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INTRODUGAO

Coix lacryma-jobi L.

Coix lacryma-jobi L. é uma
graminea pertencente a tribo
Andropogoneae, que  engloba
também o milho, o sorgo e o
trypsacum (Claynton, 1973, Jain &
Benerjee, 1974; Claynton, 1983).
Este cereal é originario do sudeste
asiatico, onde foi extensivamente
cultivado antes que o milho se
tornasse popular como cultura
agricola  (Arora, 1977). Sua
propagagao foi favorecida,
principalmente, pela sua utilizagao
como fonte de alimento, planta
medicinal, ornamento e para a
producdo de bebidas alcodlicas
(Venkateswarlu & Chaganti, 1973).
Atualmente, o Coix é encontrado em
todas as regides tropicais
(Shaafhawsen, 1952).

As plantas do género Coix
caracterizam-se por serem
mondicas, anuais ou perenes, com
polinizagdo anemdfila e taxa de
fecundagéo cruzada de
aproximadamente 40%. As
espiguetas sao tricarpeladas, porém
apenas um dos carpelos é fertil.
Cada espigueta encontra-se
envolvida por uma bainha

modificada e endurecida,
denominada invélucro. Este
invélucro, quando maduro,

apresenta coloragdo variavel. A
inflorescéncia masculina, susten-
tada por uma haste, emerge
através de um orificio presente no

apice do invélucro. As espiguetas
masculinas sado  imbricadas em
pares ou em trios, sendo que uma
delas, no ultimo caso, a central, é
pedunculada. Cada  espigueta
apresenta duas floretas, ambas
estaminadas, podendo a superior
ser estérit  (Venkateswarlu &
Chaganti, 1973; Jain & Benerjee,
1974, Mello, 1989) (Fig. 1).

Dentre as variedades de Coix
lacryma-jobi L., a Adlay é uma das
mais comuns (Jain & Benerjee,
1974). Esta variedade foi introduzida
no Brasil por volta de 1938, atraves
de sementes trazidas das Filipinas,
sendo, entdo, submetida a
processos de melhoramento
genético, com o objetivo de se obter
sementes de melhor qualidade e
aumento de produgdo (Torres &
Bergamin, 1951; Shaafhawsen,
1952).Uma das caracteristicas da
variedade Adlay, é a presenga de
20% de proteina na semente, o que
corresponde a aproximadamente o
dobro do teor de proteinas
encontrado em sementes de milho.
(Torres & Bergamin, 1951; Ottoboni
et al., 1990).



Espiguetas
masculinas

Esplgueta
feminina

Fig. 1. A. Esquema ilustrando um ramo de Coix lacryma-jobi L. (Shaafthawsen R.V.,
1952). :
B. Detalhe de um fasciculo indicando as espiguetas masculina e feminina de uma
inflorescéncia (Vettore A.L., 1994).



As prolaminas

A fragdo protéica da semente
contém uma enorme variedade de
proteinas que apresentam diferentes
fungbes e sao depositadas em
quantidades variadas. Dentre estas,
uma categoria é composta por um
namero relativamente pequeno de
proteinas, que sdo armazenadas em
grandes quantidades no
endosperma, funcionando como
proteinas de reserva que, através de
rapida hidrélise, servirdo como fonte
de carbono e nitrogénio, durante a
germinagdo do embrido (Higgins,
1984).

As proteinas de reserva de
cereais sao denominadas
prolaminas, sendo constituidas por
uma famila de polipeptideos
soluveis em alcool, heterogéneos
em tamanho e carga (Gianazza et
al., 1976; Ottoboni et al., 1990;
Righetti et al., 1977; Wilson, 1983).
As prolaminas possuem elevados
teores de prolina e glutamina
(Shewry & Tatham, 1990) e, no caso
do Coix, sdo denominadas coixinas
(Torres & Bergamin, 1951; Ottoboni
et al, 1990).

A sintese das prolaminas
ocorre durante o desenvolvimento
da semente nos poliribossomos que
se encontram ligados as membranas
do reticulo endoplasmatico rugoso,
e acumulam-se em organelas de
armazenamento denominadas
corpusculos protéicos (Burr & Burr,
1982; Larkins et al., 1984; Targon et
al., 1992).

As prolaminas de Coix, milho
e sorgo, coixinas, zeinas e kafirinas

respectivamente, foram inicial-
mente classificadas como a-, B- e
y-prolaminas  baseando-se em
solubilidade diferencial (Esen, 1986;
De Rose et al, 1989 e Leite et al,,
1990). As a-, - e y-prolaminas
compreendem, respectivamente, as
proteinas soluveis em 40-95%,
30-80% e 0-80% de isopropanol
(Esen, 1986). Entretanto, esta
classificagdo nado reflete a relagao
estrutural entre as proteinas. Assim
sendo, o sequenciamento de um
gene de uma zeina, previamente
descrito como pertencente a classe
das B-prolaminas, revelou uma
estrutura completamente diferente,
determinando a criagdo de uma
quarta classe de prolaminas
denominadas &-prolaminas (Kirihara
et al, 1988). A coixina de 17 kDa
constitui um outro exemplo, pois
apesar de apresentar solubilidade
caracteristica de a-prolaminas (Leite
et al, 1990), revelou, apés o
sequenciamento de um clone de
cDNA, alta homologia com a
B-prolamina de milho (Leite et al,
1992).

As o-prolaminas, a classe
mais abundante, correspondem a
cerca de 70% do total de prolaminas
do endosperma de milho, sorgo e
Coix. Em milho, esta classe é
constituida por duas proteinas de
pesos molecularas aparentes de
19 e 22 kDa (Burr & Burr, 1982),
0 mesmo ocorrendo para as
a-coixinas, que incluem proteinas de
pesos moleculares aparentes de 25
e 27 kDa (Leite et al., 1990).

Estudos sobre a deposicao
das prolaminas no interior dos
corpusculos protéicos de milho,



demostram que as B- e y-prolaminas

séo depositadas no  inicio

da formagdo do corpusculo. As
a-prolaminas, entretanto, sdo
depositadas posteriormente,
passando a constituir a porgdo
central da organela (Lending &
Larkins, 1989).

Ensaios de hibridizagdo de
DNA, bem como estudos
imunoldgicos e anadlise de
sequéncias de clones de cDNA e
gendmicos, tém revelado a
existéncia de elevada homologia
entre 0os genes que codificam as a-
zeinas de 22 kDa e aqueles
que codificam as o-coixinas
de 25 kDa (Leite et al, 1990,
Ottoboni et al., 1993). Genes que

codificam proteinas homélogas a a-

zeina de 22 kDa foram identificados
também em sorgo (De Rose et al,
1989).

Os Genes de a-Prolaminas

Embora ndo ocorra qualquer
similaridade entre as sequéncias
dos genes das diferentes
classes de prolaminas (a-, -, A-e
d-prolaminas), estes genes
apresentam algumas semelhangas
estruturais:

a) Nenhum gene de prolamina, até
agora sequenciado, apresenta

introns.

b) As sequéncias das proteinas sdo
organizadas em dominios
estruturais tipicos, que
permitemas proteinas

sintetizadas, assumirem uma

estrutura secundaria condizente
com o rigido empacotamento
dentro dos corpusculos protéicos
(Argos et al., 1982; Garrat et al.,
1993).

¢) Todas as proteinas apresentam
em sua regido amino-terminal
um peptidio sinal, que é
responsavel pela condugéo da
proteina para o interior do
reticulo

endoplasmatico (Burr & Burr,
1976; Larkins & Hurkman, 1978;
Burr & Burr, 1978; Ludevid et al.,
1984; Lending & Larkins, 1989;
Targon et al., 1992).

Estudos de reconstrugao
utilizando os genes de a-prolaminas
de Coix e milho, demonstram que,
os mesmos, pertencem a familias
multi-génicas  constituidas  por
aproximadamente 100 genes, no
caso do milho (Viotti et al., 1979), e
35 genes no caso do Coix (Ottoboni
et al, 1993). Através de
experimentos de  "chromosome
walking”, concluiu-se que os genes
de a-zeinas encontram-se
agrupados formando “clusters", e
contém sequéncias internas
repetidas (Spena et al, 1983;
Heidecker e Messing, 1986). O
isolamento de um clone gendmico
de Coix que apresentou 3
sequéncias homoélogas ao clone de
cDNA de a-zeina de 22 kDa,
utilizado como sonda, indica que os
genes de a-coixinas também se
agrupam sob a forma de “clusters"
(Ottoboni et al., 1993).



A regulagdo da expressdo
dos genes de prolaminas

A transcrigdo dos genes de
prolaminas de milho e Coix é
altamente regulada, sendo que os
RNAs mensageiros acumulam-se
em altas concentragdes nos
estagios iniciais do desenvolvimento
do endosperma (Marks et al., 1985;
Targon et al., 1992).

A deposigdo  diferencial
observada para as prolaminas de
milho, pode estar associada a
niveis mais elevados de  mMRNA
de pB- e y-prolaminas, no inicio do
desenvolvimento das células do
endosperma, em relagdo ao mRNA
de a-prolaminas, cuja deposigdo €&
mais tardia (Lending & Larkins,
1989). Portanto, a expressao
coordenada destes genes, €
diferenciada entre as classes de
prolaminas, durante o
desenvolvimento, onde o0s genes
de B- e y-prolaminas, sdo ativados
antes que os de a-prolaminas.

Os mecanismos que regulam
a expressdo coordenada dos genes
de prolaminas sdo, até o momento,
pouco conhecidos. Comparagdes
entre  sequéncias de  varios
promotores das diferentes classes
de prolaminas, permitem observar
uma regidao altamente conservada
denominada "prolamin box",
"endosperm box" ou ainda "-300
box" (Feix & Quayle, 1993). Esta
regido apresenta a sequéncia
TGTAAAG, que possui elevada
similaridade com a sequéncia
central do "enhancer” do virus SV40.
Este motivo, foi descrito em

posigbes 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 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
conservagado deste motivo, tanto na
sequéncia quanto na posigédo, e
também de sua capacidade de se
associar com proteinas nucleares
(Maier et al,1987), ainda nao foi
esclarecida a fungdo desta regido no
controle da expresséo de tais genes.

Sequéncias que envolvidadas
na expressdo tecido-especifica de
genes de prolaminas tém sido
identificadas em trigo (Colot et al,,
1987), cevada (Marris et at., 1988),
soja (Chen et al, 1988), ervilha
(Shirsat et al, 1989) e miho
(Schernthaner et al.,, 1988), através
da andlise da atividade destes
promotores, quando associados a
genes reporteres, em plantas
transgénicas de tabaco e petunia.

Mutantes de endosperma

Viérias mutagdes afetando o
acumulo de zeinas tém sido
descritas (Motto et al., 1989). Alguns
destes mutantes sado denominados
opacos, pois, ao contrario das
sementes normais, que apresentam
o endosperma duro e translucido,



estes mutantes produzem sementes
com endosperma macio e opaco.

A mutagdo opaco2 (02) foi
identificada em milho por Singleton
& Jones na década de 30 ( Emerson
et al., 1935). O efeito desta mutagdo
no acumulo de proteinas na
semente foi determinado por Merts
et al. (1964), demonstrando que a
mutagdo proporcionava um melhor
balango de aminoacidos na semente
devido, principalmente, a um
aumento no teor de lisina. Tal
aumento resulta da redugdo do
acumulo da fragdo das prolaminas
(zeinas), as quais sdo deficientes
nos aminoacidos essenciais. O fato
de uma simples mutagdo aumentar o
conteudo de lisina, atraiu extensivas
pesquisas sobre a mutagdo 02 e
outras mutag¢des opaco, em milho. O
objetivo inicial era a obtengdo de
linhagens de milho com maior valor
nutricional.  Entretanto, quando
comparado com o milho normal, o
milho 02 apresenta uma menor
produtividade, suas sementes sdo
mais susceptiveis as injurias durante
a colheita e armazenamento, além
de grande susceptibilidade a
doengas e pragas (Nelson, 1980).

Nos mutantes 02 ocorre uma
forte redugdo no contetdo de zeinas
de 22 kDa, em fungdo de um
decréscimo da taxa de transcricdo
génica, resultando na auséncia
parcial ou completa de mRNA
especificos desta classe de zeinas
(Pedersen et al., 1980; Langridge ef
al.,, 1982; Marks et al., 1985).

Mutagbes em outros genes
também afetam a expressédo das a-
zeinas, mas de maneira diferente da

mutac¢do 02. Enquanto a mutagao o2
reduz significativamente a
expressao das proteinas
pertencentes a classe de 22 kDa, a
mutagdo opaco7 (o7) afeta princi-
palmente a expressdo da classe de
19 kDa; a mutagdo floury 2 (f12)
diminui a expressdao de ambas as
classes, 22 e 19 kDa; a mutagdo
opacob6 (06) causa uma redugdo
generalizada das  prolaminas,
afetando todas as classes de zeinas
e 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 mutagéo
02 sobre a transcri¢do dos genes de
a-zeinas de 22 kDa foi confirmado
(Kodrzychi et al.,1989), entretanto,
andlises da expressdo das zeinas,
através de "Northen blot", também
indicam que o7 e f12 alteram o nivel
de transcrigdo destes genes (Burr &
Burr, 1982).

Através de estratégias de
"transposon tagging”, dois grupos
distintos clonaram o gene 02 de
milho com o0 auxilio dos elementos
moéveis Supressor-mutator (Schmidt
et al., 1987) e Activator (Motto et al.,
1988). O cDNA de 02 de milho foi
isolado e sequenciado (Shmidt et
al., 1990; Hartings et al., 1989). As
sequéncias encontradas pelos dois
grupos apresentam algumas
diferengas, principalmente em suas
regides 3°. Ainda n3o esta claro se
estas diferengas se devem a um
polimorfismo entre alelos,
considerando que diferentes
linhagens de milho foram utilizadas
por cada grupo, ou ainda, se sao



consequéncia de artefatos de
sequenciamento (Schmidt, 1993).

Os genes 02 de sorgo e de
Coix foram também isolados e
caracterizados (Pirovano et al,
1994; Vettore AL, 1994). A
sequéncia de aminoacidos deduzida
a partir do clone de cDNA apresenta
grande  similaridade com a
sequéncia da proteina 02 de milho,
com excegao da regido 3"

As sequéncias deduzidas de
aminoacidos sugerem que O gene
02 codifica um polipeptideo que
possui um motivo caracteristico de
um grupo de proteinas que se ligam
a DNA, tais como, reguladores
transcricionais de fungos e
oncoproteinas de mamiferos. Este
grupo de proteinas € denominado
"leucine-zipper" (bZIP) (Landschulz
et al., 1988; Vinson et al., 1989).

Leucine-Zippers

O dominio "leucine-zipper"
(bZ1P) foi primeiramente observado
como uma sequéncia conservada
em varios fatores de transcrigdo de
eucariotos. Entre estas proteinas
encontram-se o ativador transcri-
cional de leveduras GCN4, e as
oncoproteinas de mamiferos Jun,
Fos, Myc, e C/EBP. Esta regido,
geraimente, possui 60 a 80 residuos
de aminoéacidos, e se subdivide em
dois dominios: O ‘“zipper de
leucinas”, responsavel pela
interagdo com outras proteinas,
promovendo a formagdo de dimeros,
e o outro dominio, rico em

aminodacidos basicos, responsavel
pelo reconhecimento e ligagdo a
sequéncia alvo no DNA (Pabo &
Sauer, 1992).

A regido do "zipper", com-
preende aproximadamente 30 a 40
residuos, e & caracterizada por
repetigées de residuos de leucina a
cada sete aminacidos (Landschulz
et al, 1988b), assumindo uma
estrutura secundaria em a-hélice,
que permite aos residuos de leucina
ficarem alinhados em uma mesma
face. Desta forma, estas leucinas
podem  estabelecer interagdes
hidrofébicas com aquelas presentes
na o-hélice anadloga de um outro
polipeptideo, possibilitando a
dimerizagéo (Pabo & Sauer, 1992)
(Fig. 2A).

O dominio basico, encontra-
se na regido adjacente anterior as
repetigbes de leucinas. Este dominio
contém cerca de 30 residuos, a
maioria deles contendo carga
positiva, representados, princi-
palmente, por argininas e lisinas
(Turner & Tjain, 1989; Neuberg et
al., 1989).

Estudos de protegao, asso-
ciados a trabalhos de difragdo de
raios-X em cristalografia, sugerem
que o dominio basico da regido bZIP
liga-se ao sulco maior do DNA
(Pabo & Sauer, 1992). Existem dois
modelos que visam explicar a
interagdo entre as bZIP e o sitio-alvo
no DNA (Vinson et al., 1989; O Neil
et al, 1990). Em ambos, as
proteinas formam dimeros em forma
de "Y". A regiao 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 diregdes opostas
ao longo do sulco maior do DNA. O
modelo "scissors grip”, 0 mais
aceito, propde a existéncia de uma
quebra na a-hélice da regido basica,
permitindo que esta cadeia acom-
panhe a curvatura do sulco maior do
DNA (Vinson et al.,1989) (Fig. 2Bl).
No modelo "induced helical fork", a
hélice n3o apresenta dobras e,
portanto, estende-se além do DNA,
apés contactar trés ou quatro pares
de base (O'Neil et al., 1990) (Fig.
2Bll).

As proteinas "leucine-zipper"
necessitam estar sob a forma de
dimeros para se ligarem ao DNA. A
dimerizagdo pode ocorrer entre duas
proteinas idénticas, formando um
homodimero, ou entre proteinas
diferentes, formando um
heterodimero. Algumas proteinas
sdo ativas somente sob a forma de
homodimeros, como C/EBP e Myc,
enquanto outras, somente o fazem
sob a forma de heterodimeros, como
Jun e Fos, e CREB e CREM
(Johnson & Mcknight, 1989).

Além de participar no
reconhecimento do sitio-alvo, o
dominio basico esta, também,
envolvido no transporte destas
proteinas do citoplasma para o
nucleo celular (van der Krol & Chua,
1991).

A proteina 02 e seus sitios de
ugagéo

O papel especifico do locus
02 na regulagdo da expressdo dos

genes de zeina foi demonstrado por
Kodrzycki et al. (1989), onde se
observa que tal Jocus afeta o
acumulo de transcritos de genes da
classe das a-zeinas de 22 kDa.
Estudos utilizando o mutante 02-
676, que apresenta a substituigao
de uma arginina, do dominio basico,
por uma lisina, permitiram observar
uma acentuada queda na expressao

~ das zeinas, apesar de tratar-se de

uma  substituigdo  conservativa.
Estes dados sugerem que a proteina
02 regula a expressdo das zeinas,
através de uma interagao direta com
os promotores destes genes
(Aukerman et al.,1991).

O locus 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). Esta proteina possui a
fungédo de inativadora de
ribossomos, ocorrendo em
abundancia no endosperma de
milho e atuando, provavelmente,
como agente de defesa contra o
ataque de pragas (Bass et al,
1992).

A participagdo do locus 02 na
regulagdo da expressado dos genes
de B-prolaminas foi demonstrado por
Cord et al (1994).

Trabalhos utilizando a
proteina 02 em experimentos de
“footprinting” e ligagdo seletiva, com
a regido 5’ ndo codificadora de um

gene de a-zeina de 22 kDa,
demonstraram que a proteina
02 apresenta como  sitio-alvo
o palindrome imperfeito

5-TCCACGTAGA-3" (Schmidt et
al, 1992). A sequéncia ACGT,



Fig. 2. A. Representagdo esquematica da dimerizagdo entre duas proteinas
através de seus dominios “ leucine zipper” (McKnight S.L., 1991).
B. Modelos para interagdo de proteinas bZIP com o sitio-alvo no DNA

(McKnight S.L., 1991). (I) Modelo “scissors grip” (Vinson et al., 1988); ()
modelo “induced helical fork” (O'Neil ef al., 1990).



contida no sitio de ligagdo, foi
descrita como condigdo essencial
para a ligagdo com a proteina 02,
“in vitro” (Schmidt et al., 1992). Esta
sequéncia tem sido identificada na
regido central de sitios- alvo de
diversos fatores da classe bZIP em
plantas (Willians et al., 1992).

Todavia, cinco sitios de
ligagdo da proteina 02 de milho
foram descritos no promotor do
gene b-32, os quais apresentam
a ~ sequéncia consenso
GATGAPYPUuTGPu , que néo
contém o motivo ACGT (Lohmer et
al., 1991).

Experimentos de hibridizagao,
através de  "Southern  blot",
revelaram a presenga de genes
homologos ao 02 de milho em Coix e
sorgo (Ottoboni et al., 1993). Testes
de transativagdo demonstram que a
transcrigdo dos genes de a-coixina
de 25 kDa pode ser ativada pela
proteina 02 de milho que, neste
caso, reconhece uma sequéncia
diferente daquela descrita como
sitio-alvo nos promotores de a-
zeinas de 22 kDa. A sequéncia
encontrada, caracteriza-se por nao
apresentar o motivo ACGT, e por
apresentar maior similaridade com
os sitios B1 e B4 descritos no
promotor do gene b-32 de milho
(Yunes et al., 1994).

De Pater et al.(1994)
demonstraram que a presen¢a da
sequéncia ACGT ndo é essencial
para a ligagdo da proteina 02 ao
promotor de um gene de lectina de
ervilha. Experimentos de
“footprinting”  desenvolvidos em
nosso laboratério, utilizando a
proteina 02 de milho e um promotor
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de um gene de vicilina de feijdo,
revelaram também, diferentes sitios
de ligagao da proteina, em relagao
aqueles ja descritos para outros
promotores (Vincentz et al., 1994).

Trabalhos utilizando um clone
de c¢cDNA do gene 02 para a
transformagdo de um mutante de
levedura que n3o apresenta o fator
GCN4, demonstraram que a
proteina 02 é capaz de transativar o
promotor his4, normalmente sob o
controle do gene gcn4. Estes
resultados demonstram a existéncia

de mecanismos de controle
altamente conservados em
eucariotos. Quando realizados

experimentos de ligagdo “in vitro®,
observou-se que a proteina 02,
reconhece a sequéncia TGACTC no
promotor do gene his4, que
corresponde ao sitio de ligagdo da
proteina GCN4, naquele promotor
(Mauri et al., 1993).

Todas as informagdes acima
descritas, tanto nos trabalhos de
transativagdo quanto de ligagéo “in
vitro”, permitem inferir que a
proteina O2 apresenta consideravel
promiscuidade no reconhecimento
de sitios-alvo, para ligagdo nos
diversos promotores.

Os demais fatores de
transcrigdo de eucariotos

A regido do "TATA box",
conservada em todos os genes de
eucariotos, constitui o sitio de
ligagdo da RNA polimerase |l e seus
fatores associados, que



representam os fatores gerais da
transcricdo. As outras regides
reguladoras presentes nos
promotores, pode se ligar uma
ampla variedade de fatores. Estas
proteinas podem interagir com o
complexo da RNA polimerase
diretamente, = ou através da
interagdo com "proteinas-ponte"
que, embora ndo reconhegam
nenhum sitio de ligagdo ao DNA,
apresentam sitios de contato com a
RNA polimerase (Lewin, 1990).
Certos fatores, mais especificos,
associam-se apenas aos promotores
de um ou de poucos genes
(Kuhlemeier, 1992), sendo
responsaveis, portanto, pelo
controle temporal e tecido-especifico
da expressao dos mesmos.

O isolamento de muitos
genes que codificam fatores de
transcrigdo de eucariotos, permitiu
um grande progresso no estudo
destas proteinas
McKnight, 1989; La Thange &
Rigby, 1988; Mitchell & Tjain, 1989).
Baseando-se em estudos
bioquimicos e das propriedades
funcionais das proteinas, os
diversos fatores de transcrigdo sdo
agrupados em diferentes classes.
Tais fatores podem, em fungdo dos
dominios que os caracterizam,
desenvolver fungdo de ligagdo ao
DNA, dimerizagado entre proteinas e/
ou ativagdo génica (Latchman, 1990;
Schmidt et al,, 1993) (Tab.l).

Torna-se importante observar
que a taxa de transcrigdo, bem como
sua regulagdo, sdo determinadas,
ndo pelas propriedades intrinsecas
de um fator de transcricdo e sua
sequéncia-alvo de ligagdo, mas por

(Johnson &

1

uma complicada inter-relagdo entre
multiplos fatores e multiplos sitios de
ligagdo (Gilmartin et al., 1990), que
podem influenciar a agdo da RNA
polimerase, positiva ou
negativamente (Latchman, 1990).
Um fator pode possuir mdultiplos
sitios, ligando-se cooperativamente.
Dois diferentes fatores podem
competir por um mesmo sitio ou dois
sitios sobrepostos, resultando em
interagbes  alteradas com o
complexo da RNA polimerase.
Modificagbes pds-traducionais dos
fatores de transcrigdo, podem
influenciar as interagbes acima
citadas (Kuhlemeier, 1992).



7

12

Tabela |. Dominios dos principais grupos de fatores de transcrigdo de eucariotos

(Latchman, 1990) (Schmidt et al.,1993).

receptores Estertide/
tirebide

DOMINIO ACAO OCORRENCIA COMENTARIOS
Homeobox Ligagdo ao DNA Numerosos fatores | Ligagéo ao DNA
homedticos de | utilizando motivo "helix-
Drosophila, fatores | turn-helix”
relacionados em
outros organismos
POU Ligag80 ao DNA Mamiferos Oct-1, | Relacionados com
Oct-2, Pit-1, | homeodominio
nematode unc-86
Cisteina-histidina Ligag3o ao DNA TFIIA, Kruppel, Sp1 | Mdltiplas  c6pias  do
"zinc finger” elc. | motivo "finger”
Cisteina-cisteina Ligagdo ao DNA Familia de | Unico par de “fingers",
"zinc finger” horm&nios motivos relacionados em

E1A de adenovirus,
GAL4 de levedura, etc.

Dominio bésico

Ligag&o ao DNA

C/EBP, c-fos, c-jun,
GCN4, Opaco2

Ocorre em associagdo
com os motivos "leucine-
zipper”, "helix-loop-helix”,
ou ambos

region”

transcricdo

Leucine zipper Dimerizagdo  entre | C/EBP, c-fos, c-jun, | Possibilita a dimerizag3o,
proteinas GCN4, Opaco2 que é essencial para a
ligacdo ao DNA
Helix-loop-helix Dimerizagdo  entre | c-myc, MyoD, E12, | Possibilita a dimerizag3o,
proteinas E47 que & essencial para
ligacdo ao DNA
Amphipatic Acidic a- | Ativagéo da | GCN4,GAL4 de | Provavelmente interage
helix transcrig8o levedura, receptores | com o fator TFIID
de esterdides/
tirebides
*Glulamine-rich Ativagio da{ Sp1 Regides relacionadas em

Oct-1, Oct-2, AP-2.etc




OBJETIVOS

Em trabalhos anteriormente
realizados em nosso laboratério, um
clone de cDNA de a-coixina de
25 kDa foi obtido através de selegdo
em biblioteca de CcDNA de
endosperma de Coix lacryma-jobi L.,
utilizando-se uma sonda heter6loga
de cDNA de a-zeina de 22 kDa. Este
clone, denominado pBCX 25.10, foi
digerido com EcoRI/Xho! dando
origem a um fragmento de 988 pb,
que foi utilizado como sonda para
selegdo em uma biblioteca gendmica
de Coix. Esta selegédo resultou no
isolamento de um clone de 15 kb,
denominado a-3.

Experimentos de "Southern
blot" demonstraram que o clone a-3,
quando digerido com a enzima
EcoRl, forneceu trés fragmentos que
apresentaram homologia com a
sonda de 988 pb, obtida do clone
pBCX 25.10. Os trés fragmentos
foram clonados no plasmidio
pBluescript e designados a-3A
(5,2 kb), a-3B (4,1 kb) e «a-3C
(3,2 kb).

Trabalhos de sequencia-
mento de DNA dos clones a-3A e
a-3C, revelaram que as regides
estruturais destes dois clones
apresentam um "stop codon" na
posigdo +652, sendo caracterizados
como pseudogenes.

Este trabalho, teve como
objetivos o0 sequenciamento da
regiao estrutural e promotora do

gene a-3B, bem como a
caracterizagdo desta regido promo-
tora através da determinagdo das
porgdes envolvidas na expressdo do
gene a-3B, e o estudo dos fatores
nucleares que a ela se associam.

Visando atingir tais objetivos,
varios passos foram realizados:

1)Sequenciamento da  regido
estrutural e promotora do
gene a-3B, com posterior
andlise da sequéncia de
aminoédcidos deduzida a partir
da sequéncia de nucleotideos
da regido codificadora do gene.
Determinagdo de sequéncias
conservadas na porgdo 5 nao
codificadora, através da
comparagao com outras
sequéncias ja publicadas.

2)Isolamento da regidao promotora
do gene, através de reagbes de
PCR e trabalhos de clonagem,
seguido de sua fusdo ao gene
de ' B-glucuronidase (GUS),
utilizado como "gene reporter".

3)Obtengao de diferentes
extensbes do promotor, através
de digestao unidirecional com a
enzima Exonuclease lll.



4)Determinagao das porgbes
‘funcionais do promotor,
utilizando as diversas extensdes
da regi&o 5" n&o codificadora do
gene a-3B, associadas ao gene
gus, em experimentos de
expresséo transitéria  via
bombardeamento de
microparticulas, em tecidos de
endosperma de mitho.

5)Analise da interagdo entre fatores
nucleares de endosperma e a
regido promotora do gene a-3B,
através de estudos de EMSA
("Electrophoretic Mobilit  Shift
Assay").



MATERIAIS E METODOS

Metodologias
rotina, tais como: a) Minipreparagao
de plasmidios, b) Digestdes com
enzimas de restrigdo c) Clonagem
em plasmidios, d) Transformagdo de
E. coli, entre outras, foram utilizadas
de acordo com Sambrook et al,
(1989).

As solugdes utilizadas estéo
descritas no Apéndice |

Material vegetal

Sementes de Coix lacryma-
jobi L., var. Adlay, foram obtidas da
colegdo de germoplasma do
Departamento de Genética e
Evolugdo da Universidade Estadual
de Campinas. Sementes de milho
hibrido comercial F-352, Agroceres
S/A, foram plantadas no campo
experimental da  Universidade
Estadual de Campinas e auto-
polinizadas.

Clone de DNA utilizado

Para a realizagdo dos
diversos trabalhos, foi utilizado o
clone denominado a-3B, obtido por
subclonagens do clone a-3, isolado
de um banco gendmico de Coix
lacryma-jobi L., var. Adlay,
construido no vetor EMBL4
(Ottoboni et al., 1993).

basicas de

Linhagem de bactéria

A bactéria Escherichia coli,
linhagem DHSa, foi utilizada na
preparagdo de células competentes

‘para a execugado dos trabalhos de

transformagdo, realizados durante
as subclonagens.

Gendtipo relevante: F-
SupE44A(lacZYA - argF) U169 (¢80
lacZAM15) hsdR17 recA1 endA1
gyrA96 thi-1 relA1 (Hanahan, 1983).

Isolamento em larga escala
de DNA de plasmidio

Para o isolamento em larga
escala do DNA de plasmidio foi
utilizada a técnica de lise alcalina
descrita em Sambrook et al. (1989),
com algumas adaptagbes as
condigbes do laboratério.

A etapa de  amplificagdo,
descrita no método 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 apresenta um
controle de replicagdo plasmidial
mais relaxado, resultando em um
alto nimero de plasmidios por célula
e, portanto, dispensa a amplificagao.

A bactéria hospedeira
contendo o plasmidio, foi inoculada



em 25 ml de meio liquido
LB/ampicilina (60 pg/ml) e incubada
a 37°C durante a noite. Esse cultivo
foi utilizado para inocular 500 mi do
mesmo meio que, em seguida, foi
incubado sob vigorosa agitagdo
(300 rpm) durante a noite, a 37°C. O
cultivo foi, entdo, centrifugado a
7000 rpm em rotor Beckman JA-14,
por 10 minutos, a 4°C, e o
sedimento foi ressuspenso em 4 ml
de solugdo | (Tris-HClI 25 mM,
pH 8,0; contendo 50 mM de glicose
e 10 mM de EDTA). A suspensao foi
transferida para um tubo de
centrifuga e a ela foi adicionado 1 mi
de solugdo de lisozima (25 mg/ml
em solugdo 1). A solugdo foi
misturada e mantida & temperatura
ambiente por 10 minutos. Em
seguida, adicionou-se 10 ml da
solugéo Il (NaOH 0,2 M; SDS 1%),
preparada imediatamente antes do
uso, e misturou-se através de
repetidas inversoes. A suspenséo foi
mantida em gelo por 10 minutos. A
cada tubo foram adicionados 7,5 ml
de solugdo gelada de acetato de
potassio 3 M pH 4,8; misturando-se
por inversdo até o desapa-recimento
das diferentes fases. A suspensido
foi mantida em gelo por 10 minutos
e centrifugada a 12000 rpm  por
20 minutos, a 4°C em rotor Beckman
JA-20. O sobrenadante foi filtrado
em gaze e transferido para um novo
tubo de rotor Beckman JA-20.
Adicionou-se 0,6 volumes de
isopropanol e incubou-se a
temperatura ambiente por
10 minutos. O material foi, entao,
centrifugado a 11000 rpm, em rotor
Beckman JA-20 durante
10 minutos, a temperatura ambiente,
e o sedimento obtido foi lavado com
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etanol 70% a temperatura ambiente.
Ap6s a secagem o sedimento foi
ressuspenso em 4 ml de TE, antes
de serem adicionados 4,4 g de CsCl
e 0,4 ml de solugdo de brometo de
etidio (10 mg/ml). A amostra foi
centrifugada a 10000 rpm, durante
5 minutos, & temperatura ambiente
em rotor Beckman JA-20, visando
eliminar proteinas precipitadas. A
concentragdo de CsCl foi entéo
corrigida para um indice de refragdo
da solug@o de 1,3860. O material foi
submetido a ultracentrifugagdo em
rotor Beckman VTi-80, a 60000 rpm,
por 20 horas, @ 20°C. A banda
correspondente ao DNA plasmidial
foi cuidadosamente retirada sob
exposi¢éo a luz UV, com o auxilio de
uma seringa munida de agulha
30x12. O brometo de etidio foi
removida através de sucessivas
extragbes com n-butanol equilibrado
com agua. A solugdo contendo o
DNA foi dialisada por 2 vezes contra
1000 volumes de TE, por 24 horas
cada. A concentragdo de DNA foi
determinada via espectrofotdmetro.

Purificagdo de fragmentos de
DNA a partir de géis de
agarose

Fragmentos de DNA foram
isolados para utilizagdo nos
trabalhos de subclonagens ou
visando a marcagdo, para O0s
experimentos de ligagdo DNA-
proteina. Nestes trabalhos, apds a
digestdo com as enzimas de
restricdo apropriadas, o DNA foi



submentido & eletrofo-rese em gel
de agarose contendo 0,5 pg/mlde
brometo de etidio. A concentragdo
da agarose nos géis variou com 0s
tamanhos dos fragmentos que se
desejava extrair. Os insertos foram
isolados dos géis utilizando-se papel
DEAE (DE-81, Whatman), de acordo
com técnica descrita por Dretzen et
al. (1981) e Danner (1982), onde os
fragmentos de DNA  foram
transferidos eletroforeticamente para
pedagos do papel inseridos a frente
das bandas de interesse. A eluigdo
do DNA adsorvido foi realizada
incubando-se o papel em 800 pl
de tampio de eluigdo (Tris-HCI
20 mM pH 8,0; contendo EDTA
2,0 mM e NaCl 1,5 M), durante
1 hora em banho-maria a 45°C. A
solugdo foi entdo transferida para
outro tubo e centrifugada por
5 minutos, para a retirada dos
fragmentos de papel
remanescentes. O DNA  foi
precipitado com a adigédo de
2,5volumes de etanol gelado,
seguida de incubagdo a -20°C
durante a noite. Para fragmentos
menores que 100 pb, antes da
adicdo do etanol, adicionou-se
MgCl, para uma concentragao
final de 10 mM. Ap6s a precipitagéo,
o DNA foi centrifugado durante
- 20 minutos, o sedimento foi lavado
com etanol 70% e, ressuspenso em
10 pl de TE. A concentragdo do DNA
obtido foi estimada visualmente
apés eletroforese em gél de
agarose.
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Caracteristicas dos
plasmidios utilizados nos
trabalhos de subclonagens,
sequenciamento de DNA e
expresséao transitoria

Nas etapas de subclonagem
dos materiais a serem
sequenciados, foi utilizado o
plasmidio pBluescript KS +/- (Short
et al., 1988), conforme
conveniéncias com relagdo ao
posicionamento dos sitios
enzimaticos na regido de
policlonagem do mesmo. Para os
experimentos de bombardeamento
com microparticulas, utilizou-se o
vetor de expressdo pRT103 (Topfer
et al., 1987), como base para as
construgbes realizadas. A descrigéo
detalhada dos plasmidios
pBluescript KS +/- e pRT103 é dada
no Apéndice Il.

Sequenciamento de DNA

A estratégia adotada e os
subclones  utilizados para o
sequenciamento do clone «-3B,
encontram-se descritos nas Fig. 3 e
Tab. ll, respectivamente.

Os sequenciamentos foram
realizados com DNA dupla fita de
plasmidios recombinantes de
pBluescript KS +/-, contendo o
inserto a ser sequenciado. Amostras
de 40 pl, contendo 8 pg de DNA
plasmidial, obtidos através de
minipreparagdo, foram desnaturadas
através de adigdo de 40 pl de uma



solugdo contendo 0,4 M de NaOH e
04 mM de EDTA. As amostras
foram incubadas por 5 minutos a
temperatura ambiente, a reagao foi
interrompida pela adigdo simultanea
de 8 ul de acetato de ambnio 2 M
pH 4,5 e 176 ul de etanol gelado. As
amostras foram mantidas a -20°C
durante 1 hora e centrifugadas por
20 minutos. O sedimento foi lavado
com etanol 70% e centrifugado
novamente por 15 minutos. Apés a
secagem do sedimento, o mesmo foi
ressuspenso em 25 ul de agua.
Aliquotas de 10 pl foram utilizadas
nas reagbes de sequenciamento
segundo a técnica descrita para
dideoxi-nucleotideos (Sanger et al.,
1977). As reagbes foram realizadas
conforme instrugdes fornecidas pelo
fabricante do "T7 Sequencing Kit"
(Pharmacia). Foram utilizados os
"primers" direto, fornecido pelo Kit, e
o reverso (Boehringher-Mannhein).
Os produtos das reagbes de
sequenciamento, marcados
radioativamente pela incorporagao
de (35S)dATPaS (Amersham), foram
analisados através de eletroforese,
carregando-se 2 ul de reagdo por
canaleta em géis desnaturantes de
poliacrilamida nas concentra¢des de
5% e 6% (Sambrook et al., 1989).
Para a confecgdo dos géis, foram
utilizadas placas de 50 cm de altura
(LKB), sendo uma delas tratada com
*Repel-silane” (Pharmacia) e a outra
com “Bind-silane” (Pharmacia), de
acordo com as recomendagbes 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 2000 volts, sendo
que a poténcia maxima foi
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estabelecida para 50 Watts,
utilizando sistema de eletroforese
Macrophor (LKB). O gel 6%, para
leitura da sequéncia localizada
proxima ao "primer”, foi submetido a
eletroforese até a saida do corante
azul de bromofenol. O gel 5%, para
leitura da sequéncia mais afastada
do ‘“primer", foi submetido a
eletroforese por 2 horas adicionais
apds a saida do corante xileno
cianol. Apds a eletroforese, os géis
aderidos as placas foram incubados
por 30 minutos sob leve agitagdo em
uma solugéo contendo 10% de acido
acético e 10% de metanol (para
retirada de uréia e fixagdo do DNA)
e, em seguida, lavados
exaustivamente com agua corrente.
Os géis foram secos a 45°C durante
a noite e submetidos & auto-
radiografia através de exposicdo a
filmes sensivies a radiagédo
(Hiperfilm-Amersham), por 1 a
4 dias.

Isolamento da regidao
promotora do gene a-3B e
sua fusdao ao gene “reporter”
GUS

Um fragmento de 0,3 kb foi
amplificado a partir de um subclone
EcoRI/Stul do gene «a-3B,
utilizando-se o ‘“primer" univer-
sal de sequenciamento e ©
"primer" Alfacoix-ATG (5'-
TGCTGGATCCATGGCGACAAGAT
GCTGCT-3°), complementar a
sequéncia contida entre -18 e +8, o
qual gera sitios das enzimas Ncol e



BamHl, ap6s o ATG. O fragmento
amplificado foi entdo digerido com
EcoRI/BamHl e inserido no
plasmidio pBluescript KS
(Stratagene). O clone resuitante foi
entdo verificado via sequenciamento
de ambas as fitas. O fragmento
clonado foi recuperado através de

digestdo com Hincll/Ncol e inserido

no plasmidio pRT103 (Topfer et al.,
1987) digerido com as mesmas
enzimas, substituindo, desta
maneira, o promotor CaMV35S. Em
seguida, a regido codificadora do
gene de B-glucuronidase (GUS) foi
excisada do plasmidio pJii140
(Gallie et al, 1987) através de
digestdo com
inserida nos sitios correspondontes
entre o fragmento promotor e o sinal
de poliadenilagdo CaMV35S. Um
fragmento contido entre -1084 e
-285 foi excisado do clone a-3C
através de digestdo com Hindll/
EcoRIl, e wunido a construgdo
anterior, através de insergdo
direcional, @ 5° dos demais insertos.
O clone foi denominado Pa-CX103
(Fig. 5 e Tab. 3).

Através de digestao do clone
acima obtido, com a enzima Xbal, foi
isolado um fragmento, contendo
904 pb da regido promotora fundida
ao gene reporter GUS, que foi entao
inserido no plasmidio pBluescript
KS+, no sitio correspondente. Este
clone foi denominado paC*GUSKS.

Ncol/BamHl, e
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Dele¢do unidirecional com a
enzima Exonuclease lli

A técnica utilizada foi a
descrita por Henikoff (1987), com
algumas adaptagbes as condigdes
do laboratério. Os principios basicos
da técnica encontram-se descritos
no apéndice lll.

O clone paC+*GUSKS, foi
digerido com as enzimas Sma | e
Pst |. Estas enzimas produzem
extremidades abrupta e 3
proeminente, respectivamente. A
enzima Exonuclease |l age
uniformemente sobre extremidades
abruptas ou 5" proeminentes, nao
atacando extremidades 3
proeminentes. Portanto, o ataque
da enzima s6 se deu sobre a
extramidade Sma |, promovendo
delegdo unidirecional a partir
daquele ponto. Vinte pg de DNA
foram digeridos com Smal/Pstl,
durante 3 horas, a 37°C. O DNA
digerido foi entdo extraido com
fenol/cloroformio/alcool  isoamilico
(25:24:1) e com cloroférmio/alcool
isoamilico (24:1). Apdés a uitima
extragdo, adicionou-se a fase
aquosa 0,1 volumes de cloreto de
s6dio 2 M e 2 volumes de etanol
gelado. A amostra foi incubada a
-70°C durante 30 minutos e, em
seguida, centrifugada por 30
minutos a 4°C. O sobrenadante foi
descartado, e o precipitado foi
lavado com etanol 70%. Apds
liofilizagdo, o  precipitado foi
solubilizado em 65 pul do Tampéao de
Exonuclease Il (Tris-HCI 66 mM pH
8,0, 0,66 mM de MgClp). Uma



aliquota de 5 pl do material foi
submetida a eletroforese em gel
para confirmar a completa digestao
do‘DNA. Aos 60 ul restantes da
amostra, foram adicionadas 300
unidades de Exonuclease Il
(GIBCO-BRL). A reagdo se
procedeu & temperatura ambiente. A
partir desta reagdo foram retiradas
25 aliquotas, contendo 2,5 pl, a
cada 30 segundos. Estas aliquotas
foram imediatamente transferidas
para tubos de microcentrifuga que
continham 7,5 pl de Mistura de S1
Nuclease (apéndice |). Esta reagéo
foi incubada por 30 minutos, a
temperatura ambiente. Adicionou-se
entdo, 1 ul 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. Aliquotas de
2 pl foram retiradas e submetidas a
eletroforese em gel de agarose para
conferir a extensdo das delegbes
realizadas. Concomitantemente, ao
restante das amostras adicionou-se
1 pl da Mistura Kienow (Tris-HClI
10mMPpH 80,20 mM de MgCly
e 3U de polimerase Klenow
[Pharmacia]) e um pl de Mistura de
Nucleotideos 0,4 mM (Apéndice 1).
As reagbes foram incubadas por
10 minutos, a 37°C. Apds esta
incubagdo, adicionou-se 40 pl de
Mistura de Ligase (Apéndice 1),
incubando-se, por 2 horas, a 16°C.

Os plasmidios assim obtidos
foram utilizados na transformagao
de bactérias DH5a. Apds a selegdo
dos clones que sofreram delegbes,
foram realizadas minipreparagdes
de plasmidios e, em seguida, o
sequenciamento destes DNAs, para
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analise da extensdo das delegbes
ocorridas. -

Construgdes utilizadas nos
experimentos de expressdo
transitéria

As diversas construgbes
geradas pelos trabalhos de delegdo
unidirecional com Exonuclease I,
foram isoladas através de digestao
com as enzimas Kpnl/Xbal e
inseridas no plasmidio p-35S8103,
derivado do plasmidio pRT103
através da eliminagdo da sequéncia
promotora CaMV35S por digestédo
com Hindli/Xhol, seguida de
tratamento com Klenow polimerase
(Pharmacia) e recircularizagao.
Destes trabalhos, resultaram os
clones p1D, p2E, p5C, p6B, p7B,
p3G, p10C, p10J e p1OM (Fig. 5 e
Tab. ).

Através de digestdo do clone
paC+*GUSKS com a enzima Apal,
seguido de recircularizagdo, obteve-
se um clone contendo 90 pb do
promotor, fundidos ao gene GUS,
que foi denominado pApaKS. Tal
construgdo  foi, posteriormente,
transferida para o plasmidio p-
355103, através da estratégia
descrita para transferéncia das
demais construgdes. O clone obtido
foi denominado pApa (Fig.5 e
Tab.il).

A digestao do clone p1D com
Ncol, seguida de recircularizagao,
forneceu um clone onde o gene

GUS apresenta-se na auséncia de



regido promotora. Este clone foi
denominado pGUS (Fig.5 e Tab.lii).

, O clone pa-CX103, utilizado
como base para os trabalhos de

delegdo e também para o
bombardeamento, encontra-se
descrito na Fig.5 e Tab.lll.

(0 plasmidio pACT1-F

(McElroy et al, 1990), utilizado
como controle positivo, contém o
gene B-glucuronidase (GUS) sob o
controle de um forte promotor
constitutivo do gene actin1 de arroz.

Experimentos de expressao
transitéria via
bombardeamento de
microparticulas

Os experimentos de
expressao transitoria foram
realizados através do

bombardeamento de microparticulas
sobre o material alvo, utilizando um
sistema de disparo baseado em
press3o gerada por injegdo de gas
hélio, construido no Laboratério de
Biologia Molecular de Plantas do
CBMEG. Um diagrama ilustrando o
principio de funcionamento do
sistema utilizado encontra-se
descrito no Apéndice IV.

Plantas de milho foram
crescidas no campo experimental da
Universidade Estadual de Campinas
e auto-polinizadas. As espigas,
colhidas 15 dias apds a polinizagéo
(15 DAP), foram esterilizadas por 15
~minutos com agua  sanitéria
comercial 5% e lavadas 5 vezes com
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agua destilada esterilizada. As
sementes, apds serem retiradas das
espigas, sofreram um  corte
longitudinal, com a ajuda de um
bisturi, e foram distribuidas em
placas de petri (135 mm x 17 mm)
contendo 20 ml de meio MS
(Murashige & Skoog, 1962), com
as faces  seccionadas voltadas
para cima. Cada placa recebeu 16
secgbes de sementes.

Para a preparagdo das
microparticulas, utilizou-se 5 pug de
DNA; 50 ul de CaCl, 2,5 M; 20 ul de
espermidina (0,1 M) e 3 mg de
particulas de ouro, de acordo com a
metodologia descrita por Ye et al.
(1990).

~ Para cada construgéo, foram
bombardeadas 3 placas, sendo que,
cada uma delas, recebeu 2 disparos
de 0,5 pg de DNA. Apés o
bombardeamento, as placas foram
incubadas durante 48 horas, na
auséncia de Iluz, a 27°C. Em
seguida, os tecidos foram revelados
para atividade de GUS através da
adigdo do substrato da enzima,
X-gluc, de acordo com a
metodologia descrita por Jefferson
(1987).

Os resultados obtidos através
da contagem do numero de pontos
azuis observados, foram tratados
estatisticamente pelo método SNK
(Steel & Torrie, 1980).



Isolamento de nucleos de
células de endosperma e de
folha de Coix

Os nucleos foram preparados
segundo alteragbes na metodologia
descrita por Kodrzycki et al., 1989.

Todos os procedimentos
foram realizados a 4°C.

A obtengdo de nucleos de
células de endosperma de Coix, foi
realizada a partir de sementes em 6
diferentes estagios do
desenvolvimento, denominados
estagios 0, 1, 2, 3, 4 e 5 A
determinagdo dos estégios foi
realizada visualmente, utilizando
como critério a colaragdo
apresentada pelo invllucro da
semente.

Sementes de  diferentes
estagios de desenvolvimento de
Coix, tiveram o invélucro retirado,
visando a obtencdo 4 a 8 g de
endosperma. O material foi entao
congelado em nitrogénio liquido e
magerado. Apés a evaporagdo do
nitrogénio, adicionou-se 10 ml do
tampao NIB ( Sacarose 0,25 M; Tris-
HCI 25mM pH 7,8, MgCl, 10mM,;
Ficoll 2,5% [p/v]; Dextran T-40 5%
[p/v]; B-mercaptoetanol  10mM),
seguido de revolvimento. A amostra
foi filtrada em malha metalica cujos
poros apresentam 100 um de
didmetro e transferida para tubos
Falcon de 15 ml. Realizou-se entéo
uma centrifugagdo a  1000xg,
durante 5 minutos, a 4°C. O
sedimento foi ressuspenso em 10 ml
de tampdo NIB e novamente
centrifugado, nas mesmas
condigbes. Apds ressuspensio em
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10 ml de NIB contendo 20% de
glicerol, o material foi novamente
centrifugado. O sedimento contendo
os nucleos e amido foi ressupenso
em 1 ml do Tampdo R (Tris-HCI
50mM pH85 MgCl, 5 mM,
B-mercaptoetanol 10mM e glicerol
50%). O material foi entdo
aliquotado e estocado a -70°C.

Para extragdo de nucleos de
folhas, sementes foram germinadas
no escuro, durante 15 dias, e as
folhas das plantulas foram cortadas,
resultando em 8 g de material. Os
demais procedimentos foram os
mesmos citados para extragdo de
nicleos de endosperma, exceto
alteragdo na composi¢do do Tampao
NIB (Sacarose 0,44 M; Tris-HCI
25 mM pH 7,8; MgCl, 10 mM; Ficoll
2,5% [p/V];, Dextran T-40 5% [pNV];
B-mercaptoetanol 10mM), e o fato de
ter sido adicionado Triton X-100
0,1% [v/v] ao material, apds a
maceragao do tecido.

Obtencdo de extratos de
proteinas nuclares '

Extratos de proteinas
nucleares foram obtidos a partir das
preparagbes de nucleos, segundo
modificagdes na técnica descrita por
So, & Larkins, (1991).

Aos extratos nucleares
adicionou-se Espermidina e NaCl
para uma concentragdo final de
5 mM e 0,5 M, respectivamente, e as
amostras foram incubadas em gelo
durante 45 minutos. Em seguida, o



material foi centrifugado durante
10 minutos a 4°C. O sobrenadante
foi cuidadosamente recolhido e
dialisado contra 2 trocas em 500 ml
do Tamp&o de Didlise (HEPES
10mM pH 8,0, MgCl, 1 mM; glicerol
50%; NaCl 50 mM e PMSF 0,1 mM),
a 4°C, durante 2 horas cada. O
dializado foi entdo centrifugado
a 14000xg durante 15 minutos, para
remover material insoluvel e, em
seguida aliquotado e estocado a
-70°C.

A concentragdo de proteinas
nos extratos foi determinada
utilizando-se o Kit 'BIO-RAD
"Protein Assay".

Obtengdo e radiomarcagdo

dos fragmentos de DNA
utilizados nos experimentos
de ligagdo DNA-proteina

Através da digestdo dos
clones p10C, p10J e p10OM (Fig 5)
com as enzimas Ncol/Hindlil foram

gerados os fragmentos 10C, 10J e -

10OM (Fig6 e Tab. V). Ap6s
purificagdo em gel de agarose, 0s
fragmentos foram digeridos com a
enzima Sau3Al, permitindo o
isolamento dos fragmentos
denominados 10Cs, 10Js e 10Ms
(Fig.6 e Tab. IV).

A digestdo do fragmento
10Ms com as enzimas Apal e Alul,
permitiu o] isolamento dos
fragmentos MMin e MTAT,
respectivamente (Fig.6 e Tab. IV).

O fragmento 5°10C foi isolado
através de digestao do clone p10C
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com as enzimas Hindlll/Apal (Fig.6 e
Tab.lV).

Os fragmentos de DNA

tiveram suas extremidades
marcadas com a-32PdNTPs, na
presenga da enzima Klenow

polimerase, utilizando-se o kit
“BandShift” (Pharmacia), segundo
recomendagbes do fabricante. Os
fragmentos marcados foram entao
purificados em gel de acrilamida 8%
e, em seguida, localizados através
de autoradiografia, & temperatura
ambiente, por 30 minutos. As
porgGes de gel que apresentaram as
bandas radioativas de interesse,
foram excisadas e eluidas durante a
noite & 37°C em 0,5 M de acetato de
amoénio, 10 mM de acetato de
magnésio, 1 mM de EDTA e 0,1% de
SDS. Fragmentos de DNA ndo
marcados foram purificados através
de procedimento similar e utilizados
como competidores em reagdes de
ligagdo DNA/proteina.

Andlise da interagdo DNA-
proteina através de EMSA
(“Electrophoretic Mobilit Shift
Assay”)

As reagbes de ligagdo DNA-
proteina foram montadas para um
volume final de 20 pl, contendo Tris-
HCI 10 mM pH 7,5; NaCl 50 mM;
DTT 05 mM; detergente NP-40
0,05% [v/v]; Glicerol 10%; 4 pg de
extrato nuclear; 0,1 a 5 ng de
fragmento de DNA  marcado
(~10000 cpm). DNA sintético dupla
fita poli-didC foi utilizado como



competidor para reduzir ligagdo
inespecifica. A mistura foi incubada
durante 20 minutos a temperatura
ambiente e, apds a adigdo de 2 yl
de tampao de amostra, foi carregada
em gel de poliacrilamida (30:0,8
acrilamida/bisacrilamida) 4%, nao
desnaturante, contendo Tris-HCI! 7,0
mM pH 7.,5; 3,0 mM de acetato de
sédio e 1,0 mM de EDTA. O gel foi
pré-corrido durante 30 minutos a
5 V/icm. Apbés as amostras terem
sido carregadas, a eletroforese se
procedeu a 10V/cm durante 2 a
4 horas, a 4°C. O gel foi seco, e
autoradiografado a temperatura
ambiente.

Nas reagbes que utilizaram
anticorpo, os extratos nucleares
foram pré-incubados durante
10 minutos, na presenga do
anticorpo, antes de  serem
adicionados a reagéo.

Anticorpos

Anticorpo policlonal contra a
proteina Opaco2 foi gentilmente
fornecido pelo Dr. Robert J. Schmidt
(University of California at San
Diego, USA). Anticorpo policlonal
contra a a-coixina de 25 kDa
(anti- C2), produzido na laboratério
de Biologia Molecular de Plantas do
CBMEG (Leite et al. 1990), foi
utiizado como anticorpo  nao
relacionado.
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Métodos computacionais

Todos 0s programas
utilizados foram executados em
microcomputador do tipo PC 386.

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



RESULTADOS

[

Sequenciamento da regido
codificadora e promotora do
gene a-3B

Em trabalhos realizados
previamente, o clone a-3 foi digerido
com a enzima EcoRl, separado em gel
0,8% de agarose, transferido para
uma membrana de nylon Hybond N
(Amersham) e hibridizado com um
fragmento de 988 pb do clone de
cDNA de a-coixina de 25 kDa,
pBCX 25.10. Trés fragmentos de 5,2,
4.1 e 3,2 kb foram observados. Estes
fragmentos foram clonados no
plasmidio pBluescript e designados
a-3A (5,2 kb), a-3B (4,1 kb) e a-3C
(3,2 kb). A auséncia de sitios de
restricido para a enzima EcoRI no
clone de cDNA de a-coixina, permitiu
inferir sobre a existéncia de, no
minimo, trés genes de a-coixina
repetidos em “tandem®, no clone
gendmico a-3. Os clones a-3A e a-3C
foram sequenciados, e revelaram a
ocorréncia de um "stop codon" na
posicdo +652, sendo caracterizados
como pseudogenes (Otloboni et al.,
1994).

Para o sequenciamento do
clone a-3B, digestdes com as enzimas
Pstl, Xbal e BamHl, seguidas de
hibridizagdo com a sonda de cDNA de
a-coixina, permitiu determinar que a
regido estrutural do gene a-3B
encontra-se inteiramente  contida
entre sitios das enzimas EcoRI e
Xbal. Este fragmento foi clonado no
plasmidio pBluescript € denominado

pBEX (Fig. 3 C e Tab. II). Através da
digestdo deste clone com as enzimas
EcoRl, Xbal e Pstl foi possivel isolar e
clonar os fragmentos, que deram
origem aos clones pBEP e pBPX
(Fig.3 C e Tab. ll). Os clones pBEX,
pBEP e pBPX foram sequenciados
nas duas diregbes e, a partir das
sequéncias obtidas, foram
encontrados novos sitios de restrigao,
que posteriormente permitiram a
construgdo de novos subclones
(Fig. 3, Tab. 1l). O subclone pBX3" foi
obtido através de digestdo do clone a
-3B com Xbal/BamHI, seguida do
isolamento de um fragmento de
aproximadamente 0,5 kb que foi,
entao, clonado no plasmidio
pBluescript (Fig. 3 e Tab. Il). Este
subclone contém a regido 3’
ndo codificadora do gene, e
foi sequenciado apenas no sentido
53",

A andlise da sequéncia até
entdo obtida, permitiu observar que o
clone a-3B contém apenas 285 pb da
regidqo promotora 5° do gene «-3B.
Visando o sequenciamento de uma
maior extensdo da regido nao
codificadora 5" deste gene, o clone
o-3 foi digerido com BamHIl, um
fragmento de 3,2 kb foi isolado e
clonado no plasmidio pBluescript,
sendo denominado a-3B 3,2 (Fig. 3B).
A digestdo deste subclone com
Hindli{/EcoR! permitiu isolar e clonar
um fragmento de 0,8 kb, dando
origem ao subclone pPHE (Fig. 3 e
Tab.ll). O clone pPXE foi obtido
através da digestdo do clone a-3B 3,2
com Xbal/EcoRI, seguida do
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Fig. 3. Mapa de restrigdo e estratégia de sequenciamento do clone gendmico a-

3B. (A) Representagdo do clone gendmico -3 (~15 kb). (B) Subclone de
3,2 kb, obtido através de clivagem do clone original com a enzima
BamHlI. (C) Regido completamente sequenciada correspondente a 2189
pb, sendo indicados todos os subclones utilizados durante o
sequenciamento. Somente os sitios enzimaticos relevantes ao
sequenciamento sdo apresentados, sendo; B, BamHI, E, EcoRI; H,
Hindlll; P, Pstl; S, Sau3Al; St, Stul e X, Xbal. Os ciones numerados séo
dispostos na Tab. ll. Em (B) e (C) as por¢gbes ocupadas por setas
_correspondem & regido codoficadora do gene a-3B.
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Tabela lI: Clones e subclones utilizados para o sequenciamento do gene a-3B

NOME EXTREMIDADES | TAMANHO DO | COMENTARIOS
DO INSERTO | INSERTO (pb)
Sequenciado apenas
1) pBEX Eco RI/Xbal 1081 >e extremidaseg
2) pBX3’ Xbal/BamHlI ~800 Parcialmente
sequenciado, apenas
no sentido §°'—»3°
S iad
3) pBEP EcoRI/Psti 806 Sequenciado apenas
4) pBPX Pstl/Xbal | 275 Completamente
sequenciado
Sequenciado apenas
5) pBESt EcoRI/Stul 446 Sequenciade ape
6) pBStP Stul/Pstl 358 Completamente
; sequenciado
7) pBSS Sau3Al/Sau3Al 261 Completamente
sequenciado
8) pBSSt Sau3Al/Stul 214 Completamente
sequenciado
9) pPBH BamHI/Hind I ~800 Parcialmente
sequenciado, apenas
no sentido 3°'»5°
10) pPHE HindIll/EcoRlI 789 Sequenciado apenas
| nas extremidades
11) pPBX BamHI/Xbal ~900 | Parcialmente
sequenciado, apenas
no sentido 3'55°
Sequenciado a
12) pPXE Xbal/EcoRI 679 > aeg % x;vr ;migad;;esnas
13) pPXS Xbal/Sau3Al 452 Completamente
. sequenciado
14) pPSS Sau3Al/Sau3Al 98 Completamente
sequenciado

* Todas as clonagens foram realizadas no plasmidio pBluescript KS+.



isolamento de um fragmento de 0,7 kb
e clonagem no plasmidio pBluescript.
O sequenciamento das extremidades
dos subclones pPHE e pPXE permitiu
determinar novos sitios de restrigdo
que, posteriormente, foram utilizados
para a obtengdo de novos subclones
(Fig.3, B; e Tab. Il). Utilizando as
enzimas Hindlll e BamHl para
digestéo do clone a-3B 3,2, foi isolado
um fragmento de 0,8 kb que foi entao
clonado e denominado pPBH. O
clone pPBX foi obtido através da
digestdo do clone a-3B 3,2 com
BamHI/Xbal seguido de isolamento e
clonagem. Estes dois ultimos clones
foram sequenciados apenas no
sentido 3'—» 5" (Fig.3 e Tab.ll).

A sequéncia completa do gene
a-3B, incluindo 1084 pb da regido n&o
codificadora 5°, e 119 pb da regido
ndo codificadora 3, bem como a
sequéncia deduzida de aminoacidos,
estd representada na Fig. 4. A
sequéncia codificadora deste gene
possui 758 pb. A regido flanqueadora
5° do gene apresenta sequéncias
regulatérias comumente encontradas
em genes de plantas. Nas posigdes -
100 e -164, com relagdo ao ATG
inicial, foram encontradas sequéncias
possivelmente correspondentes aos
elementos TATA e CATC,
respectivamente. A porgdo 3° néo
codificadora do gene contém um sinal
de poliadenilaggdo AATAAT, comum
em genes de plantas, localizado a
+863, em relagdo ao ATG inicial. A
sequéncia TGTAAAG designada
como ‘"endosperm box", "prolamin
box" ou “-300 box™ (Kreis et al., 1986),
foi localizada na posig¢ao -300.
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A sequéncia de nucleotideos
obtida foi depositada nos bancos de
dados EMBL, GenBank e DDBJ, com
0 numero de acesso X63113.

Andlise da sequéncia de
aminoacidos da proteina

A sequéncia completa de
aminoacidos da a-coixina de 25 kDa,
deduzida a partir das sequéncias dos
clones a-3B e pBCX 2510,
representa uma proteina madura rica
em glutamina (22,9%), leucina
(15,6%), alanina (15,1%) e prolina
(7,8%). Estas sequéncias foram
alinhadas com sequéncias de
aminoéacidos representando duas a-
zeinas e duas a-kafirinas de 22 kDa
(Fig. 5). As sequéncias apresentaram-
se altamente homélogas, com
homologia intra-espécies e inter-
espécies variando em torno de 90% e
70%, respectivamente. |

As proteinas consistem de uma
regido N-terminal, contendo o
peptideo sinal, seguida por dez
repeticdes altamente conservadas de
blocos de 15 a 20 aminoacidos
ladeados por poliglutaminas, e uma
curta regi&o C-terminal (Fig. 5).
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CACCCTGGTACAATTATATAGACTAAGTTCAATTAATTCAATTCATAMATAARAATGGAR
CAATAAAGGAAACCATGAAGAGTTTCTTCATTCGCTTTGAT TGTGTCAACCGAAGCTATT
CTTTGTAAATTTTTTAGCAATGTTGGATTTCTTCAGACTAAAATAGGTGTCCATTCCTAG
CAATTARGCTTATCATCCCAATGTTCTCGATT TTCTTTGGGACAAGAT TCAACTCGTGTG
TAGGGATAGCCAAAATCTCTTCARGGGTAGAGGGCAACGATTTTAGTGTCTACACACGAC
ACATTGTTCTAGAAAAARGAGATGAAGTTTGGGTGTTGTAGTTTTTATGTTCAAAAAACA
ATGCTGACCCCATTGTTCARAGAAATGCACACGT TCAACTARAGAGCTAGAGT TGAACAT
ATACACCCTTTATTCTGGTTTATTACATGCTCTAGCTTCTCCCTAATTTAGTTTCCCAARA
CTTTGACATACTTCCTCGAACGTCTATCCAAAAT TTTGARCACGAAGT TTGTTTTTGAAT
TATTTATGACATATGCCTTGACAGTCCTTTTTGTTGCCATAARTATATTAARATCATTGTC
AGAGTTTTACAAGATTGGTTTTACACAGTACAAAAGTAAAT TGCAAACGAGAATACARAGG
AATGTTTGTGGTAATTGACATGTGTATTTATAAGCATTCTAGTTTTGTACATCCTATGTG
TGCGCGTGTATGCGTACATGTCGATGTTTCAATTAGTCTCGATCTARTAGCATATGTTCA
TCAATTGATGAATAARCT TCTCACCTAACARACGTGCATGGCTTAACARTGAGTACAATAC
TAAACCAAAGTCATTTGATCCAATAAGCAAGT CARAACATTACGTACTCATCATGTTTAT
AAAGTGGAACCTTTATGATGTGGCTAAGGCTAAAACGTATGTAAAGGTGAAGTGATCATG
CATGTCATTCCTCATGAATTAGAAGAATTCCAATAGAAAGCGACACT TTTTTTCTTGTAT
GTAGTGGAAACTATCTTTCCAACACAAACCATACAATCCAACGARACTGAGAACTARATG
ACAARATTGACTAGGAGACATGTCATCTCTAGCTTATCTGCTTGTTGGCAAAATCTARAR
TTTGAACACACATACATGAGCT TAGACTTGTATARATAGGGCCCAAATCAARTAGTTAATC
CATCGCCCATAACACTGAGATCAATTAGGAACATACCAAGTGAAACACACTAGCAGCATC
M ATK I FAULULVULLALSA AS
TTGGCAAGAATGGCTACCAAGATATTTGCCCTCCTTGTGCTCCTTGCTCTTTCAGCGAGC
A T T AV I I POQCSULAPTA AR BATIIOQ
GCTACAACTGCGGTCATTATTCCGCAGTGCTCACT TGCTCCTACTGCTGCTATTATTCAG
R F L PPV S AI G F EHUPA AV QATYR
CGGTTCCTCCCACCTGTTTCTGCTATAGGGTTCGAACACCCAGCTGTGCAGGCCTACAGG
L  Q ALAATTIULOGOOQOQEPILA AQ OQLUGQZ R
CTACAACAGGCGCTTGCGGCAACCATCT TACAACAACCACTTGCCCAAT TGCAACAACGG
S S AHLTTIOOTTIM AR AOQOOU QO OOOQT FL
TCCTCGGCTCATCTAACTATACAGACAATCGCAGCACAACAACAACAACAACAGTTCCTG
A S L S QL AAANUEPARMYTLUGQO OO OQTLL
GCATCACTCAGTCAACTAGCAGCCGCGARCCCAGCTGCATACTTGCAACAACAGCTGCTG
A'S NP LAV ANA ATIEYQOQOOQOOQTLOQ
GCATCCAACCCACTTGCTGTGGCGAACGCTATTGAATACCAGCAACAACAACAGCTGCAA
¢ F L PALS LV YV ANUZPA AR AYTLOQS
CAGTTCCTGCCAGCGCTCAGTCARCTAGTCGTGGCARACCCTGCTGCCTATCTGCAATCA
Q L F P S NPULV VTNJS AATYTLUGQO@ QO
CAATTGTTTCCATCCAACCCACTAGTCGTGACCAAT TCCGCTGCATACCTGCAGCAARCAG
Q L @ ¢ I L PAL S QUL AV ANUZPNSY
CAGCTACAACAGATCCTACCAGCACTCAGTCAACTAGCCGTGGCGAACCCTAACTCCTAC
L © Q 0 QL L P FNOVAVYVANNINA ALVLY
TTGCAACAACAACAACTTCTTCCATTCAACCAAGTGGCTGTGGCGAACAACGCTGTATAC
Q 00 Y QL L Q@ V NUPLVATT FEFTLUGQTZOOGQ
CAGCAACAATATCAGCTGCTGCAAGT TAACCCATTGGTTGCCACCT TCCTACAGCAGCAG
Q R QL L PF N QMSTILMNUEPA AL S WO
CAACGGCAACTACTGCCATTCAACCAAATGTCTTTGATGAACCCTGCCTTGTCGTGGCAG
¢ P I VG GV G F +
CAACCCATCGTTGGAGGTGTCGGCTTCTAGATTAAATATGAGTTGTACT TGATAAAARAA
GCTCTCATGCCGGCTTGTGCAACTTCCTAGAAATAATCAATATATTGATTGAGATTATCA
GAGTCTATTTCTTTTCTGTGTTTCCGAT
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Fig. 4. Sequéncia de nucleotideos e sequéncia deduzida de aminoécidos do
gene o-3B. As posi¢gdes dos nucleotideos sdo numeradas no sentido
§'53' e indicadas nos dois lados de cada linha. As letras que
representam cada aminoacido estdo indicadas acima da segunda letra
de cada cédon. O "prolamin box" (nucleotideo -330) esté sublinhado. O
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TATA, CATC e o sinal de poliadenilagdo estdo grafados em negrito.
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58
57
57
57
57

114
113
113
112
121
113

176
174
176
175
175
174

236
234
239
238
240
238

MATKIFALLVLLALSASATTA VIIPQCSLAPTAAIIQRFLPPVSAIGFEHPAVQAYR 57
MATKIFALLVLLALSASATTA VIIPQCSLAPTAAIIPRFLPPVSAIGFEHPAVQAYR 57
MATKILSLLALLALFASATNA SIIPQCSLAP-SSIIPQFLPPVTSMAFEHPAVQAYR 56
MATKILALLALLALFVSATNA FIIPQCSLAP-SAIIPQFLPPVTSMGFEHLAVQAYR 56
MATKIFALLALHALLVSGTTA AIIPQCSLAP-NAIIPQFIPPVTALGNEHLAVQAYP 56
MATKIFVLLALLALSVSTTTA VIIPQCSLAP-NAIISQFLPPLTPVGFEHPALQAYR 56
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QQLLASNPLALANVVANQQ QQQLQQFLPALSQLAMVNPAAYLO QQQLLSSSPLAVANAPTYLQ 175
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QOQRQLLPFNOMSIMNPALSWQ Q-PIVGGVGF 266 a-coixina 25 kDa (alfa3b)
QQQRQLLPFNOMSIMNPALSWQ Q-PIVGGVGF 264 a~coixina 25 kDa (pBCX25.10)
QQ--QLLPYNRFSIMNPVLSRQ Q-PIVGGAIF 267 a-zeina 22kDa (pz22.3)
QQ--QLLPYSQFSLMNPALSWQ Q-PIVGGAIF 266 a-zeina 22kDa (ZAl)
Q---QLSSFNQISLVNPALSWQ QQPIIGGAIF 269 a-kxafirina 22 kDa (PGK1)

PR--QLLPFNQISLMNPAFSWQ Q-PIVGSAIV 267 a-kafirina 22 kDa (PSKR2)
*h LT R T IR B AR K 2 A

235
233
238
237
240
238

Fig. 5. Alinhamento das sequéncias deduzidas de amino4cidos das a-prolaminas. As sequéncias
sdo divididas em peptideo sinal, regido N-terminal, uma série de blocos repetidos
(enumerados de 1 a 10) e regido C-terminal. Cada sequéncia € identificada no final do
alinhamento. Tragos indicam lacunas introduzidas para maximizar a comparagdo de
homologia. Residuos idénticos sdo indicados por asteriscos. As posigbes dos amino4cidos
so0 indicados por nimeros em ambos os lados. '



Ensaios de
transitéria em
lmgturo de milho

expressao
endosperma

As diversas  construgdes
contendo o gene reporter GUS
associado as diferentes extensdes do
promotor do gene a-3B, no plasmidio
pRT103 (Fig6 e Tab. Illl), foram
utilizadas para os experimentos de
bombardeamento de microparticulas
em endosperma imaturo de milho
(15 DAP). Para isto, foram
bombardeadas placas contendo 16
secgbes de sementes, 12 das quais
sofreram corte longitudinal frontal e as
4 demais, sofreram corte longitudinal
lateral, de modo a expor também o
embrido ao bombardeamento.

Nestes trabalhos, observou-se
que as construgbes p1D (-904), p2E
(-821), p5C (-682), p6B (-459), p/B
(-361), p3G (-299) e p10C (-238),
apresentaram um nivel de expressao
praticamente igual aquele fornecido
pela construgdo pa-CX103 (-1084),
que contém o promotor inteiro.
Entretanto, uma forte queda na
expressdo do gene ‘“reporter” foi
observada quando se utilizou a
construgdo p10J, onde o numero de
pontos azuis, por placa, correspondeu
a aproximadamente 30% do numero
observado para a construgdo
pa-CX103. Uma baixissima expressao
foi obtida para a construgdo p10M. As
construgbes pApa e pGUS néo
apresentaram expressdo visualmente
detectavel (Fig.7).

Para o ensaio onde as
sementes sofreram corte longitudinal
lateral, de modo a expor o embrido, foi
possivel verificar a manutengao da
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tecido-especificidade para todas as
construgbes que apresentaram
expressdo transitéria. O mesmo nao
ocorreu quando o plasmidio pACT1-F
(McElroy et al., 1990) foi utilizado,
onde observou-se a expressdo em
todos os tecidos da semente (Fig.8).

Interagdo entre fatores
nucleares de endosperma e o
promotor do gene a-3B

Os resultados fornecidos pelos
ensaios de expressdo transitéria
permitiram sugerir que a minima
regido promotora necessaria para
uma maxima expressao do gene o-3B,
esté contida entre a posigido -238 e o
ATG inicial.

Um primeiro passo no sentido
de identificar proteinas nucleares que
interagem com esta regido do
promotor, foi isolar os fragmentos
10Cs, 10Js e 10Ms (Fig.9 e Tab.IV).
Apdés a marcagdo com 32P, estes
fragmentos de DNA foram incubados
na presenca de 4 pg de extrato
nuclear de endosperma, do segundo
estagio de desenvolvimento. A
formagao de complexos DNA-proteina
foi analisada através de EMSA
(“Electrophoretic Mobilit Shift Assay”).
Como pode ser observado na Fig.10,
foram formados 5  complexos
DNA-proteina para cada um dos trés
fragmentos. Contrariando as
expectativas geradas pelos trabalhos
de expressdo transitéria, a auséncia
da sequéncia contida entre -238 e -
168 ndo influenciou a associagdo
entre os fatores nucleares e os
fragmentos de DNA. Cabe ressaltar
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Fig. 6. Representagdo esquematica das construgdes utilizadas nos trabalhos de

expressdo transitéria. As construgdes, inseridas no vetor pRT103,
contém as diferentes extensdes da regido promotora apresentadas na
Tab. lll. Somente sdo indicados os sitios das enzimas que foram
relevantes para os trabalhos de clonagem: P, Pstl; HIll, Hindlll; N, Ncol;
X, Xbal; B, BamHI; E, EcoRI.
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Fig. 6. (Continuagio) Representagdo esquematica das construgbes utilizadas

nos trabalhos de expressdo transitéria. As construgdes, inseridas no
vetor pRT103, contém as diferentes extensées da regido promotora
apresentadas na Tab. lll. Somente sao indicados os sitios das enzimas
que foram relevantes para os trabalhos de clonagem: P, Pstl; Hlll, Hindill;
N, Ncol; X, Xbal; B, BamHI; E, EcoRI, A, Apal.



Tabela Ml: Relagdo das construgbes utilizadas nos experimentos de
bombardeamento de microparticulas. Todas as construgdes foram realizadas
no vetor pRT103, onde as diferentes extensdes do promotor encontram-se

associadas ao gene GUS.

NOME EXTENSAO DO | OBTENGCAO DO COMENTARIOS
PROMOTOR (pb) | PROMOTOR
1 )pa-Cx1 03 -1084/+1 Construgéo através | Corresponde ao
digestdes e clonagens promotor inteiro
2)p1D -004/+1 Delego  unidirecional -X-
com a enzima Exolll
3)p2E -821/+1 Delegdo  unidirecional =X~
com a enzima Exolll
4)p5C -682/+1 Delegdo  unidirecional -X-
com a enzima Exolll
5)p6B -459/+1 Delegdo  unidirecional -X-
com a enzima Exolll
6)p7B -361/+1 Delegdo  unidirecional X~
com a enzima Exolll v
7)p3G -299/+1 Delec0 unidirecional | Apresenta delecdo da
com a enzima Exolll regido “prolamin box"
8)p1 oC -238/+1 Deleg8o  unidirecional | Apresenta delecdo da
com a enzima Exolll regido “prolamin box"
9)p10J -172/+1 Delegio  unidirecional | Apresenta delegdo
com a enzima Exolll parcial do sltio de
ligagdo da protelna O2
("O2 box"), além do
“protamin box"
10)p10OM -158/+1 Delegdo unidirecional | Apresenta delegdo das
com a enzima Exolll regbes "prolamin box",
"02 box" e CATC.
11)pApa -87/+1 Construglo através de | Apresenta delecdo das
: digestdes e clonagens regbes "prolamin box",
*O2 box® CATC e
TATA
12)pGUS -X- Construgo através de | Ndo apresenta regido
digestdes e clonagens promotora  associada
ao gene GUS
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MIMERO DE FTOS/PLACA

Fig. 7. A. Distribuigdo espacial da atividade GUS em endospermas imaturos de

milho apds bombardeamento de microparticulas contendo construcdes
com varias extensdes do promotor a-3B: pa-CX103 (A); p1D (B); p2E
(C); pSC (D); p6B (E); p7B (F); p3G (G); p10C (H); p10J (1); p10M (J);
pApa (K), pGUS (L) (Ver Fig. 5). B. Niveis de expressdo transiente
fornecidos pelos experimentos de bombardeamento  com
microparticulas, quando utilizou-se cada uma das construcdes acima
ralacionadas.
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Fig. 8. Tecido-especificidade da atividade GUS em sementes de milho (15 DAP)
ap6s bombardeamento com construgdées contendo diferentes extensées
do promotor «-3B: pa-CX103 (A); p7B (B); p10C (C); p10J (D); p10M (E)
e pACT1-F (F).
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Fig. 9. Representagdo esquematica dos fragmentos de DNA utilizados para
trabalhos de ligagdo DNA-proteina. Os fragmentos numerados sao
dispostos na Tab. IV. Somente os sitios enzimaticos relevantes a
obtenc¢do dos fragmentos sdo representados, sendo A, Apal; Al, Alul;
S; Sau3Al. Os sitios de ligagdo da proteina OPACO 2 (Yunes et al.,
1994) sao representados por retangulos verticais. As regides CATC sao
representadas por elipses, e as regides TATA, por retangulos
horizontais. Os fragmentos marcados por # ndo foram utilizados nos
experimentos de ligagdo DNA-proteina, e sim, como fonte para a
obteng&o dos demais fragmentos.



Tabela IV: Fragmentos de DNA utilizados para os trabalhos de ligagdo DNA-proteina
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NOME | EXTREMIDADES | TAMANHO ORIGEM COMENTARIOS
(pb)
Utilizado como fonte dos
10C Ncol/HIll 238 p10C de'mais fragmentos
Inclui o "box O2" (Yunes
10Cs Hill/Sau3Al 191 Fraggwg nto | & al., 1994) além das
regides TATA e CATC .
Utilizado para EMSA
P Apresenta uma delegd
5"10C HIII/ApaI 152 P1 0C de r3(29 pb emn:elaqé?ag
fragmento 10Cs na sua
regido 3'. Utilizado para
EMSA
Utilizado como fonte do
10J Hill/Ncol 172 p10J fragmento 10Js
Inclui parte do "box 02",
10Js HIll/Sau3Al 125 Fra%rgjnto além' gas regibe:;ATA
e CATC. Utilizado para
EMSA
Utilizado como fonte do
10M Hill/Ncol . 158 P10M fra'gmento 10Ms
Apresenta o "box 02" e
10Ms HIl/Sau3Al - 111 Fra1gg1he’3'nto & r6gif0 CATC
deletados, restando o
TATA. Utilizado para
EMSA
Inclui a regido TATA.
MTAT Alul/Sau3Al 72 F ri%r&into Utiizado para EMSA
MMln Apal/Sau3A| 39 Fragmento Utilizado para EMSA
10Ms
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Fig. 10 EMSA utilizando extrato nuclear de endosperma de Coix, estagio 2, e os
fragmentos 10Cs, 10Js e 10Ms.A. Linhas 1 e 2, fragmento 10Cs; linhas 3
e 4, fragmento 10Js e linhas 5 e 6, fragmento 10Ms. As linhas 1, 3 e 5
contém as reagdes na auséncia de extrato nuclear. As linhas 2,4 e 6
contém as amostras incubadas com 4 ng de extrato nuclear. B. Diagrama
ilustrando os fragmentos de DNA utilizados.



que esta regido engloba o sitio de
ligagdo da proteina 02, na posigado
-174 (Yunes et al., 1994), e a regiao
CAJC, a -164. Os complexos
formados foram denominados
complexos 1, 2, 3, 4 e 5, em ordem
crescente de tamanho.

A estabilidade dos complexos
DNA-proteina, foi analisada através
da incubag&o do fragmento 10Ms com

4 pg do extrato nuclear de
endosperma, estagio 1 de
desenvolvimento, na presenga de
crescentes concentragdes de
competidor  inespecifico  poli-didC

dupla-fita (Fig.10, linhas 2 a 6). Os
complexos formados mostraram-se
estaveis mesmo na presenga de 1 ug
do competidor, sendo que Os
complexos 1 e 5, permaneceram
mesmo na presenga de 5 pg de poli-
didC (Fig.11, linha 6).

A especificidade da liga¢éo das
proteinas ao fragmento 10Ms foi
demonstrada através de experimento
de ligagdo competitiva. A adi¢éo de
10 e 20x excesso molar do fragmento

10Ms n&o marcado as reagbes
contendo o mesmo fragmento
marcado radioativamente, na

presenga de 4 pg de extrato nuclear
de endosperma, estagio 2, reduziu
significativamente a quantidade de
radioatividade nos complexos DNA-
proteina (Fig.12 A, linhas 2 a 4). Tal
fato ndo se verificou quando 20x
excesso molar de um fragmento de
82 pb do promotor do gene EBNA-1
do virus Epstein-Barr ( Rawlins et al.,
1985; Ambinder et al, 1990) foi
adicionado a reagdo (Fig.12 A, linhas
5e6). -

Para verificar se as proteinas
envolvidas na formagdo dos
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complexos sdo especificas dos
tecidos do endosperma, foram
preparados extratos nucleares de
endosperma de Coix, estagio 2, e de
plantulas de Coix com 4 dias de
idade. Como mostrado na Fig.12 B, os
complexos formados entre o
fragmento 10Ms e as proteinas, sdo
observados apenas na presenga de
extrato nuclear de endosperma, néo
sendo detectada nenhuma interagéo
quando o extrato nuclear de plantula
foi utilizado.

Ocorréncia dos complexos
DNA-proteina durante o
desenvolvimento do

endosperma

Foram preparados extratos
nucleares de endospermas de 5
diferentes estagios de desen-
volvimento (estagios 1 a 5), visando
determinar os periodos de ocorréncia
dos diversos complexos DNA-
proteina, durante a formagdo do
endosperma. Reag¢des contendo os
extratos obtidos de endospermas dos
5 diferentes estagios foram incubadas
com o fragmento marcado 10Ms.

Como pode ser observado na
Fig.13 (linhas 2 a 6), os 5 complexos
DNA-proteina  distribuem-se  dife-
rentemente no decorrer do
desenvolvimento do endosperma. O
complexo 1, ocorre durante os 5
estagios, apresentando-se  muito
enfraquecido no estdgio 5; o
complexo 5 ocorre também em todos
os estagios, entretanto, apresenta
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Complexo §

Complexo 4
Complexo 3

Complexo 1

DNA livre

Fig. 11. EMSA utilizando extrato nuclear de endosperma, estagio 1, contra o
fragmento 10Ms. A linha 1 contém a reagdo na auséncia de extrato
nuclear. As linhas 2 a 6 contém os amostras incubadas com 4 ug de
extrato nuclear, na presenca de crescentes concentragdes de poli-didC
dupla fita (100, 250, 500, 1000 e 5000 ng, respectivamente).
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Complexo2 ——

Complexo 1
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Fig. 12. EMSA competitivo utilizando extrato nuclear de endosperma, estagio 2, e
o fragmento 10Ms.A. A linha 1 contém a reagéo na auséncia de proteina
nuclear. Nas linhas 2 a 6, as reagbes contém 4 ug de extrato nuclear. As
linhas 3 e 4, contém 10x e 20x excesso molar do fragmento ndo marcado,
respectivamente. A linha 6, contém a reagao na presenga de 20x excesso
molar do fragmento promotor do gene EBNA-1 do virus Epstein-barr. B.
Reacgdes entre o fragmento 10Ms e extratos nucleares de endosperma |,
estagio 2 (linha 2); e de plantula (linha 3). A linha 1, contém a reagio na
auséncia do extrato nuclear.
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Fig. 13 EMSA entre o fragmento 10Ms e extratos nucleares de endosperma em 5
estagios de desenvolvimento. A linha 1, contém a reagdo na auséncia de
extrato nuclear. Nas linhas 2, 3, 4, 5 e 6, as reagdes foram incubadas na
presen¢a de 4 ug de extratos nucleares de endosperma dos estagios 1, 2,
3, 4 e 5, respectivamente.



maior mobilidade no estagio 5, além
de mostrar-se enfraquecido; o
complexo 4 ocorre nos 3 primeiros
est4gios do desenvolvimento, estando
ausente nos estagios 4 e 5. O
complexo 3, apresenta  maior
intensidade nos estagios 2, 3 e 4,
estando pouco perceptivel no estagio
1 e ausente no ultimo estagio. A partir
do estagio 2, o complexo 2 pode ser
observado em maior intensidade,
passando a ser O unico complexo

formado no estagio 5, além do
complexo 5.
Interagcdo entre fatores

nucleares para a formagao dos
complexos DNA-proteina

Os diferentes periodos de
ocorréncia dos diversos complexos,
durante o desenvolvimento, permitiu
sugerir que tais complexos poderiam
ser consequéncia de diferentes
interagdes entre fatores presentes nos
extratos nucleares. Com o objetivo de
testar tal hipdtese, obteve-se um
extrato nuclear cuja reagdo com o
fragmento promotor fornega apenas
os complexos 1, 4 e 5. Tal extrato foi
obtido a partir de endospermas em
estagio de desenvolvimento anterior
ao estagio 1, denominado estagio O.
Os complexos 1, 4 e 5, formados
quando este extrato nuclear foi
incubado na presenga do fragmento
marcado 10Ms, podem ser
observados na Figura 14 (linha 2). Em
reagéo que utilizou extrato nuclear do
estagio 5, somente os complexos 2 e
5 foram observados (Fig.14, linha 3).
Entretanto, quando quantidades
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iguais dos dois extratos foram unidas
e pré-incubadas durante 5 minutos,
antes de serem adicionadas a reacgao,
abserva-se a formagdo de 5
complexos, incluindo o complexo 3,
que nao ocorre quando o fragmento
de DNA é incubado com cada extrato
separadamente (Fig.14, linha 4).

Participacgao da proteina
Opaco2 na formacdo dos
complexos DNA-proteina

O envolvimento da proteina 02
na formagao dos diversos complexos
foi analisado através de sua
inativagdo nos extratos, via adicdo de
anticorpo policlonal contra o proteina
opaco2 de milho.

Na Fig.15 (linhas 2 a 5), o
fragmento 10Ms foi adicionado as
reagbes, na presenga de 4 pg de

extrato nuclear de endosperma,
estagio 2, pré-incubado  com
crescentes concentragdes do

anticorpo ( diluicdo 1:10000, linha 2;
1:5000, linha 3 e 1:2000, linha 4). A
inativagdo da proteina opaco2 do
extrato, provocou a eliminagdo de
todos os complexos normalmente
formados, exceto o complexo 2, que
permaneceu inalterado, revelando o
ndo envolvimento da proteina opaco2
em sua formagdo. Um aumento na
mobilidade do complexo 5 foi
observada quando o anticorpo foi
adicionado em baixa concentragdo
(diluigdo 1:10000) (Fig. 15, linha 3).
Para avaliar a especificidade do
anticorpo anti-02 na eliminagido dos
complexos 1,3,4 e 5, concentragbes
equivalentes de anticorpo policlonal
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Fig. 14 Interagdo entre fatores nucleares para a formagéo dos complexos DNA-
proteina com o fragmento 10Ms. A linha 1 contém a reag&o na auséncia
de extrato nuclear. Na linha 2, a reacgao foi incubada com 2 pg de extrato
nuclear de endosperma do estagio O (EO); na linha 3, foram utilizados 2
ug de extrato nuclear do estégio 5 (E5); na linha 4, 2 ug de cada um dos
extratos acima foram misturados e incubados durante 5 minutos, antes de
serem adicionados a reagao.
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Fig. 15.Estudo da participagio da proteina Opaco2 na formagéo do complexo
DNA-proteina. A linha 1 contém o fragmento 10Ms, na auséncia de extrato
nuclear. Nas linhas 2 a 8, as reagbes foram incubadas na presenca de 4
ug de extrato nuclear de endosperma, estagio 2. Nas linhas 3, 4, e 5, o
extrato foi pré-incubado na presenga do anticorpo policlonal contra a
proteina Opaco2 de milho, nas diluigdes 1:10000, 1:5000 e 1:2000,
respectivamente. As linhas 6, 7 e 8 contém reagOes cujos extratos
nucleares foram pré-incubados na presenga de anticorpo policlonal contra
a~coixina de 25 kDa, utilizado nas mesmas diluigdes acima.



contra a-coixina de 25 kDa, foram
adicionadas as reagbes (linhas 6,7 e
8) e, neste caso, nenhum complexo foi
eliminado.

Visando analisar se 0 complexo
4 compreende os fatores presentes
nos complexos 2 e 3, o fragmento
10Ms foi adicionado a reagées
contendo 4 ng de extrato nuclear de
endosperma, estagio 0, pré-incubado
na presenga de crescentes
concentragbes do anticorpo policlonal
contra a proteina opaco2 de milho
(Fig.16, linhas 2 a 5). A inativagéo da
proteina opaco2 pelo anticorpo,
adicionado na diluicdo 1:10000,
provocou ©0 desaparecimento do
complexo 4, dando origem aos
complexos 2 e 3 (Fig.16, linhas 2 e 3),
além de aumentar a mobilidade do
complexo 5. Na presen¢a do anticorpo
em menor diluigdo (1:5000 e 1:2000),
o unico complexo restante foi o 2 (Fig.
16, linhas 4 e 5). Quando o fragmento
10Ms foi adicionado as reagdes
contendo extrato nuclear do estagio 5,
pré-incubado em  crescentes
concentragbes do anticorpo, ©
complexo 5 desapareceu, mas o
complexo 2 permaneceu inalterado
(Fig 16, linhas 7 a 10).

Delimitagdo das regides do
promotor a-3B envolvidas na
formagdo dos complexos DNA-
proteina

Para melhor elucidar quais as
regides do fragmento 10Ms involvidas
na formagdo dos  complexos
DNA-proteina, foram obtidos os
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fragmentos MTAT e MMin (Fig.7 e
tab.4), que representam porg¢des do
fragmento 10Ms. Na Fig.17 A, os
fragmentos 10Ms, MTAT e MMin
foram incubados na presenga de 4 g
de extrato nuclear, estagio 2 (linhas 2,
4 e 6, respectivamente). Na reagao
que recebeu o fragmento MTAT, foi
possivel observar que na auséncia da
sequéncia contida entre -158 e -115
os complexos 4 e 5 ndo se formaram.
Quando foi utilizado o fragmento
MMin, apenas os complexos 1 e 2 se
formaram (linhas 5 e 6).

Os resultados anteriores
sugerem que a regiao contida entre
-168 e -87 esta envolvida na formagéo
dos complexos 3, 4 e 5, mas os
complexos 1 e 2 conseguem se
associar aos 39 pb do fragmento
MMin.

Com o objetivo de testar a
importancia da regido compreendida
pelo fragmento MMin na formagéo dos
complexos  DNA-proteina, o]
fragmento 10C5°, que ndo contém
esta regido (Fig.7 e Tab.4), - foi
incubado com 4 ug de extratos
nucleares de endosperma do estagio
0 (Fig.18, linha 2), estagio 5 (Fig.18,
linha 3) e estagio 2 (linhas 4 e 5). O
fragmento 10Ms foi incubado com
4 ng de extrato nuclear, estagio 2
(Fig.18, linha 6). Na linha 5 da Fig.18,
o extrato nuclear do estagio 2 foi
previamente incubado, durante
5 minutos, na presenga de anticorpo
contra a proteina opaco2 de milho
(diluicdo 1:10000), antes de ser
adicionado a reagdo. Os resultados
permitiram concluir que na auséncia
da regido de 39 pb correspondente ao
fragmento MMin, apenas o complexo
5 é formado (Fig.18, linhas 2 a 4),
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Fig. 16. Interagcéo entre a proteina Opaco2 e outro fator nuclear para a formacgéo
dos complexos DNA-proteina. As reagdes utilizaram o fragmento 10Ms. A
linha 1, contém a reagéo incubada na presenga de extrato nuclear de
endosperma, estagio 2. Nas linhas 2 a 5, as reagdes foram incubadas na
presenga de extrato nuclear de endosperma, estagio 0. As linhas 7 a 10,
contém reacgdes incubadas na presenga de 4 ug de extrato nuclear de
endosperma, estagio 5. Na linha 6, n&o foi adicionado extrato nuclear a
reagdo. O anticorpo contra a proteina Opaco2 de milho, foi adicionado as
reagdes, nas diluigbes 1:10000, linhas 3 e 8; 1:5000, linhas 4 e 9; e
1:2000, linhas 5 e 10.
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Fig. 17.Regides do fragmento 10Ms envolvidas na formagao dos complexos DNA-
proteina. A. EMSA entre os fragmentos 10Ms (linhas 1 e 2), MTAT (linhas
3 e 4) e Mmin (linhas 5 e 6); e 4 ng de extrato nuclear de endosperma,
estagio 2 (linhas 2, 4 e 6). As linhas 1,3 e 5, contém as amostras na

auséncia de extrato nuclear. B. Diagrama ilustrando os fragmentos de
DNA utilizados.
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Fig. 18. Importancia da regidao Mmin (39 pb) para a formagao dos complexos DNA-
proteina. A. EMSA tilizando o fragmento 10C5" (linhas 1 a 5) na
presencga de 4 ug de extrato nuclear do estagio 0, linha 2; estagio 5, linha
3; e estagio 2, linhas 4 e 5. Na linha 5, o extrato foi pré-incubado na
presenga do anticorpo contra a proteina Opaco2 de milho, antes de ser
adicionado a reacgdo. A linha 6, contém a reacéo entre o fragmento 10Ms
e 4 ug de extrato nuclear do estagio 2. Na linha 1, a reagdo nao contém
extrato nuclear. B. Diagrama ilustrando os fragmentos de DNA utilizados



revelando desta forma, a
essencialidade daquela regido para a
formagdo dos demais complexos. A
eliminagdo do complexo 5 pela adigdo
do anticorpo (Fig.18, linha 5), revela o
envolvimento da proteina Opaco2 na
formagao do mesmo.
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DISCUSSAO

A comparagdo entre a
sequéncia deduzida de aminoacidos
do clone a-3B com as sequéncias
publicadas dos genes de a-zeinas e
de o-kafirina de 22 kDa, revelou
uma estrutura de proteina altamente
conservada (Fig.4). Segundo Kreis
et al. (1985), a elevada homologia
entre a estrutura primaria das
prolaminas €& determinada pela
conservagao de elementos
essenciais requeridos para o correto
empacotamento destas proteinas.

A regido 5" ndo codificadora
do gene «a-3B, apresenta as
sequéncias - CATC e TATA,
caracteristicos de eucariotos, e o
"prolamin box" em localizagio
conservada, em relagdo aos genes
de a-zeinas (Schmidt et al., 1990) e
a-kafirinas (DeRose et al., 1989).

Apesar da regido do
"prolamin box" ser altamente
conservada nos promotores de
genes de prolaminas de cereais,
pouco se conhece sobre sua fungéo
na regulagdo destes genes. Os
resultados fornecidos pelos
experimentos de expressao
transitoria, demonstraram que a
auséncia desta regido nao afetou o
a atividade do promotor «-3B, o
que pode ser observado quando a
construgdo p3G (-299) foi utilizada
(Fig. 6). Em trabalhos de expressao
transitéria utilizando um promotor de
hordeina-C em cevada, Muller &
Knudsen (1993) demonstraram que
0 ‘“prolamin box" participa da

resposta a niveis de nitrogénio,
induzida pela incubagdo dos
endospermas em meios contendo
diferentes fontes e teores daquele
elemento. Tal observagdo, sugere
que a fungdo desta regido na
regulagdo dos genes de prolaminas,
pode estar associada a periodos
especificos do desenvolvimento do
endosperma, quando a dispo-
nibilidade de nitrogénio seja mais
elevada.

Através de experimentos de
transativagdo e "footprinting", Yunes
et al. (1994) demonstraram que a
proteina Opaco2 de milho ativa a
expressao do gene a-3B,
reconhecendo uma  sequéncia
compreendida entre as posigbes -
182 e -160 que, em sua porgdo 3,
se sobrepde ao CATC (-164). Estes
resultados sdo compativeis com a
queda de aproximadamente 70% na
atividade do promotor, observada
nos experimentos de expressdo
transitéria, quando se utilizou a
construgdo p10J (-172) (Fig. 6), o
que coincidiu com a eliminagdo de
parte do sitio de ligagdo da proteina
Opaco2. O nivel da expresséo

praticamente desapareceu quando

se utilizou a construgdo p10M (-158)
(Fig.6), onde o sitio de ligagdo da
proteina Opaco2 fora comple-
tamente eliminado, juntamente com
o CATC. Estes resultados
demonstram a importancia da
ligagdo da proteina Opaco2 ao
promotor, para a ativagdo da



expressado destes genes. Entretanto,
ndo foi possivel concluir se a
drastica queda da expresséo,
observada quando se utilizou a
construgdo p10M, deve-se a
auséncia do sitio de ligagédo da
proteina Opaco2 ou a falta da regiao
consenso CATC.

Em experimentos de
expressao transitéria que utilizaram
secgbes de sementes de milho onde
os embrides foram expostos ao
bombardeamento, foi  possivel
observar que, apesar dos diferentes
niveis de expresso verificados para
as diversas construgdes, em todas
elas, a expressdo se restringiu ao
tecido do endosperma (Fig. 7),
sugerindo que a regido do promotor
responsavel pelo controle da tecido-
especificidade da expressdao do
gene «-3B encontra-se entre a
posicao -158 e o0 ATG inicial.

Varios fatores presentes em
extratos nucleares de endosperma
sao capazes de reconhecer e se
associar aos promotores de genes
de o e pB-zeinas conforme
demonstrado por So & Larkins
(1991) e Quayle & Feix (1992). No
caso do promotor o-3B, a
observagdo de 5 complexos
DNA-proteina (Fig. 9) sugere a
existénca de um elaborado modelo
de regulagdo para estes genes.
Contrariando as expectativas,
nenhum complexo foi abolido
quando o sitio de ligagdo da
proteina Opaco2 foi eliminado
(Fig. 9). Uma explicagbes diferentes
podem ser formuladas para este
resultado: a) A proteina Opaco2,
quando presente no extrato nuclear,
seria capaz de reconhecer outras
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regibes para ligagdo ao DNA
diferentes daquela verificada
quando se utilizou a proteina
produzida em  bactéria, nos
trabalhos realizados por Yunes et al.
(1994); b) Os processos de
obtengdo do extrato nuclear podem
ter causado alteragées na proteina
Opaco2, quanto a capacidade de
reconhecimento do seu sitio do
ligagdo ao DNA.

Os fatores que interagem com
o promotor a-3B para a formagao
dos complexos DNA-proteina,
possuem diferentes periodos de
ocorréncia durante o
desenvolvimento do endosperma
(Fig. 12). A distribuigdo temporal
destes fatores pode estar
relacionada com a expresséo
coordenada dos genes de
a-prolaminas. Os estagios de
desenvolvimento do endosperma de
Coix em que os § complexos
ocorrem simultaneamente (estagios
2 e 3), coincidem com o periodo no
qual se verifica a maior taxa de
transcricdo dos genes de a-coixina,
definido por Targon et al. (1992),
consistindo em mais uma evidéncia
da relagdo entre estes fatores e a
expressdo dos genes de a-coixina
de 25 kDa.

A ativagdo da transcrigao dos
genes de eucariotos, se da através
da ligagdo de fatores que
reconhecem sequéncias especificas
de DNA e entdo interagem com a
RNA polimerase Il diretamente, ou
através de "proteinas-ponte" (Lewin,
1990). Os diversos fatores de
transcricdo sdo agrupados em
diferentes classes, que podem, em
fungdo dos dominios que os



caracterizam, desenvolver fungao
de ligagdo ao DNA, dimerizagéo,
e/ou ativagdo génica (Latchman
1990). Dentre estes grupos, as
proteinas do grupo "leucine-zipper",
ao qual pertence a proteina Opaco2,
caracterizam-se por se ligarem ao
DNA sob a forma de dimeros, que
podem ocorrer entre proteinas
idénticas, dando origem a
homodimeros, ou entre proteinas
diferentes, formando heterodimeros.
Algumas proteinas s&o ativas
somente sob a forma de
homodimeros, como C/EBP e Myc,
enquanto outras, somente o fazem
sob a forma de heterodimeros, como
Jun e Fos, e CREB e CREM
(Johnson & Mcknight, 1989).
Entretanto, a proteina Opaco2, que
normalmente liga-se ao DNA sob a
forma de homodimero, também pode
formar heterodimero com a proteina
OHP-1 para se associar ao DNA
(Pysh et al., 1993).

A ocorréncia de interagdo
entre os fatores para a formagéo dos
complexos pode ser observada na
Fig. 13, onde da-se o surgimento do
complexo 3 a partir da mistura entre
os extratos nucleares dos estagios 0
e 5 que n3o apresentam tal
complexo quando incubados
separadamente na presenga do
promotor. Estas informagdes apoiam
a idéia de que mais que um fator
podem estar se associando para a
formagao dos complexos
observados.

A participagdo da proteina
Opaco2 na formagdo dos complexos
DNA-proteina, foi demostrada
através de sua inativagdo, via
adicdo de anti-corpo policlonal
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contra a proteina Opaco2 de milho
aos extratos nucleares.

Quando foram adicionadas
concentragdes crescentes do
anticorpo ao extrato nuclear utilizado
nas reagbes de ligagdo (Fig. 14,
linhas 2 a &), os primeiros
complexos a serem eliminados
foram os complexos 1 e 4. lIsto
evidencia a necessidade de uma
maior disponibilidade de moléculas
da proteina Opaco2 no extrato, para
que a formagdo destes complexos
se verifique. A eliminagdo dos
complexos 3 e 5  quando
concentragbes mais elevadas do
anticorpo foram adicionadas ao
extrato, demonstra que a proteina
Opaco2 também participa da
formagdo dos mesmos. O fato da
formagdo do complexo 2 n&o ser
afetada pela inativagdo da proteina
Opaco2 , revela que outro fator,
além da proteina Opaco2, é capaz
de se associar a este promotor,
dando origem a um complexo
DNA-proteina.

A presenga exclusiva do
complexo 2, observada quando a
proteina Opaco2 foi inativada no
extrato (Fig. 14, linha 5), constitui
situacdo similar aquela observada
quando o extrato nuclear do estagio
5 foi utilizado na reagédo (Fig. 12,
linha 6). Estas observagbes s&o
compativeis com a idéia de que a
proteina Opaco2 ocorre apenas nos
estagios iniciais do  desen-
volvimento.

Quando o fragmento 10Ms foi
incubado com o extrato nuclear do
estagio 0, apenas os complexos 1, 4
e 5 foram observados. Entretanto,
verificou-se o0 surgimento dos



complexos 3 e 2, quando
concentragbes crescentes do
anticorpo anti-O2 foram adicionadas
ao extrato nuclear (Fig. 15),
revelando que a inativagdo de
moléculas de proteina Opaco2 do
extrato nuclear n3o permite a
formagao do complexo 4,
normalmente formado. A inativagao
de parte da proteina Opaco2 do
extrato nuclear, promovida pela
adicdo do anticorpo em baixa
concentragdo (diluigdo 1:10000)

(Fig. 15, linha 3), permitu a -

formagdo dos complexos 2 e 3.
Quando concentragdes mais
elevadas do anticorpo foram
adicionadas ao extrato (diluigdo
1:5000 e 1:2000) (Fig, 15, linhas 4 e
5), apenas o complexo 2 se formou,
em virtude da inativagdo da proteina
Opaco2. Destas observagoes,
resulta a hipdtese de que os
complexos 3 e 4 correspondem a
incorporagao de 1 ou 2 moléculas da
proteina Opaco2 ao complexo 2,
respectivamente. '

A adigdo do anticorpo contra
a proteina Opaco2, em baixa
concentragdo (diluigdo 1:10000), ao
extrato nuclear do estagio 2,
promoveu um aumento na
mobilidade do complexo 5 (Fig. 15,
linha 3 e Fig. 16, linha 3). Esta
mobilidade é similar  aquela
observada quando extrato nuclear
do estagio 5 foi utilizado (Fig. 13,
linha 6). Tais resultados, permitem
sugerir que o complexo 5 apresenta
moléculas da proteina O2 em sua
formagao. Uma menor
disponibilidade desta proteina, no
final do desenvolvimento do
endosperma (estagio 5), resultaria
na incorporagdo de um nudmero
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menor de moléculas da mesma, ao
complexo 5, dando origem a um
complexo de menor tamanho e |,
consequentemente, de maior
mobilidade.

Quando os fragmentos MTAT
e MMin foram utilizados nas reagdes
de ligagdo, observou-se que os
complexos 4 e 5 ndo se formam na
auséncia da regido compreendida
entre -158 e -115, e o complexo 3
depende da presenga da regido
compreendida entre -115 e -86 para
se formar (Fig. 16 A). Os fatores que
constituem os complexos 1 e 2 sdo
capazes de se ligar a regido de
39 pb compreendida pelo fragmento
Mmin. Entretanto, a utilizagdo do
fragmento 10C5° com extratos
nucleares do estagio 0, 5 e 2,
revelou que na auséncia da regiéo
contida entre -86 e -47, os
complexos 1, 2, 3 e 4 ndo se formam
(Fig. 17 A). Portanto, a regido
compreendida pelo fragmento MMin
(39 pb) é essencial para a ligagdo
dos fatores nucleares. O complexo
5, deve-se a ligagdo de fatores em
outra regido, compreendida entre as
posigbes -158 e -115. A eliminagdo
da formagao do complexo 5 através
da adicdo do anticorpo anti-O2,
revela que a proteina Opaco2
participa deste complexo, porém, o
n&o surgimento de novos complexos
permite inferir que o fator que
participa da formagdo do complexo
2, ndo esta involvido na formagao
daquele complexo.

~ A delimitagdo da regido do
promotor responsavel pela ligagdo
dos fatores que dao origem aos 5
complexos observados, fornece
evidéncias para concluir que, além



do sitio de ligagdo da proteina
Opaco2, outras regides do promotor
o-3B  s&o  importantes  para
assdciagdo com fatores nucleares.

A inexisténcia de sequéncias
que se assemelhem aos sitios
descritos para a ligagdo da proteina
Opaco2, no fragmento 10Ms,
somada aos resultados fornecidos
pelos trabalhos de adicdo de
anticorpo anti-O2 aos extratos
nucleares, levam a concluir que a
proteina Opaco2 seja capaz de se
associar a outras proteinas para
formar complexos com o DNA.
Nestes casos, no entanto, a proteina
Opaco2 parece nao estar
diretamente envolvida no reco-
nhecimento e ligagdo ao DNA,
atividade esta, realisada por outras
proteinas constituintes do complexo.

Em trabalhos realizados com
o mutante 02-676, foi determinado
que a proteina 02-676 apresenta a
substituicdo de uma arginina por
uma lisina no seu dominio basico.
Tal alteragdo, elimina a habilidade
desta proteina em reconhecer o seu
sitio de ligagdo no DNA, conforme
demonstrado em testes realizados
“in vitro" (Aukerman et al., 1991).
Entretanto, em anélises "in vivo", o
fendtipo 02676 corresponde a um
intermediario entre o milho normal e
os mutantes 02-nulo, que nao
produzem a proteina Opaco2, tanto
com respeito aos niveis de
acumulagdo de zeinas quanto aos
niveis de mMRNA de zeinas de
22 kDa (Pysh et al., 1993). O fato da
expressdo dos genes de zeinas ser
maior neste mutante que nos
mutantes o02-nulo, sugere que a
proteina Opaco2 ¢é capaz de
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participar da ativagdo génica mesmo
ndo sendo capaz de reconhecer
sequéncias no DNA. Portanto, os
resultados onde demostramos a
associagao entre a proteina Opaco2
com proteinas que se ligam ao DNA,
podem constituir um modélo capaz
de explicar os fatos acima
comentados. Neste caso, a proteina
Opaco2 apresentaria a fungao
ativadora da transcrig@o
desvinculada da fungdo de
reconhecimento e ligagdo ao DNA.
Para isto, entretanto, a existéncia de
uma proteina acessdria, capaz de se
ligar ao DNA, torna-se essencial.
Neste modélo, o fator Opaco2
funcionaria como uma “proteina-
ponte” entre a proteina acessoéria e
a RNA polimerase.



CONCLUSOES

1) O gene «a-3B possui uma regidao
estrutural de 758 pb, codificando a
uma proteina que consiste de uma
regido amino-terminal, contendo um
peptideo sinal, seguido por 10
repeticbes de blocos de 15 a 20
aminoécidos ladeadas por
poliglutaminas, e uma curta regido
carboxi-terminal. Tal estrutura é
altamente conservada entre os genes
de a-coixinas, a-zeinas e a-kafirinas.

2) A minima regido funcional do
promotor a-3B estd contida entre a
posicdo -238 e o ATG, sendo
suficiente para o nivel maximo de
expressao, verificado nos
experimentos de expressao
transitéria. A regido ente -158 e o
ATG é suficiente para a manutengéo
da tecido-especificidade da
expressdo do gene a-3B.

3) Viérios fatores nucleares séo
capazes de se associar ao promotor
a-3B, dando origem a 5 diferentes
complexos DNA-proteina, sugerindo
um elaborado modelo de regulagéo
para este gene.

4) Os fatores nucleares que
interagem com o promotor, possuem
diferentes periodos de ocorréncia
durante o desenvolvimento do
endosperma. A distribuigdo temporal
destes fatores pode estar
relacionada ao controle da expresséo

coordenada dos
prolaminas.

genes de

5) Um fator nuclear, diferente da
proteina Opaco2, é capaz de se
associar ao promotor, numa regiao
compreendida entre -86 e -47. A
proteina Opaco2 associa-se a este
fator dando origem a dois outros
complexos DNA-proteina.

6) Uma regido de 39 pb,
compreendida entre -86 e -47, é
necesséaria para a formagdo de 4
complexos DNA-proteina. Tal porgéo
do promotor o-3B nao apresenta
nenhuma sequéncia que
corresponda a sitios de ligagédo de
fatores nucleares  até agora
descritos.

7) A proteina Opaco2 é capaz de se
associar a um outro fator nuclear e,
desta forma, participar da formagao
de complexos com um fragmento de
DNA que ndo contenha seu “sitio-
alvo” de ligagéo.



SUMARIO

Coix lacryma jobi L.é uma
graminea pertencente & tribo
Andropogoneae, que engloba
também o milho, o sorgo e o
trypsacum (Claynton, 1973; Jain &
Benerjee, 1974; Claynton, 1983).
Dentre as variedades de Coix, uma
das mais comuns € a Adlay (Jain &
Benerjee, 1974). Uma das
caracteristicas desta variedade é a
presenga de 20% de proteina na
semente, 0 que corresponde a
aproximadamente o dobro de teor de
proteinas encontrado em sementes
de milho (Torres & Bergamin,1951;
Ottoboni et al., 1990).

Da mesma forma que nos
demais membros da tribo
Andropogoneae, as proteinas de
reserva mais abundantes em Coix
sdo representadas pelas prolaminas,
chegando a atingir 50 a 70% do total
de proteinas da semente (Ottoboni
et al., 1990; Leite et al, 1990). As
prolaminas de Coix séo
denominadas Coixinas e, dentre
elas, predominam as a-coixinas,
correspondendo a 70% das
prolaminas totais do endosperma.

As a-coixinas sdo codificadas
por uma familia multigénica,
composta por aproximadamente 35
genes (Ottoboni et al, 1993). O
isolamento de um clone contendo 3
sequéncias génicas que codificam
a-coixina de 25 kDa (Ottoboni et al.,
1993), sugere que, como no caso
dos ‘genes de a-prolaminas de
milho,estes genes encontram-se
agrupados formando “clusters”. A

transcrigdo dos genes de a-coixina é
altamente regulada, sendo que os
RNAs mensageiros acumulam-se em
altas concentragbes nos estagios
iniciais do desenvolvimento do
endosperma (Targon et al, 1992).
Entretanto, os mecanismos que
regulam a expressao coordenada
destes genes sdo, até o momento,
pouco conhecidos.

Em trabalhos anteriormente
realizados em nosso laboratério, foi
isolado um clone gendmico de 15 kb
que, quando digerido com a enzima
EcoRI, forneceu 3 fragmentos em
homologia com o gene de o-zeina
de 22 kDa. Os 3 fragmentos foram
clonados em pBluescript, dando
origem aos clones o-3A, o-3B e
a-3C. Os sequenciamento dos
clones a-3A e a-3C revelou que as
regides estruturais dos genes neles
contidos, apresentam um “stop
codon” na posigdo +652, sendo
caracterizados como pseudogenes.

Neste trabalho, foi obtida a
sequéncia completa do gene contido
no clone a-3B, incluindo 1084 pb da
regiao nao codificadora 57, e 119 pb
da regido ndo codificadora 3. A
comparagdo entre a sequéncia
deduzida de aminoacidos deste
clone com sequéncias publicados
dos genes de a-zeinas e a-kafirinas,
revelou uma estrutura de proteina
altamente conservada.

A regido promotora do gene
a-3B foi isolada e ligada & regido
codificadora do gene gus. Através
de digestdo unidirecional com



Exonuclease Ill, foram obtidas
diversas extensdes do promotor. As
construgbes foram transferidas para
o Vetor pRT103 e utilizadas em
experimentos de expressao
transitéria em endosperma imaturo
de milho. Os resultados revelaram
que a regido contida entre -238 e o
ATG, é suficiente para uma maxima
atividade deste promotor. A
auséncia da sequéncia contida entre
-238 e -172 promove uma drastica
queda na expressdo do gene. A
regido responsavel pela tecido-
especificidade encontra-se entre
-158 e 0 ATG.

Trabalhos de EMSA
demonstraram que 5 complexos
DNA-proteina se formam entre
fatores presentes no extrato nuclear
de endosperma de Coix e um
fragmento contido entre -158 e -47.
Estes fatores nucleares distribuem-
se diferentemente durante o
desenvolvimento do endosperma.

Através da adigdo de
anticorpo contra a proteina Opaco2
de milho a extratos nucleares
utilizados para experimentos de
EMSA, foi observado a participagéo
desta proteina na formagdo de 4
complexos DNA-proteina, dentre os
5 complexos observados. A
observagdo de um complexo
insensivel a adigdo do anticorpo,
revela a existéncia de um novo fator
nuclear, capaz de se associar com
este promotor. Estes trabalhos,
também permitiram verificar que a
proteina Opaco2 é capaz de se
associar a este novo fator para a
formagdo de complexos com O
promotor.
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Em experimentos de EMSA
que utilizaram fragmentos da regiao
contida entre -158 e -47, foi
observado que uma regiao de 39 pb,
compreendida entre -86 e 47 é
essencial para a formagdo de 4 dos
complexos DNA-proteina. O quinto
complexo associa-se a regido
contida entre -158 e -87.

A associagdo entre a proteina
Opaco2 e um outro fator nuclear
para a interagdo com uma regiéo
promotora, sugere um novo modélo
para atuagdo desta proteina na
regulagdo da expressdo dos genes
de a-prolaminas.



SUMMARY

Coix lacryma-jobi. L, together
with maize, sorghum and trypsacum
belongs to the grass tribe
Andropogoneae (Clayton, 1973, Jain
& Benergee, 1974; Clayton, 1983).
The seeds of Coix contain around
20% of protein, the major constituent
of which is a prolamin called coixin.
Based on differential solubility,
coixins can be grouped into distinct
classes being the a-coixins class the
most abundant one corresponding to
70% of the total coixin (Ottoboni,
1990).

The a-coixins are encoded by
a multigene family containing ca. 35
genes (Ottoboni, 1993). Three
contigous a-coixin genes designated
a-3A, a-3B and a-3C were found in
the 15 Kb a-3 genomic clone. The
a-3A and a-3C genes presented in
frame stop codons at position +652.

The o«-coixin genes are
expressed in the endosperm of the
developing seed. They are regulated
at the transcriptional level. The
mechanisms responsible for the
regulation of these genes are not well
understood by the present moment.

In this work, the complete
sequence of the a-3B clone including
1084 bp from the 5° flanking region of
the structural gene and 119 bp from
the 3’ flanking region was reported.
Comparison of the  deduced
aminoacid sequence of «-3B with
published sequences of a-zein and
o-kafirin reveled a highly conserved

protein structure. For a functional
analysis of the «a-3B promoter,
1084 bp from the 5 flanking region of
the gene was fused to gus and a
series of 5° deletions were obtained
using Exonuclease Ill. After being
transfered to pRT103 the effect of the
deletions on gene expression was
tested by bombardment of immature
maize endosperm. The results
suggested that deletion to -238
(relative to the ATG) had no effect on
expression of the gene but deletion to
-172 decreased expression levels.
The sequence between -158 and the
ATG contains the information
necessary for proper tissue-specific
expression of the gene.

Binding sites for proteins have
been found in the 5" flanking
sequences of a-3B by EMSA

analysis. Five DNA-protein
complexes having different
electrophoretic mobility were

detected in binding experiments
using nuclear extracts from Coix
endosperm and the a-3B promoter
region -158 to -47. The binding
observed with extracts from seeds of
different ages have shown that the
nuclear proteins that interacted wich
the a-3B promoter are present in the
endosperm in different stages of
development. No binding was
observed between the o-3B promoter
and nuclear extracts prepared from
seedlings.

in order to observe if any of
the five complexes contain the 02



protein, the nuclear extract was
preincubated with antisera raised
against the O2 protein. Afterwards,
the ; protein extract was used in
EMSA. The results indicated that the
02 protein is involved in the
formation of 4 of the observed
complexes. The complex 2 was not
affected by the adition of the 02
antibody, suggesting the existence of
a new nuclear factor capable of
recognizing the «-3B promoter.
Further experiments, indicated that
the O2 protein is capable of making
associations with this new factor
forming complexes.

EMSA experiments  using
fragments of the promoter region
from -158 to -47 demonstrated that a
39 bp region from -86 to -47 is
essential for the formation of the
complexes 1, 2, 3 and 4. The
complex 5 makes association with
fragment from -158 to -87. The
association of the 02 protein with the
other nuclear factor described in this
work suggested a novel -mechanism
of interaction of the O2 protein with
the a-3B promoter and in this way, a
new system of regulation of the a-
prolamin genes.
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APENDICE |

Acetato de Amoénio 2 M
Acetato de amonio 30,8¢g
H,0 q.s.p. 200 mi

-Ajustar pH para 4,5 ou 5,0 com
acido acético.
Acetato de Potassio 3M

Acetato de Potassio 88,9¢g
H,0 q.s.p. 200 mi

-Ajustar pH para 4,8 com 4&acido
aceético.

Acetato de Sédio 3M

Acetato de Sédio 49,2g
(anidro)
H,O q.s.p. 200 ml

-Ajustar pH para 5,2 ou 7,0 com
acido acético.
Brometo de Etidio 10 mg/ml

Brometo de Etidio 02g
H,0 q.s.p. 20 mi

EDTAO,5M

EDTA (dissddico, 22H,0) 37,2g
H20 q.s.p. 200 mi

-Ajustar o pH para 8,0 com NaOH

Mistura de Ligase

Tampao de ligase 5x 200 ul
T4 DNA ligase 5U
H20 800 pl

Mistura de Nucleotideos (0,4 mM)

dATP 100 mM pH 7,5 4yl
dTTP 100 mM pH 7,5 4l
dGTP 100 mM pH 7,5 4yl
dCTP 100 MM pH 7,5 4l
H20 q.s.p. 1 ml

Mistura de S1 nuclease

Tampéo da S1 (10x) 27 ul

S1 Nuclease (1 U/ul) 60 pl

H20 183 pl
PMSF 100 mM

Fluoreto de 17 mg

Fenilmetilsulfonil
Etanol gelado 1 mi



Poliacrilamida 40%

Acrilamida 38g
N,N’-metileno diacrilamida 29
H20 g.s.p. 100 mi

-Filtrar e estocar a 4°C.

SDS 10% (m/v)
Dodecil Sulfato de Sédio 20g
H20 g.s.p. 200 mi

Tampdo de ligase 5x

Tris-HCI 0,25 mM pH 7,6; MgCl,
50 mM; ATP § mM; DTT 5 mM,
Polietileno Glicol 8000 (PEG-8000)
25% (m/v).

Tris-HCI 1M pH 7,6 250 pl
MgCl2 1M 50 pl
ATP 100 mM 50 ul
DTT 1M 5ul
PEG 50% 500 pl
H20 q.s.p. 1 mi
TEA 50x
Tris-base 2 M, EDTA 50 mM
Tris-base 2422 g
!;DTA dissddico 18,6 g
Acido Acético glacial 51 mi
H20 q.s.p. 600 ml

-Apbds a dissolugdo, corrigir pH
para 7,4 com NaOH e completar o
volume para 1000 ml.

73

TBE 5x

Tris-base 1 M, Acido bérico 0,5 M e
EDTA 10 mM

Acido Bérico 309g
Tris-base 211g
EDTA dissédico 3,73¢g
H20 q.s.p. 600 ml

-Apés a dissolugdo, completar o
volume para 1000 ml.
TE

-Tris-HCI 10 mM pH 7.,5; EDTA 1
mM

Tris-HCI 1M pH 7,5 100 i

EDTAO05MpH 8,0 20 pl

H20 q.s.p. 10 |
Tris-HCI1 M

Tris-base 1211 g

H20 800 ml

-Ajustar o pH com HCI concentrado

pH HCI

7.4 ~70 mi
7.8 ~50 mi
8,0 ~45 mi
9,0 ~20 mi
H20 q.s.p. 1000 ml



Meio de cultura

LB (Meio Luria-Bertani)

Bacto-Tryptona 10g
Extrato de levedura 59
NaCl 10¢g
H20 q.s.p. 1000 mi

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

pBluescript KS +/-

O vetor pBluescript KS+/- é
um "Phagemid" que contém a regido
intergénica do fago filamentoso do
tipo f1, podendo ser secretado como
um DNA fita simples na presenga de
um fago ‘“helper" do tipo f1
(Stratagene Cloning System). Esta
regido intergénica codifica para
fungbes cis requeridas para o
empacotamento e replicagédo do
fago. Exitem “phagemids"”
pBluescript contendo uma das duas
possiveis orientagbes da regido
intergénica, sendo denominados
pBluescript KS+ (pBKS+) e
pBluescript KS- (pBKS-). O pBKS+
replica-se de forma que a fita
codificadora do gene da B-galacto-
sidase seja secretado na particula
do fago, enquanto o pBKS- secreta
a fita ndo codificadora deste gene.

O vetor pBKS+/- possui
2961 pb e & derivado dos plasmidos
da série pUC. Portanto, este vetor
também possui a-complementagao,
além de permitir a utilizagdo dos
mesmos “"primers" utilizados para
sequenciamento de insertos
clonados em pUC.

A denominagéo KS refere-se
a orientagdo da regido de
policlonagem, com relagdo aos sitios
das enzimas de restrigdo presentes
nas extremidades da regao (Kpnl —»
Sacl). Este tipo de plasmidio é
denominado "phagemid" em virtude

de apresentar origem de replicagao
de fago simples fita e também uma
origem de replicagdo plasmidial
(derivado de ColE1), que é utilizada
na auséncia do Dbacteriéfago
"helper". Da mesma forma que os
plasmidios da série pUC, este
plasmidio contém o gene que
confere resisténcia a ampicilina
(Fig. 19).
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Nael 130

Ssp! a4y

Ssp! 2850 Sspt 19

Scal 2526
Pvu 1500
Pw 11529
Pvu i 2416
BssH 11619
- Sacl 657
Kpnl 759
BssH Il 792
Pvu il 77
Reverse Prmer T3 Primer . KS Primer
S AACAGCTATGACCATGY 8§ ATTAACCCTCACTAAAGY 8 CGAG&'::C.GACGGTA‘ICGS
Apel Aec)
MEY BssH B T3 Piomorer ot — Kpnl Dral Xhot Sal) Chal HrdW  EccRV Eoo R
g: gg?:?g#g&l?I GACCATGATTACGCCAAGCGCGCAATTAACCCTCACTAAAGGGAACAAAAGCTGGGTACCGGGCCCCCCCTICGAGGY CGACGGTAYCGATAAGCTTGATATCG

ACTGGTIACTAATGCGGTTCGCGCGTTAATTIGGGAGTGATTTCCCITGTTITCGACCCATGGLCCGOGGGGOAGCTCCAGCTGCCATAGCTATICGAACTATAGLCTTAA

Beis-Galactosidase —————P

ET. ' Sac |
Pt Smal Bam¥ Spel Xl .M Ba X1 Sact luMll

AALTCCTGCAGCCCGGGGGATCCACTAGT TCTAGAGCGGCCGCCACCGCGGT GOAGCTCCAATTCGCCCTATAGYGAGTCGTATTACGCGLGCTCACT TCGT11
GGACGTCGGGCCCCCTAGGT GATCAAGATCTCGLCGGCGGT GGCGCCACCTCGAGGTTAAGCGGGATATCACTCAGCATAAT GCGCGLGAGY GA%&&&A&EAAAI?%:? z

—a T7 Promoter
3 CTAGGTGATCAAGATCT & 3 GATATCACTCAGCATAA§ 3 TGACCGGCAGCAAAATG S
£X Primer T7 Primer RS R e N TCY

Fig. 19. Mapa de restrigdo do vetor pBluescript KS +/- (Catalogo Stratagene,
1988).



Vetor de expressdo pRT103

+ O vetor pRT103 é derivado
dos vetores pUC18/19 e possui
3340 pares de base (Toper et al.,
1987). Este plasmidio, bem como os
outros da série pRT, & adequado
para a expressdo em plantas, pois
carrega o promotor do gene do
transcrito 35S do virus do "moisaico
da couve-flor" (CaMV35S), que
apresenta expressao constitutiva.
Este promotor estd represen-
tado por aproximadamente
360 pb, sendo seguido por
umaregido contendo os sinais de

find) Sohl Pot]l Rimed}
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poliadenilagdo, também do CaMV.
Entre estas duas regides,
encontram-se sitios de diversas
enzimas, permitindo a clonagem do
gene de interesse. E importante
ressaltar que o sitio da enzima Ncol,
presente nesta regido, coincide com
0 codon de iniciagdo de transcrigdo
ATG, contido em uma sequéncia
consenso. Este plasmidio apresenta
como marca para selegdo, o gene
que confere resisténcia ao
antibidtico ampicilina (Fig. 20).
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Fig.20. Mapa de restrigdo do vetor de expressao pRT103 (Téper et al.,, 1987).



APENDICE Il

Dele¢do Unidirecional com
Exonuclease Il

O método baseia-se na
digestdo do fragmento de DNA com
Exonuclease lll, a partir de uma de
suas extremidades.

A enzima ataca apenas as
extremidades proeminentes 5° ou
abruptas, e ndo, as proeminentes 3.
Portanto, o fragmento de interesse
deve ser clonado em um sitio de
policlonagem, de forma a que
permanegam pelo menos dois sitios
unicos entre o inserto e o sitio de
ligagao do “primer" de
sequenciamento. A enzima de
restricdo que corta proximo ao
inserto de interesse deve
deixar uma extremidade com
proeminéncia 5" ou  abrupta, a
partir da qual as delegbes se
procederdo. A outra enzimaa ser

utilizada, deve possuir sitio de
restrigio mais distante que o da
enzima anterior, em relagdo ao
inserto, devendo deixar uma
extremidade proeminente 3°. Por
vezes, o ataque da Exonuclease |l
sobre a extremidade 5°, ocorre
apenas sobre uma das fitas
deixando proeminéncias 3°, estas
porgoes remanescentes sé&o
removidas pela agdo da enzima S1
Nuclease, na preseng¢a de Zn2*, em
pH &cido. Apés inativagdo térmica
da S1 Nuclease, adiciona-se a
polimerase Klenow, para reparar as
extremidades. Finalmente os
fragmentos s&o recircularizados
através da ligagdo de suas
extremidades (Fig. 21).



79

? : sitio de Ngagto
R | do primer

s

digestdo com © enzimo
de restrigbo A
B

—_— $ o
SCREES | 4.’

- T ..ty
_ 1 digestdo com a enzimo

de restricbo B
o — l
l R -;.-' pae i i o

Tratamento com
Exonucleose Il

' Reclicularlzagdo
(Trotamento com Klenow, dNTPs e ligase)

Fig. 21. Diagrama esquematico do método de delegbes unidirecionais com
Exonuclease Il (Vettore A.L., 1994).
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APENDICE IV

Antes -+ Depols

——Canh&o de He

W/
P i/ \

Tela

Células ‘ . "‘ —DNA/microparticulas
alvo R '

S s

Fig. 22 Esquema do aparelho utilizado nos experimentos de bombardeamento
do micropariculas (Freitas F.A., 1993).



