espalhamento de uma partícula e está diretamente relacionada ao peso molecular e 

concentração da proteína. I(O) pode ser calculado como a intensidade de espalhamento 

extrapolada no ângulo zero (Putnam et al., 2008). O SAXS também pode ser usado para 



64 

 

uma avaliação do enovelamento da proteína através do gráfico de Kratky. O gráfico de 

Kratky é calculado a partir da curva de espalhamento e no caso de proteínas enoveladas 

exibe um máximo bem definido a mais baixos ângulos. Proteínas desestruturadas não 

exibem este pico característico, havendo um platô a ângulos mais altos.  

O SAXS permite a construção de um modelo ab initio de baixa resolução do 

formato do envelope protéico a partir dos perfis de espalhamento com o uso de alguns 

programas como DAMMIN, GASBOR e SASHA (Putnam et al., 2007).  

Trabalhos anteriores feitos no Laboratório de Genômica Funcional (LGF) mostram 

que o gene ScCIPK8 está envolvido no metabolismo de carboidratos, mais especificamente 

que ScCIPK8 está associado ao teor de sacarose e é diferencialmente expresso em resposta 

ao fito-hormônio ABA (não publicado). Também foi feito um ensaio por duplo-híbrido 

usando a proteína ScCIPK8 como o híbrido-1 ou “isca” que identificou a interação com três 

proteínas sensores de cálcio em cana-de-açúcar (ScCBL1, ScCBL3 e ScCBL6). Destas três 

proteínas identificadas, ScCBL1 é a que apresenta uma interação mais forte com ScCIPK8. 

O complexo CIPK-CBL foi relacionado em trabalhos anteriores à via de sinalização 

em resposta a diversos estresses abióticos, como seca e salinidade. O trabalho de 

caracterização dos componentes envolvidos nestas vias de sinalização é importante para o 

conhecimento sobre o funcionamento dessas redes regulatórias em plantas e em última 

análise para possíveis aplicações, como o uso destes genes como marcadores moleculares 

relacionados estresses abiótico bem como o desenvolvimento de plantas transgênicas 

resistentes a estresses. 
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2. OBJETIVO 

O objetivo geral deste trabalho é a caracterização estrutural da proteína ScCBL1 de 

Sacharum spp. Mais especificamente objetivamos:  

1. Clonagem, expressão e purificação de ScCBL1 

2. Caracterização da estrutura secundária da proteína ScCBL1 por 

espectroscopia de dicroísmo circular (CD) 

3. Caracterização inicial da estrutura terciária por espalhamento de raios-X a 

baixo ângulo (SAXS) 

4. Preparação de ensaios de cristalografia para determinação da estrutura 

atômica de alta resolução. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1. Clonagem e transformação de Escherichia coli 

A região codificante completa, delimitada pelo ATG e pelo stop códon (CDS, de 

coding sequence) de cada um dos genes ScCBL1, ScCBL3 e ScCBL6 foi previamente 

clonada no vetor pGADT7 (Clontech). Os vetores foram digeridos com NdeI e XhoI 

(ScCBL3) e NdeI- BamHI (ScCBL1 e ScCBL6) então ligados ao vetor pET28a digerido com 

as mesmas enzimas, de modo a incluir uma cauda de histidina na região N-terminal de cada 

proteína recombinante.  

Os produtos da ligação foram então transformados em cepas de E. coli DH5α por 

choque térmico, confirmados por digestão usando os respectivos sítios de restrição 

específicos e então transformados por choque térmico em BL21 (DE3) para expressão das 

proteínas (Sambrook et al., 1989).  
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Figura 9: Mapa do plasmídeo pET28a(+). Fonte: Novagen.  

 

3.2. Ensaios de expressão 

Os ensaios de expressão das proteínas ScCBL1, 3 e 6 foram realizados em meio LB 

contendo 50 mg/ml de canamicina.. As células foram cultivadas a 37°C em um agitador a 

240 rpm até atingirem uma OD600 de aproximadamente 0,8 e o pellet não-induzido foi 

coletado. Neste ponto foi adicionado ao meio 1 mM de IPTG (isopropil-tio-β-D-

galactopiranosídeo) e a temperatura de indução foi ajustada para 30°C. Após quatro horas 

de indução as células foram coletadas por centrifugação a 10.000 rpm, durante 10 minutos a 

4°C e armazenados no freezer a -20°C. Análise das proteínas expressas foram feitas em gel 

de eletroforese (SDS-PAGE) a 12% (Laemmli., 1970) e confirmada por western blot 

usando o anticorpo contra His-tag. 
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3.3. Detecção da proteína recombinante  

Para detecção das proteínas recombinantes foi corrido um gel de poliacrilamida 

(SDS-PAGE) das amostras das proteínas obtidas tanto a partir do extrato total, como do 

extrato solúvel, ressuspendidas em tampão 100 mM fosfato de sódio pH-7.4, 100 mM 

NaCl. As amostras foram aplicadas com um volume total de 25 µL ao gel em uma 

proporção de 1:1 com tampão de amostra (Tris-HCL 0.5 M, pH-6.8; 2-βMercaptoetanol 

10%; SDS 10%; glicerol 20%; azul de bromofenol 0,04%) e submetidos a eletroforese por 

aproximadamente uma hora a 150 V em tampão de corrida (24,8  mM tris base; 192 mM 

Glicina e 0,1% w/v SDS). Após a corrida, as proteínas presentes no gel foram transferidas 

para uma membrana de nitrocelulose Hybond™- C Extra (Amersham). Para tanto, o gel foi 

incubado por 15 min em tampão de transferência (Bjerrum e Schafer-Nielsen., 1986) (20% 

metanol; 39 mM Glicina; 48 mM Tris pH 9.2) e depois foi montado o aparato de  

transferência contendo o papel-filtro (“Extra Thick Blot  Paper” – Bio-Rad), o gel contendo 

as proteínas e a membrana de nitrocelulose. A reação de transferência foi submetida a 

eletroforese durante o período de meia hora a 15 V em um aparelho de eletroforese 

horizontal Trans-Blot® SD (semi-Dry) (Bio-Rad). Após a transferência a membrana foi 

corada temporariamente usando o kit MemCode™ Reversible Protein Stain Kit (Thermo-

scientific) de modo a confirmar a transferência das proteínas do gel para a membrana. 

A membrana contendo agora as proteínas de interesse foi incubada durante a noite 

em 30 mL de solução bloqueadora (TBS 1X; Leite desnatado Molico 5%). No dia seguinte 

a membrana foi hibridada pelo período de 1 hora e meia com o anticorpo primário anti-his a 

uma concentração de 1: 4.000. A membrana foi lavada com TBS 1X duas vezes e com TBS 

1X Tween 20 (0,05%). A membrana foi então incubada por 1 hora com o anticorpo 
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secundário (conjugado anti-his peroxidase de camundongo) a uma concentração de 1: 

20.000 e leite a 5% (leite desnatado em TBS 1X). A membrana foi lavada com TBS 1X 

duas vezes e com TBS 1X Tween 20 (0,05%). A revelação foi feita adicionando-se o 

substrato para reação quimioluminescente SuperSignal® West Pico (Thermo-scientific) na 

membrana por aproximadamente 5 min até o aparecimento das bandas. A membrana foi 

então exposta junto a um filme de revelação por cerca de 3 minutos e digitalizada. 

3.4. Purificação por cromatografia de afinidade em resina de níquel (Ni-NTA) 

O pellet das culturas induzidas foi ressuspendido em tampão de lise (100 mM 

fosfato de sódio pH 7,4, 100 mM NaCl), adicionando-se 0,5 mg/ml de lisozima e do 

inibidor de protease PMSF sendo incubado por 30 min no gelo. Posteriormente a solução 

foi sonicada para quebra da parede celular a 160 K (três pulsos de 10 segundos) e 

centrifugada a 4°C por 10 minutos a 14.000 rpm. O pellet insolúvel (corpos de inclusão) foi 

separado para um tratamento posterior e o sobrenadante (fração solúvel) armazenado à 4°C.  

O sobrenadante correspondente a fração solúvel foi novamente centrifugado à 4°C 

por 10 min a 14.000 rpm antes de ser aplicado a uma coluna de 1 mL contendo 1 mL de 

resina de níquel Ni-NTA (Qiagen). Após a ligação da proteína na coluna a resina foi lavada 

com tampão fosfato para remoção de proteínas que não se ligaram a resina (100 mM 

fosfato de sódio pH 7,4, 100 mM NaCl) e então eluídas da coluna com o tampão de 

lavagem contendo concentrações crescentes de imidazol (10 mM, 25 mM, 50 mM, 100 

mM, 200 mM e 300 mM). Após a eluição da coluna a proteína de interesse fusionada foi 

visualizada em um gel SDS-PAGE 12% corado com Comassie Brilliant. 

3.5. Espalhamento dinâmico de luz (DLS) 
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Experimentos de espalhamento dinâmico de luz da proteína ScCBL1 em solução a 

concentrações de 3 mg/ml, 11 mg/ml e 15 mg/ml, com e sem DTT (3 mM) foram 

realizados em um volume final de 100 µL em um equipamento DynaPRO-MS/X (Protein 

Solutions) a uma temperatura de 18°C e os dados obtidos com o programa DYNAMICS, 

versão 6. Cada medição consistiu em cinqüenta acumulações (leituras) independentes para 

cada amostra. O equipamento foi utilizado através de submissão da proposta para utilização 

do LEC, no LNBIO (antigo CEBIME/LNLS). 

3.6. Espectroscopia de Dicroísmo Circular (CD) 

A coleta de dados para os experimentos de CD foram realizados em um 

espectropolarímetro Jasco J-720 com um controlador de temperatura tipo Peltier e um 

termostato localizado no IQ da UNICAMP. Os dados foram coletados sob uma temperatura 

constante de 4°C e o caminho óptico da cubeta usada foi de 0.1 cm. A espectroscopia por 

CD mede a absorbância de espectros de luz ultravioleta na região distante (190-260 nm) de 

proteínas determinando assim um espectro de CD característico de acordo com a estrutura 

secundária de cada proteína. Amostras da proteína ScCBL1 foram purificadas por 

cromatografia de afinidade a uma concentração de 4 µM (0,35 mg/mL) e dializadas durante 

a noite usando membranas de celulose para diálise (Sigma) contra um tampão fosfato de 

sódio pH 7.4, contendo 20 mM NaCl.  

Os dados foram coletados usando os seguintes parâmetros: 100 nm por minuto de 

varredura, 1 nm de intervalo de dados. Para deconvolução do espectro da proteína ScCBL1 

foi usado o programa Dychroweb (Whitmore e Wallace., 2004), usando o algoritmo 

CDSSTR (Compton e Johnson., 1986) com os dados de referência numero sete que 
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continham quarenta e oito proteínas de referencia (Janes., 2008). O método PROFsec do 

programa PredictProtein (http://www.predictprotein.org) foi usado para uma predição da 

estrutura secundária de ScCBL1 a partir de sua sequência de aminoácidos (Rost et al., 

2004). 

3.7. Espalhamento de Raios-X a Baixos Ângulos (SAXS) 

Uma análise inicial da proteína ScCBL1 purificada previamente por cromatografia 

de afinidade foi realizada na linha SAXS2 do Laboratório Nacional de Luz Síncrotron 

(LNLS), equipada com um detector bidimensional MAR CCD 165, em colaboração com o 

Prof. Ricardo Aparicio (IQ/UNICAMP). As medidas foram feitas com feixe de raios-X 

monocromáticos no comprimento de onda λ= 1.488 Å e distância detector-amostra de 

1979,68 mm, levando a um intervalo 0,0153 ≤ q ≤ 0,3069, onde q é o módulo do vetor de 

espalhamento, definido como q= 4πsen(θ)/ λ, e 2θ é o ângulo de espalhamento.  

Foram coletados dados de espalhamento da proteína ScCBL1 concentrada a 3,5 e 

11,0 mg/mL, em tampão fosfato de sódio pH 7.4, 100 mM NaCl, 200 mM Imidazol e 3 

mM DTT. Diversas exposições consecutivas de 10 min. foram feitas para cada amostra, 

com o porta-amostras mantido a 298 K e o espalhamento do tampão sendo medido no 

mesmo tempo de exposição das amostras de proteína. Durante o experimento as amostras 

que aguardavam a coleta de dados foram mantidas em um isopor com gelo. Um padrão de 

calibração (albumina de soro bovino, BSA) foi utilizado para uma estimativa da massa 

molecular, de acordo com o método descrito em Mylonas e Svergun (2007). Uma segunda 

estimativa foi feita com base em um método novo baseado em uma única curva medida em 

escala relativa (Fischer et al., 2010).   
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As imagens foram integradas com o programa FIT2D (Hammersley et al., 1996), e 

o espalhamento foi normalizado pela intensidade do feixe e atenuação da amostra. O 

espalhamento do tampão foi então subtraído do espalhamento da amostra. As análises 

subseqüentes e construção ab initio do envelope protéico a partir da curva de espalhamento 

foram realizadas com programas do pacote ATSAS (Konarev et al., 2006), entre eles 

GNOM/AUTOGNOM, DAMMIN e DAMAVER.  

3.8. Ensaios de Cristalização de proteínas 

Ensaios de cristalização de amostras monodispersas da proteína ScCBL1 em três 

concentrações (3, 11 e 15 mg/mL) foram realizados através de proposta de pesquisa 

previamente submetida para testes de cristalização utilizando o RoboLab do LNLS. O 

equipamento usado para preparação das placas foi um robô Honeybee 961 (Genomic 

Solutions) e placas de 96 poços CrystalQuick™. Todas as amostras estavam diluídas em 

tampão fosfato de sódio pH 7,4, 100 mM NaCl, 200mM Imidazol. Foram testadas 

quinhentas e quarenta e quatro condições de cristalização para cada amostra de ScCBL1 

totalizando aproximadamente 1.632 condições. Para tanto foram utilizados seis kits de 

cristalografia: Crystal screen I e II (Hampton Research), Wizard I e II (Emerald 

Biosystems), PACT (Nextal/Qiagen), JCSG (Nextal/Qiagen), SaltRx (Hampton Research) e 

Precipitant Synergy (Emerald Biosystems) através da técnica sitting-drop. As placas foram 

armazenadas à 18°C e observadas em um microscópio ótico após um mês de maneira a 

permitir formação dos cristais. Prováveis cristais de sal foram identificados pela adição de 

0.5 µl do corante azul Izit (Hampton) que cora cristais macromoleculares, não havendo 

coloração de cristais inorgânicos ou de sal. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1. Expressão, detecção e purificação das proteínas ScCBL1, ScCBL3 e ScCBL6 

A expressão das proteínas ScCBL1, ScCBL3 e ScCBL6 em E. coli BL21 (DE3) foi 

induzida com 1 mM IPTG. A indução da proteína ScCBL1 de aproximadamente 25 kDa foi 

monitorada por quatro horas a partir da fração total induzida (Figura 10). Dentre as três 

proteínas ScCBL analisadas neste trabalho a ScCBL1 foi a que apresentou a maior indução 

por IPTG..  

 

Figura 10: Expressão da proteína ScCBL1 em E. coli. A região codificante da proteína 
ScCBL1 foi clonada no vetor pET28a, que foi então transformado em E. coli BL21 (DE3). 
A indução da expressão da proteína ScCBL1 por IPTG foi feita por 1, 2, 3 e 4 h. Amostras 
da proteína foram separadas em SDS-PAGE a 12% e visualizadas com Comassie Blue.M : 
Marcador de peso molecular (kDa). Pni: Pellet não-induzido. A seta indica a posição da 
proteína ScCBL1.  

A indução das proteínas ScCBL 3 e 6, de aproximadamente 25 kDa cada uma, 

foram monitoradas durante quatro horas a partir da fração total induzida (ver figura 11). 
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Figura 11: Expressão das proteínas ScCBL3 e ScCBL6 em E. coli. Análise de indução da 
expressão das proteínas por IPTG: A) ScCBL3 e B) ScCBL6 em SDS-PAGE a 12%. M: 
Marcador de peso molecular (kDa). Pni: Pellet não-induzido.Setas indicam a posição das 
proteínas ScCBL3 e ScCBL6.  

 

Os ensaios do estado de solubilidade das proteínas ScCBL1, 3 e 6 clonadas em 

pET28a foram feitos com o objetivo de descobrirmos se as proteínas eram expressas no 

extrato solúvel (sobrenadante) ou no extrato insolúvel (pellet). Dentre as três proteínas, 

ScCBL1 é a única expressa na fração solúvel (Figura 12) enquanto as proteínas ScCBL 3 e 

6 (Figura 13) são parcialmente solúveis.  
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Figura 12: Ensaios do estado de solubilidade da proteína ScCBL1 em SDS-PAGE a 12% a 
partir do extrato induzido soluvel (s) e  insoluvel (ns).  M: marcador de peso molecular 
(kDa). Pni: pellet não induzido. Pi: pellet induzido 

 

Figura 13: Ensaios do estado de solubilidade das proteína ScCBL3 e ScCBL6 em SDS-
PAGE a 12% a partir do extrato induzido soluvel (s) e  insoluvel (ns).  M: marcador de 
peso molecular (kDa). Pni: pellet não induzido. Pi: pellet induzido 

 

A detecção da proteína ScCBL1 usando um anticorpo anti-his a partir de extrato 

solúvel foi feita de maneira a confirmarmos a especificidade da proteína expressa nos 

ensaios de indução. Podemos observar na figura 14 a banda da proteína ScCBL1 nas 
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frações induzidas a uma, duas e seis horas. Nenhuma banda foi detectada no pellet não 

induzido, conforme esperado. 

 

Figura 14: Detecção da proteína ScCBL1 por western blot com anticorpo anti-his. Detecção 
do sinal quimioluminescente gerado pela interação do conjugado HRP com anticorpo 
primário ligado a proteína ScCBL1 foi feito por revelação do filme  sobreposto a membrana 
por raios-x . Pni: pellet não induzido; Pi: pellet induzido a 1, 2 e 6 horas. C+: controle 
positivo.  

A detecção por western blot da proteína ScCBL3, tanto do extrato protéico total 

quanto do extrato solúvel, confirmam os testes de solubilidade, indicando que ScCBL3 é 

parcialmente solúvel havendo detecção da banda de ScCBL3 com anticorpo anti-His de 

uma a cinco horas no pellet induzido da fração total. Já a detecção de bandas ScCBL3 da 

fração solúvel ocorreu somente nos pellets induzidos a três e seis horas e com uma 

intensidade bem menor, indicando que a quantidade de proteína solúvel é menor (Figura 

15). Testes para detecção da proteína ScCBL6 com anti-His confirmaram detecção da 

proteína a partir de extratos protéicos totais mas quase não houve detecção da proteína a 

partir do extrato solúvel (dados não mostrados). 
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Figura 15: Detecção por western blot da proteína ScCBL3. a) fração total e b) fração 
solúvel. Detecção de bandas de ScCBL3 com anti-His da fração total ocorre com forte 
intensidade em todas as frações do pellet induzido (pi), já na fração solúvel ocorre em uma 
intensidade bem menor e somente a duas e seis horas do pellet induzido, confirmando que a 
proteína é apenas parcialmente expressa na fração solúvel. 

 

Com o objetivo de obtermos a proteína ScCBL1 para uma caracterização estrutural, 

a fração solúvel de ScCBL1 foi purificada por cromatografia de afinidade usando uma 

resina de níquel Ni-NTA com um gradiente de concentração de 10 a 200 mM de imidazol 

(Figura 16). A proteína foi eluída da coluna de níquel a 200 mM de imidazol em um alto 

grau de pureza.  
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Figura 16: Purificação da proteína ScCBL1. A análise da purificação da proteína ScCBL1 
foi feita em SDS-PAGE a 12%. Indução de 500 mL de cultura da cepa BL21 (DE3). 
Purificação foi feita por  cromatografia de afinidade  com resina Ni-NTA. M :marcador de 
peso molecular (kDa), FT: Flow-through, WT: Wash-through,  Pi-4h: Pellet induzido 4 
horas, 1: 10 mM imidazol, 2: 25 mM imidazol, 3: 50 mM imidazol, 4: 100 mM imidazol e 
5: 200 mM imidazol. 

 

As proteínas ScCBL3 e ScCBL6 também foram purificadas em uma resina Ni-NTA 

e eluídas da coluna a 200 mM de imidazol (Figuras 17 e 18, respectivamente). Essas 

proteínas não apresentaram um grau de pureza tão elevado quanto ScCBL1 sendo 

necessárias novas etapas de purificação por cromatografia de troca iônica ou gel filtração 

para obtenção de uma proteína mais pura. Como a proteína escolhida para uma 

caracterização estrutural mais detalhada neste trabalho foi a ScCBL1 estas etapas poderão 

ser realizadas futuramente de maneira mais detalhada. 
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Figura 17: Purificação da proteína ScCBL3. A análise da purificação da proteína ScCBL3 
foi realizada em SDS-PAGE a 12%. Indução de 500 mL de cultura da cepa BL21 (DE3). 
Purificação foi feita por  cromatografia de afinidade  com resina Ni-NTA. M :marcador de 
peso molecular (kDa), FT: Flow-through, WT: Wash-through,  Pi-4h: Pellet induzido 4 
horas, 1: 10 mM imidazol, 2: 25 mM imidazol, 3: 50 mM imidazol, 4: 100 mM imidazol e 
5: 200 mM imidazol. 

 

 

Figura 18: Purificação da proteína ScCBL6. A análise da purificação da proteína ScCBL6 
foi realizada em SDS-PAGE a 12%. Indução de 500 mL de cultura da cepa BL21 (DE3). 
Purificação foi feita por  cromatografia de afinidade  com resina Ni-NTA. M :marcador de 
peso molecular (kDa), FT: Flow-through, WT: Wash-through,  Pi-4h: Pellet induzido 4 
horas, 1: 10 mM imidazol, 2: 25 mM imidazol, 3: 50 mM imidazol, 4: 100 mM imidazol e 
5: 200 mM imidazol. 
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4.2. Caracterização da estrutura secundária de ScCBL1 por dicroísmo circular (CD) 

O espectro gerado por CD da proteína ScCBL1 demonstrou que sua estrutura 

secundária é formada predominantemente por α-hélices. As medidas de CD para ScCBL1 

foram feitas no UV-distante em comprimento de onda de 190 a 260 nm. O espectro de 

ScCBL1 observado na figura 19 apresenta picos negativos a 208 e 220 nm e um pico 

positivo entre 190 e 195 nm, típicos de proteínas formadas predominantemente por α-

hélices. O valor da voltagem máxima medida para a amostra utilizada nos experimentos de 

CD da proteína ScCBL1 em HT [V] (high tension voltage) foi de 542,96 volts para o 

comprimento de onda de 190 nm, ficando portanto abaixo de 600 volts, a partir do qual o 

detector ficaria saturado.  

 

Figura 19: Análise da proteína ScCBL1 por dicroísmo circular. Espectro de CD da proteína 
ScCBL1 a 0.35 mg/mL (~14 µmol/L) em 20 mM tampão fosfato de sódio pH 7.4 a 4°C 
obtido com o programa Dychroweb, usando o algoritmo CDSSTR. 
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A deconvolução do espectro de CD de ScCBL1 usando o algoritmo CDSSTR do 

programa DychroWeb indicou uma proteína composta por 70% de α-hélices, 13% de folhas 

β, 5% de dobras β e 12% de estrutura randômica.  

Estes dados estão próximos a predição da estrutura secundária a partir da sequência 

de aminoácidos de ScCBL1 feita com o programa PredictProtein Este programa estimou 

um conteúdo de 52% de α-hélices, 2.3% de folhas β e 45.5% de estrutura randômica, 

caracterizando assim uma proteína formada predominantemente por α-hélices.  

4.3. Caracterização por espalhamento dinâmico de luz (DLS) 

Ensaios de DLS de amostras da proteína ScCBL1 em solução foram feitos com o 

propósito de identificarmos amostras monodispersas para os experimentos de SAXS e 

ensaios de cristalização. A proteína ScCBL1 concentrada a 11 mg/ml com 3 mM do agente 

redutor DTT apresentou um pico predominante de espalhamento com uma intensidade de 

88,8 %, representando 99,9 % da massa total em solução e um índice de polidispersão de 

13%, caracterizando uma amostra monodispersa (Figura 20). 







84 

 

monodispersas (3, 11 e 15 mg/ml), seis kits e aproximadamente mil e seiscentas condições 

de cristalização da proteína ScCBL1 pela técnica de difusão de vapor através de gota 

sentada (“sitting drop”).  

Houve formação de um monocristal simétrico da proteína ScCBL1 (Figura 22) a 

uma concentração de 15 mg/ml, de aproximadamente 0,05 mm (50 micrômetros) obtido 

com o kit Crystal Screen I e II (Hampton Research) na seguinte condição: 100 mM de 

tampão HEPES pH 7,5, 5% p/v MPD e 10% v/v PEG 6000. 

 

Figura 22: Cristalização da proteína ScCBL1. Monocristal de aproximadamente 0,05 mm 
da proteína ScCBL1 a 15 mg/ml obtido com o kit Crystal screen I e II (Hampton Research) 
na seguinte condição: 100 mM de tampão HEPES pH 7.5, 5% p/v MPD e 10% v/v PEG 
6000.  

Foram observados também diversos sinais de cristalização promissores que serão 

refinados com a formação de micro-cristais e quasi-cristais (Figura 23). Algumas destas 

condições são promissoras para um refinamento via alteração de pH e concentração do 

precipitante. Outras amostras foram falso-positivos, como a presença de alguns cristais de 

sal que foram identificados pela adição do corante de proteínas Izit.  
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Figura 23: Sinais cristalográficos obtidos em um screening da proteína ScCBL1. A) e C) 
Microcristais; B) Quasi-cristal; D) Cristal amorfo; E) Microcristais / “Needle-cluster” F) 
Esferolitos (quasi-cristal). 

 

4.5. Caracterização estrutural por espalhamento de raios x a baixos ângulos (SAXS) 

Análises iniciais de SAXS tiveram como objetivo a obtenção de informações 

estruturais da proteína ScCBL1 tais como: caracterização do envelope protéico de ScCBL1 

(superfície 3-D que define o formato da proteína), o estado oligomérico das amostras 

tratadas com 3 mM de DTT e sem o agente redutor, estado de enovelamento e peso 

molecular das amostras em solução. As amostras de ScCBL1 utilizadas para SAXS foram 
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obtidas a uma alta concentração em uma etapa de purificação por afinidade usando uma 

coluna de níquel sem haver necessidade de concentrá-las (figura 24). As medidas de SAXS 

foram feitas com duas concentrações diferentes de ScCBL1 – 3,5 mg/ml e 11,0 mg /ml, 

com e sem adição de DTT, totalizando quatro amostras.  

 

 

Figura 24: Proteína ScCBL1 usada nos experimentos de SAXS. Gel SDS-PAGE a 12% das 
amostras da proteína ScCBL1 usadas nas medidas de SAXS purificadas por uma rodada de 
afinidade em coluna Ni-NTA. Somente amostras eluídas a 200 mM de imizadol foram 
usadas (poços ímpares). 1, Amostra eluída a 200 mM de imidazol a 11 mg/ml; 2, amostra 
eluída a 300 mM imidazol a 1.2 mg/ml; 3, Eluida a 200 mM a 10.95 mg/ml; 4, 300 mM / 
0.8 mg/ml; 5, 200 mM / 11mg/ml; 6, 300 mM/ 1.6 mg/ml; 7 200  mM/ 15 mg/ml; 8, 300 
mM/ 2.6 mg/ml. M, Marcador de peso molecular (kDa).  

 

Dados estruturais referentes ao estado de agregação da molécula em solução, peso 

molecular (massa) e estado oligomérico podem ser estimados por SAXS a partir de uma 

regressão linear na região de Guinier, bem como a partir da curva de espalhamento 

completa. As curvas de espalhamento geradas a partir de amostras da proteína ScCBL1 a 

diferentes concentrações, com e sem DTT, podem ser visualizadas na figura 25. Como a 
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concentração está relacionada à intensidade de espalhamento, pode-se observar que as 

amostras mais concentradas apresentaram uma intensidade de espalhamento maior do que 

as amostras menos concentradas. É interessante notar que as curvas de espalhamento de 

proteínas com a mesma concentração divergem no início da curva de espalhamento. Essa 

diferença pode ser explicada em termos de uma mudança no estado oligomérico das 

amostras tratadas com DTT. O DTT é um agente redutor de pontes dissulfeto formadas 

entre dois resíduos de cisteína, podendo mudar o estado oligomérico da proteína e portanto, 

a massa detectada. 

 

Figura 25: Curvas de espalhamento de intensidade obtidas por SAXS (I x q) a partir de 
amostras da proteína ScCBL1 medidas a diferentes concentrações (3,5 e 11 mg/mL), 
tratadas com 3 mM DTT e sem DTT (ver legenda). Pode-se notar que a intensidade do 
espalhamento aumenta em amostras mais concentradas. 
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O comportamento linear observado no gráfico de Guinier (Figura 26) indica que 

para todas as amostras, a proteína encontrava-se monodispersa em solução. A regressão 

linear na região de Guinier levou a estimativa de Raio de Giro (RG) e intensidade na origem 

(I(0)) indicadas nas figuras. Podemos observar que houve uma diminuição na intensidade 

de espalhamento I(0) de amostras contendo 3 mM de DTT e amostras sem DTT 

(0,0194/0,0124 para a amostra de 11 mg/mL e 0,0063/0,0039 para a de 3,5 mg/mL), 

juntamente com uma significativa redução no raio de giro, indicando possivelmente uma 

dissociação da proteína e portanto alteração de seu peso molecular. Como o peso molecular 

do monômero de ScCBL1 é de 25 kDa, a partir destas últimas análises de SAXS e da 

avaliação de um padrão de calibração (BSA), foi possível estimar o peso molecular em 

aproximadamente 75 kDa para amostras com DTT (em ambas as concentrações de 

proteína) e aproximadamente 125 kDa para amostras sem DTT (em ambas as 

concentrações). Esses dados indicam uma alteração no estado oligomérico de ScCBL1 na 

presença do agente redutor DTT, independente da concentração da amostra. A partir dos 

valores I(0) obtidos é possível sugerir que um trímero é o maior espalhador em amostras 

com 3mM de DTT e um pentâmero em amostras sem DTT. As estimativas de massa foram 

corroboradas por um método recente (Fisher et al., 2010) usando dados experimentais de 

uma única curva de espalhamento medida por SAXS em uma escala relativa. Estas análises 

da massa molecular da proteína ScCBL1 representam estimativas iniciais coletadas na 

presença de imidazol cujo efeito no comportamento da proteína em solução ainda é 

desconhecido. Entretanto os dados confirmam que há uma mudança de massa da ScCBL1 

em solução que é relacionada a uma alteração do estado oligomérico da proteína mediante a 

presença / ausência de DTT.  
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Figura 26: Gráfico de Guinier (log(I(q)) contra q2) para amostras da proteína ScCBL1 em 
diferentes concentrações, com e sem DTT (ver legenda) apresentaram um padrão linear que 
não indica agregação e é característico de amostras que apresentam comportamento 
monodisperso. As variáveis RG e I(0) foram estimadas pela regressão linear. q: [qmin – 
qmax] região utilizada para fazer a regressão linear (ver linha contínua). qRG: Parâmetro 
que indica se estamos na região de validade na teoria de Guinier, o que foi atendido em 
todos os casos. 

 

O gráfico de Kratky, que pode ser visualizado na figura 27, exibe um máximo e um 

decaimento característico de proteínas compactas, com enovelamento terciário estável em 

solução. 
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Figura 27: Gráfico de Kratky de amostras da proteína ScCBL1 a diferentes concentrações, 
tratadas com e sem DTT (ver legenda), representado neste gráfico como uma função de 
Intensidade (l(q) x q2 (eixo x) contra q (eixo y). Os gráficos obtidos mostram um máximo 
para menores ângulos, característico de proteínas enoveladas. 

 

A função de distribuição de distâncias, P(r), calculada a partir da curva de 

espalhamento, indica que a proteína possui forma alongada (prolata) em solução como pode 

ser visualizado na figura 28. Proteínas prolatas possuem um máximo em distâncias menores 

correspondendo ao raio da seção transversal e, à medida que as distâncias aumentam, a 

função decresce. As estimativas de RG resultantes a partir do cálculo da P(r) concordam 

bem com aquelas obtidas por regressão linear na região de Guinier (Figuras 23 e 24). 
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Figura 28: Gráfico da função de distribuição das distâncias P(r) de amostras da proteína 
ScCBL1 em diferentes concentrações, com e sem DTT (ver legenda), apresentam uma 
função com uma cauda longa a distâncias grandes r, característica de proteínas com um 
formato alongado ou prolato. r (Å): distância em angstroms. RG: Raio de giro. 

 

Os envelopes protéicos construídos a partir das curvas de espalhamento (sem 

imposição de simetria) podem ser visualizados nas figuras 29 a 31. Nestas figuras, para 

comparação de tamanho, foi incluída a estrutura de um monômero da homóloga AtCBL2 

de Arabidopsis thaliana (Código PDB 1UHN; Nagae et al., 2003). Como esperado, os 

modelos obtidos apresentam uma forma prolata com dimensão máxima e seção transversal 

compatíveis com as funções P(r) da figura 24.  

Apesar de SAXS não ser a técnica mais adequada para uma estimativa precisa da 

massa da proteína em solução, novos experimentos de SAXS da ScCBL1, na ausência de 



92 

 

imidazol, que talvez possa interferir na análises de SAXS,  poderão ser realizados 

futuramente de modo a entendermos melhor o comportamente da ScCBL1 em solução.  

 

Figura 29: Envelope de baixa resolução apresentando um formato alongado da proteína 
ScCBL1 na presença de DTT. a) modelo do envelope protéico de ScCBL1 e estrutura 
resolvida do homólogo AtCBL2 para comparação de tamanho na mesma escala. b) rotação 
de 90° do modelo. 

Análise do comportamento da ScCBL1 na presença de diferentes concentrações de 

cálcio por SAXS também seriam interessantes, uma vez que a proteína poussi domínios de 

ligação de moléculas de cálcio em sua sequência de aminoácidos assim como suas 

homólogas em Arabidopsis (Nagae et al., 2003). Cálcio é um mensageiro secundário 

importante em diversas vias de sinalização em resposta a estresse em plantas, e são 

alterações na concentração de cálcio intracelulares que são detectadas por proteínas 

sensoras de cálcio como a ScCBL1 (Iacovelli et al., 1999; Kim et al., 2000; Mahajan et al., 

2008) . Portanto novas análises por SAXS da ScCBL1 serão importantes para indicar se a 
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presença de cálcio poderia causar alguma alteração conformacional na estrutura da ScCBL1 

e como esta possível alteração estaria relacionada a uma regulação funcional da ScCBL1 

relacionada a alguma via de sinalização abiótica. 

 

 

Figura 30: Envelope de baixa resolução apresentando um formato alongado da proteína 
ScCBL1 na ausência de DTT. a) modelo do envelope protéico de ScCBL1 e estrutura 
resolvida do homólogo AtCBL2 para comparação de tamanho na mesma escala. b) rotação 
de 90° do modelo.  
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ancestrais podem ter sido homo-oligoméricas ou hetero-oligoméricas para melhor 

desempenhar suas diversas funções, com o qual o estudo da natureza de oligomerização de 

proteínas poderia contribuir também para estudos da evolução das proteínas (Mayssam e 

Imperiali., 2005). Neste sentido, o estudo do estado oligomérico de ScCBL1 em cana de 

açúcar contribui para o entendimento da evolução de proteínas em plantas, adicionando 

informações interessantes do ponto de vista evolutivo e estrutural sobre a família de 

proteínas CBL de plantas.  

Neste trabalho nós reportamos a clonagem, expressão, purificação, assim como uma 

análise estrutural inicial da proteína ScCBL1 de cana-de-açúcar por dicroísmo circular, 

SAXS, DLS e ensaios cristalográficos. A proteína ScCBL1 possui uma identidade de 

sequência de aminoácidos de 78% a AtCBL9, que está relacionada à regulação negativa em 

resposta a ABA, 77% de identidade a AtCBL1 que está envolvido em resposta a seca, frio e 

sal e 66% identidade a AtCBL2, cuja estrutura foi resolvida por cristalografia de raios-x. 

Em um alinhamento múltiplo da proteína ScCBL1 com proteínas AtCBL de Arabidopsis  

podemos visualizar as regiões ligantes de cálcio ou “EF Hands” e outras regiões 

conservadas entre estas sequências (Figura 32). Interessantemente, ScCBL1, assim como 

AtCBL1, AtCBL9 e AtCBL4 (SOS3), possui os motivos conservados de 

miristoilação/palmitolação em sua região N-terminal (ver anexo III), aumentando 

consideravelmente a probabilidade desta proteína estar associada a membrana plasmática 

(Mahajan et al., 2008; Bijlmakers e Marsh., 2003). ScCBL1 é a única das proteínas 

ScCBLs analisadas neste trabalho que possui um hit positivo para um sítio de miristoilação. 

Algumas vias de sinalização como tolerância a salinidade requerem esta modificação pós-

traducional (Ishitani et al., 2000).   
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A caracterização estrutural da proteína sensor de cálcio ScCBL1 em cana de açúcar 

é importante para obtermos informação a respeito da função desta proteína na via de 

sinalização ativada pela planta em resposta a estresses abióticos; na qual o cálcio possui um 

papel chave (Iacovelli et al., 1999; Kim et al., 2000; Luan et al., 2002). De fato, sabe-se que 

alterações nas concentrações de cálcio promovem a interação de proteínas AtCBL com 

proteínas quinase (AtCIPKs) (Luan et al., 2002). O complexo CBL-CIPK é então 

direcionado para a membrana permitindo assim a fosforilação através de CIPK, de 

proteínas associadas à membrana (Luan et al., 2002). Este complexo CBL-CIPK foi 

relacionado a diversas vias de sinalização em resposta a estresses abióticos em Arabidopsis 

(Kudla et al., 1999; Pandey., 2008; Batistic e Kudla., 2004; Nagae et al., 2003; Akaboshi et 

al., 2008). A alta similaridade apresentada entre as proteínas AtCBL em Arabidopsis e a 

ScCBL1 em cana-de-açúcar caracterizada aqui sugere que esta proteína pode desempenhar 

um papel similar na resposta a estresses abióticos como seca, salinidade e ABA em cana-

de-açúcar.  
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5. CONCLUSÕES 

 A proteína ScCBL1 é solúvel, podendo ser obtida em um alto grau de pureza por 

uma etapa de cromatografia de afinidade, enquanto as proteínas ScCBL3 e 

ScCBL6 são parcialmente solúveis e necessitam de pelo menos uma segunda 

etapa de purificação. 

 A proteína ScCBL1 possui uma estrutura secundária formada 

predominantemente por α-hélices. 

 Experimentos de SAXS realizados com amostras de ScCBL1 indicam que as 

amostras estavam homogêneas e monodispersas.  

 Experimentos de SAXS da ScCBL1 indicam que em ambas as concentrações 

avaliadas, adição do agente redutor DTT causa uma mudança no estado 

oligomérico da proteína com redução da intensidade de espalhamento 

acompanhado de uma redução de seu raio de giro. 

 Análises iniciais por SAXS do estado oligomérico e peso molecular de ScCBL1 

indicam que a proteína em estado nativo é um pentâmero de aproximadamente 

125 kDa, que pode ser convertido em um trímero de 75 kDa quando tratada com 

DTT. 

 Análise do envelope protéico da proteína ScCBL1 por SAXS indicam que a 

proteína possui um formato prolato (alongado) e que ScCBL1 mantém sua 

estrutura em solução. 
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 A detecção de dois estados oligoméricos da proteína ScCBL1 abre a perspectiva 

de que este é ponto de regulação da sua atividade. 

 Houve formação de um monocristal de aproximadamente 50 micrometros de 

diâmetro, demonstrando que a proteína forma cristais, abrindo perspectivas para 

estudos de cristalografia. 

 

II. Conclusão Geral e Perspectivas 

Neste trabalho foi feita uma caracterização funcional do sitio de ligação do fator de 

transcrição TGA2 na região promotora do gene NIMIN-1 bem como a caracterização da 

proteína ScCBL1. Tanto o gene NIMIN-1 como a proteína ScCBL1 estão relacionadas a 

vias de sinalização em resposta a estresse biótico e abiótico, respectivamente. A 

caracterização destes componentes é um passo importante no estabelecimento de como 

estas redes de transcrição operam tanto na defesa de plantas como na resposta a estresses 

abióticos, como seca e salinidade por exemplo.  

Foi demonstrado aqui que a mutação no motivo de ligação do fator TGA2 reduziu 

para apenas um terço a expressão de GUS induzida por SA. Este resultado é um importante 

passo na caracterização funcional da região promotora que regula a expressão de um gene 

relacionado a defesa em plantas. Experimentos adicionais através de gel shift e também 

usando mutante background triplo TGA2,5,6 seriam interessantes para aprofundar estas 

análises do impacto da mutação no motivo mutagenizado na ligação do fator TGA2. Os 

dados apresentados aqui relacionados à análise funcional das regiões promotoras 

mutagenizada e selvagem de NIMIN-1 comprovaram que o motivo TGACG está 
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diretamente envolvido na regulação da expressão gênica induzida por SA do gene NIMIN-

1, contribuindo assim para uma análise de seu significado biológico em SAR. 

Neste trabalho foi feito também a caracterização de uma proteína de cana de açúcar 

que apresenta uma alta similaridade (>70%) com membros da família de proteínas sensores 

de cálcio em Arabidopsis, relacionadas a vias de sinalização em resposta a diversos 

estresses abióticos como seca (AtCBL1) e ABA (AtCBL9). A proteína ScCBL1 apresenta 

regiões conservadas (EF-hands) em sua sequência, em comum com as AtCBLs que se 

ligam a moléculas de cálcio, um mensageiro secundário da via de sinalização de estresses 

abióticos em plantas. O gene ScCBL1 foi clonado em um vetor de expressão e a proteína foi 

expressa e purificada a um alto teor de pureza por cromatografia de afinidade usando 

coluna de níquel para estudos estruturais. A estrutura secundária da ScCBL1 foi 

determinada através de dicroísmo circular, sendo formada predominantemente por α-

hélices (all alpha) de maneira similar a uma homólogo em Arabidopsis (AtCBL2) cuja 

estrutura foi resolvida por cristalografia. Experimentos de SAXS realizados com amostras 

da ScCBL1 indicam que as amostras estavam homogêneas e monodispersas. Nas duas 

concentrações avaliadas, adição do agente redutor DTT causa uma mudança no estado 

oligomérico da proteína com redução da intensidade de espalhamento, acompanhado de 

uma redução de seu raio de giro, indicando uma possível dissociação do complexo protéico 

através da quebra das pontes dissulfeto. A detecção de dois estados oligoméricos da 

proteína ScCBL1 abre a perspectiva de que este é ponto de regulação da sua atividade. 

Experimentos adicionais poderão ser realizados com amostras da ScCBL1 na presença de 

cálcio para se observar uma possível alteração conformacional do envelope mediante 

presença de moléculas de cálcio ligas a EF-hands. Outras análises por SAXS indicaram que 
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a proteína ScCBL1 possui um formato alongado (prolato) e que a proteína mantém sua 

estrutura em solução. Análises cristalográficas da proteína ScCBL1 mostraram que esta 

forma cristais, abrindo perspectivas para estudos de cristalografia. Estas análises 

cristalográficas poderão ser utilizadas futuramente em conjunto com os resultados de SAXS 

para uma caracterização estrutural completa da proteína ScCBL1, permitindo assim um 

melhor entendimento de como sua estrutura esta relacionada a sua função na via de 

sinalização em resposta a estresses abióticos. 
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Anexo III: Sequências dos genes ScCBL1, ScCBL3 e ScCBL6 e das proteínas deduzidas 

A predição das CDS das proteínas ScCBL1, ScCBL3 e ScCBL6 foi feita com o 

programa ORF Finder (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/gorf/):  

>ScCBL1 

 

 

      1 atggggtgcttccattccacggcgaagcggcagcaccctggctac 

        M  G  C  F  H  S  T  A  K  R  Q  H  P  G  Y  

     46 gaggaccccgtgcacctcgcctcccagaccgccttcagcgttagc 

        E  D  P  V  H  L  A  S  Q  T  A  F  S  V  S  

     91 gaggttgaggctctattcgagctgttcaagagcataagtggttcg 

        E  V  E  A  L  F  E  L  F  K  S  I  S  G  S  

    136 gtgattgatgatggcctgatcaacaaggaagaattccagctagca 

        V  I  D  D  G  L  I  N  K  E  E  F  Q  L  A  

    181 ttatttaagaatcagaggaaagaaaatcttttcgctaatcggata 

        L  F  K  N  Q  R  K  E  N  L  F  A  N  R  I  

    226 tttgacctttttgatgtcaagaaagggggtgtcattgattttggt 

        F  D  L  F  D  V  K  K  G  G  V  I  D  F  G  

    271 gactttgtccgagctctaaatgtgtttcatccaaatatcccaatg 

        D  F  V  R  A  L  N  V  F  H  P  N  I  P  M  

    316 gaagaaaaaattgatttctcattcaagctatacgatatggatggc 

        E  E  K  I  D  F  S  F  K  L  Y  D  M  D  G  

    361 acagggtttattgaacggaaggaggttaagcagatgttaattgct 

        T  G  F  I  E  R  K  E  V  K  Q  M  L  I  A  

    406 ctcctaggagaatcagaaatgaggctatctgatgagatcattgag 

        L  L  G  E  S  E  M  R  L  S  D  E  I  I  E  

    451 acaatcctggataagacattttcggacgctgatgcaaatcaggat 

        T  I  L  D  K  T  F  S  D  A  D  A  N  Q  D  

    496 gggaaaatagatagaacggagtgggagaattttgttacaagaaat 

        G  K  I  D  R  T  E  W  E  N  F  V  T  R  N  

    541 ccttccttgatgaagataatgactctgccatacctcaaggacata 

        P  S  L  M  K  I  M  T  L  P  Y  L  K  D  I  

    586 acaacaacattccccagctttgtgtttaactccgaagtcgatgat 

        T  T  T  F  P  S  F  V  F  N  S  E  V  D  D  

    631 ctcgtcacgtga 642     

        L  V  T  *  
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>ScCBL3 

       

      1 atgttgcagtgcctggatggagtgaagcacctacttggcgtgctc 

        M  L  Q  C  L  D  G  V  K  H  L  L  G  V  L  

     46 ctcaagtgctgcgacatcgacctcaagcagcccaaggggctagag 

        L  K  C  C  D  I  D  L  K  Q  P  K  G  L  E  

     91 gatccggaggtgctcgctagggagaccgtgtttagcgtgagcgag 

        D  P  E  V  L  A  R  E  T  V  F  S  V  S  E  

    136 gttgaggcattgtatgagctgttcaagaagatcagcagtgccgtt 

        V  E  A  L  Y  E  L  F  K  K  I  S  S  A  V  

    181 attgatgatggactgatcaacaaggaggagtttcagttggcgttg 

        I  D  D  G  L  I  N  K  E  E  F  Q  L  A  L  

    226 ttcaagactagtaagaaggagagtttgtttgctgatcgtgtattt 

        F  K  T  S  K  K  E  S  L  F  A  D  R  V  F  

    271 gacttgtttgatacaaaacacaatggaattcttggatttgaagaa 

        D  L  F  D  T  K  H  N  G  I  L  G  F  E  E  

    316 tttgcccgggcactctcagtatttcatcccaatgctcccctagat 

        F  A  R  A  L  S  V  F  H  P  N  A  P  L  D  

    361 gagaagattgagttttcattccaactatatgacctcaagcaacaa 

        E  K  I  E  F  S  F  Q  L  Y  D  L  K  Q  Q  

    406 ggcttcattgaaagacaggaggtaaagcaaatggttgttgctaca 

        G  F  I  E  R  Q  E  V  K  Q  M  V  V  A  T  

    451 cttgcagagtcaggaatgaatctttcagatgaggtcatagagagc 

        L  A  E  S  G  M  N  L  S  D  E  V  I  E  S  

    496 atcattgataagacttttgaggaggcagacacaaagcatgatggg 

        I  I  D  K  T  F  E  E  A  D  T  K  H  D  G  

    541 aaaattgacaaagaagaatggcgcaatttagtagtgaggcatccc 

        K  I  D  K  E  E  W  R  N  L  V  V  R  H  P  

    586 tctttattgaagaacatgacactacaatatctcaaggacatcacc 

        S  L  L  K  N  M  T  L  Q  Y  L  K  D  I  T  

    631 acaacatttccgagctttgtcttccattctcaggtcgatgatacc 

        T  T  F  P  S  F  V  F  H  S  Q  V  D  D  T  

    676 tga 678     

        *  
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>ScCBL6 

 

      1 atggtggactttgttcgacggctcgcctctgccctgctcaagtgc 

        M  V  D  F  V  R  R  L  A  S  A  L  L  K  C  

     46 tgcgaccttgacatacccaatcggccaaagggccttgaggacccc 

        C  D  L  D  I  P  N  R  P  K  G  L  E  D  P  

     91 gaacgcctggctagagagactgtttttaatgtgaatgaaatcgag 

        E  R  L  A  R  E  T  V  F  N  V  N  E  I  E  

    136 gctctgtatgagctgttcaagaagattagcagcgctgtggttgat 

        A  L  Y  E  L  F  K  K  I  S  S  A  V  V  D  

    181 gatggcttgattaacaaggaagaattccaattagccctgtttaag 

        D  G  L  I  N  K  E  E  F  Q  L  A  L  F  K  

    226 accaacagaaaggatagcatgtttgctgatcgggtatttgacttg 

        T  N  R  K  D  S  M  F  A  D  R  V  F  D  L  

    271 tttgacacgaagcacaatggaattcttgaatttgaggagtttgct 

        F  D  T  K  H  N  G  I  L  E  F  E  E  F  A  

    316 cgagccctttctgtgttccatccaagtgcaccaattgatgacaaa 

        R  A  L  S  V  F  H  P  S  A  P  I  D  D  K  

    361 attgattttgctttcaaattgtatgatctcaaacaacaaggtttc 

        I  D  F  A  F  K  L  Y  D  L  K  Q  Q  G  F  

    406 attgaaaagcaggaggtcaagcaaatggtggtcgcaacacttgct 

        I  E  K  Q  E  V  K  Q  M  V  V  A  T  L  A  

    451 gaatcaggaatgaatctttcagatgatattattgaaggcattatt 

        E  S  G  M  N  L  S  D  D  I  I  E  G  I  I  

    496 gataagacatttgaggaagcagatacaaagcacgatgggaaaatt 

        D  K  T  F  E  E  A  D  T  K  H  D  G  K  I  

    541 gacaaggaggaatggcgtagccttgtcttgaggcatccatctttg 

        D  K  E  E  W  R  S  L  V  L  R  H  P  S  L  

    586 ttaaaaaatatgaccctcccatatctccgggatatcaccacaaca 

        L  K  N  M  T  L  P  Y  L  R  D  I  T  T  T  

    631 tttccaagctttgtgttcaactctcaagtagaggatgcgtga 672     

        F  P  S  F  V  F  N  S  Q  V  E  D  A  *  
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Anexo V. Artigo publicado: “Functional analysis of a TGA factor-binding site 

located in the promoter region controlling salicylic acid-induced NIMIN-1 

expression in Arabidopsis .” 
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ABSTRACT.  TGA factors play a key role in plant defense by binding 
to the promoter region of defense genes, inducing expression. Salicylic 
acid  (SA)  induces  the  expression  of  the  gene  encoding  NIMIN-1, 
which interacts with NPR1/NIM1, a key regulator of systemic acquired 
resistance. We investigated whether the TGA2-binding  motif TGACG 
located upstream of the NIMIN-1 gene is necessary for SA induction of 
NIMIN-1 expression. A mutated version of the NIMIN-1 promoter was 
created by site-directed mutagenesis. We generated T-DNA constructs 
in which native NIMIN-1 and mutated promoters were fused to green 
fluorescent protein and β-glucuronidase reporters. We produced 
transgenic Arabidopsis plants and observed NIMIN-1 promoter-driven 
green fluorescent protein expression in the roots, petiole and leaves. 

Constructs were agroinfiltrated into the leaves for transient quantitative 
assays of gene expression. Using quantitative real-time RT-PCR, we 
characterized the normal gene response to SA and compared it to the 
response of the mutant version of the NIMIN-1 promoter. Both the 
native NIMIN-1 construct and an endogenous copy of NIMIN-1 were 
induced by SA. However, the mutated promoter construct was much 
less sensitive to SA than the native NIMIN-1 promoter, indicating that 
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this TGA2-binding  motif is directly involved in the modulation of SA- 
induced NIMIN-1 expression in Arabidopsis. 

 
Key words: NIMIN-1; TGA; Defense; Salicylic acid; Arabidopsis; 
Transient assays 

 
INTRODUCTION 

 
Systemic acquired resistance (SAR) has been defined as a general plant defense re- 

sponse triggered by pathogen attack, which occurs in distal, non-infected  parts of the plant 
(Glazebrook et al., 1996; Durrant and Dong, 2004). The signaling pathway involved in SAR 
begins with the synthesis and accumulation of the signal molecule salicylic acid (SA) in both 
infected and non-infected tissues of the plant in response to the pathogen. SA is required for 
the induction of pathogenesis-related (PR) genes and pathogen resistance during SAR (Zhang 
et al., 2003).  SA accumulation  activates  an intermediate  cytosolic  protein  NPR1  (NIM1), 
which in its monomeric form migrates to the nucleus (Mou et al., 2003), where it binds and 
activates TGA transcription factors. In turn, these factors bind to and regulate the expression 
of target PR genes (Johnson et al., 2003). Indeed, it has been shown that the treatment of plants 
with SA leads to induction of PR genes and establishment of SAR (Ward et al., 1991). 

TGA factors are a conserved  plant subfamily  of bZIPs and were first described  in 
tobacco by their ability to selectively bind to the as-1 element of the CaMV 35S promoter and 
to promote transcription (Lam et al., 1989). The involvement of TGA factors in SA response 
is supported by the presence of the TGA-binding site in the PR-1 promoter (Lebel et al., 1998; 
Despres et al., 2000). In vitro experiments have shown that the motif TGACG is sufficient for 
TGA factor binding (Lam et al., 1989). In Arabidopsis,  the TGA family comprises 10 mem- 
bers, and so far, 2 members (TGA2 and TGA3) were shown by chromatin immunoprecipita- 
tion (ChIP) to bind to the PR-1 gene promoter in vivo (Johnson et al., 2003). 

In Arabidopsis,  51 putative binding sites for TGA2 were identified by hybridization 
of immunoprecipitated chromatin to ChIP-chip whole-genome  arrays (Thibaud-Nissen  et al., 
2006). One of these sites lies upstream of NIMIN-1, an SA-induced  gene from Arabidopsis 
(Weigel et al., 2001; Glocova et al., 2005; Thibaud-Nissen  et al., 2006). 

The NIMIN (NIM1 interacting)  genes were first identified for their interaction  with 
NPR1 (NIM1) in a yeast 2-hybrid screen (Weigel et al., 2001). NIMIN-1 was shown to inter- 
act with NPR1 in planta, and transgenic plants overexpressing NIMIN-1 show reduced SA- 
mediated PR gene induction and reduced amounts of NPR1, demonstrating that NIMIN-1 acts 
like a negative regulator of NPR1 (Cao et al., 1998; Weigel et al., 2005). 

Although NIMIN-1 response to SA had been previously described (Weigel et al., 2001; 
Glocova et al., 2005), the element(s) regulating transcriptional activation of SA induced NIMIN-1 

expression at its promoter region remains unknown. NIMIN-1 promoter contains two cis-acting 
TGACG motifs 70 bp apart. Here, we evaluated the role of mutation in one of them, located in 
the -360-bp region upstream of the NIMIN-1 gene, in the regulation of SA-induced expression of 
NIMIN-1. In contrast with the high induction in response to SA observed for the native NIMIN-1 

promoter, SA-mediated induction of gene expression was much lower when 2 bp in the TGA bind- 
ing site in the NIMIN-1 promoter were altered by site-directed mutagenesis. These data indicate 
that this promoter element is involved in the regulation of SA-induced NIMIN-1 expression. 
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MATERIAL AND METHODS 
 

Plant material 

169 

 
Arabidopsis  wild-type  plants  (Columbia-0)  were  grown  on Murashige  and Skoog 

medium and agar (0.8%), at 22°C under a 16-h daytime period for long-day growth and 8-h 
daytime for short-day growth. Plants used for transient assays were raised directly on soil in 
a growth chamber under short-day  conditions  for a period of 4 to 6 weeks. Plants used for 
transient assays were sprayed with 1 mM salicylic acid (Sigma), harvested after 2 h and stored 
at -80°C for RNA extraction. 

 
Gateway cloning of NIMIN-1 promoter region 

 
Primers  used to polymerase  chain reaction  (PCR)  amplify  and Gateway  clone the 

NIMIN-1 (-804 to +7) promoter region into pDONR207  were as follows: NIMIN-1 forward 
(attB1) 5‟-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTGGAATCCAATTGTTCCA 
CAC-3‟; NIMIN-1 reverse (attB2) 5‟-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTAG 
GATACATTTAGAGAAAGTGATTGAT-3‟. 

Amplification was done using Hot Start Phusion DNA polymerase (New England Bio- 
labs). The PCR product obtained (812 bp) was cloned into pDONR207 by the BP reaction (re- 
combination  and insertion of a PCR product flanked by attB sites into a Gateway entry clone 
catalyzed by the enzyme BP clonase). The product of the BP reaction was transformed into Esche- 

richia coli TOP10 cells (Invitrogen).  Inserts were validated  by sequencing  with pDONR207 
forward  5‟-TCGCGTTAACGCTAGCATGGATCTC-3‟ and reverse  5‟- GTAACATCAGAGA 
TTTTGAGACAC-3‟  primers. The mutagenized promoter was obtained from the cloned native 
promoter by site-directed mutagenesis using the Stratagene QuickChange Site Directed Mutagen- 
esis kit. pDONR207 containing NIMIN-1 promoter was then transferred by the LR reaction (re- 
combination and insertion of an entry clone flanked by attL sites into a Gateway destination vector 
catalyzed  by the enzyme LR clonase) to pYXT1 (β-glucuronidase,  GUS) and pYXT2 (green 
fluorescente protein, GFP) binary reporter constructs. Both BP and LR reactions were stopped 
with proteinase K treatment. The resulting constructs contain the NIMIN-1 promoter, 5‟UTR and 
the first two amino acids of the native gene as an in-frame fusion to the each reporter construct 
connected via the Gateway attB-encoded peptide. pWTNIM::GFP and pWTNIM::GUS contain 
the wild-type NIMIN-1 promoter fused to the coding regions from GFP and GUS, respectively, 
while pMUTNIM::GUS contains the mutagenized NIMIN-1 promoter fused to the GUS gene. 

 
Plasmid transfer to Agrobacterium by triparental mating 

 
The recombinant binary plasmids pYXT1 and pYXT2 (Xiao et al., 2005) used in 

this study containing the different promoters were transformed into E. coli TOP10 cells by 
chemical transformation after the Gateway LR reaction. Recombinant plasmids were then 
transferred to Agrobacterium tumefaciens strain GV3101 by triparental mating. Agrobacte- 

rium strain GV3101 was grown overnight in liquid LB medium containing 50 mg/mL rifam- 
picin and 50 mg/mL gentamicin at 28°C on a shaker at 250 rpm. E. coli cultures containing 
the plasmid of interest and E. coli helper strain (pRK 2013) were also grown overnight in 
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separate flasks with LB medium containing 50 mg/mL kanamycin at 37°C at 250 rpm. On the 
next day, 50 µL of each of the three cultures were plated together on an LB agar plate for the 
mating and incubated for 2 days at 28°C to produce colonies. Further confirmation of agro- 
transformations  was done by PCR analysis with gene-specific primers. 

 
Stable transformation of Arabidopsis 

 
Arabidopsis thaliana transformation with the pWTNIM::GFP construct was done ac- 

cording to the floral dip method (Clough and Bent, 1998). A. tumefaciens  carrying the pro- 
moter reporter construct was grown in LB medium containing 50 µg/mL each of rifampicin, 
gentamicin and kanamycin at 28°C for 2 days. The culture was transferred to a 50-mL plastic 
tube and centrifuged at 6000 rpm, 4°C for 5 min. We resuspended the pellet in 50 mL Agrobac- 

terium suspension  (5% sucrose solution with surfactant Silwet L-77 at a final concentration 
of 0.05%). We dipped the inflorescences into Agrobacterium  suspension for 10 s and covered 
the plants with a transparent film. Seeds were harvested and transformants  were screened on 
Murashige and Skoog medium containing 50 mg/mL kanamycin and then transferred to soil. 

 
Transient assay by agroinfiltration 

 
We agroinfiltrated Arabidopsis leaves (SA-treated vs -non-treated) with a needleless sy- 

ringe containing Agrobacterium  suspension carrying constructs pMUTNIM::GUS  (mutagenized 
promoter)  and pWTNIM::GUS  (native promoter)  according  to the method described  by Wro- 
blewski et al. (2005), with modifications. After infiltration with the promoter reporter constructs, 
the plants were placed back in the growth chamber for a minimum of 2 days to allow expression of 
the reporter constructs after which leaves were stained for visual inspection. Cultures of Agrobac- 

terium were grown overnight in YEP liquid medium with antibiotic selection at 29°C on a shaker. 
The culture was adjusted to OD = 0.3-0.6 prior to infiltration. We used only soil-grown Arabidop- 
sis plants in the vegetative stage for agroinfiltration experiment since plants develop larger leaves 
than those from early flowering plants. Leaves were taken on the third day post-infiltration and 
stored at -80°C until gene expression analysis by quantitative real-time RT-PCR (qRT-PCR). 

 
RNA extraction and cDNA synthesis 

 
Total RNA was isolated from 50 mg Arabidopsis leaves using RNeasy Plant Mini Kit 

(Qiagen) with additional RNase-free DNase (Qiagen) treatment of RNA samples for qRT-PCR. 
RNA concentration was measured using a NanoDrop ND-1000 spectrophotometer. The purity 
of RNA (A260/A280) was above 1.9. RNA integrity was checked on a 1% (w/v) agarose gel af- 
ter RNA extractions. Each cDNA sample was synthesized from 2 µg RNA using SuperScript™ 
III First Strand Synthesis for RT-PCR (Invitrogen) according to the manufacturer protocol. 

 
Quantitative real-time RT-PCR 

 
Sequences of specific primers for GUS, NPTII, NIMIN-1, and endogenous gene invariant 

controls (AT4G26410, AT5G15710, AT4G27960, AT5G46630) used for qRT-PCR are listed in Table 
1. All primer sequences used in this study were blasted against TAIR‟s A. thaliana cDNA database to 
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Table 1. Primers used for quantitative real-time RT-PCR. 
 

Gene Forward Reverse 
 

GUS TAATGTTCTGCGACGCTCAC TTCTCTGCCGTTTCCAAAT 
NPTII CGTTGGCTACCCGTGATATT CTCGTCAAGAAGGCGATAGAA 
NIMIN-1 ATCTAACGGCGGAGAAAGGT TGTGATCCGAAACAAACATCA 
AT4G26410 CCTGGAAGGGATGCTATCAA GTCCGACATACCCATGATCC 
AT5G15710 GCACTTCTGAGACTTTCGGC ATGACTGAAGAGCACAACCG 
AT4G27960 TAACCATCCATTTCCCTCCA TGGAAATTGTGAGAGCAGGA 
AT5G46630 GTGCCAATGTTCACAGCATC TGATCTCGTAAGATCCCGCT 
All primers are shown in the 5‟-3‟ direction. 

 

check for amplicon specificity and avoid nonspecific amplification. Short amplicons were used (100- 
150 bp) for increased assay performance (Marino et al., 2003). 

qRT-PCR  were performed  in an ABI PRISM®   7900HT instrument  (Applied Bio- 
systems),  using  SYBR®  Green  to monitor  dsDNA synthesis  according  to the following 
parameters:  2 min at 50°C, 10 min at 95°C, 40 cycles of 15 s at 95°C, and 1 min at 60°C. 
Melting curves were generated  to confirm the presence of a single PCR product specific 
peak and for detection of primer-dimer formation using incremental temperatures 95°C for 
15 s plus 60°C for 30 s. No template control samples were included in each run as a control 
for possible contaminations.  Final reaction volume was 10 µL. A master mix containing 
85 µL 2X SYBR® Green (Applied Biosystems) and 45 µL of previously diluted cDNA was 
prepared prior to dispensing  in individual  wells to reduce pipetting errors. An electronic 
adjustable automatic multipipette was used to pipette the master mix (7.5 µL per well) and 
2.4 µL of primer mix was dispensed per well with an Eppendorf 12-channel pipette. Data 
were analyzed  using the SDS 2.0 software  (Applied  Biosystems).  Relative  quantitation 
values were calculated using the ∆∆C method (Livak and Schmittgen, 2001; Czechowski 
et al., 2004) by measuring the difference in C values of target genes treated with SA (T ) 
and non-treated  (T ), normalized  to C values of housekeeping  genes (internal  control), 
also treated with SA (C ) and non-treated (C ): ∆∆C = (T - T  ) - (C - C  ). This 

2 1 T 1(sa-) 2(sa+) 1(sa-) 2(sa+) 

reports the logarithm to base 2 of the relative expression values. 
 

RESULTS AND DISCUSSION 
 

In order to functionally validate the TGA2-binding site TGACG located 360 bp up- 
stream of the start site of the NIMIN-1 coding region, 2 bp in the motif were altered by site- 
directed mutagenesis resulting in a “mutagenized” version of the NIMIN-1 promoter. This 
mutagenized promoter version was sequenced and aligned to native promoter region using 
ClustalW (Figure 1). 

 

 
 

Figure 1. The wild-type NIMIN-1 promoter region with the TGA2-binding motif (top, pWTNIM) and mutagenized 
motif (bottom, pMUTNIM). A 2-bp alteration (in red) generated by site-directed mutagenesis of TGA2-binding 
motif (underlined) located -360 bp upstream of the translational start site of the NIMIN-1 gene. 
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Native and mutagenized NIMIN-1 promoter regions encompassing position +7 in the 
CDS until -805 bp upstream  of the NIMIN-1  start site were isolated  using PCR from pre- 
existing Gateway entry clones containing native and mutagenized promoters. Using the Gate- 
way system, the amplified promoter regions for NIMIN-1 were cloned into the entry vector 
pDONR207 (BP reaction) and then into the reporter binary vectors pYXT1 (GUS) and pYXT2 
(GFP) by the Gateway LR reaction. We transformed all BP and LR reactions into E. coli and 
validated cloning after BP reactions by sequencing the insert with pDONR207 flanking prim- 
ers before proceeding to LR reaction. LR reactions were checked by colony PCR screening of 
transformed  E. coli colonies using promoter-specific  primers. In total, three constructs were 
generated for analysis of the NIMIN-1 promoter: the two native versions of the promoter re- 
gion being pWTNIM::GFP and pWTNIM::GUS,  and one mutagenized: pMUTNIM::GUS. 

We   generated   more   than   50   transgenic   Arabidopsis  plants   expressing   the 
pWTNIM::GFP  promoter reporter construct, and T1 plants were observed under the micro- 
scope for the pattern of reporter gene expression (Figure 2). The independent segregating lines 
expressing pWTNIM::GFP showed GFP expression in the shoot apex, roots, midvein, second- 
ary veins, hydathodes, and at the petiole. This expression pattern (e.g., GFP expression in roots 
and leaves of young Arabidopsis rosette) is in agreement with the data from the Arabidopsis 

eFP Browser tool (Winter et al., 2007), which depicts the endogenous  NIMIN-1 expression 
data from Affymetrix ATH1 GeneChip (data not shown). 

 

 
 

Figure 2. Green fluorescent protein (GFP) expression patterns in T1 transgenic Arabidopsis lines containing the 
pWTNIM::GFP construct. I) GFP expression in roots (a) from a 3-week-old rosette; II) GFP expression at petiole (b) 
and shoot apex (c); III) GFP expression at primary and secondary veins and hydathodes (d) from a 3-week-old rosette 
leaf; IV) GFP expression in midvein (e), secondary vein (f), hydathodes (g), and trichomes (h) of a 6-week-old plant. 

 
 

To determine if the TGA2-binding motif located in the promoter region of NIMIN-1 is 
involved in the transcriptional regulation in response to SA of NIMIN-1 expression, we performed 
comparative functional analysis of the native and mutagenized version of NIMIN-1 promoter re- 
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gions. We compared levels of gene expression by qRT-PCR from native and mutant NIMIN-1 

promoters in relation to endogenous copy of NIMIN-1 using promoter regions fused to the GUS 
reporter gene. qRT-PCR was the method of choice for measuring SA-induced NIMIN-1 expression 
because we aimed to better estimate the response at the transcriptional level in a short period of 
time after SA exposure (2 h). Reporter gene expression was measured by qRT-PCR from agroinfil- 
trated leaves on the third day post-infiltration, to allow expression of the reporter gene (Figure 3). 

 
 

 
 
 

Figure 3. Effect of mutation in the TGA2-binding site in the NIMIN-1 promoter. Bars represent the change in 
expression of the wild-type (pWTNIM::GUS) and mutated (pMUTNIM::GUS) promoters and in the endogenous 
NIMIN-1 gene (endNIMIN-1) relative to the internal controls NPTII (for promoter reporter constructs) and 
At5g15710 (endogenous NIMIN-1) in SA-treated vs -untreated samples. Data are reported as means ± SD of three 
independent biological replicates.  GUS = β-glucuronidase. 

 
 

We measured transcript levels from leaves sprayed with 1 mM SA at 2 h (SA+) and 
non-treated leaves at 0 h (SA-). C values for endogenous NIMIN-1 were normalized to the C 
values of the internal control gene At4g26410, which was one of the most constant of the four 
housekeeping genes included in each qRT-PCR run. The average C 
20.44 ± 0.32 at a threshold of 0.1 for all three biological replicates. C 

value for At4g26410 was 
values for agroinfiltrated T 

promoter reporter constructs pWTNIM::GUS and pMUTNIM::GUS were normalized to the 
internal control NPTII. The average C value for NPTII was 26.46 ± 0.34 for all three biologi- 
cal replicas. The changes in expression levels in response do SA was calculated using the the 
∆∆C method (Livak and Schmittgen, 2001; Czechowski et al., 2004), as described in Methods. 

We found that the pWTNIM::GUS construct containing the native promoter and the 
endogenous  copy of NIMIN-1  were highly responsive  to SA (Figure 3), in agreement  with 
previous study (Weigel et al., 2001; Glocova et al., 2005). qRT-PCR analysis also showed that 
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the SA-mediated  induction of the native promoter was more than 3-fold higher compared to 
that observed in the mutagenized promoter. 

This difference in reporter gene expression between mutant and native promoters indi- 
cates that TGA2 binding to the TGACG cis-element is relevant to the NIMIN-1 response to SA. It 
is worth noting that the weak induction of the mutant promoter could suggest that the mutation in 
the 2 bp does not completely abolish the binding of the TGA2 factor or that the other TGACG mo- 
tif present in the promoter region also plays a minor role in mediating SA induction of NIMIN-1. 

In summary, our data on the mutagenized  and wild-type NIMIN-1 promoter indicate 
that the TGACG cis-element is involved in regulation of SA-induced expression. 
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