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RESUMO

A transcricdo € um evento crucial para a expressdo génica, sendo que a RNA
polimerase II tem um papel destacado: sdo suas subunidades que interagem entre si € com
os fatores de transcri¢do (TFs), formando um complexo que sintetiza o transcrito primdrio a
partir da molécula de DNA. Entender como as subunidades funcionam e interagem entre si
e com os TFs é um ponto fundamental para entender as bases da expressdo génica. Uma
subunidade intrigante € a quarta maior subunidade, Rpb4, que juntamente com a Rpb7, a
sétima maior subunidade, forma um heterodimero localizado em uma regido a parte do
core enzimdtico. Em situacdes de crescimento 6timo, Rpb4 encontra-se pouco associada
com Rpb7. Porém, em situacOes de estresse a ligacdo das subunidades é de suma
importancia para a viabilidade celular.

Esta tese faz a primeira caracterizacdo do gene ScRpb4 de cana-de-agtuicar, que codifica
uma proteina homologa a proteina correspondente a quarta maior subunidade da RNA Pol
II de plantas . A proteina ScRpb4 foi expressa em Eschericchia coli e os resultados indicam
que os maiores niveis foram observados com a construcdo baseada em pET-28a a 37 °C,
induzidas por 4 horas com IPTG. A expressdo do gene ScRpb4 foi uniforme em diferentes
tecidos e condig¢des, possuindo um ligeiro aumento da expressdo na folha imatura, gema
lateral, raiz e flor. Na hibridizac¢io in situ verificou-se que os transcritos foram encontrados
na zona periférica do sistema vascular de folhas e no meristema apical das inflorescéncias,
mostrando que ScRpb4 € expresso em tecidos imaturos com ativa divisdo celular. A
localiza¢do subcelular revelou que ScRpb4 estd presente tanto no nicleo quanto no

citoplasma, fato similar ao previamente reportado em leveduras. Todos os resultados
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encontrados estdo de acordo com o provavel papel de Rpb4 como parte da maquinaria
transcricional, e trazem novos dados para essa subunidade em plantas.

Palavras-chave: RNA polimerase II, Rpb4, cana-de-agucar, estresse.
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ABSTRACT

Transcription is a crucial event for gene expression, whereas RNA Polymerase 11
plays an important role: its subunits interacts with each other and with the transcription
factors (TFs) form a complex that synthesizes the primary transcript from the DNA
molecule. Understanding how the subunits work and interact among themselves and with
the TFs is a key point to understand the basis of gene expression.

An interesting subunit is the fourth largest subunit, Rpb4, which together with Rpb7, the
seventh largest subunit, forms a heterodimer located away from the enzymatic core. In
yeast, in situations of optimal conditions, Rpb4 is often associated with Rpb7, but in non-
optimal conditions, the association of the subunits is critical for cell viability. Our work
does the first characterization of the ScRpb4 gene from sugarcane, which encodes a
homologous protein to the proteins corresponding to the fourth largest subunit of the RNA
Polymerase II from plants. The ScRpb4 protein was expressed in Eschericchia coli and
results indicate that the highest levels of expression was observed with the construction
based on pET-28a at 37 °C, induced with IPTG for 4 hours. ScRpb4 gene expression was
uniform in different tissues and conditions, with a slightly higher expression in immature
leaf, lateral bud, root and flowers. In situ hybridization showed that the ScRpb4 transcripts
were found at the periphery of the vascular system in leaves and in the apical meristem of
inflorescence, showing that ScRpb4 is expressed in immature tissues with active cell
division. The subcellular localization revealed that ScRpb4 functions in nucleus and
cytoplasm, similarly to previous reports found in yeast. All the results found are in

agreement with the alleged role of the SCRpb4 as a part of the transcriptional machine and
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provide new data of this subunit in plants.

Key-words: RNA polimerase II, Rpb4, sugarcane, stress.
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INTRODUCAO

RNA polimerase I1

Dentre os trés tipos de RNA polimerase, a RNA polimerase II (pol II) é a mais
bem estudada e € responsdvel pela transcricdio de mRNA e pequenos RNAs nucleares
(snRNA) nas células eucaridticas. A transcricdo pela pol II é o primeiro passo para a
expressdo génica e € um ponto critico da regulacdo celular. Ela € recrutada até promotores
especificos no exato momento da transcricdo por uma maquinaria extremamente complexa,
sendo alvo para muitos caminhos de transduc¢do de sinais e um ponto de controle para a
diferencia¢do celular durante o desenvolvimento (Cramer 2001). Ela contém 12
subunidades em eucariotos, denominadas de Rpb1 até Rpb12, com uma massa total de 0.5
MD. A polimerase mais bem estudada € a da levedura Saccharomyces cerevisiae. Nela foi
descoberto que a quarta e a sétima maiores subunidades (Rpb4 e Rpb7) formam um
heterodimero, que € independente do complexo formado pelas outras 10 subunidades, onde
estd localizada a parte principal das estruturas da pol II e o sitio catalitico (Woychik 1989).
Esse heterodimero também € observado na RNA polimerase de Arquea, em que RpoE e
RpoF, que sdo os homdlogos de Rpb4 e Rpb7 respectivamente, interagem entre si,
comprovando que essa formagao do heterodimero € conservada (Armache 2003).

O heterodimero Rpb4/7 localiza-se em uma regido estratégica (Figura 1), a qual se
encontra proxima ao local de saida do transcrito primdrio e adjacente a regido de ligacdo do
CTD (Carboxi-Terminal Domain). Nessa regido ligam-se outras proteinas necessdrias para
a transcricdo, sendo o local onde ocorre a fosforilacdo/desfosforilacdo necessdria para o

inicio/fim da transcricdo (Armache 2003).
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Figura 1. Arquitetura da RNA pol II com suas 12 subunidades. O heterodimero Rpb4/7
encontra-se afastado do core enzimatico, formado pela outras 10 subunidades (Armache

2003).

A maioria dos estudos acerca dessa subunidade foi feita na levedura
Saccharomyces cerevisiae, na qual se verificou que o complexo Rpb4/7 mantém uma
relacdo de associagdo/dissociacdo com o core enzimdtico. Essa relagcdo, em parte, é devida
a fragil ligacdo que acontece entre o heterodimero e a pol II: ela se dd apenas por um
contato principal, parcialmente hidrofébico e muito conservado entre os eucariotos, no qual
a Rpb7 interage com o pocket da pol II, formado por trés regides da Rpbl, uma da Rpb2 e
uma da Rpb6 (Sheffer 1999 e Armache 2003). Outro fator que influencia nessa relagdo
instavel € a condi¢do ambiental; in vivo Rpb4 e Rpb7 contribuem de maneira diferencial
para a funcio do heterodimero. Estudos demonstraram que Rpb7 é uma proteina essencial
(McKune 1993), enquanto que Rpb4 é dispensdvel diante de condi¢Oes Otimas de
crescimento para a célula, sendo essencial sob condi¢des adversas, tais como estresse

devido a temperatura (acima de 30°C e abaixo de 12°C), presenca de etanol e falta de
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nutrientes (Choder 1993, Sheffer 1999, Pillai 2001 e Farago 2003). Porém, foi verificado
que estresse oxidativo, estresse osmotico e falta de nitrogénio ndo sdo condi¢cdes para que a
presenca dessa proteina seja essencial. Assim como a regido de contato de Rpb7 e o core
enzimatico, a regido de contato de Rpb4 e Rpb7 também € muito conservada em eucariotos
(Armache 2003), sendo possivel a complementacio parcial de leveduras nocauteadas para o
gene de Rpb4 com o homélogo de humanos hsRPB4 (Khazak 1998).

O homdlogo de Drosophila melanogaster é diferente de outros homdlogos, pois o
mRNA € produzido por splicing diferencial de um gene que também codifica um adaptador
de proteina, chamada ADA-2 (Muratoglu et al. 2003). Isso corrobora a ideia de que a
regulacdo que envolve Rpb4/7 pode variar entre diferentes organismos (Larkin and
Guilfoyle 1998.

Até o momento, trés sdo as explicacdes passiveis de se fazer em relagdo a
presenca da Rpb4 no complexo pol II, sendo que uma nao exclui a outra: (i) Rpb4 aumenta
o papel essencial da Rpb7; (ii) sob condi¢des de estresse, 0s poucos genes transcritos pela
Rpb4 sdo requeridos para a sobrevivéncia celular, enquanto que em situagdes Otimas eles
ndo sdo necessdrios para essa sobrevivéncia; (iii) essa subunidade interage com proteinas
especificas durante o estresse e/ou medeia algumas fungdes essenciais sob adversidade,
durante os processos de transcri¢do ou até pdés-transcricionais (Choder 2004).

A respeito dos processos pos-transcricionais, através de fusdo com GFP (Green
Fluorescent Protein), foi possivel verificar a presenga de Rpb4 tanto no ntcleo — o que ja
era de se esperar — como no citoplasma — um local inusitado para uma subunidade da pol 1T
— de Sacchromyces cerevisiae apenas durante estresse, provando novamente ser essencial

para a sobrevivéncia celular (Farago 2003). Através de experimentos alterando a

16



temperatura, nos quais se observava a proteina Rpb4 fusionada com GFP, e através da
hibridac¢do in situ, os autores observaram que a presenca dessa subunidade no citoplasma é
essencial para o transporte pés-transcricional de mRNA poli-A e Heat Shock (HS) mRNA.
Mais interessante € que a quantidade de moléculas dessa subunidade ndo se altera, sendo a
mesma quando a célula cresce sob condi¢des ideais, ou quando sob estresse; o que é
alterado € o estado de agregacdo dela com a pol II — em condi¢es 6timas hd 20% de
agregacdo e em condi¢cdes ndo-6timas quase 100% — e o local (nucleo ou citoplasma) que
ela se encontra.

Em plantas, o unico estudo a respeito dessa subunidade da pol II é um estudo de
Larkin e Guilfoyle (1998), no qual os autores utilizam cDNA de Arabidopsis para verificar
se ha forma¢do de um heterodimero entre o produto desse cDNA com o produto do cDNA
de Rpb7 de Arabidopsis, previamente ja caracterizado, e se esse heterodimero € estdvel ou
ndo. Os autores obtiveram uma proteina de 139 aminodcidos e massa molecular de 15.9
kDa. Eles também verificaram que o complexo Rpb4/7 forma uma associa¢@o estdvel com
a pol II, diferentemente do que ocorre com o0 mesmo complexo de leveduras. Outro
experimento do mesmo estudo demonstra que € possivel a formacdo de heterodimero entre
Rpb4 de levedura e Rpb7 de Arabidopsis e vice-versa. Através desse resultado e da
observacdo que a Rpb4 em leveduras possui 32 kDa e um motivo de 70 aminodcidos
altamente carregados no centro dessa subunidade que estd ausente tanto em humanos como
na Arabidopsis do estudo, 0s autores sugerem que esse motivo ndo seja necessario para que
ocorra a formacdo do heterodimero, pois ele € formado entre a levedura e a planta, mas que
possivelmente ele seja responsdvel pela dissociagdo da pol II, ndo verificada nos outros

0rganismos.
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Outro ponto interessante € que mesmo em Arabidopsis hd a presenga de uma
quantidade estequiometricamente maior de Rpb4 do que das outras subunidades, sugerindo
que possa haver, também em plantas assim como verificado anteriormente em S. cerevisiae,

uma funcdo pds-transcricional da Rpb4.

A Rpb4 de cana-de-acticar

Dentro do projeto de Data Mining do SUCEST (Sugarcane EST Program), foram
identificados na cana-de-agucar todos os componentes do sistema de transcricdo mediado
pela RNA Polimerase II com massa molecular abaixo de 50 kDa que apresentavam
sequéncia nucleotidica completa (Leite et al., dados ndo publicados). No projeto “Three-
dimensional structure of the eucaryotic transcription components identified in the FAPESP
SUCEST program” o foco foram fatores que possuiam massa molecular abaixo de 30 kDa e
que ndo tinham ainda sua estrutura tridimensional determinada em nenhuma espécie
eucaridtica. Atualmente foram determinadas as estruturas de levedura e humanos (acessos
2C35, 2B63, 1Y14, IWCM e 1PQV no www.pdb.org), sendo que nenhuma estrutura de

proteinas de planta foi determinada.
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JUSTIFICATIVA DO TRABALHO

A transcricdo € um evento crucial para a expressdo génica, sendo que a RNA
polimerase II tem um papel destacado nesse processo. Conhecer o papel isolado das
subunidades ajuda a compreender o papel da prépria polimerase em si, auxiliando na
compreensdo da transcri¢do em geral. Os estudos a respeito da quarta subunidade da RNA
polimerase II indicam um papel primordial no que tange ao estresse, mostrando-se como
um importante regulador da transcricdo durante esse evento no qual todo tipo de ser vivo
estd sujeito. O cultivo de plantas é afetado por diversos estresses, que frequentemente
reduzem a produtividade. Estudos sobre estresse em plantas vém sendo realizados hd muito
tempo e em grande quantidade, porém estudos a respeito de propriedades das subunidades
da RNA polimerase II ainda sdo escassos em plantas. Apenas um estudo foi realizado em
Arabidopsis sobre a subunidade Rpb4, visando avaliar a formag¢do de heterodimeros com a
sétima maior subunidade, Rpb7. Tendo em vista o grande potencial da cana-de-agucar,
seria interessante que estudos a esse respeito fossem realizados nesse organismo, ji que

uma melhora nos mecanismos de protecdo ao estresse causaria um melhor aproveitamento

no campo, gerando consequentemente um maior rendimento na industria.

19



OBJETIVOS

Este estudo teve como objetivo uma caracterizacdo inicial da proteina Rpb4 da
RNA Polimerase II em cana-de-aguicar, visando determinar através de diferentes técnicas
seu comportamento e sua relacdo com o estresse. Especificamente, os objetivos foram:

(1) determinar as melhores condi¢des de expressdo da proteina recombinante em
bactéria;

(2) avaliar a expressdo em diferentes tecidos da cana-de-agicar e em resposta a
hormonios e estresses abidticos;

(3) determinar a localizac¢do subcelular da proteina; e

(4) definir o padrio espacial da acumulac¢do dos transcritos do gene em tecidos de

cana-de-agucar.
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MATERIAIS E METODOS

Clonagem e Expressdo de Rpb4 em Diferentes Vetores de Expressdo em E. coli.

A construcdo originalmente disponivel em nosso laboratdrio, baseada em
pET101/D-TOPO, foi amplificada com o par de oligonucleotideos especialmente
desenhados (Anexo I, figura 1), contendo no primer direto o sitio de restri¢do para BamHI e
no primer reverso para a enzima Xhol em uma reacdo de PCR de volume final 25 pL.,
contendo em sua reagdo DNA 1:10 do gene Rpb4, tampdo 10x, MgCl, 50 mM, Taq DNA
Polimerase, Primers BamHI e Xhol 5 uM, 4 ANTP 10 mM e dgua Milli-Q para completar o
volume, com uma temperatura inicial de 94 °C por 3 min e 30 ciclos de 94 °C 30 seg, 60 °C
1 min (temperatura de anneling), 72 °C 2 min, e uma temperatura final de 72 °C por 5 min.

Os fragmentos visualizados no gel (figura 4) foram recortados com um bisturi
estéril em um aparelho de raios ultravioleta e purificados de acordo com o protocolo do kit
GFX (Amersham Biosciences, EUA). Os fragmentos purificados foram primeiramente
poliadenilados a 70 °C por 30 min em uma reag¢io final de 10 pLL com tampao 10x, MgCl,
25 mM, Taq DNA Polimerase, dATP 2 mM e dgua Milli-Q para completar o volume, e em
seguida foi realizada a subclonagem no plasmidio pGEM-T easy (Promega, EUA - Anexo
I, figura 2), de acordo com o protocolo do fabricante durante 60 min a temperatura
ambiente.

ApoOs a subclonagem foi conduzida uma transformacdo quimica de células
competentes DH10B, misturando-se a subclonagem com um volume 4 vezes maior de
tampdo de transformag¢do e deixando as células 30 min no gelo, 10 min a temperatura
ambiente, e apds a adi¢do de 500 pl. de meio de cultura LB liquido, as bactérias foram
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incubadas a 37 °C durante 50 min em uma estufa, sendo posteriormente plaqueadas em uma
placa de Petri contendo meio de cultura LB sdlido, antibiético ampicilina (AMP) 50 mg/mL
e um isomero da galactose, X-Gal 20 mg/mL o qual é responsdvel para selecionar entre
coldnias azuladas e brancas. As primeiras, as quais nio foram transformadas com a
construcdo de interesse, possuem o gene da B-galactosidase integro, transformando assim o
X-Gal em um precipitado azulado; as colOnias brancas, as quais possuem o gene de
interesse inserido na regido codificante do gene da B-galactosidase (fazendo com que esse
perca sua func¢do), ndo degradam o X-Gal e assim sdo brancas. A placa foi deixada em
estufa a 37 °C.

Depois de selecionadas as coldnias transformadas, estas foram colocadas para
crescer durante a noite em meio de cultura LB liquido com AMP 50 mg/mL a 37 °C, e foi
conduzida uma mini-prepara¢do (mini-prep) para recuperagdo do DNA plasmidial de
acordo com o protocolo de lise alcalina da Quiagen (Quiagen, EUA). Para comprovar a
inser¢do do gene de interesse no plasmidio foi realizada uma digestdo (figura 5) de volume
final 30 pl. com as enzimas de restricio BamHI e Xhol: DNA, Xhol, BamHI, tampao
BamHI 10x e dgua para completar o volume — essa reacio de digestdo com duas enzimas ao
mesmo tempo ¢ recomendada dessa maneira na pagina da internet do fabricante das
enzimas (www.fermentas.com). Os fragmentos visualizados no gel (figura 7) foram
recortados com um bisturi estéril em um aparelho de raios ultravioletas, e purificados de
acordo com o protocolo do kit GFX (Amersham Biosicences, EUA).

O plasmidio pGEX-4T-1 (Anexo I, figura 3) foi escolhido como o primeiro
plasmidio para os testes de expressdo em diferentes vetores. Ele foi digerido com as

enzimas BamHI e Xhol para que ele possuisse extremidades coesivas/adesivas para a reagdo
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de ligacdo com o fragmento purificado de Rpb4. Apés a digestdo do plasmidio, foi
conduzida uma reacdo de liga¢do do plasmidio com o gene Rpb4 em um volume de 20 pL:
pGEX-4T-1, Rpb4 purificado, tampao T4 ligase, T4 ligase e dgua Milli-Q para completar o
volume, durante 1 h a 22 °C; foi utilizada uma relacdo de 1:3 entre pGEX-4T-1 e Rpb4
purificado.

Apés a reacdo ter sido finalizada, a ligacdo foi transformada em células competentes
DHI10B por choque quimico. Essa transformagdo foi plaqueada em meio LB sélido com
AMP 50 mg/mL — antibidtico seletivo para esse plasmidio; as colOnias que cresceram
foram colocadas em LB liquido com AMP 50 mg/mL. durante a noite para a realiza¢do da
mini-prep no dia seguinte e posterior digestio com BamHI e Xhol para a comprovacio da
inserc¢do do inserto (figura 6).

Comprovada a ligacdo, a constru¢do em questdo foi inserida através de
transforma¢do quimica em dois tipos de células hospedeiras de E. coli BL21 (DE3),
préprias para a expressdo de proteinas recombinantes: pLysS e pRil. Essa transformacao foi
plaqueada em LB s6lido com AMP 50 mg/mL e cloranfenicol (CLOR) 34 mg/mL., que sdo,
respectivamente, os marcadores seletivos para o plasmidio pGEX-4T-1 e as células de
expressdo. A partir das colonias que cresceram foi realizado o ensaio de expressdo em
pequena escala.

Outro teste de expressdo foi feito com o plasmidio pET-28a (Anexo I, figura 4).

Os mesmos procedimentos utilizados para a expressdo em pGEX-4T-1 foram
utilizados para o plasmidio pET-28a. Utilizou-se como fonte do gene a mesma PCR do
ensaio com pGEX-4T-1, e a mesma adenilagdo, subclonagem em pGEM-T easy,
transformacgdo de células competentes, indculo em meio LB liquido e mini-prep. A digestio
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utilizada também foi a mesma (figura 4). Para esta constru¢io digeriu-se o plasmidio pET-
28a com as enzimas BamHI e Xhol. A banda do gel dessa digestao foi purificada com o kit
GFX (Amersham Biosciences, EUA); uma reacdo de ligacdo de 20 pL foi feita com o
purificado do gene Rpb4 e do plasmidio pET-28a: pET-28a e Rpb4 na propor¢do 1:3,
tampdo T4 ligase 10x, T4 ligase e dgua Milli-Q para completar o volume. Apds a ligacdo
durante a noite a 4 °C, foi feita a transforma¢do quimica de células competentes DH10f3
utilizando com antibiético a kanamicina (KAN) 50 mg/mL nas placas de meio LB sdlido.
As coldnias que cresceram foram inoculadas em meio LB liquido contendo KAN 50
mg/mL e desses indculos foi feita a mini-prep e posterior digestdo em uma reacdo de 30
puL, contendo o DNA circular, as enzimas BamHI e Xhol, tampao BamHI e dgua para
completar o volume (figura 7).

Comprovada a ligacdo, a constru¢do em questdo foi inserida através de
transformac¢do quimica em dois tipos de células hospedeiras de E. coli BL21 (DE3): pLysS
e pRil. Essa transformacdo foi plaqueada em LB s6lido com KAN 50 mg/mL e
cloranfenicol (CLOR) 34 mg/mL., que sdo, respectivamente, 0os marcadores seletivos para o
plasmidio pET-28a e as células de expressdo. A partir das coldnias que cresceram foi

realizado o ensaio de expressdo em pequena escala.

Ensaios de Expressdo — Expressdo em Pequena Escala

O ensaio de expressdo em pequena escala foi realizado para pGEX-4T-1 e pET-28a
seguindo etapas semelhantes, pois as constru¢des estavam inseridas nas mesmas células de
expressdo. Os testes de expressdo foram feitos com os 2 plasmidios (pGEX-4T-1 e pET-
28a), em diferentes células de expressdo (pRil e pLysS), com duas temperaturas (30 e 37°C)
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e com diferentes tempos de inducdo (4 h, 6 h e durante a noite) para verificar quais as
melhores condi¢des de expressdo para o gene de interesse. Foram feitos pré-indculos de 20
mL de LB liquido adicionados com CLOR 34 mg/mL., e mais AMP 50 mg/mL para pGEX-
4T-1 e KAN 50 mg/mL para pET-28a.

Apbs o crescimento durante a noite dos indculos, utilizou-se um espectrofotdmetro
para verificar a absorbancia, necessdria para saber qual serd a quantidade de in6culo a ser
adicionada em outros 20 mL de LB liquido e CLOR 34 mg/mL, mais os respectivos
antibidticos de cada plasmidio para deixar agitando a 37 °C por 2 h, em média, para se
atingir a absorbancia entre 0,6 e 0,9 (valores jd pré-determinados como ideais para a
indug@o génica). Esta absorbincia € necessdria para que seja possivel fazer a indugdo da
expressdo com um isomero da lactose, o IPTG, ja que os plasmidios possuem o operon lac
que € induzido pela lactose.

Depois de feita a adi¢do de IPTG 100 mM, foram testadas as duas temperaturas
distintas para pGEX-4T-1 (figuras 8 e 9), e apenas a temperatura de 37 °C para pET-28a
(figura 10). Também foram testados os tempos de indu¢@o e apds cada tempo estabelecido,
uma aliquota era retirada no fluxo, centrifugada e o precipitado era armazenado no freezer
-20 °C para o posterior analise em um gel SDS-PAGE 15%. Antes da corrida no gel de
poliacrilamida, as amostras eram descongeladas, ressuspendidas em 200 pL. de dgua Milli-
Q e sonicadas em uma freqiiéncia entre 13-16 W trés vezes; no final do processo foram
adicionados 100 pLL de tampdo de amostra (B-mercaptoetanol 5,0%, Stacking Buffer 50
mM, Tris-HCl pH=6.8, SDS 2.0%, Glicerol 45%, Bromofenol Blue 0,02%) e essas

amostras foram colocadas 5 min em &4gua fervente. Cada amostra teve 20 pl. de seu
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conteido colocado em uma canaleta especifica do gel de poliacrilamida 15%. A

eletroforese foi feita em uma voltagem de 150 V.

Ensaios de Expressdo — Expressdo em Larga Escala

Selecionadas as melhores temperaturas e os melhores tempos de induc¢do para cada
construcdo, fez-se a expressdo em larga escala, que difere da expressdo em pequena escala
pelo uso de um in6culo de 100 mL e uma induc¢io em 2,0 L. de LB liquido contendo CLOR
34 mg/mL ¢ AMP 50 mg/mL ou KAN 50 mg/mL, dependendo do plasmidio utilizado.
Apds os tempos de inducio as solugdes foram centrifugadas em tubos cilindricos com
tampa de 250 mL em centrifugas Beckman J2-21 durante 7 min a 5000 rpm a 4 °C. Uma
aliquota do pellet foi ressuspendido de maneira semelhante a expressdo em pequena escala

e um gel SDS-PAGE 15% foi feito (figuras 11 e 12).

Northern Blot

As membranas com amostras de plantas submetidas a defici€ncia de fosfato,
tratadas com fitormOnios metil jasmonato e &4cido abscisico, de diferentes tecidos,
desenvolvimento da gema lateral e expostas a frio in vivo e in vitro ja estavam
confeccionadas, pois as mesmas foram utilizadas em outros projetos de nossa equipe.
Aproximadamente 5 ug de RNA total foram carregados em cada amostra.

Foi utilizada como sonda a regido codificante completa do gene Rpb4, contendo 440
pb (o gene ScRpb4 sozinho possui 432bp). A marcacio da sonda foi realizada desnaturando
o fragmento de PCR do gene Rpb4 purificado em dgua a 95 °C por 5 min. Apds esse tempo

a reacdo foi colocada no gelo por 2 min e foi homogenizada com o kit Ready-to-Go DNA
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labelling Beads (-dCTP, Amersham Bioscience, EUA); em seguida adicionou-se dCTP
o*?P. A reacdo foi mantida em um banho a 37°C durante 1 h.

A solugdo de pré-hibridizacdo foi feita com 50 % de formamida deionizada, 5x
SSC, 5x Denhardt’s, 50 mM de Fosfato de sédio pH 6.8, 1% SDS, DNA de esperma de
salmio 100 pg/mL e dgua DEPC. Apds preparada, ela foi pré-aquecida a 42 °C e colocada
em um tubo para pré-hibridar com as membranas durante 2 h a 42 °C. Concomitante com
essas 2 horas, a sonda foi colocada a 65 °C para desnaturar. Depois de terminada a pré-
hibridizacdo, essa soluc@o foi descartada e a sonda foi adicionada, deixando a 42 °C durante
a noite. Finalizado esse periodo, foram feitas a 65 °C, e as membranas foram seladas e
expostas em cassetes apropriados Phosphorimage FLLA3000 (Fuji, Japdo) durante 24 h e

posteriormente reveladas pelo programa Image Gauge (Fujifilm, Japdo).

Localizagdo Subcelular

Ao gene ScRpb4 foram adicionados por uma PCR sitios das enzimas de restri¢do
BamHI e Sphl nas extremidades 5° e 37, respectivamente (Anexo I, figura 5). Esse
fragmento, juntamente com o fragmento de GFP digerido com as enzimas Sph I e Xba I, foi
adicionado no plasmidio pRT104 (Topfer 1987), que contém o promotor CaMV35S e o
terminador NOS, ja aberto com as enzimas adequadas. Um mapa da construgdo final se
encontra no Anexo I, figura 6.

A construcdo originalmente disponivel em nosso laboratério, baseada em
pET101/D-TOPO, foi amplificada por uma PCR de volume final 25 pL, contendo em sua
reacdo DNA 1:10 do gene Rpb4, tampdo 10x, MgCl, 50 mM, Taq DNA Polimerase,

Primers BamHI e Sphl 5 pM, 4 ANTP 10 mM e dgua Milli-Q para completar o volume,
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com uma temperatura inicial de 94 °C por 3 min e 30 ciclos de 94 °C 30 seg, 60 °C 1 min,
72 °C 2 min e uma temperatura final de 72 °C por 5 min com oligonucleotideos que foram
desenhados especificamente para essa constru¢do (Primer direto com sitio de restri¢do para
BamHI mais dois nucleotideos (AT) e Primer reverso com sitio para a enzima Sphl mais
dois nucleotideos (AT)). Essa adi¢do de nucleotideos foi necessdria para o gene poder
entrar no mesmo quadro de leitura (in frame) com o promotor do plasmidio pRT-104,
vetor utilizado nessa constru¢io. O fragmento amplificado e purificado foi primeiramente
poliadenilado a 70 °C por 30 min e em seguida foi realizada a subclonagem no plasmidio
pGEM-T easy (Promega, EUA), de acordo com o protocolo do fabricante durante 16 h a 4
°C.

Ap6s a subclonagem foi conduzida uma transformacg@o por eletroporagdo de células
competentes DH10PB, misturando-se a 1 pl. da subclonagem com 40 pl. das células
competentes; ap0s 1 min. no gelo, colocou-se a mistura na cubeta de transformacdo e
aplicou-se a corrente elétrica; apds o choque adicionou-se 1 mL de meio de cultura LB
liquido, e as bactérias foram incubadas a 37 °C durante 1 h em uma estufa, sendo
posteriormente plaqueadas em uma placa de petri contendo meio de cultura LB sélido com
AMP 50 mg/mL e X-Gal 20 mg/mL. A placa foi deixada em estufa a 37 °C até o
crescimento de colOnias.

As coldnias transformadas foram colocadas para crescer durante 14-16 h em meio
de cultura LB liquido com AMP 50 mg/mL a 37 °C, e foi conduzida uma mini-prep para
recuperacdo do DNA plasmidial de acordo com o protocolo de lise alcalina da Quiagen
(Quiagen, EUA). Para comprovar a inser¢dao do gene de interesse no plasmidio foi realizada

uma digestdo (figura 14) com as enzimas de restricio BamHI e Sphl: DNA, Sphl, BamHI,
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tampao BamHI 10x e dgua para completar o volume — essa reacdo de digestdo com duas
enzimas ao mesmo tempo € recomendada pelo fabricante das enzimas
(www.fermentas.com). Os fragmentos visualizados no gel (figura 14) foram recortados
com um bisturi estéril em um aparelho de raios ultravioleta, e purificados de acordo com o
protocolo do kit GFX da Amersham Biosicences (EUA).

O gene GFP foi digerido da construcio que ele provinha em uma digestdo com as
enzimas Sphl e Xbal durante 3 h (figura 15). Os fragmentos visualizados no gel foram
recortados com um bisturi estéril em um aparelho de raios ultravioleta, e purificados de
acordo com o protocolo do kit GFX da Amersham Biosicences (EUA).

O plasmidio pRT-104 foi aberto com as enzimas BamHI e Xbal em uma digestao
com tampdo Y+/Tango e dgua para completar o volume durante 3 h (figura 16). Os
fragmentos visualizados no gel foram recortados com um bisturi estéril em um aparelho de
raios ultravioleta, e purificados de acordo com o protocolo do kit GFX da Amersham
Biosicences (EUA).

Apds as purificagdes dos fragmentos, Rpb4 e GFP, e do vetor pRT-104, foi
conduzida uma reacdo de ligacdo entre os elementos acima citados, pRT-104, Rpb4
purificado, GFP purificado, tampdo T4 ligase, T4 ligase e dgua Milli-Q para completar o
volume, durante 1 h a 22 °C; foi utilizada uma relagdo de 1:3:2 entre pRT-104, Rpb4 e
GFP.

Apds a reacdo ter sido finalizada a ligacdo foi transformada em células competentes
DHI10B por eletroporacdo. Essa transformacio foi plaqueada em meio LB s6lido com AMP

50 mg/mL. As colonias que cresceram foram colocadas em LB liquido com AMP 50
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mg/mL durante a noite e, na manha seguinte, foi realizada uma mini-prep para recuperacio
do DNA plasmidial.

Células de cebola foram bombardeadas com particulas de tungsténio contendo a
construcido pRT104::RPB4::GFP de acordo com Menossi et al. (2000). Ap6s 24 h as células
de epiderme foram descascadas e observadas em um microscépio de fluorescéncia Leica
DMI 4000B (Leica, Alemanha), usando um filtro GFP. As imagens foram capturadas
usando uma camera Leica DFC 300 FX (Leica, Alemanha). Duas constru¢des controles
foram usadas: pRT104::GFP (controle citoplasmético) e pRT104::TFIIA::GFP, para o

nucleo (Gentile et al. 2010).

Hibridizagdo in situ

Foram feitas reagdes de PCR, para a determina¢do da orientagdo do gene no vetor
pGEM-T easy::Rpb4. Uma vez determinada a sua orientacdio a construc¢do foi transferida
para células competentes DH10B através de choque quimico; essa transformacgdo foi
plaqueada em meio LB sélido com AMP 50 mg/mL. As colonias foram colocadas em LB
liquido com AMP 50 mg/mL durante a noite e, na manha seguinte, foi realizada uma mini-
prep sem a adi¢do de RNAse para recuperacdo do DNA plasmidial. A digestdo foi realizada
em uma rea¢do de volume final 60 pL, contendo o plasmidio proveniente da mini-prep sem
RNAse, a enzima Sphl, React B da Invitrogen, e dgua para completar o volume. Os
fragmentos visualizados no gel foram recortados com um bisturi estéril em um aparelho de
raios ultravioleta, e purificados de acordo com o protocolo do kit GFX da Amersham

Biosicences (EUA).
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Para o ensaio de hibridizac¢do in situ foram utilizados dois tipos de tecidos: folha
madura e inflorescéncia de cana-de-aguicar. Os tecidos foram coletados e colocados em
tampdo de fixacdo; apds 20 min. sob vacuo eles foram colocados na geladeira por 16 h.
Apés a fixacdo foi feita a desidratacdo, que consiste em lavagens sucessivas de 3-4 h cada
em concentracdes crescentes de etanol, iniciando-se em 30% e terminando em 100%. A
inclusdo em parafina se deu pela imersdo dos tecidos em uma mistura contendo etanol e
xilol, na qual o xilol tinha a sua concentracdo aumentada a cada 3-4 h. Quando a
concentracdo de xilol chegou a 100%, a solucdo foi colocada em estufa a 65 °C e foram
acrescentadas lascas de parafina, substituindo aos poucos a solucdo de xilol por parafina.
Os tecidos foram emblocados e cortados no micrétomo. As laminas com os tecidos foram
secadas a 60 °C e apés secas foram utilizadas na pré-hibridizacao.

A etapa seguinte a insercdo de parafina foi a pré-hibridizacdo, que consiste em
banhos de xilol para a remo¢do da parafina, e banhos de etanol, para limpeza das laminas.
Ap6s os banhos foram adicionados 300 pL de Proteinase K (1,0 pg/mL em 0,05 M Tris
HCL pH 7.5) em cada lamina e colocou-se em uma estufa a 37 °C durante 20 min. Em
seguida, foi realizada a hibridizac@o, adicionando nas laminas a solu¢do de hibridizagdo
contendo a sonda marcada com o Kit DIG RNA Labeling (SP6-T7) (Roche, EUA), Tris
HCL 1 M pH 7,5-8,0, NaCl 5 M, Formamida deionizada, EDTA, Denhardt e Dextran
Sulfato. As laminas foram colocadas em uma camara imida e deixadas durante 14-16 h em
uma estufa a 42 °C. As laminas entdo passaram por lavagens sucessivas em tampao SSC
nas concentracdes de 4 e 2 vezes, e em dgua milli-Q autoclavada. No final do processo, foi

adicionado as laminas anticorpo Anti-DIG:AP 1:1000. Apés lavagens com os tampdes de
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detec¢do, as laminas foram visualizadas em um microscopio Axiovert 40 (Zeiss,

Alemanha) acoplado com uma camera para captura das imagens (figuras de 20 e 21).
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RESULTADOS

O gene Rpb4 de cana-de-aciicar

Com o intuito de identificar os genes da cana-de-agucar codificantes para a proteina
Rpb4, foi feita uma busca no SUCEST de Cana-de-Acticar (Vettore et al. 2003), usando
como isca a proteina AtRPB15.9 de Arabidopsis thaliana (Larkin and Guilfoyle 1998).
Apenas um cluster foi encontrado, SCRFHR1007G06.g, codificando para uma proteina
similar 2 AtRPB15.9. O ScRpb4 de cana-de-agucar apresentou 432 pares de bases,
codificando 143 aminodcidos, com um peso molecular estimado de 16 kDa (figura 4 e
Anexo I, figura 7).

A andlise da cadeia polipeptidica revelou que ScRpb4 tem uma baixa similaridade
com o homélogo de humanos (Homo sapiens, 34%), Drosophila melanogaster (28%) e
levedura (Saccharomyces cerevisiae, 27%) (figura 2A). Esse alinhamento foi usado para a
constru¢io de uma drvore de distancia usando o algoritmo de neighbor-joining (figura 2B).
A proteina ScRpb4 foi agrupada no mesmo clado que o resto das plantas analisadas,
compartilhando 0 mesmo grupo com milho (Zea mays) e a Arabidopsis thaliana (circulo
verde). As leveduras Saccharomyces cerevisiae e Schizosaccharomyces pombe foram
agrupadas em outro clado (circulo violeta), juntamente com os humanos e a drosdfila, de
acordo com a baixa similaridade encontrada no alinhamento (figura 2A).

A andlise da sequéncia da proteina ScCRpb4 com os homdlogos de plantas revelou as
similaridades de 91.5% com o arroz (Oryza sativa), 98.6% com o Sorghum bicolor, 96.5%

com 0 milho (Zea mays) e 75% com a Arabidopsis thaliana entre outros, mostrando que
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dentro do reino das plantas hd alta similaridade entre os organismos observados (figura
3A). Adicionalmente, usando o mesmo alinhamento completo, uma arvore de neighbor-
joining foi criada. Como € possivel observar na figura 3B, a andlise de todos os homdlogos
da proteina Rpb4 de diferentes plantas possibilita a diferencia¢do em dois clados principais,
um de dicotiledoneas (circulo vermelho) e outro de monocotiledoneas (circulo azul),
suportando a ideia da alta similaridade encontrada nos alinhamentos (figura 3A) entre os

membros de cada clado.
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Figura 2. - Alinhamento das sequéncias de proteinas homdlogas de ScRpb4 de cana-de-
actcar. (A) Alinhamento com os homdlogos de Homo sapiens, Drosophila melanogaster,
Saccharomyces cerevisiae, Schyzosaccharomyces pombe, Zea mays e Arabidopsis thaliana;
(B) Arvore de neighbor-joining das sequéncias das proteinas de Rpb4 de cana-de-aciicar e
das mesmas espécies do alinhamento 2A. As sequéncias de Rpb4 foram alinhadas para
construir a arvore de distancia usando o algoritmo de neighbor-joining. O circulo verde
indica as sequéncias de plantas; o circulo roxo indica as sequéncias de leveduras. Valores
de suporte estatistico (bootstrap) estdo em percentual acima de cada nodo. O alinhamento
das sequéncias e a drvore de neighbor-joining, foram feitos usando o programa
CLUSTALW?2. '*" indica que o residuo da coluna é idéntico; ":' substituicdo conservada; .’
substitui¢do semi-conservada. Numero de acesso das sequéncias: Sugarcane (HM562033),
Homo  sapiens (NP 004796.1), Drosophila  melanogaster ~ (NP 001014633.2),
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Saccharomyces cerevisiae (NP 012395.1), Schyzosaccharomyces pombe (NP 595415.1),
Zea mays (NP 001148722.1), Arabidopsis thaliana (NP 196554.1).
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Figura 3. - Alinhamento das sequéncias de proteinas homdlogas de plantas de ScRpb4 de
cana-de-acticar. (A) Alinhamento com diferentes homélogos de plantas; (B) Arvore de
neighbor-joining das sequéncias das proteinas de Rpb4 de cana-de-acicar e das mesmas
espécies do alinhamento 3A. As sequéncias de Rpb4 foram alinhadas para construir a
arvore de distancia usando o algoritmo de neighbor-joining. O circulo vermelho indica as
sequéncias de dicotiledoneas; o circulo azul indica as sequéncias de monocotileddneas.
Valores de bootstrap estio em percentual acima de cada nodo. O alinhamento das
sequéncias e a arvore de neighbor-joining, foram feitos usando o programa CLUSTALW?2.
"*' indica que o residuo da coluna é idéntico; ':' substituicdo conservada; '.' substitui¢do
semi-conservada. Numero de acesso das sequéncias: Sugarcane (HMS562033), Homo

36



sapiens (NP 004796.1), Drosophila melanogaster (NP 001014633.2), Saccharomyces
cerevisiae (NP 012395.1), Schyzosaccharomyces pombe (NP 595415.1), Zea mays
(NP 001148722.1), Oryza sativa (NP 001045683.1), Glicine max (ACU16388.1),
Arabidopsis thaliana (NP 196554.1), Populus trichocarpa (XP 002307132.1), Sorghum
bicolor (XP 002453184.1), Vitis vinifera (XP 002282413.1), Ricinus communis
(XP 002522014.1), Artemisia annua (ABQ32301.1).

Clonagem e Expressdo de Rpb4 em Diferentes Vetores de Expressdo
Foram feitas duas amplificacdes, uma sem diluicdo e outra diluida 100 vezes
(figura 4). Foi recortada a banda da diluicdo de 10x por apresentar um melhor padrdo de

amplificagdo.
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Figura 4. Gel de eletroforese da PCR do gene ScRpb4. L: ladder 1kb plus (Promega, EUA);
1: amplificacdo a partir da dilui¢do de 10x; 2: amplificacdo a partir da dilui¢do de 100x; 3:
controle negativo (todos os reagentes exceto 0 DNA). O fragmento apresenta ao redor de
440 pb.

ApoOs a purificacdo da banda, adenilacdo, subclonagem em pGEM-T easy,
transformacgdo de células competentes, crescimento em meio LB liquido e mini-preparacio
do DNA plasmidial; foi realizada uma digestdo com as enzimas BamHI e Xhol para

comprovag¢do da inser¢do do fragmento no plasmidio pGEM-T easy (figura 5).
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Figura 5. Digestdo para comprovagdo da inser¢do do gene ScRpb4 no plasmidio pGEM-T
easy. Todos os clones digeridos apresentaram o inserto (seta inferior); seta superior:
plasmidio pGEM-T easy digerido (3018 pb). L: ladder 1 kb plus (Promega, EUA); 1 a 6:
clones independente digeridos com BamHI e Xhol.

Apds a purificacdo das bandas relacionadas ao Rpb4 oriundo da digestdo do
plasmidio pGEM-T easy, foi feita a digestdo do plasmidio de expressdo pGEX-4T-1 com as
enzimas BamHI e Xhol para a abertura do vetor, para que fosse, posteriormente, realizada
uma liga¢do entre esse vetor e o fragmento advindo da purificagdo. Em seguida a ligacdo,
fez-se uma transformacdo de células competentes, crescimento em meio LB liquido e mini-

preparacdo do DNA plasmidial; foi realizada uma digestdo para comprovacdo da insercao

do fragmento no plasmidio pGEM-T easy (figura 6).
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Figura 6. Digestdo da constru¢cdo pGEX-4T-1::Rpb4 com BamHI e Xhol. Na seta superior
indica o plasmidio pGEX-4T-1 aberto (5000 pb) e a seta inferior o gene ScRpb4 apés a
digestdo (440 pb). L: ladder Fast Ruller (Promega, EUA); 1 a 15: clones independentes
digeridos com BamHI e Xhol.

Para a insercdo de Rpb4 em outro vetor de expressdo, pET-28a, foram utilizados os

mesmos procedimentos da inser¢do no plasmidio pGEX-4T-1. A figura 7 comprova a

inserc¢do do gene no vetor.
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Figura 7. Digestdo da construcdo pET-28a::Rpb4 para comprovar a inser¢cdo do gene no
plasmidio. L: ladder 1 kb (Promega, EUA); 1 a 6: clones independentes digeridos com
BamHI e Xhol. Seta superior: plasmidio pET-28a digerido (5369 bp); seta inferior: inserto
digerido (440 bp).
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Apéds a inser¢do do gene Rpb4 nos vetores de expressio pGEX-4T-1 e pET-28a

iniciou-se a etapa da expressao em pequena escala.

Ensaios de Expressdo em Pequena Escala

Os testes de expressdo foram feitos para verificar quais as melhores condi¢des de
expressdo para o gene de interesse. Esses testes foram realizados em plasmidios diferentes
(pGEX-4T-1 e pET-28a), com diferentes células de expressdo (pRil e pLysS), diferentes
tempos de inducdo (4 h, 6 h e durante a noite) e diferentes temperaturas (30 e 37 °C) para
pGEX-4T-1 e apenas a temperatura de 37 °C para pET-28a, pois este apresentou um 6timo

resultado nesta temperatura, ndo necessitando testar a segunda.

A expressio da construcdo pGEX-4T-1::Rpb4 ¢é visualizada nos géis de
poliacrilamida das figuras 8 e 9. Na figura 8 estd o perfil das células pRil e pLysS em uma
temperatura de 30 °C, enquanto que a figura 9 apresenta o perfil das mesmas células em
uma temperatura de 37 °C.

No gel da figura 8 € possivel visualizar uma banda ao redor de 42 kDa de tamanho
nos trés tempos de inducdo, que estava ausente no controle ndo induzido. Essa banda €
mais bem visualizada em células pLysS do que em pRil. Na figura 9 ndo é possivel
visualizar nenhuma banda correspondente a esse peso molecular. Pode-se concluir, baseado
nas duas figuras apresentadas, que o melhor padrdo de expressdo para pGEX-4T-1 foi na

célula de expressao pLysS a uma temperatura de 30 °C com um tempo de inducio de 6 h.
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Figura 8. Expressdo da constru¢do pGEX-4T-1::Rpb4. Células de E. coli pRil e pLysS
foram induzidas em temperatura de 30°C em diferentes tempos com 100 mM de IPTG e
separadas em gel SDS-PAGE 15%: L: Padrdo de peso molecular (PPM); /: ndo induzido
em células pRIL (controle); 2: induzido durante 4 h em células pRIL; 3: induzido durante 6
h em células pRIL; 4: induzido durante a noite em células pRIL; 5: ndo induzido em células
pLysS (controle); 6: induzido durante 4 h em células pLysS; 7: induzido durante 6 h em
células pLysS; 8: induzido durante a noite em células pLysS. A seta superior indica a
provavel localizagdo da proteina recombinante fusionada, possuindo um peso aproximado
de 42 kDa, 26 kDa do pGEX-4T-1 (seta inferior) e 16 kDa de Rpb4.
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Figura 9. Expressdo da pGEX-4T-1::Rpb4 em um gel SDS-PAGE 15%. Células de E. coli
pRil e pLysS foram induzidas em temperatura de 37 °C em diferentes tempos com 100 mM
de IPTG — L: Padrio de peso molecular; 1: plasmidio pGEX-4T-1 fechado sem nenhum
gene exdgeno; 2: células pRil com o plasmidio pGEX-4T-1 ndo induzido; 3: células pRil
com o plasmidio pGEX-4T-1 induzido 4h; 4: células pRil com o plasmidio pGEX-4T-1
induzido durante a noite; 5: células pLysS com o plasmidio pGEX-4T-1 ndo induzido; 6:
células pLysS com o plasmidio pGEX-4T-1 induzido 4h; 7: células pLysS com o plasmidio
pGEX-4T-1 induzido durante a noite. A seta superior indica a provavel localiza¢do da
proteina recombinante fusionada com o plasmidio, possuindo um peso aproximado de 42
kDa: 26 kDa do pGEX-4T-1 (seta inferior) e 16 kDa de Rpb4.

Para a constru¢do pET-28a::Rpb4 houve uma visualizacdo mais clara da banda
relacionada com o peso molecular previsto para a expressdo em todas as temperaturas
testadas para as células de expressdo pRil (figura 10). Sendo assim, escolheu-se 0 menor

tempo de induco para realizar os testes de expressido em larga escala.
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Figura 10. Expressao da pET-28a::Rpb4. Células de E. coli pRil e pLysS foram induzidas
em temperatura de 37°C em diferentes tempos com 100 mM de IPTG e separadas em um
gel SDS-PAGE 15%: L: Padrdo de peso molecular (PPM); 1: células pRil com o plasmidio
pET-28a ndo induzido; 2: células pRil com o plasmidio pET-28 induzido 4 h; 3: células
pRil com o plasmidio pET-28 induzido 6 h; 4: células pRil com o plasmidio pET-28
induzido durante a noite; 5: células pLysS com o plasmidio pET-28a ndo induzido; 6:
células pLysS com o plasmidio pET-28 induzido 4 h; 7: células pLysS com o plasmidio
pET-28 induzido 6 h; 8: células pLysS com o plasmidio pET-28 induzido durante a noite.
A seta indica a provavel expressdo da proteina-alvo.
Expressdo em Larga Escala

Para o caso do pGEX-4T-1, foi selecionada a expressdo em células pLysS em uma
temperatura de 30 °C durante 6 h. Para pET-28a foi selecionada a expressdo em pRil a 37
°C durante 4 h. Apds esse tempo de expressdo as solugdes foram centrifugadas em tubos
cilindricos com tampa de 250 mL cada em centrifugas Beckman J2-21 durante 7 min a

5000 rpm a 4 °C. Uma aliquota do pellet foi ressuspendido da mesma maneira que a

expressdo em pequena escala e um gel SDS-PAGE 15% foi feito (figura 11).
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E possivel visualizar que a expressao da proteina de interesse aparece ao redor de 42

kDa, tal como verificado anteriormente (figura 8).
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Figura 11. Expressdo em larga escala de pGEX-4T-1::Rpb4 em pLysS durante 6 h a 30 °C.
Foram corridas duas aliquotas da mesma inducdo. A provével localizacdo da proteina estd
marcada com a seta. L: Padrio de peso molecular (PPM); 1 e 2: induzido 6 h.

Na expressdo mostrada na figura 12 € possivel verificar a expressido da proteina de

interesse ao redor de 16 kDa, que € o seu peso predito. A induciio da expressdo da proteina

aparece de uma maneira mais clara que a da figura 11.
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Figura 12. Expressdo em larga escala da proteina Rpb4. Células de E. coli pRil contendo a
constru¢do pET-28a::Rpb4 foram induzidas durante 4 h a 37 °C. Foram corridas duas
aliquotas da mesma indu¢do. A provdvel localizagdo da proteina estd marcada com o
quadrado vermelho. L: Padrdo de peso molecular; 1 e 2: ndo induzido; 3 e 4: induzido 6 h;
5 e 6: induzido 6 h (mesma amostra dos n° 3 € 4).
Northern Blot

A expressido dos mRNA de ScRpb4 foi analisada em diferentes tecidos de cana-de-
actcar; durante o desenvolvimento da gema lateral; sob deficiéncia de fosfato do solo; apds
tratamento com ABA e MeJA; e exposicdo ao frio. Essas expressdes foram avaliadas por
nothern blot (figura 13). Essas condi¢Oes sdo as mesmas usadas anteriormente para avaliar
as mudancgas de expressdo génica em cana-de-actcar (Schlogl et al. 2008). Os transcritos
de ScRpb4 foram detectados em todos os tecidos, com uma expressdo ligeiramente maior

em folha imatura, gema lateral, raiz e flores (figura 13A). A expressdo de ScRpb4 nido foi

afetada durante o estresse por frio (figura 13B), exposi¢cdo a metil-jasmonato (MeJA) ou
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dcido abscisico (ABA) (figura 13C) e desenvolvimento da gema lateral (figura 13D). Outro
estresse abidtico, deficiéncia de fosfato em raizes (figura 13E), também ndo causou
nenhuma altera¢do na expressdo. ScRpb4 aparenta ser ubiquamente expresso ¢ mudancas
no nivel de expressdo foram observadas em apenas alguns tecidos. Nenhuma varia¢do na

expressdo foi observada sob a influéncia de hormonios ou estresse.
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Figura 13. Expressdo do gene Rpb4 de cana-de-actcar em diferentes tecidos e condicdes.
A) Expressdo em diferentes tecidos. F: folha; FI: folha imatura (palmito); Enl: entrend 1;
En4: entrend 4; G: gema; R: raiz; F: flor; B) Expressdo em resposta ao frio de plantas de
cana-de-agucar da linhagem SP80-3280 cultivadas in vitro. 1: 26 °C por 24 h; 2: 4 °C por
24 h; C) Expressdo em resposta aos fitormonios metil jasmonato (MeJa) e 4cido abscisico
(ABA) apé6s 0, 6, 12h; D) Expressdo durante o desenvolvimento da gema lateral ao longo
de tempos especificos: 3, 4, 13 e 22 dias; E) Expressdo génica em raizes em resposta a
privacdo de fésforo (-P) ao longo dos periodos (horas) especifico: sem fésforo (-P) 0, 6, 12,
24 e 48 h; com fosforo (+P) 0, 6, 12, 24 e 48 h. Aproximadamente 5 ug de RNA total foram
carregados em cada amostra. A membrana foi hibridada com sonda correspondente a regiao
completa codificante do gene Rpb4. '*' sinal da hibridacdo com sonda de um rRNA como
controle da quantidade de RNA.
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Localizacdo Subcelular

A construcdo originalmente disponivel em nosso laboratério, baseada em
pET101/D-TOPOQO, foi amplificada com o novo par de oligonucleotideos construidos, por
uma PCR de volume final 25 pl., contendo em sua reacio DNA 1:10 do gene Rpb4, tampao
10x, MgCl, 50 mM, Taq DNA Polimerase, Primers BamHI e Sphl 5 uM, 4 ANTP 10 mM e
agua Milli-Q para completar o volume, com uma temperatura inicial de 94 °C por 3 min e
30 ciclos de 94 °C 30 seg, 60 °C 1 min (temperatura de anneling), 72 °C 2 min, ¢ uma
temperatura final de 72 °C por 5 min.

A banda visualizada foi recortada e purificada, sendo realizada uma adenilacio,
subclonagem em pGEM-T easy, transformacdo de células competentes, crescimento em
meio LB liquido e mini-preparacdo do DNA plasmidial; foi realizada uma digestdao com as
enzimas BamHI e Xhol para comprovacao da inser¢do do fragmento no plasmidio pPGEM-T

easy (figura 14).
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Figura 14. Confirmacdo da constru¢do pGEM-T easy::Rpb4 digerida com as enzimas
BamHI e Sphl. L: ladder 1 kb Promega; 1, 2 e 3: a banda mais inferior se refere ao gene
Rpb4 (440 bp).
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O gene GFP foi digerido com as enzimas Sphl e Xbal (figura 15). Os fragmentos

visualizados no gel foram recortados e purificados.

Figura 15. Digestdo para obten¢do do fragmento GFP. L: ladder 1 kb Promega; 1 e 2;
construcdo pGEM-T easy::GFP digerida com as enzimas Sphl e Xbal; a banda mais inferior
refere-se ao gene GFP (750bp).

O plasmidio pRT-104 foi aberto com as enzimas BamHI e Xbal (figura 16). Os

fragmentos visualizados no gel foram e purificados.
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Figura 16. Digestdo para a abertura do vetor da expressdao pRT-104 com as enzimas BamHI
e Xbal. L: ladder 1 kb Promega; 1 e 2; plasmidio pRT-104 digerido com as enzimas BamHI
e Xbal.

Com os dois genes (Rpb4 ¢ GFP) e o vetor pRT-104 purificados, foi conduzida uma
reacdo de ligagdo.

A constru¢io quimérica 35S::ScRpb4::GFP (figura 17A) foi introduzida em células
de epiderme de cebola através de bombardeamento de particulas, e posteriormente
visualizado em microscépio de fluorescéncia. O sinal GFP foi detectado no nicleo (figura
17B) e no citoplasma (figura 17C) de células de epiderme de cebola. O controle do niicleo

(35S::TFIA::GFP) e o controle citoplasmético (pRT104::GFP) foram localizados no

nucleo (figura 17D) e no citoplasma (figura 17E), respectivamente.
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Figura 17. Localizacdo subcelular de ScRpb4 em epiderme de células de cebola. A)
Esquema da constru¢do contendo a fusdo ScRpb4::GFP; B e C) Sinal GFP detectado no
nicleo (B) e no citoplasma (C) de células de cebola apds serem bombardeadas com a
construcdo ScRpb4::GFP; (D) controle nuclear (pRT104::TFIIA::GFP); e E) controle
citoplasmético (pRT104::GFP).
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Hibridizagdo in situ

Primeiramente foi realizada a verificacdo da orientacdo do gene ScRpb4 no
plasmidio pGEM-T easy através de uma PCR, para posterior sintese da sonda. Nesse
plasmidio sdo conhecidas as orienta¢des dos primers T7 e SP6, que juntamente com 0s
primers desenhados (com sitios de restricdo para BamHI e Sphl) foi possivel determinar a

orientagdo desejada (Figura 18).
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Figura 18. Determinacdo da orientacdo da regido codificante de ScRpb4 clonada em
pGEMT-Easy. A) Gel da PCR da orienta¢do do gene Rpb4 no plasmidio pGEM-T easy. L:

ladder 1 kb Promega (EUA); 1 a 4: Combinacdes dos primers: 1:BamHI e T7; 2: BamHI e
SP6; 3: Sphl e TT; 4: Sphl e SP6. B) Orientac¢do do gene no plasmidio.

Como ocorreram as amplificacdes BamHI/SP6 e T7/Sphl, pode-se concluir que a
orientacdo do gene é a mostrada na figura 18.B. A orientacdo é importante para se
determinar com qual enzima serd feita a digestdo para a geracdo das sondas sense e anti-

sense. No caso do gene Rpb4 a digestdo serd realizada com a enzima BamHI (sense) e Sphl

(antisense).
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Utilizando o DNA da constru¢do com sua orientacdo determinada, foi realizada uma
transformacgdo de células competentes DH10B através de choque elétrico e posterior mini-
preparacdo sem RNAse; esse tipo de mini-prep € necessdria nesse caso porque a técnica da
hibridiza¢do se baseia na impregnacio de transcritos primdrios, e caso fossem utilizadas
substancias contendo RNAse ocorreria a degradacdo desses transcritos. O resultado da

digestdo dessa mini-prep é mostrado na figura 19.

Figura 19. Digestdo da mini-prep sem RNAse da constru¢do pGEM-T easy::Rpb4. 1:
pGEM-T easy::Rpb4 linearizado; a mesma amostra foi distribuida em 2 pogos do gel de
agarose devido ao seu volume final ser maior que a capacidade de cada pogo
individualmente.
Apds as bandas referentes a digestdo terem sido purificadas, elas foram utilizadas
para o ensaio de hibridizac¢lo in situ.
No final das etapas da hibridizagdo, as laminas foram visualizadas em um

microscopio Axiovert 40 (Zeiss, Germany) acoplado com uma camera para captura das

imagens. A sonda anti-sense de ScRpb4 foi hibridizada em secgdes transversais de folha
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madura de cana-de-aguicar (figura 20) e sec¢Oes longitudinais de meristema reprodutivo
(figura 21). Nas folhas maduras foi observado que a acumulacdo de mRNA de ScRpb4 esta
restrita a células da bainha do feixe vascular (figura 20A e C), com uma baixa expressao no
xilema, floema e células do meséfilo. No meristema reprodutivo, a expressdo foi localizada
nas glimas, péleas, lodiculas, meristema floral e par de meristemas vegetativos (figura 21A
e C). Nenhum sinal foi observado na hibridizacdo com a sonda sense de ScRpb4 (figuras

20Be De21BeD).
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Figura 20. Hibridizacdo in situ de cortes transversais da folha matura. A marcacdo dos
transcritos é mostrada em diferentes tonalidades de vermelho. A) Corte transversal do
tecido foliar mostrando o precipitado roxo em alguns tipos celulares quando foi utilizada a
sonda antisense ; B), Mesmo tecido com a sonda sense; C) Detalhe do feche vascular; D)
Mesmo detalhe com a sonda sense, sem coloragdo. Bs = células da bainha do feixe

vascular; p = floema; x = xilema; mc = células do mesdéfilo.
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Figura 21. Hibridizac¢do in situ de cortes longitudinais da inflorescéncia de cana-de-agucar.
A) Corte longitudinal da inflorescéncia mostrando o precipitado roxo em alguns tipos
celulares quando foi utilizada a sonda anti-sense; B) Mesmo tecido com a sonda sense; C)
Detalhe do meristema apical com a sonda anti-sense; D) Mesmo detalhe com a sonda sense,
sem coloragdo; . Bs = células da bainha do feixe vascular; p = floema; x = xilema; mc =
células do mesoéfilo; gl = glimas; sp = par de meristemas vegetativos; fm = meristema
floral; pa = palea; lo = lodicula.
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DISCUSSAO

Neste trabalho foi caracterizado o gene ScRpb4, codificante da quarta maior
subunidade da RNA polimerase II de cana-de-acucar. Foi encontrada uma alta identidade
na sequéncia proteica entre os homologos de plantas analisados, em contraste com uma
baixa similaridade com leveduras, humanos e drosofila. Isso € consistente com trabalhos
anteriores com Saccharomyces, nos quais foi relatada uma alta identidade entre os
homologos de diferentes espécies de leveduras, e uma baixa identidade entre o resto dos
eucariotos, incluindo Arabidopsis thaliana (Sampath and Sadhale 2005). A baixa
identidade encontrada entre a Rpb4 de cana-de-agucar e a de levedura (27%) é consistente
com a estrutura da proteina da levedura, a qual apresenta uma regido unica ndo-conservada
que separa as regides N- e C-terminal, que sdo conservadas entre os organismos (Sampath
et al. 2003). De acordo com ambos os alinhamentos realizados, duas arvores de neighbor-
joining foram feitas. Ambas refletem as diferencas encontradas entre as proteinas Rpb4 dos
diferentes organismos, e adicionalmente, na arvore de NJ das diferentes plantas (figura 8B),
foi observado que as monocotileddneas e as dicotiledoneas foram agrupadas em diferentes
clados. Esse padrio de agrupamento também foi observado para ScTFIIA, que codifica
para um fator basal de transcri¢do da maquinaria de transcri¢cdo de cana-de-agicar (Gentile
et al. 2010).

Tanto para pET-28a quanto para pGEX-4T-1 foi possivel verificar a presenca de
uma banda de tamanho semelhante a visualizada nos géis de pequena escala, as quais sdo

relacionadas a expressdo da proteina recombinante.
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Os padroes de expressio de ScRpb4 encontrados foram diferentes entre os
plasmidios pGEX-4T1 e pET-28a. O plasmidio pGEX-4T-1 expressa a proteina glutationa
S-transferase (GST) juntamente com a proteina-alvo, enquanto que o plasmidio pET-28a
expressa apenas a proteina-alvo com uma cauda de histidina. Os testes de expressdo em
pequena escala foram conduzidos usando duas células de expressdo (pRIL e pLysS), duas
temperaturas (30 e 37 °C ) e trés tempos de indu¢d@o (4 h, 6 h e overnight), visando verificar
o melhor padrdo de expressdo para ScRpb4. Dentre todas as possibilidades testadas, a
melhor foi utilizando o plasmidio pET-28a, com a célula de expressdo pRIL, por 4 h a
37°C. A banda do gel de poliacrilamida ao redor de 16 kDa foi claramente observada, a
qual corresponde ao peso molecular predito para a ScCRpb4. Pode-se concluir que ScRpb4
estd pronto para ser purificado e seguir adiante em mais estudos, tais como determinac¢io de
estrutura, que poderdo ser realizado em andlises posteriores de nosso laboratério. Alguns
anos atrds, a estrutura completa de raio-X da RNA Polimerase II de levedura foi
determinada, incluindo o heterodimero Rpb4/Rpb7 (Armache et al. 2003; Bushnell e
Kornberg 2003). Uma completa caracterizacdo da estrutura tridimensional da RNA
Polimerase II € interessante para a compreensdo dos mecanismos que regulam a transcri¢do
em plantas. Recentemente, uma refinagcdo da estrutura da RNA Pol II de leveduras foi feita,
especificando a conformacdo de duas regides que estdo proximas da superficie da Pol II,
proporcionando a mais completa referéncia estrutural para andlises posteriores (Meyer et al.
2009).

O gene ScRpb4 aparenta ser ubiquamente expresso, ndo havendo tampouco
diferencas significativas no nivel dos transcritos entre diversos tecidos de cana, o que € o

esperado para uma subunidade da RNA polimerase. Esse fato além de corroborar que o
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gene seja essencial na célula em diversas etapas do desenvolvimento celular, corrobora a
hipdtese de que a quantidade de moléculas dessa subunidade nlo se altera, ela ¢ a mesma
quando a célula cresce sob condi¢des ideais ou quando sob estresse; o que € alterado € o
estado de agregacdo dela com a pol II (Farago 2003).

A expressdo de ScRpb4 ndo apresentou mudancas em folhas tratadas com os
hormonios MeJA ou ABA, e em raizes expostas a baixos niveis de fosfato. Todo o perfil de
expressdo de ScRpb4 estd de acordo com os dados disponiveis do homdlogo de
Arabidopsis thaliana na base de dados publica de microarray (The Bio-Array Resource for
Plant Functional Genomics, http://bar.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb.cgi, (Winter et al.
2007). O homdlogo de Rpb4 em Arabidopsis (At5g09920.1, correspondente a proteina
NP 196554.1 usada na figura 2) estd expresso na maioria dos tecidos, tais como
inflorescéncia, raiz, folhas, talo, sementes, entre outros, mostrando a mesma expressao
ligeiramente maior no meristema apical, raiz, semente, folhas imaturas e flores. Nenhuma
mudancga foi observada em resposta a aplicacdo de homonios, tais como ABA, MeJA, IAA
(Acido indolil-3-acético) e GA-3 (Acido Giberélico). Além do mais, nenhum efeito foi
observado de plantas de Arabidopsis submetidas a estresse de frio (ainda usando a mesma
base de dados), reforcando os dados obtidos em nosso trabalho, no qual nenhum diferencial
de expressdo foi observados sob estresses abidticos.

A expressdo ubiqua de ScRpb4 nos tecidos e condicdes de estresse estd de acordo
com o padrdo esperado para uma subunidade da RNA Pol II, devido ao papel fundamental
desta proteina. Esse padrdo sugere um importante papel desta subunidade em diferentes
etapas do desenvolvimento celular. Mais ainda, indica que o nivel de ScRpb4 dentro da

célula € constante mesmo quando as condi¢cdes alteram-se de 6timas para ndo-6timas (fato
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visto em um estresse). De fato, a Rpb4 de leveduras supostamente tem um papel na
resposta celular ao estresse, por um mecanismo pds-transcricional.

A localizacdo celular demonstra que ScRpb4 foi direcionada para o nicleo e o
citoplasma. A localizacdo no ntcleo estd de acordo com a func¢io da proteina, como uma
subunidade da RNA Pol II. O mesmo foi observado para uma subunidade putativa do fator
basal de transcricdo TFIIH de cana-de-acticar, o qual foi direcionado para o nucleo como
esperado para uma proteina envolvida na transcricdo (Gentile et al. 2009). De maneira
interessante, em leveduras, ambas as subunidades Rpb4 e Rpb7 tem sido encontradas
agindo na transcri¢cdo (no ntcleo) e também na exportacdio de mRNA para o citoplasma e
na via de decaimento do mRNA no citoplasma. Assim, hd a possibilidade de que este
heterodimero faga a ligacdo entre o nicleo e o citoplasma, e que ambas as subunidades
possam ser encontradas no citoplasma (Selitrennik et al. 2006). Sob condi¢des normais o
transporte de ambas as subunidades depende do progresso da transcri¢do. Porém sob
condicdes de estresse, como falta de nutrientes e temperatura, ambas as subunidades sio
transportadas de uma maneira independente do progresso da transcri¢do (Selitrennik et al.
2006).

A folha, no inicio de seu desenvolvimento, é composta de meristema apical (é o
broto, a folha jovem como um todo), e esse meristema possui a protoderme (mais externa,
vai dar origem a epiderme), meristema fundamental (sdo as células que preenchem,
parénquimas), € o procambio (mais interno, que vai originar os feixes vasculares ou
colaterais) (Appezzato-da-Gléria, B. e Carmello-Guerreiro S. M., 2003). Nos cortes de
folhas pode-se notar uma maior coloragio nas células da bainha do feixe vascular, e uma

menor intensidade no floema, xilema e células do meséfilo. E na bainha do meséfilo onde
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ocorre a maioria das reagdes de metabolismo foliar (Taiz, e Zeiger, 2004), portanto € de se
esperar que mais RNA polimerase sejam recrutadas para esse local, pois possuindo uma
intensa atividade metabdlica hd também uma intensa transcri¢do génica.

Na inflorescéncia, no inicio de seu desenvolvimento, tem-se 0 meristema apical (€ o
botdo jovem, pois ¢ uma flor em desenvolvimento), e esse meristema € composto de
protoderme (mais externa, vai dar origem a epiderme), procambio (que vai dar origem aos
vasos) e meristema fundamental (s@o as células que preenchem, parénquimas). (Appezzato-
da-Gloéria, B. e Carmello-Guerreiro S. M., 2003).

Na figura 20 € possivel visualizar o meristema corado como um todo, enquanto que
na figura 21 visualizam-se as estruturas individualizadas, ou seja, as glumas, os meristemas
vegetativos, o meristema floral, as paleas e as lodiculas bem coradas. A colora¢do estd
presente em todas as partes do meristema, pois € nesse local onde as células estdo em
intenso crescimento. E a partir do meristema que as células vdo se diferenciar, dando
origem aos tecidos da planta, sendo nesse local, portanto, onde hd uma intensa necessidade
de transcri¢do génica. Isso estd de acordo com a expressdo observada na base de dados de

Arabidopsis, onde o meristema apical apresenta uma expressdo maior que o restante dos

tecidos.
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CONCLUSOES

A proteina ScRpb4 de cana-de-agucar apresenta alta similaridade com as homologas
de plantas, principalmente as de monocotiledoneas (91.5% com o arroz — Oryza sativa,
98.6% com o Sorghum bicolor € 96.5% com o milho — Zea mays).

Uma boa qualidade de expressdo em células bacteriana, tanto em pequena quanto
em larga escala, foi verificada no vetor de expressdo pET-28a, em uma temperatura 6tima
de 37 °C durante 4 h de indu¢do com IPTG.

Em plantas submetidas a diferentes estresses e tratamentos (frio, priva¢do de
fosfato, hormonios MeJa e ABA) ndo ocorre nenhum tipo de expressio diferencial do gene
ScRpb4. O gene apresentou expressdo inalterada também durante o desenvolvimento da
gema lateral e foi expresso em todos os tecidos de cana-de-aguicar avaliados: folha madura,
folha imatura, entrends, gema lateral, raiz e flor.

A acumulacdo de transcritos primdrios apresentou correlacdo com a intensa
atividade metabdlica: na inflorescéncia nas glimas, meristemas vegetativos e meristema
floral, locais onde ocorrerd a diferenciacdo celular da planta adulta.

A andlise da localizacdo de fusdo com GFP em epiderme de células de cebola
indicou o direcionamento de ScCRpb4 para o nticleo e o para o citoplasma. No ntcleo temos
um indicio de sua participacdo como subunidade da Pol II, e no citoplasma um indicio de

sua relaco com a exportagdo de mRNA, tal qual verificado em leveduras.

Todos os resultados presentes neste trabalho indicam a importancia da ScRpb4 nas

células, particularmente nos tecidos imaturos, com intensa divisao celular.
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ANEXO I

ILUSTRACOES

Primer Dire to

5 GGATCCATGTCCGGUCGAGGAGGA ¥

Sitio dz BamHI Tm=801 %%GC 652 23bp

Primer Reverso

5 CTCGAGCTACTCGAACTTCTTGATGAGGG ¥

Sitio de Xhol Tm=782 %GC 517 20bp

Figura 1. Primers utilizados para a amplificacdo de ScRpb4 no ensaio de expressio génica.
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\ | sar 90
\ | Neer | 97
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Bsti | 118
I‘\ MNsi | 127
4+ ps 14

Figura 2. Plasmidio pGEM-T Easy utilizado para a subclonagem do gene ScRpb4.
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Thrombine
Leu Wal Pro Arg Gly Ser IPra Glu Phe Pro Gly Arg Leu Glu Arg Pro His Arg Asp

CTG GTT CCG CGT|GGA TCCICCBGAA TTC|CCG GET CGACTC GAG CGG CCE GAT CGLGAC TGA
| Bam H Eco Rl —graT—XhoT — 53 NatT Stop codans]

sferas®
3

P tac

pGEX 4T1

~4350hp

Figura 3. Plasmidio pGEX-4T-1 utilizado para expressdo de proteinas Rpb4. Como o gene
da glutationa S-transferase (GST) estd upstream ao gene da proteina de interesse, no

momento da expressdo da proteina, a proteina resultante terd aproximadamente 42 kDa: 26
kDa GST e 16 kDa da Rpb4.
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Figura 4. Plasmidio pET-28a utilizado para expressdo de proteina ScRpb4. Em detalhe as
enzimas usadas para a abertura do plasmidio. O peso molecular final da proteina
recombinante vai ser praticamente o mesmo que ela possuia, diferentemente do caso do
pGEX-4T-1, pois no caso do pET-28a os 6 aminodcidos de histidina (conhecidos como
cauda de histidina) sintetizados no final da proteina de interesse ndo vao influenciar
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Frimer Direto
#J miclectideos adicionados

5° CGOATCCATATGTCCGGCGAGGAG ¥
Tm =71

sitioc de BamHT

L8 ®EC 60,3 23bp

Frimer Rewverso
nuclectideos adicionados

57 GCATGCATCTCGAACTTCTTGATGAG 37
[e——

sitic de Sphl Tm= 72,8  %GC 48,2 2&bp

Figura 5. Primers desenhados com os novos sitios de restricdo para entrar en frame com o
vetor.

Sphl- 11 - G_CATG'C

pRT-104-Rpb4-GFP 31/01/200
4507 bp

Xl - 1646 - T'CTAG_A

Sphl - 1872 - G_CATG'C

Figura 6. Mapa da constru¢@o que serd bombardeada em epiderme de cebola.
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ScRpb4
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Figura 7. Gene ScRpb4 de cana-de-acticar e sequéncia de aminodcidos deduzida. O gene
possui 432 pares de bases, codificando uma proteina de 143 aminodcidos, com um peso
molecular estimado de 16 kDa.
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