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INTRODUGAO

Coix lacryma-jobi L.

Coix lacryma-jobi L., juntamente
com milho, sorgo e tripsacum,
pertence a familia Gramineae e a tribo
Andropogoneae (Clayton, 1973; Jain
& Benerjee, 1974; Clayton, 1983).
Este cereal € nativo do sudeste
asiatico, onde foi utilizado, durante
muito tempo, como fonte de alimento,
na produgdo de bebidas alcodlicas,
como planta medicinal e como
ornamento (Venkateswarlu &
Chaganti, 1973; Arora, 1977).

O Género Coix consiste de
plantas mondicas, anuais ou perenes,
com polinizagdo efetuada pelo vento.
As espiguetas carpeladas sao em
trios; sendo um fértil e dois estéreis.
Cada um destes grupos encontra-se
encerrado dentro de uma estrutura
semelhante a contas, o inv6lucro. Este
invélucro é formado por uma bainha
modificada e endurecida, que apre-
senta, quando madura, coloragao
variavel. Por um orificio, no apice
deste invélucro, emerge uma haste
que sustenta a inflorescéncia mas-
culina. As espiguetas masculinas sao
imbricadas em pares ou trios e uma
delas, a central, é pedunculada. Cada

espigueta apresenta duas floretas,
ambas estaminadas, sendo a superior,
as vezes, estéril (Fig. 1)
(Venkateswarlu e Chaganti, 1973; Jain
& Benerjee, 1974). Coix lacryma-jobi
apresenta uma taxa média de
fecundagdo cruzada de aproxima-
damente 40% (Mello, 1989).

Atualmente o Coix é encontrado
em todas as regibes tropicais do
mundo. No Brasil, por volta de 1938,
foi introduzida a variedade Adlay com
sementes trazidas das Filipinas
(Torres & Bergamin, 1951;
Shaafhawsen, 1952).

Apesar das sementes de Coix
apresentarem conteiddo maior de
proteinas que as sementes de milho
(Ottoboni et al,, 1990), este cereal é
considerado de pouca importancia
econdmica devido a suas pro-
priedades agrondmicas desfavoraveis.
Dentre estas propriedades, podemos
destacar, a maturagdo n&o sincro-
nizada das sementes, impedindo a
mecanizagdo da colheita deste
cereal.



Espiguetas
masculinas

Esplgueta
feminina

Figura 1: A. Esquema mostrando um ramo de Coix lacryma-jobi .
B. Detalhe de um fasciculo indicando as espiguetas masculina e feminina de uma
inflorescéncia.



As prolaminas

As proteinas de reserva
acumulam-se nas sementes de
inUmeras espécies de plantas e
constituem uma fonte de nitrogénio
para a germinagdo do embrido. Em
cereais pertencentes a tribo
Andropogoneae, tais como milho,
sorgo e Coix, as proteinas de reserva
sdo constituidas por um grupo de
proteinas soluveis em alcool, ricas em
prolina e glutamina, e denominadas
de prolaminas (Shewry & Tatham,
1990). Estas proteinas representam,
aproximadamente, a metade da
proteina presente nas sementes
maduras, e, em milho, sorgo e Coix,
recebem respectivamente os nomes
de: zeinas, kafirinas e coixinas.

Baseado na solubilidade
diferencial, as zeinas foram
classificadas como. a-, B-, € y-zeinas
(Esen, 1986). Esta classificagdo foi
posteriormente estendida para as
kafirinas (De Rose et al, 1989) e
coixinas (Leite et al., 1990). As a-, B-
e y-prolaminas, compreendem, res-
pectivamente, as proteinas soluveis
em 40-95%, 30-80% e 0-80% de
isopropanol. Entretanto, esta classi-
ficacdo néo reflete a relagdo estrutural
entre as prolaminas, assim sendo o
sequenciamento de um gene de uma
zeina, previamente descrita como per-
tencente a classe das B-prolaminas,

revelou uma estrutura completamente
diferente, determinando a criagdo de
uma quarta classe de prolaminas
denominada de §—prolaminas (Kirihara
et al., 1988). A coixina de 17 kDa
constitui-se em outro exemplo, que
apesar de apresentar solubilidade
caracteristica das a-prolaminas (Leite
et al.,, 1990), ap6s o sequenciamento
de um clone de cDNA, revelou alta
similaridade com a f-prolamina de
milho (Leite et al., 1992).

As a-prolaminas, a classe mais
abundante, correspondem a cerca de
70% das prolaminas totais de milho,
sorgo e Coix. Em milho, esta classe de
prolaminas € constituida por poli-
peptideos agrupados em duas classes
de pesos moleculares aparentes de
19 e 22 kDa (Burr & Burr, 1982), o
mesmo  acontecendo com  as
o—prolaminas de Coix, que s&o cons-
tituidas pelos grupos de polipeptideos
de 25 e 27 kDa (Leite et al., 1990).

Estudos de hibridizagdo, bem
como estudos imunolégicos e analise
de sequéncias de clones de cDNA e
gendmicos de a-prolaminas, tém
revelado a existéncia de uma grande
homologia entre os genes que
codificam as a-zeinas de 22 kDa e
aqueles que codificam as a-coixinas
de 25 kDa (Leite et al., 1990; Ottoboni
etal, 1993). Genes que codificam
proteinas homoélogas a a-zeina de



22 kDa foram também identificados
em sorgo (De Rose et al, 1989).
Estudos de analise de reconstrugao
destes genes demonstram que o0s
mesmos sdo codificados por uma
familia multigénica, constituida por,
aproximadamente, 100 genes em
milho (Viotti et al., 1979), 20 genes em
sorgo (De Rose et al 1989) e 35
genes em Coix (Ottoboni et al., 1993).

Em milho, as B-prolaminas
correspondem a aproximadamente
15% do total das zeinas e sao
representadas por um unico poli-
peptideo de peso molecular aparente
de 15 kDa (Pedersen et al., 1986).
Apesar da aparente auséncia de
B-prolaminas em endospermas de
Coix, em 1992, Leite et al
descreveram a clonagem e a
caracterizaggo de um  cDNA
codificando uma coixina rica em
metionina e cisteina, que apresentava
64% de similaridade com o gene de
B-zeina.

As y-prolaminas sdo
solubilizadas em solugdes alcodlicas
(0-80%), na presenga de agentes
redutores, tais como,
B-mercaptoetanol e ditiotreitol. As
y-prolaminas em milho correspondem
a 5-10% do total das zeinas, e sao
compostas por dois polipeptideos, um
de 28 kDa e outro de 16 kDa (Esen,
1986). A y-zeina de 16 kDa apresenta

solubilidade caracteristica de
B-prolaminas (Esen, 1986), sendo
codificada por um Unico gene,
enquanto que a y-zeina de 28 kDa,
dependendo da linhagem de milho, é
codificada por um ou dois genes
(Gallardo et al., 1988; Das & Messing,
1987; Das et al, 1991a; Das et al,
1991b). Em Coix, as y-prolaminas
representam cerca de 15% do total
das prolaminas, e sdo constituidas por
um unico polipeptideo de 22 kDa que
apresenta alta similaridade com a
y-zeina de 28 kDa (Leite et al., 1990;
Leite et al., 1991). O endosperma de
sorgo apresenta menor concentragdo
de y-prolaminas do que milho e Coix.
A y-kafirina representa cerca de 2-5%
do total de prolaminas e é composta
por um unico polipeptideo de 27 kDa
(Evans et al, 1987). As
caracterizagbes de clones de cDNA
(Barros et al., 1991), e gendmico de
y-kafirina (Freitas et al., 1994)
mostraram que as y-kafirinas, também,
apresentam alta similaridade com a
vy-zeina de 28 kDa.

Embora as sequéncias dos
genes das diferentes classes de
prolaminas n&o mostrem qualquer
similaridade, estes genes apresentam
algumas semelhangas estruturais.
Primeiro. nenhum deles apresenta
interrupgbes em suas  regides
codificadoras, ou seja, ndo possuem



introns. Segundo: as sequéncias
codificadoras das proteinas séo
organizadas em dominios estruturais
tipicos, que permitem as proteinas
sintetizadas, assumirem uma estrutura
secundaria mais condizente com o

rigido empacotamento dentro dos

corpusculos protéicos (Argos et al.,
1982; Garratt et al. 1993). Terceiro:
todas as prolaminas sdo precedidas
por um peptideo sinal, responsavel
pelo direcionamento das prolaminas
para o interior do reticulo
endoplasmatico (Burr & Burr, 1976;
Larkins & Hurkman, 1978; Burr et al,,
1978; Ludevid et al., 1984; Lending &
Larkins, 1989; Targon ef al., 1992).

Regulagao da expressao
génica de prolaminas

As prolaminas s@o sintetizadas
durante o0 desenvolvimento das
sementes em polirribossomos ligados
as membranas do reticulo endoplas-
matico rugoso, e acumulam-se em
organelas de armazenamento denomi-
nadas corpusculos protéicos (Burr &
Burr 1982; Larkins ef al., 1984; Targon
et al., 1992). A transcrigdo dos genes
de prolaminas em milho e Coix é
altamente regulada, sendo que os
RNAs mensageiros acumulam-se em
altas concentragdes nos estagios
precoces do desenvolvimento do

endosperma (Marks et al, 1985;

Targon et al., 1992).

Tem sido demonstrado que,
apesar dos genes que codificam as
diferentes classes de prolaminas, nos
cereais da tribo Andropogoneae,
apresentarem baixa similaridade em
suas sequéncias, estes genes sao
expressos de forma especifica e
coordenada no endosperma em
desenvolvimento (Feix & Quayle,
1993). Até o momento, os meca-
nismos envolvidos na regulagdo da
expressao coordenada sdo desconhe-
cidos. Comparagbes dos promotores
de genes de diversas classes de
prolaminas tém indicado como uma
das unicas regides conservadas, o
motivo conhecido pelos nomes de
"prolamin box", "endosperm box", ou
ainda "-300 box" (Feix & Quayle,
1993). Este motivo apresenta a
sequéncia TGTAAAG, altamente
conservada, que € similar ao motivo
conhecido como "core" do “"enhancer”
de SV40. Este motivo foi descrito em
posigcdes relativas similares nos genes
das diferentes classes de prolaminas
dos cereais da tribo Andropogoneae
(De Rose et al., 1989; Ottoboni et al.,
1993; Pedersen et al.,, 1986, Freitas
et al., 1994; Brown et al., 1986; Liu &
Rubenstein, 1992), bem como em
genes de outros cereais como cevada
(Kreis et al., 1986), trigo (Summer-



Smith et al., 1985; Colot et al., 1987),
e centeio (Hull et al., 1991). Apesar do
alto grau de conservagdo da
sequéncia e da posigao deste motivo,
e também de sua reconhecida
capacidade de reconhecer proteinas
nucleares (Maier et al., 1987), a
fungcdo deste motivo ndo foi ainda
esclarecida.

Vérias mutagbes afetando o
acumulo das zeinas tém sido descritas
(Motto et al, 1989). Alguns destes
mutantes s3o conhecidos como
opaco, pois, ao contrario das semen-
tes normais, que apresentam o
endosperma duro e translicido, estes
mutantes produzem sementes com
endosperma macio e opaco. -

A mutagdo opaco2 (02) foi
primeiramente identificada em milho
por Singleton & Jones na década de
30 (Emerson et al., 1935). O efeito
dessa mutagdo no acumulo de
proteinas na semente foi estabelecido
somente 30 anos depois. Mertz et al.
(1964) demonstraram que a mutagéo
02 proporcionava um melhor balango
de aminoacidos nas sementes,
devido, principalmente, ao aumento
do conteddo de lisina. Tal aumento
resultava da redugdo do acumulo da
fragdo das prolaminas (zeinas), as
quais sdo deficientes nos aminoacidos
essenciais lisina e triptofano. O fato
de uma simples mutagdo aumentar o

conteudo de lisina, atraiu extensivas
pesquisas sobre a mutagdo 02 e
outras mutagdes opaco de milho. No
inicio, haviam perspectivas de gerar
linhagens de milho com maior valor
nutricional, entretanto, o milho 02 néo
obteve sucesso comercial. Compa-
rado com as linhagens normais, o
milho opaco2 apresenta um rendi-
mento menor, suas sementes sao
mais susceptiveis a injurias durante a
colheita e armazenamento, apresen-
tam ainda, uma grande susceptibi-
lidade a doengas e pragas (Nelson,
1980).

Nos mutantes 02 ocorre uma
grande redugdo das zeinas de
22 kDa, em fungdo de um decréscimo
da taxa de transcricdo génica,
gerando uma auséncia parcial ou
completa de RNAs mensageiros
especificos da classe das zeinas de
22 kDa (Pedersen et al, 1980;
Langridge et al., 1982; Marks et al,,
1985). Burr & Burr (1982)
demonstraram, ainda, que esta redu-
¢do ndo pode ser atribuida a alte-
ragbes de sintese, transporte, ou
processamento destas proteinas.

Mutagbes em outros genes
afetam a express@o das a-zeinas de
maneira diferente da mutagdo o02.
Enquanto a mutagdo 02 reduz
significativamente a expressdo das
proteinas pertencentes a classe de



22 kDa, a mutagdo opaco7 (o7) afeta
principalmente a expressao da classe
de 19 kDa, ja& a mutagdo floury2 (f12)
diminui a expressdo de ambas as
classes, de 19 e 22 kDa. A mutagao
opaco6 (06) causa uma redugdo
generalizada das prolaminas, afe-
tando todas as classes de zeinas. A
mutagdo De-B30 proporciona uma
redugdo de, aproximadamente, 30%
das zeinas, principalmente, da classe
de 22 kDa (Motto et al., 1989)

Apenas o efeito da mutagdo o2
sobre a transcricdo do gene das
a-zeinas de 22 kDa foi confirmado
(Kodrzychi et al., 1989), entretanto,
andlises da expressdo das zeinas,
através de "Northern blot",” também
indicam que o7 e f/2 alteram o nivel de
transcrigdo destes genes (Burr & Burr,
1982).

O gene 02

O gene 02 de miho foi
identificado e clonado através de
estratégia de “transposon tagging",
com o auxilio dos elementos mobveis
Supressor-mutator (Schmidt et al.,
1987) e Activator (Motto et al., 1988).
O cDNA de 02 de miho foi
posteriormente clonado e sequen-
ciado (Schmidt ef al, 1990; Hartings
etal., 1989). As sequéncias apre-
sentadas pelos dois grupos mostram

algumas diferengas, principalmente
em suas regides 3'. Ainda ndo esta
claro se tais diferengas representam
um polimorfismo entre alelos, uma vez
que cada grupo trabalhou com
linhagens diferentes de milho, ou
ainda, se sdo devidas a um artefato
de sequenciamento (Schmidt, 1993).

Pirovano et al. (1994) isolaram e
caracterizaram o0 gene opaco2 de
sorgo. A sequéncia de aminoacidos
deduzida a partir da sequéncia de
cDNA apresenta grande similaridade
com a sequéncia da proteina O2 de
milho, com excegao da regido carboxi-
terminal que ndo apresenta qualquer
semelhanga com as duas sequéncias
descritas para a proteina O2 de milho.

As sequéncias de aminoacidos
deduzidas a partir dos cDNAs
sugerem que o0 gene 02 codifica um
polipeptideo que possui um motivo
caracteristico de proteinas que se
ligam a DNA, tais como, reguladores
transcricionais de fungos e onco-
proteinas de mamiferos, denominados
"leucine-zipper" (bZIP) (Landschulz
et al., 1988b; Vinson ef al., 1989).



Leucine-zippers

O dominio  "leucine-zipper"
(bZIP) foi primeiramente observado
como uma sequéncia conservada de
varios fatores de transcrigdo de
eucariotos. Entre estas proteinas
incluem-se o ativador transcricional de
fungo GCN4, as oncoproteinas de
mamiferos Jun, Fos e Myc, e a C/EBP
("enhancer binding protein"). A regiao
de ligagdo ao DNA dessas proteinas
geralmente possui 60-80 residuos de
aminoacidos e apresentam dois
dominios distintos: o "zipper' de
leucinas, responsavel por interagdes
com outras proteinas, promovendo
dimerizagbes, e o dominio basico,
uma regido adjacente, rica em
aminoacidos basicos, responsavel
pelo reconhecimento e ligagdo com o
sitio alvo no DNA (Pabo & Sauer,
1992).

A regido do "zipper", possui
aproximadamente 30-40 residuos, e €
caracterizada por repeticbes de
residuos de leucina a cada sete
aminoacidos (Landschulz et al,
1988b), assumindo uma estrutura
secundaria de a-hélice, de modo que
os residuos de leucina fiquem alinha-
dos em uma mesma face. Assim
sendo, as leucinas de um polipeptideo
podem estabelecer interagées hidro-
fébicas com leucinas de uma a-hélice

analoga de um segundo polipeptideo
(Fig. 2; Pabo & Sauer, 1992).

O dominio basico esta localizado
em uma regido adjacente anterior as
repeticdes de leucinas. Este dominio
contém cerca de 30 residuos, sendo
que a maioria dos aminoacidos apre-
senta carga positiva, representados,
principalmente, por argininas e lisinas
(Turner & Tjain, 1989; Neuberg et al.,
1989).

Experimentos de protegao
sugerem que a regido basica da bZIP
liga-se ao sulco maior do DNA
(Pabo & Sauer, 1992). Existem dois
modelos para a interagdo entre as
bZIP e o sitio-alvo no DNA (Vinson ef
al., 1989; O'Neil et al., 1990). Em
ambos, as proteinas formam dimeros
em forma de "Y". A regido do "zipper"
une duas proteinas formando a haste
do "Y", e as regides basicas ficam
livres formando os bragos do "Y", os
quais estendem-se em diregbes
opostas ao longo do sulco maior do
DNA. O modelo "scissors grip" é o
mais aceito e propGe a existéncia de
uma quebra na o-hélice da regido
basica, permitindo que esta cadeia
acompanhe a curvatura do sulco
maior do DNA (Fig. 3; Vinson et al.,
1989). No modelo "induced helical
fork", a hélice nao apresenta dobras, e
portanto, estende-se além do DNA,



Figura 2: Representagdo esquemdtica da dimerizagdo de duas proteinas através de seus
dominios de “zipper" de leucinas.

Figura 3: Modelo "scissors grip” (Vinson et al., 1989) para a interagio de proteinas bZIP com o
sitio-alvo no DNA.



apos contactar trés ou quatro pares de
base (O'Neil et al., 1990).

Para as proteinas ‘“leucine
zipper" ligarem-se ao DNA, estas
necessitam estar dimerizadas. A
dimerizagdo pode ocorrer entre duas
proteinas idénticas, formando um
homodimero, ou entre proteinas
diferentes, formando heterodimeros.
Algumas proteinas somente s&o ativas
na forma de homodimeros, como
C/EBP e Myc, enquanto outras,
somente na forma de heterodimeros,
como, Fos e Jun, e CREB e CREM
(Johnson & McKnight, 1989).

Além de participar no
reconhecimento do sitio-alvo, o domi-
nio basico esta envolvido, também, no
transporte de proteinas do tipo bZIP
para o nucleo de células vegetais (van
der Krol & Chua, 1991).

A fungdo da proteina 02

O papel especifico do locus 02
na regulagdo da expressao dos genes
de =zeina foi demonstrado por
Kodrzycki etal. (1989). Seus resul-
tados monstraram claramente que o
locus 02 afeta o acumulo de
transcritos de genes da classe das
o-zeinas de 22 kDa. Estes dados,
aliados a presenga de um dominio de
ligagdo ao DNA (bZIP) na proteina 02
de milho, sugeriram que a proteina 02
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regulava a expressdo das zeinas
através de uma interagao direta com
os promotores dos genes. O papel
desempenhado pelo dominio basico
da proteina 02, na regulagdo da
expressdo de  prolaminas, foi
comprovado através do estudo do
mutante 02-676 (Aukerman et al,
1991). Este mutante apresenta uma
substituicdo de uma arginina, do
dominio basico, por uma lisina.
Apesar de tratar-se de uma sub-
stituicido conservativa, esta alteragdo
proporciona uma acentuada queda na
expressao das zeinas.

O Jocus 02 também regula a
expressdo de uma albumina de
32 kDa, chamada B-32 (Soave et al,,
1976; Di Fonzo et al., 1986; Lohmer et
al., 1991). Essa proteina é codificada
por um pequeno numero de genes
(Hartings et al., 1990). A proteina B-32
€ descrita como wuma proteina
inativadora de ribossomos, abundante
no endosperma de milho, e que,
provaveimente, deve funcionar como
agente de defesa contra o ataque de
patégenos (Bass et al., 1992).

O sitio de ligagao da proteina
02 de milho

O palindrome imperfeito
5-TCCACGTAGA-3', localizado na
regido 5' ndo codificadora do gene de



a-zeina de 22 kDa, foi identificado
através de analise por "footprinting",
como sendo o sitio-alvo de ligagdo da
proteina 02 de milho (Schmidt et al.,
1992). A presenga da sequéncia
ACGT, interna ao sitio de ligagéo,
presente nos promotores de
o—-prolaminas de milho, foi descrita
como condigdo essencial para a
ligagdo com a proteina O2 in vitro
(Schmidt et al., 1992). Tal sequéncia
tem sido identificada também na
regido central de sitios-alvo de
diversos fatores da classe bZIP em

plantas (Willians et al, 1992). A
especificidade de ligagdo destes
fatores parece depender das

sequéncias que flanqueiam a regiéo
ACGT e do estado de dimerizagao do
efetor (Willians et al., 1992; Schindler
et al, 1992). Em plantas, as bZIPs
também podem formar homodimeros
ou heterodimeros (Armsttrong et al.,
1992), sendo que, estes dimeros
contribuem para aumentar a complexi-
dade das possiveis interagbes com os
sitios-alvo e outros fatores.

Para o promotor do gene b-32
foram descritos cinco sitios de ligagdo
da proteina 02 de milho, os quais
apresentam a sequéncia consenso
GATGAPYyPuTGPu (Lohmer et al,
1991).

Experimentos de hibridizagéo,
através de "Southern blot”", revelaram
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a presenga de genes relacionados ao
02 de milho em endosperma de Coix e
sorgo (Ottoboni et al., 1993). Testes
de transativagdo revelaram que a
transcrigdo das a-coixinas de 25 kDa
pode ser ativada pela proteina 02 de
milho (Yunes et al.,, 1994). A proteina
02 de milho reconhece uma sequén-
cia diferente daquela descrita como
sitio-alvo nos promotores de a-zeinas.
Este sitio-alvo, presente nos promo-
tores de a-coixinas, € caracterizado
pela auséncia da sequéncia ACGT, e
por apresentar maior similaridade com
dois sitios (B1 e B4) descritos no
promotor do gene b-32 (Yunes et al.,
1994).

Localizagdo nuclear da

proteina O2
Proteinas sintetizadas no
citoplasma funcionam em varios

compartimentos diferentes dentro da
célula. O maior trafego de macro-
moléculas ocorre entre o citoplasma e
o nucleoplasma. A importagdo e a
exportagdo nuclear € um processo
altamente especifico, uma vez que o
contetdo nuclear é totalmente distinto
do citoplasmatico. Proteinas peque-
nas, com tamanho entre 40 e 60 kDa,
devem penetrar no nucleo por difusdo
através do poro nuclear. Proteinas
maiores necessitam de ATP e de um



sinal de localizagdo nuclear (NLS),
para atravessar o0 poro nuclear
(Raikhel, 1992).

Os NLSs identificados até hoje
podem ser classificadas em trés
categorias: (1) NLS do tipo
encontrado no virus SV40: contém
pequenas repeticbes seguidas de
aminoacidos basicos, principalmente
prolina e glicina, como PKKRKV
(Kalderon et al., 1984a; Kalderon et
al., 1984b). (2) NLS do tipo "mating
o2-like": consiste de pequenas
regides hidrofébicas, as quais contém
um ou mais aminoacidos basicos,
como KIPIK (Hall et al., 1984). (3)
NLSs bipartidos: constituidos, geral-
mente, pela combinagdo de duas
regibes de aminoacidos basicos
separados por aproximadamente dez
aminoacidos (Dingwall & Laskey,
1991).

Proteinas regulatérias como a
Opaco2, sdo requeridas apenas no
nicleo de células de tecidos
especificos € em determinados mo-
mentos, durante o desenvolvimento. E
provavel que estas proteinas regula-
térias permanegam no citoplasma até
que sua fungdo no nucleo seja
necessaria.

Varagona et al. (1991) demons-
traram a localizagdo nuclear da
proteina 02 de milho em células de
endosperma de milho e de plantas
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transformadas de tabaco. Na proteina
02 de milho foram identificadas duas
regides NLSs: a NLS A e a NLS B
(Varagona et al. 1992). A regido NLS
A esta localizada na por¢do amino-
terminal, e apresenta estrutura seme-
Ihante aquela descrita para SV40. A
regido NLS B esta localizada no
dominio basico, e apresenta estrutura
do tipo bipartida.



OBJETIVOS

Os dados moleculares tém
demonstrado um alto grau de conser-
vacdo dos genes que codificam as
prolaminas de milho, sorgo e Coix.
Estes dados sugerem que eles prova-
velmente originaram-se de genes
ancestrais comuns, e que, a diver-
géncia observada, ocorreu posterior-
mente & separagdo das espécies
(Leite et al., 1990; Leite etal, 1991,
Leite et al., 1992; Garrat et al., 1993,
Ottoboni ef al., 1993).

A presenca de sequéncias
relacionadas a opaco2 (gene que
codifica um ativador transcricional de
a-prolaminas em milho) nos genomas
de Coix e sorgo (Ottoboni et al., 1993)
indica que o mecanismo de controle
de expressdo dos genes de
prolaminas provavelmente também foi
conservado nestes cereais.

Assim sendo, a comparagéo das
sequéncias estruturais e regulatérias
de genes relacionados, que partici-
pam da regulagdo da expresséo
génica, pode permitir uma definigéo
mais precisa dos dominios envolvidos
nas diversas etapas dessa regulagao.

Os objetivos deste trabalho
foram o isolamento e sequenciamento

do gene opaco2 de Coix, e a
comparagdo com O gene opaco2 de
milho. Este estudo, além de permitir
uma melhor caracterizagdo de
importantes dominios presentes nas
proteinas do tipo Opaco2, pode
também ajudar no esclarecimento da
controvérsia existente entre as se-
quéncias descritas para as proteinas
Opaco2 de milho e de sorgo.

Para alcangar tais objetivos
foram realizadas as seguintes etapas:

1) Isolamento de clones
recombinantes de opaco2, a
partir de uma biblioteca de
cDNA de endosperma imaturo
de Coix.

2) Construgdo de uma biblioteca
gendmica de Coix lacryma-jobi
e isolamento de clones
gendmicos recombinantes de
opaco2.

3) Sequenciamento dos clones
de cDNA e gendmico.

4) Comparagdo das sequéncias
de nucleotideos e aminoaci-
dos correspondentes, dos
genes relacionados a opaco2.



5) Andlise de ligagdo seletiva,
visando a determinagdo da
sequéncia reconhecida pela
proteina Opaco2 de Coix, nas
regides promotoras das
o—prolaminas de Coix € milho.

6) Deteccgdo do mRNA de
opaco2 em diferentes tecidos
de Coix.

7) Comparagdo do padrdao de
acumulo dos RNAs mensa-
geiros de opaco2 e a—coixina
durante o desenvolvimento da
semente de Coix.
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MATERIAIS E METODOS

Metodologias basicas de rotina,
tais como: a) Minipreparagéo de plas-
midios, b) Digestdes com enzimas de
restricdo, c) Clonagem em plasmidios,
d) Transformagao de E. coli, e) Marca-
¢ao de sondas de DNA, entre outras,
foram utilizadas de acordo com
Sambrook et al., (1989).

As solugbdes utilizadas estédo
descritas no Apéndice |.

Material Vegetal

As sementes de Zea mays L.
var. Maya e Coix lacryma -jobi L.
var. Adlay foram obtidas da colegéo
de germoplasma do Departamento de
Genética da Universidade Estadual de
Campinas.

Linhagens de Bactérias

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

DH5a

Gendtipo relevante: F~ supE44A4
(lacZYA - argF)U169 (¢80 lacZAM15)
hsdR17 recA1 endA1 gyrA96 thi-1
relA1 (Hanahan, 1983).

Uso: Preparagcdo de células
competentes para os experimentos de
transformagdo realizados durante as
subclonagens.

XL1-Blue

Genétipo  relevante:  supE44
endA1 thi-1 lacA(lac-proAB) gyrA96
hsdR17 recA1 F° proAB* lacq
lacZAM15 Tn10 (tet ') (Bullock et al.,
1987)

Uso: Hospedeira do bacteriéfago
AZAP durante a selegao de clones
recombinantes do banco de cDNA de
Coix.

DL538

Gendtipo relevante: hsdR mcrA
mcrB recD sbcC (Whittaker et al.,
1988).

Uso: Hospedeira do bacteriéfago
ADASH durante a selegdo de clones
recombinantes da biblioteca genémica
de Coix.



Purificagdo de DNA de

bacteriéfago A

A purificagdgo de DNA do
bacteri6fago lambda foi realizada
conforme a técnica Yamamoto ef al.
(1970), descrita em Sambrook et al.
(1989), com algumas adaptagdes as
condigbes do laboratério.

Inoculou-se 15ml de meio LB
contendo 10 mM de MgSO, com a
bactéria E. coli (DL-538), incubando-
se durante a noite a 37°C, sob
agitacdo vigorosa (300 rpm). Em um
tubo de cultivo, misturou-se 1x101°
células (DOgyy =1 corresponde a
8x108 cé-lulas/ml) com 5x107 fagos,
incubando-se durante 25 minutos a
37°C sob leve agitagdo (100 rpm). O
conteudo deste tubo foi inoculado em
um Erlenmeyer com 500 ml de meio
de cultura LB contendo 10 mM de
MgSO,, previamente aquecido a 37°C,
e mantido sob vigorosa agitagdo
(300 rpm) nesta temperatura. A DOgy
do cultivo foi acompanhada a partir de
3 horas ap6s o indculo, com intervalos
de 30 minutos, sendo que a ocor-
réncia da lise foi indicada pela
observagdo de uma queda brusca da
absorbancia. Apds essa etapa,
adicionou-se 10 ml de cloroférmio ao
cultivo, e incubou-se a 37°C durante
10 minutos. O cultivo foi mantido em
gelo durante 15 a 20 minutos, sendo
em seguida, transferido para tubos de
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polipropileno de 250 ml e centrifugado
a 10.000 rpm em rotor Beckman JA-14
por 10 minutos, a 4°C. O sobre-
nadante foi transferido para um
Erlenmeyer de 2litros, ao qual
adicionou-se RNAse e DNAse | para
uma concentragéo final de 1 pg/ml,
para eliminagdo de DNAs e RNAs
bacterianos. O lisado foi incubado por
1 hora a 37°C, e adicionou-se NaCl
para uma concentragao final de 1M
(29,2 g para 500 ml). O NaCl auxilia
na preciptagdo de proteinas
bacterianas. Apds a dissolugédo do
NaCl, o lisado foi mantido em gelo por
1 hora, em seguida, transferido para
tubos de polipropileno de 250 ml e
centrifugado a 10.000 rpm (rotor
Beckman JA-14), durante 10 minutos,
a 4°C. O sobrenadante foi transferido
para um Erlenmeyer de 2 litros, e a
preciptagdo das particulas fagicas foi
realizada através da adigdo de
polietilenoglicol (PEG-8000) para uma
concentragao final de 10% (m/v) (50 g
para 500 ml de sobrenadante). Essa
solugdo foi mantida em gelo durante a
noite. O lisado foi transferido para
tubos de polipropileno de 250 ml e
centrifugado a 10.000rpm (rotor
Beckman JA-14), a 4°C, durante 30
minutos. O sobrenadante foi descar-
tado e os sedimentos secos por 10 a
15 minutos a temperatura ambiente. O
preciptado foi ressuspenso em 4 ml de
tamp&do SM. A suspensdo foi trans-



ferida para tubos Falcon de 15ml.
Adicionou-se 4ml de cloroférmio,
seguida de rapida agitagdo. O lisado
foi centrifugado por 12 minutos a
1.500rpm (centrifuga de mesa
Beckman GPR). A fase superior foi
transferida para um tubo e mantida a
4°C até o momento da ultra-
centrifugagdo. Para proceder a ultra-
centrifugagdo, adicionou-se 0,5g de
CsCl por mililitro de suspensdo de
bacteriéfago. A suspenséo foi depo-
sitada no topo de um gradiente
descontinuo de CsCl em SM. O
gradiente foi montado com as
seguintes fases do topo para o fundo
do tubo: 1ml de CsCl 1,45g/mi
(indice de refragdo 1,3768), 1,5 ml de
CsCl 1,50g/ml (indice de refragdo
1,3815) e 1,5ml de CsCl 1,7 g/mi
(indice de refragdao 1,3990). Os tubos
foram ultracentrifugados em rotor
Beckman SW41 durante 4 horas, a
4°C, a 22.000rpm. Apdés a cen-
trifugagdo, a banda esbranquigada
contendo o virus, depositada entre as
fases contendo 1,45 e 1,50 g/ml de
CsCl, foi retirada com o auxilio de
uma pipeta automatica P1000. A
suspensdo de Dbacteriéfagos foi
dialisada por duas vezes, durante 1
hora, em 1,5 litro (~1000 vezes o
volume de fago recolhido) de solugéo
contendo 50 mM de Tris-HCI (pH 8,0);
10 mM de NaCl; 10 mM de MgCl,
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Apo6s a dialise, o conteudo da
membrana foi transferido para tubos
de microcentrifuga, e adicionou-se
EDTA, para uma concentragdo final
de 20mM, Pronase-E, para uma
concentragdo final de 0,5mg/ml e
SDS, para uma concentragado final de
0,5%. Nesta etapa os capsidios dos
bacteriéfagos serdo rompidos e seu
conteudo, o DNA, sera liberado. A
amostra foi misturada por repetidas
inversbes e incubada por 1 hora a
37°C. Apbs o resfriamento, a amostra
foi submetida a extracdo com fenol
equilibrado com Tris-HCI 50 mM
(pH 8,0), seguida de uma nova
extracdo com fenol / cloroférmio /
alcool isoamilico (25:24:1), e por
ultimo, uma extragdo com
cloroférmio / alcool isoamilico (24:1).
O DNA ficara na fase aquosa, e as
proteinas na fase organica. Apds a
dltima extragdo, o DNA do bacteri6-
fago foi precipitado com a adigdo de
0,1 volumes de acetato de s6dio 3 M
(pPH7,0) e 2volumes de etanol
gelado. A suspensado foi mantida a
temperatura ambiente por 30 minutos
e, em seguida, centrifugada por 30
minutos, a 4°C, em microcentrifuga. O
sedimento obtido foi lavado com
etanol 70%. Apdés a secagem, O
sedimento foi solubilizado em 2 mi de
TE contendo RNAse (40 mg/ml).



Isolamento de DNA nuclear de
planta

O DNA utilizado na construgdo
da biblioteca genémica foi obtido
utilizando-se a técnica descrita por
Rivin et al. (1982).

Aproximadamente 1 a 2g de
folhas de plantulas obtidas em
condigbes estéreis e armazenadas a
-70°C foram maceradas em nitrogénio
liquido até a obtengdo de um pd fino.
A amostra foi homogenizada em 10 a
20ml de tampao Tris-HCI 50mM
pHB8.0; contendo 0,3 M de sacarose e
5mM de MgCl,, em um homoge-
nizador do tipo "polytron" por 30
segundos, na velocidade maxima. O
homogenizado foi filtrado em 3
camadas de gaze estéril em funil de
Buchner com ajuda de bomba de
vacuo. Os nucleos foram sedimen-
tados através de centrifugagdo a 350
x g por 10 minutos, a 4°C (2.000 rpm
em rotor Beckman JA-20). O
sobrenadante foi descartado e o
sedimento foi ressuspenso em tampéao

de lise (Tris-HClI 50mM; contendo
20mM de EDTA). Adicionou-se
sarcosyl  (n-lauril-sarcosinato  de

sb6dio) suficiente para obter-se uma
concentragao final de 2%, incubou-se
por 1 hora a 50°C. Apés a incubagéo,
adicionou-se 0,95g de CsCl por
mililitro de lisado. As proteinas
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insoluveis e polissacarideos foram
removidos por centrifugagdo a
17.000x g (12.000rpm em rotor
Beckman JA-20), por 15 minutos, a
4°C. Ao sobrenadante, coletado
adicionou-se brometo de etidio, para
uma concentragao final de 300 pg/mi.
A concentragdo de CsCl foi ajustada
para o indice de refragdo da solugdo
de 1,3895. As amostras foram
transferidas para tubos de uitra-
centrifuga e submetidas a ultra-
centrifugagdo a 50.000 rpm, por
20 horas, a 20°C em rotor VTi-80
(Beckman). A banda de DNA
cromossOmico foi removida, cuidado-
samente, sob exposigdo a luz UV e
com o0 auxilio de uma seringa munida
de agulha 30x12. O brometo de etidio
foi removido por sucessivas extragées
com n-butanol equilibrado com agua.
As extragbes foram realizadas até o
desaparecimento de cor na fase
alcodlica. A solugdo contendo o DNA
foi dialisada por 2 vezes contra 1.000
volumes de TE, por 24 horas cada.
Rendimento aproximado. 2ml. A
concentragdo de DNA foi determi-
nada espectrofotometricamente.

Isolamento em larga escala de
DNA de plasmidio

Para o isolamento em larga
escala de DNA de plasmidio foi



utilizada a técnica de lise alcalina
descrita em Sambrook et al. (1989),
com algumas adaptagdes as condi-
¢bes do laboratério.

A etapa de amplificagdo descrita
no meétodo original foi dispensada
para os plasmidios contendo origem
de replicagdo derivada de Col E1,
como no caso de pBluescript KS*/-. A
origem de replicagdo Col E1 apresen-
ta um controle mais relaxado de
replicagdo plasmidial, resultando em
um alto numero de cdpias do
plasmidio por célula, e portanto
dispensa a amplificagdo.

A bactéria hospedeira (DH5a),
contendo o plasmidio, foi inoculada
em 256ml  de meio liquido
LB/ampicilina (60 pg/ml) e incubada a
37°C durante a noite. Esse cultivo foi
utilizado para inocular 500 ml de
LB/ampicilina liquido, que foi incubado
sob vigorosa agitagdo (300 rpm)
durante a noite a 37°C. O cultivo foi
centrifugado a 7.000rpm em rotor
Beckman JA-14, por 10 minutos, a 4°C
e o sedimento foi ressuspenso em
4 ml de Solugéo | (Tris-HCI 25 mM
pH 8,0, contendo 50 mM de glicose e
10 mM de EDTA). A suspensdo foi
transferida para um tubo de centrifuga
préprio para rotor Beckman JA-20,
adicionou-se 1ml de solugdo de
lisozima (25 mg/ml em Solugéo 1). A
suspensao foi misturada e mantida a
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temperatura ambiente por 10 minutos.
Em seguida, adicionou-se 10 ml de
solugdo Il (NaOHO0.2M; SDS 1%),
recentemente preparada, misturando-
se por repetidas inversdes. A
suspensdo foi mantida em gelo por
10 minutos. A cada tubo, adicionou-se
7,5 ml de solugdo gelada de acetato
de potassio 3 M pH 4.8, misturando-se
por inversdo até o desaparecimento
das diferentes fases. A suspensao foi
mantida em gelo por 10 minutos e
centrifugou-se a 12.000 rpm por
20 minutos, a 4°C em rotor Beckman
JA-20. O sobrenadante foi filtrado em
gaze e transferido para novo tubo de
rotor Beckman JA-20. Adicionou-se
0,6 volumes de isopropanol e incubou-
se a temperatura ambiente por 10
minutos. Centrifugou-se a 11.000 rpm
em rotor Beckman JA-20 por 10
minutos, a temperatura ambiente, e o
sedimento obtido foi lavado com
etanol 70% a temperatura ambiente.
Apos a secagem, o sedimento foi
ressuspenso em 4mi de TE, e
adicionou-se 4.4g de CsCl e 0,4 ml
de solugdo de brometo de etidio
(10 mg/ml). A amostra foi centrifugada
a 10.000 rpm, durante 5 minutos, a
temperatura ambiente em rotor
Beckman JA-20 para retirar proteinas
precipitadas. A concentragéo de CsCl
foi corrigida para um indice de
refragdo da solugdo de 1,3860. As
amostras foram  submetidas a



ultracentrifugagdo em rotor Beckman
VTi-80, a 60.000 rpm, por 20 horas, a
20°C. A retirada da banda correspon-
dente ao DNA plasmidial e a remogao
do brometo de etidio foi feita conforme
anteriormente descrito para o isola-
mento de DNA nuclear de plantas. A
concentragdo de DNA foi determinada
espectrofotometricamente.

Purificagdo de fragmentos de
DNA a partir de géis de
agarose

Apés a digestdo com enzimas de
restricio apropriadas, o DNA foi
submetido a eletroforese em gel de
agarose contendo 0,5 ug/ml de
brometo de etidio. A concentragdo do
gel de agarose variou de acordo com
os tamanhos dos fragmentos
produzidos na digestdo do DNA. Os
insertos foram isolados dos géis
utilizando-se papel DEAE (DE-81,
Whatman), de acordo com a técnica
descrita por Dretzen ef al. (1981) e
Danner (1982). Os fragmentos de
DNA foram transferidos eletroforetica-
mente para papel DE-81 inserido na
frente da banda de interesse. A
eluigcdo do DNA adsorvido no papel foi
realizada incubando-se o papel DE-81
em 800 pul de tampao de eluigao (Tris-
HCI 20 mM pH 8,0, contendo 2 mM de
EDTA e 1,5M de NaCl), durante 1
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hora em banho-maria a 45°C. Apds
este periodo, o papel DE-81 foi
retirado, e a solugdo restante foi
centrifugada por 5 minutos para a
retirada dos fragmentos de papel
remanescentes. O DNA foi precipitado
com a adicdo de 2,5volumes de
etanol gelado, incubando-se a -20°C
durante a noite. Para fragmentos
menores que 100 pb, antes da adigao
do etanol, adicionou-se MgCl, para
uma concentragado final de 10 mM.
Apos centrifugagdo por 20 minutos, os
sedimentos foram solubilizados em
10 ul de TE. A concentragdo de DNA
foi determinada espectrofotometrica-
mente.

Biblioteca de cDNA de Coix

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

Selecdo de clones de cDNA de
opaco2

A primeira busca de fagos
recombinantes de opaco2 foi reali-
zada apds a titulagdo da biblioteca
(Sambrook et al., 1989). Colocou-se



em um tubo de ensaio estéril, um
volume da suspensao de bacteritéfago
contendo cerca de 30.000 pfu (unida-
des formadoras de placa), adicionou-
se 0,1ml de uma suspensdo de
bactéria XL1-Blue em MgSO, 10 mM
(Sambrook et al, 1989). Incubou-se
sob leve agitagdo (100 rpm), a 37°C,
durante 20 minutos. Em seguida,
foram adicionados 8ml de "top"
agarose pré-aquecida a 60°C,
vertendo rapidamente sobre uma
placa de 135mm de diametro
contendo meio LB sélido. As placas
assim preparadas foram incubadas a
37°C durante a noite. As placas foram
mantidas em geladeira por 30
minutos, e em seguida, cobertas com
membranas de nylon (Hybond-N,
Amersham). As membranas foram
marcadas em trés posigbes assimé-
tricas com uma agulha contendo tinta
nanquim, e foram deixadas sobre as
placas durante 1 minuto. As mem-
branas foram entdo submetidas a
incubagao por 1 minuto em solugao de
desnaturagdo (NaOH 0,5M; NaCl
1,5M). Apds a desnaturagdo, as
membranas foram incubadas por
5 minutos em solugdo de neutra-
lizagdo (NaOH 0,25M; NaCl 1,5M)
sendo em seguida, lavadas em 2X
SSC (1X SSC contém 0,15 M de NaCl
e 15 mM de citrato de sbdio) por 15
minutos. Ap6s a secagem, as
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membranas foram incubadas por 2
horas em estufa a 80°C.

As membranas foram pré-
hibridizadas a 42°C, por 4 horas, em
uma solugdo contendo 5X SSC,
0,05X BLOTTO, 0,02% SDS, 0,1%
sarcosyl  (n-lauril-sarcosinato  de
s6dio) e 50% de formamida
deionizada. As hibridizagbes foram
realizadas por 12 horas nas mesmas
condigbes da pré-hibridizagao,
utilizando-se como sonda o fragmento
Eco RI de 1.050 pb do clone de cDNA
de 02 de milho, 02 cDNA 1-4 (cedido
pelo Dr. Robert Schmidt, Departament
of Biology and Center of Molecular
Genetics, University of California, San
Diego, U.S.A). Ap6s dupla purificagao
em gel de agarose, o fragmento foi

marcado pela incorporagdo de
nucleotideos  radioativos  ([a-P32]
dNTPs), através de reagdo de

extensdo catalisada pelo fragmento
Klenow da DNA-polimerase |,
utilizando-se como "primer" hexanu-
cleotideos aleatorios (Feinberg &
Vogeltein, 1984).

Foram utilizadas sondas com
atividade especifica de 108 a
10° cpm/pg, adicionadas as solugbes
de hibridizagdo para uma atividade
final de aproximadamente 106 cpm/ml.
As sondas a serem utilizadas nas
hibridizagbes foram  previamente



desnaturadas em banho-maria ferven-
te por 5 minutos.

Durante a primeira busca, foram
analisados, cerca de, 2,5 x 105 bacte-
riofagos recombinantes, espalhados
em 8 placas de Petri de 135 mm de
didmetro. Os recombinantes positivos
foram isolados das placas (Sambrook
etal., 1989), e posteriomente, sub-
metidos a mais duas andlises
sucessivas de hibridizagao em placas
de 85 mm contendo de 1.000 a 3.000
pfu.

Excisdo dos clones recombinantes
de cDNA de opaco2

A técnica de excisdo in vivo
(Apéndice Ill) tem como objetivo
recuperar o inserto (cDNA) clonado no
vetor AZAP. A placa de lise de
interesse, contendo o bacterioéfago
recombinante selecionado, foi trans-
ferida para um tubo de microcentrifuga
contendo 0,5 ml de tamp&o SM e 20 pl
de cloroformio. Esse tubo de
microcentrifuga foi agitado em vortex
e incubado por 2 horas a temperatura
ambiente. Em um tubo Falcon de
50 ml, foram colocados 200ul do
sobrenadante = desse tubo de
microcentrifuga (contendo ~ 1x10°
pfu), 200l de bactéria XL1-Blue
DOgypy=10 e mais 1ul de fago
"helper* R408 (contendo ~1x108
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pfu/ml). Essa mistura foi incubada por
15 minutos a 37°C. Apbds esse
periodo, adicionou-se 5ml de meio
2X YT, incubando-se sob agitagdo
(300 rpm) a 37°C durante 3 horas. Em
seguida, foi feita outra incubagéo,
agora a 70°C por 20 minutos (para
inativacdo de fago "helper"), sendo
posteriormente centrifugado por 5
minutos a 4.000 x g. O sobrenadante
contendo o "phagemid" foi coletado
em um tubo estérii. Para o
plaqueamento do "phagemid”, foram
preparadas diluigdes seriadas do
"phagemid” até 107. Em 200 ul de
bactéria XL1-Blue (DOgy, = 1,0) foram
adicionados 10 ul de cada diluicdo. A
mistura foi incubada a 37°C, durante
15 minutos. Foram semeados 100 pl
de cada cultura em placas de
LB/ampicilina (60 pg/ml), as quais
foram incubadas durante a noite a
42°C.

Biblioteca gendmica de Coix

A biblioteca genémica de Coix foi
construida em bacteridfago ADASH
(Stratagene). Maiores detalhes do
vetor utilizado nesta etapa podem ser
encontrados no Apéndice lil.

O DNA gendmico de Coix foi
parcialmente digerido com a enzima
de restricdo Mbo |. Fragmentos de 9 a
23 kb foram isolados através de



ultracentrifugagdo em gradiente de
sacarose por 16 horas a 30.000 rpm
(Sambrook et al., 1989).

Esses fragmentos foram entdo
ligados aos bragos do fago ADASH
(Stratagene), os quais foram previa-
mente digeridos com a enzima de
restricdo Bam Hl.

Para esta digestdo parcial
utilizou-se a enzima Mbo |, pois esta
produz extremidades compativeis com
Bam HI. Além disto, esta enzima
reconhece um sitio de apenas 4 pb
produzindo um maior numero de
fragmentos de restricdo de tamanho
apropriado para a insergao no DNA do
bacteriéfago. A utilizagdo do isoesqui-
zbmero Mbo |, cuja atividade é inibida
pela metilagdo em adeninas, €
justificada pelo fato de que a
metilagdo em DNA de plantas ocorre
preferencialmente em citosinas.

Apés a ligagdo dos bragos do
bacteri6fago ADASH com os frag-
mentos de DNA gendmico, os
bacteriéfagos recombinantes foram
empacotados "in vitro" utilizando-se o
kit GIGAPACK Il - PACKAGING
EXTRACT (Stratagene).

Foram analisados cerca de 1x10°
bacteriéfagos recombinantes, semea-
dos em 35 placas de Petri de 135 mm
de diametro. Esses fagos foram
transferidos para membranas de nylon
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(Hybond-N, Amersham), e hibridiza-
dos com a sonda radioativa de cDNA
de 02 de Coix (pCO2-1). As semea-
duras, transferéncias e hibridizagdes
foram realizadas como descrito
anteriormente para a biblioteca de
cDNA. Os clones positivos foram
isolados através de trés selegbes
sucessivas.

Sequenciamento de DNA

Os sequenciamentos foram
realizados com DNA dupla fita de
plasmidios recombinantes de
pBluescript KS*/. Amostras de 40 pl,
contendo 8 ug de DNA plasmidial
obtidos através de minipreparagao,
foram desnaturadas adicionando-se
40 pl de uma solugido contendo 0,4 M
de NaOH e 0,4 mM de EDTA. As
amostras foram incubadas por
5 minutos a temperatura ambiente, e a
desnaturagdo foi interrompida pela
adigdo simultanea de 8 ul de acetato
de aménio 2M pH4,5 e 176 ul de
etanol gelado. As amostras foram
mantidas a -20°C por 1 hora e
centrifugadas por 20 minutos. O
sedimento foi lavado com etanol 70%
e centrifugado novamente por 15
minutos. Apdés a secagem do sedi-
mento, o mesmo foi redissolvido em
25l de agua. Aliquotas de 10ul
foram utilizadas nas reagbes de
sequenciamento segundo a técnica de



dideoxi-nucleotideos (Sanger et al,
1977). As reagbes foram realizadas
conforme as instrugbes fornecidas
pelo fabricante do "T7 Sequencing Kit"
(Pharmacia). Foram utilizados os
“primers" direto, fornecido pelo kit, e o
reverso (Boehringher-Mannhein). Os
produtos da reagdo de sequen-
ciamento, marcados radioativamente
pela incorporagdo de (*S)dATPaS
(Amersham), foram analisados através
de eletroforese em gel desnanturante
de poliacrilamida. A eletroforese dos
produtos de reagao foi realizada
carregando-se 2 ul de reagao em géis
desnaturantes de poliacrilamida nas
concentragbes de 5% e 6%
(Sambrook et al,1989). Para a
confecgdo dos géis, foram utilizadas
placas de 50cm de altura (LKB),
sendo uma delas tratada com Repel-
silane (Pharmacia) e a outra com
Bind-silane (Pharmacia), de acordo
com as recomendagdes do fabricante.
As amostras foram incubadas por
3 minutos a 80°C antes de serem
aplicadas nos géis. Os dois géis foram
submetidos a  aproximadamente
2.000 volts, sendo que a poténcia
maxima foi estabelecida para 50 watts
para o conjunto dos géis, os quais
foram montados no sistema de
eletroforese Macrophor (LKB). O gel,
para leitura da sequéncia localizada
proxima ao “primer" (gel de 6%) foi
submetido a eletroforese até a saida
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do corante azul de bromofenol.
Enquanto, o gel para leitura da
sequéncia mais afastada do "primer"
(gel de 5%) foi submetido a
eletroforese por 2 horas adicionais
apds a saida do corante xileno cianol.
Apés a eletroforese, os géis aderidos
as placas foram incubados por 30
minutos sob leve agitagdo em uma
solugdo contendo 10% de acido
acético e 10% de metanol (para
retirada de uréia e fixagdo do DNA), e
em seguida, lavados exaustivamente
em &gua corrente. Os géis foram
secos a 45°C durante a noite, e
submetidos a auto-radiografia através
de exposicdo de filmes sensiveis a
radiagdo (Hyperfilm - Amersham) por
1 a 4 dias.

Dele¢do Unidirecional com a
enzima Exonuclease |l

A técnica utilizada foi a descrita
por Henikoff (1987), com algumas
adaptagdes as condigdes do labora-
torio. Os principios basicos da técnica
encontram-se descritos no Apéndice V

O fragmento HA/E1 (Tabela I)
previamente clonado nos sitios
Hindll e EcoRl do plasmidio
pBluescript KS* foi digerido com as
enzimas Xho | e Kpn |. Estas enzimas
produzem extremidades & e 3
protuberantes, respectivamente. A



Exonuclease lll age uniformemente
sobre extremidades &' protuberantes
ou abruptas, nao atacando
extremidades 3' protuberantes. Por-
tanto o tratamento do inserto
XhoI-Kpnl com  Exonuclease lll
permitiu a delegdo unidirecional a
partir da extremidade Xho |. Trinta
microgramas de DNA foram digeridos
com Xho | - Kpn | por 3 horas, a 37°C.
O DNA digerido foi entdo extraido
uma vez com fenol/ cloroférmio /
alcool isoamilico (25:24:1) e uma vez
com cloroférmio / alcool isoamilico
(24:1). Apés a Ultima extracao, a fase
aquosa foram adicionados 0,1
volumes de cloreto de s6dio 2M e 2
volumes de etanol gelado. A
suspenséo foi incubada a -70°C, por
30 minutos e, em seguida, centri-
fugada por 30 minutos, a 4°C. O
sobrenadante foi descartado, e o
precipitado foi lavado com etanol
70%. O precipitado liofilizado foi
solubilizado em 65ul do Tampéo de
Exonuclease Il (Tris-HCI 66 mM pH
8.0, contendo 66 mM de MgCl,). Uma
aliquota de 5pul foi submetida a
eletroforese em gel de agarose para
confirmar a completa digestdo do
DNA. Aos 60pul restantes da amostra,
foram  adicionadas 300U de
Exonuclease lll (GIBCO-BRL). Esta
reagdo foi realizada a temperatura
ambiente. Foram retiradas 25 aliquo-
tas, contendo 2,5ul, a cada 30
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segundos. Estas aliquotas foram,
imediatamente transferidas para tubos
de microcentrifuga que continham
7,5 de Mistura de S1 Nuclease
(Apéndice 1). Esta reagéo foi incubada
por 30 minUtos, a temperatura
ambiente. Adicionou-se entdo, 1 pl do
Tampao "Stop" de S1 Nuclease (0,3 M
de Trizma Base; 50 mM de EDTA), e
incubou-se por 10 minutos a 70°C.
Foram retiradas aliquotas de 2 ul, as
quais foram submetidas a eletroforese
em gel de agarose para conferir a
extensdo das delegbes ocorridas.
Enquanto que, ao restante das
amostras, adicionou-se 1ul de
Mistura de Klenow (Tris-HCI 10 mM
pH 8.0, contendo 20 mM de MgCl, e
3 U de polimerase Klenow) e 1 ul de
Mistura de Nucleotideos 0,4 mM
(Apéndice |). Incubou-se as reagles
por 10 minutos, a 37°C. Apds esta
incubagdo, adicionou-se 40l da
Mistura de Ligase (Apéndice ),
incubando-se, por 2 horas, a 16°C.

Os plasmidios assim obtidos
foram utilizados na transformagédo de
bactérias DH5a. Apds a selegdo dos
clones deletados, foram realizadas
Minipreparagbes para obtengdo do
DNA utilizado no sequenciamento.

O fragmento EE/H3 (Tabela )
também foi previamente clonado nos
sitios Hind Ill e Eco Rl do plasmidio
pBluescript KS*. Este plasmido foi



submetido ao mesmo procedimento
para obtengdo das delegbes descrito
anteriormente, exceto pelo fato de que
as extremidades protuberantes 5' e 3'
foram produzidas por Eco Rl e Pst|,
respectivamente.

Construcdo dos plasmidios
utilizados nos testes de ligagao
seletiva

Todos os plasmidios utilizados
estdo listados no Apéndice VI. Todas
as posi¢des indicadas nas
construgbes dos clones abaixo s&o
com relagéo ao codon ATG inicial.

p0O2CX

O clone de cDNA de 02 de Coix,
pCO2-1, foi digerido com as enzimas
de restricdo Hindlll e BamHI,
liberando um fragmento de 886 pb,
contendo a regido da bZIP. Este
fragmento foi entdo inserido no
plasmidio pUR289 (Apéndice V),
previamente digerido com Hind lli e
Bam Hi (Souza Filho, G.A., resultados
nao publicados). Esta construgéo
permitiu a produgdo da proteina
quimérica B-Gal::02 de Coix utilizada
nos experimentos de ligagao seletiva.
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P285 a-C

O fragmento EcoRI-Stu | de
0.3 kb do subclone do promotor do
gene de o-coixina de 25 kDa, a-3B
(Ottoboni ef al., 1993), foi amplificado
utilizando-se o "primer" universal de
sequenciamento e o  "primer"
Alfacoix-ATG (5'-TGCTGGATCCATGG
CGACAAGATGCTGCT-3"; BiolLabs),
parcialmente complementar a regido
-18 a +8, devido a introdugdo dos
sitios de restricdo de Bam HiI
(5'-GGATCC-3") e Nco | (5-CCATGG-3)
proximo ao cdédon ATG inicial. O
fragmento amplificado foi digerido com
EcoRlI e BamHiI e inserido no
plasmidio pBluescript KS*. O frag-
mento resultante foi verificado através
de sequenciamento (Yunes et al,
1994).

P285A02

Os 285 pb do fragmento do
promotor inserido no clone P285 a-C,
foram amplificados utilizando-se o
"primer” universal de sequenciamento
e o "primer" Alfacoix-272 (5'-CTGCG
AATTCAAGCGACACTTTTTTCTT-3
BioLabs), complementar a regido de
-285 a -262 gerando a delegdo da
sequéncia CAATAGA, correspondente
ao sitio O2b. O fragmento amplificado
foi digerido com EcoR!l e BamHI e
inserido no plasmidio pBluescript KS*.



O fragmento resultante foi verificado
através de sequenciamento (Yunes
et al., 1994).

P285 CATG

O fragmento do promotor de
a—-coixina de 25 kDa, clonado no
plasmidio P285a-C, foi mutado
através de reag@o assimétrica de PCR
("Polimerase Chain Reaction"),
conforme descrito por Perrin &
Gilliland (1990). Foram utilizados os
"primers" de sequenciamento de DNA,
universal e reverso, € um "primer" com
uma mutagdo no sitio O2c,
denominado 02¢-ACGT (5°-TAGGA
GACATATCATCTCTAG-3"; National
Biosciences, Plymouth, USA). Este
"primer" mutante &€ complementar a
regido -177 a -157 do promotor das a-
coixina de 25 kDa, e gera a
substituicdo de um "G" por "A" na
sequéncia alvo da 02 de milho,
GACATGTC (Yunes et al, 1994). O
fragmento amplificado foi digerido com
EcoRl e BamHIl, e inserido no
plasmidio pBluescript KS*. O
fragmento resultante foi verificado
através de sequenciamento.

P285 TGAC

Este plasmidio foi gerado de
forma similar ao P285 CATG, exceto
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que o "primer" mutante utilizado foi o
oligonucleotideo O2c-TGAC (5°-TGA
CAAAATTAACTAGGAGAC-3'; National
Biosciences, Plymouth, USA). Este
"primer" mutante & complementar a
regido -181 a -170 e gera a subs-
tituigdo de um "G" por "A" em uma
sequéncia similar ao sitio de
reconhecimento do transativador de
fungos GCN4 (5'-ATTGACTA-3'). O
fragmento amplificado foi digerido com
EcoRl e BamHI, e inserido no
plasmidio pBluescript KS*. O frag-
mento resultante foi verlficado através
de sequenciamento.

Pa-Cx103

O fragmento de -1084 até -285
do promotor de coixina, a-3C
(Ottoboni et al., 1993), foi retirado
atavés da digestdo com Hindlll e
Eco RIl. Este fragmento de 0.8 kb foi
inserido na construgdo P285 a-C,
originando o clone Pa-Cx. Este
plasmidio contém o promotor inteiro
do gene de a-coixina de 25 kDa,
a-3C. Este promotor foi, entao,
retirado através da digestdo com
Hinc Il e Nco |, e inserido nos mesmos
sitios no plasmidio pRT103 (Tépfer et
al., 1987), gerando, assim, o plasmidio
Pa-Cx103. O fragmento resultante foi
verificado através de sequenciamento
(Yunes et al., 1994).



Pa-Z4103

Um fragmento do promotor de
o-zeina de 22 kDa, cedido peio Dr.
Brian A. Larkins (Department of Plant
Science, University of Arizona,
Tucson, U.S.A), de -841 a +1, foi
isolado a partir da digestdo com Acc |,
tratado com o fragmento Klenow da
DNA polimerase |, e finalmente, digeri-
do com Nco |. Esse fragmento de
842 pb foi, entdo, inserido no
plasmidio pRT103, nos sitios de
Hinc Il e Nco | (Yunes ef al., 1994).

Teste de ligagao seletiva

Os teste de ligagéo seletiva de
fragmentos de DNA e proteinas O2 de
milho e Coix foram realizados
conforme descrito por Schmidt et al.
(1990). Os principios da técnica estao
descritos no Apéndice V

Etapa 1:

Aproximadamente, 1.5 pg de
DNA de cada plasmidio foi digerido
com as enzimas de restrigdo
apropriadas, conforme mostrado nas
Figuras 15 e 16. As digestdes foram
paralizadas com a adigdo de EDTA
0,5 M suficiente para obter-se uma
concentragdo final de 10 mM, e
incubadas a 65°C, por 15 minutos. No
caso de enzimas de restrigdo termo-
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estaveis foram realizadas extragbes
com fenol [/ cloroférmio / alcool
isoamilico (25:24:1) e cloroférmio/
alcool isoamilico (24:1), seguidas de
precipitagdo dos fragmentos com a
adicdo de 0,1 volumes de acetato de
sédio 3M pH52 e 2 volumes de
etanol. Os precipitados obtidos foram
solubilizados em 40 ul de TE.

Apls a inativagdo, as digestdes
foram confirmadas através da eletro-
forese em géis de agarose 2%,com
aliquotas correspondentes a 0,5 ug de
DNA.

Os fragmentos resultantes das
digestbes foram marcados através da
incorporagdo, em suas extremidades,
de o[P32]dNTPs por catélise mediada
pela polimerase Klenow (Sambrook et
al., 1989). As reagdes foram realiza-
das a temperatura ambiente, por
15 minutos. Ap6s a incubagdo, foram
adicionados 2 ul EDTA 0,5 M, 50 ul
acetato de aménio 4 M pH 5,0 e 200
pl etanol, e incubou-se a -70°C por
30 minutos. Centrifugou-se por
15 minutos, e o sedimento foi lavado
com 500 ul de acetato de aménio
0,67 M em etanol 67%, centrifugou-se
por mais 5 minutos. O sedimento foi
lavado novamente com 500 ul de
etanol 90%, e centrifugado por mais
10 minutos. O precipitado foi seco e
ressuspenso em 100 ul TE contendo
150 mM de cloreto de sédio.



Etapa 2:

As proteinas quiméricas
recombinantes p-Gal::02 de milho e
Coix foram obtidas através de indugéo
de culturas de bactérias XL1-blue
contendo os plasmidios LC#37
(Schimidt et al, 1992) e pO2CX,
respectivamente.

Foram inoculados 25 mi de meio
LB/ampicilina (60 pg/ml) com uma
aliquota de um pré-inéculo, obtido
durante a noite, suficiente para se
obter uma DOgy=0,1. Incubou-se a
37°C, até atingir DOy = 0,4, quando
entdo adicionou-se 0,5mM de IPTG
(isopropil tio—p-D-galactosideo), e,
incubou-se a 37°C, por mais 4 horas.
A cultura foi submetida a centrifu-
gagdo por 20 minutos, a 4°C, o
sedimento foi ressuspenso em 500 pl
de TE, congelado em nitrogénio
liquido e armazenado a -70°C.

Apdés o descongelamento da
suspensao de bactérias, adicionou-se
10ml de TEP (Apéndice I). As
bactérias foram lisadas através de
sonicagdo em 5 ciclos de 10 segun-
dos. O lisado foi centrifugado e
distribuido, em aliquotas de 200 pl,
em tubos de microcentrifuga (um tubo
para cada teste). As proteinas foram
precipitadas adicionando-se 600 ul de
uma solugdo saturada de sulfato de
aménio (35 g/ 50 ml), Incubou-se em
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gelo por 15 minutos e centrifugou-se
por 10 minutos. O precipitado obitido
foi dissolvido em 60pul de TEP, e
adicionou-se 10,6 ul de cloreto de
sédio 1 M (para uma concentragdo
final de 150 mM) e 3 pg de anti-corpo
monoclonal anti-B-Galactosidase
(Promega). A mistura foi incubada em
gelo por 30 minutos e, em seguida
adicionou-se 15 ul de Proteina A-
Sepharose 50% (Pharmacia) em
"Binding Buffer" (B.B.) (Apéndice I). A
suspensdo foi incubada em gelo, sob
agitacdo constante. Apés 2 horas, a
suspensao foi submetida a uma breve
centrifugagdo, 5 segundos, e o
sedimento foi ressuspenso em 100 pl
de BB. Esta etapa foi repetida por
mais trés vezes para a completa
retirada do excesso dos complexos
anti-p-Gal::02 n&o adsorvidos a
resina.

Etapa 3:

O sedimento foi finalmente
ressuspenso em 40 ul de B.B. e rece-
beu a adigdo de 5 ul de DNA de es-
perma de salméo (1 pg/ul) e 10 pl dos
fragmentos de DNA marcados ante-
riormente (~300.000 cpms). A suspen-
sao foi incubada a temperatura
ambiente, por 30 minutos, sob leve
agitagdo. A resina foi entdo, lavada
por no minimo seis vezes com 200 pl



de B.B., para a retirada dos frag-
mentos de DNA nado adsorvidos ao

complexo Prot. A-Seph.::Anti-B-
Gal::p-Gal-O2 e ressuspensa em
200 pl de B.B..

Os fragmentos de DNA adsor-
vidos foram eluidos através de
extracdo com fenol, e preciptados pela
adigdo de 20 ul de acetato de sédio
3M pH5,2 (0,1 volumes), 10 ul de
DNA de esperma de salméao (1 pg/pl)
e 580 ul de etanol (2,5 volumes). As
amostras foram incubadas por
30 minutos a -70°C ou durante a noite
a -20°C. Os sedimentos obtidos apds
centrifugagéo por 30 minutos foram
ressuspensos em 15ul de agua.
Aliquotas contendo atividades norma-
lizadas para aproximadamente um
mesmo numero de cpms por frag-
mento marcado foram submetidas a
eletroforese em gel de agarose 2%.
Apds a eletroforese, o gel foi seco
("Slab Gel Dryer", LKB) e submetido a
auto-radiografia através de exposigao
de filmes sensiveis a radiagbes
(Hyperfilm - Amersham) por 1a 24
horas.

Extragdo de RNA

A metodologia empregada foi a
descrita por Prescott & Martin (1987).
Durante a preparagdo dos RNAs foi
utilizado material de plastico descar-
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tavel, toda vidraria incubada por 24
horas em estufa a 180°C. Toda agua e
solugbes utilizadas foram ftratadas
com DEPC (dietil-pirocarbonato)
conforme descrito no Apéndice I. O
DEPC é um agente que promove
carboxi-metilagdo de proteinas, inati-
vando possiveis RNAses presentes.

Aproximadamente 2 g de tecido
congelado, foram pulverizados e
homogenizados em 10 ml de Tampao
de extragdo (Tris-HCI 50 mM pH 9,0
contendo 150 mM de LiCl; 5§ mM de
EDTA;, e 5% de SDS (m/iv)).
Acrescentou-se 10 ml de fenol equili-
brado em Tampdo citrato 0,1M
pH 4,5 / cloroférmio / alcool isoamilico
(25:24:1). Misturou-se bem, e
centrifugou-se por 10 minutos, a
3.000 rpm. A fase aquosa foi sub-
metida a nova extragdo com fenol
pH 4,5 / cloroférmio / alcool isoamilico
. Apés a centrifugacio, 8 ml da fase
aquosa foram transferidos para 8
tubos de microcentrifuga e adicionou-
se a cada tubo 400 ul de cloreto de
litio 8 M. Incubou-se, a -20°C, por 30
minutos e, em seguida, centrifugou-se
por 20 minutos, a 10.000 rpm. O
preciptado foi dissolvido em 600 ul de
agua e adicionou-se 200 pl de cloreto
de litio 8 M (para uma concentragio
final de 2 M). Incubou-se a -20°C por
60 minutos e, em seguida,
centrifugou-se por 20 minutos, a



10.000 rpm. O preciptado foi dissol-
vido em 100 pl de agua e, o contetido
dos 8 tubos reunido em dois tubos. A
estes tubos adicionou-se 40 pl de
acetato de sé6dio 3M pH52 (0,1
volumes) e 1,1 ml de etanol (2,5
volumes). Incubou-se, a -20°C, du-
rante a noite, e, centrifugou-se por 30
minutos, a 10.000 rpm. O preciptado
foi lavado com 500 pl de etanol 70%,
seco a temperatura ambiente e
dissolvido em 100 pl de agua. O RNA
foi quantificado espectrofotometrica-
mente.

Com a finalidade de verificar a
integridade dos RNAs preparados,
2nug de cada amostra foram
desnaturados a 65°C por 15 minutos,
e submetidos a eletroforese em gel de
agarose 1% contendo 100 ug/ml de
acido iodo-acético (agente que
promove carboxi-metilagdo de grupos
sulfidrila de proteinas, inativando
possiveis RNAses presentes). O
Tampéo de eletroforese utilizado foi
1X TAE. A cuba de eletroforese bem
como o pente foram previamente
tratados com 0,4 M de NaOH por 2
horas (O NaOH promove a
desnaturagao de proteinas, inativando
possiveis RNAses presentes).

As amostras de RNA foram
diluidas em agua para uma
concentragao final de 1 pg/pl.
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Northern biot

Os experimentos de Northern
blot foram realizados através da
transferéncia de amostras de RNA
submetidas a eletroforese em géis
desnaturantes de agarose, na
presenga de formaldeido 0,66 M,
conforme descrito por Fourney et al.
(1988).

Preparagao das amostras

A 12yl de amostra de RNA
foram adicionados 38 ul de Tampéo
de Desnaturagdo de RNA (Apéndice
1). Incubou-se a mistura a 65°C por 15
minutos. Ap6s a adigdo de 10 ul de
Tampdo de Amostra de RNA
(Apéndice 1), as amostras de RNA
foram submetidas a eletroforese em
gel desnaturante de agarose 1% em
0,66 M de formaldeido, por cerca de 3
horas, 80Volts, Tampao TAE 1X.

Preparagéo do gel desnaturante e
eletroforese

Trés gramas de agarose foram
dissolvidos em 150 ml de agua tratada
com DEPC, e em seguida, adicionou-
se 30ml de 10X MOPS, 153 ml de
formaldeido 37% e 105 ml de &agua
tratada com DEPC (concentragéo final
do gel: 1%). O Tampdo de eletro-



forese utilizado foi 1X MOPS. A cuba
e o pente utilizados foram previa-
mente tratados com NaOH 0,4 M por 2
horas.

Transferéncia

Apébs a eletroforese, o RNA foi
transferido por capilaridade, para
membrana de nylon (Hybond-N,
Amersham), utilizando-se 10X SSC,
conforme descrito por Sambrook et al.
(1989). O RNA foi fixado a membrana
através de incubagdo por 2 horas, a
80°C.

Hibridizagdo

A metodologia empregada na
hibridizagdo das membranas foi a
descrita por Siengel & Bresnik (1986).
Durante a pré-hibridizagdo, a membra-
na foi incubada a 42°C por 2 horas,
em Solugdo de pré-hibridizagdo (6X
SSC; 0,2X BLOTTO; 50% formamida
dionizada).

A hibridizagdo foi realizada,
durante a noite, em Solugdo de pré-
hibridizacdo acrescida da sonda
radioativa desnaturada por 5 minutos
em banho-maria fervente.

Ap6s a hibridizagdo, as
membranas foram lavadas duas vezes
em solugdo 2X SSC e 0,1% SDS (m/v)
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a temperatura ambiente, por
20 minutos, e duas vezes por
20 minutos, em solugdo 0,3X SSC e
0,1% SDS (m/v) a 65°C.

Apé6s a lavagem, as membranas
foram envolvidas em filme de PVC e
submetidas a auto-radiografia através
de exposicdo de filmes sensiveis a
radiagdo (Hyperfilm - Amersham) por
1 a2 dias.

Métodos computacionais

Todos os programas utilizados
foram executados em microcompu-
tador do tipo PC 386.

A edigdo e andlise das
sequéncias de DNA foram realizadas
com ajuda dos programas DNASIS
(Pharmacia) e ESEE v. 1.04
(Cabot, 1988).

No alinhamento das sequéncias
de DNA e proteinas, foi empregado o
programa Clustal V (Higgins & Sharp,
1989).

Os alinhamentos através de "dot
matrix" foram realizados utilizando-se
o programa DIAGON (Staden, 1982).



RESULTADOS

O clone de cDNA

Isolamento de clones de cDNA de
opaco2 de Coix

Uma biblioteca de cDNA de
endosperma imaturo de
Coix lacryma-jobi em fago AZAP
(Stratagene) previamente construida
(Leite et al., 1992), foi utilizada no
isolamento de clones de sequéncias
homoblogas ao gene opaco2 de milho.
Desta biblioteca foram analisados
aproximadamente 7,5 x 105 fagos
recombinantes. Para esta analise
utilizou-se como sonda o fragmento
Eco Rl de 1.050 pb do clone de cDNA
de opaco2 de milho, 02 cDNA 14,
cedido pelo Dr. Robert Schmidt
(Department of Biology and Center of
Molecular Genetics, University of
California, San Diego, U.S.A), marca-
do radioativamente.

Os clones positivos foram
isolados apés trés ciclos de hibridi-
zagdes sucessivas. Na 1% selegdo
foram identificados dois possiveis
clones positivos, os quais foram
isolados e confirmados nas 22 e 3?2
selegbes.

Apbés a selegdo dos clones
recombinantes positivos, os respecti-

vos plasmidios pBluescript SK- foram
excisados. Amostras de DNA desses
plasmidios foram analisadas através
de digestdo com enzimas de restrig3o,
seguidas de eletroforese em gel de

agarose.
Os dois clones, denominados de
pCO2-1 e pCO2-2, apresentaram

mapas de restricao semelhantes. O
mapa de restrigdo do clone pC02-1 é
mostrado na Figura 4.

Sequenciamento do clone de
opaco2

Com o objetivo de sequenciar o
clone pCO2-1, foram construidos trés
subclones: pCO2-1/ Eco B,
pCO2-1/Eco A, pCO2-1 / Eco-Hind B.
Para a construgdo do subclone
pCO2-1/EcoB, o DNA do clone
pCO2-1 foi digerido com a enzima de
restricio Eco RI, e o inserto liberado
foi isolado e ligado no sitio Eco Rl do
pBluescript KS*. O  subclone
pCO2-1/ Eco A foi obtido da recircula-
rizagdo, através da ligagdo do
fragmento remanescente apés a
digestdo do clone pCO2-1 com a
enzima de restricio EcoRl. O
subclone pCO2-1/Eco-HindB foi
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Figura 4. Representag8o esquematica do clone de cDNA de opaco2 de Coix (pC0O2-1). O clone
isolado apresenta 1.036 pb, contendo o motivo bZIP (retédngulo branco), que inclue
os dominios basico e "zipper" de leucina . Os sitios de restrigdo de algumas enzimas
s8o indicados. As setas na parte inferior representam a estratégia adotada para o
sequenciamento.



obtido pela inser¢gdo do fragmento
Eco RI/Hind lll, obtido a partir do
subclone pCO2-1/Eco A, em
pBluescript KS*. O clone pC02-1 e
estes subclones foram entdo sequen-
ciados, em ambas as direges,
utilizando-se os "primers" universal e
reverso.

A sequéncia de nucleotideos do
clone pCO2-1 mostrou alta simila-
ridade com o gene opaco2 de milho.
Entretanto, o alinhamento das
sequéncias de cDNA desses clones,
indicou que o clone de cDNA de Coix
obtido era incompleto. Este fato foi
posteriormente confimado com o
isolamento e sequenciamento do
clone gendmico (a sequéncia de
nucleotideos do clone pCO2-1 esta
representada na Figura 6). A
sequéncia de cDNA de opaco2 de
Coix foi depositada nos bancos de
dados EMBL, GenBank e DDBJ com o
numero de acesso X78286, e codigo
de identificagdo CLJOP2.

Na tentativa de se isolar um
clone completo de cDNA de opaco2
de Coix, a biblioteca de cDNA foi
reanalisada por 2 vezes, utilizando-se
como sonda o clone pCO2-1. Em
nenhuma das tentativas foi obtido um
clone de cDNA completo.
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O clone gendmico

Seleg¢do do clone gendmico de
opaco2 de Coix

De uma biblioteca gendmica de
Coix, recém construida em fago
ADASH, foram analisados cerca de
1 x10% fagos recombinantes. Esses
fagos foram transferidos para
membranas de nylon (Hybond-N,
Amersham), e hibridizados com uma
sonda radioativa de cDNA de opaco2
de Coix (pCO2-1). Os clones positivos
foram isolados através de trés
selegbes sucessivas. Na 1% selegdo
foram isolados 7 clones positivos, dos
quais apenas 3 foram confirmados nas
demais selegbes. Os  clones
recombinantes foram denominados
gCX02-1, gCX02-3, e gCX0O2-5.

Sequenciamento do clone
gendmico de opaco2 de Coix

Foram realizadas preparagbes
em grande escala dos DNAs dos
clones recombinantes positivos. Esses
DNAs foram entdo digeridos com
enzimas de restricdo e os padroes de
restricdo obtidos foram comparados
com o padrdo do clone gendmico de
opaco2 de milho.

O padrédo de restricdo do clone
gCXO02-1 apresentou uma grande
semalhanga com o do clone genémico



de 02 de miho (dados nao
apresentados). Esse clone, que
contém uma inser¢gdo de aproxima-
damente 14 kb, foi digerido com
algumas enzimas de restricdo e, apés
a andlise dos fragmentos, através de
"Southern blot", utilizando-se o clone
pC0O2-1 como sonda, os fragmentos
que hibridizaram com a sonda foram
subclonados em pBluescript KS*.
Todos os subclones obtidos séo
apresentados na Tabela |.

Com a finalidade de obter-se a
superposicdo de sequéncias durante
o processo de sequenciamento, foram
também realizadas deleg¢des unidireci-
onais dos subclones HAJEI e EE/H3 1.
Os subclones obtidos neste processo
sdo apresentados na Tabelall. O
sequenciamento dos subclones obti-
dos revelou uma sequéncia de
4.569 pb da regido que contém o gene
02 de Coix. A partir desta segéncia foi
possivel construir o mapa de restrigao
apresentado na Figura 5.

Descri¢ao do clone gendmico de 02
de Coix

A Figura 6 mostra a sequéncia
de nucleotideos da regido sequen-
ciada do clone gCX02-1. A sequéncia
inclui 987, 215, e 3.367 pb, respecti-
vamente das regibes flanqueadoras 5°
e 3, e da regido estrutural do gene 02
de Coix. Foi considerada como
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posicdo +1 a primeira base do codon
ATG, que inicia a principal fase de
leitura. Sequéncias correspondentes
aos possiveis "TATA box" e "CCAAT
box", conforme as sequéncias
consenso descritas por Bucher (1990),
foram identificadas nas posigdes -435
(5'-TATAAAA-3') e -511 (5'-CCAAT-3'),
respectivamente.

Na regido abaixo do possivel
"TATA box" foram identificadas 8
fases de leituras. A principal fase foi
identificada através da comparagao
com as sequéncias gendmica e de
cDNA de 02 de milho (Hartings et al.,
1989; Schimidt ef al., 1990). Esta fase
de leitura codifica uma proteina de
408 aminoacidos, correspondendo a
um polipeptideo de peso molecular
44.865. As demais fases de leitura
localizadas entre o "TATA box" e a
principal fase codificam polipeptideos
de tamanho variando entre 3 e 76
aminodacidos (Fig. 7).

A regido codificadora do gene 02
de Coix é composta por seis exons, de
tamanhos variando de 55 a 436 pb, e
por cinco introns com tamanhos
variando de 120 a 1094 pb. Todos
cinco introns apresentam as termina-
¢bes tipicas de bordas de introns
GT-AG (Fig. 6) (Breathnach &
Chambon, 1981).

Um provavel sinal de poliade-
nilagdo (5'-AAATAA-3') esta presente
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Tabela I. Relag&o dos subclones utilizados no sequenciamento do clone gendémico de opaco2

de Coix.
Nome extremidades vetor posigéo §' posigdo 3'
do inserto
HA Hind i} KS*/ Hind 1t} 1 3363
HB Hind Wi KS*/ Hind 1l 3363 4369
EE EcoRI KS*/ Eco Rl 2132 3716
£8 EcoRI KS*/ Eco RI nd 3716
EE/H3 Eco RVHind lil KS*/ Eco RI-Hind lli 2132 3363
EE/H21 EcoRI KS*/ EcoRI 2132 3440
EE/H2 1l Hinc li KS*/ Hinc i 3440 3774
HB/H2 il Hinc il KS*/ Hinc i 3440 3774
HB/H2 | Hind 111 KS*/ Hind Il 3774 4157
HB/H2 V Hinc Il KS*/ Hinc It 4157 4369
EB/H3 Eco RI/Hind I | KS*/ Eco RI-Hind Il 4369 nd
HAJEI Eco RI/Hind Il KS*/ Eco RI-Hind I} 1 2132
HAVEVHinf | Bam H/Pst | KS*/Smal 1 1209
HAVEI/Hinf Il Bam HI/Pst | KS*/ Small 1208 2132
HA/El/Hae If Bam Hi/Pst | KS*/Smal 1380 2132
HA/El/Hae llic Bam HI/Pst | KS*/Sma | 1 503
HAJEl/Hae b Bam HU/Pst | KS*/Smal 503 730
HA/EVXba | Eco RI/Hind il | KS*/ Eco Ri-Hind lii 1 1597
HAVEl/Xba Il Xba | KS*/ Xba | 1555 nd
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Tabela ll: Relag&o dos subclones utilizados no sequenciamento do clone genbmico de opaco2
de Coix, obtidos através de Delegio Unidirecional com Exonuclease .

Nome posigdo 5 posigdo 3'
HA/El-1 69 2132
HA/EL-2 201 2132
HA/EI-3 171 2132
HA/EI-5 201 2132
HA/EL-8 823 2132

HA/El-15 630 2132
HA/EI-18 ' 740 2132
HA/ElI-21 829 2132
HA/EL-24 848 ) 2132
EE/H3-1 2260 3363
EE/H3-3 2815 3363
EE/H3-5 3026 3363
EE/H3-6 2240 3363
EE/H3-12 2405 3363
EE/H3-14 2380 3363
EE/H3-22 2492 3363
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Figura 5: Mapa de restrigio do clone gendmico de opaco2 de Coix (gCX02-1). Na parte
superior, estao representados os bragos do bacteriéfago ADASH, de 20 Kb e S Kb, e
o inserto gendmico de 14 Kb. No centro, é apresentado o mapa de restrigdo do clone
gemomico de Coix, gCX02-1. Os retangulos escuros representam os seis exons, e
os brancos, os cinco intons. A regido bZIP esta indicada. As setas, na parte inferior,
indicam a estratégia adotada no sequenciamento.
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aagctttggatcgtcatcatagcacctaacttgtgttagtattttccatttctttgtacgtttcaatgatcatttcttaaaasagtgecatcttgttggcta -888
attataatcagtgstaataaaagttatgsatggataagcatcgtttattggataattagtcaagattactctaaaatgtagaaagtcacaggaaaaaaca -788
agaacttastasaactatgttatgccatatatatcccatatccteatatatagoatatagtegagatttctgottagetttcoattcatttgascatatt -688
acttgtacgcatttcattattatcatattasaagtgaagattgtgtacattttttgtgtttcttgtacttcecticcactgeacatgaaccttaaaggtct +~588
agtaggtagaacagaaagtgcaaatacatgttggcaaggcatggtatctagcacaaagtcagtgcagcttgttatccaatccaagttagaacacacgtac =488
atggccaacagtttgatctattgocacgcttggcttattactagcacacgtgttataasaagagttaaattgass-saaatatgtatgtagcgtgacgataa -388
aacccataataaccttgtagcatgcctaactttgetttctgttagecttttecaacttccttccaaacaaaattacttgtettatttgeccatggtcacat -288
agaacacaacaggctacttggttcacgttgagtgcaagggcaatgcactactccttttgcctctecagaaattictgcacgcacaagecctcactagata ~168
aatagaggggagaacacccttgasagcctactcacccaagcataaactcaatcatggatgcatagaaataaatazcaaccatatctatgggtcctteccett -88

M E H YV 4
tctccatctcectccaaagecaacctgatttagtgottgtttecttettecttgaacttcccttgaasacattgatagtttcttggacATGGAGCATGTCA 13
I S MEE I LGPV FWDULUPUPSUPPUZPULZPULZPEG® QOQEPLVTDTGS 38
TCTCAATGGAGGAGATCCTCGGACCCT TTTGGGACCTGCCACCATCACCACCACCACTACCACTACCAGAGCASCAGCCTCTGGTGACCGACACCGGCAG 113

VVIDGVYVTQGGGDGEGGDMMDOQNTTEWTT FEIRILTL 71
TGTCGTCATAGACGGTGT TGTTACTCARGGTGGTGGTGATGGGGAGGGTGGGGATATGATGGGTCAGARCACCACGGARTGGACCTTTGAGAGGTTACTA 213
E EE I L INIKTTULVTNSSZSCSTULNIDZPVVYEVDUOGTM 104
GAAGAGGAGAT TCTARTARACAARACAACACT TGTGACGAACTCTAGT TGCTCRACCCTAAATAT TGACCCGGT GGTGGAGGTGGACCAGGGARCGATGG 313
A S GAVSAVGDPMETYNATILI KR RIEKTILEUVYVDILVATFIEKMWR 137

CGTCTGGGGCGGTGAGTGCCGTAGGTGATCCCATGGAGTACARTGCCATACTGAAGAGGARAT TGGAGGTGGATCTCGTGGCCT TCAMMATGTGGAGGY t 413
actgctcttcttecttgteotttetectaacgtttettgaactgtactctatgggttgtagattttgtectgtagtgttcttagectaggegtgcaatgattaa 513
aatcggttacaactttctatattattgtaccaagtttgtatcacatctaatgcatctagactccttttaaaagigatgtgggtagacaattcatcatcta 613
gagatatggtgttacatttcgttgagatcttatgatgagcttatatatatgcatgccaatgtttgggtattacaaagtgacaaacsataacacatcacat 713
gtcactgtgettgtttatatagagctagtgccatgagatttgggatgttgggttgagectatggcatgtgttgzatacaactacatecattettactaatt 813
ttttcctaaaaactagattatgcactattacaacgaagctctttacaagtitaattggttgcaaaacttaagszaagacgaatactattttttacttttg 913
ataaaggtcagatatgatcasactaggatgtggaaagtcaaattccatgccaagcattggcaatatctatataaatattctttaaattcacataaggaat 1013
ttaagatatgatcacaacaattcatttgctaattattgggcaactacacaataattattacaaatgaaaatagttasactttgcatgtgcatatgtatgg 1113
tccattatactccctctgtttcgaatcataagaattctatcttttctagataccttttgectatgecacttagacatacatgatgtctagatacatagtaaa 1213
agggatgtatctagaaatgccaaaactaggggtggagctageettgttcactgatgtcatacgacaacagtgattcttttttatgectatagcaaattaa 1313
tgctcacatgtaaagttaggtcacgatggagtagasagtgatataagtagattttgagctccatecgetactggccgaaacgtcatataatttggaacgaa 1413
A S S§ 140
tgggtaccgtgetttttgacgttcccacgeaacagttttattggatatttttctaacattttaactttaacttttggcatacccatccacagGCCICTAG 1513
VV NS ER S QDS NNUHNG 155
TGTTGTGAACTCAGAACGTTCTCAAGACTCAMACAATCACAATGGAGgt act atctactatgtgccatgectgeattgtttacaggaatatatatgtatgg 1613
cgcagtaccttcgtttgtgggaataacagtatatgactgaataatgttaaaagacatagttaattactattta’aacacacacttttgtcctgattctgt 1713
G S N VVQeNIEKILNGEUDTPTINNIEHEAROQNVYVDILR RUVR RIL 184
ggcttatttattagGTAGCAAGAAIGTGGTGCAGAACAAACTCAACGGTGAAGATCcAArcAAIAAIcATGcTCAAAATGTAGAJCTTCGTGTGAGGCTT 1813
A T S S S S RDUPSPSDEDMDGETV VEIZIULGTFI KMPTTETERY 217
GCTACTAGCTCT TCCTCAAGAGATCCT TCACCSTCAGATGAAGATATGGACGGAGAAGTAGAGATTCTGGGATTTAAGATGCCCACCGAGGAAMAGAGTGA 1913
R K R 220
GGAMAAGgtaacaattaatttgttaaagttaatcttagactaaacaagatgttaatcatagtctaaaacatgatcacgaaacaataaaacatactagtgt 2013
ggaaagctagtgacagacctgagttgggttctgccattatagectcttcgggtgtcggtgtagacgtagatgacgtaggttcaccggttgagggectgaga 2113
tgctcaggaggtcgtaaggagtagcgacgaccttétcgacgtecatcgagatgaatctcgacgggatcgagaccttcatgaaccetctagegecctcaatg 2213
atcagtttgaasaattgagaatgtcgatgggtttagattggcgtcaccecttaagatatggcactgtgggatagggggeccatccccaaagtgaccttaggg 2313
ttgccatggategeggcaagacttatctagttggataggcaactgacagattgaccaaaactaagcttctatcttggattagtcgagatcaccttccaac 2413
ataatttgcaagtggttttaccttgcatcctttcaatatgtcaacaaaagatgaccttcccatgtgaggettttgaacttatttgttactazattttagh 2513

K E S NRE S A RRSRYIRIKAAIHTILIKETLTETDOEOQ 245
AAGGAGTCCAATAGAGAATCAGCCAGACGCTCAAGATATAGAAAAGCCGCTCACT TGAAGGAACTGGAGGATCAGgt gt ggtatcacaaat tatgttgtt 2613
VvV E 247

atatacttagttttcatttgcctactgaaasaggaatcaagaatatgtgagtaattaacgagtgtaaaatgcatggtgctgcttgatcattacagGTAGA 2713
Q L KAENSCLILRRLAARMLNOQEKTYNEM BRBNVYVDNRUVILRALID 280
ACAMCTAARMAGCTGAGAATTCCTGTCTGCTGAGGCGCCT TGCTGOGT TGAACCAAAAG TACAACGAGGCTAATGTTGACAACAGGGTACTGAGAGCAGAC 2813
M ETULRAK 287
ATGGAGACCCTAAGAGCTAAGgt acacagtaactgtgcttttgtttcatgcttcttegcatcagatttaatttactgaatctgaagtcccactcttgecaa 2913
vV K M 290
attattctctegctacaaagaasaaaaaaggcaaacacaaaaactatgectgtttggtatgaaasaaaaatgaaatctggttgcattgcagGTGAAGATG 3013
G EDSLKRVMEMSSTLZPZPSMPTIZPALTPSSSDASVZPEPI 323
GGAGAGGACTCCCTGAAGCGGGTCATGGAGATGAGCTCACTGOCGCCCTCCATGCCCATCOCAGCGCT TOCARGCAGCTCTGATGCTICAGTGOCCATCC 3113
¢ DDIINYTFSTTVPAAR€ADET DA ARMaTPVDNNSTFTITIMPMATDTFPL 35
AAGACGACATCATCAACTATTTCAGCACCACCCCAGCAGCAGACGAGGA TGCTCCGG TTGACAACAACAGTT TCATCATCATGCCCATGGCAGACCCALT 3213
Q L VQAREDOQPTMGAMETLTIOQIE KTMGAMEPTS?PGSALOQ 390
GCAAT TGGTGCAAGCTGAAGATCAGCCAACCATGGGAGCCATGGAGCT TATCCAGAAGACAATGGGAGCCATGOCGACCTCCOCCGGATCTGCTCTACAG 3313
E §$ Q L1LGLGEPDETTINMDMY 408
GAATCTCAGCTGCTGGGTTTGGGTCCAGATGAGACCATAAACATGGATATGTAT taggoattattgeaaagettogtaatotggtttctotgtgtogtgy 3413
aatogotgggaacatttgcagtaaacatgagtgtttactgaataaggotggttgttgtotootttgacattcaaataattgacaattaacoatgagtgtt 3513
togtttggaggtottaataatactceccttegttttttctaattagatgtcgattattagetttgtcacy 3582

Figura 6. Sequéncia de nucleotideos do clone de cDNA e gendmico do gene opaco2 e sequéncia
deduzida de amino4cidos da proteina Opaco-2 de Coix. A regifo 5' ndo codificadora e os
introns estdo representados em letras minGsculas. As letras mailsculas em negrito
representam a sequéncia de nucleotideos do clone de cDNA, pCO2-1. A sequéncia de
nucleotideos foi numerada a partir do codon de iniciagio ATG. Os provaveis "CAAT box",
"TATA box" e sinal de poliadenilagio estdo sublinhados.
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| TATA| o
TAGCACACGTGTTATAAARGAGT TAAATTGARACAARATATGTATGTAGCGTGACGATARAACCCATAATAA -376
M Y V A * (4)

Q
CCTTGTAGCATGCCTAACTTTGCTTTCTGTTAGCCTTTTCCAACTTCCTTCCARACAAAATTACTTGTCTTA —304
M P N F A F C *(7)

@ @
TTTGCCATGGTCACATAGAACACAACAGGC TACTTGGTTCACGTTGAGTGCAAGGGCAATGCACTACTCCTT ~232
M V. T * (3) M H Y § F

TTGCCTCTCCAGAAATTTCTGCACGCACAAGCCCTCACTAGATAAATAGAGGGGAGAACACCCTTGAAGCCT -160
C L S RN F CTHIKU®P S L D K * (20

® ©® o
ACTCACCCARGCATARACTCAATCATGGATGCATAGAPATARATACCAACCATATCTATGGGTCCTTCCCTT -88
M D A * (3) M G P S L

M HR NIK Y Q P Y L WV L PF

TCTCCATCTCCTCCARAGCCAACCTGATTTAGTGCTTGTTTCCTTCTTCCTTGAACTTCCCTTGAAARARCATT -16

S P S P P K P T * (13)
L HL L QS Q FP D VLV LV S F F L EULPULIKTL

®
GATAGTTTCTTGGACATGGAGCATGTCATCTCAATGGAGGAGATCCTCGGACCCTTTTGGGACCTGCCACCA  +57
M E HV I S MEZETIULGUZ PTFWDUL P P
I V S W T W S M S S Q WRU RS S DUPUVF G TCUHH

TCACCACCACCACTACCACTACCAGAGCAGCAGCCTCTGGTGACCGACACCGGCAGTGTCGTCATAG. . ... +124
s PP PLPLPECQQPLVTDTSGSV VI ...
H HHHY HY QS 8 S L W * (76)

Figura 7: Sequéncia de nucleotideos da regido 5' n3o traduzida do gene opaco2 de Coix. Séo
indicadas as oito fases de leitura existentes abaixo do provavel "TATA box". O inicio
de cada fase de leitura esta indicado por numeros. O nimero de aminoacidos de
cada polipeptideo € dado entre parenteses, com excegdo da fase principal (®). Os
codons de terminag3o estdo indicados por asteriscos (*).



117 pb abaixo do cbédon de
terminagéo TAG.

A sequéncia de nucleotideos do
clone gendmico foi depositada nos
bancos de dados EMBL, GenBank e
DDBJ com o numero de acesso
X78287, e codigo de identificagdo
CLJOP2D.

Estudos comparativos

Comparagdo entre o0s

opaco2

genes

A comparagdo das sequéncia de
nucleotideos dos genes 02, através da
analise por "dot matrix" (Fig. 8),
revelou alta similaridade entre os
exons do gene nas trés espécies
comparadas. Com excegéo do exon 3
do gene de sorgo, e do exon 5 do
gene de Coix, que apresentam
respectivamente delegbes de 84 e
71 pb, em relagdo aos mesmos exons
do gene de milho, os demais exons
dos genes 02 de Coix, milho e sorgo
sdo altamente conservados tanto em
sequéncia quanto em posicéo.

Os introns de Coix apresentaram
maior similaridade com os de sorgo do
que com os introns de milho (Fig. 8).
Sendo que o primeiro intron apresen-
tou maior grau de conservagdo nos
trés genes. A Figura 9 representa,
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esquematicamente, os genes 02 de
Coix, milho e sorgo.

O alinhamento das regibes
flanqueadoras 5' dos genes 02 esta
representada na Figura 10. A sequén-
cia candnica do provavel "TATA box"
(TATA |, Fig. 10), identificado no gene
de Coix, encontra-se ausente na
sequéncia do gene 02 de milho, e
modificada na de sorgo. A sequéncia
CTATTTG identificada como possivel
"TATA box" no gene de milho
(Hartings et al., 1989), foi também
localizada nos genes de sorgo
(Pirovano et al., 1994) e de Coix
(TATA Il, Fig. 10). As sequéncias
TATA Il de milho e sorgo sao comple-
tamente conservadas, enquanto que
em Coix a mesma seqiéncia
apresenta uma unica substituigéo.

A sequéncia CCAATC, corres-
pondente a um provavel "CCAAT
box", & conservada nos trés genes
analisados (Fig. 10).

Nas regides flanqueadoras &'
dos genes 02 analisados foi
encontrada ainda uma sequéncia
palindrbmica similar ao "G box",
definido por Izawa et al. (1993). Esta
sequéncia tém sido descrita na regiéo
central do sitio de ligagdo de um
grande numero de transativadores de
plantas, tais como TAF-1, EmBP-1,
HBP-1a, CPRF-1, OCSBF-1, TGA1b
(l1zawa et al., 1993).



A

02 mitho

ATG

TGA

02 Colx @
<

A_ '

I

ivv

1GA

02 sorgo

AIG

TGA

02 Colx

[

—

Figura 8: Comparagédo das sequéncias de nucleotideos dos genes opaco2 através de “dot

matrix”, com o programa DIAGON (Staden, 1982), utilizando-se janela de 15
nucleotideos com identidade de 80%. Em A foram comparadas as sequéncias dos
genes opaco2 de Coix (horizontal) e mitho (vertical). Em B foram comparadas as
sequéncias dos genes opaco2 de Coix (horizontal) e sorgo (vertical). Os genes
encontram-se representados esquematicamente nas laterais, sendo que as caixas
brancas indicam as posigbes dos introns. As posigbes dos codons de iniciag&o
(ATG) e terminagao (TGA) estdo indicadas.
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Figura 9: Comparagfio esquematica dos genes opaco2 de Coix, sorgo e milho. Os reténgulos
escuros representam os exons, e os claros, os Introns. Abaixo de cada intron &
indicado o tamanho em pb. O codon inicial (ATG), o codon de terminagéo (TAG), a
regido do Dominio Bésico e do "Zipper" de leucinas, os provaveis "CAAT box" e
*TATA box", e o sinal de poliadenilag8o est3o indicados.
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ATCCTCATATATATAGCATGTARGCTGAGATTTCTGTTTATGCTTTCCTTTCGTTTAATTTGGACAGCAG
ATCATCGTATATA—-GCATGTA—GTTGAGATTTCTCTTTA-GCTTTCCTTCCATTTG--CTGGA*-—CAG
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ATTACTTGTACGCATTTCATTAT-TATCATATT----AAARGTGAAGATTGTGTACATTTTTTGTGTTTC
ATTACTTGTACGCATAT~ATTGTCTATATCACGATAAAAARGTARAGATCGTGTACCCTTTTTGTGTTTC
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Figura 10: Alinhamento das regibes flanqueadoras 5' dos genes opaco2 de Coix, milho e sorgo.
Os nucleotideos conservados nos trés genes estfo indicados com asteriscos (). Os
espagos para maximizar o alinhamento estio representados por hifens. As
sequéncias foram numeradas a partir do coédon de iniciag8o. O sitio de ligagao da
proteina O2 no promotor de milho é indicado (02; Lohmer ef al., 1991). Os provéveis
"TATA box" (TATA | e TATA 1I), "CAAT box " e "G box" (Izawa et al., 1993) também
estao indicados. O alinhamento foi realizado utilizando-se o programa CLUSTAL V

(Higgins and Sharp, 1989) e otimizado manualmente.



Comparagao entre as proteinas
Opaco2

A proteina 02 de milho
apresenta um peso molecular deduzi-
do da sequéncia de nucleotideos de
47.074, enquanto que as proteinas de
02 de Coix e sorgo apresentam pesos
moleculares de 44.865 e 43.234,
respectivamente. As diferengas nos
pesos moleculares devem-se
principalmente as delegdes de 26 e 27
aminodacidos presentes, respectiva-
mente, nas regidées amino e carboxi-
terminal das proteinas de Coix e sorgo
(Fig. 11).

A regido correspondente aos
dominios basico e "zipper" de leucina
(bZIP) é altamente conservada em
Coix, milho e sorgo. Nesta regido
ocorrem apenas sete substituicbes de
aminoacidos, sendo que destas, cinco
s&o conservativas (Fig. 11).

As proteinas 02 apresentam
dois sinais de localizagdo nuclear
(NLS), necessdrios para o0 seu
transporte do citoplasma, local de sua
sintese, para o nucleo, onde exercem
a fungdo de ativadores transcricionais.
O primeiro, NLS A (KRK) esta
localizado na regido amino-terminal
da proteina O2 de Coix, entre os
aminoacidos 123 e 125 e tem
estrutura similar aos NLS do tipo
encontrado em SV40 (Raikhel, 1992).
Conforme indicado na Figura 11, as
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sequéncias dos NLS A ndo se
encontram completamente conserva-
das nas trés proteinas 02. O
segundo, NLS B, completamente
conservado nas trés proteinas, esta
localizado na regido basica do motivo
bZIP (Fig. 11) e apresenta uma
estrutura bipartida (Raikhel, 1992).

A proteina 02 de Coix apresenta
ainda os residuos de aminoacidos,
arginina e asparagina, que
encontram-se presentes em todas as
proteinas do tipo bZIP sequenciadas
(Vison et al., 1989) (Fig. 12).

RNA mensageiro de 02 de Coix

Tecido-especificidade da proteina
02 de Coix

A tecido-especificidade da
proteina 02 de Coix foi analisada
através de hibridizagdo de RNAs
totais ("Northern blot") extraidos de
diferentes tecidos de Coix. Conforme
mostra a Figura 13, os transcritos do
gene 02 encontram-se presentes
exclusivamente no endosperma, nao
sendo detectados em coledptilo,
embrido, folha ou raiz.
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Figura 11: Alinhamento das sequéncias de aminoéacidos das proteinas Opaco2, deduzidas das
sequéncias de nucleotideos dos genes opaco2 de Coix, milho e sorgo, respectivamente
a partir dos clones gCX02-1, 02 cDNA 1-4 (Schmidt ef al., 1990) e da sequéncia de
nucleotideos do clone gendbmico de sorgo depositada nos bancos de dados do EMBL,
GenBank, DDBJ Nucleotide Sequence Databases, com o nimero de acesso X71636.
Os residuos idénticos e as subtituicSes conservativas sado indicadas por asteriscos e
pontos, respectivamente. Estio indicadas as posigbes dos dominios Basico e "Zipper”
de leucinas. Os amino4acidos relacionados com o transporte nuclear (NLS) da proteina
Opaco2 estio indicados pelo simbolo (#). Os espagos para maximizar o alinhamento
estéo representados por hifens. O alinhamento foi realizado utilizando-se o programa
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CLUSTAL V (Higgins and Sharp, 1989).

Sl
48
46

95
98
91

143
149
140

189
201
161

241
253
213

293
305
265

341
356
310

368
393
347

408
437
394

47



48

<-- MOTIVO BASICO--> <-ZIPPER DE LEUCINA-->

ARENRRe * 1 2 3 4
Opaco2 de Coix . « . RVRKRKESNRESARRSRYRKAAHLKELEDQVEQLKAENSCLLRRLAAL. . .
Opaco2 de milho « « . RVRKRRESNRESARRSRYRKAAHILKELEDQVAQLRKAENSCLLRRIAAL. . .
Opaco2 de sorgo . « . RVRKRKESNRESARRSRYRKAAHLKDLEDQVDKLKAENSCLLRRLAAL. . .
EMBP-1 (trigo) « « « KRERRKQSNRESARRSRLRKQQECEELAQKVSELTAANGTLRSELDQL. . .-
HBP-1 (trigo) « « « KKOQKRKLSNRESARRSRLRKQOAECEELGORAEALKSENSSLRIELDRL. . .
OCSBF-1 (milho) . . . RREKRRLSNRESARRSRLRKQQHILDELVQEVARLQADNARVAARAATS. ..
OCSBF-2 (milho) « « « KKKMRQIRNRDSAMKSRERKKSY IKDLETKSKHLEAECRRLTYALQSY. ..
TGAlA (tabaco) . « « KVLRRLAQNREAARKSRLRKKAYVQQLENSKLKLIQLEQELERARKQG. . .
TGA1B (tabaco) . . « KKRARLVRNRESAQLSRORKKHYVEELEDKVRIMHSTIQDLNAKVAYI. ..
GBF1 (Arabdopsis) « + « KROKRKQOSNRESARRSRLRKQAECEQLQQRVESLSNENQSLRDELQRL. . .

GBF2 (Arabdopsis) ...KRQKRKQSNRESARRSRLRKQAECEQLQQRVESLSNENQSLRDELOQRL...
GCN4 (levedura) + «  PAALKRARNTEAARRSRARKLOQRMKQLEDKVEELLSKNYHLENEVARL. . .
CPC-1 (Neurospora) ...VVAMKRARNTLAARKSRERKAQRLEELEAKIEELIAERDRWKNLALAH...

C/EBP (rato) « « . EYRVRRERNNIAVRKSRDKAKQRNVETQQKVLELTSDNDRLRKRVEQL. . .
C-JUN (humano) . « . KAERKRNRNRIAASKCRKRKLERIARLEEKVKTLKAQNSELASTANML. . .
C-FOS (humano) . « - KRRIRRERNKMAARKCRNRRRELTDTLQAETDQLEDEKSALQTEIANL. . .
CRE-BP1 (humano) « « » KRRKFLERNRAAASRCROKRKVWVQSLEKKAEDLSSLNGOLQOSEVTLL. . .
XBP-1 (humano) « « « KALRRKLKNRVAAQTARDRKKARMSELEQQVVDLEEENQKLLLENQLL. . .

Figura 12: Alinhamento das sequéncias de aminoacidos dos dominios basicos de proteinas
bZIP de plantas, fungos e mamiferos. Os residuos em negrito indicam similaridade
em relagdo a proteina Opaco2 de Coix. Os - asteriscos indicam a posigdo dos
residuos de asparagina e arginina conservados nos dominios basicos das bZIP. O
provavel dominio de fosforilagio estd indicado pelo simbolo (#). As sequéncias
deduzidas de aminoacidos foram obtidas a partir das seguintes referéncias; 02 de
milho (Schmidt ef al., 1990), 02 de sorgo (Pirovano et al,, 1994), EmBP-1 (Guiltinam
et al., 1990), HBP-1 (Tabata ef al., 1989), OCSBF-1 e OCSBF-2 (Singh et al., 1990),
TGA1a e TGA1b (Katagiri et al., 1989), GBF1 e GBF2 (Schindler ef al., 1992), GCN4
(Hinnebusch, 1984), CPC-1 (Paluh ef al., 1988), C/EBP (Landschulz ef al., 1988a),
c-Jun (Angel et al., 1988), c-Fos (Van Straaten et al., 1983), CRE-BP1 (Maekawa et
al., 1989), e XBP-1 (Liou ef al,, 1990).
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pCO2-1

Figura 13: Analise através de "Northern blot" da expressdo do gene opaco2 em diferentes
tecidos de Coix. Foram extraidas amostras de RNA total de endosperma, coledptilo,
embrido, folha e raiz. Foram utilizados 10 ug de RNA total de cada amostra. Na
hibridizagdo foi utilizado, como sonda, o clone cDNA de 02 de Coix, pCO2-1.



Acimulo de mRNA de opaco?
durante o desenvolvimento das
sementes de Coix

De acordo com a coloragdo e
aspecto do pericarpo, as sementes de
Coix foram classificadas em 5
estagios durante o seu desenvolvi-
mento (Targon et al, 1992). A
quantidade de RNA total é minima no
Estagio 1, atinge o maximo no Estagio
3, e decai para niveis ndo detectaveis
no Estagio5. O acumulo das
oa—coixinas inicia-se no Estagio 1, e
atinge o nivel maximo nos estagios 4
e 5 (Targon et al., 1992).

Os niveis de RNA mensageiros
(mRNAs) do gene opaco2 em Coix
foram analisados através de
hibridizagbes de amostras de RNA
total, extraidos de sementes
correspondentes as diferentes fases
de desenvolvimento do endosperma.
Os RNAs foram submetidos a
eletroforese em gel desnaturante de
agarose na presen¢a de formaldeido,
transferidos para membranas de nylon
(Hybond-N, Amersham), e hibridiza-
dos com a sonda de cDNA de 02 de
Coix, clone pCO2-1.

O padréago de acumulo dos
mRNAs de opaco2 é similar ao
descrito para os mMRNAs de a-coixinas
(Targon et al., 1992). Os mRNAs de
opaco2 comegam a ser detectados no
Estagio 1, atingem o nivel maximo no
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Estagio 3, e decaem para niveis ndo
detectaveis no Estagio 5 (Fig. 14).
Como controle das quantidades
de RNA neste experimento foi
realizada uma hibridizagao utilizando-
se como sonda o clone de actina de
Trichoderma reesei, pKpn 1.9, cedido
pelo Prof. Dr. Hamza El-Dorry
(Instituto de Quimica, USP, S.P.). A
actina de T. reesei, assim como as
demais actinas citoplasmaticas, além
de apresentarem alta similaridade,
parecem ser um constituinte universal
do citoesqueleto celular. Por esta
razéo, e devido ao caracter constituti-
vo da expressdo deste gene, decidiu-
se usalo como controle no
experimento. Conforme demonstra a
Figura 14, os Estagios 2 e 3
apresentaram o0s maiores niveis de
expresséo de actina, coincidindo com
os estagios de maior atividade de
divisdo celular. Enquanto que no
Estagio 5, correspondente a semente
madura e que apresenta baixa
atividade celular, ndo foi detectado
RNA de actina atravées da
hibridizagdo. Embora o gel corado
com brometo de etidio (resultado néo
apresentado) indique quantidades
equivalentes de RNA total de cada
estagio, a hibridizagdo com o gene de
actina demonstrou que os niveis de
RNA mensageiro deste gene em
endosperma dependem da fase de
desenvolvimento do tecido.
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Estégios de Desenvolvimento

1 2 3 4 &

pCO2-1

pBCX 2510 . Q.

pKpn 1.9

Figura 14: Andlise através de "Northern blot" da expressao do gene opaco2 durante os cinco
estagios de desenvolvimento da semente de Coix. Foram extraidas amostras de
RNA total do endosperma de Coix nos cinco diferentes estagios de desenvolvimento
descritos por Targon et al. (1992). De cada amostra foram utilizados 10 pug de RNA.
ApGs a transferéncia os filtros foram hibridizados contra pC02-1(02 de Coix), pBCX
25.10 (a-coixina) e pKpn 1.9 (actina de Trichoderma reesei cedido pelo Prof. Dr.
Hamza El-Dorry, Inst. de Quimica, USP, S.P). A hibridizag&o com o clone de actina
de fungo foi realizada como controle das quantidades de RNA.



O sitio de liga¢do da proteina
02 de Coix

A proteina 02 de milho
reconhece nos promotores de
a-zeinas de 22kDa o sitio

5-TCCACGTAGA-3' (Schmidt et al.,
1992). Esta sequéncia foi posterior-
mente denominada de sitio O2a
(Yunes et al., 1994). Nas a—coixinas
de 25 kDa, a proteina 02 de milho
reconhece a sequéncia denominada
sitio O2c, 5-GACATGTC-'3 (Yunes et
al., 1994). O promotor das a-coixinas
apresenta ainda, outros dois sitios
similares ao sitio O2a de milho
(Ottoboni et al., 1993), denominados
de O2a e O2b. Testes de ligagdo
seletiva in vitro demonstraram que os
sitios O2a e 0O2b de Coix sdo
incapazes de interagir com a proteina
Opaco2 de milho (Yunes et al., 1994).
Para determinar se a proteina
Opaco2 de Coix apresenta a mesma
especificidade de ligagdo da proteina
de milho, foram realizados
experimentos de ligagdo seletiva,
conforme descrito em Materiais e
Métodos. Nestes experimentos foram
utilizadas proteinas  quiméricas
obtidas através de fusdo da regido
amino-terminal da p-galactosidase na
regiao amino-terminal das proteinas
02 de Coix e de milho (B-Gal::02).
Para a obtengdo da proteina
quimérica B-Gal::02 de Coix foi
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construido o plasmidio pO2CX,
através da inser¢do do fragmento
Hind Il / Bam HI do clone pCO2-1 no
plasmidio de expressdo pUR289
(Sambrook et al., 1989). Um plasmidio
semelhante expressando a proteina
quimérica B-Gal::02 de milho foi
cedido pelo Prof. Dr. Robert Schmidt
(plasmidio LC#37).

A Figura 15A mostra que a
proteina quimérica B-Gal::02 de Coix
(coluna 4) reconhece o fragmento
Sau 3Al de 260 pb do promotor de
a-coixina de 25 kDa. Esse fragmento
contém o sitio O2c, que é reconhecido
pela proteina Opaco2 de milho (Yunes
et al., 1994), e também os sitios O2a e
0O2b. O plasmidio P285a-C, que
contém o inserto EcoRI/Ncol de
285pb do promotor a-coixina de
25 kDa, e que exclui o sitio O2a (Fig.
16 B), foi retido pela B-Gal.:02 de
Coix (Fig. 15 A, coluna 6). A proteina
02 de Coix manteve, ainda, uma forte
capacidade de ligagdo com o
plasmidio P285A02b (Fig. 15 B), que
apresenta delegdo da sequéncia
CAATAGA, correspondente ao sitio
O2b (Fig. 15A, coluna8). Esses
resultados indicaram que o sitio de
ligagdo da proteina Opaco2 de Coix,
nos promotores, das o—coixinas de
25 kDa, corresponde ao sitio O2¢.

O teste de ligagdo seletiva do
promotor de a-zeina de 22 kDa,
digerido com Sau3Al (plasmidio
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Figura 15: Ligagdo seletiva da proteina 02 de Coix e de milho em fragmentos de restrigdo de
a-coixina, de clones mutantes do promotor de a-coixina e de promotores de a-zeina de
22 kDa. A, plasmidios contendo a sequéncia de a-coixina (Pa-Cx103), um fragmento
de 285 pb do promotor de a-coixina (P285a-C), uma versdo mutante desse fragmento
com o sitio O2b deletado (P285A02b), o clone 22Z-4 da a-zeina de 22 kDa
(Pa-Z4103) e o vetor pBluescript KS* foram digeridos com Sau 3Al, Eco RI/ Sau 3Al
ou Eco Rl/Xbal. Os fragmentos obtidos foram marcados em suas extremidade, e
incubados com o imunocomplexo Proteina A-Sepharose-p-gal::02. As linhas pares
mostram os fragmentos que foram especificamente retidos pelo imunocomplexo. O
tamanho dos fragmentos do KS* digerido com Sau 3Al € indicado no lado direito. B,
mapa de restrigio do promotor da a-coixina (Pa-Cx103), da a-zeina de 22 KDa
(Pa-Z4103), e dos subclones da regido promotora da a—coixina. Os provaveis sitios
alvo da proteina Opaco2, 02a, O2b e O2c etdo indicados. A sequéncia normal e a
versdo mutante do sitio O2b estdo detalhadas. Foram utilizadas as seguintes
abreviaces para os sitios das enzimas de restricio: E, Eco RI; N, Nco I; H3, Hind Iii;
S,Sau 3Al; X, Xba L.




PaZ4103, Fig. 15B), mostra que a
proteina 02 de Coix reconhece o
fragmento de 200 pb que contém os
sitios 02a, O2b, e O2c (Fig. 15 A,
coluna 10). O mesmo ocorre com o
fragmento EcoRI/Xbal de 455pb
(Fig. 15 A, coluna 12), entretanto este
fragmento contém apenas o sitio O2a.

Como controles positivo e
negativo foram utilizados, respectiva-
mente, o promotor da a-—coixina de
25 kDa digerido com Sau 3Al (Fig.
15A, coluna2), e o plasmidio
pBluescript KS* digerido com Sau 3Al,
selecionados com a proteina 02 de
milho.

Através de experiménto de
"footprinting", Yunes et al (1994)
mostraram que a proteina O2 de milho
protege, no promotor das a-—coixinas,
uma regido de 23 nucleotideos no
sitio O2c, incluindo o motivo CATG,
considerado essencial para a
interagao proteina-DNA (Yunes et al.,
1994). Visando a confirmagéo do sitio
0O2c, do promotor da a-coixina de
25 kDa, também como local de ligagéo
da proteina Opaco2 de Coix , foi
realizado um segundo teste de ligagéo
seletiva. Com esta finalidade foram
introduzidas, através de PCR
conforme descrito em Materiais e
Métodos, duas mutagbes pontuais e
independentes na regido protegida no
experimento de ‘'footprinting”. A
primeira mutagdo foi introduzida no
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motivo CATG do sitio O2c, através da
substituicdo do nucleotideo "G" por
um "A", gerando o0 plasmidio
p285CATG . A segunda mutagao foi
introduzida na sequéncia TGAC,
localizada em uma regido adjacente a
descrita anteriormente, e que apre-
senta alta similaridade ‘com o
sitio-alvo da proteina GCN-4, um fator
transcricional de fungos. Esta
mutagédo foi intrtoduzida através da
substituicdo do nucleotideo "G" por
um "A", gerando o plasmidio
p285TGAC (Fig. 16 B). Os plasmidios
foram, entao, digeridos  com
EcoRI/Sau3Al e submetidos a
testes de ligagao seletiva com a
proteina B-Gal::02 de Coix. Como
mostra a Figura 16 A, as duas
mutagdes impediram a ligagdo ao
DNA (Fig. 16 A, colunas 2 e 4).

Estes resultados confirmam,
definitivamente, o sitio O2c como sitio
de ligagédo da proteina Opaco2 de
Coix nos promotores das a-coixinas
de 25 kDa.
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Figura 16: Ligagdo da proteina Opaco2 de Coix em fragmentos do promotor da a-coixina e em

versdes mutantes de 285 pb. A, plasmidios contendo a sequéncia do promotor da
a-coixina (Pa—C103), duas versdes mutantes de 285 pb do promotor de a-coixina, nas
quais o sitio O2c foi mutado (P285 CATG and P285 TGAC), e o vetor pBluescript KS*
foram digeridos com Eco RI/Sau 3Al ou Sau3Al. Os fragmentos obtidos foram
marcados em suas extremidades, e incubados com © imunocomplexo
Proteina A-Sepharose-f—gal::02. As linhas impares mostram os fragmentos de
restricio que foram incubados com o imunocomplexo. As lihas pares mostram os
fragmentos de restrigio que foram especificamente retidos pelo imunocomplexo. O
tamanho dos fragmentos do KS* obtidos apds a digestdo com Sau 3Al é indicada no
lado esquerdo. B, sequéncia do sitio O2c do promotor de a—coixina (Pa-Cx103), e das
duas versbes mutantes (P285 CATG and P285 TGAC). O sitio 02a, 02b e O2c estao
indicadas. As abreviagbes dos sitios das enzimas de restricdo seguem: E, EcoRI; N,
Nco I; S, Sau 3Al; H3, Hind lil; X, Xba I.



DISCUSSAO

Duas sequéncias diferentes
foram descritas para o gene opaco2
de milho. A sequéncia de aminoacidos
da proteina O2 de milho apresentada
por Hartings et al. (1989) mostra uma
proteina de 460 aminoacidos,
enquanto que Schmidt et al. (1990)
apresentaram uma sequéncia de
cDNA que codifica uma proteina de
437 aminoacidos. A maior discrepan-
cia entre as duas sequéncias ocorre
na regido codificadora 3" dos cDNAs.
A sequéncia apresentada por Hartings
apresenta a delegdo 'de um
nucleotideo "G" na posi¢do 1.282,
quando comparada com a sequéncia
descrita por Schmidt. Esta diferenga
resulta na alteragao da fase de leitura,
de modo que, os ultimos 33 aminoaci-
dos apresentados por Hartings
diferem dos ultimos 16 aminoacidos
apresentados, por Schmidt, para a
proteina O2.

Na sequéncia adicional de
aminoacidos da proteina 02, Hartings
et al. (1989), identificaram um motivo
semelhante aos dominios de ligagdo a
DNA denominados "zinc fingers".

A sequéncia de aminoacidos
descrita por Pirovano ef al. (1994)
para a proteina 02 de sorgo

apresenta uma sequéncia carboxi-
terminal diferente das encontradas em
ambas as proteinas O2 descritas em
milho. Entretanto, a sequéncia de
aminoacidos deduzida a partir da
sequéncia gendmica de 02 de sorgo
depositada por estes autores no
banco de dados EMBL, com o numero
X71636, apresenta-se diferente
daquela descrita no artigo (Pirovano
et al., 1994), revelando uma regiao
carboxi-terminal semelhante a encon-
trada na proteina O2 de milho descrita
por Schmidt et al. (1990).

A sequéncia da proteina 02 de
Coix é similar as sequéncias da
proteina O2 de milho apresentada por
Schmidt e 02 de sorgo deduzida a
partir da sequéncia gendmica,
depositada no banco de dados EMBL,
sobretudo na regido carboxi-terminal.
O alto grau de conservagdo entre as
proteinas O2 em espécies diferentes
sugere, que nestas espécies, ndo
apenas os genes das prolaminas, mas
também, os mecanismos de regula-
¢do da expressdao destes genes
devem ter sido conservados.

As extensas delegbes observa-
das nas proteinas 02 de Coix e sorgo
(Fig. 11), principais responsaveis pela



redugdo do peso molecular em
relagdo a proteina de milho, parecem
nado interferir na fungdo destas
proteinas. Este fato foi confirmado
através de  experimentos de
transativagcdo realizados com as
proteinas O2 de sorgo (Pirovano et
al., 1994) e de Coix (Yunes, JA,
comunicagao pessoal).

A proteina 02, assim como as
demais proteinas do grupo das bZiPs,
sdo caracterizadas pela presenga de
uma regiao bifuncional, contendo dois
diferentes dominios. O dominio basi-
co, rico em aminoacidos basicos, é
responsavel pelo reconhecimento
especifico do sitio-alvo no DNA
(Turner & Tijain, 1989; Neuberg ef al.,
1989), enquanto que a regido
contendo repeticbes de leucinas a
cada sete aminoacidos ("zipper" de
leucinas) é responsavel por interagdes
com outras moléculas de proteinas do
tipo bZIP, determinando a formagao
de homodimeros ou heterodimeros
(Kouzarides & Ziff, 1988).

O alinhamento das sequéncias
de aminoacidos das trés proteinas
relacionadas indicam uma completa
conservagdo do dominio basico, e
apenas sete  substituigbes de
aminoacidos, sendo cinco delas
conservativas, na regidao do "zipper"
de leucinas (Fig. 11). Este alto grau
de conservagdo indica uma estreita

57

relagdo entre a estrutura e fungdo
destes dominios.

O dominio basico da proteina 02
de Coix apresenta os residuos de
asparagina e arginina conservados
como as demais bZIP descritas até o
momento (Fig. 12). Vinson et al.
(1989) propuseram um modelo para o
reconhecimento da sequéncia do DNA
pelas proteinas do grupo bZIP
("scissors-grip model"), no qual a
asparagina conservada apresenta a
fungdo de permitir a angulagdo da
regido basica, facilitando a interagéo
da proteina com o sulco maior da
dupla hélice do DNA. Outro
aminoacido, que ndo a asparagina,
nesta mesma posicdo, provavelmente
nao permitiria a angulagao correta da
regido basica, e, consequentemente,
inibiria a ligagdo com o DNA. O efeito
da contribuigdo da arginina no
reconhecimento e ligagdo nao foi
ainda completamente esclarecido.
Aukerman et al. (1991) descreveram
um mutante opaco2 (02-676), que
apresenta uma lisina substituindo a
arginina no dominio basico. Apesar da
substituicdo conservativa, este mutan-
te produz uma proteina que nao
apresenta afinidade, in vitro, pelo
promotor de a-zeinas de 22 kDa.

O dominio basico tem sido
apontado, também, como um impor-
tante mediador da importagdo das



proteinas bZIP para o interior do
nucleo de células vegetais (van der
Krol & Chua, 1991). O transporte de
proteinas de alto peso molecular ou
de complexos oligoméricos, para O
interior do nucleo, depende de sinais
de localizagdo nucleares (NLS), que
tém sido encontrados num grande
nimero de proteinas de mamiferos,
anfibios, leveduras e plantas (Silver,
1991; Raikher, 1992). A comparagao
de viérias sequéncias NLS nédo foi
capaz de indicar uma sequéncia
consenso de aminoacidos. A sequén-
cia parece depender apenas de um
pequeno numero de residuos basicos
continuos. Na proteina O2 de milho
foram descritas duas regides com
atividade de NLS, o NLS Ae o NLS B
(Raikhel, 1992). Conforme indicado na
Figura 11, a sequéncia corresponden-
te ao NLSA, apesar de estar
localizada em uma regido altamente
conservada, apresenta substituigoes
conservativas nos residuos apontados
como essénciais para permitir a
importagdo para o interior do nucleo.
A sequéncia do NLS B encontra-se
localizada no dominio basico e
apresenta completa conservagédo dos
residuos funcionais. Na proteina 02
de milho o NLS B é tido como o NLS
efetivamente ativo (Raikhel, 1992).

A busca de possiveis sitios de
fosforilagdo na proteina O2 de Coix,
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utilizando-se o banco de dados
PROSITE (EMBL, Heidelberg,
Alemanha), revelou, na regiéo inicial
do dominio béasico, um motivo similar
ao sitio de fosforilagdo da proteina-
quinase dependente de AMPc e
GMPc, com a sequéncia consenso de
[RKRK]-X-[ST] (Glass et al., 1983). O
motivo RKRKESN (Fig. 12) é comple-
tamente conservado nas proteinas 02
de Coix, milho e sorgo. O residuo de
serina, provavel alvo da fosforilagao, é
conservado em grande parte das
proteinas bZIP. Devido ao carater
bifuncional desempenhado  pelo
dominio basico do motivo bZIP, a
fosforilagdo da serina pode estar
relacionada com o reconhecimento do
sitio-alvo no DNA, ou com o controle
do transporte da proteina O2 para o
interior do nucleo. Até o momento,
entretanto, ndo existem evidéncias
comprovadas da presengca de
proteinas-quinase dependentes de
AMPc no endosperma de sementes.

Assim como em milho e sorgo, o
dominio basico e o ‘"zipper" de
leucinas da proteina 02 de Coix,
estdo codificados em dois pequenos
exons distintos. A regido basica e a
primeira das sete leucinas do "zipper"
estao codificadas no exon 4, enquanto
o restante do "zipper" encontra-se
codificado no exon 5. A separagdo da
regi&o de ligagdo ao DNA e a regido



de dimerizagdo em dois exons
distintos estd de acordo com a
hipétese do embaralhamento dos
exons (Gilbert, 1978; Gilbert, 1985).
Segundo esta hipdtese, os exons
devem codificar porgdes especificas
da estrutura de uma proteina: regides
funcionais, estruturais, dominios ou
sudominios - segmentos que podem
ser distribuidos de forma independen-
te durante a evolugéo.

O alinhamento das proteinas 02
(Fig. 11) aponta, ainda, duas outras
regibes conservadas. A primeira
corresponde a regido amino-terminal
rica em residuos de prolina, e a
segunda, rica em residuos &cidos,
localizada entre os aminoacidos 57 e
76 da proteina de Coix. Regides ricas
em prolina, bem com as ricas em
residuos acidos tém sido apontadas
como importantes dominios de
transativagdo (Mermod ef al., 1989,
Bohmann & Tjian, 1989).

A conservagao das proteinas 02
nos cereais, a exemplo da conserva-
¢do das prolaminas, corrobora a
hipétese de uma origem comum para
Coix, milho e sorgo.

Os mRNAs de 02, assim como
os de vérios transativadores, apresen-
tam uma longa regido nio traduzida
na extremidade 5', denominada se-
quéncia lider (Hartings et al, 1989,
Schmidt et al., 1990; Pirovano et al.,

59

1994). A presenga de cddons de
iniciagdo nesta regido, em geral
determinam a redugdo da expressao
génica (Kosak, 1984). Segundo o
modelo proposto por Kosak (1989),
denominado "scanning model of
translation”, a subunidade ribossémica
408 liga-se a extremidade 5' do mRNA
e desloca-se através da sequéncia até
encontrar o primeiro cédon de
iniciagdo, AUG. Tem inicio, entéo, a
tradugdo a partir deste AUG. O
processo de reiniciagdo da tradugéo,
a partir de outros cddons de iniciagdo
localizados apdés o primeiro, é
ineficiente. Assim, a presenga de
multiplos cddons de iniciagdo AUG na
sequéncia lider deve resultar na
redugao da tradugao a partir do cédon
que abre a fase de leitura principal. A
regido localizada abaixo do provavel
"TATA box", possivelmente correspon-
de a sequéncia lider do gene 02 de
Coix. Esta regido apresenta sete
codons AUGs de iniciagdo de
tradugdo anteriores ao AUG da
principal fase de leitura (Fig. 7). Entre
os polipeptideos deduzidos a partir
destes coédons de iniciagdo, apenas o
sexto, apresenta o cédon de termina-
¢do localizado na regido codificadora
do gene. Este fato ndo ocorre em
milho e sorgo, onde todos os cédons
de terminagdo dos polipeptideos da
sequéncia lider encontram-se antes
do inicio da sequéncia codificadora.



Lohmer et al. (1993) demonstraram o
envolvimento dos cédons de iniciagdo,
presentes na sequéncia lider do cDNA
de 02 de milho, no controle
traducional deste gene.

Usando anticorpos contra a
proteina O2 de milho, Schmidt (1993)
relatou resultados indicando a
manutencdo da concentragdo da
proteina 02, apesar do sensivel
aumento de mMRNA acumulado
durante o desenvolvimento do endos-
perma nas sementes de milho. As
analises de mRNA de opaco2 em Coix
indicam, que a exemplo de milho, a
transcricdo do gene 02 ocorre
especificamente no  endosperma
acumulando-se durante o desenvolvi-
mento das sementes.

A presenga de multiplos cédons
de iniciagdo na sequéncia lider ndo
traduzida dos genes opaco2 de Coix,
milho e sorgo, e o fato da concen-
tracdo da proteina O2 em milho
permanecer constante durante o
desenvolvimento das  sementes,
indicam que o gene opaco2, além de
controle transcricional deve
apresentar algum tipo de controle
traducional.

O alinhamento das regides
flanqueadoras 5' dos genes opaco2 é
de grande importancia, visto que esta
regiao pode conter elementos cis
relacionados ao controle da expres-
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sdo no nivel transcricional. O gene 02
de Coix foi o unico dos genes
sequenciados a apresentar um "TATA
box" com motivo similar a sequéncia
consenso descrita para este elemento
(Bucher, 1990) (Fig. 10, TATA I). Nos
genes 02 de sorgo e milho a
sequéncia CCTATTTGC (Fig. 10,
TATA II) foi apontada como provavel
"TATA box" (Hartings et al, 1989;
Pirovano et al., 1994). Apesar de ser
considerada uma sequéncia incomum
para "TATA box", sua funcionalidade
nadgo pode ser completamente
descartada, conforme a mais recente
descrigdo de elementos cis envolvidos
na interagcdo com a RNA polimerase Il
de eucariotos (Bucher, 1990). A
provavel fungdo desta sequéncia é
reforcada ainda pela presenga de
provaveis sinais de iniciagdo de
transcricao ("Cap signal") localizados
a distancias esperadas em relagdo ao
"TATA box". Corrobora com este fato
o alto grau de conservagido desta
regiao nos trés genes.

O elemento cis conhecido como
"CCAAT box" tem sido descrito como
um elemento que atua no controle
transcricional, funcionando em
qualquer orientagdo em distancias
varidveis em relagdo ao inicio de
transcricdo (Maniatis et al., 1987). Um
motivo altamente conservado nos
genes 02 apresentando similaridade



com a sequéncia consenso do
"CCAAT box" (Bucher, 1990) foi
identificado no alinhamento apresen-
tado na Figura 10.

Os promotores de opaco2
apresentam, ainda, uma copia
conservada do motivo CACGTG,
definida como regido central do
elemento cis denominado "G box"
(lzawa et al., 1993). Este elemento
tem sido identificado em
transativadores de plantas, relaciona-
dos, principalmente, com fatores de
resposta a efetores como a luz e o
hormoénio vegetal acido abscisico
(Maniatis et al, 1987). O motivo
encontrado nos promotores de 02
apresentam sequéncias flanqueado-
ras que determinam uma baixa
afinidade  pelos  transativadores
descritos até o momento (Isawa ef al.,
1993). Porém esta constatagdo néo
descarta a possibilidade deste
elemento interagir eficientemente com
fatores ainda n&o descritos.

O mecanismo de transcri¢do é,
reconhecidamente, conservado nos
eucariotos. Varias proteinas
ativadoras de fungos funcionam,
perfeitamente bem, em uma série de
organismos eucariotos, e fatores de
transcrigdo de vertebrados s&o ativos
em células de fungos (Guarente,
1988; Buratowski et al., 1988).
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Nos procariotos cada fator
envolvido na ativagdo da transcrigdo
(transativador), geralmente, reconhe-
ce uma sequéncia alvo especifica no
DNA. Em contraste, um dos aspectos
fundamentais na regulacdo da
expressdo génica nos eucariotos é o
de que eles possuem familias de
proteinas que interagem com
sequéncias similares de DNA (Struhl,
1989). Como exemplo podemos citar a
série de proteinas bZIP de mamiferos
Jun, Jun B, Jun D, Fos, Fra, entre

outras, que interagem com uma
sequéncia comum, usuaimente
conhecida como sitio AP-1

(Nakabeppu et al., 1988; Halazonetis
et al., 1988; Kouzarides & Ziff, 1988).
Muitos dos transativadores sao
conservados nas diferentes classes
de eucariotos e reconhecem
sequéncias alvos similares, embora
possam responder a diferentes
efetores. Como exemplo podemos
citar a proteina GCN4 de levedura e a
oncoproteina Jun de vertebrados.

A proteina Opaco2 possui
estrutura similar e desempenha a
mesma fungdo em milho, sorgo e Coix,
ativando a transcrigdo dos genes de
o-prolaminas. Entretanto, diferente-
mente de outros transativadores
interrelacionados, que reconhecem
sequéncias similares, a proteina 02
reconhece sitios distintos nos



promotores de a—prolaminas de mitho
e Coix. O sitio reconhecido pela
proteina 02 no promotor do gene de
a—coixina de 25 kDa apresenta maior
similaridade com os sitios descritos no
promotor de b-32 (Lohmer et al,
1991), do que com aquele encontrado
no promotor de a-zeina.

A proteina 02 foi descrita
originalmente como um transativador
especifico de a-prolaminas, entretan-
to, Cord et al. (1994) demonstraram
que esta proteina é também capaz de
ativar a transcricdo dos genes de
B-prolaminas em milho e Coix. Sendo
que os promotores de pB-prolaminas
apresentam um sitio de ligagdo similar
ao sitio O2a descrito no promotor do
gene de a-zeina de 22 kDa (Yunes et
al., 1994).

Baseado na similaridade, os
diversos sitios reconhecidos pela
proteina Opaco2 descritos até o
momento, podem ser agrupados em
duas classes distintas: Tipo o-zeina e
Tipo a-coixina (Tabela 1l1).

Devido ao carater multigénico
das oa-prolaminas, e ao pequeno
numero de genes sequenciados nao
se pode descartar a presenga de
sitios de reconhecimento do Tipo a-
coixina em promotores de a-zeinas, e
vice-versa.
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Através de experimentos de
retardamento em gel e "footprintig",
Lohmer et al. (1991) identificaram no
gene opaco2 de milho um sitio
reconhecido pela prépria proteina 02.
Estes mesmos autores demonstraram,
através de  experimentos de
transativagdo, a auto-ativagdo do
gene opaco2 de milho. O motivo
GTTGACGTTG, identificado como sitio
de ligagdo da 02 em seu proprio
promotor, encontra-se truncado nos
promotores dos genes opaco2 de Coix
e sorgo (Fig. 10). A inexisténcia de
sitios de ligagdo para proteina 02 de
Coix, nos promotores de opaco2 de
Coix, foi confirmada através de testes
de ligagdo seletiva (dados néo
apresentados).

Durante a busca de possiveis
sitios de ligacdo da proteina O2 no
gene opaco2 de milho, foi identificada
uma sequéncia similar ao sitio-alvo,
descrito para o gene de a-coixina de
25kDa, na regidao codificadora do
gene opaco2, cerca de 150 pb abaixo
do codon de iniciagdo (Cord Neto, G.
comunicagao pessoal). O sitio-alvo foi
confirmado através de experimentos
de "footprinting", e inclui o motivo
CATG, considerado essencial para o
reconhecimento das sequéncias de
ligagdo (Yunes et al, 1994).
Experimentos de ligagido seletiva
realizados com a regido codificadora



Tabela lll: Sitios-alvo da proteina Opaco2 em diversos genes.

A) Tipo zeina
Sitio origem
O2a a-zeina
02 B-zeina
02 B-coixina
O2a a-coixina

B) Tipo coixina

Sitio

O2c
O2c
O2¢c
B1
B4

origem

a-coixina
a-coixina
a-zeina
B-32
B-32

gene

227-4

gZ15A

B-55.1
a-38

gene

a-3B
a-3A
2274

sequéncia
ACGT
GTCATTCCACGTAGATGAAAA
ATGTTTCCACGTCATGCAACG
GTATTTCCACGTCATGCAGTG
GTCATTCCTCATGAATTAGAA

sequéncia
CATG
AATTGACTAGGAGACATGTCA
AATCGACTAGGAGCCATGTCA
AATAGAGTAGATGCCATATCA
GGTTAGTATGATGACATGGCT
TGTTAGTGGGATGACATGACT

ligagéo

R

ligagdo

+ 44
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referéncia

Schmidt et al., 1992
Cord Neto et al., 1994
Cord Neto et al., 1994

Yunes ef al., 1994

referéncia

Yunes et al., 1994
Yunes et al., 1994
Yunes et al., 1994
Lohmer ef al., 1991
Lohmer ef al., 1991



do gene opaco2 de Coix
apresentaram resultados negativos
(Cord Neto, G. comunicagéo pessoal).
O alinhamento da regido contendo o
sitio encontrado na regido estrutural
do gene de opaco2 de milho e a
regido correspondente no gene
opaco2 de Coix revela a ruptura do
motivo CATG na sequéncia da regidao
codificadora do gene opaco2 de Coix.
Estes resultados indicam que a
ligagdo da proteina O2 na regido
codificadora do gene opaco2 de milho
deve constituir um mecanismo alterna-
tivo de auto-regulagdo da expresséo
desse gene em milho. Uma hipétese
para a auto-regulagdo, supde que a
ligagcdo do transativador no inicio da
regido codificadora pode interferir na
etapa de elongagdo da transcrigédo, e
neste caso provocando uma possivel
inibigdo da transcrigdo (Cord Neto, G.,
resultados ndo publicados). O gene
opaco2 de Coix ndo apresenta as
sequéncias descritas como sitios de
auto-ativagéo (regido promotora) e
possivel auto-inibigao (regido
codificadora) encontrados no gene
opaco2 de milho. Tal fato corrobora
com a hipétese de auto-regulagdo
proposta, visto que, a auséncia de um
dos sitios desobriga a presenga do
outro, ndo sendo possivel a presenga
de um sitio de auto-ativagdo na
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auséncia de um de sitio de auto-
inibicdo e vice-versa.

Os resultados descritos neste
trabalho representam uma primeira
fase na elucidagdo dos mecanismos
moleculares envolvidos na fungao de
transativagdo da proteina O2. Assim
sendo, a comparagao das sequéncias
de aminoacidos das proteinas 02 de
milho, sorgo e Coix, nos
proporcionaram o reconhecimento de
regides conservadas, possivelmente
envolvidas no reconhecimento de
sitios no DNA, transporte para o
nicleo e ativagdo de transcrigao.
Baseados nestes resultados, as
fungbes dos motivos conservados
serdo testadas com a obtencio de
proteinas recombinantes mutadas.

A comparagdo das regides
promotoras dos genes o0paco2 nos
permitiu também identificar sequén-
cias conservadas nesta regido. Este
resultado devera direcionar os
estudos de anadlise de delegdo a
serem realizados com estes
promotores, visando o reconhecimen-
to de sequéncias envolvidas na
regulagdo da transcricdo do gene
opaco2.



CONCLUSOES

1) A sequéncia de aminoacidos

da proteina Opaco2 de Coix é
similar as sequéncias das
proteinas O2 de milho apre-
sentada por Schimidt etal.
(1990) e de sorgo deduzida a
partir da sequéncia gendmica
depositada nos bancos de
dados EMBL, GenBank e
DDBJ.

As sequéncias de
nucleotideos dos exons do
gene opaco2 de Coix, milho e
sorgo apresentam alta simila-
ridade. As sequéncias de
nucleotideos dos introns de
Coix apresentam maior simila-
ridade com as sequéncias de
introns de sorgo do que com
as de milho.

3) Na regido regulatéria do gene

opaco2 de Coix foram
identificadas possiveis se-
quéncias "TATA BOX" (-435)
e "CAAT BOX" (-511). Um

provavel sinal de poliadeni-
lacdo esta localizado 117 pb
abaixo do cbédon de
terminagéo TAG.

4) Abaixo da sequéncia do

provavel "TATA BOX" existem
sete fases de leitura além da
fase principal, as quais,
possivelmente, estdo envol-
vidas com a regulagéo génica.

5) A regidqo do dominio bZIP

apresenta-se  extremamente
conservada nas proteinas
Opaco2.

6) A transcricdo do gene opaco2

ocorre, especificamente, no
endosperma das sementes de
Coix. Sendo que, seus trans-
critos acumulam-se durante o
desenvolvimento das semen-
tes.



7) Assim como a proteina
Opaco2 de milho, a proteina
02 de Coix também reconhe-
ce como sitio-alvo de ligagéo
a sequéncia 5'-GACATGTC-3',
presente nos promotores das
a-coixinas de 25kD, e a
sequéncia 5'-TCCACGTAGA-3,
presente nos promotores das
a-zeinas de 22 kD.



Sumario

Coix lacryma-jobi L., juntamente
com milho, sorgo e tripsacum,
pertence a familia Gramineae e a tribo
Andropogoneae (Clayton, 1973; Jain
& Benerjee, 1974, Clayton, 1983).

Nos membros desta tribo, as
proteinas de reserva mais abundantes
sao representadas pelas prolaminas,
as quais chegam a atingir 50% a 70%
da quantidade total de proteina no
endosperma (Ottoboni et al., 1990;
Leite et al,. 1990). As a-prolaminas
correspondem a cerca de 70% das
prolaminas totais de milho, sorgo e
Coix.

Muitas mutagées afetando o
acumulo das prolaminas de milho
(zeinas) tém sido descritas (Motto et
al.,, 1989). Nos mutantes opaco2
ocorre a quase completa eliminagao
das zeinas de 22 kDa (Pedersen et
al.,, 1980; Langridge et al., 1982). O
gene opaco?2 codifica um transativador
transcricional da classe das bZIPs, o
qual se liga a regido regulatéria dos
genes das a-zeinas de 22 kD. O sitio
de ligagdo da proteina O2 nos genes
das a-zeinas contém a sequéncia
5-TCCACGTAGA-3° (02a, Schmidt
etal., 1992). Nos promotores das
a-coixinas de 25 kD, a proteina 02 de

milho reconhece a sequéncia
5-GACATGTC-3" (O2c, Yunes. etal.,
1994).

Pirovano et al. (1994) isolaram e
caracterizaram 0 gene opaco2 de
sorgo.

Neste trabalho, foram isolados
clones de cDNA e gendmico do gene
opaco2 de Coix lacryma-jobi. Para o
isolamento do clone de cDNA, deno-
minado pCO2-1, foram analisados
aproximadamente 7,5x105 fagos
recombinantes de uma biblioteca de
cDNA construida em fago AZAP. Para
o isolamento do clone gendmico foram

analisados cerca de 1 x 106 fagos
recombinantes.
O <clone de cDNA esta

incompleto e apresenta 1.050 pb. O
clone gendmico possui 4.569 pb,
sendo 987, 215, e 3.367 pb, respecti-
vamente das regides flanqueadoras &'
e 3', e da regido estrutural do gene.
Sequéncias correspondentes aos
possiveis "TATA box" e "CCAAT box"
foram identificadas nas posigdes -435
(5°-TATAAAA-3') e -511 (5-CCAAT-3").
Na regido abaixo do possivel "TATA
box" foram identificadas sete fases de
leituras além da fase principal, a qual



codifica uma proteina de 408
aminoacidos, correspondendo a um
polipeptideo de peso molecular
44 865. Os seis exons dos genes
opaco2 de Coix, milho e sorgo sao
altamente conservados tanto em
sequéncia quanto em posicdo. Os
cinco introns do gene 02 de Coix
apresentam similaridade com os
introns do mesmo gene em sorgo, O
mesmo ndo ocorrendo com os introns
do gene opaco2 de milho. Nas regides
flanqueadoras 5' dos genes opaco?2 foi
encontrada ainda uma sequéncia
palindrébmica similar a um "G box",
descrito por l1zawa ef al. (1993).

Um provavel sinal de poliadeni-
lagdo (5°-AAATAA-3°) esta presente
117 pb abaixo do cdédon de
terminagao TAG.

A regidao correspondente aos
dominios basico e “zipper" de leucina
(bZIP) é altamente conservada nas
proteinas Opaco2 de Coix, milho e
sorgo.

Analises de RNA mostraram que,
transcritos do gene opaco2
encontram-se, especificamente, no
endosperma das sementes de Coix, e
que, estes transcritos sdo acumulados
durante o desenvolvimento destas
sementes.

Através de experimentos de
ligagdo seletiva, demonstrou-se que
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as proteinas Opaco2 de Coix e de
milho, reconhecem, como sitio-alvo, o
sitio O2a nas a-zeinas e o sitio O2c
nas o-coixinas.



Summary

Coix lacryma-jobi L., together
with maize, sorghum and tripsacum
belongs to the grass tribe
Andropogoneae (Clayton, 1973; Jain
and Benerjee, 1974; Clayton, 1983).

As for other members of the tribe,
prolamins represent 50-70% of the
total seed storage proteins of Coix
(Ottoboni et al., 1990; Leite et al..
1990). The a-prolamins fraction
accounts for more than 70% of the
total prolamins of maize, sorghum, and
Coix.

Several mutations are known to
affect the accumulation of prolamins in
maize (Motto et al.,, 1989). The maize
opaque2 mutant shows almost
complete elimination of the 22kD
o-zein (Pedersen et al., 1980;
Langridge et al., 1982). The opaque?2
gene from maize encodes a
trans-acting factor, belonging to the
bZip class, that activates the
transcription of 22 kD «a-zein genes.

The maize Opaque2 protein
recognizes the sequence
5°-TCCACGTAGA-3" (0O2a) in the
promoter region of 22kDa a-zein
gene (Schmidt et al., 1992) and the
sequence 5°-GACATGTC-3" (O2c) in

the 25 kDa a-coixin promoter (Yunes
et al., 1994).

A opaque2-related gene from
sorghum has been recently reported
by Pirovano et al. (1994) .

We have isolated a cDNA and a
genomic clone corresponding to the
opaque2 gene in Coix lacryma-jobi. In
order to isolate the cDNA clone,
named pC0O2-1, 7,5 x 105 recombinant
phages were screened . The genomic
clone, named gCX02-1, was isolated
by screening 1x10% recombinant
phages of a genomic library.

The cDNA clone of 1050 bp is
incomplete. The genomic clone
possesses 4569 bp. The & and 3
flanking regions possess 987 and
215bp respectively. The coding
region is 3367 bp long. The regions
with the strongest similarity to the
TATA and CAAT boxes were found at
positions -435 (5-TATAAAA-3°) and
-511  (5-CCAAT-3°), respectively.
Downstream to the putative TATA box
we have found seven open reading
frames (ORF) in adition to the main
ORF. This ORF encodes a
polypeptide of 408 amino acids.

The six exons of Coix, maize,
and sorghum opaque?2 genes exhibit a



high similarity in their sequence and
positions. The five introns of the
opaque?2 gene from Coix present some
similarity to the introns of sorghum
opaque2 gene. However there is no
similarity when compared to those
present in maize opaque2 gene. At the
5 flanking region we have found a
G-box like sequence (lzawa et al.,
1993).

A putative polyadenylation signal
(5°-AAATAA-3’) is present 117-bp
downstream to the TAG stop codon

The amino acid sequence in the
bZip region is very similar in the three
opaque?2 proteins.

RNA blot analysis reveled that
Coix opaque?2 transcripts are present
specifically in endosperm tissue, and
that they accumulate during seed
development.

Using DNA binding assays, with
both Coix and maize Opaque2
proteins, we have demonstrated that
both recognize the 02a sequence
present in the 22 kDa a-zein promoter
and the O2c present in the
25 kDa a-coixin promoter.
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APENDICE |

Solugdes
Acetato de Ambnio 2 M
Acetato de Amonio 308¢g
H,0 q.s.p. 200 ml

-Ajustar para pH 4,5 ou 5,0 com acido
acético.
-Esterilizar por filtragdo.

Acetato de Potassio 3 M

589g
200 ml

Acetato de Potassio
H,0 q.s.p.

-Ajustar para pH 4,8 com acido acético

Acetato de S6dio 3 M
Acetato de Sodio (anidro) 492¢g
H,0 q.s.p. 200 ml

-Ajustar para pH 5,2 ou 7,0 com acido
acético

Binding Buffer (BB)

50 mM Tris-HCI pH7,8, contendo
150 mM de NaCl, 1 mM de EDTA, ¢
1 mM de DTT

Tris-HC1 1M pH 7,8 0,5 ml
NaCl 5M 0,3 ml
EDTA 0,5M 20 pl
DIT1M 10 ul
H,0 9,17 ml
BLOTTO 1X

Leite em p6 desnatado 10g
(Molico)

H,0 g.s.p. 200 ml
Brometo de Etidio 10 mg/mi
Brometo de Etidio 02g
H,0 q.s.p. 20 ml



Cloreto de Litio 8 M

Cloreto de Litio 13,57¢g
H,0 q.s.p. 40 ml

-Esterilizar em filtro de 0,2 pm

EDTAOS5M
EDTA (dissddico, 2-H,0) 372¢g
H,0 q.s.p. 200 ml

-Ajustar para pH 8,0 com NaOH

Formamida Deonizada

Formamida 200ml
Resina AG 501 - X8 5g

-Agitar lentamente por 1 hora.
-Filtrar em papel Whatman 1MM.
-Armazenar a -70°C

Mistura de Ligase

Tampio de ligase 5X 200 pl
T4 DNA Ligase 5U
H,0 800 pl

Mistura de Nucleotidios (0,4 mM)

dATP 100 mM pH 7,5 4pl
dTTP 100 mM pH 7,5 4l
dGTP 100 mM pH 7,5 4pl
dCTP 100 mM pH 7,5 4pl

H,0 q.s.p. 1,0 ml
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Mistura de S1 Nuclease

Tampdo da S1 (10X) 27l

S1 Nuclease (1 U/ul) 60 ul

H,0 183 pl
MOPS/EDTA 10X

0,2 M MOPS pH 7,0, contendo 50 mM
de acetato de sédio, 10 mM de EDTA

MOPS 10,46 g
Acetato de Sodio 1,02 g
EDTA 0,93g
H,0 g.s.p. 250 ml

-Ajustar para pH 7,0 com NaOH

PMSF 100 mM
Fluoreto de Fenilmetilsufonil 17 mg
etanol gelado 1 ml
Poliacrilamida 40%
Acrilamida 38g
N,N'-metileno diacrilamida 2g
H,0 g.s.p. 100 ml

-Aquecer a 40°C, em banho-maria.
-Adicionar 1 g de resina AG 501 -XB
-Agitar por 1 hora.

-Filtrar em papel Whatman 1MM.



SDS 10% (m/v)
Dodecil Sulfato de Sédio 20g
H0 qs.p. 200 ml
SM

50 mM Tris-HCl pH 7,5, contendo 100
mM de NaCl, e 10 mM de MgSO,

NaCl 1,16 g
MgSO,6-H,0 0,46 g
Tris-HCI 1M pH 7,5 10 ml
H,0 g.s.p. 200 ml

-Esterilizar por autoclavagem.

SSC 20X
0,3 M de citrato de sodio, 3 M de NaCl

NaCl 1753 g
Citrato de sodio 2-H,0 882g
H,0 q.s.p. 800 ml
Ajustar para pH 7,0 com NaOH

H,0 g.s.p. 1000 ml

-Esterilizar por autoclavagem
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Tampdo de Iigase 5X

0,25 M Tris-HCl pH 7,6, contendo 50
mM de MgCl,, 5 mM de ATP, 5 mM de
DTT, 25 % (m/v) de polietileno glicol-
8.000 (PEG)

Tris-HCl IM pH 7,6 250 pl

MgCl, IM 50 i

ATP 100 mM 50 pt

DTT IM 5l

PEG 50% 500 pl

H,0 q.s.p. 1 ml
TAE 50X

2 M Tris-base, 50 mM de EDTA

Tris-Base 2422 ¢
EDTA dissodico 186 g
H,0 g.s.p. 600 ml
Acido Acético glacial 51 ml

-Ap6s a dissolugdo, acertar pH7,4 com
NaOH e completar o volume para
1000 ml

TBE 5X

1 M Tris-Base, 0,5 M de acido borico,
10 mM de EDTA

Acido bérico 309¢
Tris-Base 21,1g
EDTA dissddico 373 g
H,0 q.s.p. 600 ml

-Ap6s a dissolugdo, completar o
volume para 1000 ml



TE

10 mM Tris-HCl pH 7,5, 1 mM de
EDTA

Tris-HCl IM pH 7,5 100 pl

EDTA 0,5M pH 8,0 20 ul

H,0 q.s.p. 10 ml
TEP

100 mM Tris-HCI pH 7,4, contendo
5 mM de EDTA, e 1 mM de PMSF

Tris-HCI 1 M pH 7,4 1 ml
EDTA0,5M 200 pl
PMSF 100 mM 100 pl
H,0 8,7 ml
Tris-HCI1 M
Tris-Base 12L1¢g
H,0 800 ml
-Ajustar o pH com HCI concentrado
pH HCI
7,4 ~70 ml
8,0 ~42 ml
9,0 ~20 ml
H,0 qs.p 1000 ml
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Solugdes para RNA

Toda a vidraria foi incubada a 180°C
por 24 horas.

Todas as solugbes estoques foram
preparadas conforme descrito acima.
solu¢bes  foram
de dietil-
pirocarbonato (DEPC), incubando-as a

As  seguintes
adicionandos 0,1 volumes
37°C durante a noite e autoclavando-as:
acetato de sodio 3 M pH 5,2; EDTA 0,5 M
pH 8,0; SSC 20X; BLOTTO 1X; agua.

As seguintes  solugGes
preparada utilizando-se agua, previamente
tratada com DEPC: Tris-HCI pH 9,0; SDS
10% (m/v); cloreto de litio 8 M; brometo
de etidio 10 mg/ml;, MOPS/EDTA 10X
pH 7,0.

foram

Tampéo de Desnaturagdo de RNA

Formamida deionizada 250 ul

Formaldeido 37% 80 ul

MOPS/EDTA 10X 50 pl

Brometo de Etidio 10 mg/ml 10 ul
Tampdo de Amostra de RNA
Glicerol 3ml
Tris-HCI 1M pH 8.0 0,5ml
H,0 6,5 ml
Azul de Bromofenol

10% (m/v) 50 ul



Meios de cultura

LB (Meio Luria-Bertani)

Bacto-tryptone 10g
Bacto-yeast extract 5g
NaCl 10g
H,0 q.s.p. 1000 ml

-Ajustar o pH para 7,0 com
NaOH 2 M e esterilizar por
autoclavagem por 20 minutos

2XYT
NaCl 10g
Bacto-yeast extract 10g
Bacto-tryptone 16 g
H,0 q.s.p. 1000 ml
-Ajustar para pH 7.5 com NaOH

Top agarose

agarose l4g
MgS04.6-H,0 0,457 g
H,0 q.s.p. 200 ml

-Esterilizar por autoclavagem
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APENDICE Il

XL1-Blue

Genétipo relevante:

SupE44 endA1 thi-1 lac-A(lac-

proAB) gyrA96 hsdR17 recA1 F°

proAB* lach lacZAM15 Tn10(tet’)

A linhagem lac-, supressora de
mutacdo ambar (supE44), defectiva
em recombinagao (recA1),
deficiente em restricdo e proficiente
em metilagdo no sistema Eco K
(hsdR17), foi utilizada como
hospedeira do bacteri6fago AZAP
durante a selegdo de clones
recombinantes da biblioteca de
cDNA de Coix e nos experimentos
de excisdo dos "phagemids" dos
clones positivos. Bactérias
apresentando o fenétipo F*
(contendo um epissomo do tipo F',
tal como XL1-Blue) codificam para
proteinas de pilus, permitindo a
infeccdo por fagos fita simples
macho especifico, tais como fagos
filamentosos do tipo f1. O epissomo
F' desta linhagem contém o gene
lac Z deletado na regido N-terminal
(lacZAM15), o que permite a
o—complementagdo do segmento
do gene presente em determinados
plasmidios como pBluescript. O

epissomo F' contém também o
gene para super produgdo de
repressor do operon lac (/ac i),
bem como genes marcadores tais
como para resisténcia a tetraciclina
(Tn10) e os genes envolvidos no
metabolismo de prolina (proAB). A
linhagem apresenta as marcas
cromossdmicas para resisténcia ao
acido nalidixico (gyrA) e
requerimento de tiamina para
crescimento em meio minimo. A
mutacdo endA1 no gene que
codifica para endonuclease |,
aumenta o rendimento e a
qualidade do DNA plasmidial
preparado através de técnicas
rapidas de minipreparag&o (Bullock
et al., 1987).



DL538

Genétipo relevante:
hsdR mcrA merB recD sbcC

Esta linhagem foi utilizada como
hospedeira do bacteriéfago ADASH
durante a selecdo de clones
recombinantes da biblioteca
gendmica de Coix. A mutagdo do
gene recD que elimina a atividade
de exonucleaseV, bem como a
mutagdo sbcC, supressora de
mutantes do sistema recBC agem
diminuindo a perda de fagos
recombinantes que  carregam
fragmentos de DNA gendmicos
com seqléncias invertidas
repetidas. As mutagbes mcrA e
mcrB evitam a restricdo de DNAs

contendo metilcitosinas nas
seqliéncias  5-GMCGC-3' e
5-AGMCT-3", o que favorece a
construgéo de bibliotecas
gendmicas de plantas, cujo DNA é
rico em citosinas metiladas

(Whittaker et al., 1988).
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DH5a

Gen6tipo relevante:
F- supE44A(lacZYA - argF) U169
(¢ 80 lacZAM15) hsdR17 recA1
endA1 gyrA96 thi-1 relA1.

Esta linhagem, defectiva em
recombinagado (recA7), foi utilizada
na preparacdo  de células
competentes para os experimentos
de transformagao realizados em
todas as subclonagens. A dele¢&o
dos genes do operon lac
(dlacU169) e a presenga do
fragmento lacZAM15 no profago
¢ 80 permite a utilizagdo de
a-complementagdo na selecido de
recombinantes. A auséncia de
superprodugao do repressor do
operon lac (/lac K) possibilita a
realizagao do teste de
complementagdo na auséncia de
IPTG (Hanahan, 1983). Os demais
marcadores foram descritos
anteriormente para XL1-Blue.



APENDICE llI

Vetor A.Zap

A grande vantagem na utili-
zacdo do vetor AZAP, consiste na
possibilidade da excisdo de um
"phagemid" tipo pBluescript, con-
tendo o inserto de cDNA clonado.

A seguir, sdo descritas as
caracteristicas do vetor AZAP
envolvidas no processo de exciséo.
Os vetores derivados de AZAP
apresentam origem e término de
replicagéo de bacteri6fago f1, sen-
do o sitio de iniciagéo (l)-e o sitio
de terminagdo (T) (Fig. 17). Pro-
teinas derivadas de fagos do tipo f1
(fago "helper"), presentes em E. coli
submetidas a infecgdo simulténea
com o vetor e o fago simples fita,
reconhecem o0 sitio de iniciacdo
produzindo um corte em uma das
duas fitas do DNA. A partir deste
corte, uma nova fita de DNA ¢é
sintetizada, ocorrendo a duplicagao
de toda a sequiéncia que encontra-
se no sentido §—>3'. A nova fita
sintetizada inclui o inserto clonado
no vetor, sendo interrompida no
sitio de terminagdo. O DNA fita
simples €& recircularizado pelo
produto do genell do fago f1,

formando uma molécula de DNA
circular contendo toda a seqiiéncia
presente entre os sitios | e T (o
vetor AZAP Il inclui a sequéncia do
"phagemid” pBluescript SK-). O
"phagemid" apresenta sinais neces-
sarios ao empacotamento (termina-
dor f1) permitindo que o DNA
recircularizado possa ser empaco-
tado e secretado da E. coli para o
meio de cultura. As células séo
inativadas incubando-se a 70°C e,
apos centrifugacdo, o "phagemid"
empacotado € isolado no
sobrenadante. Para o obtencédo de
DNA fita dupla, células de E. coli
sé&o infectadas com o "phagemid" e
semeadas em meio contendo ampi-
cilina. Coldnias resistentes a
ampicilina, que crescem lentamente
(coldnias pequenas), podem resul-
tar da presenca do fago "helper”
nas células. O fago "helper" pode
ser removido aumentando-se a
razao de bactéria em relagdo ao
fago durante o semeadura. A
infecgdo simultdnea com fago
"helper” R408, o qual apresenta o
produto do gene [/l termolabil,
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Figura 17: Diagrama esquemético mostrando os mapas do vetor AZAP original (A), apos
insercao do cDNA (B), e apds a excisdo do "phagemid” pBluescript (C).



permite a obtengdo de transfor-
mantes livres deste fago através da
incubagé&o a 42°C.

As colbnias isoladas podem
ser utilizadas na obtengdo de DNA
para analise do inserto através de
digestdo com enzimas de restricdo
e eletroforese em geis de agarose
(Fig. 18).
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Fago AZAP Fago ‘helper®
empacotado (gene 1l termolabli)

Infecgdo

XL1 Blue

Ji
/

*phagemid* Fago helper
pBluescript

incapaz de replicar
a 42°C

./
K

coldnia de bactérias Plaquear em
transformadas com o
meio de cultura

plasmidio pBluescript
‘\ com amplciiina

Figura 18: Esquema do processo de excis&o do "phagemid” pBluescript do bacteriéfago AZAP.



Vetor ADASH

O vetor ADASH é um vetor
de substituigdo, onde o fragmento
de 14 kB, contendo os genes das
funcbes red e gam, pode ser
substituido por fragmentos de 9 a
23 kB. Os bacteri6fagos recombi-
nantes, assim obtidos, apresen-

tam o genétipo red e gam
permitindo sua selegdo em

bactérias Rec., lisogénicas para o
bacteri6éfago P2 (fenétipo: spi).

Por permitir a insergdo de
fragmentos de DNA de 9 a 23 kB,
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este vetor & utilizado na cons-
trugcdo de bibliotecas gendbmicas.

O vetor possui um sitio de
policlonagem que possibilta a
insercdo de fragmentos prove-
nientes de digestdo com vérias
enzimas de restricdo. A regido de
_clonagem desse vetor & flanquea-
da pelos promotores de bacteri6-
fagos T3 e T7, permitindo a
transcrigdo in vitro do fragmento
de DNA clonado (Fig. 19).

vd
EcoR |
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Xba }
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Nkb\/ 14kb
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" . -

red+ gam+

NcroclIOPQRS&

-
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Figura 19: Mapa do bacteri6fago ADASH.



APENDICE IV

Vetor pBluescript KS+/-

O vetor pBluescript KS*/-.& um
"phagemid" que contém a regiao
intergénica do fago filamentoso do
tipo f1, podendo ser secretado com
um DNA fita simples na presenga
de um fago "helper" do tipo f1
(Stratagene Cloning System). Esta
regido intergénica codifica para as
fungdes cis requeridas para empa-
cotamento e replicagdo do fago.
Existem "phagemids" pBluescript
contendo uma das duas possiveis
orientagdes de regiao intergénica,
sendo denominados pBluescript
KS*+ e pBluescript KS-. O
pBluescript KS* replica-se de forma
que a fita codificadora do gene
B-galactosidase seja secreta-da na
particula do fago, enquanto que o
pBluescript KS- secreta a fita néo
codificante do mesmo gene. O
vetor pBluescript KS*/- possui 2.961
pb e é derivado dos plasmidios da
série pUC.

Portanto, esse vetor também
apresenta a—complementacgéo,
além de permitir a utilizagdo dos
mesmos primers para sequencia-

mento de insertos clonados em
pUC.

A denominagé&o KS refere-se 3
orientagdo da regido de poli-
clonagem, com relagéo as enzimas
de restricdo localizadas nas extre-
midades (Kpn |1 — Sac ). Este tipo
de plasmidio €é denominado
"phagemid” j& que apresenta ori-
gem de replicagdo de fago simples
fita e também origem de replicagéo
plasmidial (derivada de ColE1), a
qual é utilizada na auséncia do
bacteriéfago "helper’. Da mesma
forma que os plasmidios da série
pUC, a resisténcia a antibi6tico da-
se pela presenga do gene que
confere resisténcia a ampicilina
(Fig. 20).
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Ssplaay
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pBluescript KS +/-
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S AACAGCYATGACCATG) S ATYAACCCYCACTAAAG)Y . 1) CGAG&;‘(:.GACGG'I AICG)
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3 CCIIIGICGATACTIGGTIACTAATGCGGYYCGCOGLGITAATIGGGAGTGAYTITCCCYIGTITTITCGACCCATGGCCCGGOGGGGAGCTICCAGCIGCCAYAGCTAYY ggugx ﬁ.gg’v TAA
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Y

| Figura 20: Mapa do plasmidio pBluescript KS*-.



pPUR

Os vetores da série pUR (278,
288 e 289) permitem a producgéo de
uma proteina quimeérica, resultante
da fusfo da proteina de interesse
na regido carboxi-terminal da
B-Galactosidase (Fig. 21). Estes
vetores possuem sitios de clona-
gem, BamHI, Sall, Pstl, Xbal,
Hind lll e Clal, nas trés fases de
leitura possiveis.

Clal Hind® Xbatl 8sal

pUR278
(5.200bp)

PURZTS  TGT CAA AAMA GGG GAT CCG TCG ACT CTA GAA AGC TIA 1C6
}

. |
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Insergbes de sequéncias de
cDNA nos sitios de poli-clonagem
apropriados permitem a producgéo
de proteinas de fus&o entre a p-Gal
e o peptidio codificado pelo cDNA.

Estes plasmidios contém o
gene amp’ que confere resisténcia
ao antibiético ampicilina.

Bom W

A 1

BSom sl

PURZES 16T CGG GGA TCC G1C GAC TCT AGA AAG CTT AIC GAT GAT
] | 1 1 | - |

bom M sat b

el Wnd® Clel

PURZIY 16T CAG GGG AIC CET COA CIC TAG AAA GCT TAT CGA TGA
L 1 i | 1 1 -

Som W ot {

xoal Mna® Chol

Figura 21: Mapa dos vetores pUR 278, pUR 288 e pUR 289.



APENDICE V

Delegao Unidirecional com
Exonuclease Il

O método €& baseado na
digestdo com Exonuclease Il do
fragmento de DNA a partir de uma
de suas extremidades.

A Exonuclease |ll ataca
apenas as extremidades protube-
rantes 5' e abruptas, e ndo, as
protuberantes 3'. Assim sendo, o
fragmento de interesse deve ser
clonado em um sitio de poli-
clonagem, de forma que,
permane¢am, pelo menos, dois
sitios unicos entre o inserto e o sitio
de ligagdo do ‘"primer" de
sequenciamento. A enzima de
restricdo que corta préximo ao
inserto de interesse deve deixar
uma extremidade com protuberan-
cia &' ou abrupta, a partir da qual
serao realizadas as delegdes. A

digestdo com a outra enzima,

a qual possui seu sitio no
"polylinker” do plasmidio
posicionado ap6és o sitio da

primeira enzima, deve deixar uma
extremidade protube-rante 3' de, no
minimo, 4 bases. Por vezes, o
ataque da Exonuclease Il na
extremidade &', cria extremidades
protuberantes 3', esta fita
remanescente de DNA é removida
pela agdo da S1 nuclease, na
presengca de cations Zn2*, em pH
acido. Apés inativagéo térmica da
S1 nuclease, adiciona-se
polimerase Klenow para reparar as
extremidades.  Finalmente  os
fragmentos s&do recircularizados
através da ligagao de suas extremi-
dades (Fig. 22).
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Figura 22: Diagrama esqueméatico do método de obteng&o de delegbes unidirecionais com

Exonuciease il.



Ligagao Seletiva

Conforme mostra a Figura 23,
esta técnica permite a selegéo de
fragmentos de DNA, que
contenham o sitio de ligacdo de
uma determinada proteina de
interesse. Extrato de bactéria,
expressando a proteina de
interesse fusionada na regi&o
carboxi-terminal da pB-galactosida-
se, €& incubado com anti-corpo
monoclonal contra p-galactosida-
se. O conjugado obtido & entdo
incubado com a Proteina A-
Sepharose, obtendo-se o0 imuno-
complexo Proteina A-Sepharose::
anti-p-gal::p-gal-0O2.

O imuno-complexo é, entéo,
incubado com fragmentos de DNA
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que foram marcados radiativamente
nas extremidades. Apos centrifuga-
¢do, e posterior lavagem do
sedimento obtido para remog¢é&o dos
fragmentos de DNA nao seleciona-
dos, os imuno-complexos sé&o
denaturados com fenol, liberando o
fragmento retido.

Os fragmentos selecionados
s&o entdo analisados através de
eletroforese em gel de agarose.
Como controle de tamanho de
fragmento, utiliza-se fragmentos
marcados, ndo submetidos a
ligagdo seletiva (Fig.23. Apés a
secagem, o gel € submetido a auto-
radiografia.
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Trans-ativador

Sitlo $-GAL O2cDNA
alvo 3 @ /j

plasmidio pUR proteina
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PROT.A-SEPHAROSE::ANTI-B-GAL::p-GAL::02

eletroforese

extragdo com fenol

Figura 23: Diagrama esquemético do método de Ligagdo Seletiva.



APENDICE VI

Tabela VI: Relag8o dos plasmidios utilizados neste trabalho.

Plasmidio Vetor Inserto Referéncias

Pa-Cx103 pRT103 promotor de Yunes et al., 1994
o~coixina inteiro

Pa-Z4103 pRT103 promotor de Yunes et al., 1994
a-zeina inteiro
promotor de

P285 a-C pBluescript KS* a-coixina Yunes et al., 1994
(O2b, 02¢)
promotor de

P285A02 pBluescript KS* | a—~coixina Yunes et al., 1994
(O2¢)
promotor de

P285 CATG pBluescript KS* a-coixina Yunes, J.A. (ndo publicado)
(O2¢ mutado)
promotor de

P285 TGAC pBluescript KS* a-coixina Yunes, J.A. (ndo publicado)
(O2c¢c mutado)

pO2CX pUR289 02 Coix + p-Gal Souza Filho, G.A. (n&o

publicado)

LC#37 pUR288 02 milho + B-Gal | Schimidt et al., 1992
porgéo estrutural

pBCX 25.10 pBluescript KS* do gene de Ottoboni et al., 1993
o-coixina
porcao estrutural

pKpn 1.9 pBluescript KS* do gene de actina | El-Dorry, H. (nfo publicado)
de T. reesei

pCO2-1 pBluescript SK* cDNA 02 Coix Este Trabalho




